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5. ERGEBNISSE

Fiir einen effizienten Oberflachentransport des humanen Vasopressin V2
Rezeptors ist die Anwesenheit des proximalen C-Terminus notwendig.
Trunkierungen am R337 und am L339 fiihren zu einer vollstindigen Retention des
Rezeptors im Zellinneren (SADEGHI et al., 1997, OKSCHE et al., 1998). Dagegen
haben Trunkierungen des Proteins nach den Palmitoylierungsstellen einen geringen
Effekt auf die Effizienz des Transport (OKSCHE et al., 1998). Abbildung 4 zeigt
das Topologiemodell des V2-Rezeptors. Der transportrelevante Bereich des
proximalen C-Terminus ist rot hervorgehoben. Das hydrophobe Phenylalanin F328
ist wahrscheinlich der Ubergang zwischen der 7.TMD und dem cytoplasmatischen
C-Terminus. Der proximale C-Terminus wird somit von 12 Aminosduren gebildet
und wird durch die beiden palmitoylierten Cysteine C341 und C342 begrenzt.
Durch diese Verankerung wird eine 4. intrazelluldre Schleife ausgebildet. Innerhalb
des proximalen C-Terminus konnten bereits transportrelevante Aminosdurereste
identifiziert werden: die benachbarten Leuzine L339 und L340 und das vorgelagerte
negativ geladene Glutamat E335 (SCHULEIN et. al., 1998).

Welche Bedeutung haben die anderen Aminosduren des proximalen C-
Terminus fiir die Faltung und den Transport des V2-Rezeptors, und wie grof3 ist der
transportrelevante Bereich? Diese weiterhin noch offenen Fragen, versucht die

vorliegende Arbeit zu beantworten.
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Abbildung 4: Zweidimensionales Topologiemodell des humanen V2-Rezeptors.
Der proximale C-Terminus ist rot hervorgehoben. Folgende posttranslationale
Modifikationen sind gekennzeichnet: die N-Glykosylierung am Asparagin N22;
potentielle O-Glykosylierungsstellen an den Serinen und Threoninen S5, T6, T7, S8
und S15; die Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen C112 und C192;
Palmitoylierungen an den Cysteinen C341 und C342.

5.1. Herstellung eines anti-GFP-Antiserums zur spezifischen

Prazipitation und Detektion des GFP-markierten V2-Rezeptors

In dieser Arbeit sollten V2-Rezeptoren als GFP-Fusionsproteine detektiert
werden. Neben dem Nachweis der Fluoreszenzsignale, sollte auch ein
biochemischer Nachweis mit Hilfe von Immuno-Blots erfolgen. Zu diesem Zweck
musste zundchst ein polyklonales Antiserum gegen das GFP-Protein hergestellt

werden. Hierfiir wurde die gesamte kodierende Sequenz von GFP mit GST in dem
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bakteriellen Expressionsvektor pGEX kloniert. Das Plasmid wurde von U.
Vinkemaier, FMP, zur Verfiigung gestellt. Das Fusionsprotein wurde in E.coli BL-
21 exprimiert, mit Glutathion-Sepharose aus dem Zell-Lysat gereinigt und
lyophilisiert. Mit dem gereinigten Protein wurden zwei Kaninchen immunisiert. Die
Antiseren iiberschritten im ELISA-Test einen Antikorper-Titer von 1:200.000 und

wurden wie folgt auf ihre Spezifitét getestet.

5.1.1. Das polyklonale Kaninchen-anti-GFP-Antiserum erkennt
spezifisch GFP-markierte V2-Rezeptoren im Western-Blot

HEK293-Zellen, die den wildtypischen, C-terminal mit GFP fusionierten
V2-Rezeptor (V2R-GFP) stabil exprimieren, wurden in 60er-Schalen ausgesit. Die
Gesamtmembranen wurden pripariert und mit PNGaseF verdaut. Dieses Enzym
verdaut vollstindig die N-Glykosylierungen eines Glykoproteins. Die
Membranproteine wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und auf einem
Western-Blot mit unterschiedlichen Verdiinnungen der beiden Antiseren inkubiert.
Gebundene Antikérper wurden mit einem anti-Kaninchen-Peroxidase-IgG
detektiert (siche Abb. 5).

Beim wunbehandelten wildtypischen V2-Rezeptor wurden mit beiden
Antiseren zwei spezifische Banden nachgewiesen. Eine 60-65 kDa grofle Bande
und eine 75-88 kDa grof3e Bande. Die 75-88 kDa grofle Bande (*) reprédsentiert den
komplex glykosylierten V2R-GFP (sieche 5.3.3.). Bei komplex glykosylierten
Proteinen handelt es sich um reife Proteine, die das ER verlassen haben und deren
Glykosylierungen im medialen Golgi modifiziert und vervollstindigt wurden. Die
Bande zwischen 60-65 kDa (#) reprédsentiert die kern- oder mannosereich-
glykosylierten Rezeptoren, also Proteine, die sich noch im ER befinden (siche
5.3.3.). Der PNGaseF-Verdau verringerte die apparente Masse der komplex
glykosylierten Proteine auf ca. 70 kDa. Die verdauten Proteine werden nicht auf die
unglykosylierte Grofle von 60 kDa reduziert. Dies liegt an der zusitzlichen O-
Glykosylierung des V2-Rezeptors (SADEGHI et al., 1999). Die mannosereich-
glykosylierten Proteine werden dagegen durch den PNGaseF-Verdau auf die
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unglykosylierte Grofle von 60 kDa (>) reduziert, da die O-Glykosylierung im
Golgi-Apparat stattfindet.

Das Antiserum 1 erkennt sowohl den komplex glykosylierten V2-Rezeptor
als auch den unmodifizierten Rezeptor schon in der 1:2000 Verdiinnung. Das
Antiserum 2 ebenfalls, allerdings sind die Banden wesentlich schwécher geférbt.
Deutliche Banden sind hier bei gleicher Expositionszeit erst in der 1:500
Verdiinnung erkennbar. Das Antiserum 1 ist daher fiir Western-Blot-Analysen des

V2-Rezeptors wesentlicher sensitiver als das Antiserum 2.

Antiserum 1 kD / POD Pri  1:2000 1:1000 1:500 kD

- - F - - F

- ¥ B
80 — * (g . — 80
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60 = i - : - 60
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Abbildung 5: Das Kaninchen-anti-GFP-Antiserum erkennt spezifisch den V2-
Rezeptor. Stabil transfizierte HEK293-Zellen, die ein V2R-GFP-Fusionsprotein
exprimieren, wurden in 60er-Schalen ausgesit. Die Gesamtmembranen wurden
prépariert und mit PNGaseF verdaut (F); unbehandelte Kontrolle = (-). Die SDS-
PAGE und Immuno-Blot-Analyse erfolgte mit je 50 pupg Protein der
Membranpriparationen. Der Western-Blot wurde mit unterschiedlichen
Verdiinnungen der beiden Antiseren inkubiert (1:2000, 1:1000, 1:500). Gebundene
Antikorper wurden mit Peroxidase konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper
detektiert. Als Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen (/); nur der Zweit-
Antikdrper (POD) und das Praimmunserum (Prd) eingesetzt.

* = komplex glykosyliert; # = kern-glykosyliert; > = unmodifiziert
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5.1.2. Das polyklonale Kaninchen-anti-GFP-Antiserum priizipitiert spezifisch
V2R-GFP-Fusionsproteine

Bisher gab es keinen anti-GFP-Antikorper, der GFP-Fusionsproteine
prézipitieren kann. Fiir zukiinftige Arbeiten sollte getestet werden, ob die
gewonnenen Antiseren hierfiir geeignet sind. Um dies zu iiberpriifen, wurden
HEK293-Zellen, die stabil V2R-GFP-Fusionsproteine exprimieren, in 60er-Schalen
ausgesit. Die Zellen wurden lysiert und mit unterschiedlichen Mengen des an
Protein-A-Sepharose immobilisierten Antiserums 1 bzw. 2 inkubiert. Die
Préazipitate wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und die prézipitierten
V2R-GFP-Fusionsproteine auf einem Immuno-Blot mit einem kommerziell
erhéltlichen monoklonalen Anti-GFP-Antikorper detektiert (siche Abb. 6).

Beide Antiseren préazipitieren spezifisch den GFP-markierten komplex

glykosylierten V2-Rezeptor (75-88 kDa; (*)). Erstaunlicherweise prézipitieren
beide Seren nicht den kern-glykosylierten Rezeptor. Moglicherweise ldsst der
Faltungszustand, den das GFP-Fusionsprotein im ER hat, keine Bindung der
entsprechenden Antikdrper zu.
Wenn man bei der Prizipitation das Antigen GST-GFP im Uberschuss dazugibt,
verschwindet die Bande des GFP-markierten V2-Rezeptors. Unter diesen
Bedingungen wird der V2R-GFP verdriangt und stattdessen das Antigen prazipitiert
(Bande bei ca. 52 kDa (#)). Bei der Prizipitation mit nicht transfizierten Zellen
erscheint im Immunoblot eine scharfe Bande knapp unter 60 kDa. Diese Bande ist
nicht zu erklédren, da sie bei den transfizierten Zellen nicht zu sehen ist. Es kann sich
somit nicht um die unspezifische Prézipitation eines Proteins aus dem Zellysat
handeln.

Zusammengefasst erkennen beide Antiseren den GFP-markierten V2-
Rezeptor im nativen und im denaturierten Zustand sehr gut, dabei ist das Antiserum
1 sensitiver als das Antiserum 2. Damit steht fiir zukiinftige Arbeiten erstmals ein

GFP-Antikdrper zu Verfiigung, der fiir die Immunprézipitation geeignet ist.
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Abbildung 6: Das polyklonale Kaninchen-anti-GFP-Antiserum prizipitiert
spezifisch den GFP-markierten V2-Rezeptor. A: Stabil transfizierte HEK293-
Zellen wurden in 60er- oder 100er Schalen ausgesit (60, 100). Die Zellen wurden
lysiert und die Zelltrimmer abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
unterschiedlichen Mengen an Protein-A-Sepharose immobilisiertem Antiserum 1
bzw. 2 inkubiert (5 pl Sepharose + 10 pl Antiserum = 5+10; 10 pl Sepharose + 20
pl Antiserum = 10+20). Die Prizipitate wurden auf einem Immuno-Blot mit einem
monoklonalem Maus-anti-GFP-Antikérper und mit Peroxidase konjugiertem Ziege-
anti-Maus-IgG detektiert. Als Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen (/) und
das Praimmunserum (Prd) eingesetzt. B: Zusitzlich wurde in einem parallelen
Ansatz 1 pg des Fusionsprotein GST-GFP zugegeben (Antigen).

* = komplex glykosyliert; # = GST-GFP (Antigen)
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5.2. Die Serine S330, S331, S333, S334 und S338 des proximalen C-
Terminus haben keinen Einfluss auf den Transport des V2-

Rezeptors zur Plasmamembran.

5.2.1. Gerichtete Mutagenese des proximalen C-Terminus

Um die Bedeutung der einzelnen Aminosduren des proximalen C-Terminus
fiir den Transport zu untersuchen, wurden diese durch gerichtete Mutagenese ersetzt
und in ihrem Transportverhalten untersucht. Die Serine S329, S330, S331, S333,
S334 und S338 wurden gegen die dhnlich groe Aminoséure Alanin ausgetauscht.
Die hydrophoben Aminosduren F328, V332 und L336 wurden durch die hydrophile
Aminosdure Threonin ersetzt (siche Abb. 7).

Fir die gerichteten Mutagenesen wurde experimentell wie folgt
vorgegangen: Die wildtypische V2-Rezeptor c-DNA lag als BamHI/Xbal-Fragment
im eukaryontischen Expressionsvektor pcDNAILNeo (Invitrogen®) vor. Dieses
Plasmid kodiert den wildtypischen Vasopressin V2-Rezeptor (pRCDN2,
SCHULEIN et al., 1996). Alle Mutagenesen wurden mit dem QuikChange™
Mutagenesis System durchgefiihrt. Die hierfiir benutzten Oligonukleotide waren
PF328A, PS329A, PS330A, PS331A, PV332T, PS333A, PS334A, PL336T,
PS338A (siehe 4.1.3.3.). Die eingefilhrten Mutationen wurden durch
Sequenzierungen der cDNA bestitigt. Es entstanden folgende Plasmide: pF328T,
pS329A, pS330A, pS331A, pV332T, pS333A, pS334A, pL336T und pS338A.

Um die Rezeptormutanten C-terminal mit dem GFP-Protein zu fusionieren,
wurde die V2R-cDNA mit den beschriebenen Mutationen als EcoRI/HindIlI-
Fragment in den Expressionsvektor pPEGFPN1 kloniert. Die entstandenen Plasmide
waren: pEU367.GFP, pF328T.GFP, pS329A.GFP, pS330A.GFP, pS331A.GFP,
pV332T.GFP, pS333A.GFP, pS334A.GFP, pL336T.GFP und pS338A.GFP
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Abbildung 7: Gerichtete Mutagenese des proximalen C-Terminus des V2-
Rezeptor. Oben: Aminosduresequenz des intrazelluldren C-Terminus beginnend
mit Asparagin N321 des NPXXY-Motivs bis zu den beiden palmitoylierten
Cysteinen C341 und C342.

Unten: Eingefiigte Mutationen und deren Bezeichnung

5.2.2. Bindungsstudien an intakten COS.1-Zellen

Die gehduft auftretenden Serine im proximalen C-Terminus stellen
potentielle Phosphorylierungsstellen dar. Um die Bedeutung der einzelnen Serine
fir den Transport zu untersuchen, wurde die Féhigkeit der -einzelnen
Rezeptormutanten den Radioliganden [PHJAVP zu binden, in intakten, transient
transfizierten COS.1-Zellen untersucht. Die Zellen wurden in 24 mm well-Platten
ausgesit und mit den Plasmiden pRCDN2, pS330A, pS331A, pS333A, pS334A und
pS338A transient transfiziert. Eine Verringerung der [’H]AVP-Bindung im

Sattigungsbereich der Bindungskurve weist auf einen Transportdefekt hin, wenn der
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Kp-Wert des Rezeptors und damit die Affinitit des Rezeptors zu seinem Liganden
unverandert gegeniiber dem wildtypischen Rezeptor ist. Normalerweise gibt man
den Sattigungswert einer Bindungskurve als Biax-Wert an. In dieser Arbeit wurden
viele Mutanten untersucht und miteinander verglichen. Dies war aus methodischen
Griinden nicht parallel in einem Versuch moglich. Deshalb werden hier keine
absoluten Werte angegeben, sondern die spezifische Bindung von [PH]AVP in
Prozent zur jeweiligen Wildtypkontrolle im Experiment. Dadurch werden
Schwankungen in der Transfektionsrate und damit in der Expression der
Rezeptoren ausgeglichen.

Abb. 8 zeigt jeweils unten, dass der Austausch der Serine S330A, S331A,
S333A, S334A und S338A die Kp-Werte der einzelnen Mutanten gegeniiber dem
wildtypischen Rezeptor nicht wesentlich verdandert (WT: 2,80 nM, S330A: 7,25
nM, S331A: 2,60 nM, S333A: 1,76 nM, S334A: 1,39 nM, S338A: 4,20 nM), d.h.
die Mutationen der Serine des proximalen C-Terminus fithren beim V2-Rezeptor
nicht zu einer Verdnderung in der Ligandenaffinitit. Daher korreliert die jeweils
beobachtete ["THJAVP-Bindung in der Sittigung mit dem intrazelluliren Transport.
Die relative Zahl der bindungsfédhigen Rezeptoren war nach dem Austausch von
S330A, S331A, S333A, S334A und S338A nicht verringert. Man kann daraus
folgern, dass diese Serine des proximalen C-Terminus keine Rolle fiir den

Transport des Rezeptors an die Oberfléche spielen.

5.2.3. Lokalisation der GFP-markierten V2-Rezeptormutanten in HEK293-
Zellen

Um die Ergebnisse der Bindungsstudien zu bestitigen, wurden die
Rezeptormutanten am C-terminalen Ende mit GFP fusioniert und mit Hilfe der
konfokalen Lasermikroskopie innerhalb der Zelle lokalisiert. Der GFP-markierte
V2-Rezeptor wurde bereits in fritheren Arbeiten pharmakologisch charakterisiert.
Die Fusion des Rezeptors mit GFP fiihrt zu keiner Anderung der
pharmakologischen Eigenschaften des Rezeptors (HERMOSILLA, 2000).
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Fiir die Lokalisation der GFP-Fluoreszenzsignale wurden HEK293-Zellen in
35 mm Schalen auf Deckgldser gesdt und mit den Plasmiden pEU367.GFP,
pS330A.GFP, pS331A.GFP, pS333A.GFP, pS334A.GFP und pS338A.GFP
transient transfiziert. Die GFP-Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe der konfokalen
Lasermikroskopie (LSM) detektiert. Fiir die mikroskopischen Aufnahmen wurden
im Gegensatz zu den Bindungsexperimenten HEK293-Zellen verwendet, die fiir die
Mikroskopie wesentlich besser geeignet sind. (COS.1-Zellen sind aufgrund ihrer
Adhirenz sehr gut fiir Bindungsexperimente geeignet, bilden aber viele Einschliisse
innerhalb der Zellen, die die Mikroskopie stéren.) Die pharmakologischen
Eigenschaften des V2-Rezeptors sind in beiden Zelltypen gleich (Kp-Werte in [*H]-
AVP-Bindungsassays; ECso-Wert in der Adenylylzyklase-Aktivitdtsmessung, Daten
nicht gezeigt).

Bei der Lokalisation im LSM zeigt der wildtypische V2-Rezeptor
vorwiegend membranstidndige Fluoreszenzsignale (siche Abb. 8, jeweils oben), d.h.
er wird erwartungsgemél an die Oberfldche transportiert. Gleichzeitig finden sich
auch Signale im Inneren der Zelle. Diese Signale sind wahrscheinlich Rezeptoren
auf dem Weg vom endoplasmatisches Retikulum an die Oberflédche.

Die Serinmutanten S330A, S331A, S333A, S334A und S338A zeigen wie
der Wildtyp eine vorwiegend membranstindige Fluoreszenz. Die mikroskopischen
Daten zeigen, dass die Serine S330, S331, S333, S334 und S338 keinen Einfluss auf
das Transportverhalten des V2-Rezeptors haben und bestitigen damit die

Ergebnisse der Bindungsstudien.
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Abbildung 8: jeweils oben: Lokalisation von GFP-markierten V2-Rezeptoren
in lebenden, transient transfizierten HEK293-Zellen mit Hilfe der konfokalen
Lasermikroskopie (LSM). HEK293-Zellen wurden in 35 mm Schalen auf
Deckgldser ausgesit und mit folgenden Plasmiden transient transfiziert:
pEU367.GFP, pS330A.GFP, pS331A.GFP, pS333A.GFP, pS334A.GFP und
pS338A.GFP. Die Bilder zeigen oben x/y-Scans (xy) und unten z-Scans (z) der
Zellen. Maf3stab: 25 um

jeweils unten: Spezifische Bindung von *HJAVP an intakten, transient
transfizierten COS1-Zellen. COS.1-Zellen wurden in 24 mm well-Platten ausgesit
und mit den Plasmiden pRCDN2, pS330A, pS331A, pS333A, pS334A und pS338A
transfiziert.  AnschlieBend wurden Bindungsexperimente mit ["H]JAVP
durchgefiihrt. Die Kp—Werte wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism
(Version 3.00) berechnet. Die Datenpunkte entsprechen Mittelwerte von Duplikaten
und sind reprisentativ flir drei unabhdngige Experimente.
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5.3. Die hydrophoben Aminosiuren F328, V332 und L336, sowie
das Serin 329 des proximalen C-Terminus sind fiir den effizienten

Transport des V2-Rezeptors zur Plasmamembran notwendig

5.3.1. Bindungsstudien an intakten COS.1-Zellen

Im proximalen C-Terminus spielen die beiden hydrophoben Aminosduren
Leuzin 339 und Leuzin 340 fiir den Transport des Gesamtrezeptors eine wichtige
Rolle (SCHULEIN et al., 1998). Um zu untersuchen, ob diese Reste Teil einer
groBBeren hydrophoben Doméne sind, sollte die Bedeutung der anderen
hydrophoben Aminosduren F328, V332 und L336 des proximalen C-Terminus fiir
den intrazellularen Transport untersucht werden. Ferner sollte die Transportrelevanz
von S329 untersucht werden, da diese Position wahrscheinlich die Austrittsstelle
der 7.TMD ist und dort strukturrelevant sein konnte. Die hydrophoben Reste
wurden, wie unter 5.2.1. beschrieben, durch polare Threonine ersetzt. S329 wurde
wie die anderen Serine gegen ein Alanin ausgetauscht. Die Rezeptormutanten
wurden anschlieend wieder auf ihr Transportverhalten untersucht.

Die Fihigkeit der einzelnen Mutanten ihren Liganden zu binden, wurde in
transient transfizierten COS.1-Zellen untersucht. Die Zellen wurden in 24 mm well-
Platten ausgesédt und mit den Plasmiden pF328T, pS329A, pV332T und pL336T
transient transfiziert. AnschlieBend wurden Bindungsexperimente mit ["THJAVP mit
den intakten Zellen durchgefiihrt (siche Abb. 9) (siehe auch 5.2.2.).

Der Austausch von F328T verringert ebenso wie der Austausch von L336T
die spezifische Bindung von [’HJAVP in der Sittigung um ca. 90% im Vergleich
zum WT. Diese beiden Reste spielen damit eine ebenso grofle Rolle fiir den
Transport des V2-Rezeptors, wie das zuvor beschriebene 1339 (SCHULEIN et al.,
1998). Der Austausch von V332T fiihrt zu einer Verringerung der spezifischen
Bindung um ca. 50%, der Austausch von S329A zu einer Verringerung um ca. 70%
im Vergleich zum WT. Die Kp-Werte aller hier beschriebenen Mutanten dhnelten

dem Kp-Wert des wildtypischen Rezeptors (WT: 2,80 nM; F328T: 3,36 nM;
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S329A: 2,62 nM; V332T: 2,06 nM; L336T: 2,21 nM) (siche Abb. 9, unten). Diese
Daten zeigen, dass die beobachteten Bindungsdefekte der Rezeptormutanten

tatsdchlich auf Transportdefekte zuriickzufiihren sind.

5.3.2. Lokalisation der GFP-markierten V2-Rezeptormutanten in HEK293-
Zellen

Um die Expression der Mutanten zu {berpriifen und um die
Bindungsstudien zu bestdtigen, wurden die entsprechenden GFP-markierten
Mutanten wieder mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie innerhalb der Zelle
lokalisiert (sieche auch 5.2.3.). Hierfiir wurden HEK293-Zellen in 35 mm Schalen
auf Deckgliasern ausgesdt und mit den Plasmiden pF328T.GFP, pS329A.GFP,
pV332T.GFP und pL336T.GFP transient transfiziert.

Fiir die Rezeptor-Mutanten F328T und L336T wurden {iberwiegend diffus
verteilte Fluoreszenzsignale innerhalb der Zelle detektiert (siche Abb. 9, oben).
Diese Rezeptormutanten werden also in der Zelle retiniert. Die mikroskopischen
Aufnahmen unterstiitzen somit die Ergebnisse der Bindungsstudien.

Die Mutanten V332T und S329A, zeigen neben intrazelluldren
Fluoreszenzsignalen auch membranstindige Fluoreszenzsignale. Die
Bindungsstudien zeigten bei V332T eine Reduzierung der spezifischen Bindung in
der Sittigung fiir "HJAVP um ca. 50% im Vergleich zum WT (S329A: 70%). Die
mikroskopischen Aufnahmen bestdtigen hier ebenfalls die Ergebnisse der
Bindungsstudien: Die Mutanten S329A und V332T werden zur Plasmamembran
transportiert, aber mit einer geringeren Effizienz als der wildtypische Rezeptor.

Zusammengefasst zeigen die Daten, das die Rezeptormutanten S329A,
F328T, V332T und L336T fast vollstindig (F328T und L336T) oder teilweise
(S329A und V332T) in der Zelle retiniert werden.
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Abbildung 9: jeweils oben: Lokalisation von GFP-markierten V2-
Rezeptormutanten in lebenden, transient transfizierten HEK293-Zellen mit
Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie (LSM). HEK293-Zellen wurden in 35
mm Schalen auf Deckgldaser gesit und mit den Plasmiden pF328T.GFP,
pS329A.GFP, pV332T.GFP und pL336T.GFP transient transfiziert. Die Bilder
zeigen oben x/y-Scans (xy) und unten z-Scans (z) der Zellen. Maf3stab: 25 pum.
jeweils unten: Spezifische Bindung von ["HJAVP an transient transfizierten
COS.1-Zellen. COS.1-Zellen wurden in 24 mm well-Platten ausgesét und mit den
Plasmiden pF328T, pS329A, pV332T wund pL336T transient transfiziert.
Anschliefend wurden Bindungsexperimente mit ["HJAVP durchgefiihrt. Die Kp-
Werte wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism (Version 3.00) berechnet.
Die Datenpunkte entsprechen Mittelwerte von Duplikaten und sind reprisentativ
fiir drei unabhingige Experimente, (Bindungskurve von F328T mit n = 2).

5.3.3. Analyse des Glykosylierungsstatus der GFP-markierten V2-
Rezeptormutanten in HEK293-Zellen

Um die Lokalisation der Rezeptormutanten biochemisch zu untersuchen, wurde der
Glykosylierungsstatus der transportdefekten Mutanten untersucht. Der V2-Rezeptor
wird am Asparagin 22 glykosyliert (INNAMORATI et al, 1996). N-
Glykosylierungen sind posttranslationale Modifikationen, die wihrend der Reifung
und des Transportes des Rezeptors stattfinden. Die ersten Schritte zum
mannosereichen Glykan erfolgen im endoplasmatischen Retikulum und sind
Bestandteil der Qualitdtskontrolle. Die vollstindige oder komplexe Glykosylierung
findet erst im Golgi-Apparat statt. Die mannosereichen Glykosylierungen der ER-
Formen konnen mit dem Enzym EndoH vollstindig verdaut werden. Komplexe
Glykosylierungen sind dagegen EndoH-resistent. Das Enzym PNGaseF' verdaut
sowohl mannosereiche als auch komplexe N-Glykosylierungen vollstindig.

Zur Untersuchung des Glykosylierungsstatus der Rezeptormutanten wurden
HEK?293-Zellen in 60 mm Schalen mit den Plasmiden pEU367.GFP, pS338A.GFP,
pL336T.GFP, pV332T.GFP und pL62P.GFP transient transfiziert. Da die
Ergebnisse der Bindungsstudien und der mikroskopischen Aufnahmen nur bestatigt
werden sollten, wurde nur eine Auswahl von Mutanten untersucht: S338A, die
keinen Transportdefekt zeigt, die nahezu vollstindig transportdefekte Mutante
L336T und die zu ca. 50% transportdefekte Mutante V332T. Der wildtypische
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Rezeptor diente als Positivkontrolle und die L62P-Mutante als Negativkontrolle fiir
den ER-Export (Mutante L62P als transportdefekt beschrieben bei KRAUSE et al.,
2000). Von den Zellen wurden die Gesamtmembranen isoliert und mit EndoH und
PNGaseF behandelt. Die Fusionsproteine wurden im Western-Blot mit anti-GFP-
Antiserum und ['*’I]-markierten Esel-anti-Kaninchen-IgG detektiert (siche Abb.
10).

Beim unbehandelten wildtypischen V2-Rezeptor wurde die 60-65 kDa grof3e
mannosereiche Form (#) und die 75-88 kDa grof3e komplex glykosylierte Form (*)
detektiert (sieche auch 5.1.1.). Nach EndoH-Behandlung wird die 60-65 kDa grof3e
Bande zu einer 60 kDa groBlen Bande, dem unmodifizierten Protein (>), reduziert.
Die komplex glykosylierte Bande ist EndoH-resistent. Der PNGaseF-Verdau
reduziert die komplex glykosylierte 75-88 kDa grof3e Bande zu einer 70 kDa grof3en
Bande, der O-glykosylierten Form des Rezeptors (SADEGHI et al., 1999).

Die transportkompetente Mutante S338A zeigt sehr dhnliche Banden wie der
wildtypische Rezeptor. Die Mutante L336T zeigt dagegen eine dickere
mannosereiche Bande und nur eine sehr schwache Bande auf der Hohe des
komplex-glykosylierten Proteins. Dieses Verhéltnis korreliert mit den Ergebnissen
der Bindungsstudien und den mikroskopischen Untersuchungen.

Bei der V332T-Mutante zeigt das Verhéltnis von komplex-glykosyliertem Protein
zur unreifen mannosereichen Form, das diese Position einen geringen Einfluss auf
den Oberflachentransport hat. Die L62P-Mutante wird vollstindig im
endoplasmatischen  Retikulum retiniert und zeigt keinerlei komplexe
Glykosylierung. Diese Daten unterstiitzen die Bindungsexperimente und die LSM-
Experimente. Sie zeigen, dass die Retention der Mutanten auf ER-Ebene stattfindet
und somit die transportdefekten Rezeptoren hdchstwahrscheinlich vom

Qualititskontrollsystem erkannt und zuriickgehalten werden.

85



kDa

80 —
70 —

60 —

ERGEBNISSE

Kontrolle WT L336T S338A V332T L62P
A A A A A A
N ) r N N N | )
EH PF () EH PF () EH PF © EH  PF © EH  PF © EH PF ()
* - - e J - g -
) - - P ® - L o 2 - »

Abbildung 10: Analyse des Glykosylierungsstatus der GFP-markierten V2-
Rezeptormutanten. HEK293-Zellen wurden in 60 mm Schalen ausgesét und mit
den Plasmiden pEU367.GFP, pS338A.GFP, pL336T.GFP, pV332T.GFP und
pL62P.GFP transient transfiziert. Die Gesamtmembranen wurden isoliert und mit
EndoH und PNGaseF behandelt. Je 50 pg Protein wurde per SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Fusionsproteine wurden im Western-Blot mit polyklonalem
Kaninchen-anti-GFP-Antiserum und ['*I]-markierten Esel-anti-Kaninchen-IgG
detektiert. Als Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen (Kontrolle), der
wildtypische Rezeptor (WT), die transportkompetente Mutante S338A und die
vollstindig im ER retinierte L62P-Mutante verwendet.

EH = EndoH, PF= PNGaseF, (-) = unverdaut

* = komplex-glykosyliert, > = unmodifiziert, # = kern-glykosyliert

5.3.4. Lokalisation der GFP-markierten Rezeptormutanten in HEK293-Zellen
im LSM mit Hilfe der Rhodamin 6G-Firbung

Eine weitere Moglichkeit, GFP-Fusionsproteine innerhalb von lebenden
Zellen genauer zu lokalisieren, ist die Kolokalisation der Fluoreszenzsignale mit
angefiarbten Zellstrukturen. Die ER-Lokalisation eines Proteins kann mit Rhodamin
6G gezeigt werden: Rhodamin 6G féarbt zundchst Mitochondrien und dann nach
weiterer Verteilung das ER. Eine Kolokalisation der Rhodamin-Fluoreszenz mit

Rezeptor-GFP-Signalen weist dann auf eine ER-Retention der entsprechenden

86



ERGEBNISSE

Mutanten hin. Fiir die Kolokalisations-Experimente wurde die gleiche Auswahl an
Mutanten wie bei den Glykosylierungsstudien verwendet: die transportkompetente
Mutante S338A, die nahezu vollstindig transportdefekte Mutante L336T und die zu
ca. 50% transportdefekte Mutante V332T. Der wildtypische Rezeptor und die
L62P-Mutante dienten wiederum als Positiv-, bzw. Negativkontrolle fiir den ER-
Export.

HEK293-Zellen wurden in 35 mm Schalen auf Deckglidsern ausgesit. Die
Zellen wurden mit den Plasmiden pEU367.GFP, pS338A.GFP, pL336T.GFP,
pV332T.GFP und pL62P.GFP transient transfiziert und die GFP-Fluoreszenz mit
Hilfe des LSM lokalisiert (siche Abb. 11, links). Nach Aufnahme der GFP-
Fluoreszenz wurden dieselben Zellen mit Rhodamin 6G angefirbt und die
Rhodamin-Fluoreszenz auf einem zweiten Kanal in Rot aufgenommen (siche Abb.
11, Mitte). Eine Uberlagerung der beiden Bilder zeigt bei einer Kolokalisation der
beiden Fluoreszenzen gelbe oder orange Signale (siche Abb. 11, rechts).

Die GFP-Fluoreszenzsignale sind beim wildtypischen Rezeptor, sowie der
S338A-Mutante sowohl an der Plasmamembran als auch in der Zelle detektierbar.
Bei der computergestiitzten Uberlagerung der GFP-Fluoreszenzsignale und der
Rhodamin 6G-Fluoreszenzen, rechts in der Abbildung, zeigen sich beim WT und
der S338A-Mutante nur wenige Uberlagerungen. Diese sind wahrscheinlich auf
Transportintermediate zuriickzufiihren.

Die Mutante L336T zeigt wie die Negativkontrollmutante L62P
ausschlieBlich intrazelluldire GFP-Signale, die fast vollstindig mit den Rhodamin
6G-Signalen kolokalisieren.

Die Mutante V332T, die in den Bindungsstudien eine um 50% reduzierte
[PH]JAVP-Bindung an der Oberfliche aufweist, zeigt im Vergleich zum WT
schwichere GFP-Signale an der Plasmamembran und stdrkere intrazelluldre GFP-
Signale, die mit der Rhodamin 6G-Fluoreszenz kolokalisieren.

Die Rhodamin 6G Férbungen bestitigen damit die biochemischen
Experimente. Die Mutante S338A wird wie der WT transportiert, die L336T-
Mutante wird vollstindig und die V332T-Mutante teilweise im ER retiniert.
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Abbildung 11: Lokalisation von GFP-markierten V2-Rezeptormutanten im ER
von lebenden, transient transfizierten HEK293-Zellen. Auf Deckglisern
gewachsene HEK?293-Zellen wurden mit den Plasmiden pEU367.GFP,
pS338A.GFP, pL336T.GFP, pV332T.GFP und pL62P.GFP transient transfiziert.
Die Bilder zeigen die x/y-Scans der Zellen. Links: Die GFP-Fluoreszenzen der
Rezeptoren sind griin dargestellt. Mitte: Nach Aufnahme der GFP-Fluoreszenzen
wurde das ER derselben Zellen mit Rhodamin 6G angefarbt und die Fluoreszenzen
auf einem anderen Kanal aufgenommen. Die Rhodamin 6G-Signale sind rot
dargestellt. Rechts: Computergestiitzte Uberlagerung der linken und mittleren
Bilder. Eine gelbe Farbung zeigt Kolokalisation an, d.h. die Rezeptoren, die im ER
retiniert werden. Maf3stab: 25 pm.

5.4. Der proximale C-Terminus ist in einem verkiirzten
Transportsystem, das unabhingig von der Gesamtrezeptorfaltung

ist, nicht transportrelevant

Die bisher gezeigten Daten zeigen, dass die hydrophoben Aminosduren
F328, V332 und L336, sowie das S329 einen Einfluss auf den Oberfldchentransport
haben. Mutanten an diesen Positionen werden mehr oder weniger stark im ER
retiniert. Dieser negative Einfluss der Mutationen auf den Transport kann mehrere
Ursachen haben.

Zum einen kann durch die Mutation ein Transportsignal zerstért worden
sein. Ein Transportsignal sollte definitionsgemdB unabhingig von der
Gesamtproteinfaltung und auf andere Proteine iibertragbar sein.

Die Mutationen konnten aber auch zu Faltungsdefekten gefiihrt haben. Nicht
korrekt gefaltete Rezeptoren wiirden vom Qualitdtskontrollsystem des
endoplasmatischen Retikulums erkannt und retiniert werden.

Die bisherigen Ergebnisse liefern keine Aussage dariiber, ob die
untersuchten transportrelevanten Aminosduren F328, S329, V332 und L336 des

proximalen C-Terminus Teil eines Transportsignals oder faltungsrelevant sind. Um
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diese Unterscheidung zu ermoglichen, wurde ein verkiirztes Rezeptorfragment
konstruiert, das die Gesamtfaltung eines 7TMD-Proteins umgeht (siche Abb. 12).
Dieses Konstrukt besteht aus dem N-Terminus, der 1.TMD, der 1.I1ZS und dem C-
Terminus des V2-Rezeptors. Zur Detektion wurde dieses Konstrukt C-terminal mit
GFP fusioniert. Frithere Daten zeigen, dass dieses Rezeptorfragment in HEK293-
Zellen exprimiert und an die Oberfliche transportiert wird (SCHULEIN et al.,
1998). Sollten die bisher untersuchten Reste Teil eines Transportsignals sein,
sollten die Mutationen im proximalen C-Terminus hier erneut zu einem
Transportdefekt fiihren. Wenn die Mutationen dagegen faltungsrelevant sind,

sollten sie in diesem System keinen Einfluss auf den Oberflichentransport haben.

5.4.1. Konstruktion der GFP-markierten V2-Rezeptorfragmente

Das Plasmid pEU71.GFP kodiert fiir die ersten 71 Aminosduren des V2-
Rezeptors, den extrazelluliren N-Terminus, die 1. TMD und die 1.IZS (SCHULEIN
et al., 1996). In dieses Konstrukt wurden die Fragmente mit den mutierten C-
Termini kloniert. Hierzu wurde die Sequenz des C-Terminus der eukaryontischen
pEU367.GFP-Plasmide mit Primern PCR-amplifiziert, die am 5’-Ende eine BgllI-
Schnittstelle einfiihren (an Position 972 der V2R-Rezeptor-Sequenz). Folgende
Primer wurden verwendet: P71F328T, P71S329A, P71S330A, P71S331A,
P71BglIl.5°, P71BamHI.3" (sieche 4.1.3.3.). Die PCR-Produkte wurden mit
Bglll/BamHI gespalten und in das Plasmid pEU71.GFP, welches mit den gleichen
Enzymen geschnitten wurde, kloniert. Die Enzyme Bglll und BamHI erkennen
unterschiedliche Sequenzen, erzeugen aber identische Einzelstrangiiberhdnge, die
miteinander ligieren konnen. Die Klonierungen wurden durch Sequenzierungen
bestitigt. Es entstanden folgende Plasmide: p71.F328T.GFP, p71.S329A.GFP,
p71.S330A.GFP, p71.S331A.GFP, p71.V332T.GFP, p71.S333A.GFP,
p71.S334A.GFP, p71.L336T.GFP und p71.S338A.GFP.
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pEU367.GFP pEU71.GFP

Abbildung 12: Konstruktion des verkiirzten V2-Rezeptorfragments durch
Fusion des C-Terminus mit der 1.IZS. Der N-Terminus, die 1.TMD und die
1.1ZS sind dunkelgrau dargestellt. Der C-Terminus ist rot und GFP griin
hervorgehoben.

5.4.2. Lokalisation der GFP-markierten V2-Rezeptorfragmente in
HEK?293-Zellen

Um die Expression und den Transport der Mutanten des verkiirzten
Rezeptorfragments zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen in 35 mm Schalen auf
Deckgldsern ~ mit  den  Plasmiden = pEU71.CT.GFP, p71.F328T.GFP,
p71.S329A.GFP, p71.S330A.GFP, p71.S331A.GFP, p71.V332T.GFP,
p71.S333A.GFP, p71.S334A.GFP, p71.L336T.GFP und p71.S338A.GFP transient
transfiziert. Die GFP-Fluoreszenzsignale der V2-Rezeptor-Fragmente wurden mit
Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie lokalisiert (siche Abb. 13).

Das verkiirzte Konstrukt mit dem wildtypischen C-Terminus zeigt
vorwiegend membranstindige Fluoreszenzsignale, wird also an die Oberfliche

transportiert (siche Abb. 13, oben). Wie beim vollstindigen Rezeptor finden sich
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auch hier Signale im Inneren der Zelle, die wahrscheinlich Transportintermediate
darstellen.

Alle Mutanten des proximalen C-Terminus zeigen ebenfalls eine
vorwiegend membranstindige Fluoreszenz. Die Rezeptorkonstrukte werden also
unabhéngig von ihrer Mutation im C-Terminus exprimiert und an die Oberfldche
transportiert.

Das bedeutet, dass die Mutationen, die im ganzen Rezeptor zu einem
Transportdefekt flihren, hochstwahrscheinlich kein Transportsignal darstellen,

sondern fiir den Rezeptor faltungsrelevant sind.

5.4.3. Analyse des Glykosylierungsstatus der GFP-markierten V2-
Rezeptorfragmente in HEK293-Zellen

Um die Lokalisation der verkiirzten Rezeptormutanten mit einer weiteren
Methode zu bestdtigen, wurde der Glykosylierungsstatus der Mutanten untersucht.
Fiir diese Versuche wurden HEK293-Zellen in 60 mm Schalen mit den Plasmiden
pEU71.CT.GFP, p71.F328T.GFP, p71.S329A.GFP, p71.S330A.GFP,
p71.S331A.GFP, p-V332T.GFP, p71.S333A.GFP, p71.S334A.GFP,
p71.L336T.GFP und p71.S338A.GFP transient transfiziert. Die Gesamtmembranen
wurden isoliert und mit EndoH und PNGaseF behandelt (siche 5.1.1.). Die
Fusionsproteine wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot
mit anti-GFP-Antiserum und ['*°I]-markierten Esel-anti-Kaninchen-IgG detektiert
(die Mutante pEU71.F328T.GFP wurde im Western-Blot mit anti-GFP-Antiserum
und Peroxidase-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen-IgG detektiert).

Beim unbehandelten Konstrukt mit dem wildtypischen C-Terminus wurden
drei spezifische Banden nachgewiesen (siche Abb. 13, siche Mutante S338A): eine
schmale 42 kDa grofle Bande (>), eine 45 kDa Bande (#) und eine breitere 55-60
kDa groB3e Bande (*). Nach EndoH-Behandlung wird die 45 kDa Bande zu einer 42
kDa Bande reduziert. Das heifit, die 45 kDa Bande stellt die mannosereich-
glykosylierte Form des Proteins dar; die 42 kDa Bande reprisentiert die
unmodifizierten Rezeptorfragmente. Die 55-60 kDa Bande ist EndoH-resistent.

Diese Bande reprisentiert also die Rezeptorfragmente mit komplexer
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Glykosylierung. PNGaseF reduziert die 55-60 kDa gro3e Bande zu einer 48-52 kDa
groflen Bande. Das verdaute Protein wird nicht auf die Hohe der unmodifizierten
Proteine von 42 kDa reduziert, sondern lauft im SDS-Gel hoher, weil im N-
Terminus des V2-Rezeptors im Golgi-Apparat zusétzliche O-Glykosylierungen
eingefiigt werden (SADEGHI et al., 1999). Die Konstrukte mit den Mutationen im
C-Terminus zeigen in der Verteilung der Banden keinen signifikanten Unterschied
zum Konstrukt mit dem wildtypischen C-Terminus nach dem Glykosidase-Verdau.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die LSM-Studien: Keine der untersuchten
Aminosduren ist in einem Transportsystem, das unabhingig von der

Gesamtrezeptorfaltung ist, transportrelevant.
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Abbildung 13: jeweils oben: Lokalisation von GFP-markierten V2-Rezeptoren
in lebenden transient transfizierten HEK293-Zellen mit Hilfe der konfokalen
Lasermikroskopie. HEK293-Zellen wurden in 35 mm Schalen auf Deckglédser
gesdt und mit den Plasmiden pEU71.CT.GFP, p71.F328T.GFP, p71.S329A.GFP,
p71.S330A.GFP, p71.S331A.GFP, p71.V332T.GFP, p71.S333A.GFP,
p71.S334A.GFP, p71.L336T.GFP und p71.S338A.GFP transient transfiziert. Die
Bilder zeigen oben die x/y-Scans (xy) und unten die z-Scans (z) der Zellen.
Malfstab: 25 pm.

jeweils unten: Analyse des Glykosylierungsstatus der GFP-markierten V2-
Rezeptorfragmente. HEK293-Zellen wurden in 60 mm Schalen ausgeséit und mit
den Plasmiden pEU71.CT.GFP, p71.F328T.GFP, p71.S329A.GFP,
p71.S330A.GFP, p71.S331A.GFP, p71.V332T.GFP, p71.S333A.GFP,
p71.S334A.GFP, p71.L336T.GFP und p71.S338A.GFP transient transfiziert. Die
Gesamtmembranen wurden isoliert und mit EndoH und PNGaseF behandelt. Je 50
ng Protein wurden per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Fusionsproteine wurden im
Western-Blot mit polyklonalem Kaninchen-anti-GFP-Antiserum und ['*I]-
markierten Esel-anti-Kaninchen-IgG detektiert (Die Mutante p71.F328T.GFP
wurde im Western-Blot mit polyklonalem Kaninchen-anti-GFP-Antiserum und
Peroxidase-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-IgG detektiert).

EH = EndoH; PF= PNGaseF; (-) = unverdaut

* = komplex-glykosyliert, > = unmodifiziert, # = kern-glykosyliert

5.5. Die hydrophoben Aminosiuren im proximalen C-Terminus

stellen kein Transportmotiv dar

Die bisherigen Daten legen nahe, dass der proximale C-Terminus kein lineares
Transportsignal enthélt. Diese Aussage beruht aber auf dem Austausch einzelner
Aminosduren, deren Mutationen zu Transportdefekten des Gesamtrezeptors fiihren.
Es ist nicht auszuschlieBen, dass die Summe der hydrophoben Reste ein
Transportsignal darstellt. Es sollte daher {iberpriift werden, ob der gleichzeitige
Austausch aller hydrophoben Aminosduren im C-Terminus bei dem verkiirzten
Konstrukt zu einem Transportdefekt fiihrt. Beim Dopamin D1-Rezeptor fiihrten
analoge Experimente zur Identifizierung eines Transportsignals im proximalen C-

Terminus (BERMAK et al., 2000).
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5.5.1. Gerichtete Mutagenese der GFP-markierten V2-Rezeptorfragmente

Das unter 5.4.1. beschriebene Plasmid pEU71.CT.GFP kodiert fiir ein
Fusionsprotein, das aus den ersten 71 Aminosduren des V2-Rezeptors, dem C-
Terminus und C-terminalen GFP besteht. Alle hydrophoben Aminosduren des
proximalen C-Terminus (F328, V332, L336, L339 und L340) wurden mit Hilfe des
QuikChange™ Mutagenese-Kits teilweise oder vollstindig durch Alanine bzw.
Threonine ersetzt (siche unten). Die Aminosdure Alanin hat die Eigenschaft
helikale Strukturen zu stabilisieren, so dass die Aufrechterhaltung der
Sekundérstruktur gegeben sein sollte (ROHL et al., 1999).

Folgende Primer wurden verwendet: P71F28/V32/L.36-T, P71F28/V32/L36-
A, P71F28/V32/L36/L39/L40-T und P71F28/V32/L36/L39/L40-A. Die
Mutagenesen wurden durch Sequenzierungen bestdtigt. Es entstanden die Plasmide
p71.F28/V32/L36-T.GFP, p71.F28/V32/L36-A.GFP, p71.F28/V32/L36/L39/L40-
T.GFP und p71.F28/V32/L36/L39/L40A.GFP.

5.5.2. Lokalisation der GFP-markierten V2-Rezeptorfragmente in HEK293-
Zellen

Die Expression und der Transport der Mutanten wurden mikroskopisch
untersucht. HEK293-Zellen wurden in 35 mm Schalen auf Deckgldsern mit den
Plasmiden p71.F28/V32/L36-T.GFP, p71.F28/V32/L36-A.GFP,
p71.F28/V32/L36/L39/L40-T.GFP und p71.F28/V32/L36/L39/L40A.GFP transient
transfiziert und die GFP-Signale mit Hilfe des LSM lokalisiert.

Alle Mehrfachmutanten des proximalen C-Terminus zeigen wie das
wildtypische Rezeptorfragment eine vorwiegend membranstindige Fluoreszenz
(siche Abb. 14). Das Ergebnis ist unabhingig davon, ob der Austausch der
hydrophoben Aminosduren zu Threoninen oder zu Alaninen erfolgte. Diese Daten
beweisen, dass der proximale C-Terminus beim V2-Rezeptor, im Gegensatz zum
DI1-Rezeptor, fiir eine transportkompetente Faltung innerhalb des Gesamtproteins

wichtig ist und kein eigenstdndiges Transport-Signal enthélt.
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p71.F28/V32/L36-A.GFP p71.F28/V32/L36-T.GFP
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p71.F28/V32/L36/L39/L40-A.GFP

10 pm ¢ n e | 10 um

Abbildung 14: Lokalisation von GFP-markierten V2-Rezeptoren in lebenden,
transient transfizierten HEK293-Zellen mit Hilfe des LSM. HEK293-Zellen
wurden in 35 mm Schalen auf Deckgldaser gesit und mit den Plasmiden
p71.F28/V32/L36-T.GFP, p71.F28/V32/L36-A.GFP, p71.F28/V32/L36/L39/L40-
T.GFP und p71.F28/V32/L36/L39/L40A.GFP transient transfiziert. Die Bilder
zeigen oben die x/y-Scans (xy) und unten die z-Scans (z) der Zellen. Maf3stab: 10
pm.
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5.5.3. Detektion der V2-Rezeptorfragmente an der Oberfliche von HEK293-
Zellen

Der mit Hilfe der Mikroskopie beobachtete Oberflichentransport der
Fragmente sollte biochemisch bestitigt werden. Hierzu wurden die an der
Oberfldche exprimierten V2-Rezeptormutanten mit Hilfe eines
Biotinylierungsassays detektiert. HEK293-Zellen wurden in 60 mm Schalen mit
den Plasmiden p71.F28/V32/L36-T.GFP, p71.F28/V32/L36-A.GFP,
p71.F28/V32/L36/L39/L40-T.GFP und p71.F28/V32/L36/L39/L40A.GFP transient
transfiziert. Als Kontrolle fiir einen erfolgreichen Transport zur Plasmamembran
wurden die Plasmide pEU71.CT.GFP mit der wildtypischen und zusétzlich die
transportkompetenten Einzelmutanten p71.V332T.GFP und p71.L336T.GFP
eingesetzt. Die Oberflaichenproteine der intakten Zellen wurden mit Biotin markiert
und nach Zell-Lyse mit Hilfe von Neutravidin-Sepharose préazipitiert. Dieses
Prizipitat wurde per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Rezeptorfragmente an der
Plasmamembran wurden auf einem Western-Blot mit anti-GFP-Antiserum und

Peroxidase-gekoppeltem anti-Kaninchen-IgG detektiert.

/ CT FVL FVLL VLLL VT LT kDa
-T -T -A 332 336
- 70
v —— - —50
— 40

Abbildung 15: Biotinylierungsassay mit V2-Rezeptorfragmenten. HEK293-
Zellen wurden in 60mm Schalen gesédt und mit den Plasmiden pEU71.CT.GFP(=
CT), p71.F28/V32/L36-T.GFP (= FVL-T), p71.F28/V32/L36-A.GFP (= FVL-A),
p71.F28/V32/L36/L39/L40-T.GFP (= FVLLL-T) und p71.F28/V32/L36/L39-
/LAOA.GFP (= FVLLL-A), p71.V332T.GFP (= V332T) und p71.L336T.GFP (=
L336T) transient transfiziert. Als Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen
eingesetzt. Biotinylierte Proteine wurden mit Neutravidin-Sepharose und mit anti-
GFP-Antiserum prézipitiert. Die Prézipitate wurden mit Hilfe der SDS-PAGE
aufgetrennt und im Immuno-Blot mit anti-GFP-Antiserum und Peroxidase-
gekoppeltem anti-Kaninchen-IgG analysiert.

Das Rezeptorfragment mit dem wildtypischen C-Terminus war mit einer

apparenten Molmasse von 60 kDa an der Oberfldche detektierbar (siche Abb. 15).
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Diese GroBe entspricht dem reifen Protein mit komplexer Glykosylierung (siehe
auch 4.4.3.). Alle Rezeptorfragmente mit den mutierten hydrophoben Aminoséduren
waren ebenfalls auf dieser Hohe und mit vergleichbarer Intensitét detektierbar. Die
Mutanten sind also sowohl in der LSM-Studie als auch im Biotinylierungsassay

transportkompetent.

5.6. Zusammenfassung der Transportrelevanz der einzelnen

Aminosduren im proximalen C-Terminus des V2-Rezeptors:

Um einen besseren Uberblick iiber die Faltungs- und Transportrelevanz der
einzelnen Aminosduren des proximalen C-Terminus zu erhalten, wurde nochmals
mit allen Mutanten des proximalen C-Terminus ein Bindungsexperiment
durchgefiihrt.

HEK293-Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesidt und mit den Plasmiden
p-F328T, p.S329A, p.S330A, p.S331A, p.V332T, p.S333A, p.S334A, p.E335Q,
p.L336T, p.R337Q, p.S338A, p.L339T, p.L340T und pRCDN2 transient transfiziert
und die [’HJAVP-Bindung im Sittigungsbereich bestimmt.

Alle hydrophoben Aminoséuren im proximalen C-Terminus (in der Abb. 16
gelb dargestellt), F328, V332, L336, L339 und L340 sind fiir den Rezeptor
transportrelevant. Die Rezeptormutanten F328T, L336T und L339T werden dabei
zu 100% retiniert, wihrend V332T und L340T zu einem partiellen Transportdefekt
fiihren. Der Transportdefekt der Mutanten 1339 und L340 wurde bei SCHULEIN et
al., 1998 beschrieben. Serin 329 ist das einzige der insgesamt 6 Serine in diesem
Bereich des Rezeptors (in der Abb. 16 blau dargestellt), dessen Austausch einen
negativen Effekt auf den Transport hat. Hier ist vermutlich die relative Néhe zur 7.
TMD der entscheidende Faktor fiir die Faltungsrelevanz. Die Mutation der
geladenen Reste R337Q und E335Q (in der Abb. 16 rot dargestellt) fiihrt ebenfalls
zu einem Transportdefekt: R337Q zu einem partiellen (OKSCHE et al., 1998) und
E335Q zu einem vollstindigen Transportdefekt (SCHULEIN et al, 1998).
Zusammengefasst scheint der proximale C-Terminus ein Faltungsmotiv zu bilden,
zu dem neben den hydrophoben Resten auch die geladenen Aminoséduren beitragen,

die Serine hingegen nicht.
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Abbildung 16: A: Spezifische [3H]AVP-Bindung an intakten, transient
transfizierten HEK293-Zellen. HEK293-Zellen wurden in 24-well-Platten
ausgesdt und mit den Plasmiden p.F328T, p.S329A, p.S330A, p.S331A, p.V332T,
p-S333A, p.S334A, p.E335Q, p.L336T, p.R337Q, p.S338A, p.L339T, p.L340T und
pRCDN2 (WT) transient transfiziert. Die ["H]AVP-Konzentration (10 nM) wurde
nahe der Sittigung gewéhlt. Die Datenpunkte entsprechen Mittelwerten von
Triplikaten und sind reprasentativ fiir 3 unabhingige Experimenten. Hydrophobe
Aminoséuren: gelb; Serine: blau; geladene Aminoséduren: rot; Kontrolle (/): weil.
B: Detail des V2-Rezeptor-C-Terminus.

Die Aminoséuren des proximalen C-Terminus sind farblich hervorgehoben:
hydrophobe Aminosduren: gelb; Serine: blau; geladene Aminosduren: rot.
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5.7. Erstellung eines Strukturmodells fiir den intrazelluliren C-

Terminus des V2-Rezeptors

Die Faltungsrelevanz des proximalen C-Terminus sollte sich in seiner
Struktur widerspiegeln. In Zusammenarbeit mit G. Krause (FMP-Berlin) wurde ein
3D-Strukturmodell des V2-Rezeptors erstellt. Das Modell wurde auf der Basis der
Kristallstrukturdaten des Rhodopsins berechnet (PALCZEWSKI et. al., 2000).

Der V2-Rezeptor gehort zur Familie A der GPCR und das Rhodopsin ist der
prominenteste Vertreter dieser Familie.

Die Sequenzdhnlichkeit zwischen dem V2-Rezeptor und dem Rhodopsin im
Bereich des proximalen C-Terminus liegt bei 82% (Berechnung nach RISLER et
al., 1988). Laut Kristallstruktur des Rhodopsins bildet der proximale C-Terminus
eine amphipatische a-Helix. Die hydrophobe Seite dieser Helix 8 (H8) wird durch
die hydrophoben Aminosiduren des proximalen C-Terminus gebildet und ist der
Membran zugewandt. Die Helix wird durch das Prolin des NPXXY-Motivs am
Ende der 7.TMD abgeknickt und liegt somit im 90 Grad-Winkel zu den
transmembranidren Helizes 1-7 (Palczewski et. al., 2000).

Das aus den Rhodopsin-Daten berechnete 3D-Modell des V2-Rezeptors
zeigt ein hohes MaB an Ubereinstimmung mit dem Rhodopsin-Modell. Die
hydrophobe Fldche der H8 wird beim V2-Rezeptor-Modell durch V332, L.336 und
L339 gebildet (siche Abb. 17). Ein dhnliches hydrophobes Motiv (HxxxHxxxHH)
ist im proximalen C-Terminus bei vielen GPCR konserviert (siche Abb. 18). Die
Aminosiuren F328, S329 und S330 bilden den Ubergang der 7.TMD zur Helix 8.
Die Serine und die geladenen Aminoséduren liegen auf den hydrophilen Seiten der
Helix. Das berechnete Modell sagt eine Interaktion der 8. Helix mit
Aminosédureresten aus der 1.IZS und der 1.TMD voraus. Mit Hilfe der aus dem
Modell abgeleiteten intramolekularen Interaktionen ist die Faltungsrelevanz der
Reste F328, S329, V332 und L336 des proximalen C-Terminus, sowie der Reste
E335, L339 und L340, sehr gut zu interpretieren: Die transportrelevanten
Mutationen konnten die Interaktion zwischen Helix 8 und 1. TMD/1.IZS autheben

und zur Erkennung durch das Qualititskontrollsystem fiihren.
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Modell
V2-Rezeptor

Abbildung 17: Detail des Strukturmodells des V2-Rezeptors. Das Bild zeigt die
mogliche Interaktion zwischen dem C-Terminus und der 1.IZS und der 1.TMD. Es
sind nur die 1.TMD, die 1.IZS, die 2.TMD, die 7.TMD und der C-Terminus
dargestellt. Der proximale C-Terminus ist als a-Helix dargestellt. V332, L336 und
L339 bilden die hydrophobe Ebene einer Helix (nur der Seitenarm von L339
gezeigt), die an Aminosdure-Resten aus der 1.TMD binden. E335 bildet eine
Salzbriicke mit R65 aus der 1.1ZS aus.

Das Modell legt nahe, die vorhergesagten intramolekularen Interaktionen
experimentell zu {berpriifen. Wenn die faltungsdefekten Mutanten keine
Wechselwirkungen mit ihren Interaktionspartnern eingehen konnen, dann sollten
diese Interaktionen durch die Einfiihrung einer komplementiren Mutation in der
1.TMD oder 1.IZS wiederhergestellt werden konnen. Im Folgenden werden

entsprechende ,,Rescue‘“-Experimente beschrieben.
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Abbildung 18:  Identifizierungen von  potentiellen = hydrophoben
Faltungsmotiven in den C-Termini von GPCR. Die Daten wurden aus der
SWISS-PROT- und EMBL- Datenbank entnommen. Hervorgehoben sind von links
nach rechts: das hoch konservierte NPXXY-Motiv am Ende der 7.TMD, das
hydrophobe Motiv HxxxHxxxHH und die potentiellen Palmitoylierungsstellen. Die
Abkiirzungen wurden aus der SWISS-PROT- und EMBL- Datenbank direkt
iibernommen: V2A, V2-Arginin-Vasopressin-Rezeptor; V2A pig, Vasopressin-V2-
Rezeptor des Schwein; V2 BOV, Vasopressin-V2-Rezeptor des Rindes, BIADR,
B1- adrenerger Rezeptor; B3ADR, ;- adrenerger Rezeptor; A1ADR, a;- adrenerger
Rezeptor; A2bADR, az,- adrenerger Rezeptor; A2ciiADR, axcp-adrenerger
Rezeptor; H1, Histamin-Rezeptor Typ 1; D1, Dopamin-Rezeptor Typl; ADORA2a,
Adenosin-Rezeptor Typ 2a; SHT e, Serotonin-Rezeptor Typ le; SHT1e, Serotonin-
Rezeptor Typ le; SHT1, Serotonin-Rezeptor Typ 1; SHT7, Serotonin-Rezeptor Typ
7; SHTlec, Serotonin-Rezeptor Typ lc; D2, Dopamin-Rezeptor Typ2; MCS5,
Melanocortin-5-Rezeptor; MC, Melanocortin-Rezeptor; SSTI1, Somatostatin-
Rezeptor Typ 1; SST2, Somatostatin-Rezeptor Typ 2; SST3, Somatostatin-Rezeptor
Typ 3; SST4 RAT, Somatostatin-Rezeptor Typ 4 der Ratte; SSTS5,Somatostatin-
Rezeptor Typ 5; LHHCG, Luteotropin/humanes Choriogonadotropin-Rezeptor;
FSH, follikelstimulierendes Hormon-Rezeptor; TSH, Thyreotropin-Rezeptor; US28
(CMV), Zytomegalovirus G-Protein-gekoppelter Rezeptor; GPCRA, humaner
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putativer G-Protein-gekoppelter Rezeptor; NPY1a, Neuropeptid Y-Rezeptor; DS,
Dopamin-Rezeptor Typ5; SHT1da, Serotonin-Rezeptor Typ 1da; EDG1, G-Protein-
gekoppelter Rezeptor Typ 1 der Epithelzelle; H2, Histamin-Rezeptor Typ 2;
CccKl1, C-C Chemokin-Rezeptor Typl; ATI, vaskuldrer Typ 1 Angiotensin II-
Rezeptor; IL8a, Interleukin-8-Rezeptor; THR, Thrombin-Prorezeptor;
HM1(mACH), muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor HMI1; HM2(mACH),
muskarinerger  Acetylcholin-Rezeptor HM?2; HM3(mACH), muskarinerger
Acetylcholin-Rezeptor HM3; HM4(mACH), muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor
HM4; HM5(mACH), muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor HMS5;

5.7.1. Einfiihrung der verschiedenen Mutationen in der 1.IZS und der 1.TMD

Das Strukturmodell des V2-Rezeptors postuliert fiir den transportrelevanten
proximalen C-Terminus eine helikale Struktur, welche intramolekulare
Interaktionen mit Aminosduren der 1. TMD und der 1.IZS eingeht. Die Mutationen
der strukturrelevanten Reste fiihren wahrscheinlich zu instabilen Rezeptoren, die
das ER nicht verlassen konnen. Um die postulierten Interaktionen zu beweisen,
sollten in der 1.IZS, bzw. der 1.TMD des V2-Rezeptors zuerst Mutationen
eingefiihrt werden (bzw. bereits vorhandene Mutationen genutzt werden), die diese
Wechselwirkungen zerstdoren. In einem zweiten Schritt sollte dann durch
Mutagenese der entsprechenden komplementiren Positionen diese Wechselwirkung
wieder hergestellt werden. Eine Ubersicht der eingefiihrten Mutationen gibt Tabelle
1. Der Schwerpunkt lag auf moglichen Interaktionspartnern von E335 und L339
(siche Abb. 17 und Tabelle 1). Der Austausch der beiden Aminosduren E335Q und
L339T bewirkt jeweils einen kompletten Transportdefekt (SCHULEIN et. al., 1998;
siche auch Abb. 16). Hier sollte ein moglicher Rescue besser zu sehen sein, als bei
Mutanten, die nur einen relativen Transportdefekt verursachen (wie z.B. die
Mutanten V332T oder L336T).

Das negativ geladene E335 liegt auf der hydrophilen Seite der Helix und
interagiert nach dem Modell mit den positiv geladenen Resten R65 und H70 der
1.1ZS. Um diese Interaktion zu beweisen, wurden durch die Mutagenesen die
Ladungstrdager vertauscht. Das Glutamat 335 wurde durch ein positiv geladenes
Arginin ersetzt. R65 und H70 in der ersten intrazelluldren Schleife wurden jeweils

durch Glutamat ersetzt (siche Tabelle 1).
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Leuzin 339 liegt nach dem Modell auf der hydrophoben Seite der Helix 8
und interagiert mit hydrophoben Seitenketten der 1.TMD und der 1.IZS. Hierfiir
kommen der Rest A60 in der 1.TMD, aber auch die langen
Kohlenwasserstoffseitenarme der Arginine an den Positionen 64 und 65 der 1.IZS
in Betracht. Um diese Interaktionen zu iiberpriifen, wurden L339 zu Alanin und
A60 zu Leuzin mutiert. Bei diesem Austausch werden die Gréfenverhiltnisse der
Partner gewahrt und eine Stérung der Raumstrukturen bleibt gering. AuBerdem
wurden an den gleichen Positionen weitere mogliche Mutationspaare
(L339T/A60Y; L339K/A60D) untersucht. Da das Modell auf den Rhodopsin-Daten
basiert und die Sequenzéhnlichkeit beider Proteine sehr grof} ist, wurde auch partiell

die Rhodopsinsequenz eingefiihrt (siche Tabelle 1).
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Tabelle 1: Identifizierung moglicher Interaktionspartner fiir die beiden c-
terminalen Aminosiuren E335 und L339. In der linken Spalte sind die
Bezeichnungen der Mutanten aufgefiihrt. Die mittleren Spalten zeigen die
jeweiligen Mutagenesen. Die wildtypische Sequenz ist grau unterlegt. Rho.: Hier

wurde durch Mutagenese partiell die Rhodopsinsequenz eingefiihrt.

Unten: Zweidimensionales Topologiemodell des humanen Vasopressin V2-

Rezeptors. Die in der Tabelle angegebenen Positionen sind rot markiert.

C-Terminus 1.TMD / 1.1ZS
Bezeichnung 335 65 70
WT E H WT
E335Q/R65Q Q
E335Q/H70E Q E
E335R/R65E R E
E335R/H70E R E
C-Terminus 1.TMD / 1.1ZS
Bezeichnung 339 60 64 65
WT L A R WT
L339T/A60Y/R64Q/R65H T Q Rho
L339T/R64Q T Q
L339T/A60Y/R64Q T Y Q Rho
L339T/A60Y T Y
L339K/A60D K D
[
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5.7.2. Gerichtete Mutagenese der moglichen Interaktionspartner in der 1.IZS

und der 1. TMD

Fir die gerichteten Mutagenesen wurde experimentell wie folgt
vorgegangen: Das Plasmid pRCDN2 kodiert fiir den wildtypischen unmarkierten
V2-Rezeptor und ist unter 5.2.1. beschrieben. Die Mutationen wurden mit dem
QuikChange™ Mutagenesis System ausgefiihrt. Die hierfir benutzten
Oligonukleotide waren PA60D, PA60L, PA60Y, PR64Q, PR65Q, PR64Q/R65Q,
PR65H, PA60Y im R65Q, PH70E, PR65E, PE335R, PL339K und PL339A. Es
entstanden die Plasmide: pE335Q/R65Q, p.R65Q, p.E335Q, p.E335Q/H70E,
p-H70E, p-E335R/R65E, p-R65E, p-E335R, p-E335R/H70E,
p.L339T/A60Y/R64Q/R65H, p.A60Y/R64Q/R65H, p.L339T p.L339T/A60Y,
p.A60Y, p.L339T/A60Y/R64Q p.A60Y/R64Q, p.L339K/A60D, p.L339K und
p.A60D.

Die gleichen Mutationen wurden auch im pEU367.GFP eingefiihrt, der fiir
den GFP-markierten V2-Rezeptor kodiert (beschrieben unter 5.2.1.). Es entstanden
die Plasmide: p.E335Q/R65Q.GFP, p-R65Q.GFP, p-E335Q.GFP,
p.E335Q/H70E.GFP, p.H70E.GFP, p.E335R/R65E.GFP, p.R65E.GFP,
p.E335R.GFP, p.E335R/H70E.GFP, p-L339T/A60Y/R64Q/R65H.GFP,
p-A60Y/R64Q/R65H.GFP, p.L339T.GFP, p.L339T/A60Y.GFP, p.A60Y.GFP,
p.L339T/A60Y/R64Q.GFP, p.-A60Y/R64Q.GFP, p-L339K/A60D.GFP,
p.L339K.GFP und p.A60D.GFP. Alle Mutationen wurden durch Sequenzierungen
der Plasmide bestitigt.
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5.7.3. Bindungsstudien an intakten HEK293-Zellen

Die Auswirkung aller in Tabelle 1 aufgefiihrten Mutationen wurde zunichst
mit ["H]AVP-Bindungsstudien im Sattigungsbereich iiberpriift (siche Abb. 19).

HEK293-Zellen wurden in 24 mm well-Platten ausgesit und mit den
Plasmiden pRCDN2, pE335Q/R65Q, p.R65Q, p.E335Q, p.E335Q/H70E, p.H70E,
p.E335R/R65E, p.R65SE, p.E335R, p.E335R/H70E, p.L339T/A60Y/R64Q/R65H,
p-A60Y/R64Q/R65H, p.L339T, p.L339T/A60Y, p.A60Y, p.L339T/A60Y/R64Q
p.-A60Y/R64Q, p.L339A/A60L, p.L339A, und p.A60A transient transfiziert.
AnschlieBend wurde die spezifische Bindung an intakten Zellen bestimmt.

Die Rezeptoren mit den C-terminalen Mutationen E335Q, L339A und
L339T sind, wie erwartet, vollstindig bindungsdefekt (siche Abb. 19). Die
Mutation R65Q zeigt im Vergleich zum WT in der Sittigung eine um ca. 30%
verringerte spezifische Bindung. Mutationen an der Position 60 zeigen
unterschiedliche Effekte: A60Y hatte eine um ca. 50% verringerte spezifische
Bindung zur Folge. Bei der Mutante A60L war die Bindung in der Sittigung um ca.
70% reduziert. Die Doppelmutanten L339T/A60Y und E335Q/R65Q, bei denen ein
»Rescue“ erwartet wurde, zeigen wie die C-terminalen Einfachmutanten keine
spezifische Bindung des Liganden. Die Einfiithrung dieser Mutationen fiihrte also zu
keiner Aufhebung des Transportdefektes. Die Doppelmutante L339A/A60L zeigt
zwar eine hohere spezifische [PHJAVP-Bindung als die einfache c-terminale
L339A-Mutante, allerdings ist der Wert immer noch um ca. 80% niedriger als beim
wildtypischen Rezeptor. Auch der wechselseitige Austausch von L339A, bzw.
A60L fiihrt zu keiner Authebung des Faltungs- und Transportdefektes.
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Abbildung 19: Spezifische Bindung von FHJAVP an die einzelnen V2-
Rezeptormutanten. HEK293-Zellen wurden in 24 mm well-Platten ausgesit und
mit den Plasmiden pRCDN2 (WT), p.E335Q, p.R65Q, p.E335Q/R65Q, p.L339T,
p-A60Y, p.L339T/A60Y, p.L339A, p.A60L und p.L339A/A60L transient
transfiziert. Die [’HJAVP-Konzentration (10 nM) wurde nahe der Sattigung
gewdhlt. Die Datenpunkte entsprechen Mittelwerten von Triplikaten und sind
repriasentativ fiir 3 unabhingige Experimenten. Als Kontrolle wurden nicht
transfizierte Zellen verwendet.
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5.7.4. Lokalisation der GFP-markierten Rezeptor-Mutanten in HEK293-Zellen

Um die Expression und Lokalisation der einzelnen V2-Rezeptormutanten in
lebenden Zellen zu bestimmen, wurden die mit GFP-markierten Rezeptoren mit
Hilfe des LSM lokalisiert. HEK293-Zellen wurden in 35-mm Schalen auf
Deckglasern ausgesit und mit den Plasmiden p.E335Q/R65Q.GFP, p.R65Q.GFP,
p.E335Q.GFP,  p.E335Q/H70E.GFP,  p.H70E.GFP,  p.E335R/R65E.GFP,

p.R65E.GFP, p.E335R.GFP, p.E335R/H70E.GFP,
p.L339T/A60Y/R64Q/R65H.GFP,  p.A60Y/R64Q/R65H.GFP,  p.L339T.GFP,
p.L339T/A60Y.GFP, p-A60Y.GFP, p.L339T/A60Y/R64Q.GFP,

p.A60Y/R64Q.GFP, p.L339A/A60L.GFP, p.L339A.GFP und p.A60L.GFP
transient transfiziert.

Die Rezeptoren mit dem C-terminalen Mutationen E335Q, L339A oder
L339T zeigten vorwiegend eine intrazelluldre Fluoreszenz. Diese Rezeptormutanten
iiberwinden die Qualititskontrolle des ER nicht und werden dort retiniert
(SCHULEIN et al., 1998; HERMOSILLA, 2000). Die Mutanten R65Q und A60Y
zeigten, in Ubereinstimmung mit den Bindungsexperimenten, zusitzlich zu den
intrazelluldiren auch membranstindige Signale (siche Abb. 20). Der Austausch
A60L fiihrt zu vollstindig transportdefekten Rezeptoren. Die Doppelmutanten
L339T/A60Y, L339A/A60L und E335Q/R65Q waren ebenfalls vollstindig
transportdefekt, d.h. in keinem der untersuchten Interaktionspartner wurde ein
Rescue erhalten.

In der Folge wurden noch weitere Mutationen in der 1. IZS, bzw. der
1.TMD eingefiigt und die entsprechenden Doppelmutationen konstruiert. Diese
Mutationen sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Alle Rezeptormutanten wurden
wieder durch [’HJAVP-Bindungsexperimente untersucht (Daten nicht gezeigt, die
Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst). In keinem Fall wurde bei den
Doppelmutanten ein ,,Rescue beobachtet.

Zusammengefasst lassen sich die vorhergesagten Interaktionen der Helix 8
des V2-Rezeptors mit der 1. IZS, bzw. der 1.TMD mit diesem experimentellen

Ansatz nicht bestétigen.
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L339T A60Y L339T/A60Y

10 pm 1 \ ,’:: , 10 um

E335Q/R65Q

10 pm ; 10 pm 10 pm

L339A A60L L339A/A60.

10 pm 10 pm

Abbildung 20: Lokalisation einzelner GFP-markierte V2-Rezeptormutanten in
lebenden, transient transfizierten HEK293-Zellen mit Hilfe des LSM. Die
Zellen wurden in 35 mm Schalen auf Deckgliser gesdt und mit den Plasmiden
p.E335Q.GFP, p.R65Q.GFP, p.E335Q/R65Q.GFP, p.L339T.GFP, p.A60Y.GFP
p.L339T/A60YGFP, p.L339A/A60L.GFP, p.L339A.GFP und p.A60L.GFP
transient transfiziert. Die Bilder zeigen oben die x/y-Scans (xy) und unten die z-
Scans (z) der Zellen. MaB3stab: 10 pm.

110



ERGEBNISSE

Tabelle 2: Zusammenfassung der spezifischen [3H]AVP-Bindung an die
einzelnen mit GFP-markierten V2-Rezeptormutanten. Alle Versuche wurden in
transient transfizierten HEK293-Zellen durchgefiihrt. Die Aussagen wurden
aufgrund von zwei unabhingigen Experimenten mit Dreifachwerten ermittelt. In
der linken Spalte ist das nach dem Modell erwartete Ergebnis, in der rechten Spalte
das tatsachliche Ergebnis angegeben.

Erwarteter [3H]AVP-Bindung
Position Effekt der in der Sittigung im
Mutation Vergleich zum WT

E335Q transportdefekt -

R65Q transportdefekt Ca. 50%

H70E transportdefekt -
E335Q/R65Q Oberflache -
E335Q/H70E Oberflache -

E335R transportdefekt -

R65SE transportdefekt Ca. 50%
E335RR65E Oberflache -
E335R/H70E Oberflache -

L339T transportdefekt -

R64Q transportdefekt 50-70%

R65H transportdefekt 50-70%
L339T/R64Q Oberflache -
L339T/R65H Oberflache -

L339T/R64Q/R65H Oberfléche -

A60Y transportdefekt -

L339T/A60Y Oberfldche -
L339TA60Y/R64Q Oberfldche -
L339K transportdefekt -

A60D transportdefekt -

L339K/A60D Oberfldche -
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