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EINLEITUNG 1

1. Einleitung
1.1 Das Mas-Protoonkogen
1.1.1 Die Identifizierung des Mas-Protoonkogens

Erstmalig wurde das Mas-Protoonkogen von Young ef al. (1986) beschrieben und aus einem
menschlichen Epidermalkarzinom isoliert. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Mas-Gen nach
Transfektion in NIH3T3-Fibroblasten und nachfolgender Injektion der transfizierten Zellen in
Nacktmiuse Tumore auslosen konnte. Dieses Phdnomen wurde durch einen Transfektionseffekt
initiiert, bei dem es zu einer Neuordnung von DNA-Elementen im 5’-Bereich des Gens kam. Der
Vergleich von nicht transfizierter mit transfizierter DNA liel auf ein Rekombinationselement
schlieBen, welches nach Induktion durch Transformation aus dem Protoonkogen-Promotor-
bereich deletiert wurde. Folglich kam es zur unkontrollierten Expression des Gens. Zusétzlich
fand man in vier weiteren unabhidngigen Transfektionsexperimenten bei isolierten und
verdanderten Mas-Genen eine in dem unverinderten Mas-Gen nicht vorhandene Sequenz, die als
ein ,,alpha-satellite repeat™ identifiziert wurde (van 't Veer et al., 1993), das vom Chromosom 3
stammt. Diese Erweiterung wurde 2-3kb vor der kodierenden Region des Mas-Gens beschrieben.
Allerdings ist bis heute keine Mutation in der 5’-flankierenden Region des Mas-kodierenden
Exons fiir einen Priméirtumor beschrieben.

Das menschliche Mas-Gen konnte durch in-situ-Hybridisierung auf dem distalen Arm des
Chromosom 6q nachgewiesen werden (Rabin et al., 1987). Walther et al. (unpubliziert) konnten
das Mas-Gen der Ratte dem Chromosom 1 zuordnen. Bei der Maus ist das Gen auf dem
proximalen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert (Cebra-Thomas et al., 1992), in direkter
Nachbarschaft zum Igf2r-Gen (Insulin-like growth factor type 2 receptor). Interessanterweise
liegt damit das Mas-Gen in unmittelbarer Nachbarschaft von Genorten, die Leukidmie auslosen
konnen. Nach struktureller Deletion dieses Chromosomenabschnittes kam es zur malignen
Transformation und zur Tumorbildung. Ein Nachweis der Mas-Expression war in untersuchten

Leukidmie-Zelllinien allerdings nicht mdglich (Jucker et al., 1990).

1.1.2 Der Sequenzvergleich auf mRNA und Proteinebene
Der kodierende Bereich des Mas-Gens konnte beim Menschen (Young et al., 1986), der Ratte
(Young et al., 1988) und der Maus (Metzger et al., 1995) isoliert und sequenziert werden. In der

abgeleiteten AS-Sequenz fand man 7 hydrophobe Dominen, die als Transmembrandominen
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eines membranstindigen Rezeptors identifiziert werden konnten. Dieses Muster ist fiir die
Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) charakteristisch (Probst et al., 1992). Die
Sequenz des Mas-Proteins ist beim Menschen 325 AS lang (Young ef al., 1986) und bei Maus
und Ratte jeweils um eine AS kiirzer (Abb.1.1; 324 AS). Diese zusitzliche AS beim humanen
Mas-Protein befindet sich an Position 11. Das Maus-Mas-Protein zeigt 97% Homologie zum
Ratten- und 91% Homologie zum humanen Mas-Protein (Young et al., 1988; Metzger et al.,
1995). Dabei treten die grofiten Sequenzunterschiede in den ersten 20 AS des Amino-terminalen
Endes auf. Beziiglich der GPCR gibt es weitere Homologien, so wird der ,,open reading frame*
(ORF) von Mas wie bei 90% der GPCR von Saugetieren nicht durch ein Intron unterbrochen

(Gentles et al., 1999).

extrazellulir

zytoplasmatisch

Abb.1.1: Die Aminosduresequenz des Mas-Genprodukts der Ratte und seine mégliche Faltung in
der Zellmembran. Die schwarz unterlegten Aminosduren sind zwischen humanen und Ratten-

Rezeptor verschieden (Hanley et al., 1989).

1.1.3 Die Expression von Mas

Das Mas-Gen wird vornehmlich im Vorderhirn und Hoden und in geringen Konzentrationen
auch im Herzen und der Niere exprimiert (Young et al., 1988; Metzger et al., 1995; Alenina et
al., 2002). Im Hoden fand man durch in-situ-Hybridisierung eine deutliche Mas-Expression in
Leydig-Zellen, die in Sertoli-Zellen schon weniger und in primdren Spermatozyten nur noch
schwach lokalisiert werden konnte. Mas ist nicht in Leber, Milz, Skelettmuskel, Zunge,
Kleinhirn, Uterus und in Embryos an den Tagen 11,5, 13,5 und 15,5 nach der Befruchtung
detektierbar (Alenina et al., 2002). Im Gehirn ist Mas-mRNA vornehmlich in Neuronen der
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Hippocampusformation, den olfaktorischen Tuberkeln, dem piriformen Kortex und in der
Amygdala lokalisiert (Bunnemann et al., 1990; Martin et al., 1992; Metzger et al., 1995). Nach
neuronaler Aktivierung nimmt die Mas-Expression vornehmlich im Hippocampus, aber auch im
Kortex und Thalamus zu (Martin et al, 1992). Demnach wird Mas eine Rolle in der
synaptischen Plastizitdt und dem Gedéchtnis zugesprochen. Kitaoka et al. (1994) wiesen das

Mas-Gen in der Retina von Rhesus-Affen nach.

1.14 Der Mas-Rezeptor innerhalb der Familie G-Protein gekoppelter

Rezeptoren
Der Mas-Rezeptor gehort zur Familie der transmembranen Rezeptoren mit sieben hydrophoben
Domaénen. Bis heute sind mehr als 800 humane unterschiedliche GPCR bekannt, die somit eine
der grofiten Rezeptorenfamilien ausmachen (Fredriksson et al., 2003). GPCR sind Membran-
proteine und kénnen durch exogene und endogene Liganden aktiviert werden. Zu den exogenen
Liganden gehoren Geschmack- und Duftstoffe und zu den endogenen Liganden Neurotransmitter
und Hormone (Ji et al, 1998). Die humanen GPCRs konnen in fiinf eindeutige Familien
eingeteilt werden (Familie G: Glutamat Rezeptor, 15 Mitglieder; Familie R: Rhodopsin, 701
Mitglieder; Familie A: Adhédsions-Rezeptoren, 24 Mitglieder; Familie F: ,,frizzled*/Geschmack
Rezeptoren, 24 Mitglieder; Familie S: Sekretin Rezeptoren, 15 Mitglieder). Diese Klassifikation
basiert auf Charakteristika der transmembranen Doménen, die anhand von phylogenetischen
Analysen identifiziert wurden. Die Rhodopsin-Familie ist mit ithren 701 Mitgliedern die groBte
der fiinf Familien und wird weiter in vier Untergruppen (o, P, v, 0) unterteilt. Der HSMas—

Rezeptor gehort in die 5-Gruppe der Rhodopsin-Familie (Fredriksson et al., 2003).

1.1.5 Die Wege der Signaltransduktion G-Protein gekoppelter

Rezeptoren
Viele Hormone, Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter konnen ihre Wirkung nicht direkt an
der Zelle auslosen. Nach der Bindung an einen spezifischen Rezeptor wird eine mehrschichtige
Signalkette in Gang gesetzt. Es erfolgt eine intrazellulire Konzentrationsdnderung eines so
genannten ,second messenger”, wie z.B. AA, cAMP, cGMP, DAG, IPs;, PIP; oder
Phosphatsédure, der dann Informationen auf die regulierenden Prozesse in der Zelle iibertrégt.
Diese Interaktionen fiihren zu einer enormen Verstirkung des extrazelluldren Signals in der

Zelle.



EINLEITUNG 4

Die heterotrimeren G-Proteine sind membranstindige Molekiile; sie bestehen aus drei
unterschiedlichen Proteinketten, den a-, B- und y-Untereinheiten. Von den einzelnen Unter-
einheiten existieren mehrere Isoformen. Bisher sind 21 unterschiedliche Gg-Proteinunter-
einheiten, 5 B-Untereinheiten und 12 y-Untereinheiten bekannt (Hamm, 1998). Die o-Unter-
einheit bindet GTP, das zu GDP hydrolysiert wird. Die Untereinheiten os und aq wirken
stimulierend, die Untereinheit o; und oy inhibierend auf den Folgeprozess. Im inaktiven Zustand
hat der trimere Komplex GDP gebunden. Nach Bindung eines Agonisten wird GDP zu GTP und
der Gupy-GTP-Komplex dissoziiert in die G,-GTP-Untereinheit und in die Gg,-Untereinheit, die
jeweils unabhingig verschiedene Effektoren aktivieren. So kann iiber die Aktivierung der

Adenylatcyclase (AC) der ,,second messenger* cAMP gebildet werden.

_'.'r.‘:_f

Adenylat- GR --- = effekt
zyklase
| G,R —= EFFEKT
- +ye
cAMP GR

schwache slarke
Kontraktion Y Kontraktion

_ e e ——

verbesserte Kontraktion
Abb. 1.2 Schematische Darstellung moglicher Signaltransduktionswege nach GPCR-Aktivierung
durch Bindung eines Liganden. Sowohl Gj- als auch Gggekoppelte Rezeptoren stimulieren
Phospholipase C (PLC), wodurch Inositol-(1,4,5)-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
freigesetzt werden (Selbie et al., 1998, Takai et al., 2001).

Eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) fiihrt nach Phosphorylierung zur Umwandlung von
Phosphatidylinositol in zwei ,,second messenger: IP; und DAG. IP; bewirkt im Zytosol eine
Freisetzung von Ca®". DAG verbleibt in der Zellmembran und aktiviert dort eine Ca*'-Phos-
pholipid-abhédngige Proteinkinase C, die zur Modifikation biologisch wichtiger Proteine beitragt
(Abb1.2). Damit ist das Ca”**-Ion neben cAMP, cGMP, DAG, IP3;, NO usw. eines der wichtigsten

»second messenger“-Molekiile fiir die Signaliibertragung in allen Zellen von Prokaryonten bis
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hin zu Kardiomyozyten und spezialisierten Neuronen (Davis, 1992; Berridge, 1993). Neben
diesen verschiedenen Signalwegen konnen die heterotrimeren G-Proteine ihr Signal zuséitzlich
mittels der Aktivierung kleiner G-Proteine (monomere G-Proteine) weiterleiten (Bhattacharya et
al., 2004). Sie sind meist monomere GTP-bindende Proteine mit einer Molekiilmasse von
20-30kDa. Derzeit sind iiber 100 verschiedene kleine G-Proteine bekannt, die auf Grund
phylogenetischer Gemeinsamkeiten und Unterschiede in 5 Familien unterteilt werden: Ras,
Rho/Rac/cdc42, Rab, Sarl/Arf und Ran (Takai et al., 2001). Sie sind im Zellzyklus an der
Regulation zahlreicher Zellfunktionen beteiligt, z.B. der Regulation der Gentranskription (Ras
und Rho), der Regulation des Zytoskeletts (Rho), der Regulation des Vesikeltransports (Rab und

Sarl/Arf) sowie der Regulation des Transports zwischen Zytoplasma und Zellkern (Ran).

1.1.6 Mas als Teil des Renin-Angiotensin-Systems

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein hochkomplexes und aus einer Reihe von Peptiden
und Rezeptoren bestehendes Netzwerk mit ebenso vielen verschiedenen Funktionen. Im
klassischen Sinne spaltet Angiotensinogen (AOGEN), das hauptsichlich in der Leber
synthetisiert wird, das aus den juxtaglomeruliren Zellen der Niere sezernierte Renin zu
Angiotensin (Ang)l. Angl ist ein Dekapeptid, das selbst offenbar keine biologische Aktivitét
besitzt. Es kann durch verschiedene Proteasen in biologisch aktive Peptide umgewandelt werden,
wie Angll [Ang-(1-8)], AnglII [Ang-(2-8)], AnglV [Ang-(3-8)], Ang-(1-7) und Ang-(1-9).

Die ersten Schritte zur Identifikation der Funktion des Mas-Gens haben Jackson et al. (1988)
unternommen. Menschliche Mas-mRNA wurde in Frosch-Oozyten transfiziert und mit Angl,
Angll und AngllI stimuliert. Bei der Stimulation mit AngIl und AnglII konnte ein intrazellulérer
Ca”"-Anstieg festgestellt werden und eine Aktivierung der DNA-Synthese. Aus diesem Grund
wurde postuliert, dass das Mas-Protein als Angll-Rezeptor fungiert. Auf diese Weise wurde auch
gezeigt, dass Angll und Anglll eine [’H]Thymidin-Aufnahme in Mas-exprimierenden Zellen
auslosen konnen (Jackson et al., 1989). Weiterhin konnte eine Anreicherung von Inositol-
phosphat nach Stimulation mit Angll und AnglIl in Nervenzellen, die mit Mas transfiziert
worden waren, beobachtet werden (Jackson et al., 1989; Poyner et al., 1990). Eine vergleichbare
Antwort wies man in Mas-transfizierten COS-7-Zellen (McGillis et al., 1989) und Balb3T3-
Zellen (Andrawis et al., 1991) nach. Allerdings lieB sich der Ca*’-Anstieg nicht mit den
klassischen Angll-Antagonisten [Sarl, Val5, Ala8]-Angll und [Sarl, Val5]-Angll blockieren,
wodurch Zweifel entstanden, ob der Mas-Rezeptor wirklich ein Angll-Rezeptor ist. Anfang der

90er-Jahre wurden die Hauptrezeptoren fiir Angll isoliert und charakterisiert, AT;- und AT,.
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Dabei hat die humane Mas-Sequenz nur 8% Homologie zum AT;- (Sasaki ef al., 1991) und 9%
zum AT,-Rezeptor (Mukoyama ef al., 1993).

1.1.6.1 Der allgemeine Aufbau des Systems

Das RAS ist eine Kaskade von verschiedenen Hormonen und Enzymen und spielt eine wichtige
Rolle in der Regulation der kardiovaskuldren Physiologie, der Homdostase und Zellfunktion. Am
Anfang spaltet Renin das in der Leber gebildete AOGEN zu Angl. Angl ist selbst weitgehend
inaktiv. In Gegenwart von ACE, Chymase oder Cathepsin A wird Angl in das Oktapeptid Angll
gespalten. Zirkulierendes Angll entfaltet seine Wirkung tiber AT;- und AT,- Rezeptoren und

kann einmal iiber ein ,systemisches RAS oder iiber ein ,lokales“ RAS, welches

Angiotensinogen

l Renin

Angiotensin |
ACE2 1 Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
ACE
Angiotensin-(1-9) NEP Cathepsin A
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His PEP Chymase

NEP l ACE

- - ACE2 Angiotensin Il APA Angiotensin llI
Angiotensin-(1-7) < Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe —l Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro PEP

PCP

l D-AMP

1

1

]

|

. . !
Angiotensin IV ;
Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe [ y-=--=----¢7------ ]

l CPD

Angiotensin-(3-7)
Val-Tyr-lle-His-Pro

ACE l

Angiotensin-(1-5)
Asp-Arg-Val-Tyr-lle

------mmmmm S~

Mas AT, ATy AT, (IRAP)

Abb. 1.3 Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems. Von Bedeutung ist, dass
die bioaktiven Ang-Metabolite Ang-(1-7) und AnglV ihre Wirkung iiber eigene Rezeptoren
initiieren. A-779=Ang-(1-7)-Rezeptor-Antagonist, ACE=Angiotensin-Converting-Enzyme, APN=
AminopeptidaseN, APA=AminopeptidaseA, D-AMP=Dipeptidyl-Amino-peptidase, IRAP=
. insulin-regulated aminopeptidase“, ~NEP=Neutrale FEndopeptidase24.11, PCP=Prolyl-
Carboxypeptidase, PEP=Prolyl-Endopeptidase.

in der Niere (Griendling et al., 1993), im Gehirn (Dzau et al., 1986; Lynch et al, 1987,
Hellmann et al., 1988), Herz und Hoden (Lindpaintner et al., 1991b, a) lokalisiert ist, seine
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physiologischen Funktionen ausiiben. Uber die Prolylendopeptidase (PEP) oder das Neprilysin
(NEP) wird Angl zu Ang-(1-7) konvertiert. Aus Angll kann durch ACE2, PEP oder Prolyl-
Carboxypeptidase (PCP) Ang-(1-7), durch Aminopetidase A (APA) Anglll und durch die
Dipeptidyl-Aminopeptidase (D-AMP) AnglV gebildet werden. AnglIl wird durch Deletion des
Arginin vom N-Terminus iiber eine Aminopeptidase N (APN) in AnglV konvertiert (Abb.1.3).
Ang-(3-7) kann einerseits aus AnglV iiber Carboxypeptidasen gebildet werden, andererseits aus
Ang-(1-7) iiber Aminopeptidasen. Trotz der Tatsache, dass Angll als das wichtigste bioaktive
Peptid des RAS gilt und in der Pathogenese des arteriellen Hochdrucks, der renalen Dysfunktion
und des kongestiven Herzinfarkts eine wichtige Rolle spielt, wurde inzwischen die Bedeutung
anderer Metabolite wie Anglll, AnglV und Ang-(1-7) entdeckt und charakterisiert (Ferrario,
2002; Ferrario et al., 2002). Die klassische Sicht auf das RAS als ein einfaches biologisch
aktives Hauptendproduktsystem hat sich damit in ein flexibles Konzept eines Multi-Mediator-

systems umgewandelt.

1.1.6.2 Biologisch aktive Angiotensin-Metabolite

Das Oktapeptid Angiotensin I1

Angll [Ang-(1-8)] wirkt liber zwei verschiedene Rezeptoren: die AT,- und AT,-Rezeptoren, die
pharmakologisch unterschiedlich beeinflussbar sind. Beide sind, wie auch der Mas-Rezeptor,
zellmembrangebundene GPCRs. Zwischen den beiden Rezeptoren besteht eine Sequenz-
homologie von 34% (Ichiki et al., 1995). Der AT;-Rezeptor wird in den Blutgefden, in der
Niere und schwach im Herzen exprimiert (Sechi ef al., 1992; Zhuo et al., 1992; Saavedra et al.,
1993; Ichiki et al., 1995; Zhuo et al., 1996), wohingegen der AT,-Rezeptor iiberwiegend im
Herzen, Gehirn, in der Niere, Nebenniere und reproduktiven Organen nachgewiesen wurde
(Ozono et al., 1997; Tsutsumi et al., 1998; Wang et al., 1998).

Das Oktapeptid Angll hat eine systemische und lokale Wirkung. Systemisch wirkt Angll
einerseits iiber die direkte Aktivierung der AT -Rezeptoren an der glatten GefaBmuskulatur und
direkt iiber renale AT-Rezeptoren (Cogan, 1990) und andererseits indirekt durch verstirkte Na'-
Resorption im distalen Nierentubulus (Yamaguchi et al., 1990). Diese direkten und indirekten
Wirkungen des Angll fiihren zu einem Blutdruckanstieg. Aulerdem kann zirkulierendes Angll
seine Wirkung auch auf zentrale Strukturen des Gehirns, deren Rezeptoren auBlerhalb der Blut-
Hirn-Schranke liegen, ausiiben. Dazu zdhlen das subfornikale Organ, das Organum vaskulosum,
die Lamina terminalis und die Area postrema.

Lokal wirkt Angll am Herzen positiv ino- und chronotrop (Lindpaintner ef al., 1991a, b). Auch
eine Beteiligung des lokal gebildeten Angll bei der Entstehung der kardialen Hypertrophie, dem
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ventrikuldren Remodellieren nach Myokard-Infarkt und die Ausprdgung einer hypertensions-
bedingten Fibrose wird diskutiert (Dostal et al., 1992). Dabei scheint der AT;-Rezeptor die
meisten kardiovaskuldren Effekte des Angll zu vermitteln (Murphy et al., 1991; de Gasparo et
al., 2000; Touyz et al., 2002; Carey et al., 2003).

Das AngiotensinIII

AnglIl [Ang-(2-8)] spielt eine wichtige Rolle bei Blutdruckantworten im Gehirn, die iiber den
AT;-Rezeptorsubtyp vermittelt werden (Wright et al., 1996), und ruft eine Freisetzung von
Vasopressin hervor. In der Peripherie hat AnglIIl einen wesentlich schwécheren Pressoeffekt als
Angll, allerdings ist AnglIl potenter bei iontophoretischer Applikation in die paraventrikuldren
Neurone (Harding et al., 1986); beide Peptide stimulieren den Salzappetit und die Driisen-
hormonproduktion (Wright et al., 1992).

AnglII gilt als ein potentes Hormon in der Aldosteron-Freisetzung und in der Ca*'-Freisetzung
Mas-transfizierter Zellen (Jackson et al., 1988; Janssen et al., 1988). Lin et al. (2001) konnten
zeigen, dass eine intrazerebroventrikulire Injektion von AngllI eine Reduktion des Barorezeptor-
Reflexes, der Herzrate und eine Erhdhung des mittleren arteriellen Drucks generiert. Des
Weiteren agiert AnglIl auf hypothalamischer Ebene iiber den AT;-Phosholipase C-Signaltrans-

duktionsweg als ein Modulator noradrenerger Transmission (Rodriguez-Campos et al., 2000).

Das AngiotensinlV und der AnglV-Rezeptor

AnglV [Ang-(3-8)] ist ein echtes Hormon. Es wurden spezifische Bindungsstellen gefunden, die
strukturell vom klassischen AT;- und AT,-Rezeptor verschieden sind (Swanson et al., 1992; Hall
et al., 1993; Hall et al, 1995). AnglV stimuliert den Anstieg der intrazelluldren Ca*'-
Konzentration. In der Nierenarterie induziert es einen Anstieg des BlutfluBes (Harding et al.,
1994) und in den LungengefiBlen wirkt AngIV vasokonstriktorisch (Cheng et al., 1994;
Nossaman et al., 1995). Bis heute konnte man dem AngIlV mehrere Wirkungen nachweisen, die
denen des Angll entgegengesetzt oder gleichgerichtet sind (Kramar ef al., 1997; Wayner et al.,
2001). AnglV bindet an einen Rezeptor, bei dem eine in der Membran ansdssige durch Insulin-
regulierte Aminopeptidase (IRAP) identifiziert wurde. Der AnglV-Rezeptor gehort somit nicht
zu den GPCRs (Albiston et al., 2001). Durch IRAP werden Funktionen des Gedéchtnisses
(Wright et al., 1992), der Niere, der Blutdruckregulation, des Neuritenwachstums und der
Angiogenese vermittelt. Er wird im Gehirn (Neokortex, Hippocampus, Cerebellum und
Basalganglien) sowie in den Nieren, dem Herzen, der Lunge, der Prostata und dem Darm

exprimiert (Miller-Wing et al., 1993; Roberts et al., 1995).
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Das Heptapeptid Angiotensin-(1-7)

Ang-(1-7) ist ein Amino-terminales Fragment des Angll und ein biologisch aktives RAS-Peptid
(Santos et al., 2000), dessen Konzentration im zirkulierenden humanen Blutplasma 1,0—
9,9pmol/l betragt (Nussberger et al., 2001). Das Peptid wird in groer Menge produziert und iibt
mogliche selektive zentrale und periphere Wirkungen aus (Chappell et al., 1990; Kohara et al.,
1991; Santos et al., 1992; Santos et al., 2000). Die Signaltransduktionsmechanismen fiir
Ang-(1-7) und Angll wurden in glatten Muskelzellen der Kaninchenaorta untersucht. Beide
Peptide wirken auf die Calmodulin-abhidngige Proteinkinase II, die die Aktivitit der
zytosolischen Phospholipase A; (cPLA;) beeinflusst. Die Aktivierung der cPLA, flihrte zu einem
Arachidonsdure (AA)-Anstieg und damit zur Prostaglandinsynthese (Muthalif et al., 1998). Die
Daten belegten, dass die Freisetzung von AA zur Prostaglandinproduktion iiber verschiedene
Ang-Rezeptortypen erfolgen kann. Nach Mikroinjektion von Ang-(1-7) in die dorsomediale
Medulla von Ratten kam es zu vasodepressorischen und bradykarden Wirkungen (Campagnole-
Santos et al., 1989; Campagnole-Santos et al., 1990). Brosnihan et al. (1996) konnten zeigen,
dass Ang-(1-7) vasodilatatorisch in die Druckregulation der Koronararterien bei Hunden
eingreift, ganz im Gegensatz zum konstriktorisch wirkenden Angll. Des Weiteren stellte diese
Arbeitsgruppe erstmals auch die Bindung von Ang-(1-7) an einen AT;/AT,-unabhingigen
Rezeptor zur Diskussion (Brosnihan et al., 1996). Ferrario et al. (1997) beschrieben fiir
Ang-(1-7) gegenregulatorische Effekte zu Angll hinsichtlich der Blutdruckregulation.
Mittlerweile ist bekannt, dass Ang-(1-7) als ein gegenregulatorisches Hormon zu Angll agiert
und so die durch Angll induzierten Blutdruck-steigernden, proliferativen und Blutgefal3-
bildenden Aktionen limitiert (Machado et al., 2000). Die Hypothese bestdtigten Collister et al.
(2003) indem sie zeigten, dass der andauernde hypotensive Effekt von Losartan bei Ratten zum
Teil durch die vasodilatatorische Wirkung und die erhéhte Freisetzung von Ang-(1-7) wihrend
der ACE-Hemmung bedingt ist. In einer spiter erschienenen Studie wurde die antihypertensive
Wirkung von Ang-(1-7) bei hypertensiven Ratten auf die Hemmung der durch Angll
hervorgerufenen Norepinephrin-Freisetzung zuriickgefiihrt (Gironacci et al., 2004). In der Niere
bewirkt Ang-(1-7) eine Anderung der tubuliren Na'- und NaHCO;-Resorption, reduziert die
Aktivitit der Na'- K'-ATPase und induziert Diurese und Natriurese (Hilchey et al., 1995).

1.1.6.3 Assoziation von Mas mit dem Ang-(1-7)-Signalweg
Die Arbeitsgruppe von Santos und Walther fand heraus (Santos ef al., 2003), dass die Bindung
von iodiniertem Ang-(1-7) an Nierenabschnitte bei Mas-Knockout Médusen im Vergleich zu dem

Wildtyp verhindert wurde. Der antidiuretische Effekt des Ang-(1-7)-Peptids wurde in Mas-
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defizienten Tieren vollkommen aufgehoben. Des Weiteren konnten sie in Zellexperimenten
zeigen, dass Ang-(1-7) an Mas-transfizierte CHO- und COS-Zellen bindet und AA freisetzt,
welches mit dem Ang-(1-7)-Antagonisten A-779 vollstindig aufgehoben werden konnte. In
diesen jlingeren Bindungsstudien gelang es damit zum ersten Mal zu zeigen, dass Ang-(1-7) ein
funktioneller und endogener Ligand fiir den Mas-Rezeptor ist (Santos et al., 2003). Aorten von
Mas-defizienten Tieren verloren die Féhigkeit, nach Zugabe von Ang-(1-7) zu relaxieren (Santos
et al., 2003). Das Heptapeptid Ang-(1-7) konnte unabhéngig von der klassischen ACE-Kaskade
aus Angl generiert werden (Santos, 1990). Man beobachtete einen Anstieg der Ang-(1-7)-
Konzentration nach Inhibition von ACE. Dies konnte durch den Konzentrationsanstieg von Angl
erklart werden, aber auch durch die verminderte Katabolisierung des Heptapeptids durch ACE
(Chappell et al., 1998; lyer et al., 1998). Ein paar Jahre spéter wurde zusitzlich gezeigt, dass
Ang-(1-7) direkt aus Angll gebildet werden kann durch die ,,neu* identifizierte ACE2 Peptidase
(Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). Mittlerweile wird ein ,,neues* Konzept diskutiert,
welches das ACE2-Ang-(1-7)-Mas-System als den hauptgegenregulatorischen Mechanismus der
ACE-AnglI-AT;-Axis beschreibt (Santos ef al., 2007).

1.1.6.4 Interaktion von Mas mit dem AngiotensinlI-Rezeptor AT,

Nachdem Anfang der 90er-Jahre der AT;-Rezeptor als Hauptrezeptor fiir Angll ausgemacht
wurde, konnten Ambroz ef al. (1991) zeigen, dass der Ca*"-Anstieg in Mas-transfizierten Zellen
nach der Stimulation mit Angll nur stattfand, wenn gleichzeitig der AT;-Rezeptor exprimiert
wurde. Damit schien Mas, nicht wie zuvor postuliert, per se ein Rezeptor fiir Angll zu sein. Es
gab klare Anzeichen, die auf eine physiologische Rolle von Mas bei der Signaltransduktion von
Angll hinwiesen. Zum Beispiel wurde in Méusen, bei denen das Mas-Protoonkogen genetisch
inaktiviert wurde, eine Anderung der AT;-Rezeptoraktivierung nach AnglI-Stimulation
festgestellt (Von Bohlen und Halbach et al., 2000). Dariiber hinaus konnte in Médusen mit einem
genetisch inaktivierten Mas-Protoonkogen eine Verdnderung der Herzfrequenz- und der Blut-
druckregulation gezeigt werden (Walther et al., 1998; Walther et al., 2000b). Spéter fanden
Kostenis et al. (2005) heraus, dass die Expression von Mas die funktionelle Aktivitit des AT;-
Rezeptors in transfizierten Sdugetierzellen in-vitro behindert, obwohl die maximale Zellober-
flaichen-Expression des AT;-Rezeptors erhoht wird. Dieser Mechanismus ist voraussichtlich die
Folge der konstitutiven physikalischen Verbindung beider Rezeptoren in der Zellmembran. Der
Mas-Rezeptor agiert damit als funktioneller Antagonist des AT;-Rezeptors durch die Bildung

eines heterooligomeren Komplexes (Kostenis et al., 2005).
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1.1.7 Die Bedeutung von Mas unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen

Es wurde vermutet, dass Mas an der Entwicklung bestimmter Regionen im ZNS beteiligt ist
(Altman et al., 1990a, b). Ebenso beobachteten Martin und Hockfield (1993) nach Gabe von
Pentylentetrazol (PTZ) an Ratten eine Hochregulierung der Mas-Expression. Diese Erkenntnis
lasst auf eine Hochregulierung der Mas-Expression bei verstarkter ZNS-Aktivitdt schlieBen. Im
Gehirn konnte bei Mas-defizienten Méusen eine verbesserte Langzeit-Potenzierung festgestellt
werden, welche als biochemische Grundlage fiir Lernen und Gedéchtnis diskutiert wird. Des
Weiteren kam es im Gyrus dentatus sechs Stunden nach tetanischer Stimulierung dieser Méause
zu keiner Reduktion des Anstiegs der ,.field excitatory postsynaptic potentials® (Walther et al.,
1998). Gleichzeitig wurde im “Morris Water Maze” (MWM)-Test bei Knockout-Méannchen ein
signifikant verstirktes Angstverhalten nachgewiesen. Diese Verdnderung wurde bei den
homozygoten Weibchen nicht gefunden (Walther et al., 1998; Walther et al., 2000a). Zur
weiteren Verifizierung dieser Angst diente der “Elevated Plus Maze” (EPM)-Test (Walther et
al., 2000a). Das geschlechts-spezifische Angstverhalten konnte bestitigt werden.

Kitaoka et al. (1994) konnten Mas-mRNA in der Retina von Rhesus-Affen nachweisen, was im
Weiteren durch Herstellung eines transgenen Mausmodells untersucht wurde. Mit Hilfe eines
Rot/Griin Opsin Promoter wurde Mas in Zapfen-Photorezeptoren iiberexprimiert. Bei diesen
transgenen Tieren gab es keine Auffilligkeiten in der Retina im Vergleich zu nicht-transgenen
Maiusen (Xu et al., 2000). Allerdings zeigte sich, dass die durch Zapfen-Photorezeptoren
vermittelten Elektroretinogramme im Vergleich zu den Stibchen-Photorezeptoren eine
verminderte Antwort aufwiesen. Eine genauere Analyse ergab, dass diese Minderreaktivitit der
UV- und Griin-sensitiven Zapfen durch eine signifikante Verminderung der Zapfen-
Photorezeptoren-Dichte in transgenen Miusen ausgeldst wurde. Die Uberexpression von Mas in
Zapfen-Photorezeptoren induziert damit deren Zelltod, aber nicht eine Tumorbildung (Xu ef al.,
2000).

In Mas-transfizierten COS-Zellen fiihrt die Stimulation von Mas mit Ang-(1-7) zu einer AA-
Freisetzung. Um herauszufinden, welche Signaliibertragungswege involviert sind, wurden
HEK?293-Zellen mit Mas-cDNA in steigender Konzentration transfiziert. Mit Hilfe des ,,Dual-
Luciferase-Assay* wurde die Luziferase-Produktion, die durch das SRE (,,Serum Response
Element®) initiiert wird, ermittelt. Das SRE kann sowohl von Rac als auch von Rho aktiviert
werden. Die Untersuchung ergab, dass die Luziferase-Produktion dosisabhingig zunahm und

nicht durch Ang-(1-7) und A779 beeinflusst wurde. In weiteren Experimenten konnte die
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Involvierung von Gg, in den konstitutiv aktiven Ubertragungsweg gezeigt werden. Diese Daten
demonstrieren den Mas-Rezeptor als konstitutiv aktiv (Gembardt et al., 2005,), welches zu den
mitogenen Eigenschaften von Mas beitragt.

Weitere Experimente untersuchten die Interaktionen von Angll in Mas-Knockout-Miusen.
Anhand der Anderung des Blutdruck und des Herzrhythmus wurde die Beeinflussung getestet.
Dank hoch auflésender Aufzeichnungstechniken konnte ein prignanter Unterschied beziiglich
der Blutdruck- (BPV) und Herzrhythmusvariabilitit (HRV) festgestellt werden (Walther et al.,
2000a; Walther et al., 2000b). Bei den weiblichen und ménnlichen Mas-defizienten Tieren fiel
eine fehlende Regulation dieser beiden Parameter und ein erhohter Sympathikotonus auf
(Walther et al., 2000b) Die mannlichen Knockout-Mausen hatten eine signifikant erhohte BPV,
wohingegen die HRV denen der Kontrollen entsprach. Im Gegensatz dazu war bei weiblichen
Mas-Knockout-Tieren die HRV signifikant reduziert (Walther ef al., 2000a). Des Weiteren wird
Mas eine wichtige Rolle in der Relaxation der Aorta und der Beeinflussung der Diurese

zugeschrieben (Santos et al., 2003).

1.2 Die Familie der ,,Mas-Related-Genes*

In den letzten Jahren wurde eine Familie G-Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCR) entdeckt,
deren Gene eine hohe Sequenzhomologie zum Mas-Protoonkogen (Young et al., 1986) aufweist
(Dong et al., 2001; Lembo et al., 2002). Die Genprodukte zeigen die charakteristischen
Merkmale der sieben transmembranidren Regionen mit einem extrazelluldr gelegenen N-
Terminus und dem intrazellulir gelegenen C-Terminus.

Zwei unterschiedliche Arbeitsgruppen identifizierten unabhéngig voneinander diese grof3e
Rezeptorfamilie. Die erste Gruppe (Dong et al., 2001) nannte sie ,,Mas-related-Gens* (Mrgs)
und isolierte die Gene aus Maus und Mensch. Die zweite Arbeitgruppe (Lembo et al., 2002)
identifizierte die Gene in Ratten und Menschen und nannte sie ,,sensory neuron-specific
G-protein coupled receptors (SNSR). In dieser Doktorarbeit wird die Nomenklatur der Mrgs
verwendet. Die Mrg-Rezeptoren umfassen eine Familie von > 50 GPCR und werden vor allem in
sensiblen Schmerzneuronen der dorsalen Gliawurzeln exprimiert. Das Expressionsbild der Mrg-
Rezeptoren zeigt groBe Ahnlichkeit zwischen Miusen und Ratten. Die Mitglieder der Mrgs
konnen teilweise durch Peptidliganden, wie RF-Amide (FMRFamid, FLRFamid, NPFF, NPAF),
und Opioidpeptide, wie BAM22 und y,-MSH, aktiviert werden (Dong et al., 2001; Han et al.,

2002; Lembo et al., 2002). Es wird angenommen, dass sie am Modellieren der
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Schmerzsensitivitit und —selektivitit durch die Interaktion mit Peptidliganden beteiligt sind
(Dong et al., 2001; Han et al., 2002; Lembo et al., 2002).

Die Superfamilie der GPCR ist zurzeit die meist genutzte Rezeptorengruppe fiir die Entdeckung
neuer Medikamente. Dennoch sind iiber 50% der GPCR-Familie noch nicht klassifiziert und
werden als ,,orphane* Rezeptoren bezeichnet. Das sind Rezeptoren, deren Funktion und

Liganden noch weitestgehend unbekannt sind (Civelli, 2005).

1.2.1 Die Klassifizierung der Mrg-Familie

Die murine Mrg-Familie wird aufgrund von Sequenzhomologien in drei bedeutende Subfamilien
geteilt: MrgA, MrgB und MrgC (Dong et al., 2001). Eine Computeranalyse (Anlage 1) machte
14 Gene in der murinen MrgA-Subfamilie aus (MrgA1-14). In den letzten Jahren wuchs diese
Familie bis auf 22 Mitglieder heran. Die MrgB-Subfamilie beinhaltet 13 Mitglieder und die
MrgC-Subfamilie 14 Mitglieder (Dong et al., 2001). Unter den 14 Mitgliedern der murinen
MrgC-Subfamilie scheint es mit vielleicht einer Ausnahme nur Pseudogene zu geben (Han et al.,
2002), wohingegen die anderen Familien sowohl funktionierende Gene als auch Pseudogene
enthalten. Die Sequenzhomologie innerhalb jeder dieser drei Subfamilien betrdgt >50%. Im
Gegensatz zu der umfangreichen Sequenzvielfalt der Maus-Subfamilien wurden nur maximal
sieben intakte humane MrgX-Sequenzen (MrgX1-7) identifiziert (1.2.5). Neun weitere MrgX-
Sequenzen scheinen Pseudogene zu sein. Die humanen MrgX und die murinen MrgA zeigen im
phylogenetischen Baum die grofite Sequenzhomologie im Vergleich zu MrgB und MrgC (Dong
et al., 2001; Lembo et al., 2002; Choi et al., 2003). Zusétzlich zu den drei groBen murinen Mrg-
Subfamilien wurden sechs weitere Mrg-Gen-Einzelkopien beschrieben: MrgD, MrgE, MrgF
(RTA), MrgG, MrgH (GPR90) und Mas (Dong et al., 2001; Lembo et al., 2002; Choi et al.,
2003). Die meisten dieser Sequenzen haben humane Homologien (Dong et al., 2001). Um
herauszufinden, ob diese Vielfalt in der murinen Mrg-Familie typisch fiir alle Nagetiere ist,
charakterisierten Zylka et al. (2003) Mrg-Gene fiir zwei weitere Nagetierspezies, die Ratte und
die Wiistenmaus (Meriones unguiculatus). Sie fanden in der Ratte jeweils nur einen einzigen
Vertreter der RNMrgA- und RNMrgC-Subfamilie und 10 RNMrgB-Gene, von denen mehrere zu
mindestens zwei MMMrgB-Genen otholog sind. AuBlerdem beinhaltet die genomische Daten-
bank die vollstaindigen Sequenzen der RNMrgD-, RNMrgE-, RNMrgF-, RNMrgG-, RNMrgH-
und RNMas-Gene. Diese Gene haben alle, mit Ausnahme des RNMrgH, Homologien in der
Maus und im Menschen. In der Wiistenmaus fanden sie nur ein MrgA-, MrgC- und MrgD-Gen

und maximal zwei bis drei MrgB-Gene.
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Eine grofle Einschrinkung fiir das Verstindnis der humanen MrgX-Rezeptoren-Funktionen ist,
dass fiir viele MrgX-Rezeptoren keine Homologien in Nagetieren existieren. Trotzdem wurde
bereits teilweise liber die funktionelle Charakterisierung dieser Gene berichtet (Dong et al.,
2001; Bender et al., 2002; Han et al., 2002; Lembo et al., 2002; Robas et al., 2003), obgleich
funktionelle Eigenschaften und physiologische Funktionen noch groBtenteils unbekannt sind.
Vor kurzem isolierten Zhang et al. (2005) MrgX-Rezeptoren aus Affen (M.fascicularis). Eine
phylogenetische Analyse dieser isolierten Affengene zeigte die Existenz von Genen, die
homolog zu den humanen MrgD-, MrgE- und MrgX2-Genen sind. Auflerdem fanden sie ein
weiteres Gene, das sehr verwandt mit dem humanen MrgX1 (87% der AS) und dem humanen
MrgX7 (90% der AS) ist und aus diesem Grund als MrgX1/7 bezeichnet wird. Eine andere
Arbeitsgruppe isolierte aus Rhesus-Affen MrgX-Rezeptoren (Burstein ef al., 2006). Diese Gene
zeigen im Durchschnitt 87%-93% Sequenzgleichheit zu ihren humanen Homologien, mit
Ausnahme des Rhesus-MrgX4 (80%). Auch funktionell dhneln sie den bekannten humanen
MrgX-Rezeptoren.

In dieser Doktorarbeit werden folgende Rezeptoren verwendet: die humanen Mas-, MRG-,
MrgE-, MrgF-, MrgG-, MrgX1-, MrgX2-, MrgX3- und MrgX4-Rezeptoren, der murine MrgH-
Rezeptor und die Mas-, MrgE- und MrgG-Rezeptoren der Ratte.

1.2.2 Der MRG-Rezeptor

Die Proteinsequenz des MRG-Rezeptors ist zu 35% identisch mit der des Mas-Produkt (Monnot
et al., 2001). Aufgrund dieser Sequenzhomologie zu Mas wurden der MRG-Rezeptor wie auch
der Mas-Rezeptor hinsichtlich ihrer Antwort auf Ang-Peptide untersucht. In CHO-Zellen, COS-
Zellen und Xenopus-Oozyten, die mit MRG-mRNA transfiziert wurden, konnte keine Bindung
von Angll an der Zelloberfliche nachgewiesen werden (Monnot et al., 1991). Ein endogener

Ligand wurde fiir MRG bis dato nicht identifiziert.

1.2.3 Der MrgF-Rezeptor

Der MrgF-Rezeptor (Dong et al., 2001), nach alter Nomenklatur ,,Rat thoracic aorta“~-Rezeptor
(RTA-Rezeptor; Ross et al, 1990), ist ein Mitglied der GPCR-Familie und wurde aus
genomischer Ratten- und thorakalen Aorten-cDNA isoliert. Es handelt sich um ein aus 343 AS
bestehenden Protein. Der MrgF-Rezeptor der Ratte zeigt eine relativ nahe Verwandtschaft zum
Mas- (34%) und MRG-(29%) Protein (Ross et al., 1990). Eine hohe Expression von MrgF-

mRNA wurde im Kleinhirn von Ratten und eine hohe Konzentration im Darm, im Vas deferens,



EINLEITUNG 15

im Uterus und der Aorta nachgewiesen. Ein Beweis fiir eine Interaktion mit Angll konnte bisher
weder nach Einbringen von Rezeptor-cDNA bzw. Rezeptor-mRNA in COS-Zellen oder
Xenopus-Oozyten noch durch elektrophysiologische Antworten in transfizierten Oozyten nach
Behandlung mit Ang-Peptiden erbracht werden (Ross ef al., 1990). Bis zum heutigen Zeitpunkt

wurden keine Liganden fiir den MrgF-Rezeptor identifiziert.

1.2.4 Der murine MrgH-Rezeptor

Die Gensequenz des murinen MrgH-Rezeptors, der frither als muriner GPR90 beschrieben
wurde (Wittenberger et al., 2001), ist auf dem Chromosom 17 der Maus lokalisiert und kodiert
fiir ein Genprodukt aus 321 AS. Die mRNA des Gens wurde in hohen Konzentrationen im
Herzen und in niedrigerer Konzentration in der Niere der Maus detektiert und konnte aus einer
Neuroblastom-Gliom-Zelllinie isoliert werden (Wittenberger et al., 2001). Das mGPR90-Gen
zeigt eine relativ nahe Verwandtschaft zum Mas-Protoonkogen der Ratte (43%), der Maus und
des Menschen, jeweils 42% (Wittenberger et al., 2001). Bislang wurden noch kein Ligand und
humaner homologer MrgH-Rezeptor beschrieben (Zylka et al., 2003).

1.2.5 Der humane MrgX1-Rezeptor

Vor einigen Jahren zeigte die Studie von Lembo et al. (2002), dass der humane MrgX1-Rezeptor
in den dorsalen Ganglienwurzel exprimiert und durch das Proenkephalin-Produkt Bam-22
(Adrenal Medulla Peptid 22) aktiviert wird. Er unterscheidet sich von klassischen Opioid-
Rezeptoren, indem er insensitiv flir den Opioid-Antagonisten Naloxon ist und nur eine geringe
Aktivierung durch Opioid-Liganden zeigt. Dem MrgX1-Rezeptor wird eine Funktion in der
Schmerzregulation zugesprochen (Lembo et al., 2002). Chen und Ikeda (2004) konnten die
Bindung von MrgX1 an zwei G-Proteine ermitteln: PTX-sensitive (Gj,-Proteine) und PTX-
insensitive (Gg1-Protein). Als Folge werden neuronale Ca’"-Kanile, K'-Kanile und die

synaptische Transmission moduliert.

1.2.6 Der humane MrgX2-Rezeptor

Das humane MrgX2-Gen ist auf dem Chromosomen 11pl5 lokalisiert und kodiert auf zwei
Exons die 330 AS des Rezeptors. Der Rezeptor wird in den sensorischen Nervenzellen des
menschlichen peripheren Nervensystems exprimiert und ist beteiligt an dem Signaliiber-
tragungsweg des Schmerzes (Robas ef al., 2003). Aus diesem Grund konnte MrgX2 fiir die

Entwicklung neuer Schmerzmedikamente wichtig sein. In einer Studie von Robas et al. (2003)
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wurden MrgX?2 transfizierte HEK293-Gal5-Zellen mit 1200 bekannten GPCR-Liganden mittels
Messung der intrazelluldren Ca**-Konzentration auf eine Rezeptoraktivierung getestet. In Zellen,
die mit Cortistatin-14 (CST-14) stimuliert wurden, konnte der hichste Ca*"-Anstieg gemessen
und ihnen somit die stirkste Affinitit zum MrgX2-Rezeptor zugesprochen werden. Bei
Menschen spielt CST-14 in der Induktion von ,slow waves sleep”, der Hemmung von
lokomotorischer Aktivitdt und der Inhibition der Zellproliferation eine Rolle (de Lecea et al.,
1996; Cassoni et al., 2002). Vor kurzem wurde MrgX2 auch als Rezeptor fiir das Proadreno-
medullin N-terminal 20 Peptid (PAMP[1-20]/PAMP-20) und sein gekiirztes Analog PAMP[9-
20]/PAMP-12 identifiziert (Kamohara et al., 2005). Diese beiden Peptide, abgeleitet von dem
,post-translational processing* Preproadrenomedullin (Kitamura et al., 1993; Ishimitsu et al.,
1994; Kitamura et al., 1994) aus dem ein weiteres effektives hypotensives Peptid Adreno-
medullin produziert wird, sind endogene Peptide. PAMP-12 und PAMP-20 16sen durch die
Inhibition der Katecholaminsekretion aus sympathischen Nervenenden und adrenalen
Chromaffin-Zellen eine Blutducksenkung aus. Kamohara et al. (2005) zeigten, dass MrgX2 ein
Rezeptor fiir PAMP-12 und PAMP-20 ist, wobei die Affinitdt zum PAMP-20 um das zehnfache
geringer als die zum PAMP-12 ist, und dass MrgX2 nicht nur in den dorsalen Ganglienwurzeln

sondern auch in den adrenalen Chromaffin-Zellen exprimiert wird.

1.2.7 Der humane MrgX3-Rezeptor

Kaisho et al. (2005) erforschten das MrgX3-Gen, indem sie in allen Zellen transgener Ratten das
humane MrgX3-Gen iberexprimierten und die Tiere phenotypisierten. Nach fiinf Wochen
stellten sie eine Verfliissigung, Degeneration und Schwellung der Linsenfaserzellen fest. Die
Uberexpression fiihrte zu einer Erhéhung der Anzahl proliferierender Zellen, aber nicht zur
Aktivierung der Apoptose. Diese Beobachtung lédsst eine Beeintrachtigung der normalen Zell-
differenzierung durch eine Uberexpression des Gens vermuten. AuBerdem zeigte die Epidermis
histo-pathologisch eine Akantosis und fokale Parakeratose (Kaisho et al., 2005). Das humane
MrgX3-Gen wurde hauptsidchlich in der Basalzellschicht und Suprabasalzellschicht der
Rattenepidermis gefunden. Wie auch schon fiir die Linse wurde eine Erhohung der Anzahl
proliferierender Zellen, aber nicht apoptotischer Zellen festgestellt. In den transgenen Ratten
beobachtete man mit Hilfe einer immunhistochemischen Analyse in der Epidermis einen Anstieg
an Markerproteinen wie Keratin 6, Keratin 10, Keratin 14 und Loricrin (Kaisho et al., 2005).
Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Uberexpression von MrgX3 zu einer Uberaktivierung der

Zellsignale oder zu einer hohen Zellproliferation fiihrt. Hiermit ist allerdings noch nicht geklart,
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ob diese Reaktion alleine durch MrgX3 ausgelost wird oder ob andere Proteine in diesen Prozess

involviert sind.

1.2.8 Der MrgD-Rezeptor

Der MrgD-Rezeptor, auch TGR7 genannt, wird auf einem einzigen Exon kodiert. Dieser
Rezeptor konnte vornehmlich in den dorsalen Ganglienwurzeln der Ratte detektiert und dort
tiberwiegend in den Schmerzneuronen exprimiert werden (Dong ef al., 2001; Zylka et al., 2003).
AuBlerdem ist MrgD in den dorsalen Ganglienwurzeln der Ratte und der Maus mit P,Xj
kolokalisiert (Dong et al., 2001; Zylka et al., 2003). In Versuchen mit CHO-Zellen, die den
MrgD-Rezeptor iiberexprimieren, zeigte sich, dass B-Alanin den Ca**-Influx in Zellen erhoht
(Shinohara et al., 2004). B-Alanin ist eine kleine Aminosdure, die strukturverwandt zu GABA
und Glycin ist. Damit gilt B-Alanin als ein spezifischer Ligand des MrgD-Rezeptors und
partizipiert funktionell an der Modulation des neuropathischen Schmerzes (Shinohara et al.,

2004).

1.2.9 Interaktionen von Mrgs

Mittlerweile ist es groftenteils akzeptiert, dass GPCRs Homodimere/-oligomere oder
Heterodimere/-oligomere bilden konnen (Milligan et al., 2003; Milligan, 2004; Milligan et al.,
2004; Milligan, 2006). Milasta et al. (2006) koexprimierten als erste Arbeitsgruppe zwei
Rezeptoren der Ratten-Mrg-Familie, MrgD (1.2.5.4) und MrgE, die eine grofle Sequenz-
homologie teilen und in den dorsalen Gliawurzeln einiger Spezies koexprimiert werden, in ein
HEK?293-Flp-In-T-Rex-Zell-System. Sie konnten zeigen, dass bei gleichzeitiger Expression der
Rezeptoren die RNMrgD-Internalisation verlangsamt, was zu einer verstirkten B-Alanin-
RNMrgD-induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 (,,extracellular-regulated kinase 1
und 2“) und zu einem verstirkten Ca*"-Signal fiihrt. Diese Studie ist die erste Demonstration
einer Heterodimerization zwischen zwei verschiedenen, aber verwandten Mitgliedern der Mrg-
Familie und hebt hervor, dass viele Perspektiven der Rezeptorfunktion wie Agonisten-vermittelte
Internalization, Details der Wirkstirke von Agonisten und deren FunktionsgroBe verdndert

werden konnen durch deren Koexpression und Heterodimerization (Milasta et al., 2006).

1.3 Signaltransduktion und Trankriptionsfaktoren

Die Transkription bezeichnet die Informationsiibertragung von der DNA auf ein RNA-Molekiil.

An diesem Prozess sind mehrere Proteine beteiligt, wie z.B. RNA-Polymerasen und Trans-
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kriptionsfaktoren (Roeder, 1996). Die Transkriptionsfaktoren sind regulatorische Proteine, die
bestimmte Sequenzabschnitte der DNA erkennen und durch Bindung an diese eine hohe Rate an
mRNA-Synthese erreichen oder selektiv entweder bestimmte Gene stimulieren oder inhibieren
(Latchman, 1997). Damit sind sie von grundlegender Bedeutung fiir das Verstindnis

regulatorischer Prozesse innerhalb von Zellen und Zellverbanden.

1.3.1 Das ,,Serum Response Element*

Das ,,Serum Response Element (SRE) wurde als ein essentielles Regulationselement des c-fos
Protoonkogen-Promotors beschrieben. Urspriinglich galt das SRE als ein Oligonukleotid,
welches die Bindungseinheit des Transkriptionsfaktors ,,Serum Response Factors® (SRF)
definiert; eine AT-reiche CC(A/T)sGG Nukleotidsequenz auch CArG Box genannt (Treisman,
1990; Huet et al., 2005). Die terminalen Guaninreste der CArG Box sind fiir die Bindung des
SRF obligatorisch (Treismann, 1990). Der SRF ist ein ubiquitdrer Transkriptionsfaktor, der die
Genexpression im Rahmen von Muskelzelldifferenzierung und Zellwachstum koordiniert und
durch eine Vielzahl von Faktoren, wie zum Beispiel LPA, LPS, TPA, Zytokine, TNFa, aktiviert
wird (Chai et al., 2002). Die Aktivierung von LPA kann auf zwei unterschiedlichen Signalwegen
erfolgen. Erstens sind sogenannte TCFs (Ternery Complex Factors) beteiligt, die durch MAP-
Kinase Signalwege kontrolliert werden (Johansen et al., 1995). Zweitens ist der andere
Signalweg unabhéngig von TCFs und wird durch Rho GTPasen induziert (Hill ef al., 1995). Die
beiden Signalwege zur Aktivierung des SRF teilen sich das SRE als gemeinsames
Regulationselement und kompetitieren um die Bindung und die Induktion ihrer Zielgene.
Mittlerweile ist bekannt, dass das SRE auf den Promotoren einer Vielzahl von Genen, wie
,Immediate Early Genes* (IEGs) c-fos, fosB, junB, egr-1 und -2, neuronalen Genen, wie nurrl
und nurr77, und Muskelgenen, wie Actin und Myosins, lokalisiert ist (Chai et al., 2002). Die
SRE-Sequenz vom c-fos Gen und anderen Promotoren reagieren auf eine Vielzahl von Signalen,
ausgelost durch eine diverse Anzahl an Wachstumsfaktoren, die iiber verschiedene Rezeptor-
typen agieren, wie PKC-abhingige oder -unabhéngige Signalwege. Durch intrazellulires cAMP
kann die Aktivitdt des SRE reguliert werden. Einige Studien konnten demonstrieren, dass die
Aktivitdt des SRE durch einige intrazelluldre Signalmolekiile potenziert werden kann, wie durch
aktivierte, membran-ansessige Tyrosinkinasen (Src und Fps) und aktivierte Formen kleiner G-
Proteine, wie c-Raf und Ras (Jamal et al., 1990; Qureshi et al., 1991; Alexandropoulos et al.,
1992).
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1.3.2 Der Transkriptionfaktor NFkB

NFkB ist unter den die Transkription regulierenden Proteinen besonders wichtig fiir die
Modulation der Expression von immunregulierenden Genen, die bei Entziindungsprozessen und
bei Tumorerkrankungen eine Schliisselfunktion haben (Sun et al., 2002). Weiter spielt es eine
Rolle bei der Regulation der Zellproliferation und der Apoptose (Sun et al., 2002) und ist an der
Regulation der Transkription von Zytokinen, Adhisinmolekiilen und anderen Mediatoren
beteiligt. In den meisten Zelltypen existiert NFkB als Homodimer oder Heterodimer einer
Familie strukturverwandter Proteine (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998). Jedes Familien-
mitglied beinhaltet eine terminale Aminoregion, die auch Rel-homologe Region genannt wird.
Innerhalb dieser Region liegen die DNA-bindende-, die Dimerisations-Domaine und das
»huclear localization signal® (NLS). Zurzeit sind fiinf Proteine in Sdugetieren identifiziert
worden, die zur NFxB-Familie gehoren: RelA (p65), c-Bel, RelB, NFkB1 (p50/p105) und
NFxB2 (p52/p100). Verschiedene Kombinationen von homo- und heterodimeren Zusammen-
setzungen sind derzeit bekannt. Am hiufigsten findet man das NFkB-Dimer aus RelA und
NFkB1 (May et al., 1998). Im Zytoplasma liegt NFxB in einer inaktiven Form vor, die mit
einem inhibitorischen Protein, I-kB, verbunden ist. Das I-kB-Protein verdeckt dabei die
Kernlokalisationssequenz der Rel-Proteine und verhindert so das Eindringen des Transkription-
faktors in den Zellkern. Die wichtigsten inhibitorischen Proteine der I-kB-Familie sind I-xBa,
[-kBf und I-kBe (Whiteside et al., 1997). Eine Vielzahl von Stimuli aktiviert NFxB: zu den
potentesten gehoren Zytokine, wie TNFa und IL-1 und das Endotoxin LPS gramnegativer
Bakterien. Die Aktivierungskaskade verlduft in mehreren Schritten im Zytoplasma stimulierter
Zellen ab. Die unterschiedlichen Stimuli aktivieren einen I-kB-Kinase-komplex (IKK), welcher
als Hauptregulator eine Schliisselfunktion in der Signalkaskade einnimmt. Der Komplex
phosphoryliert die I-xB-Proteine. Es folgt die Ubiquination von I-kB und dessen Proteolyse. Das
freigesetzte NFxB kann in den Nukleus translozieren und die Transkription induzieren (Sun et

al., 2002).
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14 Ziel dieser Arbeit

Das Mas-Protoonkogen wurde aufgrund seiner onkogenen Aktivitdt in Tumorgenese-Assays

entdeckt (Young et al., 1986). Es kodiert fiir ein Protein mit sieben transmembranen Domainen

und gehort somit in die Klasse der G-Potein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Probst et al.,

1992). In fritheren Studien wurde dariiber spekuliert, inwieweit Mas als ein Rezeptor fiir Angll

fungiert (Jackson et al., 1988). Erst 16 Jahre spéter konnte gezeigt werden, dass Mas nicht direkt

den intrazelluldren Signalweg von Angll vermittelt, sondern vielmehr die Signalstirke von

Angll durch einen Heterooligomerisation mit dem AT;-Rezeptor inhibieren kann (Kostenis et

al., 2005). Mas ist damit nicht per se ein Rezeptor fiir Angll, beeinflusst aber die Angll/AT;-

Signalkasade. Auflerdem konnte der Mas-Rezeptor mit einigen Signaleigenschaften des Angll-

Metaboliten Ang-(1-7) assoziiert werden, die in ihrer Mehrzahl den Effekten von Angll

entgegenwirken. Dariiber hinaus wurde entdeckt, dass der Mas-Rezeptor als ein konstitutiv

aktiver Rezeptor wirken kann (Gembardt et al., 2005). Vor einigen Jahren identifizierten zwei

Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander eine Familie von GPCRs, genannt ,,Mas-Related

Genes* (Mrg) (Dong et al., 2001) bzw. ,,sensory neuron-specific G-protein coupled receptors*

(SNSR) (Lembo et al., 2002), die eine nahe Verwandtschaft zur Proteinsequenz des Mas-

Rezeptors aufweisen. Ziel dieser Arbeit war es deshalb:

. einen moglichst groBen Pool an GPCRs der Mrg-Familie zu klonieren, die in phylo-
genetischen Analysen eine nahe Verwandtschaft zur Mas-Proteinsequenz aufweisen.

. andere Familienmitglieder der Mas-dhnlichen Rezeptoren zu identifizieren, die eine
konstitutive Aktivierung intrazelluldrer Signalwege zeigen.

. neben Ang-(1-7) weitere biologisch aktive Ang-Metabolite zu identifizieren, die mit dem
Mas-Rezeptor direkt interagieren konnen.

. GPCRs zu identifizieren, die aufgrund ihrer hohen Sequenzhomologie zu Mas
moglicherweise auch mit intrazelluldren Signalwegen von Ang-(1-7) oder anderen Ang-
Peptiden assoziiert sind oder die als neue klassische Rezeptoren fiir einige Ang-Metabolite
charakterisiert werden konnen (Angll und Anglll teilen sich zwei unabhéngige
Rezeptoren, AT, und AT,, die eine Sequenzhomologie von >34% haben).

. unter den Mrgs solche zu identifizieren, die mit dem Mas-Rezeptor Heterooligomere
bilden und so dessen Peptid-initiierte oder konstitutive Aktivitdt beeinflussen.

. aus den erlangten Ergebnissen mdgliche Riickschliisse auf phylogenetische Zusammen-
hinge zu ziehen und Vorhersagen fiir konstitutive Aktivitit, Peptid/Rezeptor- bzw.

Rezeptor/Rezeptor-Interaktionen innerhalb der Mrg-Familie abzuleiten.
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2. Material
2.1 Bakterien- und Zelllinien
Bakterienstamm: E.coli DH5a Invitrogen Karlsruhe, Deutschland
Zelllinien: HEK293A MP Biomedicals  Heidelberg, Deutschland
-Zellen
NIH3T3 ein Geschenk von Dr. Uwe Vinkemeier; Leibniz-
-Zellen Institut fiir molekulare Pharma-kologie; Berlin,

Deutschland

BAE-Zellen von Dr. Conseption Peird; Departamento de
Farmacologia 'y  Terapéutica, Universidad
Auténoma de Madrid, Spanien

2.2 Vektoren

221 Vektoren zur Klonierung
Zur Klonierung der PCR-Produkte von HSMrgE und HSMrgG wurde der pPGEM-T Easy Vektor
verwendet und fiir RNMrgE und RNMrgG der pGEM-T Vektor.

Produkt Firma Firmenort
pGEM-T Vektor Promega Mannheim, Deutschland
¥mnl 1294
Scal Maeal
1875 \\ 2692
11 ori I'- l' 1 stan

Apal 14

Aatll 20

W Sphi 25

Amp' BstZ| Ky |

pGme'T lar? Meal ar

Vector T Sacll 45

(3000bp)

Spel 55

Ml G2

BstZl g2

Pstl 73

Sall 75

Mdel 82

Sacl o4

on Bstxl 103

Mzil 112

126

Tses | <

Abb. 2.1: pGEM-T Vektor und seine Restriktionenzymschnittstellen zur Klonierung. Die Skizze

wurde aus dem Promega-Katakog (2007) entnommen.
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pGEM-T Easy Vektor Promega

Xmnl 2009

Scal 1820

\P-.'ﬁel 2707
f1 ori

pGEM™-T Easy lacZ
Vector
(3015bp)

A’

ori

Mannheim, Deutschland

7l 1 start
Apal 14
Aatll 20
Sphil 26
BetZl | 31
Mool a7
BstZl | 43
Motl 43
Sacll 49
EcoRl | &
Spel 54
EcoRI 70
Mot i
BstZl i
Pstl 8g
Sall a0
Mdal a7
Sacl 109
Bst¥l | 118
Msil 127

141
T spe

Abb.2.2:  pGEM-T Easy Vektor und seine Restriktionenzymschnittstellen. Die Skizze wurde aus

dem Promega-Katalog (2007) entnommen.

Fiir die Expression von HSMrgE, HSMrgG, RNMrgE und RNMrgG in den unterschiedlichen

Zelllinien (2.1) wurde der pcDNA3.1(-)-Vektor verwendet.

pcDNA3.1(-)-Vektor Invitrogen

Karlsruhe, Deutschland

Abb.2.3:  Der pcDNA3.1(-)-Vektor und seine Restriktionenzymschnittstellen. Die Skizze wurde

aus dem Invitrogen-Katalog (2007) entnommen.
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2.2.2 Vektoren mit klonierten Fragmenten

Die Klonierung der HSMas-Genfragmente und der Fragmente von HSMRG HSMrgD,
HSMrgX1, HSMrgX2, HSMrgX3, HSMrgX4, HSMrgF, MMMrgH und RNMas wurden in
Frankfurt von der Firma Sanofi-Aventis (Dr. Evi Kostenis) durchgefiihrt und mir freundlicher
Weise fiir weitere Experimente zur Verfiigung gestellt. Die Klonierung der HSMrgE-,
HSMrgG-, RNMrgE- und RNMrgG-Fragmente in den pcDNA3.1(-)-Vektor ist in 4.1.3 und 4.1.4
dargestellt.

2.2.3 Reportervektoren

Diese drei Vektoren wurden fiir die Messung der Transkriptionsintensitit benutzt.

pNFkB-TA-Luc BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
pRL-TK Beide Vektoren sind ein Geschenk von Herrn
pSRE-L Prof. Wieland (Ruprecht-Karls-Universitit, Hei-

delberg; Institut fiir Pharmakologie und Toxiko-
logie, Mannheim; Deutschland)

2.3 Enzyme
Alkalische Phosphatase Promega Mannheim, Deutschland
Restriktionsenzyme (mit den jeweiligen vom Hersteller vorgesehenen Puffersystemen):
Apal Roche Basel, Schweiz
BamHI Roche Basel, Schweiz
BstZI1 Promega Mannheim, Deutschland
Kpnl Roche Basel, Schweiz
Notl Roche Basel, Schweiz
RNase A Roche Basel, Schweiz
T4-DNA Ligase Promega Mannheim, Deutschland
BioTherm™ DNA-Polymerase Rapidozym Berlin, Deutschland
24 Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Biotez (Berlin-Buch, Deutschland) bezogen. Die

Darstellung der Primer erfolgt 5° nach 3°.
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Primersequenzen:
HSMRGE31
HSMRGES1
HSMRGG32
HSMRGGS52
RNMRGE3
RNMRGES5
RNMRGG3
RNMRGGS

2.5 Chemikalien

Produkt

Agar

Agarose
Ammoniumacetat
Ampicillin
Bromphenolblau
Chloroform

DMSO

DNA-Léingenmarker (Anlage 3):

AEcoR I/HindIII
®X174 DNA/BsuRI
O’GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
dNTP

Ethanol
Ethidiumbromid

FBS

GlutaMAX™-]
HBSS

HEPES Pufferlsg. 1M
IPTG

Isoamylalkohol

Isopropanol

Firma
Difco
Invitrogen
Sigma
Serva
Sigma
Sigma

Merck

Promega
Roche
Fermentas
Rapidozym
Merck
Serva
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Biomol
Sigma

Sigma

GCT CAG GCT GCT ATG TCC ACC AG

GAG GCC ATG ATG GAG CCC AGA

GCC CAC TTA TAG GAG ACC CAT GGG

CCA TGG ATG CCA CTC CCT GTG CCC

CTT AGA CAG TCA TGT CCA CAA GTCC

GAG GCC ATG TCC CTG AGA GTG CAC

GTC ACT CTT TAC ACT CGG CTC ATG

GAG GCC ATG CTC TCC ATA TTC AAT ATC TGG

Firmenort

Heidelberg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Mannheim, Deutschland
Basel, Schweiz
St.Leon-Rot, Deutschland
Berlin, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
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Isotonische Kochsalzlosung

Fresenius Kabi

Lipofectamin™2000 Invitrogen
Mineralol Sigma
Natriumhydrogenkarbonat 7,5% Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Invitrogen
Phenol Sigma
Polyfect® Qiagen
SDS Serva
Sucrose Sigma
Tris Sigma
Trypsin-EDTA Invitrogen
X-Gal Biomol
2.6 Peptide und ihre Sequenzen
Angiotensin I1 Bachem

Angll-(1-8): Aspl - Arg2 - Val3 - Tyr4 - Ile5 - His6 - Pro7- Phe8

Angiotensin I1T

AnglII-(2-8): Arg2 - Val3 - Tyr4 - Ile5 - His6 - Pro7- Phe8

Angiotensin IV

Bachem

Bachem

AnglV-(3-8): Val3 - Tyr4 - Ile5 - His6 - Pro7- Phe8

Angiotensin-(1-5)

Ang-(1-5): Aspl - Arg2 - Val3 - Tyr4 - Ile5

Angiotensin-(1-7)

Ang-(1-7): Aspl - Arg2 - Val3 - Tyr4 - Ile5 - His6 - Pro7

Angiotensin-(1-9)

Bachem

Bachem

Bachem

Bad Homburg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Weil am Rhein, Deutschland

Weil am Rhein, Deutschland

Weil am Rhein, Deutschland

Weil am Rhein, Deutschland

Weil am Rhein, Deutschland

Weil am Rhein, Deutschland

Ang-(1-9): Aspl - Arg2 - Val3 - Tyr4 - Ile5 - His6 - Pro7- Phe8 - His9

2.7 Medien fiir Bakterienkulturen

Agar-Platten:

LB-Medium

Agar

11
15g (= 1,5%)
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Ampicillin-Platten:

LB-Medium:

X-Gal/TPTG-Platten: LB-Medium
Agar
Ampicillin
X-Gal
IPTG

2.8 Medien fiir Zellkulturen
Allgemein:
Einfriermedium

Fiir HEK293A- und BAE-Zellen:

Basalmedium

D-MEM, fiissig (4500mg/l D-Glucose, L-

Glutamin, ohne Natriumpyruvat)

Komplettmedium:

Transfektionsmedium:

Starvingmedium:

Fiir NIH3T3-Zellen:

Basalmedium

D-MEM, Pulver (4500mg/l D-Glucose, L-
Glutamin, 110mg/l Natriumpyruvat, ohne

Natriumbikarbonat)

LB-Medium

Agar
Ampicillin

Hefeextrakt

Bacto-Tryptone

NaCl
NaOH (2M)

11
15g (=1,5%)
100pg/ml

5g

10g
5g
1,78ml

Auffiillen mit HyOpjgest ad 11

11
15g (= 1,5%)
2,3ml
1,6ml
400ul

FBS, D-MEM, DMSO (1: 8: 1, v/v/v)

Invitrogen

D-MEM
+ Pen/Strep
+10% FBS

D-MEM
+ 10% FBS

D-MEM
+ Pen/Strep
+0,5% FBS

Invitrogen

Karlsruhe, Deutschland

500ml D-MEM
5ml Pen/Strep
50ml FBS
5ml Glutamax

500ml D-MEM
50ml FBS
Sml Glutamax

50ml D-MEM
5ml Pen/Strep
250ul FBS

Karlsruhe, Deutschland
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Komplettmedium: D-MEM 6,8g D-MEM/500ml H,O
+ Pen/Strep 5ml Pen/Strep
+ 10% FBS 50ml FBS
NaHCOs3 10ml NaHCO;
Starvingmedium: D-MEM 50ml D-MEM
+0,5% FBS 250ul FBS
2.9 Stammlosungen, Puffer und Gele
2.9.1 Stammlosungen und Puffer
Ampicillin: Ampicillin 2,5¢
NaOH-Lsg. 3ml

Auffullen mit HyOpigest ad 50ml

dNTP-Mix: dATP 20ul

dCTP 20ul

dGTP 20ul

dTTP 20ul

1x TE-Puffer 320ul
Ethidiumbromid: Img Ethidiumbromid/ml H;Op;gest
GTE-Puffer 2N Tris/HCI-Lsg. 6,25ml

Glukose 4,504¢g

2N EDTA-Lsg. 10ml

Auffiillen mit HyOpgest ad 500ml; pH 8,0

IPTG: 200mg IPTG/ml HyOpigest

Laufpuffer: Sucrose 4g
Bromphenolblau 2,5mg
1x TE-Puffer 10ml

Ligationspuffer: Tris-HCI 60mM
MgCl, 20mM
DTT 20mM
ATP 2mM

10% Polyethylenglycol; pH 7,8

Marker:

®-Marker ®-DNA 50ul
1x TE-Puffer 100ul
Laufpuffer 20ul
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A-Marker

Natriumacetat:

Primer-Stammlosung:

RNase A
Fir Minis:

Fir Maxis:

SDS/NaOH-Losung:

TAE 50x:

TE 10x:

X-Gal-Losung:

2.9.2 Gele
Agarosegel

A-DNA 80ul
1x TE-Puffer 100pl
Laufpufter 20ul

3M Na-Acetat; pHS,5

Je ug Oligonucleotide :
1x TE-Puffer Tl

Verdiinnung fiir PCR-Einsatz:

Stammlosung 10ul
1x TE-Puffer 190ul
4mg RNase/ml H,Opigest

10mg RNase/100ml HyOpigest

10%iges SDS 25ul
2M NaOH 25ul
H;Opigest 200pl
Tris 242¢g
Na-Acetat 68g
EDTA 18,5¢

Auffiillen mit HyOpjigest ad 1000ml, pH = 7,8

Tris/HCI 100mM
EDTA pH 8,0 10mM

50mg X-Gal/800ul DMSO

Je nach Grosse der erwarteten Fragmente:
1%: 2g Agarose ad 200ml 1x TAE-Puffer
2%: 4g Agarose ad 200ml 1x TAE-Puffer

Um die Fragmente sichtbar zu machen, wurden auf 30ml Agarose-Losung 1,7ul Ethidium-

bromid-Stammldsung (2.9.1) gegeben.
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2.10

DNA Gel Extraction Kit

Dual-Luciferase® Reporter

Assay System
Plasmid Maxi Kit

2.11

Geriit
CO,—Inkubator
Elektrophoresen
Agagel Mini
Heizbad
Inkubatoren

Luminometer

Mikrobiologische
Sicherheitsbank

Mikroskop
PCR-Maschinen

Spektralphotometer

Thermomixer

Geldokumenta-
tionsanlage

Vortex

Waage

Zentrifugen

Gerite

Name
BB16
Maxigel G48

GFL 1083
Function line

Orion

Hera Safe

DMIL
Mastercycler
Masterc. pers.
Masterc. Grad.
DU 6401

Ther. comp.
Ther. comf.

BioDoc
Analyse

MSI1
VF2
SBC 21
5415D
3200
1.0R

Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Millipore

Promega

Qiagen

Firma
Heraeus
Biometra
Biometra
Zeiss
Heraeus

Berthold DS
GmbH

Heraeus

Leica

Eppendorf

Beckman
Eppendorf
Eppendorf

Biometra

IKA Werke
Jenke&Kunke
1 Scaltec
Eppendorf
Eppendorf

Heraeus

Schwalbach, Deutschland

Mannheim, Deutschland

Hilden, Deutschland

Firmenort

Hanau, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Burgwedel, Deutschland
Hanau, Deutschland

Pfordsheim, Deutschland

Hanau, Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Lohof, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Gottingen, Deutschland

Staufen, Deutschland

Heiligenstadt, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Hanau, Deutschland
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3. Methoden
3.1 DNA
3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; modifiziert nach Mullis und Faloona, 1987) ist eine
Methode zur Amplifizierung eines definierten DNA-Abschnitts. Es werden dabei neben der
Zielsequenz, dem sogenannten ,,Template”, zwei Primer (2.4) mit einer Léinge von ca.
20-30 Nukleotiden benétigt, die komplementér zu den 3’-Enden des Templates sind und somit
den zu amplifizierenden Bereich eingrenzen. Die Gradienten-PCR dient dazu, zundchst den
Temperaturbereich zu identifizieren indem sich die Primer am besten an den Genabschnitt
anlagern. Demzufolge wurde als erstes die DNA bei 94°C internalisiert (Trennung der DNA-
Doppelstrange) und anschlieBend bei 94°C denaturiert. Dann wurden die Primer bei 50-64°C am
Anfang und Ende des zu amplifizierenden Genabschnittes in der ,,Annealing*“-Reaktion
gebunden und folgend bei 72°C neue DNA synthetisiert. Fiir die Synthese wurde die thermo-
stabile DNA-Polymerase (2.3) verwendet. Dieser dreiphasische Zyklus fiihrte zu einer neu
synthetisierten doppelstrangigen DNA der gewiinschten Sequenz. Zur Amplifizierung wurde der
Zyklus bis zu 35-mal durchlaufen. Jeder Zyklus resultiert in einer Verdoppelung der Ziel-
sequenz, so dass diese exponentiell amplifiziert wird und durch Ethidiumbromidfirbung im

Agarosegel (2.9.2) sichtbar und isolierbar gemacht werden kann.

PCR-Ansatz

Fiir HSMrgE und HSMrgG: Fiir RNMrgE und RNMrgG:
4,50ul PCR-Puffer 4,50ul PCR-Puffer
2,00ul MgCl, 2,40ul MgCl,
4,00pl DMSO
1,80ul 3"-Primer 1,80ul 3"-Primer
1,80ul 5" -Primer 1,80ul 5" -Primer
2,40ul dNTP-Mix 2,4ul dNTP-Mix
0,25ul DNA-Polymerase 0,30ul DNA-Polymerase
3,00ul DNA-Probe 2,00ul DNA-Probe

25,25ul H>Opidest 29,80ul H;Opidest

45,00ul Endvolumen 45,00ul Endvolumen
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Temperaturbedingungen

1) 94°C 2:00min
2)  94°C 0:30min
3)  50°C-64°C 0:30min
4) 72°C 0:30min

Anzahl der Zyklen von Schritt 2) bis 4): 34 Zyklen

Da die verwendeten Enzyme temperaturinstabil sind, wurde auf Eis pipettiert. Zum Schluss
wurde zu jeder Probe ein Tropfen Mineraldl (2.5) gegeben, das Programm ,hot start” zum
Vorwiarmen der Maschine gestartet und die Proben fiir ca. 2 Stunden in die PCR-Maschine
(2.11) gestellt. Nach Abkiihlung des PCR-Gemisches wurden 10ul zur Uberpriifung des
Amplifikationserfolges elektrophoretisch auf einem Agarosegel (3.1.2) aufgetrennt.

3.1.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist eine simple und effektive Methode, um DNA-Fragmente
einer Lange von 0,5-25kb zu trennen, zu identifizieren und zu reinigen. Ein Gel (2.9.2) wird in
einer Konzentration fiir das entsprechende Fragment, das aufgetrennt werden soll, vorbereitet.
Fiir Fragmente einer Lénge bis zu 500bp werden Gele einer Konzentration von 1% verwendet,
fiir Fragmente {iber 500bp eine Konzentration von 2%. Der Ansatz (2.9.2) wurde in der
Mikrowelle bei 750W fiir ca. zwei bis fiinf Minuten erhitzt. Fiir eine Agarosegel-Elektrophorese
wurden 30ml fliissiges Agarosegel (2.5; 2.9.2) mit 1,7ul Ethidiumbromid (2.5) gemischt. Die
Elektrophorese (2.11) erfolgte bei einer Ladung von 100V und 20mA fiir 20min, die eine
optimale Trennung garantiert. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid (2.5) in das Agarosegel
(2.9.1) war die Detektion der DNA-Molekiile mit der Geldokumentationsanlage (2.11) im

Anschluss an den Gelllauf moglich.

3.1.3 DNA-Isolierung aus einem piparativen Gel

Ein mit der PCR amplifiziertes DNA-Fragment wurde unter Verwendung der Geldokument-
ationsanlage (2.11) aus dem verwendetem 1%igem (bei Fragmenten >500bp) Agarose-Gel
(2.9.2) herausgeschnitten, dass ein Gewicht unter 100mg haben sollte. Das Gelstiick wurde in
eine vorbereitete Sdule des DNA Gel Extraction Kit (2.10) gesteckt und zentrifugiert (nach den
Angaben des Herstellers). Das entstandene DNA enthaltende Filtrat wurde in ein frisches

Reaktionsgefd3 pipettiert und das Volumen abgemessen. Es folgte die Zugabe des gleichen
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Volumens an gesittigter Phenollosung (2.5) und des gleichen Volumens eines
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24 Teile Chlorophorm/1Teil Isoamylalkohol; 2.5).
Nach 5min zentrifugieren bei 15000rpm und Raumtemperatur wurde nur die obere Phase
abgenommen und beim Uberfiihren in ein neues Reaktionsgefil abgemessen. Diesem wurde ein
Zehntel des Volumens an 3M Natrium-Acetat (pH 5,5) (2.9.1) und das 2,5fache Volumen an
99%igem und gekiihltem Ethanol (-20°C; 2.5) zugegeben und alles durch Kippen vermischt. Es
folgte liber 30min die Féllung bei -20°C. Nach 15min zentrifugieren bei 15000rpm und 4°C
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet nach Waschen mit 70%igem Ethanol (2.5)
luftgetrocknet. Die DNA wurde durch Zugabe von 20-30ul 1 x TE (2.9.1) bei 37°C im

Thermomixer (2.11) geldst und anschlieBend die Konzentration bestimmt (3.1.4).

3.14 DNA-Konzentrationsbestimmung

Eine 1:100 Verdiinnung der Probe wurde hergestellt, 198ul TE (2.9.1) + 2ul Probe, 100ul davon
wurden zur photometrischen Konzentrationsbestimmung der DNA verwendet. Die optische
Dichte von DNA-Losungen wird in einem Spektralphotometer (2.11) bei 260nm gegen 280nm
gemessen. Der Quotient 260nm/280nm sollte im Idealfall fir DNA bei 2,0 liegen.
Abweichungen lassen somit Riickschliisse auf Verunreinigungen der Nukleinsiduren durch z.B.

Phenol (>2,0) oder Protein (<1,8) machen.

3.1.5 Dephosphorylierung von Vektorenden

Zur Verhinderung intramolekularer Religation wurden vor der Ligation die 5'-Phosphatgruppen
des Vektors enzymatisch entfernt. Dazu wurden die DNA-Fragmente nach der Restriktions-
spaltung und der Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen durch die Zugabe von einer
Einheit alkalischer Phosphatase (2.3) 30min bei 37°C dephosphoryliert. Der Reaktionsansatz
wurde zur Inaktivierung der alkalischen Phosphatase fiir 10min bei 70°C erhitzt. Die

enthaltenden DNA-Fragmente wurden anschlieBend iiber ein Agarosegel aufgereinigt (3.1.3).

3.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Ein Aliquot des Polymerasekettenreaktions-Produktes (3.1.1) wurde zuerst auf einem Agarosegel
(3.1.2) analysiert, bevor es fiir eine Ligation eingesetzt wurde. Um ein DNA-Fragment in das
pGEM-T bzw. pGEM-T Easy Vektor-System (2.2.1) oder in pcDNA3.1(-)-Vektor (2.2.1) zu

klonieren, wurde in einem 0,5ml Tube ein Ansatz aus:
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Iul  Vektor (2.2.1)

4ul  Fragment

o6ul  2x Ligationspuffer
lul Ligase (3units/ul)

12ul Endvolumen

hergestellt und durch pipettieren gemischt. Die Ligase (2.3) wurde zum Schluss hinzupipettiert
und der Ansatz iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert. Generell erhoht eine lédngere
Inkubationszeit die Anzahl der Transformanten. Am darauf folgenden Tag wurde der Ansatz aus
T-Vektor und Fragment bzw. pcDNA3.1(-)-Vektor und Fragment in kompetente Bakterienzellen
(2.1) transformiert (3.1.7).

3.1.7 DNA-Transformation in Bakterien

In diesem Schritt (modifiziert nach Sambrook et al., 1989) wurde das in den Vektor integrierte
DNA-Fragment in ein Bakterium aufgenommen. Zur Transformation wurden kompetente Zellen
des Bakterienstamms E. coli DH5a (2.1) verwendet. Nach langsamem Auftauen auf Eis wurde
den Zellen vorsichtig der gesamte Ligationsansatz (3.1.6) zugegeben und 30min auf Eis
inkubiert. Nach einer Hitzeschockbehandlung fiir 30s bei 37°C und weiteren 3min auf Eis
wurden 800ul vorgewdrmtes LB-Medium (2.7) zugesetzt. LB-Medium ist ein komplexes
Medium, bestehend aus Trypton und Hefeextrakt. Trypton liefert im Wesentlichen Aminosduren
und kleine Peptide, und Hefeextrakt liefert den erforderlichen Stickstoff, Zucker sowie
anorganische und organische Nahrstoffe. Der Ansatz bei 37°C und 1000rpm fiir 50min auf
einem Thermomixer (2.11) inkubiert. Danach wurden auf zwei Agar-Platten (2.5, 2.7) je 135ul
der Zellsuspension ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.1.8 Priparation von Plasmid-DNA

Es konnen bei der Préparation (modifiziert nach Sambrook et al., 1989) von Plasmid-DNA
grundsétzlich zwei Methoden unterschieden werden, abhidngig von der DNA-Ausbeute und der
Qualitdt. Zur schnellen Beurteilung von Plasmid-DNA wird die ,,Mini-Préparation® (3.1.8.1)
verwendet. Die Ausbeute ist geringer und die DNA von minderer Qualitit. Bei der ,,Maxi-
Priparation (3.1.8.2) gewinnt man im Gegensatz dazu eine groflere Menge DNA mit hohem

Reinheitsgrad.
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3.1.8.1 Mini-Priparation

Mit den nach der Transformation gewachsenen positiven Bakterien-Kolonien wurden je 3ml
ampicillinhaltiges LB-Medium (2.7) angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und konstantem
Schiitteln (200rpm) inkubiert. Am Folgetag wurden 1,5ml der Kultur in ein 2ml-Reaktionsgefaf3
tiberfiithrt und 20s bei 15000rpm und Raumtemperatur anzentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Bakterienpellet in 225ul GTE-Puffer (2.9.1.) und 25ul RNase (2.3,
2.9.1.) durch Vortexen (2.11) geldst. Zu dieser Suspension wurden 250ul SDS/NaOH-Losung
(2.9.1.) zugegeben und nach kurzem Schiitteln und 10min Entspannung mit 250ul
Ammoniumacetet (2.5) pH 5,5 neutralisiert. AnschlieBend wurde der Zelldebris zur Abtrennung
10min bei 14000rpm und 4°C zentrifugiert. Dem Uberstand wurden nach der Uberfiihrung in ein
neues Reaktionsgefdl 500ul Isopropanol (2.5) zugegeben, leicht gemischt und Smin bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Die anschlieBende Fillung erfolgte durch 20min
Zentrifugation bei 4°C und 14000rpm. Danach wurde das entstandene DNA-Pellet gewaschen
(200ul 70% Ethanol), nochmals zentrifugiert (2min bei 14000rpm und 4°C) und nach dem
Trocknen an der Luft in 30ul TE-Puffer (2.9.1) im Thermomixer (Stufe 7; 2.11) bei 37°C
aufgenommen. Eine Uberpriifung des Klonierungserfolges erfolgte durch Restriktionsverdau

(3.1.9) mit 3-10ul Probeneinsatz.

3.1.8.2 Maxi-Priparation

Konnte durch Restriktionsverdau (3.1.9) der Mini-Priparation ein positiver Zellklon identifiziert
werden, wurden 200ml LB-Medium (2.5, 2.7; mit Ampicillin) mit 100ul des Miniansatzes
angeimpft und iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Die Isolierung der DNA erfolgte
mit Qiagen-Sdulen des Plasmid Maxi Kits (2.10), welches nach den Angaben des Herstellers
verwendet wurde. Eine Uberpriifung des Klonierungserfolges erfolgte ebenfalls durch

Restriktionsverdau (3.1.9).

3.1.9 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wird zum Uberpriifen des Klonierungserfolges herangezogen. Dabei
wird mit Hilfe spezifischer und vom Hersteller empfohlener Enzyme und Reaktionspuffer (2.3),
das Plasmid jeweils an der T7- und SP6-Seite (Anlage 2B und 2C) des eingeschlossenen DNA-

Fragmentes geschnitten.
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Kontrollverdau: 1-8ul Probe (je nach Konzentration)
1 ul Restriktionspuffer
je 1ul Enzym (Apal, Notl, BstZ I, Kpnl, BamHI)

xpl HyOpigest (auf ein Endvolumen von 10pul)

Priparativer Verdau: 3-10ul Probe (je nach Konzentration)
3ul Restriktionspuffer
je 2ul Enzym (Apal, Notl, BstZ I)

xpl HyOpigest (auf ein Endvolumen von 30pul)

Dieser Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Zur gelelektrophoretischen Auftrennung
wurden 10ul auf ein 1%iges oder 2%iges Agarose-Gel (2.9.2) aufgetragen, beim priperativen
Verdau die gesamte Menge mit anschlieBender Sdulenelution. Das Ergebnis des Verdaus wurde
als positiv bewertet, wenn das herausgeschnittene Fragment die erwartete Basenpaarlédnge zeigte.
Zur Bestitigung wurde die Probe zur DNA-Sequenzierung an die Invitek GmbH, Berlin-Buch
geschickt (3.1.10).

3.1.10 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

3.1.10.1 Sequenzierung

Die enzymatische Sequenzierung am automatisierten Sequenziergerdt der Firma Amersham
Buchler (Braunschweig, Deutschland) wurde unter Verwendung von fluoreszenz-markierten

»Primern® im Sequenzlabor der Invitek GmbH in Berlin-Buch durchgefiihrt.

3.1.10.2 Sequenzanalyse

Fiir die Analyse der Sequenzhomologien der genutzten humanen Rezeptoren der Mrg-Familie
wurden deren Proteinsequenzen MRG (,,Accession number”’NP 443199), MrgD (NP 944605),
MrgE (NP 001034254), MrgF (NP 659452), MrgG (AA 085095), MrgX1 (NP 671732), MrgX2
(NP 473371), MrgX3 (NP 473372) und MrgX4 (NP 473373) und die Proteinsequenz des murine
MrgH-Rezeptor (NP 109651) mit dem humanen Mas-Rezeptor (NP 002368) mittels des blastp-
Moduls des BLAST-Computerprogramms (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) verglichen. Mit
Hilfe des Computerprogramms ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)
wurde der phylogenetische Stammbaum der Mrg-Familie erstellt. Die Translation der DNA-

Sequenz und die Suche nach Sequenzhomologien sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene
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erfolgte mit Hilfe von BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; link: Standard
nucleotide-nucleotide BLAST) und den Datenbanken des ,,National Center for Biotechnology

Information* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.2 Zellkultur

3.2.1 Das Auftauen der Zellen

Die Kryo-Rohrchen (1,8ml) wurden in ein 37°C-Bad fiir ca. 30s oder in der Hand aufgetaut.
Dann wurde das Zellmedium in 9ml D-MEM Komplettmedium (2.8) resuspendiert und bei
1000rpm fiir Smin zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und dem gewonnenen
Zellpellet 10ml D-MEM Komplettmedium (2.8) hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Zellen

auf einer Platte ausgest.

3.2.2 Kultivierung der HEK-, NIH- und Endothel-Zellen

3.2.2.1 Die Kultivierung der HEK293A-Zelllinie

Die Kultivierung der HEK293A-Zelllinie (2.1) erfolgte in Komplettmedium (2.8). Dazu wurde
Dulbecco's MEM Medium (D-MEM, 2.8) mit 10% FBS (2.5), 1% Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep, 2.5) und 1% Glutamax I (2.5) erginzt. AnschlieBend wurden die HEK293A-Zellen
bei 37°C im CO;-Inkubator (5%, 2.11) inkubiert. Das Zellkultur-Mediumwechsel und die
Teilung der Zellen im Verhiltnis 1:3 (106 Zellen/80cm®) erfolgte alle 2-3 Tage. Die
Verdopplungszeit der Zellen betrug ca. 35-48 Stunden.

3.2.2.2 Kultivierung der NIH3T3-Zelllinie

Zellen der NIH3T3-Zelllinie (2.1) wurden auf 10cm?-Petrischalen in Komplettmedium (2.8)
kultiviert. Zur Herstellung des Komplettmediums wurde Dulbecco-MEM Pulver (2.8)
verwendet. Dazu wurden 6,7-6,8g Pulver in ca. 25ml H,O (Ampuwa®) geldst. AnschlieSend
wurde das geloste Pulver steril filtriert, 10ml Natriumhydrogenkarbonat (2.5), Sml Pen/Strep
(2.5) und 50ml FBS (10% FBS, 2.5) hinzugefiigt und mit H,O auf 500ml aufgefiillt. Alle 2-3
Tage wurde die konfluente Kulturschale 1:3 (106 Zellen/80cm?) gesplittet und im CO,-Inkubator
(5%, 2.11) bei 37°C weiter inkubiert. Die Verdopplungszeit der Zellen betrug ca. 35-48 Stunden.

3.2.2.3 Die Kultivierung der BAE-Zellen
Mit den BAE-Zellen (2.1, Endothelzellen) wurde verfahren wie fiir die HEK293A-Zellen
(3.2.2.1).
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3.2.3 Trypsinisieren der Zellen

Die konfluenten Platten wurden 1x mit HBSS (2.5) gewaschen. AnschlieBend wurde 1ml einer
bei 37°C vorgewiarmten 0,25%igen Trypsin-EDTA Ldsung (2.5) auf die Platte gegeben und fiir
Imin zuriick in den Inkubator gestellt. Die geldsten Zellen wurden auf 40ml mit frischem

Komplettmedium (2.8) aufgefiillt.

3.24 Einfrieren der Zellen

Die Zellen wurden trypsinisiert (3.2.3) und anschlieBend fiir 5Smin bei 1000rpm zentrifugiert. Das
so gewonnene Zellpellet wurde in Einfriermedium (2.8) resuspendiert (D-MEM + 20% FBS).
Davon wurden 0,9ml in ein Kryo-Roéhrchen, das zuvor mit Zelltyp, Passagenummer und Datum
beschriftet wurde, pipettiert und mit DMSO (2.5) auf 1ml aufgefiillt. AnschlieBend wurden die
Tubes sofort auf Trockeneis (-80°) gelegt und spéter in der -80°-Gefriertruhe verstaut.

3.2.5 Das Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Das ,,Dual Luciferase Reporter Assay* System (2.10) ist ein einfache Methode zur Analyse der
relativen transkriptionellen Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren. Dazu werden die Zellen mit
einem chimiren Konstrukt, bestehend aus dem zu untersuchenden Gen und einem Luziferase-
Gen transfiziert. Das Luziferase-Gen kodiert fiir ein Enzym, das durch Oxidation von Luziferin
Lichtquanten erzeugt. Dieses Phdnomen wird als Bioluminiszenz bezeichnet. Die Menge des
ermittelten Lichtes ist dabei proportional zu der Aktivierung des Transkriptionsfaktors. Unter
dem Begriff ,,Dual Reporter” versteht man die Expression und Messung zweier voneinander
unabhingiger Reporterenzyme in einem System. Dabei korreliert einer der beiden Reporter mit
dem Effekt der spezifischen experimentellen Bedingungen, wéhrend die Aktivitit des zweiten
kotransfizierten Reporters eine interne Kontrolle darstellt, welche die Basalaktivitét reprisentiert.
Durch die Normalisierung des experimentellen Rezeptors zur Aktivitidt des Kontrollrezeptors
konnen interne Schwankungen minimiert werden, wie z.B. durch Unterschiede in der
Zellviabilitit oder der Transfektionseffizienz entstehen konnen. Der ,,Dual Reporter* ermdglicht
eine verbesserte experimentelle Genauigkeit durch seinen gleichzeitigen Ausdruck und Messung
von zwei selbststindigen Reporterenzymen innerhalb eines Systems. Zur Auswertung der
Transkriptionsfaktor-Aktivierung wurde als experimenteller Reporter hauptséchlich der pSRE-L-
Vektor (2.2.3) verwendet. Dieser Vektor kodiert fiir das Luziferase-Gen des Leuchtkéfers
Photinus pyralis (Firefly). Dessen Luziferase-Produktion ist abhingig von der Aktivierung des

Transkriptionsfaktors ,,Serum Response Faktor”. In 4.1.6 dieser Arbeit wurde ein anderer
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experimenteller Reporter, pNFkB-TA-Luc-Vektor (2.2.3), benutzt. Der pNF«xB-TA-Luc-Vektor
wurde entworfen zur Beobachtung der Signaltransduktionswege des Transkriptionfaktors NF«kB.
Anhand der ermittelten Luziferase-Produktion kann dessen Aktivitit ermittelt werden. Als
Kontrollreporter wurde der pRL-TK-Vektor (2.2.3) verwendet. Er kodiert fiir das Luziferase-Gen
der Weichkoralle Renilla reniformis und seine Luziferase-Produktion ist abhidngig von der
Transfektionseffizienz. Der korellierende cDNA-Abschnitt sitzt hinter dem konstitutiv

verdnderten Thymidin-Kinase- (TK) Promotor.

3.2.6 Die Transfektion

3.2.6.1 Erster Tag

Die HEK293A-, NIH3T3- und BAE-Zellen (2.1) wurden gewaschen, trypsinisiert (3.2.3), mit
Komplettmedium (2.8) resuspendiert und zum Kultivieren je 200ml in ein Well einer 48 Well-
Platte pipettiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir ca. 12-24 Stunden zuriick in den CO,-
Inkubator (2.11) gestellt bis die Konfluenz ca. 70-80% betrug.

3.2.6.2 Zweiter Tag

3.2.6.2.1 HEK?293A-Zellen:

Vorab wurde in einer 96 Well-Platte die gewlinschte Konzentration pcDNA3.1(-) (5ng, 10ng,
20ng, 25ng, 30ng, 50ng, 70ng, 75ng, 100ng) der Rezeptoren (HSMas, HSMRG, HSMrgX1,
HSMrgX2, HSMrgX3, HSMrgX4, HSMrgE, HSMrgF, HSMrgG, MMMrgH, RNMas, RNMrgE,
RNMrgQ), pipettiert und mit dem Leervektor [pcDNA3.1(-) ohne kloniertes Fragment] auf eine
Endkonzentation von 200ng cDNA pro Well erginzt. In der Zellkultur wurde in jedes Well
weitere 50ng/ul eines Gemisches aus 25ng/ul pSRE-L oder pNFkB-TA-Luc, 25ng/ul pRL-TK-
Vektor (2.2.3) und D-MEM HEPES (2.5) hinzupipettiert. Das pSRE-L-, pNFxB-TA-Luc- und
der pRL-TK-Vektor (2.2.3) kodieren fiir unterschiedliche Luziferase-Enzyme, die zur Ermittlung
der transkriptionellen Aktivierung von Genen dienen (3.2.5). AnschlieBend wurde, nach den
Angaben des Herstellers, Polyfect (2.5) als Transfektionsreagenz hinzugefiihrt. Nach 10-15min
Ruhe bei Raumtemperatur wurden die am Tag zuvor ausgesiten HEK293A-Zellen unter
Austausch des Komplettmediums in Starvingmedium (2.8) transfiziert. Die 48 Well-Platten
kamen fiir weitere 24 Stunden in den CO,-Inkubator (2.11).
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3.2.6.2.2 NIH3T3-Zellen:
Die Zellen wurden wie in 3.2.6.2.1 nur unter Verwendung des Starvingmediums fiir NIH3T3-

Zellen (2.8) transfiziert.

3.2.6.2.3 BAE-Zellen:
Die Transfektion der Endothelzellen wurde statt mit PolyFect® als Transfektionsreagenz
Lipofectamin™2000 (2.5) nach Angaben des Herstellers verwendet. Nach ca. 4 Stunden im

CO;-Inkubator (2.11) musste das Starvingmedium (2.8) gewechselt werden. Sonst wurde wie in

3.2.6.2.1 verfahren.

3.2.7 Stimulation der HEK293A-Zelllinie mit Angiotensin-Metaboliten

Die verwendeten Ang-Peptide wurden in physiologischer Kochsalzlésung (2.5) auf eine
Konzentration von 10° M geldst und in dieser Konzentration bei -80°C verstaut. Fiir die
Stimulation, 16-18 Stunden nach der Transfektion (3.2.6), mussten die Ang-Peptide mit D-MEM
Basalmedium (2.8) auf eine Konzentration von 10°M verdiinnt werden. AnschlieBend wurden
die transfizierten HEK293A-Zellen mit den Ang-Metaboliten Angll, Anglll, AnglV, Ang-(1-5),
Ang-(1-7), Ang-(1-9) oder der Kontrolle, nur physiologischer Kochsalzlosung, stimuliert (2.5,
2.6). Danach wurden die Zellen fiir weitere sechs bis acht Stunden in den CO,-Inkubator (2.11)
gestellt.

3.2.8 Die Messung

Fiir die Durchfithrung des ,,Luciferase-Assays™ wurde ein komertieller Kit ,,Dual-Luciferase®
Reporter Assay System* (2.10) verwendet und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Zur
Messung der Transkriptionsfaktor-Aktivierung wurde zunichst das Kulturmedium entfernt und
die transfizierten Zellen einmalig mit HBSS (2.5) gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen
durch Zugabe von 100ul eines Gemisches aus Passiv Lysis Buffer (2.10) und Wasser (1:5)
lysiert und fiir ca. 10min auf den Riittler gestellt bis sich alle Zellen von dem Boden der Platte
gelost hatten. Der Passiv Lysis Buffer (PLB) wurde speziell fiir den ,,Luciferase® Reporter
Assay“ entworfen um die schnelle Zelllyse zu begiinstigen. Er bietet ein Optimum an
Leistungsfahigkeit und Stabilitét fiir die Firefly- (FF) und das Renilla-Luziferase- (RL) Enzyme.
Im Gegensatz zu anderen Zelllyse Produkten, 16st das PLB nur eine geringe Eigenlumineszenze
aus. Zur Messung der Luziferaseaktivitdt wurden 5ul des Zelllysats in jedes Well einer 96 Well-
Platten pipettiert. Der Platte wurde im Luminometer (2.11) 100ul ,,Luciferase Assay Reagenz‘
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(Labll) zugesetzt und nach einer Verzogerung von 2s wurde fiir 10s die Lichtreaktion
luminometrisch gemessen. Der so gemessene Wert entsprach der Aktivitit des experimentellen
Reporters. Nach Abschluss der Messung injiziert die Maschine automatisch ,,Stop and Glo
Reagenz* und fiihrt erneut nach einer Verzogerung von 2s eine Messung von 10s durch. Dieser
Messwert reprasentiert die Aktivitit des Kontrollreporters. Die ermittelten Messwerte werden in
»relativ light units* (RLU) angegeben. Dabei setzt sich RLU zusammen aus dem Quotienten von
RLU (FF)/ RLU (RL). Jedes Transfektionsexperiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt und die

gemessenen relativen Lichtwerte gemittelt.

3.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Ergebnisse wurde das ,,GraphPad Prism*“ (Version 4.00 fiir
Windows; Graph Pad Software Inc., San Diego, California, USA) verwendet. Die Ergebnisse der
Messreihen sind als Mittelwerte (MEAN) + Standardabweichung (S.E.M.) angegeben und sind
in Referenz zu den unbehandelten Kontrollzellen zu interpretieren. Bei gleichen Varianzen
wurde der Student’s T-Test angewendet. Fiir die Bewertung mehrerer experimenteller Ansétze
gegen eine Kontrolle wurde eine Bonferroni-Korrektur fiir multiple Testung durchgefiihrt.
Multiple Vergleiche wurden mittels einer zweiseitiger Varianzanalyse, Two-way-ANOVA, auf
signifikante Unterschiede untersucht. In die statistische Analyse wurden nur Messwerte
einbezogen, die im Luziferase-Assay groBer 2 ,relativ light units“ (RLU) waren. Bei allen
statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 als signifikant

angenommen.
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4. Ergebnisse
4.1 Konstitutive Rezeptoraktivitit in der Mrg-Rezeptor-
Familie

Die Mrg-Familie wurde von zwei Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander identifiziert (Dong et
al., 2001; Lembo et al., 2002). In dieser Doktorarbeit wird ausschlielich die Nomenklatur von
Dong et al. (2001) verwendet, die erstmals beschrieben, dass die Mrgs eine signifikante
Homologie zum Mas-Protoonkogen aufweisen. Frithere Ergebnisse der Arbeitsgruppe Walther
(Gembardt et al., 2005) konnten zeigen, dass der Mas-Rezeptor, der durch das Mas-
Protoonkogen kodiert wird (Young et al., 1986), durch eine konstitutive Aktivierung von Rho
mitogene Eigenschaften aufweist. Aus diesem Grund sollte zuerst gepriift werden, ob sich diese
konstitutive Aktivitdt auch fiir andere Mitglieder der Mrg-Familie nachweisen ldsst. Vorab
wurde von den in dieser Arbeit mir zur Verfiigung gestellten Rezeptoren (HSMas, HSMRG,
HSMrgD, HSMrgF, HSMrgX1, HSMrgX2, HSMrgX3, HSMrgX4, MMMrgH; 2.2.2) ein
Stammbaum erstellt, der die Verwandtschaft der Mrgs zu dem Mas-Protein widerspiegelt, um

spater mogliche phylogenetische Zusammenhénge erkennen zu konnen. Fiir die phylogenetische

Phvlogenetische Analyse von Mitgliedern der Mrg-Familie

HSMrgX1 (~32%)

HSMrgX3 (~37%)

HSMrgX4 (~36%)

HSMrgX2 (~34%)

HSMrgF (~31%)

HSMrgD (~32%)

HSMas

MMMrgH (~41%)

HSMRG (~30%)

Abb.4.1:  Phylogenetische Analyse der Proteinsequenz humaner (HS) und muriner (MM) G-
Protein gekoppelter Rezeptoren der Mrg-Familie. Gezeigt sind die Rezeptoren, die in dieser
Arbeit verwendet wurden. Mittels ,, ClustalW2* und ,,blastp*“ wurden die Proteinsequenzen der
Mrg-Rezeptoren verglichen. Die Sequenzhomologie der Mrg-Rezeptoren zu HSMas ist in

Klammern hinter den jeweiligen Rezeptoren geschrieben.
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Analyse der Proteinsequenzen der humanen Mrg-Familienmitglieder und des murinen Mrg-
Mitgliedes wurde deren Sequenzhomologie zu HSMas mittels ,,blastp (3.1.10.2) errechnet und
mit ,,ClustalW2* (3.1.10.2) der Stammbaum erstellt (Abb.4.1).

4.1.1 Nachweis der konstitutiven Aktivitit des humanen Mas-Rezeptors

und des Mas-Rezeptors der Ratte in HEK293A-Zellen

Zunichst galt es, die konstitutive Aktivitit des Mas-Rezeptors durch eigene Versuche zu
bestitigen. Dazu wurden HEK293A-Zellen mit dem humanen (HS) Mas-Rezeptor bzw. mit dem
Ratten (RN)-Mas-Rezeptor transfiziert (2.2.2; 3.2.6). Der RNMas-Rezeptor, der eine Sequenz-
homologie von 90% zum HSMas-Rezeptor hat, wurde verwendet, um mogliche Spezies-
unterschiede aufzuzeigen. Uber die Aktivierung des ,,.Serum Response Factors® (SRF), dessen
Transkription mittels eines ,,Serum Response Element“ (SRE) gesteuert wird, wurde die
Aktivierung des Transkriptinsfaktors mit dem ,,Dual-Luciferase Reporter Assay System* (2.2.3;
2.10) unter Verwendung eines Luziferase-Plasmids ermittelt. Das Luziferase-Plasmid enthélt ein
SRE, dessen Aktivitit iiber die Familie der Rho-GTPasen induziert wird. Das Luziferase-Gen
kodiert fiir ein Enzym, das durch Oxidation von Luziferin Lichtquanten erzeugt (3.2.5). Mit

Hilfe des Luminometers (2.11) konnte die Luziferase-Produktion in den transfizierten
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Abb.4.2:  Die SRF-Aktivierung nach Transfektion mit den Plamiden pcDNA3.1(-)HSMas und
pcDNA3.1(-)RNMas in aufsteigenden Konzentrationen (25ng, 50ng, 75ng) in HEK293A4-Zellen.
Der Basalwert (B), nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ***P<0,001

vs. Basalwert; n > 2x3.
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HEK293A-Zellen gemessen werden (3.2.8). Verglichen wurden die Werte in HSMas- und
RNMas-transfizierten Zellen mit dem Basalwert aus pcDNA3.1(-)-transfizierten Zellen
(Abb.4.2).

Es konnte gezeigt werden, dass die Transfektion des HSMas-Rezeptors, wie auch die
Transfektion des RNMas-Rezeptors, zu einer signifikanten Erhohung der Luziferase-Produktion
fiihrt (Abb.4.2), was fiir eine konstitutive Aktivitit beider Rezeptoren spricht. Der t-Test ergab

keinen signifikanten Unterschied in der Luziferase-Produktion zwischen HSMas und RNMas.

4.1.2 Untersuchung zur konstitutiven Aktivitit der humanen MRG-,
MrgD-, MrgF-, MrgX1-, MrgX2-, MrgX3-, und MrgX4- und des
murinen MrgH-Rezeptors in HEK293A-Zellen

Wie unter 4.1 erwédhnt, wurde eine ,,neue* Rezeptorfamilie G-Protein gekoppelter Rezeptoren
(GPCR) identifiziert, die eine nahe Verwandtschaft zum Mas-Rezeptor aufwies. Auf der Suche
nach weiteren Rezeptoren, die eine mdgliche konstitutive Aktivitit zeigen kdnnten, wurden
verschiedene humane Rezeptoren (HSMas, HSMRG, HSMrgD, HSMrgF, HSMrgXI,
HSMrgX2, HSMrgX3 und HSMrgX4; 2.2.2) und der murine MrgH-Rezeptor in steigender
pcDNA3.1(-)-Konzentration (25ng, 50ng, 75ng), die fiir die humane und die murine Form der
Rezeptoren kodiert, in HEK293A-Zellen (2.1) transfiziert (3.2.6). Der murine MrgH-Rezeptor
wurde verwendet, weil zurzeit kein bekanntes humanes Homolog existiert. Wieder wurde mit
Hilfe des ,,Dual-Luciferase Reporter Assay Systems* (2.10; 3.2.5) und des Luminometers (2.11)
die konstitutive Aktivierung des SRF gemessen (3.2.8 und die gewonnenen Daten anschlieBend
mit dem Basalwert, nur mit pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass der HSMas-Rezeptor wie erwartet konstitutiv aktiv ist (Abb.4.3).
AuBerdem wurden zwei weitere Rezeptoren der Mrg-Familie, HSMrgD und HSMrgX4,
identifiziert, die eine signifikante Erhohung in der Luziferase-Produktion aufweisen und somit
konstitutiv aktiv sind (Abb.4.3). Fiir HSMrgD konnte sogar eine weitaus hohere Luziferase-
Produktion im Vergleich zum HSMas festgestellt werden (Abb.4.3). HSMrgX4 zeigte im
Vergleich zu HSMas eine signifikant geringfiigigere Luziferase-Produktion (Abb.4.3). Damit
weist der HSMrgD-Rezeptor von den drei identifizierten, konstitutiv aktiven Rezeptoren in
HEK293A-Zellen die stirkste konstitutive Aktivitdt auf. Die anderen untersuchten humanen
Rezeptoren HSMRG, HSMrgF, HSMrgX1, HSMrgX2, HSMrgX3 und der untersuchte
MMMrgH-Rezeptor zeigten keinen signifikanten Anstieg der Luziferase-Produktion (Abb.4.3).
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Abb.4.3:  Die SRF-Aktivierung nach Transfektion mit verschiedenen humanen Mrg-Rezeptoren
und dem murinen MrgH-Rezeptor in aufsteigenden Plasmid-Konzentrationen (25ng, 50ng, 75ng)
in HEK293A4-Zellen. Der Basalwert (B): nur pcDNA3. 1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins
gesetzt; ***P<0,001 vs. Basalwert; #P<0,05, ##P<0,01, ####P<0,001 vs. HSMas-transfizierten
Zellen, n > 2x3.

4.1.3 Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die HSMrgD- und HSMrgX4-
Rezeptoren in HEK293A-Zellen

Die neu identifizierten, konstitutiv aktiven Rezeptoren wurden in HEK293-Zellen (2.1) mit
steigender Konzentration (5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 50ng, 70ng, 100ng) pcDNA3.1(-), die fiir die
humanen Formen des MrgD- und des MrgX4-Rezeptors kodieren, transfiziert (3.2.6). Die
Messung der Aktivierung beider Rezeptoren erfolgte wie in 4.1.1 (3.2.8). Es konnte demonstriert
werden, dass die Luziferase-Produktion von HSMrgD und HSMrgX4 dosisabhingig bis zu einer
Plateau-Phase signifikant gesteigert wird (Abb.4.4). Die Luziferase-Produktion von HSMrgD ist
im Vergleich zu HSMrgX4 signifikant hoher (Abb.4.4).
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Abb.4.4:  Dosis-Wirkungs-Kurve der SRF-Aktivierung in HEK293A-Zellen nach Transfektion
mit dem humanen MrgD- und MrgX4-Rezeptor in aufsteigenden Konzentrationen (5ng, 10ng,
20ng, 30ng, 50ng, 70ng, 100ng); $3$P<0,01 vs. HSMrgX4 (Two-way-ANOVA; 3.3); n > 8 x3.

4.14 Klonierung von cDNA anderer Mitglieder der Mrg-Familie

Phylogenetische Analyse von Mitgliedern der Mrg-Familie

HSMrgX1 (~32%)

HSMrgX3 (~37%)

HSMrgX4 (~36%)

HSMrgX2 (~34%)

HSMrgF (~31%)

HSMrgE (~30%)

HSMrgG (~28%)

HSMrgD (~32%)

MMMrgH (~41%)

HSMRG (~30%)

Abb.4.5:  Phylogenetische Analyse der Proteinsequenz humaner und muriner G-Protein
gekoppelter Rezeptoren der Mrg-Familie. Mittels ,,ClustalW2* und , blastp* wurden die
Proteinsequenzen der Mrg-Rezeptoren verglichen. Die Sequenzhomologie der Mrg-Rezeptoren
zu HSMas ist in Klammern hinter den jeweiligen Rezeptoren, grau sind die ,,neu” klonierten

humanen MrgE- und MrgG-Rezeptoren.
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Auf der Suche nach weiteren Rezeptoren der Mrg-Familie, die konstitutive Aktivitit zeigen,
fokussierte sich das Interesse auf die humanen MrgE- und MrgG-Rezeptoren, da sie in
phylogenetischen Analysen (Dong et al., 2001; Lembo et al., 2002; Choi et al., 2003) als nahe
Verwandte des HSMas-Rezeptor identifiziert wurden und sich somit am echesten konstitutive
Aktivitdt vermuten l4sst (Anlage 1). Der in Abb.4.1 gezeigte Stammbaum wurde um die Protein-
sequenzen von HSMrgE und HSMrgG mittels ,,ClustalW2* und ,,blastp® (3.1.10.2) erginzt
(Abb.4.5), damit spiter phylogenetische Riickschliisse gezogen werden konnen. Um deren
mogliche konstitutive Aktivitdt liberpriifen zu konnen, mussten die kodierenden Sequenzen

(cDNA) von HSMrgE und HSMrgG erst amplifiziert und dann kloniert werden.

4.1.4.1 Die Amplifikation von cDNA anderer Mitglieder der Mrg-Familie

Zur Klonierung der MrgE- und MrgG- kodierenden Fragmente in einem geeigneten Vektor war
die Amplifizierung der Fragmente durch PCR notwendig (3.1.1). Das HSMrgE-Fragment wurde
mit den Primern HSMRGE31 und HSMRGES1 (2.4) und das HSMrgG-Fragment mit den
Primern HSMRGG32 und HSMRGGS52 (2.4) aus genomischer DNA der humanen Plazenta
amplifiziert (Ldnge der kodierenden HSMrgE-Sequenz It. Datenbank: 903bp; ,,Gen-Bank
accession Nummer: BC 112203; Lange der kodierenden HSMrgG-Sequenz It. Datenbank:
936bp; ,,Gen-Bank accession® Nummer: AY 255583).

Die spezifischen PCR-Bedingungen wurden entsprechend zu 3.1.1 gewdhlt. Klare Banden
(Abb.4.6 und 4.7) wurden anschliefend aus einem praparativen Gel durch Elution isoliert
(3.1.3). Die isolierten Fragmente hatten die erwartete Lange von: HSMrgE 947bp und HSMrgG
984bp. Bei der PCR stieg die Fragmentlinge der HSMrgE- und HSMrgG-Sequenz um die
Fragmentliange der verwendeten Primer (2.4) an. So ist die erhdhte Fragmentlédnge der ,,neu*
isolierten Fragmente im Vergleich zur kodierenden HSMrgE- und HSMrgG-Sequenz der
Datenbank zu erklidren. Anschlieend fanden die isolierten Fragmente weitere Verwendung fiir
die Klonierung.

Neben den humanen Fragmenten wurden noch die cDNA von MrgE und MrgG aus der Ratte
amplifiziert. Die RNMrgE-Fragmente wurde mit den Primern RNMRGE3 und RNMRGES (2.4)
und die RNMrgG-Fragmente mit den Primern RNMRGG3 und RNMRGGS (2.4) aus
genomischer DNA des Rattenschwanzes amplifiziert (Ladnge der kodierenden RNMrgE-Sequenz
It. Datenbank: 930bp; ,,Gen-Bank accession® Nummer: AF518247; Linge der kodierenden
RNMrgG-Sequenz It. Datenbank: 870bp; ,,Gen-Bank accession® Nummer: AF518248).
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Abb.4.6:  Amplifikation des  HSMrgE-  Abb.4.7:  Amplifikation —des HSMrgG-
Fragmentes (Temperaturanstieg von links  Fragmentes (Temperaturanstieg von links
nach rechts 55°C [Spurl] bis 65°C [Spur7]).  nach rechts 50°C [Spurl] bis 65°C [Spur7]).
Folgende Primer-Paare wurden verwendet:  Folgende Primer-Paare wurden verwendet:
HSMRGE31, HSMRGES51; d=Marker ~HSMRGG32, HSMRGGS52; ®=Marker
(Anlage 3C), H=H;O-Kontrolle. (Anlage 3C), H=H,O-Kontrolle.

Klare Banden (Abb.4.8 und 4.9) wurden anschlieBend aus einem préparativen Gel durch Elution
isoliert (3.1.3). Die isolierten Fragmente hatten eine Linge von: 937bp fiir RNMrgE bzw. 884bp
fiir RNMrgG und wurden weiterverwendet. Auch hier ist die verdnderte Fragmentlinge der
RNMrgE- und RNMrgG-Sequenzen im Vergleich zur kodierenden Sequenzlédnge der Datenbank
durch die verwendeten Primer (2.4) zu erkldren, die auBerhalb von Start- bzw. Stoppkodon

gewihlt werden mussten.

81 2 324 55 7 8 H

4 5 6 7 8 H

Abb.4.8:  Amplifizierung des RNMrgE- Abb.4.9:  Amplifizierung des RNMrgG-
Fragmentes (Temperaturanstieg von links Fragmentes (Temperaturanstieg von links nach
nach rechts 50°C [Spurl] bis 64°C [Spur8]). recht 50°C [Spurl] bis 64°C [Spur§]).
Folgende Primer-Paare wurden verwendet: Folgende Primer-Paare wurden verwendet:
RNMRGE3, RNMRGES5, ®=Marker (Anlage RNMRGG3, RNMRGGS5, ®=Marker (Anlage
3C), H=H,O. 3C), H=HO.
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4.1.4.2 Klonierung von humanen MrgE- und MrgG-Fragmenten in Expressions-
Vektoren
4.1.4.2.1 Klonierung von humanen MrgE- und MrgG-Fragmenten in den T Easy-
Vektor
Die Klonierung der isolierten Fragmente erfolgte durch Ligation (3.1.6) in den T Easy-Vektor
(2.2.1 und Anlage 2C) und Transformation des Ligationsansatzes in kompetente Zellen des
Bakteriums E.coli (2.1, 3.1.7). Bakterien, die nach Transformation eines Plasmids das integrierte
PCR-Fragment tragen, wachsen als weifle Kolonien. Bei Transformation eines ,,leeren” T Easy-
Vektors dagegen verfirbten sich die Kolonien blau. Nach Ligation der isolierten PCR-Fragmente
HSMrgE und HSMrgG mit dem T Easy-Vektor und Transformation wuchsen die weilen und
blauen Kolonien auf dem mit dem Transformationsansatz ausplattierten X-Gal/IPTG-
Agarplatten (2.7). Die weillen Kolonien wurden gepickt und in der Miniprédparation (3.1.8.1) die
Plasmid-DNA aus den Bakterien isoliert. Die blauen Kolonien wurden verworfen.
Im anschlieBenden Kontrollverdau (3.1.9) mit dem Restriktionsenzym Apal und Puffer A (2.3)
fiir HSMrgE und HSMrgG wurde der Klonierungserfolg tlberpriift (Abb.4.10). Positiv waren
Mini 1, 2, 3 (Teasy-HSMrgE) und 4, 5, 6 (Teasy-HSMrgG). Da die Bandenlidnge des Verdaus
der Lange der zur erwarteten Fragmentldngen entsprach, wurde die Mini 2 fiir Teasy-HSMrgE
und die Mini 6 fiir Teasy-HSMrgG zur exakten Bestimmung der inserierten cDNA sequenziert

(3.1.10.1).

Abb.4.10 : Kontrollverdau von Teasy-HSMrgE und Teasy-HSMrgG mit dem Enzym Apal.
Uberpriifung des Klonierungserfolges der isolierten PCR-Fragmente (Abb.4.6, 4.7): 1, 2,
3=HSMrgE-Klone,; 4, 5, 6=HSMrgG-Klone; M=0 GeneRuler™ kb DNA Ladder (Anlage 3B).
Positive Klone fiir Teasy-HSMrgE: 1, 2 und 3 und fiir Teasy-HSMrgG: 4, 5, 6.
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4.1.4.2.2 Die Sequenzanalyse der klonierten HSMrgE- und HSMrgG-Fragmente

Die ausgewihlten Minipridparationen wurden zur Sequenzierung an die Invitek GmbH geschickt
(3.1.10.1). Die Sequenzierungsergebnisse und das Ergebnis der Sequenzierung mit Hilfe des
Computerprogramms BLAST sind in Abb.4.11 und Abb.4.12 aufgefiihrt (3.1.10.2).

Zum Vergleich wurden HSMrgE- und HSMrgG-Gensequenzen aus der Datenbank
(HSMrgE:,,Gen-Bank accession Nummer: BC 112203; HSMrgG: ,,Gen-Bank accession®

Nummer: AY 255583) ausgewihlt und als Referenzsequenz genutzt.

Sequenzierungsergebnis von Teasy-HSMrgE

Query ATGATGGAGCCCAGAGAAGCTGGACAGCACGTGGGGGCCGCCAACGGCGCCCAGGAGGAT 60

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrr et et ettt ettt
Sbjct ATGATGGAGCCCAGAGAAGCTGGACAGCACGTGGGGGCCGCCAACGGCGCCCAGGAGGAT 2037208

Query GTGGCCTTCAACCTCATCATCCTGTCCCTCACCGAGGGGCTCGGCCTCGGTGGGCTGCTG 120

FErrrrrererrrrrrrerrrrrr e et et e e e
Sbjct GTGGCCTTCAACCTCATCATCCTGTCCCTCACCGAGGGGCTCGGCCTCGGTGGGCTGCTG 2037148

Query GGGAATGGGGCAGTCCTCTGGCTGCTCAGCTCCAATGTCTACAGAAACCCCTTCGCCATC 180

Frrrrrrererrrrrrrrrrrrrr ettt e et e et e
Sbjct GGGAATGGGGCAGTCCTCTGGCTGCTCAGCTCCAATGTCTACAGAAACCCCTTCGCCATC 2037088

Query TACCTCCTGGACGTGGCCTGCGCGGATCTCATCTTCCTTGGCTGCCACATGGTGGCCATC 240

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct TACCTCCTGGACGTGGCCTGCGCGGATCTCATCTTCCTTGGCTGCCACATGGTGGCCATC 2037028

Query GTCCCCGACTTGCTGCAAGGCCGGCTGGACTTCCCGGGCTTCGTGCAGACCAGCCTGGCA 300

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct GTCCCCGACTTGCTGCAAGGCCGGCTGGACTTCCCGGGCTTCGTGCAGACCAGCCTGGCA 2036968

Query ACGCTGCGCTTCTTCTGCTACATCGTGGGCCTGAGTCTCCTGGCGGCCGTCAGCGTGGAG 360

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et e
Sbjct ACGCTGCGCTTCTTCTGCTACATCGTGGGCCTGAGTCTCCTGGCGGCCGTCAGCGTGGAG 2036908

Query CAGTGCCTGGCCGCCCTCTTCCCAGCCTGGTACTCGTGCCGCCGCCCACGCCACCTGACC 420

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree
Sbjct CAGTGCCTGGCCGCCCTCTTCCCAGCCTGGTACTCGTGCCGCCGCCCACGCCACCTGACC 2036848

Ser
Query ACCTGTGTGTGCGCCCTCACCTGGGCCCTCTGCCTGCTGCTGCACCTGCTGCTCAGCAGC 480
CEEErr et et et et et et et et et et et ettt ettt et rrrrrt |
Sbjct ACCTGTGTGTGCGCCCTCACCTGGGCCCTCTGCCTGCTGCTGCACCTGCTGCTCAGCGGC 2036788
Gly

Pro
Query GCCTGCACCCAGTTCTTCGGGGAGCCCAGCCGCCACTTGTGCCGGACGCCGTGGCTGGTG 540
FEEErrrerr et e ettt ettt ettt ettt rrrrrrrnl
Sbjct GCCTGCACCCAGTTCTTCGGGGAGCCCAGCCGCCACTTGTGCCGGACGCTGTGGCTGGTG 2036728
Leu

Query GCAGCGGTGCTGCTGGCTCTGCTGTGTTGCACCATGTGTGGGGCCAGCCTTATGCTGCTG 600

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt e
Sbjct GCAGCGGTGCTGCTGGCTCTGCTGTGTTGCACCATGTGTGGGGCCAGCCTTATGCTGCTG 2036668
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Query CTGCGGGTGGAGCGAGGCCCCCAGCGGCCCCCACCCCGGGGCTTCCCTGGGCTCATCCTC 660

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr e et ettt e e e
Sbjct CTGCGGGTGGAGCGAGGCCCCCAGCGGCCCCCACCCCGGGGCTTCCCTGGGCTCATCCTC 2036608

Query CTCACCGTCCTCCTCTTCCTCTTCTGCGGCCTGCCCTTCGGCATCTACTGGCTGTCCCGG 720

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr e et et r e e
Sbjct CTCACCGTCCTCCTCTTCCTCTTCTGCGGCCTGCCCTTCGGCATCTACTGGCTGTCCCGG 2036548

Query AACCTGCTCTGGTACATCCCCCACTACTTCTACCACTTCAGCTTCCTCATGGCCGCCGTG 780

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct AACCTGCTCTGGTACATCCCCCACTACTTCTACCACTTCAGCTTCCTCATGGCCGCCGTG 2036488

Query CACTGCGCGGCCAAGCCCGTCGTCTACTTCTGCCTGGGCAGTGCCCAGGGCCGCAGGCTG 840

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree
Sbjct CACTGCGCGGCCAAGCCCGTCGTCTACTTCTGCCTGGGCAGTGCCCAGGGCCGCAGGCTG 2036428

Query CCCCTCCGGCTGGTCCTCCAGCGAGCGCTGGGAGACGAGGCTGAGCTGGGGGCCGTCAGG 900

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
Sbjct CCCCTCCGGCTGGTCCTCCAGCGAGCGCTGGGAGACGAGGCTGAGCTGGGGGCCGTCAGG 2036368

Query GAGACCTCCCGCCGGGGCCTGGTGGACATAGCAGCCTGA 939

FEEEErrrrrrrerrr ettt r e
Sbjct GAGACCTCCCGCCGGGGCCTGGTGGACATAGCAGCCTGA 2036332

Abb.4.11: Sequenzierungsergebnis durch das BLAST-Programm nach Eingabe der Mini-
Sequenz, Vergleich des Plasmids Teasy-HSMrgE mit der Referenzsequenz BC 112203; Query =
Mini; Subjekt (Sbjct) = BC 112203, Fett gedruckt und grau hinterlegt: Aminosdureaustausch
aufgrund von Basenpaarverdnderung, Fett gedruckt und unterstrichen: Startcodon-+Primer oder

Stopcodon+Primer.

Sequenzierungsergebnis von Teasy-HSMrgG

Query ATGCCACTCCCTGTGCCCCCAGCGGGGGCACAAAAGACTCCTGAGGACCATGTCTGTCTC 60

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree
Sbjct ATGCCACTCCCTGTGCCCCCAGCGGGGGCACAAAAGACTCCTGAGGACCATGTCTGTCTC 2027327

Glu
Query CATCTTGAAGGTCCCTCGCCAGCACCCTCTGAGCCGGCCAGGATGTTTGGGCTGTTCGGC 120

I FE ettt et e et et e et e et
Sbjct CATCTTGCAGGTCCCTCGCCAGCACCCTCTGAGCCGGCCAGGATGTTTGGGCTGTTCGGC 2027267
Ala

Query CTCTGGAGAACCTTCGACAGTGTGGTCTTCTACCTGACGCTGATCGTGGGCCTCGGGGGA 180

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr et r et e e
Sbjct CTCTGGAGAACCTTCGACAGTGTGGTCTTCTACCTGACGCTGATCGTGGGCCTCGGGGGA 2027207

Query CCGGTAGGTAACGGGCTGGTGCTCTGGAACCTCGGCTTCCGCATCAAGAAGGGCCCCTTC 240

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
Sbjct CCGGTAGGTAACGGGCTGGTGCTCTGGAACCTCGGCTTCCGCATCAAGAAGGGCCCCTTC 2027147

Query TCCATCTACCTGCTGCACCTGGCCGCCGCCGACTTCCTGTTCCTCTCCTGCCGTGTGGGC 300

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
Sbjct TCCATCTACCTGCTGCACCTGGCCGCCGCCGACTTCCTGTTCCTCTCCTGCCGTGTGGGC 2027087
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Sbjct
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Sbjct
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Sbjct

Gly
TTCTCCGTGGCTCAGGCTGCCCTGGGTGCCCAGGACACACTCTACTTCGTGCTCACCTTC
FEEEEEErrr e e e rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
TTCTCCGTGGCTCAGGCTGCCCTGEGCGCCCAGGACACACTCTACTTCGTGCTCACCTTC

Gly

CTGTGGTTCGCGGTGGGGCTCTGGCTGCTGGCGGCCTTCAGCGTGGAGCGCTGCCTCTCC

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt e
CTGTGGTTCGCGGTGGGGCTCTGGCTGCTGGCGGCCTTCAGCGTGGAGCGCTGCCTCTCC

GACCTCTTCCCCGCCTGCTACCAGGGCTGCCGGCCCAGACACGCCTCGGCCGTCCTCTGC

Frrrrrrererrrrrerrrrrrrr et e ettt e e e
GACCTCTTCCCCGCCTGCTACCAGGGCTGCCGGCCCAGACACGCCTCGGCCGTCCTCTGC

GCCCTGGTGTGGACCCCGACCCTGCCGGCCGTGCCGCTGCCCGCCAACGCCTGCGGCCTG

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr e et et e e e
GCCCTGGTGTGGACCCCGACCCTGCCGGCCGTGCCGCTGCCCGCCAACGCCTGCGGCCTG

CTGCGCAACAGCGCGTGCCCCCTGGTCTGCCCGCGCTACCACGTGGCCAGCGTCACCTGG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CTGCGCAACAGCGCGTGCCCCCTGGTCTGCCCGCGCTACCACGTGGCCAGCGTCACCTGG

TTCCTGGTGCTGGCCCGCGTCGCCTGGACGGCTGGCGTGGTCCTCTTTGTCTGGGTGACC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTCCTGGTGCTGGCCCGCGTCGCCTGGACGGCTGGCGTGGTCCTCTTTGTCTGGGTGACC

Arg
TGCTGCTCCACTCGTCCGCGGCCCAGGCTCTACGGCATCGTCCTGGGCGCGCTGCTCCTG
CEEErrerr et e crrerr et et et et et ettt ettt ettt
TGCTGCTCCACTCGCCCGCGGCCCAGGCTCTACGGCATCGTCCTGGGCGCGCTGCTCCTG

Arg

CTCTTCTTCTGTGGCCTGCCCTCGGTCTTCTACTGGAGCCTGCAGCCCCTGCTGAACTTC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et r e e e
CTCTTCTTCTGTGGCCTGCCCTCGGTCTTCTACTGGAGCCTGCAGCCCCTGCTGAACTIC

CTGCTGCCCGTGTTTTCCCCGCTGGCCACGCTGCTGGCCTGCGTCAACAGCAGCTCCAAG

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt e
CTGCTGCCCGTGTTTTCCCCGCTGGCCACGCTGCTGGCCTGCGTCAACAGCAGCTCCAAG

CCCCTCATCTACTCGGGGTTGGGCCGACAGCCCGGGAAGCGGGAGCCGCTGAGGTCGGTA

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
CCCCTCATCTACTCGGGGTTGGGCCGACAGCCCGGGAAGCGGGAGCCGCTGAGGTCGGTA

Arg
CTGCGGAGGGCCCGGGGGGAGGGCGCCGAGCTGGGTGCCAGGGGACAGTCCCTGCCCATG
FEEEEE et ettt ettt ettt ettt ettt
CTGCGGAGGGCCCTGGGGGAGGGCGCCGAGCTGGGTGCCAGGGGACAGTCCCTGCCCATG

Leu

GGTCTCCTATAA 972

FETTEETTErrr e
GGTCTCCTATAA 2026415

360

2027027

420

2026967

480

2026907

540

2026847

600

2026787

660

2026727

720

2026667

780

2026607

840

2026547

900

2026487

960

2026427

Abb.4.12: Sequenzierungsergebnis durch das BLAST-Programm nach Eingabe der Mini-
Sequenz, Vergleich des Plasmids Teasy-HSMrgG mit der Referenzsequenz AY 255583, Query =
Mini; Subjekt (Sbjct) = AY 255583. Fett gedruckt und grau hinterlegt: Aminosdureaustausch

aufgrund von Basenpaarverdnderung, Fett gedruckt und unterstrichen: Startcodon-+Primer oder

Stopcodon+Primer.
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Die verglichenen Gensequenzen stimmten fiir HSMrgE bzw. fiir HSMrgG zu 99% mit denen aus
der Datenbank iiberein (Abb.4.11 und 4.12). Fiir das HSMrgE-Fragment wurden zwei
Punktmutationen in der Nukleotidsequenz an Position Gly160Ser und Leul77Pro festgestellt
(Abb.4.11 und Anlage 6), die zu einer Verdnderung in der Aminosduresequenz fithren (Abb.4.11
und Anlage 6).

Vier Basenpaaraustausche konnten fiir das HSMrgG-Fragment identifiziert werden (Abb.4.12
und Anlage 6), wobei zwei zu keiner Anderung in der Aminoséuresequenz fiihrten. Die beiden
anderen Mutationen fiihrten zu einem Aminosdureaustausch von Ala23Glu und Leu305Arg
(Abb.4.12 und Anlage 6). Die neu gewonnenen Fragmente des HSMrgE- bzw. HSMrgG-
Rezeptors wurden daraufthin mit den Aminosduresequenzen der anderen verwendeten GPCR
verglichen (Anlage 6). Nach dem Einzeichnen der transmembranen Doménen (TMD) fiir jeden
Rezeptor konnte die rdumliche Lokalisation der Mutationen im den G-Protein gekoppelten
Rezeptoren ausfindig gemacht werden (Abb.4.13 und Anlage 6).

Es zeigte sich, dass die Mutationen von HSMrgE im extrazelluliren Bereich zwischen TMD4
und TMDS liegen (zweites extrazelluldres Loop). Um ausschlieBen zu konnen, dass moglicher-
weise der Bereich verdndert ist, der bei den aktiven Rezeptoren (HSMas, HSMrgD, HSMrgX4)
fiir die konstitutive Aktivitit verantwortlich ist, wurden die mutierten Aminoséurepositionen von
HSMrgE mit den jeweiligen Aminosdurepositionen von HSMas, HSMrgD und HSMrgX4
verglichen (Anlage 6). Es zeigte sich, dass an der HSMrgE-Aminosdureposition Gly160Ser im
Sequenzvergleich fiir HSMas Valin (Val, V), fir HSMrgD Serin (Ser, S) und fiir HSMrgX4
Arginin (Arg, R) stehen. An der HSMrgE-Aminoséureposition Leul77Pro ergab sich fiir HSMas
Serin (Ser, S), fiir HSMrgD Isoleucin (Ile, I) und fiir HSMrgX4 Asparginsdure (Asp, D). Da in
den verdédchtigen Positionen somit fiir die konstitutiv aktiven Rezeptoren jeweils eine andere
Aminosédure stand, war es folglich unwahrscheinlich, dass die vorhandenen Mutationen von
HSMrgE fiir Verdnderungen in einer moglichen konstitutiven Aktivitit des Rezeptors
verantwortlich waren. Somit wurde das klonierte HSMrgE-Fragment weiter verwendet.

Die Mutationen des HSMrgG-Fragmentes liegen einmal im extrazelluldren N-terminalen und
zum anderen im intrazelluldren C-terminalen Bereich (Abb.4.13 und Anlage 6). Auch hier
wurden die Mutationsstellen mit den entsprechenden Positionen von HSMas, HSMrgD bzw.
HSMrgX4 verglichen. Die Aminoséureposition Ala23Glu des HSMrgG-Fragmentes entspricht in
HSMas Arginin (Arg, R), in HSMrgD Arginin (Arg, R) und in HSMrgX4 Glutaminséure (Glu,
E). An der Position Leu305Arg im HSMrgG-Fragment existiert an der korrelierenden Stelle in
HSMas Phenylalanin (Phe, F), in HSMrgD Leucin (Leu, L) und in HSMrgX4 Leucin (Leu, L).

Es zeigte sich somit auch hier, dass die Aminosduren bei den drei konstitutiv aktiven Rezeptoren
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in den verddchtigen Positionen unterschiedlich waren und somit erschien es als unwahr-
scheinlich, dass die vorhandenen Mutationen von HSMrgG fiir Verdnderungen in einer
moglichen konstitutiven Aktivitidt des Rezeptors verantwortlich sind. Folglich wurde auch das

klonierte HSMrgG-Fragment weiter verwendet.

N\

Abb.4.13: Schematische Darstellung der ungefihren Lokalisation der Mutationen von den
klonierten HSMrgE- bzw. HSMrgG-Fragmenten; E=extrazelluldr, I=intrazellulir; weifles
Rechteck: Mutationen in HSMrgE; grauer Kreis: Mutationen in HSMrgG.

4.1.4.2.3 Klonierung der HSMrgE- und HSMrgG-Fragmente in den pcDNA3.1(-)-
Vektor

Um die Expression von HSMrgE- und HSMrgG in verschiedene Zellgruppen (2.1) zu erreichen,
musste eine Klonierung der cDNA in den Expressionsvektor pcDNA3.1(-) erfolgen (2.1.1;
Anlage 2A). Dazu wurden die Proben 1, 2, 3 und 4, 5, 6 jeweils mit dem Enzym Notl und dem
Puffer H (2.3) fiir 1h verdaut. Auf dem Kontrollgel erschien eine der Linge des Fragments ent-
sprechende Bande von 982bp Lénge fiir HSMrgE und 1019bp fiir HSMrgG. Die Basenpaar-
anzahl der HSMrgE- und HSMrgG-Fragmente setzte sich zusammen aus dem klonierten cDNA-
Fragment und den T Easy-Vektor-Resten von klonierter cDNA bis zu den NotI-Schnittorten. An-
schlieBend wurde das Fragment eluiert (3.1.3) und in den mit Notl linearisierten pcDNA3.1(-)-
Vektor ligiert. Zur Vermeidung der Religation des linearisierten Vektors wurden die Phosphat-
enden durch alkalische Phosphatase (2.3) abgespalten (3.1.5). Nach Ligation (3.1.6) und Trans-
formation in E.coli-Bakterien (3.1.7) erfolgte die Minipréaparation (3.1.8) der gepickten weillen
Kolonien (Abb.4.14).
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Abb.4.14: Miniprdparation von pcDNAHSMrgE bzw. pcDNAHSMrgG. 1-3= pcDNAHSMrgE,
4-6=pcDNAHSMrgG, 7=pcDNA3.1(-) und A=Marker (Anlage 3A). Alle Plasmide wurden

unverdaut aufgetragen.

Der anschlieBende Kontrollverdau der Minis 1-6 mit dem Restriktionsenzym Apal fiir
pcDNAHSMrgE- bzw. pcDNAHSMrgG zeigte, das sowohl die Mini 2 und 3 mit dem HSMrgE-
Fragment als auch die Mini 5 und 6 mit dem HSMrgG-Fragment in richtiger Richtung im
pcDNA3.1(-)-Vektor lagen (Abb.4.15). Fiir die richtige Lage musste das durch Apal generierte
HSMrgE-Fragment eine Lidnge von 485bp und das durch Apal generierte HSMrgG-Fragment
eine Linge von 950bp aufweisen (Abb.4.15). Bei Fragmentlingen von 522bp fiir HSMrgE und
94bp fir HSMrgG lag das kodierende Fragment in falscher Orientierung im pcDNA3.1(-)-
Vektor.

1000bp —
750bp 950bp HSMrgG
300bp — 485bp HSMirgE

Abb.4.15: Kontrollverdau von pcDNAHSMrgE und pcDNAHSRNMrgG mit dem Enzym Apal.
Uberpriifung des Klonierungserfolges in den pcDNA3.1(-)-Vektor: 1-3= pcDNAHSMrgE; 4-6=
pcDNAHSMrgG,; M=0 GeneRuler™ Ikb DNA Ladder (Anlage 3B); A=Marker.
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Zur Maxi-Praparation (3.1.9.2) wurden die Kulturen der Mini 2 (HSMrgE) und Mini 6
(HSMrgG) weiter genutzt (Abb.4.16), um eine grofle Menge an qualitativ hochwertiger DNA zu
gewinnen. Es wurde die Mini 2 fiir den Maxi-Ansatz des pcDNAHSMrgE und fiir den Maxi-
Ansatz des pcDNAHSMrgG die Mini 6 verwendet. Zur Kontrolle wurden die Maxis ebenfalls
sequenziert (Abb.4.17 und 4.18).

Abb.4.16: Maxiprdparation von pcDNAHSMrgE, pcDNAHSMrgG, pcDNARNMrgE bzw.
pcDNARNMrgG; 1/2=pcDNAHSMrgE, 3/4=pcDNAHSMrgG, 5/6=pcDNARNMrgE,
7/8=pcDNARNMrgG, 1,3,7=geschnitten mit Notl; 5=geschnitten mit Notl und Apal; 2, 4, 6,
8=unverdaut; ®=Marker, L1=Marker (Anlage 3A und 3C). Die Beschreibung der Maxi-
praparation von pcDNARNMrgE und pcDNARNMrgG wurde in 4.1.4.3.2 beschrieben.

Die Sequenzierung des Maxi-Ansatzes (Abb.4.17 und 4.18) zeigte 99% Ubereinstimmung mit
den zuvor sequenzierten HSMrgE- bzw. HSMrgG-Fragmenten (4.1.4.2.2) und bestétigte die
exakte Klonierung in den pcDNA3.1(-)-Vektor.

Notl HSMrgES51
AAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGABEIIBBECEBEGAATTCACTAGTGATGAGGCCATGATGGAGC
CCAGAGAAGCTGGACAGCACGTGGGGGCCGCCAACGGCGCCCAG A822bp AGGCTGAGCTGGGGGCCGTCGGGAG
ACCTCCCGCCGGGGCCTGGTGGACATAGCAGCCTGAGCAATCGAATTCCCEBEIIEEEBECCACTGTGCT

HSMrge31 Notl
GGATATCTGCAGAATTCCACCACACTGGACTAGTGG

Abb.4.17: Ausschnitt aus dem Sequenzierungsergebnis der Maxi pcDNAHSMrgE; kursiv: Teile
des pcDNA3.1(-)-Vektors (Anlage 2); fett: Reste der T Easy-Vektors (Anlage 2); hellgrau
hinterlegt: Primer HSMrgE51 und HSMrgE31; dunkelgrau hinterlegt: Notl-Schnittstellen
(Klonierungsstellen);, normal: 5 - und 3 -Enden der HSMrgE-Sequent.
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Notl HSMrgG52
AAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGABEIBEEEEEGAATTCCTAGTGATTCCATGGATGCCACTCC
CTGTGCCCCCAGCGGGGGCACAAAAGA A906bp GACAGTCCTGCCCATGGGTCTCCTATAAGTGGGCAATCGAAT

HSMrgG32
TCCCBENBEEEECCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCCACCACACTGGACTAGTGG
Notl

Abb.4.18: Ausschnitt aus dem Sequenzierungsergebnis der Maxi pcDNAHSMrgG; kursiv: Teile
des pcDNA3.1(-)-Vektors (Anlage 2); fett: Reste der T Easy-Vektors (Anlage 2); hellgrau
hinterlegt: Primer HSMrgG52 und HSMrgG32; dunkelgrau hinterlegt: Notl-Schnittstellen
(Klonierungsstellen);, normal: 5 - und 3 -Enden der HSMrgG-Sequentz.

4.1.4.3 Klonierung der MrgE- und MrgG-Fragmente der Ratte in Expressions-
Vektoren

4.1.4.3.1 Klonierung der MrgE- und MrgG-Fragmente der Ratte in den T Vektor

Die Klonierung der isolierten PCR-Fragmente von RNMrgE und RNMrgG (Abb.4.8, Abb.4.9)
erfolgte durch Ligation (3.1.6) in den T Vektor (2.2) und Transformation des Ligationsansatzes
in kompetente Zellen des Bakteriums E. coli (2.1, 3.1.7). Anschlieend wurden wie in 4.1.4.2 die
weillen Kolonien fiir die Miniprdparation (3.1.8.1) verwendet. Im folgenden Kontrollverdau
(Abb.4.19; 3.1.9) wurde die Mini 2 (TV-RNMrgE) mit den Restriktionsenzymen Apal/Notl (2.3)
und die Mini 6 (TV-RNMrgG) mit BstZ I geschnitten (2.3) und so der Klonierungserfolg
iiberpriift (Abb.4.19). Die Lénge des Kontrollverdaus entsprach in etwa der Bandenldnge der
isolierten PCR-Fragmente, folglich wurden die Mini 2 und Mini 6 zur exakten Bestimmung der

RNMrgE- und RNMrgG-Fragmente sequenziert (Anlage 4 und 5).

Abb.4.19: Kontrollverdau von TV-RNMrgE und TV-RNMrgG mit dem Enzym Notl/Apal bzw.
BstZ I. Uberpriifung des Klonierungserfolges der isolierten PCR-Fragmente: 1= TV-RNMrgE
unverdaut; 2-4= TV-RNMrgE verdaut; 5= TV-RNMrgG unverdaut;, 6-8= TV-RNMrgG verdaut
(Abb.4.8 und Abb.4.9); A=Marker (Anlage 3A4).
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4.1.4.3.2 Die Sequenzanalyse der isolierten RNMrgE- und RNMrgG-Fragmente

Die beiden Miniansdtze wurden zur Sequenzierung an die Invitek GmbH geschickt (3.1.10.1).
Das Ergebnis der Sequenzierung konnte wie in 4.1.4.2.1 mittels des BLAST-Search Programms
(3.1.10.2) auf Homologien mit der RNMrgE-Sequenz und der RNMrgG-Sequenz der Datenbank
(RNMrgE:,,Gen-Bank accession” Nummer: AF518247; RNMrgG: ,,Gen-Bank accession*
Nummer: AF518248) verglichen werden (Anlage 4 und 5).

Das Sequenzierungsergebnis fiir TV-RNMrgE (Anlage 4) zeigt zwei Punktmutationen an
Aminosédureposition 164 und 223, die zu einem Austausch der Aminosdure fiihrten (Prol64Leu
und Phe223Leu; Anlage 4 und 7). Genauere Analysen, analog derer in 4.1.4.2.2 fiir TV-HSMrgE
bzw. TV-HSMrgG, ergaben, dass die erste Mutation im Bereich zwischen TM4 und TMS5
(zweite extrazelluldre Schlaufe) und die zweite Mutation in der sechsten transmembranen
Doméne (TM6) liegt (Anlage 7). Der Vergleich mit den korrelierenden Stellen im konstitutiv
aktiven RNMas-Rezeptor zeigte, dass RNMas an diesen Stellen weder die originale RNMrgE-
Aminosdure noch die Mutierte trug. Somit scheinen beide Aminosdureaustausche an Stellen zu
liegen, die nicht fiir die konstitutive Aktivierung verantwortlich sind (Anlage 7). Dement-
sprechend wurde das RNMrgE-Fragment weiter verwendet. Die Rezeptor cDNA-Sequenz von
TV-RNMrgG stimmte zu 100% mit der RNMrgG-Sequenz aus der Datenbank iiberein (Anlage 5
und 7).

4.1.4.3.3 Klonierung der RNMrgE- und RNMrgG-Fragmente in den pcDNA3.1(-)-
Vektor

AnschlieBend erfolgte die Umklonierung der Fragmente in den pcDNA3.1(-)-Vektor (2.1.1). Die
Minis 2-4 (TV-RNMrgE) wurden mit den Enzymen Apal und Notl (2.3) und die Minis 6-8 (TV-
RNMrgG) mit BstZ I (2.3) verdaut (3.1.9). Die gewonnenen RNMrgE- und RNMrgG-Fragmente
wurden in den pcDNA3.1(-)-Vektor ligiert, der zuvor mit dem Restriktionsenzym Notl verdaut
worden war. Zur Vermeidung von Religation wurden die Phosphatenden der Vektormolekiile
durch alkalische Phosphatase (2.3; 3.1.5) abgespalten. Nach Ligation (3.1.6) und Transformation
(3.1.7) erfolgte die Mini-Praparation der gepickten weillen Kolonien (Abb.4.20; 3.1.8.1).

Der folgende Kontrollverdau (3.1.9) mit dem Enzym Kpnl fiir pcDNARNMrgE bzw. BamHI fiir
pcDNARNMrgG zeigte, dass sowohl die Minis 1 und 2 mit dem RNMrgE-Fragment als auch die
Minis 4,5 und 6 mit dem RNMrgG-Fragment in richtiger Orientierung im pcDNA3.1(-)-Vektor
lagen (Abb.4.21). Fiir die richtige Lage musste das durch Kpnl generierte RNMrgE-Fragment
eine Lange von 636bp und das durch BamHI generierte RNMrgG-Fragment eine von 329bp
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haben (Abb.4.21). Bei einer Fragmentldnge von 492bp fiir RNMrgE und 691bp fiir RNMrgG lag
das kodierende Fragment in falscher Orientierung im pcDNA3-1(-)-Vektor.

Abb.4.20  Miniprdparation von pcDNARNMrgE und pcDNARNMrgG, [=pcDNA3.1(-), 2-
4=pcDNARNMrgE; 5-7=pcDNARNMrgG,; ®=Marker; A=Marker (Anlage 34 und 3C).

Zur Maxi-Praparation (3.1.8.2) wurden die Kulturen der Mini 1 (RNMrgE) und Mini 6
(RNMrgG) weiter genutzt, um eine grofle Menge an qualitativ hochwertiger DNA zu gewinnen.
Es wurde die Mini 1 fiir die pcDNARNMrgE-Maxi und fiir die pcDNARNMrgG-Maxi die Mini
6 verwendet (Abb.4.20). Die Abbildung hierzu befindet sich in Kapitel 4.1.4.2.3. Zur Kontrolle
wurden die Maxis (Abb.4.16 in 4.1.4.2.3) ebenfalls sequenziert (Sequenzierungsergebnis nicht
gezeigt, sondern nur fiir die humanen Fragmente; Abb.4.17, Abb.4.18).

603bp —» 636bp RNMrgE

310bp —» 329bp RNMrgG

Abb.4.21: Kontrollverdau von pcDNARNMrgE und pcDNAHSRNMrgG mit dem Enzym Kpnl
bzw. BamHI. Uberpriifung des Klonierungserfolges in den pcDNA3.1(-)-Vektor: 1=
PcDNARNMrgE; 2-5= pcDNARNMrgG, ®=Marker (Anlage 3C).
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4.1.5 Untersuchung zur konstitutiven Aktivitit der neu isolierten

Rezeptoren
Die neu gewonnenen Plasmide von pcDNA3.1(-)HSMrgE, pcDNA3.1(-)HSMrgG, pcDNA3.1-
(-)RNMrgE und pcDNA3.1(-)RNMrgG wurden, wie unter 4.1.1 beschrieben, in HEK293A-
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Abb.4.22: Die SRF-Aktivierung in HEK293A4-Zellen nach Transfektion der humanen Mas-,
MrgE- und MrgG-Rezeptoren in steigender Plasmid-Konzentration (25ng, 50ng, 75ng). Der
Basalwert (B), nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ***P<0,001 vs.

Basalwert; n > 3%3.
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Abb.4.23: Die SRF-Aktivierung in HEK293A-Zellen nach Transfektion der Ratten-Mas-, MrgE-
und MrgG-Rezeptoren in steigender Plasmid-Konzentration (25ng, 50ng, 75ng). Der Basalwert

(B): nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;, ***P<0,001 vs. Basalwert;

n>3x3.
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Zellen transfiziert und die Luziferase-Produktion gemessen. Es konnte weder fiir die neu
klonierten humanen noch fiir die Rezeptoren aus der Ratte ein signifikanter Anstieg in der
Luziferase-Produktion im Vergleich zum Basalwert gemessen werden (Abb.4.22, Abb.4.23). Die
Plasmide von pcDNA3.1(-)HSMas bzw. pcDNA3.1(-)RNMas wurden als Positiv-Kontrollen
mitgefiihrt.

4.1.6 Untersuchung zur konstitutiven Aktivierung des Transkriptions-

faktors NFxB

Bisher wurde ausschlieBlich die Aktivierung des Transkriptionsfaktors SRF ermittelt. Um zu
zeigen, ob auch andere Transkriptionsfaktoren durch Mitglieder der Mrg-Familie konstitutiv
aktiviert werden, wurde die Aktivierung von NFxB untersucht. NFkB ist ein wichtiger
Transkriptionsfaktor, der von groBer Bedeutung fiir die Regulation der Immunantwort, der
Zellproliferation und des Zelltodes ist (Sun et al., 2002). HEK293A-Zellen wurden wie in 4.1.1
mit steigenden Konzentrationen pcDNA3.1(-) der unterschiedlichen Rezeptoren der Mrg-Familie
transfiziert (3.2.6). Die Aktivierung des NF«kB-Signalweges wurde mit Hilfe des ,,Dual-

Luciferase Assay*“ ermittelt (2.10; 3.2.5) und anschlieend die mit dem Luminometer (2.11,
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Abb.4.24: Die NFxB-Aktivierung in HEK293A-Zellen nach Transfektion mit den humanen
Mas-, MrgD-, MrgX4-, MrgE- und MrgG-Rezeptoren in steigender Plasmid-Konzentration
(25ng, 50ng, 75ng). Der Basalwert (B), nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins
gesetzt; ¥*P=0,05, ***P<0,001 vs. Basalwert; n > 3 x3.
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3.2.8) gemessenen Werte mit dem Basalwert aus nur pcDNAS3.1(-)-transfizierten Zellen
verglichen.

Eine signifikante Erh6hung in der Luziferase-Produktion konnte, wie zuvor fiir SRF, bei dem
HSMas-, dem HSMrgD- und dem HSMrgX4-Rezeptor demonstriert werden (Abb.4.24). Die
beiden Negativ-Kontrollen, HSMrgE- und HSMrgG-, zeigten keine signifikante Steigerung der
Luziferase-Produktion (Abb.4.24).

4.1.7 Untersuchung zur konstitutiven Aktivitit der humanen MRG-,
MrgD-, MrgE-, MrgF-, MrgG-, MrgX1-, MrgX2-, MrgX3- und
MrgX4-Rezeptoren, des murinen MrgH-Rezeptors und der Mas-,
MrgE- und MrgG-Rezeptoren der Ratte in NIH3T3-Zellen
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Abb.4.25: Die SRF-Aktivierung in NIH3T3-Zellen nach Transfektion mit humanen Rezeptoren
der Mrg-Familie und dem murinen MrgH-Rezeptor in steigender Plasmid-Konzentration (25ng,

50ng, 75ng); Der Basalwert (B), nur pcDNA3. 1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;
**4¥P<0,001 vs. Basalwert, ##P<0,01; ###P<0,001 vs. Mas-transfizierten Zellen;, n > 3 3.



ERGEBNISSE 62

Ein weiterer Zelltyp, NIH3T3-Zellen (2.1), wurde herangezogen, um herauszufinden, ob auch in
diesen die zuvor identifizierten konstitutiv aktiven Rezeptoren, HSMas, HSMrgD und
HSMrgX4, eine erhohte Luziferase-Produktion generieren. Als Transkriptionsfaktor wurde wie
in 4.1.1 der SRF verwendet (3.2.5). Verglichen wurden die Werte mit dem Basalwert (nur
pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen). Es konnte gezeigt werden, dass der Mas-Rezeptor konstitutiv
aktiv ist (Abb.4.25). Die weiteren in HEK293A-Zellen konstitutiv aktiven Rezeptoren,
HSMrgD- und HSMrgX4, zeigen auch in den NIH3T3-Zellen eine erhohte Luziferase-
Produktion (Abb.4.25). In HEK293A-Zellen hat der HSMrgD-Rezeptor im Vergleich zu den
beiden anderen konstitutiv aktiven Rezeptoren signifikant die hochste Luziferase-Produktion
(Abb.4.3), wohingegen in den NIH3T3-Zellen der HSMrgX4-Rezeptor die hochste Luziferase-
Produktion aufweist (Abb.4.25). Fiir die anderen untersuchten Rezeptoren der Mrg-Familie,
HSMRG, HSMrgF, HSMrgX1, HSMrgX2 und HSMrgX3, lieB sich keine signifikante
konstitutive Aktivitit nachweisen (Abb.4.25). Auch die ,neu* klonierten HSMrgE- und
HSMrgG-Rezeptoren sowie der murine MrgH-Rezeptor (Abb.4.25) zeigten keine signifikante

Erh6hung der Luziferase-Produktion.
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Abb.4.26: Die SRF-Aktivierung in NIH3T3-Zellen nach Transfektion mit den RNMas-,
RNMrgE- und RNMrgG-Rezeptoren in steigender Plasmid-Konzentration (25ng, 50ng, 75ng).
Der Basalwert (B), nur pcDNA3. 1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; n > 3 X3.

Eine signifikante Erhohung der Luziferase-Produktion des RNMas-Rezeptors in NIH3T3-Zellen
konnte nicht nachgewiesen werden. Somit scheint die konstitutive Aktivitit des Mas-Rezeptors
der Ratte, die in den HEK293A-Zellen gemessen wurde (Abb.4.2), nicht in NIH3T3-Zellen zu
funktionieren (Abb.4.26). Fiir die neu klonierten RNMrgE- und RNMrgG-Rezeptoren konnte,
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wie erwartet, keine signifikante Verdnderung der Luziferase-Produktion festgestellt werden

(Abb.4.26).

4.1.8 Untersuchung zur Kkonstitutiven Aktivitit der humanen Mas-,
MrgD-, MrgE-, MrgG- und MrgX4-Rezeptoren in BAE-Zellen
Um die mogliche physiologische Bedeutung der konstitutiven Aktivierung von Mrg-Rezeptoren
zu untersuchen, wurden als weiterer Zelltyp bovine Aorten-Endothelzellen (BAE-Zellen; 2.1)
mit dem humanen Mas-, MrgD-, MrgE-, MrgG- und MrgX4-Rezeptor transfiziert. Anhand der
Aktivierung des SRF-Transkriptionsfaktors wurde die konstitutive Aktivitdt der verschiedenen
Rezeptoren ermittelt (3.2.5), mit Hilfe des ,,Dual-Luciferase Reporter Assay Systems® (2.10,
3.2.5) die Luziferase-Produktion gemessen (2.11; 3.2.8) und die Ergebnisse wurden mit dem
Basalwert verglichen. Die BAE-Zellen wurden ausgewéhlt, weil sie leichter zu transfizieren sind
als vaskulire glatte Muskelzellen (VSMC) (Peir6 et al., 1995) und der HSMas-Rezeptor in
diesen exprimiert wird (Peir6 et al., 2007). Des Weiteren sind bovine Aorten-Endothelzellen

(BAE-Zellen) humanen BAE-Zellen sehr dhnlich.
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Abb.4.27: Die SRF-Aktivierung in BAE-Zellen nach Transfektion mit den humanen Mas-,
MrgD-, MrgX4-, MrgE- und MrgG-Rezeptoren in steigender Plasmid-Konzentration (25ng,

50ng, 75ng); Der Basalwert (B), nur pcDNA3. 1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt,
*P<0,01, **P<0,05, ***P<0,001 vs. Basalwert; n > 3 x3.
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Die konstitutive Aktivitdt des HSMas-Rezeptors bestitigte sich, da eine signifikante Erh6hung
der Luziferase-Produktion gemessen wurde (Abb.4.27). Fiir den HSMrgD konnte ebenfalls eine
signifikante Luziferase-Produktion festgestellt werden, wohingegen fiir den HSMrgX4-,
HSMrgE- und HSMrgG Rezeptor keine signifikante konstitutive Aktivitit nachgewiesen wurde
(Abb.4.27).

4.2 Identifizierung von Angiotensin-Metaboliten als mogliche

Rezeptorliganden

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Blut-
druckes und in der Pathogenese kardiovaskuldrer Krankheiten (Burnier et al., 2000; Kim et al.,
2000). In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass das Mas-Protein als ein potentieller
Rezeptor fiir Angll fungiert. Im Jahre 2005 gelang es Kostenis et al. zu zeigen, dass der Mas-
und der AT,-Rezeptor interagieren und so die die physiologischen Effekte von Angll
beeinflussen. Lange Zeit galt das Oktapeptid Angll als das einzige aktive Peptid des RAS, bis
erkannt wurde, dass auch andere Ang-Metabolite, wie AnglIl [Ang-(2-8)], AnglV [Ang-(3-8)]
oder Ang-(1-7), Effekte des RAS vermitteln (Ardaillou, 1997). Des Weiteren zeigte die Arbeits-
gruppe von Prof. Walther, dass der Angll-Metabolit Ang-(1-7) als ein funktioneller Agonist der
Mas-Rezeptors agiert (Santos et al., 2003). Daraus ergab sich die Uberlegung, dass Ang-(1-7)-
dhnliche Peptide Liganden fiir Rezeptoren sein konnten, die der Mas-Sequenz dhneln. Deshalb
wird in dieser Arbeit auch die Interaktion verschiedener Ang-Peptide mit den Rezeptoren der
Mrg-Familie untersucht. Verwendet wurden folgende Peptide: Angll, Anglll, Ang-(1-7) und
Ang-(1-9) und folgende humane Rezeptoren der Mrg-Familie: HSMas, HSMrgD, HSMrgX4,
HSMrgE und HSMrgG (2.2.2, 2.6). Um die Gruppe der Ang-Peptide zu vervollstindigen, sind
nachfolgend zwei weitere Metabolite, AnglV und Ang-(1-5), hinzugekommen und auf mogliche
Interaktionen mit den humanen Mrg-Rezeptoren untersucht worden. Anhand der Luziferase-
Produktion, die durch das SRE initiiert wird, wurde die mogliche Stimulation (3.2.7) intra-
zelluldrer Signalwege nach Ligand/Rezeptor-Interaktion in HEK293A-Zellen gemessen (3.2.8).

4.2.1 Interaktion der Angiotensin-Metabolite mit dem humanen Mas-

Rezeptor
HEK?293A-Zellen wurden mit dem humanen Mas-Rezeptor transfiziert und 6-8 Stunden spéter
mit den Angiotensinen Angll, Anglll, Ang-(1-7) und Ang-(1-9) in einer Konzentration von

10° M stimuliert (3.2.7). Die Kontrollzellen (Kontrolle) wurden nur mit isotonischer
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Kochsalzlosung (2.5) stimuliert. Die Messung der Luziferase-Produktion ergab keinen
signifikanten Effekt der Ang-Peptide auf die konstitutive Aktivitdit des HSMas-Rezeptors
(Abb.4.28). Um fehlerhafte Transfektion oder Stimulation ausschlieBen zu konnen, wurde als
Positivkontrolle der AT;-Rezeptor transfiziert und diese Zellen mit Angll stimuliert. Seit langem
ist bekannt, dass Angll via AT; das SRE stimulieren kann. HEK293A-Zellen, die nur mit
pcDNA3.1(-) und den Luziferase-Plasmiden transfiziert worden waren(3.2.6), zeigten nach
Stimulation mit AnglI keine signifikante Verdnderung in der Luziferase-Produktion, wohingegen
AT, -transfizierte Zellen mit einem signifikanten Luziferase-Anstieg auf Angll-Stimulation
reagierten. Damit konnte nun auch ausgeschlossen werden, dass HEK293A-Zellen endogen

bereits AT -Rezeptoren exprimieren (Abb.4.28).
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Abb.4.28:  Stimulation des SRE durch Angll, Anglll, Ang-(1-7), Ang-(1-9) in pcDNA3.1(-)- und
Mas-transfizierten HEK293A4-Zellen. Die Kontrollzellen (Kontrolle) wurden nur mit isotonischer
Kochsalzlosung stimuliert. Als Positivkontrolle galt die Stimulation von AT; mit Angll (rechts im

Bild); Konzentration der Ang-Peptide: 10° M. §$§P<0,001 vs. AT;; n > 3x3.

Fiir die zwei weiteren Peptide, Ang-(1-5) und AnglV, konnte in einem zusitzlichen Versuch im
Vergleich zum unstimulierten HSMas-Rezeptor ebenfalls keine signifikante Erhohung in der

Luziferase-Produktion gemessen werden (Abb.4.29).
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Abb.4.29: Stimulation des SRE durch Ang-(1-5) und AnglV in pcDNA3.1(-)- und HSMas-

transfizierten HEK293A-Zellen. Die Kontrollzellen (Kontrolle) wurden nur mit isotonischer

Kochsalzlosung stimuliert; Konzentration der Ang-Peptide: 107° M; n > 2x3.
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Abb.4.30: Stimulation des SRE durch die Ang-
Peptide Angll, Anglll, Ang-(1-7) und Ang-
(1-9) in HSMrgD-transfizierten HEK-293A-
Zellen. Die Kontrollzellen (Kontrolle) wurden
nur mit isotonischer Kochsalzlosung stimu-
liert; Konzentration der Ang-Peptide: 1 0° M;

n>4x3.

Interaktion der Angiotensin-Metabolite mit dem humanen MrgD-
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Abb.4.31: Stimulation des SRE durch die Ang-
Peptide Angll, Anglll, Ang-(1-7) und Ang-
(1-9) in HSMrgX4-transfizierten HEK-293A4-
Zellen. Die Kontrollzellen (Kontrolle) wurden
nur mit isotonischer Kochsalzlésung stimu-
liert; Konzentration der Ang-Peptide: 10° M;

n>4x3.
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Die funktionelle Interaktion von HSMrgD und HSMrgX4 mit den Ang-Peptiden wurde wie in
4.1.2 anhand der Anderung der Luziferase-Produktion bestimmt. In 4.1.1 wurde gezeigt, dass
HSMrgD konstitutiv aktiv ist. Diese konstitutive Aktivitét lie sich nach der Stimulation mit
Angll, Anglll, Ang-(1-7) und Ang-(1-9) nicht signifikant verdndern (Abb.4.30). Auch die
Stimulation des konstitutiv aktiven HSMrgX4-Rezeptors mit diesen Ang-Peptiden (Abb.4.31)
ergab keinen signifikanten Effekt auf die Luziferase-Produktion im Vergleich zum un-
stimulierten HSMrgX4-Rezeptor. Die beiden anderen Ang-Peptide, Ang-(1-5) und AnglV,
wiesen im Vergleich zum unstimulierten HSMrgD-Rezeptor bzw. HSMrgX4-Rezeptor ebenfalls
keinen signifikanten Effekt auf die Luziferase-Produktion auf (Abb.4.32 und Abb.4.33).
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Abb.4.32: Stimulation des SRE durch Ang-  Abb.4.33: Stimulation des SRE durch Ang-
(1-5) und AnglV in HSMrgD-transfizierten (1-5) und AnglV in HSMrgX4-transfizierten
HEK293A4-Zellen. Die Kontrollzellen (Kon- — HEK293A-Zellen. Die Kontrollzellen (Kon-

trolle) wurden nur mit isotonischer Kochsalz- trolle) wurden nur mit isotonischer Kochsalz-
losung stimuliert; Konzentration der Ang-  losung stimuliert; Konzentration der Ang-
Peptide: 10° M; n>2x3. Peptide: 10° M; n>2x3.

4.2.3 Interaktion der Angiotensin-Metabolite mit dem humanen MrgE-

und MrgG-Rezeptor
Die Interaktion von Ang-(1-7), Ang-(1-9), Angll und AnglIl mit den HSMrgE- und HSMrgG-
Rezeptoren zeigt keine signifikante Steigerung in der Luziferase-Produktion im Vergleich zu den
nicht stimulierten HSMrgE- und HSMrgG-Rezeptoren (Abb.4.34 und Abb.4.35). Auch Ang-
(1-5) und AnglV verdnderten die Luziferase-Produktion im Vergleich zu den unstimulierten

HSMrgE- und HSMrgG-Rezeptoren nicht (Abb.4.36 und Abb.4.37).
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Abb.4.34:  Stimulation des SRE durch Angll,

Anglll, Ang-(1-7) und Ang-(1-9) in HSMrgE-
transfizierten HEK293A-Zellen. Die Kontroll-
zellen (Kontrolle) wurden nur mit isotonischer

Kochsalzlosung stimuliert; Konzentration der

Ang-Peptide: 10° M; n > 3x3.
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Abb.4.36: Stimulation des SRE durch Ang-
(1-5) und AnglV in HSMrgE-transfizierten
HEK293A4-Zellen. Die Kontrollzellen (Kon-
trolle) wurden nur mit isotonischer Kochsalz-

losung stimuliert; Konzentration der Ang-

Peptide: 10° M; n > 3x3.
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Abb.4.35: Stimulation des SRE durch Angll,
AngllIl, Ang-(1-7) und Ang-(1-9) in HSMrgG-
transfizierten HEK293A-Zellen. Die Kontroll-
zellen (Kontrolle) wurden nur mit isotonischer

Kochsalzlosung stimuliert; Konzentration der

Ang-Peptide: 10°M; n > 3x3.
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Abb.4.37: Stimulation des SRE durch Ang-
(1-5) und AnglV in HSMrgG-transfizierten
HEK293A4-Zellen. Die Kontrollzellen (Kon-
trolle) wurden nur mit isotonischer Kochsalz-

losung stimuliert; Konzentration der Ang-

Peptide: 10° M; n > 3%3.
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4.3 Rezeptor/Rezeptor-Interaktionen

Lange Zeit wurden die GPCRs als eine monomere Einheit angesehen, bis vor einiger Zeit gezeigt
werden konnte, dass GPCRs als Homo- oder Heterodimere existieren konnen und ihre Funktion
moglicherweise als Homooligomer (Bouvier, 2001) oder Heterooligomer ausiiben (Milligan et
al., 2003; Milligan et al., 2004). Daraus ergab sich fiir diese Arbeit die Uberlegung, dass
moglicherweise durch die Bildung eines Heterooligomere Komplexes die konstitutive Aktivitét
der in 4.1 identifizierten Rezeptoren beeinflusst wird. Zur Auswahl standen die drei humanen
konstitutiv aktiven Rezeptoren (Mas, MrgD und MrgX4) und die beiden in 4.1 ,,neu* klonierten
humanen MrgE- und MrgG-Rezeptoren, die mit gleicher Konzentration (50ng) in HEK293A-
Zellen transfiziert wurden (3.2.5). Mit Hilfe des ,,Dual-Luciferase Reporter Assay System‘
(2.10; 3.2.5) wurde anhand der Luziferase-Produktion, die durch das SRE initiiert wird, die
moglichen Effekte einer Interaktion der verschiedenen Rezeptorkombinationen auf intrazellulédre

Signalwege gemessen (3.2.8).

4.3.1 Interaktion der humanen Mas- und MrgD-Rezeptoren
Die beiden konstitutiv aktiven HSMas- und HSMgD-Rezeptoren zeigten in Kombination keinen
additiven bzw. inhibitorischen Effekt im Vergleich zu den allein exprimierten HSMas- und

HSMrgD-Rezeptoren, da es zu keiner weiteren Erh6hung/Minimierung der maximalen HSMrgD
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Abb.4.38: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMas und HSMrgD (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimierten
Rezeptoren. Der Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;

***¥P<() 001 vs. Basalwert; n > 3x3.
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-Aktivitdt durch HSMas-Koexpression kam (Abb.4.38). Im Vergleich zum Basalwert (Basal) ist
die Luziferase-Produktion von HSMas und HSMrgD wie erwartet signifikant erhoht (Abb.4.38).

4.3.2 Interaktion der humanen Mas- und MrgX4-Rezeptoren

Wie in 4.3.1 wurden der HSMas- und der HSMrgX4-Rezeptor (50ng) koexprimiert. Es konnte
gezeigt werden, dass die gemeinsame Expression im Vergleich zu den einzeln exprimierten
HSMas und HSMrgX4 keinen signifikanten Anstieg der Luziferase-Produktion bewirkt
(Abb.4.39).
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Abb.4.39: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMas und HSMrgD (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimierten
Rezeptoren. Der Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;

***¥P<(),001 vs. Basalwert; n > 3x3.

4.3.3 Interaktion der humanen Mas- und MrgE-Rezeptoren

Bekannt ist, dass der Mas-Rezeptor mit dem AT;-Rezeptor einen heterooligomeren Komplex
bildet und so die Eigenschaften von Angll beeinflusst (Kostenis et al., 2005). Auf der Suche
nach weiteren Rezeptoren, die durch eine mogliche Heterooligomerisation die Signaleigen-
schaften von Mas verdandern konnten, wurde der HSMas-Rezeptor mit dem HSMrgE-Rezeptor
koexprimiert. Der HSMas-Rezeptor zeigt allein exprimiert, wie erwartet, eine konstitutive
Aktivitdt (Abb.4.40). Fiir den HSMrgE-Rezeptor liel sich kein signifikanter Effekt feststellen.
Allerdings konnte bei gemeinsamer Expression von HSMrgE mit dem konstitutiv aktiven
HSMas-Rezeptor die Luziferase-Produktion des HSMas-Rezeptors signifikant um mehr als 85%
gesenkt werden (HSMas+HSMrgE: 21,2+3,22RLU vs. Mas: 165,3£17,17RLU; Abb.4.40).
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Abb.4.40: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMas und HSMrgE (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimierten
Rezeptoren. Der Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;
***¥P<() 001 vs. Basalwert; ###P<0,001 vs. HSMas; n > 3X3.

4.3.4 Interaktion der humanen Mas- und MrgG-Rezeptoren
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Abb.4.41: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMas und HSMrgG (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimierten
Rezeptoren. Der Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;

***p<() 001 vs. Basalwert; n > 3x3.
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Im Gegensatz zu HSMrgE konnte HSMrgG in Koexpression mit dem HSMas-Rezeptor zu
keiner signifikanten Steigerung oder Reduktion der Luziferase-Produktion fiihren, da im
Vergleich zu dem allein exprimierten HSMas-Rezeptor die maximale HSMas-Aktivitit nicht

weiter verandert wurde (Abb.4.41).

4.3.5 Interaktion der humanen MrgD- und MrgX4-Rezeptoren

In den HEK293A-Zellen zeigen die beiden konstitutiv aktiven humanen MrgD- und MrgX4-
Rezeptoren in Kombination keinen additiven Effekt im Vergleich zu den allein exprimierten
HSMrgD- und HSMrgX4-Rezeptoren, da es zu keiner weiteren Erhéhung der maximalen
HSMrgD-Aktivitit durch HSMrgX4-Koexpression kam (Abb.4.42).
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Abb.4.42: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgD und HSMrgX4 in HEK293A4-
Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimierten Rezeptoren. Der
Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ***P<0,001 vs.

Basalwert; n > 3x3.

4.3.6 Interaktion der humanen MrgD- und MrgE-Rezeptoren

Die gemeinsame Expression von HSMrgD und HSMrgE weist, wie zuvor auch schon in 4.4.3 fiir
HSMas und HSMrgE gezeigt, eine signifikante Reduktion der Luziferase-Produktion im
Vergleich zum allein exprimierten HSMrgD-Rezeptor auf (HSMrgD/HSMrgE: 189,6+14,07RLU
vs. HSMrgD: 289,4+11,31RLU; Abb.4.43).
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Abb.4.43: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgD und HSMrgE (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und zu den beiden einzeln exprimierten
Rezeptoren. Der Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt,
*¥*¥p<0,001 vs. Basalwert, £££P<0,001 vs. HSMrgD; n = 3 x4.

4.3.7 Interaktion der humanen MrgD- und MrgG-Rezeptoren
Im Gegensatz zu HSMrgE konnte HSMrgG in Koexpression mit dem HSMrgD-Rezeptor, wie

zuvor auch schon in 4.4.4 fir HSMas und HSMrgG nachgewiesen, zu keiner signifikanten
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Abb.4.44: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgD und HSMrgG in HEK2934-
Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimierten Rezeptoren. Der
Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ***P<0,001 vs.

Basalwert; n > 3%3.
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Steigerung oder Reduktion der Luziferase-Produktion fiihren, da im Vergleich zu dem allein
exprimierten HSMrgD-Rezeptor die maximale HSMrgD-Aktivitét nicht weiter verdndert wurde
(Abb.4.44).

4.3.8 Interaktion der humanen MrgX4- und MrgE-Rezeptoren
Im Gegensatz zu HSMas (4.3.3) und HSMrgD (4.3.6) konnte HSMrgE die konstitutive Aktivitit
von HSMrgX4 nicht hemmen, weil die maximale Luziferase-Produktion von HSMrgX4 in

Koexpression mit HSMrgE nicht signifikant verdndert wurde (Abb.4.45).
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Abb.4.45: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgX4 und HSMrgE (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den Rezeptoren einzeln exprimiert.
Der Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ***P<0,001 vs.

Basalwert; n > 3%3.

4.3.9 Interaktion der humanen MrgX4- und MrgG-Rezeptoren
Die zusitzliche Expression von HSMrgG weist keinen signifikanten Effekt auf die Luziferase-

Produktion des allein exprimierten HSMrgX4-Rezeptors auf (Abb.4.46).
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Abb.4.46: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgX4 und HSMrgG in HEK293A4-
Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden einzeln exprimieren Rezeptoren. Der
Basalwert, nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ***P<0,001 vs.

Basalwert; n > 3%3.

4.3.10 Interaktion der humanen MrgE- und MrgG-Rezeptoren

Die Kombination von HSMrgE und HSMrgG ergibt keine signifikante Verdnderung der
Luziferase-Produktion im Vergleich zur alleinigen Expression von HSMrgE und HSMrgG
(Abb.4.47).
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Abb.4.47: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgE und HSMrgG (50ng) in
HEK293A4-Zellen im Vergleich zum Basalwert (Basal) und den beiden Rezeptoren einzeln
exprimiert. Der Basalwert, nur pcDNA3. 1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; n >

3x3.
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4.3.11 Dosisabhingiger Effekt von HSMrgE auf die konstitutive

Aktivitit von HSMas

Aufgrund der in 4.3.4 beschriebenen Reduktion der Luziferase-Produktion von HSMas bei
Koexpression mit HSMrgE wurde der dosisabhéngige inhibitorische Effekt von HSMrgE auf die
HSMas-Aktivitédt untersucht. Es konnte demonstriert werden, dass bei steigender Konzentration
des HSMrgE-Rezeptors (Ong, Sng, 10ng, 25ng, 50ng, 75ng, 100ng) und gleich bleibender
Konzentration von HSMas der inhibitorische Effekt auf die konstitutive Aktivitit des HSMas-
Rezeptors gesteigert wird (Abb.4.48). Fiir HSMas ohne HSMrgE-Koexpression wurde eine
Luziferase-Produktion von 179,2+13,84RLU vs. Basal gemessen. Steigt also die Konzentration
von HSMrgE, sinkt die Luziferase-Produktion von HSMas und somit dessen konstitutive

Aktivitét bis auf 4% bei 100ng HSMrgE 6,94+0,58RLU vs. HSMas (Abb.4.48).
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Abb.4.48: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMas (50ng) und HSMrgE (Ong, 5ng,
10ng, 25ng, 50ng, 75ng, 100ng) in HEK293-Zellen. Der Basalwert (Basal), nur pcDNA3.1(-)-
transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ###P<0,001 vs. HSMas; n > 2 %3.

4.3.12 Dosisabhiingiger Effekt von HSMrgE auf die Kkonstitutive
Aktivitat von HSMrgD

Milasta et al. (2006) beschrieben vor kurzem eine Interaktionen zwischen den Ratten-Mrg-

Rezeptoren, MrgD und MrgE.. Sie konnten zeigen, dass die Koexpression der Rezeptoren die

Fahigkeit von HSMrgD, auf B-Alanin anzusprechen, verringert, und so extra- und intrazelluldre

Wirkungen von B-Alanin reduziert werden. Aufgrund der in 4.3.6 beschriebenen Reduktion der
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Luziferase-Produktion von HSMrgD bei Koexpression mit HSMrgE wurde wie in 4.3.11 der
dosisabhdngige Effekt von HSMrgE auf die HSMrgD-Aktivitét untersucht. Die Dosis-Wirkungs-
Kurve demonstriert bei HSMrgD ohne Koexpression mit HSMrgE eine gemessene Luziferase-
Produktion von 208,8+17,59RLU vs. Basal. Steigt die Konzentration von HSMrgE, sinkt die
Luziferase-Produktion von HSMrgD bis auf 27% bei 100ng HSMrgE: 56,9+13,84RLU vs.
HSMrgD; Abb.4.49). Der hemmende Effekt von HSMrgE auf HSMrgD ist um 23% geringer als
der hemmende Effekt auf HSMas (Abb.4.3.11).
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Abb.4.49: Die SRF-Aktivierung nach Koexpression von HSMrgD (50ng) und HSMrgE (Ong,
Sng, 10ng, 25ng, 50ng, 75ng, 100ng) in HEK293-Zellen. Der Basalwert (Basal), nur
PcDNA3. 1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; ££P<0,001 vs. HSMrgD;
£££P<0,001 vs. MrgD; n > 2 %3.
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S. Diskussion

Die humanen GPCRs koénnen in fiinf eindeutige Sub-Familien eingeteilt werden (Fredriksson et
al., 2003). Diese Klassifikation basiert auf Charakteristika der transmembranen Doménen, die
anhand von phylogenetischen Analysen identifiziert wurden (Familie G, Glutamat Rezeptor, 15
Mitglieder; Familie R, Rhodopsin, 701 Mitglieder; Familie A, Adhésions-Rezeptoren, 24
Mitglieder; Familie F, ,frizzled*“/Geschmack Rezeptoren, 24 Mitglieder; Familie S, Sekretin
Rezeptoren, 15 Mitglieder; Fredriksson et al., 2003). Die Rhodopsin-Familie ist mit ihren 701
Mitgliedern die grofite der finf Familien und wird nochmals in vier Untergruppen (a, B, v, 0)
unterteilt. Der HSMas—Rezeptor und die Rezeptoren der Mrg-Familie gehoren in die 6-Gruppe
(Fredriksson et al., 2003). Die Rezeptor-Familie der Mrgs, deren Gene eine nahe Verwandtschaft
zum Mas-Protoonkogen (Young et al., 1986) aufweisen, wurde vor einigen Jahren entdeckt
(Dong et al., 2001). Fiir einige dieser Mrgs konnten bislang Liganden identifiziert werden (Dong
et al.,2001; Han et al., 2002; Lembo et al., 2002; Shinohara et al., 2004). Allerdings sind fiir den
groBten Teil dieser Rezeptoren die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen noch

unbekannt (Civelli, 2005).

5.1 Die Vielfalt der Signalwege des G-Protein gekoppelten
Rezeptors Mas

Um die Signalwege zu identifizieren, die die konstitutiven Eigenschaften des Mas-Rezeptors
induzieren (Gembardt ef al., 2005), wurde zum einen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
SRF in drei verschiedenen Zelllinien (HEK293A-, NIH3T3-, BAE-Zellen), die mit Mas
transfiziert wurden, und zum anderen die Aktivierung des Transkriptionfaktors NFkB in Mas-
transfizierten HEK293A-Zellen untersucht. In allen drei Zelllinien fiihrte HSMas zu einer
signifikanten Aktivierung des SRF (4.1). Die stirkste konstitutive Aktivitdt wurde in HEK293A-
Zellen beobachtet (4.1). Die HEK293A-Zelllinie weist im Vergleich zu NIH- und BAE-Zellen
die geringste Varianz von Gen-Aktivititen auf. Dadurch konnen weniger Gen-Produkte die
konstitutive Signalkaskade beeinflussen, was zu einem stirkeren Signal fiihrt. Die geringere
Aktivitdt in NIH- und BAE-Zellen zeigt aber auch, dass spezialisierte Zellen mit komplexer
Vernetzung von Signalkaskaden die konstitutive Aktivierung von Mas inhibieren.

Die Resultate zeigen, dass Mas nicht nur, wie von Gembardt et al. (2005) beschrieben, in
HEK293A- bzw. COS-Zellen sondern in allen getesteten Zelllinien konstitutiv aktiv ist.

Dementsprechend muss diese konstitutive Aktivierung unter physiologischen und/oder
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pathophysiologischen Bedingungen von Bedeutung sein, da sie in allen Zellen, die endogen Mas
exprimieren, auftritt. Auch wenn es bisher keine Daten zur Rolle dieser Mas-induzierten
konstitutiven Aktivitdt gibt, konnen ganz aktuell neue experimentelle Ansitze iniitiert werden,
da seit kurzem ein Pridparat von der Firma Arena (Patentnummer: PCT/US2006/02402)
verfiigbar ist, dass zu einer spezifischen Blockade der konstitutiven Aktivitit des Mas-Rezeptors
fiihrt.

HSMas zeigt auch eine konstitutive Aktivierung des zweiten getesteten Transkriptionsfaktors.
NFkB (Abb.4.24) ist der wichtigste Transkriptionsfaktor fiir die Aktivierung proinflamma-
torischer Gene bzw. Produkte (Sun et al., 2002). Deshalb lassen die neu gezeigten Daten
vermuten, dass Mas unter physiologischen oder pathophysiolgischen Bedingungen eine
proinflammatorische Komponente hat. Dieses Ergebnis unterstiitzt jiingste Studien der
Arbeitsgruppe von Prof. Walther, die zeigen, dass Mas-Knockout-Méuse in einem Nieren-
Inflammations-Modell (UUO) eine geringere renale Inflammation aufweisen (unpubliziert).

Um mdogliche Speziesunterschiede zu untersuchen, wurde neben dem humanen Mas-Rezeptor
der Mas-Rezeptor der Ratte (Sequenzhomologie von 90%) in HEK293A- und NIH3T3-Zellen
transfiziert und die Aktivierung des SRF gemessen. Die konstitutive Aktivitit lie§ sich mit dem
Ratten-Mas-Rezeptor in HEK293A-Zellen bestétigen (Abb.4.2). Dies spricht fiir eine spezies-
unabhingige SRF-Aktivierung via Mas und unterstiitzt die Hypothese, dass der konstitutiven
Aktivitdt von Mas eine essentielle Bedeutung zukommt. Dass die konstitutive Aktivierung von
SRF mit dem Ratten-Mas-Rezeptor in NIH3T3-Zellen nicht sichtbar wurde, mag mehrere
Griinde haben (Abb.4.26). Ein methodischer Fehler sollte ausgeschlossen sein, da auf ein und
derselben Platte der HSMas- und der RNMas-Rezeptor exprimiert wurden. Zum einen konnte die
nicht 100%ige Sequenzhomologie zum HSMas-Rezeptor fiir eine Verdnderung des konstitutiven
Signalweges verantwortlich sein. Dies kann aber eigentlich ausgeschlossen werden, weil der
Rezeptor per se in HEK293A-Zellen konstitutive Aktivitdt zeigt. Zum anderen kann die hohe
Varianz von Gen-Aktivititen in NIH3T3-Zellen den konstitutiven Signalweg des Ratten-Mas-
Rezeptors besonders ungiinstig beeinflussen und entsprechend die konstitutive Aktivierung bis in
den Grenzbereich von 2 RLU reduzieren. Da NIH3T3-Zellen aus embryonalen Fibroblasten der
Maus entstammen, wire es auch denkbar, dass auf Grund der Speziesunterschiede von Maus-
Zelle und Ratten-Rezeptor ein suboptimales Zusammenspiel von Mas und intrazelluldren
Molekiilen zu einer Einschriankung des konstitutiven Signalweges fiihrt. Deshalb widerspricht
die gehemmte konstitutive Aktivierung in NIH3T3-Zellen nicht der allgemeinen Bedeutung der
konstitutiven Mas-Aktivierung unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen,

die aufgrund aller bisher vorgelegten Daten postuliert werden muss.
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Die Aktivierung des SRF kann sowohl durch Rac als auch durch Rho aktiviert werden (Hill et
al., 1995). Wahrend Zohn et al. (1998) eine Aktivierung von c-Jun/ATF-2 und Cyclin-D1 iiber
Mas zeigten und postulierten, dass Rac eine Schliisselrolle in der Aktivierung dieser
Transkriptionsfaktoren spielt, fanden Gembardt et al. (2005), dass Mas nicht Rac, sondern Rho
aktiviert und diese Aktivierung durch Ggq induziert wird. Es ist bekannt, dass konstitutiv
aktiviertes Gyq flir mitogene Eigenschaften in NIH3T3-Zellen verantwortlich sein kann (De Vivo
et al., 1994). Dementsprechend sollte ein konstitutiv aktiver Mas-Rezeptor auch zu einer
konstitutiven Aktivierung von G,q und damit zu einer Stimulation von Zellteilungsprozessen
fiihren. Auch durch genetische Untersuchungen wird angenommen, dass die konstitutive
Aktivitdt von Mas fiir seine beschriebenen mitogenen Eigenschaften verantwortlich ist (Young et
al., 1986). Mas" mitogene Eigenschaften werden durch einen Transfektionseffekt initiiert, bei
dem es zu einer Neuordnung von DNA-Elementen im 5’-Bereich des Mas-Gens kommt. Der
Vergleich von nicht transfizierter mit transfizierter DNA 146t auf ein Rekombinationselement
schlieBen, welches nach Induktion durch Transformation aus dem Protoonkogen-Promotor-
bereich deletiert wurde (Young ef al., 1986). Als Folge dieser Erscheinung kam es zur Onkogen-
Aktivierung und zur unkontrollierten Expression des Gens und damit auch zur Akkumulation
von konstitutiv aktiviertem Mas (Young et al., 1986). Somit unterstiitzen die hier gezeigten
Daten die Schlussfolgerung, dass die konstitutive Aktivitit des Mas-Rezeptors verantwortlich fiir

dessen mitogene Eigenschaften in NIH3T3-Zellen ist (Young et al., 1986).

5.2 Angiotensin-Metabolite als mogliche Liganden des Mas-

Rezeptors

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des
Blutdruckes und in der Pathogenese kardiovaskuldrer Krankheiten (Burnier et al., 2000; Kim et
al., 2000). Lange Zeit galt Angll als einziges aktives Peptid des RAS. Mittlerweile soind auch
andere Peptide des RAS bekannt, wie AngllIl, AnglV und Ang-(1-7), die biologische Wirkungen
vermitteln (Ardaillou, 1997; Santos et al., 2000).

Schon 1988 wurde postuliert, dass der GPCR Mas eine Rolle im RAS spielt und moglicherweise
als ein Rezeptor fiir einige Ang-Peptide fungiert (Jackson et al., 1988). Nach Untersuchungen in
den letzten Jahren steht fest, dass der Mas-Rezeptor mit dem AT;-Rezeptor einen oligomeren
Komplex bildet und so inhibitorisch die Eigenschaften von Angll beeinflussen kann (Kostenis et
al., 2005). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Mas-Rezeptor mit dem Signalweg von

Ang-(1-7) assoziiert ist (Santos et al., 2003).
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Bekannt ist, dass Angll einen AA-Anstieg via AT, induziert (Kostenis et al., 2005), aber auch
Transkriptionsfakoren wie NFkB, NFAT (Suzuki ef al., 2003) und SRF (Godeny et al., 2006)
aktiviert. Eine kiirzlich eingereichte Publikation der Arbeitsgruppe Walther zeigt, dass Mas auch
einen EinfluBl auf den Angll-induzierten AA-Anstieg hat (Gembardt & Grajewski et al., 2008).
Demzufolge wurde in dieser Arbeit untersucht, ob ausgewihlte Transkriptionsfaktoren via Mas
durch verschiedene Ang-Metabolite aktiviert werden konnen. Da die konstitutive Aktivitéit des
Rezeptors zu einer SRF-Aktivierung fithrt (Abb.4.1), wurde fiir die Ermittlung des neuen
Signalweges der Transkriptionsfaktor SRF ausgewéhlt. HSMas-transfizierte Zellen wurden mit
verschiedenen Ang-Metaboliten, Angll, AnglIl, AnglV, Ang-(1-5), Ang-(1-7) und Ang-(1-9),
stimuliert (4.2). Als Positiv-Kontrolle wurde der AT;-Rezeptor mit Angll stimuliert. Es zeigte
sich, dass keiner der Ang-Metabolite via HSMas den SRF aktiviert (Abb.2.28 und Abb.2.29),
wiahrend Angll via AT, eine signifikante SRF-Aktivierung ergab. Damit haben die Ang-
Metabolite keinen Einflu} auf die konstitutive Aktivierung des SRF durch den HSMas-Rezeptor.
Diese Ergebnisse sind kongruent mit den bisher beschriebenen Signalwegen fiir Ang-(1-7), da
dessen Effekte iiber AA-Freisetzung (Santos et al., 2003) und NO-Generierung (Trask et al.,
2007) mediert werden, wihrend Ca*'-Ausschiittung und assozierte Signale, wie z.B. die
Aktivierung des Transkritionsfaktors NFAT, bisher nicht beschrieben wurden. Auferdem
konnten die negativen Ergebnisse auch ein Zeichen dafiir sein, dass der Mas-Rezeptor nicht
alleine bzw. nicht direkt fiir die Signaliibertragung von Ang-(1-7) verantwortlich ist. Erwiesen ist
jedoch, dass Ang-(1-7) in Mas-tranzfizierten COS- und CHO-Zellen einen signifikanten AA-
Anstieg induziert (Santos et al., 2003), der durch den Mas-Antagonisten A-799 gehemmt wird.
AT;- und AT,-Rezeptorantagonisten beeinflussen die AA-Ausschiittung nicht. Auch der
vasodilatatorische Effekt von Ang-(1-7) kann in Mas-Knockout Méusen durch den Mas-
Rezeptor-Antagonisten A-779 aufgehoben werden (Lemos et al., 2005). Allerdings gilt das nicht
fiir alle Blutgefille, da z.B. in mesenterialen Zellen der vasodilatatorische Effekt von Ang-(1-7)
zwar teilweise durch den Mas-Rezeptor-Antagonisten A779, aber nur komplett durch den nicht
Mas-spezifischen Antagonisten D-Pro7-Ang-(1-7) blockiert wird (Santos et al., 2007; Silva et
al., 2007). Auch hier konnten Silva ef al. (2007) in Sprague—Dawley-Ratten zeigen, dass sich der
vasodilatatorische Effekt von Ang-(1-7) nicht durch die AT;- und AT,-Antagonisten CV11974
und PD123319 beeinflussen lésst.

Das Ergebnis dieser Arbeit unterstiitzt letztendlich die Aussage, dass die Aktivitit von Ang-(1-7)
zurzeit nicht alleine durch die Interaktion mit dem Mas-Rezeptor erkldrt werden kann, obwohl
der Mas-Rezeptor eine entscheidende Rolle in der Ubermittlung der Ang-(1-7)-Effekte spielt

(Santos et al., 2003). Es ist moglich, dass sich diese Effekte nicht durch einen einzigen
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Mechanismus erkldren lassen, sondern die vasodilatatorischen (Santos et al., 2007) und auch
weitere Eigenschaften von Ang-(1-7) von mehreren Faktoren abhéingig sind, wie zum Beispiel
der Zell- bzw. Tierart, dem Gefédfbett oder der Expression anderer Rezeptoren. Eine kiirzlich
erschienene Studie gibt mdglicherweise erste detailierte Hinweise auf eine von Ang-(1-7)
induzierten Signalmechanismus. Sampaio et al. (2007) zeigten, dass die Ang-(1-7)-induzierte
NO-Produktion in humanen BAE-Zellen durch einen PI3K/Akt-abhidngigen Signalweg moduliert
wird, der eine Anderung der eNOS-Phosphorylierung induziert. Die NO-Abgabe oder eNOS-
Phosphorylierung findet nicht statt, wenn nicht gleichzeitig der Mas-Rezeptor exprimiert wird.
Umgekehrt fiihrte der Mas-Rezeptor-Antagonist A-779 zu einer Inhibition der eNOS-
Phosphorylierung (Sampaio et al., 2007).

§5-0- / \ §§§
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Abb.5.1:  Stimulation des SRE durch die Ang-Peptiden, Angll, Anglll, AnglV, Ang-(1-5), Ang-
(1-7) und Ang-(1-9) in pcDNA3.1(-)- und AT -transfizierten HEK293A4-Zellen. Die Daten sind im
Vergleich zum unstimulierten AT-Rezeptor zu sehen. Der Basalwert (Basal), nur pcDNA3.1(-)-
transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; Konzentration des AT;-Rezeptors: 50ng;

Konzentration der Peptide: 1 0° M; $$§P<0,001 vs. AT;-Rezeptors; n = 3 %3.

Im Gegensatz zu Mas reagiert der AT -Rezeptor auf die Stimulation mit verschiedenen Ang-
Peptiden (Abb.5.1). Am deutlichsten kann der AT; von Angll und AnglII aktiviert werden; aber

auch AnglV zeigt einen Effekt. Demzufolge sollte in weiteren Experimenten untersucht werden,
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ob Mas zwar nicht direkt auf Ang-Metabolite mit der Aktivierung von SRF reagiert, aber durch
die Interaktion mit dem AT;-Rezeptor die Angll/III/IV medierte SRF-Aktivierung modulieren
kann, bzw. ob es durch Konfirmationsinderungen des AT;-Rezeptors durch die Mas-

Kotransfektion zu einer Verschiebung des Ligandenmusters kommt.

5.3 Mogliche Liganden und intrazellulire Signalwege der

Mrg-Rezeptorfamilie

Die Klonierung von Mrg-Rezeptoren

Die Mrg-Familie (Anlage 1) wurde von zwei unabhédngigen Arbeitsgruppen identifiziert (Dong
et al., 2001; Lembo et al., 2002). Sie wird vornechmlich in den dorsalen Gliawurzeln von
sensiblen Neuronen exprimiert (Dong et al., 2001; Lembo et al., 2002), wobei diskutiert wird,
inwiefern sie eine Rolle in der Schmerzentstehung bzw. -weiterleitung spielen (Dong et al.,
2001; Han et al., 2002; Lembo et al., 2002).

Verwendet wurden der humane Mas-Rezeptor (Kostenis et al., 2005) und 7 Rezeptoren, die
freundlicherweise von der Sanofi-Aventis GmbH zur Verfiigung gestellt wurden (2.2.2). Dazu
gehoren der humane MrgD-, MrgF-, MrgX1-, MrgX2-, MrgX3 und MrgX4-Rezeptor und der
murine MrgH-Rezeptor, der frither als GPR90-Rezeptor beschrieben wurde (Wittenberger et al.,
2001). Der murine MrgH-Rezeptor wurde verwendet, weil zurzeit kein humanes Analog
existiert. Eine Sequenzanalyse der acht Rezeptoren ergab, dass sie eine Sequenzhomologie von
28%-41% zum humanen Mas-Rezeptor aufweisen (Abb.4.1). Fiir drei dieser GPCPs, MrgD,
MrgX1 und MrgX2, konnten bereits Liganden identifiziert werden (Lembo et al., 2002; Robas et
al., 2003; Shinohara et al., 2004; Kamohara et al., 2005), die anderen finf GPCRs: MRG,
MrgX3, MrgX4, MrgF und MrgH gelten als ,,orphane” Rezeptoren, d.h. sie sind Rezeptoren,
deren Liganden zurzeit noch unbekannt sind.

Zur Vergroferung des Rezeptor-Pools wurden vier weitere Rezeptoren der Mrg-Familie
(HSMrgE, HSMrgG und RNMrgE, RNMrgG) amplifiziert und kloniert (4.1). Eine
phylogenetische Analyse ergab eine Sequenzhomologie von 30% fiir HSMrgE bzw. von 28% fiir
HSMrgG zu HSMas. In der aktuellen Literatur gelten die beiden Rezeptoren als ,,orphane*
Rezeptoren. Die Klonierungsergebnisse von MrgE und MrgG wurden mit dem BLAST-
Programm auf Sequenzhomologien untersucht (4.1.4). Wahrend die RNMrgG-Sequenz komplett
liber-einstimmte, ergab sich keine 100%ige Ubereinstimmung zwischen den HSMrgE-,
HSMrgG- und RNMrgE-Klonen und den vom BLAST-Programm erkannten homologen

Sequenzen (4.1.4; Anlage 4, 6, 7). Um Mutationen, die in Sequenzbereichen liegen und fiir eine
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mogliche konstitutive Aktivierung der Mrgs verantwortlich sind, ausschlieBen zu konnen,
wurden die Proteinsequenzen der verwendeten GPCRs miteinander verglichen (4.1 und Anlage 6
bzw. 7). Dieser Vergleich zu den konstitutiv aktiven Rezeptoren (Mas, MrgD, MrgX4) zeigte,
dass in allen verdichigen Positionen eine andere Aminosdure steht. Folglich ist es
unwahrscheinlich, dass die vorhandenen Mutationen von HSMrgE, HSMrgG und RNMrgE fiir
eine Verdnderung einer moglichen konstitutiven Aktivitit der Rezeptoren verantwortlich sind.

Die Sequenzungenauigkeit konnte Folge einer fehlerhaften PCR-Amplifikation oder das Resultat
einer Sequenzierungsungenauigkeit. Letzteres kann allerdings ausgeschlossen werden, da die
Rezeptorsequenzen von beiden Seiten sequenziert wurden und die Ergebnisse identisch waren.
Moglicherweise beruht der Sequenzunterschied auf einem Fehler der DNA-Polymerase, da diese
statistisch auf 400 amplifizierte Basenpaare 1bp falsch abschreiben kann. Ebenso konnen
aufgrund der genetischen Vielfalt zwischen verschiedenen Spezies (Menschen bzw. Ratte)
unterschiedliche Proteinsequenzen fiir einen Rezeptor existieren. Beispielsweise existieren zwei
unterschiedliche Proteinsequenzen (,,Accession“-Nummer: NP 473373 und AA 107101) des
humanen MrgX4-Rezeptors, dabei unterscheiden sich beide Rezeptoren an Position Alal82Val.
Inwieweit es sich aber um solche Varianten oder um PCR-Arbeitsfehler handelt, kann nicht

abschlieBBend beantwortet werden.

Die konstitutive Aktivitit innerhalb der Familie der Mas-ihnlichen Rezeptoren

Eine konstitutive Signaliibertragung ist von grofler pathophysiologischer Bedeutung, weil einige
GPCR-Mutationen, die zu konstitutiver Rezeptor-Aktivitit fithren, mit Krankheiten assoziiert
sind (Schoneberg et al., 2004). Die in dieser Arbeit identifizierte konstitutive Aktivitit des Mas-
Rezeptors (4.1) fiihrte zu der Uberlegung, dass moglicherweise einer oder mehrere der Mas-
dhnlichen Rezeptoren aufgrund ihrer Sequenzhomologie zu Mas (28% bis 41%) ebenfalls eine
konstitutive Aktivierung der intrazelluldren Signalwege aufzeigen. Verwendet wurden, wie in
4.1 beschrieben, zehn Mas-dhnliche Rezeptoren. Die Ergebnisse zeigen eine signifikante
konstitutive Aktivierung des SRF durch zwei weitere Rezeptoren, HSMrgD und HSMrgX4,
wobei die SRF-Aktivierung von HSMrgD signifikant hoher ist als die von HSMas und
HSMrgX4 (Abb.4.3).

Eine Analyse der GPCRs ergab bei mehr als 91% eine Disulfidbriicke zwischen der dritten
transmembranidren Doméne (TMH) und der zweiten extrazelluldren Schleife (ECL) (Karnik et
al., 2003). Mutationen, die diese Briicke zerstdren, haben moglicherweise zur Folge, dass
Aspekte der Rezeptorfunktion gestort werden (Karnik et al., 2003). Aus diesem Grund war es

interessant zu priifen, ob evtl. diese Briicke speziell bei den konstitutiv aktiven Rezeptoren nicht
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ausgebildet wird. Eine Analyse von Mas und ca. 80 Mrgs (Maus, Mensch, Ratte) zeigte
allerdings, dass diese sonst so hoch konservierte Disulfidbriicke zwischen der dritten TMH und
der zweiten ECL bei allen Familien-Mitgliedern fehlte. Zum Beispiel bildete der humane
AT;a-Rezeptor diese Disulfidbriicke an Position C101 und C180, wihrend die korrespon-
dierenden Positionen 1105 und S180 im humanen Mas-Rezeptor keine Cysteine enthalten. Die in
dieser Arbeit verwendeten konstitutiv aktiven Rezeptoren sind auch untereinander verglichen
worden, um mogliche Gemeinsamkeiten in ihren Rezeptor-Strukturen zu identifizieren. Es zeigte
sich eine natiirliche Mutation zwischen der dritten TMH und der sechsten TMH fiir HSMas und
HSMrgD. Mittlerweile ist etabliert, dass die Bindung zwischen der dritten TMH und der
sechsten TMH eine wichtige Rolle in der Aktivierung von GPCPs spielt (Ballesteros et al.,
2001). Verantwortlich fiir diese Interaktion wird bei den Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren die
konservierte Arg-131 am zytoplasmatischen Ende von der dritten TMH und Asp-130 und
Glu-268 am zytoplasmatischen Ende von der sechsten TMH gemacht (Ballesteros et al., 2001).
Mutationen in diesem Bereich fithren zu einer konstitutiven Rezeptor-Aktivitdt (Ballesteros et
al., 2001). Allerdings ist in der Sequenz des konstitutiv aktiven MrgX4-Rezeptors diese
Disulfidbriicke zwischen der dritten TMH und der sechsten TMH nicht vorhanden, wohingegen
der in dieser Arbeit als nicht konstitutiv aktiv identifizierter Rezeptor MMMrgH diese
Disulfidbriicke ausbildet. Demzufolge 148t sich die gemeinsame konstitutive Aktivitdt der drei
Rezeptoren nicht abschlieBend aufgrund einer bestimmten Strukturmutante erkldren. Es bleibt in
weiteren Versuchen zu priifen, welcher spezielle Mechanismus hinter der konstitutiven Aktivitét
von HSMrgX4 steckt und welche Eigenschaften alle drei konstitutiv aktiven Rezeptoren
gemeinsam haben.

Die in dieser Doktorarbeit identifizierte konstitutive Aktivitit von HSMrgD und HSMrgX4
wurde, wie fiir Mas, in zwei weiteren Zelllinien untersucht, NIH3T3- und BAE-Zellen (Abb.4.24
und Abb.4.25). Auch die konstitutive Aktivitit von HSMrgD muss unter physiologischen
und/oder pathophysiologischen Bedingungen von signifikanter Bedeutung sein, da aufgrund der
hier erbrachten Daten davon auszugehen ist, dass in allen Zellen, die endogen HSMrgD
exprimieren, eine konstitutive Aktivierung von intrazelluldren Signalwegen auftritt. Wahrend in
NIH-Zellen eine signifikante konstitutive Aktivierung von HSMrgX4 zu identifizieren ist,
konnte keine konstitutive Aktivierung in BAE-Zellen nachgewiesen werden. Die fehlende ubi-
quitédre konstitutive Aktivitit des Rezeptors konnte im Zusammenhang mit einer mdglicherweise
anderen Initierung von Signalwegen durch HSMrgX4 als durch HSMas und HSMrgD stehen.
Interessanterweise zeigte die Verwendung eines weiteren Transkriptionsfaktors, NF«xB, dass

sowohl HSMrgD als auch HSMrgX4, wie vorher schon fiir HSMas gezeigt, NFkB aktivieren
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konnen und somit auch unter physiologischen oder pathophysiolgischen Bedingungen eine
proinflammatorische Komponente haben.

Fiir einige GPCRs konnten in den letzten Jahren Mutanten identifiziert werden, die zu einer
konstitutiven Aktivitdt dieser Rezeptoren fiihren (Groblewski et al., 1997). Im Zusammenhang
mit dieser Arbeit ist dabei vor allem die AT;-Mutante Asn''' von Bedeutung (Groblewski et al.,
1997). Leider kann aufgrund der unterschiedlichen Signalwege fiir die AT;-Mutante (NFAT/IP3)
und fiir die hier identifizierten konstitutiv aktiven Rezeptoren (SRF und NF«kB) kein direkter
Vergleich gezogen werden. Um trotzdem abschétzen zu konnen, in welcher GroBenordnung die
in dieser Arbeit indentifizierte konstitutive Aktivitdit im Vergleich zur Aktivierung von
Signalwegen durch Ligand/Rezeptor-Interaktion vorliegt, wurde die konstitutive Aktivierung
von HSMrgD-stimulierten Signalwegen mit der von Angll-stimulierten, AT;-Rezeptor medierten
Signalen verglichen. Die in dieser Doktorarbeit quantifizierte konstitutive Aktivitit von
HSMrgD iibersteigt das maximale Signal nach AT;-Stimulation mit Angll um ca. 25%
(Abb.5.2). Bekannt ist, dass Angll via AT; die glatte GefdBmuskelatur kontrahiert, positiv
chronotrop auf Herzmuskelzellen wirkt, die Aldosteron-Produktion und Katecholamin-Abgabe
aus der adrenalen Medulla und sympathischen Nervenenden stimuliert sowie viele weitere
wichtige Funktionen im menschlichen Korper induziert und/oder kontrolliert (Kobori et al.,

2007). Demzufolge ist Angll/AT, mit wichtigen Krankheiten des menschlichen Korpers
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Abb.5.2:  Die SRF-Aktivierung durch den konstitutiv aktiven HSMrgD-Rezeptor im Vergleich
zur SRF-Aktivierung durch den Angll-stimulierten AT;-Rezeptor in HEK293A-Zellen. Der
Basalwert (Basal), nur pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt;
Konzentration der Rezeptoren: 50ng; Konzentration des Peptides: 10° M; &&&P<0,001 vs.
Basalwert; 3$3P<0,001 vs. AT1/Angll; n = 2x3.
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assoziiert, wie z.B. Hypertonie, Nephropathie, Arteriosklerose, Herzhypertrophie, Thrombose
und GefdB-Dysfunktionen (Suzuki et al, 2003). Da die konstitutive HSMrgD-Aktivitit die
Signalstirke nach Angll/AT-Interaktion noch iibersteigt, muss von einer essentiellen Bedeutung
des Rezeptors zumindest in den Zellen, die den MrgD-Rezeptor exprimieren, ausgegangen
werden. Dementsprechend sollten transgene Tier-Modelle hergestellt werden, die MrgD
entweder iiberexprimieren oder denen das Gen fehlt, um unter basalen, aber vor allem
pathophysiologischen Bedingungen die Funktion von MrgD untersuchen zu kénnen und damit
die Bedeutung der konstitutiven Aktivitit zu demaskieren. Aufgrund der Expression von MrgD
in den dorsalen Gliawurzeln von sensiblen Schmerzneuronen kann man aber bereits postulieren,
dass MrgD eine essenzielle Rolle in der Schmerzentstehung oder —weiterleitung spielt (Dong et
al., 2001; Milasta et al., 2006). Auch wenn weitere Versuche diese Hypothese noch abschlieBend
klaren miissen, konnte die pharmakologische Blockade der konstitutiven Aktivitdt von MrgD,
aber auch die der anderen konstitutiv aktiven Rezeptoren, ein vollig neuer Therapieansatz bei der
Schmerzbekdmpfung und auch bei anderen Erkrankungen sein. Dass die Blockade der
konstitutiven Aktivitdt nicht nur eine Fiktion ist, zeigt das kiirzlich entdeckte, die konstitutive

Mas-Aktivierung hemmende Arena-Priparat (Patentnummer: PCT/US2006/02402).

Die Mas-ihnlichen Rezeptoren und deren mdogliche Interaktion mit Angiotensin-
Metaboliten

Die Assoziation von Mas mit der Ang-(1-7)-Signaltransduktion schein unbestritten zu sein
(Santos et al., 2003; Tallant et al., 2005). Die Tatsache, dass Angll und AngIIl mit zwei
Rezeptoren, AT; und AT,, die eine Sequenzhomologie von 34% haben (Ichiki et al., 1995),
interagieren (Ardaillou, 1999), wirft die Frage auf, ob mdglicherweise Mrg-Rezeptoren, die eine
Sequenzhomologie von 28%-41% mit dem Mas-Rezeptor teilen, auch als Rezeptoren fiir Ang-
(1-7) oder einen der anderen genutzten Ang-Metabolite fungieren. Exemplarisch wurden hierfiir
die zwei identifizierten konstitutiv aktiven Mrg-Rezeptoren, HSMrgD und HSMrgX4, und die
im Rahmen dieser Arbeit klonierten Rezeptoren HSMrgE und HSMrgG auf eventuelle
Interaktionen mit verschiedenen Ang-Metaboliten in HEK293A-Zellen untersucht (4.2). Keiner
der verwendeten Mrg-Rezeptoren zeigte eine signifikante Anderung der SRF-Aktivierung nach
Stimulation mit den Ang-Metaboliten (Abb.4.30 bis Abb.4.37). Das deckt sich mit Daten zu
HSMas (4.2.1), die zeigen, dass weder Ang-(1-7) noch andere Ang-Metabolite iiber HSMas den
Transkriptionsfaktor SRF stimulieren konnen.

Dieses negative Ergebnis kann mehrere Ursachen haben. Erstens konnte es sein, dass in

HEK293A-Zellen Komponenten der durch die untersuchten Rezeptoren stimulierbaren
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intrazelluldren Signalwege fehlen, und somit nur Zellen, die endogen die Rezeptoren und die
notwendigen Signalmolekiile zusammen exprimieren, aktiviert werden konnen. Zweitens kann
es, wie fiir die Mas/Ang-(1-7)-Achse gezeigt, sein, dass die Signaltransduktion via AA-
Freisetzung (Santos et al., 2003) und NO-Generierung vermittelt wird (Trask et al., 2007), nicht
aber iiber Transkriptionsfaktoren wie SRF. Auch wenn der erste Punkt theoretisch moglich ist,
scheint der zweite wahrscheinlicher, da im Ergebnis dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass
die konstitutive Aktivitit bzw. die Liganden-Stimulation von Rezeptoren zu einer Aktivierung
von SRF in HEK293A-Zellen fiihrt und damit alle intrazelluldren Komponenten zur Aktivierung

des SRF vorhanden sein sollten.

5.4 Rezeptor-/Rezeptor-Interaktion innerhalb der Mrg-
Familie
GPCRs werden durch eine grofle Anzahl an endogenen Liganden aktiviert und transduzieren
dabei extrazelluldre Signale iiber die Plasmamembran, um anschlieBend eine Vielzahl von
Effektoren zu aktivieren. Fiir einige der GPCRs der Mrg-Familie konnten mittlerweile
agonistische Liganden gefunden werden. Auf der anderen Seite gibt es immer noch eine Vielzahl
von Rezeptoren, deren Liganden bislang unbekannt sind, so genannte ,,orphane* GPCRs (Civelli,
2005). Lange Zeit wurden die GPCRs als eine monomere-Einheit angesehen, bis vor einigen
Jahren entdeckt wurde, dass GPCRs als Homodimere (Bouvier, 2001) oder Heterodimere
(Milligan et al., 2003; Milligan, 2004; Milligan et al., 2004) existieren konnen. So wurde bereits
fiir mehrere GPCRs beschrieben, dass sie durch Heterodimerisation zu einer Inhibition oder
Aktivierung eines anderen Rezeptors fithren, wie z.B. fiir die AT;/AT,- (AbdAlla et al., 2001)
oder die AT;/Mas-Interaktion (Kostenis et al., 2005) gezeigt. So kann beispielsweise der Mas-
Rezeptor durch die Bildung eines heterooligomeren Komplexes mit dem AT;-Rezeptor als
funktioneller Antagonist des Angll-Rezeptors agieren (Kostenis et al., 2005). Von besonderer
Bedeutung sind diese Beispiele fiir ein besseres Verstindnis der Rezeptor-Pharmakologie, des
Rezeptor-Signalmusters und der Rezeptor-Internalisation. In humanen Koronarmikroarterien
wurde von Batenburg et al. (2006) gezeigt, dass Angll eine Steigerung der Wirkung von a-
Adrenorezeptor-Agonisten induziert. Diese dosisabhingige Angll-induzierte Steigerung von
Phenylephrin (o;-Adrenorezeptor-Agonist) wurde mittels eines AT;-Antagonisten (Irbesartan)
blockiert. Damit konnte innerhalb des Heterooligomerenkomplexes AT,/a; demonstriert werden,
dass der Ligand/Antagonist nach Interaktion mit seinem Rezeptor das Signalverhalten des

Partnerrezeptors nach dessen Interaktion mit seinem Liganden modellieren kann (Batenburg et
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al., 2006). Auch dieses Beispiel macht die funktionelle Bedeutung der direkten Interaktion
zwischen zwei Rezeptoren fiir die Athiologie und dementsprechend fiir die Therapie
kardiovaskuldrer Krankheiten offensichtlich. Es verdeutlicht einmal mehr die Komplexitit von
Rezeptor/Rezeptor-Interaktionen und die essentielle Wichtigkeit der weiteren Erforschung von

GPCR-Interaktionen und der davon abhéngigen Aktivierung von Signalmustern.

Interaktionen zwischen den Rezeptoren der Mrg-Rezeptor Familie

In dieser Arbeit wurden die drei hier als konstitutiv aktiv identifizierten Rezeptoren, HSMas,
HSMrgD und HSMrgX4, und zwei weitere Rezeptoren (Negativkontrollen), HSMrgE und
HSMrgG, in unterschiedlichen Kombinationen gemeinsam in HEK293A-Zellen exprimiert (4.3).
Die Ergebnisse zeigten, dass sich die konstitutiv aktiven Rezeptoren bei Koexpression nicht
additiv oder inhibierend beeinflussen. Das ldsst vermuten, dass die drei denselben oder dhnliche
Signalwege mit gleichen intrazelluldren Signalmolekiilen verwenden. Der nicht-konstitutiv
aktive HSMrgG-Rezeptor konnte keinen der drei getesteten konstitutiv aktiven Rezeptoren nach
Koexpression beeinfluBen, wohingegen HSMrgE, die konstitutive Aktivitit von HSMrgD
(Abb.4.36) und HSMas (Abb.4.33) beeinflussen konnte. In Anwesenheit des HSMrgE-Rezeptors
konnte die konstitutive Aktivitit der beiden konstitutiv aktiven Rezeptoren dosisabhéngig
signifikant gesenkt werden (4.3).

Die erste Beschreibung von Interaktionen zwischen zwei Rezeptoren der Mrg-Familie wurde von
Milista et al. (2006) gezeigt. Sie koexprimierten Ratten-MrgD, fiir den B-Alanin als ein Ligand
identifiziert werden konnte (Shinohara et al., 2004), und Ratten-MrgE in HEK293-Zellen. In
einem FLAG-Assay konnten sie zeigen, dass beide Rezeptoren physiologisch miteinander
interagieren. Diese Interaktion verlangsamt die RNMrgD-Internalisation, was zu einer
verstirkten  B-Alanin-RNMrgD-induzierten Phosphorylierung von ERKI1 und ERK2
(,.extracellular-regulated kinase 1 und 2) und zu einem verstirkten Ca®’-Signal fiihrt (Milasta et
al., 2006). Die in dieser Doktorarbeit festgestellte Minderung der konstitutiven Aktivitit von
HSMas und HSMrgD bei Koexpression mit HSMrgE aufzeigt (4.3), ist damit nicht kongruent zu
den Ergebnissen von Milista et al. (2006), die eine Signalverstirkung beschrieben. Ein moglicher
Grund hierfiir konnte sein, dass unterschiedliche Signalwege untersucht wurden. Wéahrend
Milista ez al. (2006) Liganden-stimulierte Signalwege, die zu einer Ca*"-Freisetzung fiihrten,
untersuchten, wurde in dieser Arbeit die konstitutive Aktivierung von SRF durch HSMrgD
untersucht. Der SRF-vermittelte Signalweg ist per se nicht mit einer Ca*'-Ausschiittung
assoziiert (Chai ef al., 2002). Da aber fiir Mas bekannt ist, dass sowohl SRF als auch NFAT, der

mit der Ca*"-Homdostasis assoziiert ist, konstitutiv aktiviert werden konnen (Gembardt et al.,
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2005), muss auch fiir MrgD von einer konstitutiven Aktivierung von NFAT ausgegangen
werden. Diese Annahme sollte dementsprechend dadurch getestet werden, dass in Zukunft die
konstitutive NFAT-Aktivierung durch MrgD und der Einfluss von MrgE auf diese konstitutive
Aktivierung untersucht wird.

Generell miissen die Ergebnisse von Milista ef al. (2006) aus zwei Griinden kritisch hinterfragt
werden. Zum einen hétten sie bereits eine konstitutive Aktivierung von NFAT (ohne Stimulation
von B-Alanin) sehen miissen und zum anderen konnte in eigenen Versuchen gezeigt werden,
dass es nach Stimulation mit B-Alanin zu keiner Steigerung der konstitutiven Aktivitdt von
MrgD kommt (Abb.5.3). Sollte der Befund von Milista et al. (2006) stimmen, dass MrgE einen
stabilisierenden Effekt auf MrgD in der Zellmembran ausiibt, miisste eigentlich eine

Signalverstirkung, d.h. Steigerung der konstitutiven Aktivitit, sichtbar werden.
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Abb.5.3:  Stimulation des SRF durch p-Alanin in HSMrgD-transfizierten HEK293A-Zellen im
Vergleich zum unstimulierten konstitutiv aktiven HSMrgD-Rezeptor. Der Basalwert (Basal), nur
pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, wurde gleich eins gesetzt; HSMrgD-Konzentration: 50ng;
Konzentration des Peptides: 10° M; n = 2x3,

Allerdings konnte es auch sein, wie von Canals et al. (2006) fiir die Interaktion von Mas und
AT, beschrieben, dass der AT -Rezeptor von Mas auf der Zellmembran stabilisiert wird und
damit quantitativ akkumulieren kann. Obwohl sich aber mehr AT;-Molekiile in der Membran
befinden, fithrt die Koexpression mit Mas zu einer Signalverschlechterung, da die konstitutive
Aktivitdit von Mas zu einer Phosphorylierung von AT, fiihrt (Canals et al, 2006). Diese

Phosphorylierung verschlechtert den intrazelluldren Signalweg nach AnglI-Stimulation (Canals
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et al., 2006). Es konnte dementsprechend moglich sein, dass HSMrgE den HSMrgD zwar
stabilisiert, die Interaktion aber zu einer Konformationsinderung oder Modulation (z.B.
Phosphorylierung) von HSMrgD fiihrt, die die konstitutive Aktivitdt des Rezeptors reduziert.
Interessanterweise wurde der intrazelluldre Signalweg von HSMrgX4 durch HSMrgE nicht
beeintrachtigt (4.3).

Dies ldsst vermuten, dass HSMrgX4 moglicherweise andere Signalwege bzw. Effekte als HSMas
und HSMrgD initiiert und konnte im Zusammenhang mit der gemeinsam korrelierenden
natiirlichen Mutation zwischen der dritten TMH und der sechsten TMH fiir HSMas und
HSMrgD stehen (5.3), die in HSMrgX4 nicht vorhanden ist. Im Vergleich zu den beiden anderen
konstitutiv aktiven Rezeptoren konnte dieser Strukturunterschied von HSMrgX4 eine
Konformationsédnderung zur Folge haben, die von HSMrgE nicht beeinflusst werden kann, oder
dazu fiihrt, dass andere G-Proteine oder Signal-assoziierte Molekiille mit dem Rezeptor
interagieren bzw. nicht mehr interagieren konnen.

Dementsprechend konnte man postulieren, dass jeder Rezeptor, der diese Briicke aufweist, von
MrgE inhibiert werden kann und alle anderen dementsprechend nicht von MrgE beeinflusst
werden konnen. Diese Briicke tritt allerdings nicht nur bei den beiden konstitutiv aktiven
Rezeptoren auf, sondern kommt auch bei dem nicht konstitutiv aktiven MMMrgH-Rezeptor vor.
Demzufolge wire es interessant zu untersuchen, ob HSMrgE auch den durch einen MMMrgH-
spezifischen Liganden initiierten Signalweg inhibieren kann. Diese Untersuchungen sind im
Moment noch nicht moglich, da kein endogener Ligand von MrgH beschrieben wurde. Ein
nichster Schritt zum mechanistischen Hintergrund der Effekte von MrgE auf andere GPCRs
wire die Identifizierung von weiteren konstitutiv aktiven Rezeptoren innerhalb der Mrg-Familie.
Sollte aber das Fehlen dieser Briicke im HSMrgX4 zur Folge haben, dass der
Transkriptionsfaktor SRF durch andere Signalmolekiile als bei HSMas und HSMrgD aktiviert
wird, die durch MrgE nicht beeinflusst werden konnen, ist es von groBem wissenschaftlichem
Interesse, diese Molekiile zu identifizieren, da sie Grundlage fiir neue spezifische Medikamente

sein konnen.

Mogliche Liganden-unabhiingige Funktion des ,,orphanen“ HSMrgE-Rezeptors durch
Heterodimerisation mit Mitgliedern der Mrg-Familie

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch kein abschlieBendes Modell, um den moglichen
Mechanismus fiir die Interaktion zweier GPCRs zu erkldren. Allerdings liegen Anhaltspunkte
vor, dass charakteristische Schnittflichen oder Dominen innerhalb der transmembranen Helix

existieren, die fiir die Dimerisation der GPCRs verantwortlich sind (Breitwieser, 2004). Diese
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Schnittstellen oder Doménen konnen sowohl im extrazelluliren Amino-Terminus (Overton et
al., 2002) als auch im intrazelluldren Karboxyl-Terminus (Calver et al., 2001) liegen, abhingig
vom GPCR. Die Mehrzahl der GPCRs wird allerdings als Dimere mittels nonkovalenten
Wechselwirkungen gefestigt. Es existieren zurzeit zwei Modelle, die die Interaktionen der
GPCRs widerspiegeln. Im ersten beriihren sich die Oberflichen zweier monomerer GPCRs, was
zu einem Kontakt der beiden eigenstindigen Helices fiihrt. Die andere Moglichkeit wére, dass es
zu einem Doménenaustausch kommt, d.h. dass einige Helices jedes Rezeptors innerhalb des
Dimers tauschen, so dass der funktionelle Monomer innerhalb des Dimers Helices enthilt, die
von beiden GPCRs zur Verfiigung gestellt wurden (Breitwieser, 2004).

Das Ergebnis dieser Doktorarbeit legt die interessante Vermutung nahe, dass einige der
»orphanen® GPCRs der Mrg-Familie moglicherweise nicht Liganden binden, sondern stattdessen
die Rezeptorfunktion von ,,non-orphanen“~-GPCRs durch eine Heterodimerisation beeinflussen.
Ein Vergleich der Expressionsmuster von HSMas, HSMrgD, HSMrgX4 und HSMrgE zeigt, dass
die Mitglieder der Mrg-Familie vornehmlich in den dorsalen Gliawurzeln von sensiblen
Neuronen (Dong et al., 2001; Zhang et al., 2007) und, wenn auch in geringerer Quantitit, im
Hoden exprimiert werden. Die Arbeit von Milista et al. (2006) weist, dass gleiche Expressions-
muster fiir MrgD und MrgE auf, was eine mdgliche Interaktion dieser beiden Rezeptoren
begiinstigen wiirde. Das Mas-Gen wird vornehmlich im Vorderhirn und Hoden und in geringen
Konzentrationen auch im Herzen und der Niere exprimiert (Young ef al., 1988; Metzger et al.,
1995; Alenina et al., 2002). Im Gehirn ist Mas-mRNA in Neuronen der Hippocampusformation,
den olfaktorischen Tuberkeln, dem piriformen Kortex und in der Amygdala lokalisiert
(Bunnemann et al., 1990; Martin et al., 1992; Metzger et al., 1995). Milista et al. (2006) konnten
RNMrgE neben dessen Expression im Hoden und in den dorsalen Gliawurzeln auch im Gehirn
nachweisen, ohne allerdings genauere Areale zu bestimmen. Demzufolge gibt es auch Gewebe,
in denen HSMas und HSMrgE koexprimiert werden. Die Zellkultur-Ergebnisse dieser
Doktorarbeit und die Uberlappung von Expressionsmustern bedeuten damit moglicherweise,
dass HSMrgE auch unter in-vivo-Bedingungen als ein endogener Antagonist fiir HSMrgD und
HSMas fungiert. Neben direkten inhibitorischen Mechanismen (Abb.4.40 und Abb.4.43) sollte
folglich auch die Stimulation von HSMrgE mit seinem (noch unbekannten) Liganden zu einer
Interaktion der Komplexe Mas/MrgE bzw. MrgD/MrgE fiihren, was dann eine Reduktion des
konstitutiven Signals der beiden konstitutiv aktiven Rezeptoren zur Folge hat. Diesem
Modellansatz folgend, kénnte man auch postulieren, dass der HSMrgE-Rezeptor eine indirekte
anti-inflammatorische Wirkung vermittelt, da die beiden von ihm negativ beeinflussten

Rezeptoren iiber die Aktivierung von NFkB proinflammatorisch wirken (Abb.4.24).
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Die Idee, dass ,,orphane* Rezeptoren durch eine Dimerisation mit ,,non-orphanen“-Rezeptoren
eine Liganden-unabédngige Funktion ausiiben, ermoglicht eine vollig neue Sicht auf die
Rezeptorregulation und —funktion (Levoye et al., 2006). Das Ergebnis dieser Arbeit unterstiitzt
damit ein neues Konzept, welches impliziert, dass moglicherweise ,,orphane“ Rezeptoren, in
diesem Fall HSMrgE, Liganden-unabhénige Eigenschaften besitzen konnen und so auf eine neue

mechanistische Art Rezeptorfunktionen anderer assoziierter Rezeptoren beeinflussen konnen.
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6. Zusammenfassung

Das Mas-Protoonkogen wurde aufgrund seiner Tumor-induzierenden Wirkung nach
Transfektion von NIH3T3-Fibroblasten mit chromosomaler DNA aus humanen Epidermal-
Karzinom-Zellen entdeckt. Es kodiert fiir ein Protein mit 7 transmembrandren Doménen und
gehort in die Klasse der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR), ist mit der Aktivierung von
Signalwegen durch den Angiotensin (Ang)II-Metaboliten Ang-(1-7) assoziiert.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde eine konstitutive Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
»Serum Response Factor (SRF) und dem Nukledrer Faktor kB (NFkB) durch den humanen
Mas-Rezeptor gezeigt. Da die konstitutive Aktivitédt nicht nur fiir den humanen, sondern auch fiir
den Ratten-Mas-Rezeptor gezeigt werden konnte, scheint diese eine ubiquitire Bedeutung in
allen Sédugetierspezies zu haben. So impliziert die hier erstmals beschriebene konstitutive
Aktivierung von NFkB, einem der wichtigsten Regulatoren proinflammatorische Gene, eine
starke proinflammatorische Komponente von Mas, die ganz aktuell in in-vivo-Experimenten
bestdtigt werden konnte. Damit kann die Identifizierung der Mas/NFkB-Achse wesentlich zum
Verstindnis und zu der Behandlung Entziindungs-assoziierter Erkrankungen beitragen.

Des Weiteren konnte im Vorfeld dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Mas-Rezeptor zu einer
konstitutiven Aktivierung von Gyq und in Folge zu einer Stimulation von Zellteilungsprozessen,
wie den mitogenen Eigenschaften in NIH3T3-Zellen, beitrdgt. Die hier identifizierte konstitutive
Aktivierung von SRF vervollstindigt damit die Signalkaskade, die zu den mitogenen
Eigenschaften von Mas fiihrt. Diese sind nicht Liganden-induziert, da die Stimulation von Mas
mit Ang-(1-7) in dieser Arbeit zu keiner unabhidngigen Aktivierung von SRF fiihrt. Die
mitogenen Eigenschaften von Mas konnen in der Pathogenese von Tumoren und anderen
proliferativen Prozessen, wie die traumatische und operative Wundheilung, eine wichtige Rolle
spielen. Die Regulation und Modulation solcher proliferativer Prozesse ist bislang weitestgehend
unbekannt und keiner Therapie zuginglich. Demzufolge konnen die hier gezeigten Ergebnisse
erste Hinweise fiir mogliche pharmakologische Therapieansitze liefern.

Mas ist Teil einer Rezeptor-Familie sequenzidhnlicher Rezeptoren (Mrg-Familie). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde erstmalig eine signifikante konstitutive Aktivierung von SRF durch zwei
humane Rezeptoren der Mrg-Familie, MrgD und MrgX4, nachgewiesen. Eine phylogenetische
Analyse von Mas, MrgD und MrgX4 =zeigt eine Disulfidbriicke zwischen der dritten
transmembranen Helix (TMH) und sechsten TMH fiir Mas und MrgD. Diese Briicke kann von
essentieller Wichtigkeit flir weitere Erforschung von GPCR-Interaktionen und der davon

abhingigen Aktivierung von Signalmustern sein.
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Die konstitutive Aktivitdt fiir MrgD in allen drei untersuchten Zelllinien zeigt, dass sie unter
physiologischen und/oder pathophysiologischen Bedingungen von signifikanter Bedeutung sein
muss. Des Weiteren iibersteigt die maximale SRF-Aktivierung durch MrgD die von AnglI {iber
den AT;-Rezeptor medierte um 25%. Dass die konstitutive Aktivitdt von MrgD die in einer Viel-
zahl von physiologischen und Krankheitszustinden essenzielle Angll/AT;-Signalstirke iiber-
steigt, ldsst eine entscheidende Funktion von MrgD in biologischen Prozessen von Zellen/
Geweben, die MrgD exprimieren, vermuten. So wird MrgD vorwiegend in den dorsalen Glia-
wurzeln von sensiblen Neuronen exprimiert und dementsprechend eine Bedeutung in der Nozi-
ception besitzen. Folglich kann die gezeigte konstitutive Aktivitidt von MrgD von klinischer Be-
deutung fiir die Entwicklung neuer Medikamente in der Schmerztherapie sein. Die fiir MrgD
bzw. MrgX4 gezeigte NFkB-Aktivierung ldsst auch fiir diese Rezeptoren eine proinflam-
matorische Rolle vermuten, die vor allem bei Entziindungsreaktionen von Bedeutung sein kann.
Da in dieser Arbeit die direkte Stimulation von Mas und den untersuchten Mrg-Rezeptoren mit
verschiedenen Ang-Peptiden keinen additiven bzw. inhibitorischen Effekt auf die konstitutive
Aktivitdt bzw. Liganden-medierte Aktivierung in den nicht-konstitutiv aktiven Rezeptoren hat,
scheint Mas und die verwendeten Mrg-Rezeptoren nicht alleine bzw. nicht direkt fiir die Signal-
tibertragung von Ang-(1-7) und anderer Ang-Metabolite verantwortlich zu sein. Damit scheint
die Assoziierung von Mas mit den durch Ang-(1-7) stimulierten Signalwegen von weiteren
Faktoren abhéngig zu sein, wie Zellart, Tierspezies, Art des Gefdllbetts oder Koexpression mit
anderen Rezeptoren.

Die Koexpression von Mas bzw. MrgD mit MrgE reduziert signifikant die durch die konstitutiv
aktiven Rezeptoren stimulierte SRF-Aktivierung. Damit liegt die Vermutung nahe, dass MrgE
Liganden-unabédngig die Funktion anderer Rezeptoren durch eine Heterodimerisation
beeinflussen kann. Diesem Modellansatz folgend, kann man postulieren, dass der MrgE-
Rezeptor eine indirekte anti-inflammatorische Wirkung vermittelt, da die beiden von ihm negativ
beeinflussten Rezeptoren iiber die Aktivierung von NFxB proinflammatorisch wirken. Dies
ermoglicht eine vollig neue Sicht auf die Regulation von Rezeptorsignalen und die Funktion von
Liganden-unabhéngigen Rezeptorenassoziationen.

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit tragen essentiell zur Erklarung der mitogenen Eigenschaften
und der inflammatorischen Wirkung von Mas bei, sie identifizieren zwei weitere konstitutiv
aktive Rezeptoren innerhalb der Mrg-Familie und zeigt vollig neue funktionelle Rezeptor-
interaktionen auf. Damit kann die Arbeit Grundlagen fiir das Verstdndnis von Ursachen und
Pathophysiologie einer Vielzahl von Erkrankungen unterschiedlicher Athiologie sein und véllig

neue Therapieansitze aufzeigen.
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8. Anlage
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Anlage 1: Phylogenetische Analyse von murinen (Mm) und humanen (Hs) Mitgliedern der

Mrg-Familie. Die murine Mrg-Familie wird aufgrund von Sequenzhomologien in drei

bedeutende Unterfamilien geteilt: MrgA, MrgB und MrgC), die in dieser Doktorarbeit allerdings

nicht untersucht wurden (Dong et al., 2001).
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Anlage 2
A pcDNA3.1(-): ,,Multiple Cloning Site“:

enhancer region (3 end)

689 CATTGACGTC AATGGGAGTT TGTTTTGGCA CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAAATGTCG

CAAT TATA
748 TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCAAATGGG CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT

¥ end of MMV .
putative transcriptional start r

809 AAGCAGAGCT CTCTGGCTAA CTAGAGAACC CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC

T7 promoter primer binding site Nie 1 Pare | Drear 1 Apar | Xbar | Nher | Nor |

}f.rﬁ 1" E r»lk L' Ecolt 1 BuX 1* BamH |
= I p
929 GCCGCCACTG TGCTGGATAT CTGCAGAATT CCACCACACT GGACTAGTGG ATCCGAGCTC

AspTIS 1 Kpn | Hind 1L AT Pane ] peDNAZIBGH reverse priming site
989 GGTACCAAGC TTAAGTTTAA ACCGCTGATC AGCCTCGACT GTGCCTTCTA GTTGCCAGCC

1048 ATCTGTTGTT TGCCCCTCCC CCGTGCCTTC CTTGACCCTG GAAGGTGCCA CTCCCACTGT

BGH poly (A) site
1109 CCTTTCCTAA TAAAATGAGG AAATTGCATC

Anlage 2A: Die ,, Multiple Cloning Site* von der pcDNA3.1(-) aus dem 2007-Bestellkatalog von
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland).

B pGEM® T Vektor: ,,Multiple Cloning Site*:

T7 Transcription Start

5. . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCOCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3., ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

T7 Fromoter | [ | | | |
Apal Aatll Soh | EEH]

CCATG GCCGC GGGATTSY .1y insert).  ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
GGTAC CGGCG CCCTA ( )S‘TTAGTG ATCAC GCCGGE CGGAC GTCCA GCTGG TATAC

| I |11 Il I |
| Mda |

Neo | Sacll Spe Not | Pstl Sall
BstZ |
SPE Transcription Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT. . %
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA ... &

Il | SFE Promoter
Sacl Bstix | Nl |

Anlage 2B: Die ,, Multiple Cloning Site* von dem pGEM® T Vektor aus dem Bestellkatalog von
Promga (2007; Mannheim, Deutschland).

C pPGEM® T Easy Vektor: ,,Multiple Cloning Site*:

T7 Transcription Start

5'...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3'...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter | Il Il
Apa Aatll Sphl BsiZ| Neol
GCGGC CGCGG GAATT CGATTS'(cloned ihee n) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA

FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
| I

i
BetZ | BsrZ| el e

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT . .. 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTA‘{ CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA... 5

SPE Promoter

Ndel Sacl BstX | Nsil

Anlage 2C: Die , Multiple Cloning Site* von dem pGEM® T Easy Vektor aus dem 2007-
Bestellkatalog von Promga (Mannheim, Deutschland).
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Anlage 3
DNA-Lingenmarker:

A Lambda-Marker EcoR 1/ Hind III B O’GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

bi_ngf0.5pg % bp ngf05ug %

21226 2188 4

0000 200 4.0

[y Yl
oo
=200
oo
L
[l
[ Y
[w2 NN
[

002 P8 84
2027 208 4.2 3500 510 102
1904 19.6 3.0 000 880 176
1584 163 3.3 2500 =35 G
1375 14,2 98 2000 920 184
1500 240 4.8
947 98 195 1000 100 2.0
g i g0 T 750 215 43
2 @ _ = o
= 564 58 12 a8 00145 el
= = - S
= = 250 M5 43
0.5p01ane, £
gom length gel, it
1XTAE, Tvicm, 45min 0.5pglane
2om lengih gel,
1X TAE, MWom, 4amin
Anlage 34: Die Abbildung ist aus dem Anlage 3B: Die Abbildungen ist aus dem
2007-Bestellkatalog ~ der  herstellenden 2007-Bestellkatalog der Firma Fermentas
Firma Promega (Mannheim/Deutschland) (St.Leon-Rot/Deutsch-land) entnommen;
entnommen, A-Marker. O GeneRuler™ [kb DNA Ladder.
C PhiX 174 DNA/ BsUR I (Hae I1I) Marker
by @050 %o bp
— 13E3
1078
1253 1256 261 ara
1078 1001 20.0
ar2 1.0 162
(510
[s{ue] aE0 112
=10 28.8 5.8
“ad 26.1 52 o
el 2h2 N — %§1
23 2107 4.3 i
154 1&8.0 26
118 110 22 B fi
iz By 1.3
— 118
ie

Anlage 3C: Die Abbildungen ist aus dem 2007-Bestellkatalog der herstellenden Firma Roche

(Basel/Schweiz) entnommen,; ®@-Marker.
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Anlage 4
Sequenzierungsergebnis von TV-RNMrgE:

Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbijct

Query

Sbict

Query
Sbict
Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

ATGTCCCTGAGAGTGCACACGCATTCTCCCAGCACCCAGGGAGACATGGCATTCAACCTG

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
ATGTCCCTGAGAGTGCACACGCATTCTCCCAGCACCCAGGGAGACATGGCATTCAACCTG

ACCATCCTGTCCCTCACTGAGCTCCTCAGCCTGGGTGGGCTGCTGGGCAACGGAGTGGCC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree e
ACCATCCTGTCCCTCACTGAGCTCCTCAGCCTGGGTGGGCTGCTGGGCAACGGAGTGGCC

CTCTGGCTGCTCAACCAGAACGTCTACAGGAATCCCTTCTCCATCTATCTCTTGGATGTG

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e ettt r et e e e
CTCTGGCTGCTCAACCAGAACGTCTACAGGAATCCCTTCTCCATCTATCTCTTGGATGIG

GCCTGCGCCGACCTCATCTTCCTCTGCTGCCACATGGTGGCCATCATCCCTGAGCTGCTG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GCCTGCGCCGACCTCATCTTCCTCTGCTGCCACATGGTGGCCATCATCCCTGAGCTGCTG

CAGGACCAGCTGAACTTCCCTGAATTCGTCCATATCAGCCTGATCATGCTGCGGTTCTTT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrr et et ettt et et
CAGGACCAGCTGAACTTCCCTGAATTCGTCCATATCAGCCTGATCATGCTGCGGTTCTTT

TGCTACATTGTGGGCCTGAGCCTCCTGGTGGCCATCAGCACGGAGCAGTGCCTGGCCACT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGCTACATTGTGGGCCTGAGCCTCCTGGTGGCCATCAGCACGGAGCAGTGCCTGGCCACT

CTCTTCCCCTCCGGGTACCTGTGCCGCCGCCCACGCTACCTGACCACCTGCGTGTGTGCA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CTCTTCCCCTCCGGGTACCTGTGCCGCCGCCCACGCTACCTGACCACCTGCGTGTGTGCA

His
TTCGGAGCACTCAGCTACCACCTGTGTGGGATGCTGTGGCTGGTAGTGGCAGTTCTCCTG
CEEErr et terrerr et et et et et ettt ettt ettt ettt el
TTCGGAGCACCCAGCTACCACCTGTGTGGGATGCTGTGGCTGGTAGTGGCAGTTCTCCTG

Pro

GCTGCCCTGTGCTGCACCATGTGTGTGACCAGCCTGCTCCTGCTGCTGCGGGTGGAACGA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
GCTGCCCTGTGCTGCACCATGTGTGTGACCAGCCTGCTCCTGCTGCTGCGGGTGGAACGA

GGTCCAGAGAGGCACCAGCCCCGGGGCTTCCCCACCCTGGTCCTGCTGGTCATCCTGCTC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GGTCCAGAGAGGCACCAGCCCCGGGGCTTCCCCACCCTGGTCCTGCTGGTCATCCTGCTC

Leu
TTCCTCTTATGCGGCCTGCCCTTTGGCATCTTCTGGCTGTCCAAGAACTTGTCCTGGCAC
CEEErrer crrerrerrerr ettt et et et ettt ettt ettt
TTCCTCTTCTGCGGCCTGCCCTTTGGCATCTTCTGGCTGTCCAAGAACTTGTCCTGGCAC

Phe

ACACCCCTCTACTTCTATCACTTCAGCTTCTTCATGGCCAGTGTGCACAGTGCGGCCAAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt r et e e e
ACACCCCTCTACTTCTATCACTTCAGCTTCTTCATGGCCAGTGTGCACAGTGCGGCCAAG

60

12699188

120

12699128

180

12699068

240

12699008

300

12698948

360

12698888

420

12698828

480

12698768

540

12698708

600

12698648

660

12698588

720

12698528

780

12698468
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Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbict

CCTGCCATCTACTTTTTCTTAGGCAGCACACCTGGCCAGAGGTTTCAGGAACCCCTCCGG 840

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr e et ettt e e e
CCTGCCATCTACTTTTTCTTAGGCAGCACACCTGGCCAGAGGTTTCAGGAACCCCTCCGG 12698408

CTGGTGCTCCAGCGGGCACTGGGGGATGAAGCTGAGCTGGGGGCTGTGAGAGAGGCTTCC 900

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr e et et r e e
CTGGTGCTCCAGCGGGCACTGGGGGATGAAGCTGAGCTGGGGGCTGTGAGAGAGGCTTCC 12698348

CAAGGGGGACTTGTGGACATGACTGTATAA 930

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
CAAGGGGGACTTGTGGACATGACTGTCTAA 12698318

Anlage 4: Sequenzierungsergebnis durch das BLAST-Programm nach Eingabe der Mini-
Sequenz, Vergleich des Plasmids TV-RNMrgE mit der Referenzsequenz AF 518247,
Query=Mini; Subjekt (Sbjct)=AF 518247; Fett gedruckt und grau hinterlegt: Aminosdure-

austausch oder Basenpaarverinderung, Fett gedruckt und unterstrichen: Start-codon+Primer

oder Stopcodon+Primer.

Anlage S
Sequenzierungsergebnis von TV-RNMrgG:

Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbict

ATGCTCTCCATATTCAATATCTGGGGCACGTTCAACAGAGTGCTCTTCTTCCTCAGCCTC 60

FEEErrrrrrrrrr e et e et r e e e e
ATGCTCTCCATATTCAATATCTGGGGCACGTTCAACAGAGTGCTCTTCTTCCTCAGCCTC 12682004

ACAGTCAGCCTTGCAGGGCTGGCGGGCAACACGCTGCTGCTCTGGCACCTCGGTCTGCGC 120

FErrrrrererrrrrrrrrrrrr e e et et et
ACAGTCAGCCTTGCAGGGCTGGCGGGCAACACGCTGCTGCTCTGGCACCTCGGTCTGCGC 12681944

ATCAAGAAGGGCCCCTTCAACACCTACCTGCTGCACCTGGCCGCTGCTGATTTCCTCTTC 180

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ATCAAGAAGGGCCCCTTCAACACCTACCTGCTGCACCTGGCCGCTGCTGATTTCCTCTTC 12681884

CTCTCCTGCCAAGTTGGCTTCTCTATTGCCAAGATCGCGTCGGGCTATGAGGACACACTC 240

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e et e e
TTCTCCTGCCAAGTTGGCTTCTCTATTGCCAAGATCGCGTCGGGCTATGAGGACACACTIC 12681824

TACTTCCCGGTCACCTTCCTCTGGTTTGCTGTAGGGCTCTGGCTGCTGGCTGCCTTCATT 300

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et e
TACTTCCCGGTCACCTTCCTCTGGTTTGCTGTAGGGCTCTGGCTGCTGGCTGCCTTCATT 12681764

GTGGACTGCTGCCTCTCCTACATGTTCCCCTCCTTTTGTGGCCCCAACTGCCGCCCCAGG 360

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
GTGGACTGCTGCCTCTCCTACATGTTCCCCTCCTTTTGTGGCCCCAACTGCCGCCCCAGG 12681704

TACACTTCATTTGTCCTCTGCCTCGTGATCTGGGCCCTGACCATGCTGGCGGTGCTGCTG 420

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
TACACTTCATTTGTCCTCTGCCTCGTGATCTGGGCCCTGACCATGCTGGCGGTGCTGCTG 12681644

CCAGCCAATGCCTGTGGCCTGCTGTACAATAGAATGAGTCTGCTGGTTTGCCTCAAGTAC 480

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
CCAGCCAATGCCTGTGGCCTGCTGTACAATAGAATGAGTCTGCTGGTTTGCCTCAAGTAC 12681584



ANLAGE 113

Query CACTGGGTCAGCGTTGTCTGGCTAGGGGTGCTTGCTAGCACGGCGTGTGGTGCAAGCATG 540

FErrrrrererrrrrrrrrrrrrr e et ettt e e e
Sbjct CACTGGGTCAGCGTTGTCTGGCTAGGGGTGCTTGCTAGCACGGCGTGTGGTGCAAGCATG 12681524

Query TTTCTCTTAGTCTTTGGGAACTGCTGTTCTTCACAGCCACCCTCCAAATTCTGCAAGTTG 600

FErrrrrrrerrr e e ettt e e et e et r e
Sbjct TTTCTCTTAGTCTTTGGGAACTGCTGTTCTTCACAGCCACCCTCCAAATTCTGCAAGTTG 12681464

Query GCCCAGTGCTCCGGGATCCTTCTGTTCTTCTGTCGCCTGCCCCTGGTTTTCTACTGGTGC 660

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct GCCCAGTGCTCCGGGATCCTTCTGTTCTTCTGTCGCCTGCCCCTGGTTTTCTACTGGTGC 12681404

Query CTGCGGCCAGTCATAAAATTCTTGCTTCCCTTTTTCTTCCCACTGGCCACCCTCCTGGCC 720

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e ettt e e e e e
Sbjct CTGCGGCCAGTCATAAAATTCTTGCTTCCCTTTTTCTTCCCACTGGCCACCCTCCTGGCC 12681344

Query TGCATTGACAGCAGTGCAAAGCCCCTCTTGTACTACCTGAAGGGCAGGCAGCTCAGGAAG 780

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
Sbjct TGCATTGACAGCAGTGCAAAGCCCCTCTTGTACTACCTGAAGGGCAGGCAGCTCAGGAAG 12681284

Query GAGCCACTGCAGGTAGCCCTAAACAGGGCTTTAGGGGAAGAGTCTCAGTCAAGTAGTGGG 840

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerr et ettt ettt e
Sbjct GAGCCACTGCAGGTAGCCCTAAACAGGGCTTTAGGGGAAGAGTCTCAGTCAAGTAGTGGG 12681224

Query GGGATATCCCTCCCCATGAGCCGAGTGTAA 870

FEETEErrrrr e e
Sbjct GGGATATCCCTCCCCATGAGCCGAGTGTAA 12681194

Anlage 5: Sequenzierungsergebnis durch das BLAST-Programm nach Eingabe der Mini-
Sequenz, Vergleich des Plasmids TV-RNMrgG mit der Referenzsequenz AF 518248,
Query=Mini; Subjekt (Sbjct)= AF 518248, Fett gedruckt und grau hinterlegt: Aminosdure-
austausch oder Basenpaarverdnderung, Fett gedruckt und unterstrichen: Start-codon+Primer

oder Stopcodon+Primer.

Anlage 6

Vergleich der verwendeten Rezeptoren auf Aminosiure-Ebene:

HS MrgXl —————m oo MDPTLDTELTPINGTE---ETLCY
HS MrgX3 ———————m oo MDSTIPVLGTELTPINGRE---ETPCY
HS MrgX4 —-——-————m— oo oo MDPTVPVFGTKLTPINGRE---ETPCY
HS MrgX2 —=——-—mmm oo MDPTTPAWGTESTTVNGNDQALLLLCG
HS Mas  ———————— oo MDGSNVTSFVVEEPTNISTGRNASVGNAH
MM MrgH  —————————mmm oo MEPLAMTLYPLESTQPTRNKTPNETTWSSEH
HS RTA === ——mmmm oo MAGNCSWEAHPGNRNKMCPGLSEAPELYS
HS MrgD  —=——————mmmmm oo MNQTLNSSGTVESALNYSRGSTVHTAY
HS_MrgE  ———- oo MMEPREAGQHVGAANGAQED
HS_MrgG  ———————— o MPLPVPPAGAQKTPEDHVCLHLEGPSPAPSE

HS Mrg MVWGKICWESQRAGWTVFAESQISLSCSLCLHSGDQEAQNPNLVSQLCGVEFLONETNET I
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HS MrgXl
HS MrgX3
HS MrgX4
HS MrgX2
HS Mas

MM MrgH
HS RTA

HS MrgD
HS_ MrgE
HS_MrgG
HS Mrg

HS MrgXl
HS MrgX3
HS MrgX4
HS MrgX2
HS Mas

MM MrgH
HS RTA

HS MrgD
HS_MrgE
HS_ MrgG
HS Mrg

HS MrgXl
HS MrgX3
HS MrgX4
HS MrgX2
HS Mas

MM MrgH
HS RTA

HS MrgD
HS_MrgE
HS_MrgG
HS Mrg

HS MrgXl1l
HS MrgX3
HS MrgX4
HS MrgX2
HS Mas

MM MrgH
HS RTA

HS MrgD
HS_MrgE
HS_MrgG
HS Mrg

K- QTLSLIVLTCIVSLVGLTGNAVVLWLLGCRMRRNAFSIYILNLAAAD
K- QTLSFIGLTCIVSLVALTGNAVVLWLLGCRMRRNAVSIYILNLVAAD
N--—>-————- QTLSFTVLTCIISLVGLTGNAVVLWLLGYRMRRNAVSIYILNLAAAD
K- ETLIPVFLILFIALVGLVGNGEFVLWLLGFRMRRNAFSVYVLSLAGAD
R-———— QIPIVHWVIMSISPVGFVENGILLWFLCFRMRRNPETVYITHLSIAD
T-————- DDHTYFLVSLVICSLGLAGNGLLIWFLIFCIKRKPFTIYILHLATIAD
RGFLTIEQIAMLPPPAVMNYIFLLLCLCGLVGNGLVLWEFGFSIKRNPFSIYFLHLASAD
L---——————————- VLSSLAMFTCLCGMAGNSMVIWLLGFRMHRNPFCIYILNLAAAD
VA-—————————= FNLIILSLTEGLGLGGLLGNGAVLWLLSSNVYRNPFAIYLLDVACAD

PARMFGLFGLWRTFDSVVEYLTLIVGLGGPVGNGLVLWNLGFRIKKGPFSIYLLHLAAAD
HMQMSMAVGQQALPLNIIAPKAVLVSLCGVLLNGTVFWLLCCGATN-PYMVYILHLVAAD

FLFLSGRLIYSLLSFISIPHTISK----ILYPVMMFSYFAGLSFLSAVSTERCLSVLWPI
FLFLSGHIICSPLRLINIRHPISK--—-ILSPVMTFPYFIGLSMLSAISTERCLSILWPI
FLFLSFQIIRSPLRLINISHLIRK-——-ILVSVMTFPYFTGLSMLSAISTERCLSVLWPI

FLFLCFQIINCLVYLSNFFCSISINFPSFFTTVMTCAYLAGLSMLSTVSTERCLSVLWPI
ISLLFCIFILSIDYALDYELSSGHYTIVILSVIFLFGYNTGLYLLTAISVERCLSVLYPI
FMVLLCSSIMKLVNTFHIYN---MTLESYAILFMIFGYNTGLHLLTAISVERCLSVLYPI
VGYLFSKAVESILNTGGFLGTFADYIRSVCRVLGLCMFLTGVSLLPAVSAERCASVIFPA
LLFLFSMASTLSLETQPLVN-TTDKVHELMKRLMYFAYTVGLSLLTAISTQRCLSVLFPI
LIFLGCHMVAIVPDLLQGRLDFPGFVQTSLATLRFFCYIVGLSLLAAVSVEQCLAALFPA
FLFLSCRVGFSVAQAALGAQDTLYFVLT—————— FLWFAVGLWLLAAFSVERCLSDLFPA
VIYLCCSAVGFLOVTLLTYHGVVEFIPDFLAILSPFSFEVCLCLLVAISTERCVCVLFPI

WYRCHRPTHLSAVVCVLLWALSLLRSILEWMLCGFLFSGADS--AWCQTSDFITVAWLIF
WYHCRRPRYLSSVMCVLILWALSLLRSILEWMFCDFLFSGADS--VWCETSDFITIAWLVE
WYRCRRPTHLSAVVCVLIWGLSLLEFSMLEWRFCDFLFSGADS--SWCETSDFIPVAWLIF
WYRCRRPRHLSAVVCVLIWALSLLLSILEGKFCGFLFSDGDS--GWCQTFDFITAAWLIFE
WYRCHRPKYQSALVCALLWALSCLVTTMEYVMCIDREEESHSRNDCRAVIIFIAILSFLV
WYQCORPKHQSAVACMLILWALSVLVSGLENFECILEVKPQFP--ECRYVYIFSCILTFLV
WYWRRRPKRLSAVVCALLWVLSLLVTCLHNYFCVFLGRGA-PGAACRHMDIFLGILLFLL
WFKCHRPRHLSAWVCGLILWTLCLLMNGLTSSFCSKFLKFNED--RCFRVDMVQAALIMGV
WYSCRRPRHLTTCVCALTWALCLLLHLLLSIACTQFFGEPSR——HLCRTIWLVAAVLLAL
CYQGCRPRHASAVLCALVWTPTLPAVPLPANACGLLRNSACP--LVCPRYHVASVTWFLV
WYRCHRPKYTSNVVCTLIWGLPFCINIVKSLFLTYWKHVKAC--—-— VIFLKLSGLEFHAT

LCVVLCGSSLVLLIRILCGSR--KIPLTRLYVTILLTVLVFLLCGLPFGIQFFLFLWIHV
LCVVLCGSSLVLLVRILCGSR--KMPLTRLYVTILLTVLVFLLCGLPFGIQWALFSRIHL
LCVVLCVSSLVLLVRILCGSR--KMPLTRLYVTILLTVLVFLLCGLPFGILGALIYRMHL
LFMVLCGSSLALLVRILCGSR--GLPLTRLYLTILLTVLVFLLCGLPFGIQWFLILWIWK
FTPLMLVSSTILVVKIRKNTW-ASH-SSKLYIVIMVTIIIFLIFAMPMRLLYLLYYEYWS
FVPLMIFSNLILFIQVCCNLK-PRQ-PTKLYVIIMTTVILFLVFAMPMKVLLIIGYYSSS
CCPLMVLPCLALILHVECRAR-RRQRSAKLNHVILAMVSVFLVSSIYLGIDWFLEWVFQI
LTPVMTLSSLTLEVWVRRS SQOQWRRQPTRLFVVVLASVLVFLICSLPLSIYWEVLYWLSL
LCCTMCGASLMLLLRVERGPQ--RPPPRGFPGLILLTVLLFLFCGLPFGIYWLSRNLLWY
LARVAWTAGVVLEVWVTCCST--RPRPR-LYGIVLGALLLLFFCGLPSVEYWSLQPLLNF
LSLVMCVSSLTLLIRFLCCSQ--QQKATRVYAVVQISAPMFLLWALPLSVAPLITDFKMF
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HS MrgXl DREVLFCHVHLVSIFLSALNSSANPIIYFFVGSFRORONRON--LKLVLQRALQDASEVD
HS MrgX3 DWKVLFCHVHLVSIFLSALNSSANPIIYFFVGSFRORONRON--LKLVLQRALQDTPEVD
HS MrgX4 NLEVLYCHVYLVCMSLSSLNSSANPIIYFFVGSFRQRONRON--LKLVLORALQDKPEVD
HS MrgX2 DSDVLFCHIHPVSVVLSSLNSSANPIIYFFVGSFRKQWRLQQPILKLALQRALQDIAEVD

HS Mas TFG----NLHHISLLEFSTINSSANPFIYFFVGSSK-KKRF-KESLKVVLTRAFKDEMQPR
MM MrgH  LDDSVW-DSLPYLNMLSTINCSINPIVYFVVGSLR-RKRS-RKSLKEALQKVFEEKPVVA
HS RTA PAP----FPEYVTDLCICINSSAKPIVYFLAGRDK-SQRL-WEPLRVVFQRALRDGAELG
HS MrgD  PPEMQV-LCFSLSRLSSSVSSSANPVIYFLVGSRR-SHRLPTRSLGTVLQQALREEPELE
HS MrgE  IPH----YFYHFSFLMAAVHCAAKPVVYFCLGSAQGRRLP----LRLVLQRALGDEAELG
HS_MrgG ~ LLP---=VESPLATLLACVNSSSKPLIYSGLGRQPGKREP----LRSVLRRABGEGAELG

HS Mrg VIT-————— SYLISLFLIINSSANPIIYFFVGSLRKKRLKES--LRVILQRALADKPEVG

HS MrgXl EGGGQLPEEILELSGSRLEQ--———-———-———-———
HS MrgX3 EGGGWLPQETLELSGSRLEQ--——————-———-——-
HS MrgX4 KGEGQLPEESLELSGSRLGP--——-———-———-——-
HS MrgX2 HSEGCFRQGTPEMSRSSLV------—--—-—-—--—

HS Mas ROKDNCNTVTVETVV—==—==—=———————————
MM MrgH  SRENVTQFSLPS——-—=—-——-————————————-
HS RTA EAGGSTPNTVTMEMQCPPGNAS-——-——-——-—-

HS MrgD  GGETPTVGTNEMGA-—=-—=-—=-—=—=—=——————
HS_MrgE  AVRETSRRGLVDIAA---—-—=-—=—=————————
HS_MrgGé  ARGQSLPMGLL--—-—=-——-——————————————
HS Mrg RNKKAAGIDPMEQPHSTQHVENLLPREHRVDVET

Anlage 6: Der HSMas-Rezeptor, der murine MrgH-Rezeptor und die HSMrg-Familie im
Sequenzvergleich. Dargestellt ist die Aminosduresequenz der jeweiligen Rezeptoren. Fett
gedruckt: tibereinstimmende Aminosduren. Die transmembranen Bereiche sind grau unterlegt.

Dunkelgrau hinterlegt Punktmuation mit Aminosdureaustausch.

Anlage 7

Vergleich der verwendeten Rezeptoren der Ratte auf Aminosiure-Ebene

RN_Mrgc  --—-—--—--—-—- MSLRVHTHSPSTQGDMAFNLTILSLTELLSLGGLLGNGVALWLLNONY
RN_MrgG  —-——-—-—-——-——- MLSIFNIWG--—--- TFNXVLFFLSLTVSLAGLAGNTLLLWHLGLRI

RN Mas MDQSNMTSFAEEKAMNTSSRNASLGTSHPPIPIVHWVIMS ISPLGFVENGILLWFLCFRM

RN_MrgE YRNPEFSIYLLDVACADLIFLCCHMVATI I PELLQDQLNFPEFVHISLIMLRFFC-YIVGLS
RN_MrgG KKGPFNTYLLHLAAADFLFLSCQVGFSIAKIASG-—-——— YEDTLYFPVTFLW-FAVGLW
RN Mas RRNPFTVYITHLSIADISLLFCIFILSIDYALDYELSSGHYYTIVTLSVTFLEFGYNTGLY

RN_MrgE LLVAISTEQCLATLFPSGY—LCRRPRYLTTCVCAFIWVLCLLLDLLLSGACTQFFGA.SY
RN_MrgG LLAAFIVDCCLSYMFPSFCGPNCRPRYTSFVLCLVIWALTMLAVLLPANACGLLYNRMSL
RN Mas LLTAISVERCLSVLYPIWY-RCHRPKHQSAFVCALLWALSCLVTTMEYVMCIDSGEESHS
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RN_MrgE HLCGMLWLVVAVLLAALCCT——MCVTSLLLLLRVERGPERHQPRGFPTLVLLVILLFLIC
RN_MrgG LVCLKYHWVSVVWLGVLAST--ACGASMFLLVFGNCCSS—-QPPSKFCKLAQCSGILLFFC
RN Mas QSDCRAVIIFIAILSFLVFTPLMLVSSTILVVKIRKNTWASHSSKLYIVIMVTIIIIFLIF

RN_MrgE GLPFGIFWLSKNLSWHTPLYFYHFSFFMASVHSAAKPATIYFFLGSTPGQRFQEPLRLVLQ
RN_MrgG RLPLVEFYWCLRPVIKFLLPFFFPLATLLACIDSSAKPLLYYLKG---RQLRKEPLQVALN
RN Mas AMPMRVLYLLYYEYWSTFGNLHNISLLFSTINSSANPFIYFFVGSSKKKRFRESLKVVLT

RN_MrgE  RALGDEAELGAVREASQGGLVDMTV
RN_MrgG  RALGEESQSSSGGISLPMSRV----
RN Mas RAFKDEMQPRRQEGNGNTVSIETVV

Anlage 7:  Der RNMas-Rezeptor, der RNMrgE- und der RNMrgG-Rezeptor im
Sequenzvergleich. Dargestellt ist die Aminosduresequenz der jeweiligen Rezeptoren. Fett
gedruckt: tibereinstimmende Aminosduren. Die transmembranen Bereiche sind grau unterlegt.

Dunkelgrau hinterlegt Punktmuation mit Aminosdureaustausch.
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