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Einleitung 1

1.1 Einleitung
1.1 Das Mas-Protoonkogen
1.1.1 Die Entdeckung des Mas-Protoonkogens

Young und Mitarbeitern gelang 1986 erstmalig die Isolierung des humanen Mas-Protoonkogens
aus einem Epidermalcarzinom. Durch die anschlieBende Transfektion in NIH3T3-Fibroblasten
und Injektion der transfizierten Zellen in Nacktmiuse kam es dann bei den Tieren zur Tumor-
bildung (Young et al., 1986). Die Autoren vermuteten deshalb, dass es sich bei dem Mas-Protein
um einen Rezeptor handeln konnte, der nach Aktivierung in die Zell-Wachstumsregulation ein-
greift. Ein Vergleich von nicht transfizierter mit transfizierter DNA liel auf ein Rekombinations-
element schlieBen, welches nach Induktion durch Transformation aus dem Protoonkogen-
Promotorbereich deletiert wurde und zu einer unkontrollierten Expression des Gens fiihrte. Die
fiir die onkogene Aktivitdt von Mas verantwortlichen Verianderungen lagen ca. 3,5kb vor dem
Translationsstart und konnten auch in den Untersuchungen von Janssen et al. (1988) nach
Transfektionsexperimenten in menschlicher myelotischer Leukédmiezell-DNA nachgewiesen
werden. Weitere Transfektionsexperimente bei isolierten und verdnderten Mas-Genen
dokumentierten eine in dem unverdnderten Mas-Gen nicht vorhandene Sequenz, die als ein ,,al-
pha-satellite repeat” vom Chromosom 3 identifiziert wurde (van 't Veer et al., 1993). Diese ist 2-
3kb vor der codierenden Region des Mas-Gens lokalisiert. Allerdings ist bis heute keine
Mutation in der 5’-flankierenden Region des Mas-codierenden Exons fiir einen Primirtumor
beschrieben worden. Mit Hilfe von in-situ-Hybridisierungen gelang die Lokalisation des
humanen Mas-Gens auf dem distalen Arm des Chromosom 6q (Rabin et al., 1987), wihrend es
bei der Ratte auf dem Chromosom 1 (Walther et al., unpubliziert) und bei der Maus auf dem
Chromosom 17 gefunden wurde (Al-Ubaida et al, 1992; Cebra-Thomas et al, 1992).
Interessanterweise liegt damit das Mas-Gen in unmittelbarer Nachbarschaft von Genorten, die
Leukédmie auslosen konnen. Nach struktureller Deletion dieses Chromosomenabschnittes kam es
zur malignen Transformation und zur Tumorbildung. Ein Nachweis der Mas-Expression war in

untersuchten Leuké@mie-Zelllinien allerdings nicht moglich (Jiicker et al., 1990).

1.1.2 Die Proteinstruktur von Mas

Anhand von Sequenzanalysen der codierenden Bereiche beim Menschen (Young et al., 1986),
bei der Ratte (Young et al., 1988) und bei der Maus (Metzger et al., 1995) konnte gezeigt

werden, dass das Mas-Protoonkogen fiir ein Proteinprodukt von 324 Aminosduren (As) codiert
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und 7 hydrophobe Domiénen ausbildet. Diese Transmembrandoménen sind charakteristisch fiir
membranstindige Rezeptoren, insbesondere fiir die Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR, ,G-protein coupled receptor®) (Probst et al., 1992). Im Gegensatz zu der As-
Sequenz von Maus und Ratte ist das humane Mas-Protein um eine As verldngert (Abb.1.1;
zusitzliche As an Position 11). Insgesamt weisen die Genprodukte von Maus und Ratte mit 97%
(Maus) und 91% (Ratte) hohe Sequenzhomologien zum humanen Mas-Protein auf (Young et al.,
1988; Metzger et al., 1995). Die grofiten Sequenzunterschiede befinden sich dabei im Bereich

der ersten 20 As des Amino-terminalen Endes.

000w

Abb. 1.1: Die Aminosduresequenz des Mas-Genprodukts der Ratte und seine mogliche Faltung in der Zellmembran.
Die schwarz unterlegten Aminosduren sind zwischen humanen und Ratten-Rezeptor verschieden (aus: Hanley et al.,

1990).

1.1.3 Expression des Mas-Gens

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). Nicht nachweisbar ist das Mas-Genprodukt hingegen in Leber, Skelettmuskel, Zunge,
Kleinhirn, Uterus und in Embryos an den Tagen 11,5, 13,5 und 15,5 nach der Befruchtung
(Alenina et al., 2002).

Im Hoden der Maus konnte mit Hilfe einer in-sifu-Hybridisierung eine deutliche Mas-Expression
in Leydig-Zellen, weniger ausgeprégt in Sertoli-Zellen und eine deutlich schwiéchere in priméiren

Spermatozyten lokalisiert werden (Alenina et al., 2002).
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Im Gehirn wurde die Mas-mRNA iiberwiegend in den Neuronen der Hippocampusformation,
den olfaktorischen Tuberkeln, dem piriformen Kortex und in der Amygdala detektiert
(Bunnemann et al., 1990; Martin et al., 1992; Metzger et al., 1995). Nach neuronaler
Aktivierung nimmt die Mas-Expression insbesondere im Hippocampus, aber auch im Kortex und
Thalamus zu (Martin et al., 1992). Demnach wird Mas eine Rolle in der synaptischen Plastizitit
und dem Gedéichtnis zugesprochen. Dariiber hinaus wiesen Kitaoka ef al. (1994) das Mas-Gen in
der Retina von Rhesus-Affen nach und konnten zeigen, dass die Uberexpression von Mas-

mRNA im Auge zu einer Reduktion der Zapfen-Photorezeptoren fiihrt.

1.14 Mas innerhalb der Familie G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Wie unter 1.1.2 beschrieben gehort der Mas-Rezeptor mit den sieben hydrophoben As-Dominen
strukturell zur Familie der transmembranidren Rezeptoren. Bis heute konnten mehr als 800
unterschiedliche humane GPCRs dieser groen Rezeptorenfamilien identifiziert werden
(Fredriksson et al., 2003). Bei den GPCRs handelt es sich um Membranproteine, die durch
exogene und endogene Liganden aktiviert werden. Zu den exogenen Liganden gehoren
Geschmack- und Duftstoffe, zu den endogenen Liganden Neurotransmitter und Hormone
(Ji et al., 1998). Chemisch betrachtet handelt es sich bei den Rezeptor-Liganden um Amine
(z. B. Acetylcholin, Adrenalin, Dopamin und Serotonin), Aminosdurederivate
(z. B. y-Aminobuttersdure und Glutamate), Fettsdurederivate (z. B. Leukotriene, Prostaglandine
und Thromboxane), Nukleotide (z. B. ADP und ATP), Peptide (z. B. Angiotensin II, Bradykinin
und LH) und Phospholipide.

Die bislang identifizierten humanen GPCRs lassen sich fiinf Familien zuordnen: Familie G:
Glutamat-Rezeptoren (15 Mitglieder); Familie R: Rhodopsin-Rezeptoren (701 Mitglieder);
Familie A: Adhidsions-Rezeptoren (24 Mitglieder); Familie F: ,frizzled*/Geschmack-Rezeptoren
(24 Mitglieder); Familie S: Sekretin-Rezeptoren (15 Mitglieder). Der humane Mas-Rezeptor
gehort in die Rhodopsin-Familie (Untergruppe 6) (Fredriksson et al., 2003). Mit Hilfe von DNA-
Sequenzvergleichen lie3 sich dokumentieren, dass sich bei der Evolution der GPCRs
phylogenetisch zwei Arme entwickelten: zum einen die adrenergen und muskarinergen
Rezeptoren, zum anderen das Gen des Rhodopsingens und das Mas-Protoonkogen. Das Mas-
Protoonkogen divergierte dann wahrscheinlich erst zu einem spiteren (Entwicklungs-) Zeitpunkt

von dem Rhodopsingen (Yokoyama et al., 1989, Peralta et al., 1987).
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1.1.5 Signaltransduktion des Mas-Rezeptors

Viele Hormone, Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter konnen ihre Wirkung nicht direkt an
der Zelle auslosen, sondern miissen erst iiber Bindung an einen spezifischen Rezeptor eine
Signalkette auslosen. Uber eine Aktivierung von intrazelluliren Effektormolekiilen, wie
Adenylatcyclase, Phosholipase C und Ionenkanile, wie K'- und Ca2+—Kana'le, werden
Rezeptoren und Liganden zur Interaktion angeregt und so die Informationen auf die
regulierenden Prozesse in der Zelle iibermittelt (Review: Selbie & Hill, 1998).

Heterotrimere G-Proteine sind membranstindige, Guanin-bindende Proteine, die aus drei unter-
schiedlichen Proteinketten, den o-, B- und y-Untereinheiten, bestehen. Aufgrund ihrer Fihigkeit,
Guanintriphosphat (GTP) zu hydrolysieren, werden sie der GTPase-Superfamilie zugeordnet, die
sich wiederum in monomere GTPasen und hetereotrimere G-Proteine unterteilen ldasst. Von den
einzelnen Untereinheiten existieren mehrere Isoformen. Bisher konnten 21 unterschiedliche G,-
Proteinuntereinheiten, 5 B-Untereinheiten und 12 y-Untereinheiten identifiziert werden (Hamm,
1998). Die GDP-Hydrolysierung erfolgt durch Bindung von GTP an die a-Untereinheiten.
Wiihrend die Untereinheiten o5 und o4 stimulierend wirken, wirken die Untereinheiten o; und og
inhibierend auf den Folgeprozess. Im inaktiven Zustand hat der trimere Komplex GDP
gebunden. Nach Bindung eines Agonisten wird GDP zu GTP und der Ggg,-GTP-Komplex
dissoziiert in die G,-GTP-Untereinheit und in die Gg,-Untereinheit, die jeweils unabhingig ver-
schiedene Effektoren aktivieren. So kann iiber die Aktivierung der Adenylatcyclase (AC) der
,second messenger cAMP gebildet werden (Abb. 1.2).

|

i

1
Adenylat- | GR —--» effekt
zyklase |
" ! bt G,R —~ EFFEKT

1

- +ve

cAMP | Y L GR

1 Ca2+

|

1 Y

schwache starke

Kontraktion Y Kontraktion

verbesserte Kontraktion

Abb. 1.2: Schematische Darstellung moglicher Signaltransduktionswege nach GPCR-Aktivierung durch Bindung
eines Liganden. Sowohl G- als auch G,gekoppelte 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).
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Experimentell konnte nachgewiesen werden, dass das Mas-Protein nach Stimulation durch einen
Liganden (z. B. Ang II) zu einer Aktivierung der Phospholipase C (PLC) fiihrt (Jackson et al.,
1988; Jackson & Hanley 1989; Poyner et al., 1990). Diese wird dabei phosphoryliert und iniitiert
dann die Umwandlung von Phosphatidylinositol in die zwei ,,second messenger: IP; und DAG.
IP3 bewirkt im Zytosol eine Freisetzung von Ca**-Tonen. DAG verbleibt in der Zellmembran und
aktiviert dort die Ca2+—Phospholipid—abhﬁngige Proteinkinase C, die zur Modifikation biologisch
wichtiger Proteine beitrdgt (Davis, 1992; Berridge, 1993; Abb. 1.2).

Neben der oben beschriebenen Signalkaskade konnen die heterotrimeren G-Proteine ihr Signal
zusitzlich mittels der Aktivierung kleiner G-Proteine (monomere G-Proteine) weiterleiten
(Bhattacharya et al., 2004). Diese zumeist monomeren GTP-bindendenen Proteine mit einer
Molekiilmasse von 20-30kDa konnen phylogenetisch in 5 Familien unterteilt werden: Ras,
Rho/Rac/cdc42, Rab, Sarl/Arf und Ran (Takai et al., 2001) und sind im Zellzyklus an der

Regulation zahlreicher Zellfunktionen beteiligt.

1.1.6 Mas im Tiermodell

Erste Untersuchungsergebnisse lieBen vermuten, dass Mas an der Entwicklung bestimmter
Regionen im ZNS beteiligt ist (Altman et al., 1990a, b, Martin und Hockfeld, 1993). Dass Mas
einen wichtigen modulierenden Faktor in der Elektrophysiologie des Hippocampus spielt und in
Verhaltensmodifikationen bei Miusen involviert ist, wurde von Walther et al. (1998) in Tieren
gezeigt, bei denen das Mas-Protoonkogen ausgeschaltet war. Mas-defiziente Mause hatten eine
verbesserte Langzeitpotenzierung (LTP) im Gyrus dentatus, die als biochemische Grundlage fiir
Lernen und Gedéchtnis diskutiert wird. Die ,field Excitatory Postsynaptic Potentials’ (fEPSP)
wurden iiber einem Zeitraum von 6h nach Setzen eines tetanischen Stimulus aufgezeichnet.
Beim ,Morris Water Maze’-Test (MWM-Test) wurden die Méuse einem Schwimmtest unter-
zogen, bei dem die Tiere in einem Wasserbassin eine Plattform finden mussten, die unter der
Wasseroberflidche lag. Die Plattform lag der Ecke genau gegeniiber, in der die Tiere ins Wasser
gesetzt wurden. Das Lernen der Mas-Knockout-Tiere im MWM-Test war nicht signifikant be-
einflusst. Dagegen zeigten Mas-defiziente Méuse erhohte Angst im ,Elevated Plus Maze-Test’
(EPM). Dabei wurden Wildtyp- und Mas-defiziente Tiere auf einem iiberhohten Kreuz
beobachtet (eine Bahn mit 10 cm Randbegrenzung, die andere ohne Randbegrenzung), um die
natiirliche Aversion beider Gruppen vor dem offenen Feld zu testen. Die Anzahl der Eintritte in

die Arme des offenen Kreuzes wurden gezihlt. Es stellte sich heraus, dass die Verhaltens-
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dnderungen geschlechtsspezifisch waren und vornehmlich in ménnlichen Mas-defizienten Tieren
verstirktes Angstverhalten beobachtet wurde (Walther ez al., 2000a).

In einer 2005 erschienen Studie wurde nachgewiesen, dass Ang-(1-7) die Induktion der LTP in
der CAl-Region des Hippocampus beeinflut. Hier wurde Mas auch erstmals als ein
funktioneller Rezeptor im Gehirn identifiziert (Hellner et al., 2005).

Im Jahre 2000 entdeckten Walther und Mitarbeiter auch, dass Mas offensichtlich eine wichtige
Determinante in der Kontrolle der Herzrate und des Blutdrucks zu haben scheint. Dies konnte im
Mas-knockout-Modell verifiziert werden. Insbesondere bei weiblichen Méusen lie} sich eine
deutliche Reduktion in der Variabilitiat der Herzrate erkennen. Ein erhohter Sympathikus-Tonus
war bei beiden Geschlechtern zu verzeichnen (Walther er al., 2000b). Mas-defiziente Miuse
hatten deutliche kardiale Funktionseinschrinkungen, die teilweise durch einen Wechsel der

Kollagenexpression zu einem profibrotischen Profil erklidrt werden konnten (Santos et al., 2006).

1.2 Die Rezeptoren der Mrg-Familie

In den letzten Jahren wurde eine Familie G-Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCR) in Miusen,
Ratten und Menschen entdeckt, deren Gene eine hohe Sequenzhomologie zum Mas-
Protoonkogen aufwiesen (Dong et al., 2001; Lembo et al., 2002; Young et al., 1986; Anlage 1).
Die entsprechenden Genprodukte wiesen ebenfalls die sieben transmembranédren Regionen mit
einem extrazelluldr gelegenen N-Terminus und dem intrazelluldr gelegenen C-Terminus auf. Zu
den Mrgs, gehoren ca. 50 GPCRs, die in die Subfamilien MrgX, (MrgX1, MrgX2), MrgA,
MrgB, MrgC und MrgD eingeteilt werden und zu denen der Mas-Rezeptor, der MRG-Rezeptor
und der MrgF-Rezeptor (friiher RTA-Rezeptor) gehoren. Sie wurden in spezifischen Sub-
populationen von sensorischen Neuronen gefunden (Dong et al., 2001). Ein cDNA-Sequenz-
Vergleich von Mas-Rezeptor und Mas-Sequenz-dhnlichen-Rezeptoren ist in den Anlagen 4 und 5
dargestellt.

Bei Miusen und Ratten weist die Expression der Mrg-Rezeptoren eine grole Homologie auf. Sie
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). 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).
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Aufgrund von Sequenzhomologien wird die murine Mrg-Familie in drei bedeutende Subfamilien
geteilt: MrgA, MrgB und MrgC (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. Im Gegensatz zu der umfangreichen Sequenzvielfalt der Maus-Subfamilien wurden
nur maximal sieben intakte humane MrgX-Sequenzen (MrgX1-7) sowie neun Pseudogene
identifiziert. Zusitzlich zu den drei grolen murinen Mrg-Subfamilien wurden sechs weitere
Mrg-Gen-Einzelkopien beschrieben: MrgD, MrgE, MrgF (RTA), MrgG, MrgH (GPR90) und
Mas mit groBtenteils humanen Homologien (Dong et al., 2001; Lembo et al., 2002; Choi et al.,
2003). Obwohl viele der humanen MrgX-Rezeptoren keine Homologien in Nagetieren auf-
weisen, konnte bereits teilweise eine funktionelle Charakterisierung dieser Gene erfolgen (Dong

et al.,2001; Bender et al., 2002; Han et al., 2002; Lembo et al., 2002; Robas et al., 2003).

1.2.1 Der MRG-Rezeptor

Der codierende Bereich des ,Mas-related-gene’ (MRG) ist intronlos und weist auf Proteinebene
eine 35%ige Sequenzhomologie zu Mas auf (Monnot et al., 2001). Der MRG-Rezeptor wurde
analog zum Mas-Rezeptor (1.3.1) hinsichtlich seiner Antwort auf Angiotensine (Ang) unter-
sucht. Es zeigte sich, dass sich die elektrophysiologischen Antworten auf Ang-Peptide bei
Xenopus-Oozyten, in die MRG-mRNA injiziert worden war, erhohten (Jackson et al., 1988).
Deshalb wurde eine funktionelle Ahnlichkeit zum Mas-Protein postuliert. Die mRNA von MRG
wurde in CHO-Zellen, COS-Zellen und Xenopus-Oozyten nachgewiesen, konnte jedoch nicht in
Geweben von Ratten und Menschen (Gehirn, Hypothalamus, Kleinhirn, Uterus, Hoden, Herz,
Aorta, Lunge, Nebenniere und Leber) detektiert werden. Weder in transfizierten Xenopus-
Oozyten noch in COS- oder CHO-Zellen konnte eine Bindung von Ang II an die Zelloberfldche
nachgewiesen werden (Monnot et al., 1991). Ein endogener Ligand ist fir MRG bis dato nicht

identifiziert worden.

1.2.2 Der MrgF-Rezeptor

Der MrgF-Rezeptor - frither RTA-Rezeptor (,Rat thoracic aorta’-Rezeptor) genannt - ist ein Mit-
glied der GPCR-Familie und wurde durch ,Screening’ genomischer Ratten- und thorakalen
Aorten-cDNA isoliert (Ross et al., 1990). Es handelt sich um ein aus 343 As bestehendes Protein
mit einer relativ nahen Verwandtschaft zum Mas-Protein (34%) (Lipman & Pearson, 1985) und

MRG-Protein (29%). Fiir den MrgF-Rezeptor wurde eine hohe mRNA-Expressionsrate im
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Kleinhirn von Ratten und eine hohe Konzentration im Darm, im Vas deferens, im Uterus und der
Aorta nachgewiesen. Dagegen ist MrgF-mRNA kaum in Leber, Niere, Lunge und den Speichel-
driisen detektierbar (Northern Blot-Analyse). Ein Nachweis fiir eine Interaktion mit Ang II
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 et al., 1990). Bis zum heutigen Zeit-

punkt wurden keine Liganden fiir den MrgF-Rezeptor identifiziert.

1.2.3 Die MrgX2-, MrgX1- und MrgD-Rezeptoren

Inzwischen wurden Mas-@hnliche Rezeptoren entdeckt, zu denen der MrgX2, der MrgX1- und
der MrgD-Rezeptor gehoren, die von der Firma Aventis (Frankfurt, BRD) zunéchst als
,Mas-Likel‘-, ,Mas-Like2’- und ,Mas-Like3’-Rezeptor bezeichnet wurden und in dieser
Nomenklatur nicht in der Literatur zu finden sind. Der ‘Mas-Likel’-Rezeptor entspricht in der
Literatur dem humanen MrgX2-Rezeptor (Robas et al., 2003), der Mas-Like2’ dem MrgXl1-
Rezeptor oder SNSR3/4 (Lembo et al., 2002) und ,Mas-Like3’ dem MrgD (auch TGR7; Dong et
al., 2001, Shinohara et al., 2004).

Von Lembo et al. (2002) konnte gezeigt werden, dass der MrgX1-Rezeptor in den sensorischen
Neuronen des Menschen und der Ratte lokalisiert ist. Man spricht deshalb auch von der Familie
der sensorisch Neuronen-spezifischen GPCRs (SNSRs). Sie werden durch das ,bovine adrenal
medulla peptide 22’ (BAM?22) aktiviert, einem Gen-Produkt des Proenkephalin A. Der MrgX1-
Rezeptor unterscheidet sich von dem klassischen Opioid-Rezeptor dadurch, dass er nur eine
geringe Aktivierung nach Opioid-Liganden-Stimulation aufweist und insensitiv fiir den Opioid-
Antagonisten Naloxon ist. Dem MrgX1-Rezeptor wird eine Funktion in der Schmerzregulation
zugesprochen (Lembo et al., 2002).

Das humane MrgX2-Gen ist auf dem Chromosom 11p15 lokalisiert und codiert auf zwei Exons
die 330 As des Rezeptors. Der Rezeptor wird in den sensorischen Nervenzellen des
menschlichen peripheren Nervensystems exprimiert und ist an der Signaliibertragung des
Schmerzes beteiligt (Robas et al., 2003). In einer Studie von Robas et al. (2003) wurden MrgX2
transfizierte HEK293-Gal5-Zellen mit 1200 bekannten GPgR-Liganden mittels Messung der
intrazelluliren Ca®*-Konzentration auf eine Rezeptoraktivierung getestet. Zellen, die mit
Cortistatin-14 (CST-14) stimuliert wurden, zeigten dabei die stirkste Affinitit zum MrgX2-
Rezeptor (hochster Ca”*-Anstieg). Bei Menschen spielt CST-14 in der Induktion von

»slow waves sleep®, der Hemmung von lokomotorischer Aktivitit und der Inhibition der Zell-
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proliferation, eine Rolle (de Lecea et al., 1996; Cassoni et al., 2002). Des weiteren wurde MrgX?2
auch als Rezeptor fiir das Proadrenomedullin N-terminal 20 As 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 Adrenomedullin produziert wird, sind endogene Peptide und
l6sen durch die Inhibition der Katecholaminsekretion aus sympathischen Nervenenden und
adrenalen Chromaffin-Zellen eine Blutducksenkung aus. Kamohara et al. (2005) zeigten, dass
MrgX?2 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.

Auch der MrgD-Rezeptor, der auf nur einem Exon codiert wird, konnte vornehmlich in den
dorsalen Ganglienwurzeln der Ratte detektiert werden und wird dort iiberwiegend in den
Schmerzneuronen exprimiert und mit P,X3 colokalisiert (Dong et al., 2001, Zylka et al., 2003).
In Versuchen an CHO-Zellen, die den Rezeptor exprimieren, wurde gezeigt, dass B-Alanin
offenbar den Ca-Influx in die Zellen erhoht (Shinohara et al., 2004). Damit gilt 3-Alanin als ein
spezifischer Ligand des MrgD-Rezeptors und agiert funktionell bei der Modulation des

neuropathischen Schmerzes.

1.24 Der MrgH-Rezeptor

Das murine GPR 90-Gen (mGPR90) wurde 2001 von Wittenberger und Mitarbeitern zusammen
mit den GPCRs GPR84, GPR86, GPR87, GPRI1 vorgestellt und ist auf Chromosom 17 der
Maus lokalisiert. Es codiert fiir ein Genprodukt (MrgH, von der Firma Aventis ‘Mas-Like4°-
Rezeptor genannt) aus 321 As. Die mRNA des Gens wurde in hohen Konzentrationen im
Herzen, in niedrigerer Konzentration in der Niere der Maus detektiert (Northern Blot-Analyse)
und konnte aus einer Neuroblastom-Gliom-Zelllinie amplifiziert werden. Das mGPR90-Gen
zeigt eine relativ nahe Verwandtschaft zum Mas-Protoonkogen der Ratte (43% Uberein-
stimmung), der Maus und des Menschen (jeweils 42% Ubereinstimmung) (Wittenberger et al.,
2001). Bislang wurde weder ein Ligand noch ein homologer humaner MrgH-Rezeptor

identifiziert (Zylka et al., 2003; Pena & Pereira-Smith, 2007).
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1.3 Das Renin-Angiotensin-System

1.3.1 Der Aufbau des Renin-Angiotensin-Systems

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist eine Kaskade von verschiedenen Hormonen und
Enzymen, welches in die Regulation der kardiovaskuldren Physiologie, der Homoostase und
Zellfunktion involviert ist. Das aus den juxtaglomeruldren Zellen der Niere sezernierte Renin
spaltet zunédchst das in der Leber gebildete Angiotensinogen (AOGEN) zu Angiotensin I (Ang I).
Das entstehende Dekapeptid Ang I ist selbst offenbar weitgehend biologisch nicht aktiv, sondern
wird nachfolgend durch verschiedene Proteasen in biologisch aktive Peptide wie Ang II
[Ang-(1-8)], Ang III [Ang-(2-8)], Ang IV [Ang-(3-8)], Ang-(1-7) und Ang-(1-9) umgewandelt
(Abb.1.3).

Angiotensinogen

l Renin

Angiotensin |
ACE2 1 Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu APA1
v
ACE
Angiotensin-(1-9) NEP Cathepsin A Des-Asp-Angiotensin |
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His PEP Chymase Des-Asp-Asp-V‘a.leT)I/r-{/e-His-Pm-Phe-
NEP l ACE l ACE2
- - ACE2 Angiotensin Il APA Angiotensin Il
Angiotensin-(1-7) Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro PEP
PCP | | ]
! 1 D-AMP ] 1
ACE H ' ' APN
1
1 1 1
- - ‘ ! Angiotensin IV -
Angiotensin-(1-5) | ! H Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe D e T .
Asp-Arg-Val-Tyr-lle ' | | | !
| I : : :
, \ CPD N . |
' 1 | | :
1 ! ! 1
! \ Angiotensin-(3-7) X H )
| ! Val-Tyr-lle-His-Pro | | :
1 1 1
: 1 | | '
] ! 1 | :
v v v v v
Mas AT, AT, AT, (IRAP)

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems. Von Bedeutung ist, dass die bioaktiven Ang-
Metabolite Ang-(1-7) und Ang IV 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 Endopeptidase,
PCP=Prolyl-Carboxypeptidase, PEP=Prolyl-Endopeptidase.

So wird Ang I z.B. in Gegenwart von dem Angiotensinkonversionsenzym (ACE) in das

Oktapeptid Ang II iiberfiihrt. Diese Konversion findet vornehmlich auf der vaskuldren
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endothelialen Oberfldche der Lungen und in geringerem MaBe in den peripheren Gefdflen und
anderen Geweben statt (Campbell et al., 1987). Ang II galt lange als das einzige biologisch
aktive Peptid des RAS, das bei der Pathogenese des arteriellen Hochdrucks, der renalen
Dysfunktion und des kongestiven Herzinfarkts eine Rolle spielt. Es wirkt {iber die beiden
Rezeptoren AT1 und AT2, welche pharmakologisch unterschiedlich beeinflussbar sind, jedoch

eine 34%ige Sequenzhomologie aufweisen (Ichicki ez al., 1995).

1.3.2 Struktur und Funktion der beiden Ang I1-Rezeptoren
1.3.2.1 Der AT1-Rezeptor

Wie in verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden konnte, vermittelt der AT1-Rezeptor die
meisten kardiovaskuldren Effekte sowie die meisten peripheren und zerebralen Wirkungen des
Ang Il (Murphy et al., 1991; Wright & Harding et al., 1994, 1995; de Gasparo et al., 2000;
Touyz & Berry, 2002; Carey & Siragy, 2003, Review). Der AT1-Rezeptor weist ebenfalls die
typische sieben-transmembrandre Struktur der GPCRs auf und durch eine Ang II-Bindung wird
eine Konformationsinderung des Rezeptormolekiils induziert. Der verdnderte Rezeptor kann
dann mit G-Proteinen interagieren (Pobiner et al., 1985), so dass intrazelluldr die Tyrosinkinase
(Tsuda et al., 1991), die Serin/Threoninkinase (Robinson et al., 1997) und die Proteinkinase C
(Ushio-Fukai et al., 1998) aktiviert werden. Durch die ebenfalls aktivierte membrangebundene
NADH/NADPH-Oxidase kommt es in vaskuldren glatten Muskelzellen (,VSMCs*) (Griendling
et al., 1994; Ushio-Fukai et al. 1996) und Endothelzellen (Zhang et al., 1999) zur Freisetzung
von freien Radikalen (Superoxide), die an der Pathogenese der Hypertonie und Arteriosklerose
beteiligt sind (Rajagopalan et al., 1996). Nachgewiesen wurde der Rezeptor in Blutgefden, dem
Herzen, der Niere, der Nebenniere, der Leber, dem Gehirn und der Lunge. Die Existenz zweier
Subtypen des ATI1-Rezeptors (AT1,- und ATI1},) konnte bislang nur in Nagetieren anhand von
pharmakologischen Daten (Ernsberger et al., 1992; Zhou et al., 1993) und molekularen
Klonierungsergebnissen (Elton ef al., 1992; Iwai & Inagami, 1992; Kakar et al., 1992a; Ye &
Healy, 1992) erbracht werden.

Die Ergebnisse von in-vitro- und in-vivo-Studien unterstiitzten die Vorstellung, dass Ang II
durch Vermittlung iiber den AT1-Rezeptor direkt an der Pathogenese von unterschiedlichen
kardiovaskuldren und renalen Krankheiten beteiligt ist. Viele selektive und potente ATI-
Rezeptorantagonisten wurden entwickelt und einige bereits als Pharmaka, wie u.a. Losartan,
Candesartan und Valsartan in den letzten Jahren klinisch zur Therapie des Bluthochdrucks ein-

gesetzt.
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1.3.2.2 Der AT2-Rezeptor

Der AT2-Rezeptorsubtyp wird wihrend der Entwicklung von fetalem Gewebe und wéhrend der
Organmorphogenese in hohem Male exprimiert (Tsutsumi & Saavedra, 1991). AuBerdem
scheint er eine Rolle bei der Apoptose zu spielen. In verschiedenen Zelltypen wie Endothel-
zellen, neonatalen Kardiomyozyten, Fibroblasten und VSMCs sind antiproliferative Effekte des
AT2-Rezeptors nach Ang II-Stimulation beschrieben worden (Stoll et al., 1995; van Kesteren et
al., 1997; Horiuchi et al., 1998; Unger et al., 1999, Review). Von Matsukawa et al. (1997)
wurde der AT2-Rezeptor als ein Inhibitor der Angiogenese diskutiert. Im Gegensatz zum ATI1-
Rezeptor hemmt der AT2-Rezeptor die Guanylatcyclase und aktiviert eine Phosphotyrosin-
phosphatase (Blume ef al., 1999; Horiuchi et al., 1999; Millat. et al., 1999). Als selektiver AT2-
Rezeptoragonist gilt CGP42112, wihrend PD123177, PD123319 (PD) und verwandte Analoge
(Chiu et al., 1989; Wong et al., 1990; Bumpus et al., 1991; Smith et al., 1992; Bottari et al.,
1993) zu den Antagonisten zéihlen.

1.3.3 Das Angiotensin I und seine Aminoabkommlinge

Angiotensin I (Ang I) ist ein Dekapeptid und Prohormon. Es wird im Organismus durch Renin
enzymatisch aus Angiotensinogen gebildet. Ang I ist selbst weitgehend inaktiv, kann aber durch
verschiedene Proteasen in biologisch aktive Peptide umgewandelt werden. Die biologisch
aktiven Aminoabkommlinge des Ang I sind: Ang II [(Ang-(1-8)], Ang III [Ang-(2-8)], Ang IV
[Ang-(3-8)] und Ang-(1-7). Beteiligt sind dabei Enzyme wie ACEs, Prolylendopeptidasen,
Carboxypeptidasen oder Aminopeptidasen. So entsteht Ang II z.B. mittels ACE oder Chymase
aus Ang I (Abb. 1.3).

1.34 Das Angiotensin II und seine Funktion

Das Oktapeptid Ang II spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der elektrolytischen und
himodynamischen Balance des RAS. Physiologisch wirkt Ang II [Ang-(1-8)] iiber die beiden
Rezeptoren AT1 und AT2 und hat dabei eine systemische und lokale Wirkung. Systemisch wirkt
Ang II einerseits iiber die direkte Aktivierung der ATI1-Rezeptoren an der glatten Gefil3-
muskulatur, direkt iiber renale AT1-Rezeptoren (Cogan, 1990), und andererseits indirekt durch
verstirkte Na*-Resorption im distalen Nierentubulus (Yamaguchi et al., 1990). Diese direkten
und indirekten Wirkungen des Ang II beeinflussen die normale und pathologische Physiologie
der GefiBwand (Dubey et al., 1995; Kato et al., 1991) und konnen Hypertonien induzieren. Die

meisten Effekte von Ang II auf das kardiovaskuldre System und die Fliissigkeitshomdoostase er-
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folgen dabei liber den AT1-Rezeptor (Smith et al., 1992; Bottari et al., 1993). Aulerdem kann
zirkulierendes Ang II seine Wirkung auch auf zentrale Strukturen des Gehirns, deren Rezeptoren
auBerhalb der Blut-Hirn-Schranke liegen, ausiiben. Dazu zidhlen das subfornikale Organ, das
Organum vaskulosum, die Lamina terminalis und die Area postrema.

Lokal wirkt Ang II am Herzen positiv ino- und chronotrop (Lindpaintner et al., 1991a, b). Auch
eine Beteiligung des lokal gebildeten Ang II bei der Entstehung der kardialen Hypertrophie, dem
ventrikuliren =~ Remodellieren nach  Myokardinfarkt und die  Ausprigung einer
hypertensions-bedingten Fibrose wird diskutiert (Dostal et al., 1992). Auch hierbei scheint der
AT1-Rezeptor die meisten Effekte des Ang II zu vermitteln (Murphy et al., 1991; de Gasparo et
al., 2000; Touyz et al., 2002; Carey et al., 2003).

1.3.5 Das Angiotensin III als vasopressorisches Peptid

Ang III [Ang-(2-8)] ist ein C-terminales Fragment des Ang II, das durch das Enzym Amino-
peptidase A gebildet wird. Es spielt eine wichtige Rolle bei Ang-Blutdruckantworten im Gehirn,
die iiber den ATI-Rezeptorsubtyp vermittelt werden (Wright et al., 1996) und ruft eine
Freisetzung von Vasopressin hervor. Dies fiihrt zusétzlich zu einer Erhohung des Blutdrucks. In
der Peripherie hat Ang III in Hinblick auf den Pressoreffekt eine wesentlich schwiéchere Potenz
als Ang II, jedoch gilt Ang III als potenter, wenn man es iontophoretisch in die paraventrikuldren
Neurone appliziert (Harding et al., 1986). Beide Peptide stimulieren den Salzappetit und die
Driisenhormonproduktion (Wright et al., 1992).

Ang III ist ein potentes Hormon der Aldosteronfreisetzung und fithrte von den urspriinglich
untersuchten Angiotensinen zur signifikantesten Ca2+—Freisetzung in Mas-transfizierten Zellen
(Jackson et al., 1988; Janssen et al., 1988). Lin et al. (2001) konnten zeigen, dass
intrazerebroventrikuldre (ICV) Injektion von Ang III eine Reduktion des Barorezeptorreflexes,
der Herzrate und eine Erhohung des mittleren arteriellen Drucks generierte. Im Jahr 2000 ent-
deckten Rodriguez-Campos und Mitarbeiter, dass Ang III auf hypothalamischer Ebene als ein
Modulator noradrenerger Transmission agiert und dies iiber den ATI1-Phosholipase C-
Signaltransduktionsweg erfolgt. Ang III kann in Ang IV konvertiert werden und so den

postulierten AT4-Rezeptorsubtyp aktivieren (Wright et al., 1997).

1.3.6 Das Angiotensin IV und der Ang I'V-Rezeptor

Bei Ang IV [Ang-(3-8)] handelt es sich nicht um ein inaktives Angiotensin II-Fragment, sondern

um ein vollwertiges echtes Hormon. Als physiologische Wirkungen konnten fiir Ang IV eine
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Stimulierung des Anstiegs der intrazelluliren Ca®*-Konzentration sowie eine Induzierung des
Anstiegs des Blutflusses in der Nierenarterie (Harding et al., 1994) nachgewiesen werden.
Dariiber hinaus wirkt Ang IV in den LungengefidBen vasokonstriktorisch (Cheng et al., 1994;
Nossaman et al., 1995). Bis heute konnte man dem Ang IV mehrere Wirkungen nachweisen, die
denen des Ang II entgegengesetzt oder gleichgerichtet sind (Kramar et al., 1997; Wayner et al.,
2001).

Ang IV bindet an einen Rezeptor, der als ,insuline regulated membrane aminopeptidase’ (IRAP)
beschrieben wurde und als der eigentliche AT4-Rezeptor gilt. Die identifizierten, spezifischen
Bindungsstellen unterscheiden sich strukturell von den typischen AT1- und AT2-Rezeptoren
(Swanson et al., 1992; Hall et al., 1993, 1995; Wyse et al., 1995). Der Ang IV-Rezeptor gehort
somit nicht zu den GPCRs (Albiston et al., 2001). Strukturell handelt es sich bei diesem
Rezeptor um eine in der Membran lokalisierte und durch Insulin regulierte Aminopeptidase
(IRAP), iiber die Funktionen des Gedichtnisses (Wright et al., 1992), der Niere, der Blutdruck-
regulation, des Neuritenwachstums und der Angiogenese vermittelt werden. Der Rezeptor 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).

Experimentell gelang der Nachweis, dass Ang IV und LVV-hemorphin-7 den Ang IV-Rezeptor
durch Enzymhemmung ,aktivieren’ (Albiston et al., 2001). Damit sind Ang IV und LVV-
hemorphin-7 AT4-Rezeptor-Liganden. Ang IV ist jedoch nicht an der Interaktion von Ang-(1-7)
und Mas oder Ang IT und den AT1- und AT2-Rezeptoren beteiligt (Albiston et al., 2001).

1.3.7 Das Heptapeptid Ang-(1-7)

1.3.7.1 Die Entdeckung von Ang-(1-7) als endogenes Peptid

Bei dem Ang-(1-7) handelt es sich um ein Amino-terminales Fragment des Ang II. Als
biologisch aktives RAS-Peptid (Santos et al., 2000) zéhlt es zu den pleiotropen Metaboliten des
Ang I, dessen Wirkungen mit denen des Ang II identisch, gleichgerichtet oder kontrir sind. Das
Peptid wird in groBen Mengen gebildet, so betrdgt die Konzentration im zirkulierenden humanen
Blutplasma 1,0-9,9pmol/l (Nussberger et al., 2001), 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). Ang-(1-7) vermittelt seine Wirkung nach Interaktion mit seinem Rezeptor iiber die
Freisetzung von Prostacyclin (Jaiswal et al.,, 1992, 1993) oder/und NO (Brosnihan et al., 1996,
1998; Heitsch et al., 2001).
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Durch Inkubation von Homogenaten der dorsomedialen und ventrolateralen Medulla von
Kaninchen mit '*I-Ang I oder '*I-Ang II konnte zum einen nachgewiesen werden, dass
Ang-(1-7) das entstehende Hauptprodukt war, zum anderen zeigte sich aber auch, dass die
Generierung von Ang II in vitro bei Anwesenheit des ACE-Hemmers Enalaprilat verhindert

wurde, wihrend er auf die Ang-(1-7)-Konzentration keinen Effekt hatte.

1.3.7.2 Die Arachidonsiaurefreisetzung durch Ang-(1-7)

Die genauen Signaltransduktionsmechanismen fiir Ang-(1-7) und Ang II wurden in glatten
Muskelzellen der Kaninchenaorta untersucht. Beide Peptide wirken auf die Calmodulin-
abhidngige Proteinkinase II, die die Aktivitit der zytosolischen Phospholipase A, (cPLA;) be-
einflusst. Die Aktivierung der cPLA, fiihrte zu einem Arachidonsiure (AA)-Anstieg und damit
zur Prostaglandinsynthese (Muthalif et al., 1998).

AA wird in vaskuldren glatten Muskelzellen durch eine Lipoxygenase zu
Hydroxyeicosatetrasdure metabolisiert (Natarajan et al., 1994). Experimentelle Daten belegten,
dass die Freisetzung von AA zur Prostaglandinproduktion iiber verschiedene Ang-Rezeptortypen
erfolgen kann. So konnten Jaiswal et al. (1993) zeigen, dass Ang-(1-7) die Synthese von
Prostaglandin E,; und Prostaglandin I, in aortalen Endothelzellen beim Schwein {iiber einen
bislang unbekannten Rezeptorsubtyp stimulierte. Der Effekt konnte durch hohe Konzentrationen
von Losartan (ein ATI1-Rezeptorantagonist) geblockt werden. Ferner konnte nachgewiesen
werden, dass Ang Il und Ang-(1-7) bei Zellen, die mit Tritium-Arachidonsdure ([3H] AA) vor-
behandelt waren, zu einem AA-Anstieg fiihrten. Dieser konnte wiederum durch den AT2-
Rezeptor-Antagonist PD123319 (PD) verhindert werden. Im Gegensatz dazu hemmte der
Ang-(1-7)-Antagonist D-Ala-Ang-(1-7) (A779) die AA-freisetzenden Effekte von Ang-(1-7),
nicht jedoch die von Ang II (Muthalif et al., 1998).

Das iirspriingliche Konzept, welches Ang-(1-7) als ein inaktives Produkt des RAS ansah (Yang
et al., 1968; Greene et al., 1982), wurde mittlerweile durch ein neues ersetzt, in dem Ang-(1-7)
in groer Menge produziert und mogliche selektive zentrale und periphere Wirkungen ausiibt
(Chappell et al., 1990; Santos et al., 1990; Kohara et al., 1991; Welches et al., 1991; Santos et
al, 1992; Santos et al., 2000, Review; Santos et al., 2005).

1.3.7.3 Zentrale Wirkungen von Ang-(1-7)

Physiologisch handelt es sich bei Ang-(1-7) um ein regulatives Neuro-Peptid, welches in die

neuroendokrine Kontrolle der Vasopressinfreisetzung eingreift (Felix et al., 1991). Immuno-
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reaktive Anreicherungen von Ang-(1-7) wurden im paraventrikulédren, supraoptischen und supra-
chiasmatischen Nucleus und in der Neurohypophyse gefunden (Block et al., 1988). Nach
Mikroinjektion von Ang-(1-7) in die dorsomediale Medulla von Ratten kam es zu vaso-
depressorischen und bradykarden Wirkungen (Campagnole-Santos et al., 1989, 1990). Dariiber
hinaus erhohte Ang-(1-7) die neuronale Aktivitdt in medulldren und hypothalamischen Nuclei
(Barnes et al., 1990; Felix et al., 1991; Diz & Perro, 1992). Der exzitatorische Effekt auf
paraventrikuldre Neurone (Ambuhl et al., 1992) und die Freisetzung von Prostaglandinen in
kultivierten Endothelzellen des Schweines durch Ang-(1-7) konnten total oder partiell durch PD
gehemmt werden (Jaiswal et al., 1992). Durch die Untersuchungen von Collister und
Mitarbeitern (2003) wurde die Hypothese bestitigt, dass der andauernde hypotensive Effekt von
Losartan bei Ratten zum Teil durch die vasodilatatorische Wirkung und die erhohte Freisetzung
von Ang-(1-7) wihrend der ACE-Hemmung bedingt ist. Die antihypertensive Wirkung von
Ang-(1-7) wurde von Gironacci et al. (2004) durch Untersuchungen an hypertensiven Ratten

bestitigt.

1.3.74 Periphere Wirkungen von Ang-(1-7)

Experimentell bewirkte Ang-(1-7) eine Vasodilatation durch Stimulation der Produktion von
Prostaglandinen und Stickstoffmonoxid (Osei et al., 1993). Brosnihan et al. (1996) konnten
zeigen, dass Ang-(1-7) vasodilatatorisch in die Druckregulation der Koronararterien bei Hunden
eingreift und damit gegenldaufige Wirkungen wie Ang II zeigte. Ferner konnten an Ratten
hypotensive, Ang-(1-7)-vermittelte Effekte nicht durch AT1- und AT2-Antagonisten gehemmt
werden (Benter et al., 1993), so dass fiir Ang-(1-7) ein AT1- und AT2- unabhingiger Rezeptor
vermutet wurde. Ferrario und Mitarbeiter beschrieben 1997 fiir Ang-(1-7) und Ang II
hinsichtlich der Blutdruckregulation gegenldufige Effekte und konnten dariiber hinaus zeigen,
dass Ang-(1-7) an isolierten Rattenherzen protektiv gegeniiber einer ischdmeinduzierten
kardialen funktionellen Dekompensation und kardialen Arrhythmien wirkt (Ferreira et al., 2001).
In der Niere bewirkt Ang-(1-7) eine Anderung der tubuliren Natrium- und Bikarbonatresorption,
reduziert die Aktivitit der Na*-K*-ATPase und induziert Diurese und Natriurese. So fand die
Arbeitsgruppe von Santos und Walther heraus (Santos et al., 2003), dass die Bindung von
iodiniertem Ang-(1-7) an Nierenabschnitte bei Mas-Knockout-Miusen im Vergleich zu dem
Wildtyp verhindert wurde. Der antidiuretische Effekt des Ang-(1-7)-Peptids wurde in Mas-
defizienten Tieren vollkommen aufgehoben. Die natriuretischen Effekte von Ang-(1-7) sind

assoziiert mit der Freisetzung von Prostaglandinen, insbesondere PGI, (Hilchey et al., 1995).
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Ferner kann Ang-(1-7) das Zellwachstum hemmen, so wurde u.a. durch Aktivierung eines
Ang-Rezeptors das Tumorzellwachstum beim humanen Lungencarcinom inhibiert (Gallagher &
Tallant, 2004) und durch Aktivierung des Mas-Rezeptors das Wachstum von Cardiomyozyten
(Tallant et al., 2005).

Entgegen urspriinglicher Annahmen konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass Ang-(1-7)
durch die ACE2-Peptidase direkt aus Ang II gebildet werden kann (Donoghue et al., 2000;
Tipnis et al., 2000). Aktuell wird auch diskutiert, ob das ACE2-Ang-(1-7)-Mas-System als der
hauptgegenregulatorische Mechanismus der ACE-Angll-AT;-Axis angesehen werden kann

(Santos et al., 2007).

1.3.8 Der spezifische Ang-(1-7)-Antagonist A779

Santos und Mitarbeiter (1994) konnten D—Ala7—Ang—(l—7) (A779) als einen potenten und
selektiven Antagonisten von Ang-(1-7) identifizieren. A779 blockiert die antidiuretischen
Effekte von Ang-(1-7) in Ratten und antagonisiert die Verdanderungen des nach Injektion von
Ang-(1-7) in die dorsomediale und ventrolaterale Medulla produzierten Blutdruckanstiegs
(Abdill et al., 1994; Fontes et al., 1994). Auch die stimulatorischen Effekte von Ang-(1-7) auf
die neuronale Aktivitit im paraventrikuldren Kern des Hypothalamus werden durch A779
gehemmt. Dagegen zeigt A779 keine Wirkung auf die dipsogenen, pressorischen oder
myotropen Effekte von Ang II oder auf die Effekte verwandter Peptide wie Ang III, Vasopressin,
Bradykinin oder Substanz P in Ratten (Santos et al., 1994; Santos et al., 2000, Review). In
weiterfithrenden Zellexperimenten konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass Ang-(1-7) an
Mas-transfizierte CHO- und COS-Zellen bindet und zu einer gesteigerten AA Freisetzung fiihrte,
welche wiederum durch die Inkubation mit dem Ang-(1-7)-Antagonisten A779 vollstindig auf-
gehoben werden konnte. Damit gelang in diesen Bindungsstudien erstmalig der Nachweis, dass

Ang-(1-7) ein funktioneller und endogener Ligand des Mas-Rezeptors ist (Santos et al., 2003).

1.3.9 Das ,,neue”’ Renin-Angiotensin-System

Aufgrund aktueller Forschungsergebnisse hat sich die urspriingliche Sicht auf das RAS als ein
einfaches biologisch aktives Hauptendprodukt-System grundlegend veridndert. Heute geht man
von einem flexiblen Konzept eines multiplen Mediator-Systems aus. Neben dem wichtigen
biologisch aktiven Ang II-Peptid wurden inzwischen weitere, biologisch aktive Metabolite wie

Ang III, Ang IV und Ang-(1-7) identifiziert und charakterisiert (Ferrario et al., 2002).
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Fiir erste funktionelle Untersuchungen des Systems wurden Frosch-Oozyten mit menschlicher
Mas-mRNA transfiziert und mit Ang I, Ang II und Ang III stimuliert. Nach Stimulation mit
Ang II und Ang III kam es zu einem intrazelluliren Ca®*-Anstieg und einer Aktivierung der
DNA-Synthese, so dass fiir das Mas-Protein eine Ang II-Rezeptor-Funktion postuliert wurde.
Diese Annahme wurde durch die weiteren Untersuchungen an Nervenzellen, COS-7-Zellen und
Balb3T3-Zellen bestitigt (Jackson et al., 1989; McGillis et al., 1989; Andrawis et al., 1991;
Poyner et al., 1990). Im Gegensatz dazu lieB sich der Ca**-Anstieg jedoch nicht mit den
klassischen Ang II-Antagonisten [Sarl, Val5, Ala8]-Ang II und [Sarl, Val5]-Ang II blockieren.
Als Hauptrezeptoren fiir Ang II konnten etwas spéter AT1- und AT2 isoliert und charakterisiert
werden (Mukoyama et al., 1993; Sasaki et al., 1991).

Ferner dokumentierten die Arbeitsgruppen von Prof. Santos (Santos er al., 2003) und
Prof. Walther anhand von Zell- und Tierexperimenten, dass Ang-(1-7) ein funktioneller Ligand
des Mas-Rezeptors ist. In Mas-transfizierten COS-Zellen fiihrte die Stimulation von Mas mit
Ang-(1-7) zu einer AA-Freisetzung. Fiir weiterfilhrende Untersuchungen wurden HEK293-
Zellen mit Mas-cDNA in steigender Konzentration transfiziert und die Luziferase-Produktion
(Dual-Luciferase-Assay), die durch das SRE (,,Serum Response Element®) initiiert wird,
ermittelt. Das SRE kann sowohl von Rac als auch von Rho aktiviert werden. Die Luziferase-
Produktion nahm dosisabhédngig zu und wurde nicht durch Ang-(1-7) und A779 beeinflusst.
In weiteren Experimenten konnte die Involvierung von Gg, in den konstitutiv aktiven Uber-
tragungsweg nachgewiesen werden. Diese Daten belegen die konstitutive Aktivitit des Mas-
Rezeptors (Gembardt et al., 2005), welche zu den mitogenen Eigenschaften von Mas beitrigt.
Tierexperimentell konnte die Bindung von Ang-(1-7) an den Mas-Rezeptor im Knock-out-
Modell bestitigt werden. Die Bindung von iodiniertem Ang-(1-7) an Nierenabschnitte bei
Mas-Knockout-Mausen wurde im Vergleich zu dem Wildtyp verhindert. Auch der anti-
diuretische Effekt des Peptids wurde in Mas-defizienten Tieren vollkommen aufgehoben. Ferner
verloren Aorten von Mas-defizienten Tieren die Fihigkeit, nach Hinzugabe von Ang-(1-7) zu
relaxieren (Santos et al., 2003).

Bei dem Enzym ACE wiederum handelt es sich um ein Glykoprotein, welches das inaktive
Ang I in das biologisch aktive Ang II hydrolysiert. ACE existiert sowohl in einer 16slichen als
auch in einer membrangebundenen Form. Letztgenannte ist dabei auf verschiedenen Zelltypen
wie vaskulidren Endothelzellen, Epithelzellen (in der Niere) und neuroepthelialen Zellen begrenzt
(de Gasparo et al., 2000, Review).

Auch wenn das Heptapeptid Ang-(1-7) als ein Ang I-Hauptprodukt unabhingig von der

klassischen Angiotension-Konversionsenzym (ACE)-Kaskade generiert wird (Santos et al.,
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1990), konnte jedoch gezeigt werden, dass die Konzentration von Ang-(1-7) nach ACE-
Inhibition anstieg (Lawrence et al., 1990; Kohara et al., 1991, 1993; Luque et al., 1996; Yamada
et al., 1999). Die Autoren schlussfolgerten, das der Anstieg zum einen durch einen Ang I-
Konzentrationsanstieg, zum anderen durch die verminderte Katabolisierung des Peptids durch
ACE hervorgerufen wurde (Iyer et al., 1998; Chappell et al., 1998). Somit scheint Ang-(1-7)
sowohl ein Substrat als auch ein endogener Inhibitor der Carboxyldoméne des somatischen ACE
zu sein (Erdos et al., 1997). Bei der ACE2 handelt es sich um eine Zink-Metalloprotease mit
signifikanter Homologie zu ACE, welche aus Ang I Ang-(1-9) und aus Ang II Ang-(1-7) formt
und in der ACE2-Ang-(1-7)-Mas-Achse wirkt (Abb. 1.3). Diese Achse wirkt der klassischen
ACE-Ang II-AT1-Achse innerhalb des RAS dadurch entgegen, dass die hervorgerufenen Effekte
opponiert werden.

Neuere Studien befassen sich mit der Heterodimerisation von GPCRs. Die Heterodimerisation
zwischen Rezeptoren bringt oft eine Verdnderung von Rezeptoreigenschaften mit sich und I&sst
sich durch Bindung eines Liganden beeinflussen. So konnte zum Beispiel in den Untersuchungen
von Kostenis und Mitarbeitern (2005) gezeigt werden, dass Mas mit dem AT1-Rezeptor einen
hetero-oligomeren Komplex bildet und der Rezeptor dadurch die durch Ang II hervorgerufenen
Aktivititen hemmen kann. Damit kann Mas als physiologischer Antagonist fiir den ATI-
Rezeptor agieren. Eine Heterodimerisation wird auch fiir den AT2-Rezeptor und Mas an-

genommen (Pinheiro et al., 2004; Kostenis et al. 2005; Castro et al. 2005; Canals et al., 2006).

14 Mogliche Ang-(1-7)-unabhingige Liganden des Mas-
Rezeptors
14.1 Die Interaktion von Mas mit Ang IT und Ang III

Durch Uberexpression des Mas-Protoonkogens wurde in neuralen Zelllinien NG115-401L und
Xenopus-Oozyten eine funktionelle Antwort auf Angiotensine beobachtet; dies galt fiir Ang II
und Ang III und manifestierte sich {iiber eine Ca2+—Freisetzung und Chloridkanal6ffnung
(Jackson et al., 1989). So wurde postuliert, dass Ang Il und Ang III Liganden des Mas-Rezeptors
seien. Eine Bindung von diesen Angiotensinen an Mas iiberexprimierenden Zellen wurde jedoch
nie bewiesen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass transfiziertes Mas den Effekt von
Angiotensinen auf Zellen erhoht, die den ATI1-Rezeptorsubtyp endogen exprimierten
(Ambroz et al., 1991). Damit schien Mas nur die Signaliibertragung von Ang II nach Interaktion

mit dem AT1-Rezeptor zu verstiarken. Die Frage, ob Ang II direkt als Mas-Ligand fungiert oder
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ob es nur die Bindungsstirke zwischen Ang II und ATI1 verbessert, blieb allerdings
unbeantwortet.

Andrawis et al. entdeckten 1992, dass Balb 3T3-Fibroblasten offenbar endogen einen
Mas-Rezeptorliganden produzierten. Dies konnte weder Ang I, Ang II noch Ang III sein, da
keines der Peptide eine Ca**-Freisetzung in den Zellen hervorrief. In der Studie wurden nicht-
neuronale Zelltypen wie Balb 3T3-Fibroblasten und glatte GefdBmuskelzellen untersucht und die
Ca”*-Freisetzung, Inositolphosphat-Freisetzung und der zytosolische pH-Wert der Zellen nach
Behandlung mit Angiotensinen gemessen. Dabei fiel auf, dass nur nach hohen Konzentrationen
von Ang IT und Ang III (EDsq 4-6x10°M) eine Antwort ausgeldst wurde. Andere Experimente
konnten zeigen, dass Mas die intrazelluldre Signaltransduktion des ATI-Rezeptors nach
Ang II-Stimulation moduliert (von Bohlen & Halbach et al,, 2000). Obwohl das Mas-Protein
nicht der Hauptrezeptor des Ang Il ist, der durch Bindung von Ang II zur Kontraktion der Gefaf3-
muskulatur fiithrt, konnte eine direkte oder indirekte Interaktion mit Ang II nicht ausgeschlossen

werden.

14.2 Das Peptid Substanz P als moglicher Ligand am Mas-Rezeptor

Substanz P ist ein aus 11 As bestehendes Neuro-Peptid, welches zur Gruppe der Neurokinine
gehort und von Nervenzellen (Nawa ef al. 1983) und Leukozyten produziert wird. Substanz P
entfaltet seine Wirkung durch Bindung an spezifische Rezeptoren, die Neurokinin (NK)-
Rezeptoren, wobei Substanz P bevorzugt an den NK1-Rezeptor und mit geringerer Affinitit an
den NK-2- und NK-3-Rezeptor bindet. Substanz P wurde zunichst als Neurotransmitter bei
Schmerzrezeptoren und schmerzleitenden C-Fasern angesehen, spielt aber auch als Modulator
von Entziindungen eine Rolle. Sie bewirkt eine starke Erweiterung der Blutgefifle, steigert die
Durchléssigkeit der GefiBBwand und bewirkt eine Steigerung der Sensitivitit der Schmerz-
neurone im Riickenmark (Goetzl et al., 1985; Holzer, 1988). Zudem zeigt Substanz P mitogene
Effekte, die durch Aktivierung von Transduktionswegen wie etwa iiber Ras-, Raf-, Mek- und
Mitogen-aktivierte Proteinkinase vermittelt werden (Yang et al., 2002).

In elektrophysiologischen Studien und Verhaltensstudien wurde der Beweis geliefert, dass
Substanz P und Glutamat synergistisch bei der Exzitation nozizeptiver Neurone des dorsalen
Horns und der Erzeugung von Schmerz wirken (Dougherty et al., 1991; Rusin et al., 1993;
Farber et al., 2004, Review).

Andrawis et al. zeigten 1991 erstmalig, dass Substanz P in Mas-transfizierten Fibroblasten

konzentrationsabhéngige Anstiege in der Ca2+—Freisetzung hervorrief. Damit konnte eine in-
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direkte Interaktion zwischen Substanz P und Mas nachgewiesen werden. Interessanterweise
zeigte unter den Agonisten Ang II, Ang III, Substanz P und Substanz P (2-11) das Substanz P-
Analog [D-Arg" D-Pro” D-Trp’® Leu''] (Substanz P (2-11)) die hochste Ca**-Freisetzung nach
Behandlung der Mas-transfizierten Zellen (EDs 1X10'7M), wihrend bei den Kontrollzellen keine
Antwort auf die untersuchten Substanzen hervorgerufen werden konnte. In der Reihenfolge der
hochsten zur niedrigsten Ca2+—Freisetzung folgten Substanz P (2-11)>Ang III>Substanz P>
Ang II.

14.3 Das Nicht-Peptid AVE(0991 als Mas-Agonist

AVEQ0991 ist ein Nicht-Peptid, welches idhnliche Effekte wie Ang-(1-7) in verschiedenen
Organen wie den GefiBlen (Wiemer et al., 2002), der Niere (Pinheiro et al., 2004) und dem
Herzen (Benter et al., 2006) hervorruft. Im Gegensatz zu dem Peptid Ang-(1-7) ist AVE0991
oral aktiv, da es gegeniiber dem proteolytischem Abbau von Enzymen resistent ist. Neben
Ang-(1-7) setzt AVE0991 als Ang-(1-7)-Agonist NO und Superoxid in Endothelzellen frei.
Dieser Effekt konnte durch den Ang-(1-7)-spezifischen Rezeptorantagonisten A779 partiell und
durch Hemmung der NO-Synthase komplett aufgehoben werden (Wiemer et al., 2002).
In Studien an Mas-transfizierten CHO-Zellen wurde die Bindung von [1251] Ang-(1-7) an
Nierenzellen durch AVE(0991 sogar verhindert. AVE0991 induzierte in diesen Experimenten
eine hohe NO-Freisetzung und gilt daher als ein Agonist des Mas-Rezeptors (Pinheiro et al.
2004).

Die Studie konnte fiir AVE0991 signifikante antidiuretische Effekte in C57/BL6-Méusen auf-
zeigen. AVEQ991 potenziert vasodilatatorische, konzentrationsabhingige Effekte in isolierten
Aortenringen in Miusen (Pinheiro et al. 2004) und die durch Acetylcholin hervorgerufene

Vasodilatation in Wistar-Ratten (Faria-Silva et al., 2005).

144 Die Neuro-Peptide NPFF, NPAF und NPSF als mogliche

Liganden am Mas-Rezeptor

Die so genannten FMRFamid-verwandten Peptide (Phe-Met-Arg-Phe-NH;) Neuropeptid FF
(NPFF; FLFQPQRF-NH,), Neuropeptid AF (NPAF; AGEGLSSPFWSLAAPQRF-NH,) und
Neuropeptid SF (NPSF; SQAFLFQPQRF-NH;) wurden urspriinglich aus Mollusken, aber auch
aus anderen Spezies wie Drosophila Caenorhabditis elegans und Rindern isoliert. Das bovine
und humane NPFF besteht aus acht As, NPAF aus achtzehn As und NPSF hat eine Linge von 11
As.
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Das Peptid NPFF wurde im ZNS, im dorsalen Horn des Riickenmarks (RM), im Hypothalamus,
der Pons-Medulla und dem neuralen Lappen der Hypophyse gefunden und verfiigt iiber
Bindungsstellen in den oberfldachlichen Schichten des Hinterhorns und in Arealen um den
Zentralkanal.

Die FMRFamid-dhnlichen Peptide greifen sowohl in sensorische (Kavaliers et al, 1990;
Oberling et al, 1993), endokrine (Boersma et al, 1993; Majane et al., 1993) und
kardiovaskuldre Funktionen (Roth et al., 1987; Kivipelto et al, 1992), als auch in die
Verhaltensmodifikationen (Raffa et al., 1990) und die intestinale Motilitdt bei Sdugetieren ein
(Raffa et al., 1990; Gicquel et al., 1993; Million et al., 1993).

NPAF und NPFF spielen eine bedeutende Rolle in der Schmerzkontrolle und Analgesie durch
Interaktion mit dem Opioid-System (Panula et al., 1996, 1999; Roumy et al., 1998, Review).
Elektrophysiologische Studien zeigten, dass NPFF exzitatorische Effekte an kultivierten
Riickenmarksneuronen der Maus besitzt und die p-opioid (Guzman et al., 1989) oder
ap-adrenerg-induzierte (Sullivan er al., 1991) Inhibition der C-Faser-vermittelten Aktivitdt im
dorsalen Horn der Ratte supprimiert. Perry ef al. (1997) demonstrierten, dass bovines NPFF und
humanes und bovines NPAF die neuronale Aktivitit im RM der Ratte modulieren, wihrend
humanes NPSF keine Aktivitdt zeigte. Nachdem NPFF in den Nucelus tractus solitarii (nTS)
injiziert wurde, fiihrte es zu einer Senkung der Herzrate, erhohten Blutdruck und inhibierte die
kardiale Komponente des Barorezeptorreflexes. Im Rattenversuch stellte sich NPFF als
kardioaktiv heraus: es fiihrte nach intravendser Gabe zu einer konzentrationsabhingigen
Erhohung des Blutdrucks und der Herzrate (Roth et al. 1987; Allard et al., 1995). In Verhaltens-
tests zeigte intrathekal verabreichtes NPFF einen lang andauernden antinozizeptiven Effekt, der
nach Naloxongabe teilweise reversibel war (Gouarderes et al., 1993). Ferner wird NPFF nach
Kalium- oder Substanz P-Stimulation aus dem RM der Ratte freigesetzt (Zhu et al., 1992). In
Studien, die die Inhibierung der NPFF-Bindung im RM der Ratte und olfaktorischen Bulbus der
Maus durch Guanin-Nukleotide untersuchten, wurde postuliert, dass der NPFF-Rezeptor ein
GPCR sein mu} (Payza & Yang et al., 1993; Devillers et al., 1994).

Die Rezeptoren NPFF1 und NPFF2 wurden von Elshourbagy et al. (2000), Bonini et al. (2000)
und Kotani et al. (2001) identifiziert. Im ZNS der Ratte wird NPFF1 vor allem im limbischen
System und dem Hirnstamm exprimiert. NPFF2 dagegen zeigt hohe Expression im RM der
Ratte. Die Verteilung der Rezeptoren zwischen Ratte und Mensch ist sehr unterschiedlich. Beim
Menschen ist NPFF1 im ZNS und RM vorhanden, NPFF2 in der Plazenta. In Rattenversuchen

schien NPFF1 die anti-opioiden Effekte von NPFF nach intracerebroventrikuldrer Gabe zu ver-
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mitteln. NPSF hatte dabei eine hohe agonistische Aktivitit am NPFF1-Rezeptor, aber nur
schwache Aktivitdt am NPFF2-Rezeptor.

Neue Studien beschiftigen sich mit der Interaktion von RFamid-Peptiden und NPFF-verwandten
Peptiden, die offenbar zu einer erhohten Sensitivitit, d.h. Offenwahrscheinlichkeit von sdure-
sensitiven Ionenkanilen (,ASIC*, ,acid sensing ion channels‘) fithren. Bei ASIC handelt es sich
um Transduktionskanile in Nozizeptoren, die bei einem pH-Wert von 7,4 geschlossen sind und
bei einem pH-Wert unter 7,0 gedffnet werden, so dass Na*-Ionen in die Zelle einstromen und
eine Depolarisation der Zelle hervorrufen kénnen. Es wird vermutet, dass NPFF eine Rolle in der

Schmerzregulation iiber ASIC spielt (Yang et al., 2008).
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Mas-Protoonkogen kodiert fiir den Mas-Rezeptor, einem GPCR, der aus sieben hydro-
phoben Dominen besteht. Dieser wurde lange als ein Ang II-Rezeptor angesehen. Nach
Identifizierung neuer aktiver Peptide des RAS konnte Ang-(1-7) als ein endogener Ligand des
Mas-Rezeptors charakterisiert werden. Diese Forschungsergebnisse wurden durch Zellkultur-
experimente und Tierversuche gewonnen. In der vorliegenden Arbeit sollen die Wirkungen ver-
schiedener in Zusammenhang mit Mas diskutierter Peptide (Ang I, Ang II, Ang III, Ang 1V,
Substanz P), Nicht-Peptide (AVE0991, PD123319, Irbesartan) und dreier Neuro-Peptide (NPFF,
NPAF, NPSF) auf Rezeptoren der Mrg-Familie beschrieben werden. Es war ein erklirtes Ziel,
Liganden, d. h. Agonisten und Antagonisten des Mas-Rezeptors und Mas-Sequenz-dhnlicher
Rezeptoren zu identifizieren. Als Marker fiir eine Interaktion von den untersuchten Substanzen
mit den Rezeptoren war dabei immer die gemessene Verdnderung der AA-Freisetzung in den
transfizierten bzw. nicht transfizierten Zellen. Damit soll die molekular-zelluldre Grundlage
gelegt werden, um die Rolle der Rezeptoren und ihrer Liganden bei der Blutdruck- und Schmerz-
regulation und unter physiologisch-pathophysiologischen Bedingungen an GefidB3en, Herz und
Neuronen zu untersuchen, um langfristig neue Therapieansitze entwickeln zu kdnnen.

Ziel dieser Arbeit war somit:

1. den AA-Anstieg in unbehandelten vs. behandelten pcDNA-transfizierten Zellen fiir die
Substanzen Ang-(1-7), A779, Irbesartan, PD123319, AVE0991, Ang I, Ang II, Ang III,
Ang IV und Substanz P zu messen, um mogliche Peptid/Nicht-Peptidrezeptoren in
COS-7-Zellen zu identifizieren.

2. die Peptide/Nicht-Peptide Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang III, Ang IV und
Substanz P als mogliche Liganden am Mas-Rezeptor und den Mas-Sequenz-dhnlichen—
Rezeptoren (MMMrgH, HSMrgX?2, HSMrgX1, HSMrgF und HSMRG) iiber den AA-
Signaltransduktionsweg zu identifizieren.

3. durch Verwendung von den bekannten Rezeptor-Antagonisten A779 (Ang-(1-7)-
spezifischer Rezeptorblocker), Irbesartan (ein ATI1-Rezeptorblocker) und PD123319
(ein AT2-Rezeptorblocker) die antagonistische Wirkung auf die AA-Freisetzung fiir
Ang-(1-7) und von A779 fiir AVE0991 darzustellen.

4. die Neuro-Peptide NPFF, NPAF und NPSF als mogliche Liganden am Mas-Rezeptor und
den Mas-Sequenz-idhnlichen-Rezeptoren (MMMrgH und HSMrgX1) zu identifizieren.

5. festzustellen, ob A779 ein moglicher Antagonist von NPFF, NPAF und NPSF iiber den
AA-Signaltransduktionsweg an den HSMas-, MMMrgH- und HSMrgX1-Rezeptoren ist.



Material 25
2. Material
2.1 Bakterienstiamme und Zellen
Bakterienstamm E.coli DH5a Gibco Bethesda, Maryland, USA
Zelllinie COS-7-Zelllinie DSMZ Braunschweig, Deutschland
2.2 Vektoren
221 Vektoren zur Klonierung

Zur Klonierung der PCR-Produkte von MMMrgH wurde der pGEM-T-Easy-Vektor verwendet
und fiir HSMRG der pGEM-T-Vektor. Alle Vektoren wurden nach Transfektion in Medien oder

auf Platten mit 60 pg/ml Ampicillin kultiviert.

Produkt Firma

pGEM T-Vektor Promega, GmbH

Fmind 1994

Firmenort

Mannheim, Deutschland

Estixl
Izl

\

W T sPs |

Abb.2.1: pGEM T-Vektor und seine Restriktionsschnittstellen zur Klonierung. Die Skizze wurde aus dem Promega-

Katalog (2005) entnommen.
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pGEM-T Easy-Vektor Promega, GmbH Mannheim, Deutschland

pGEM"-T Easy
Wector

{301 5bp)

Abb.2.2: pGEM T-Easy-Vektor und seine Restriktionsstellen. Die Skizze wurde aus dem Promega-Katalog (2005)

entnommen.

Fiir die Expression von MMMrgH und HSMRG in der COS-7-Zelllinie (2.1) wurde der
pcDNA3.1(-)-Vektor verwendet.

pcDNA3.1(+/-)-Vektoren Invitrogen Corp. Karlsruhe, Deutschland

pecDNA3.1 (+/-)
A 5428/5427 bp

Abb.2.3: Die pcDNA3.1 (+/-)-Vektoren und ihre Restriktionsstellen. Die Skizze wurde aus dem Invitrogen-Katalog
(2005) entnommen.
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221 Vektoren mit klonierten Fragmenten

Die Klonierung der Fragmente fiir das humane Mas-Gen und die Fragmente HSMrgX2,
HSMrgX1, HSMrgD und HSMrgF (von der Sanofi-Aventis GmbH HS‘Mas-Likel’,
HS*Mas-Like2’, HS ‘Mas-Like3’ und HS’RTA-Like*‘ genannt) wurde in Frankfurt am Main von
der Sanofi-Aventis GmbH (Dr. Evi Kostenis) durchgefiihrt und freundlicherweise fiir weitere
Experimente zur Verfiigung gestellt. Die Klonierungen fir MMMrgH (von der Sanofi-Aventis
GmbH MM ‘Mas-Like4’ genannt) und HSMRG sind unter 4.1 und 4.2 beschrieben.

Pme I/Dra II/ Apa I/

Xba I/ Xho I/ Not I EcoR I/ BstX I/ BamH I/

Asp718/ Kpn 1

HSMas

pcDNA3.1HSMas
(6696bp)

Abb.2.4: Das klonierte humane (HS)Mas-Fragment im pcDNA3.1(-)-Vektor (6696bp). Die Fragmente HSMrgX?2
(993bp) HSMrgX1 (1039bp), HSMrgD (1029bp) und HSMrgF (972bp) wurden auch in den pcDNA3.1(-)-Vektor

kloniert und besitzen die gleichen Schnittstellen wie das oben eingezeichnete HSMas-Fragment.

23 Enzyme

Alkalische Phosphatase Promega Mannheim, Deutschland
DNase A Roche Basel, Schweiz

DNAse I (RNase-frei) Roche Basel, Schweiz

Proteinase K Sigma Miinchen, Deutschland
Restriktionsenzyme Amersham Braunschweig, Deutschland
RNase A Roche Basel, Schweiz

RNAsin Promega Mannheim, Deutschland
T4-DNA Ligase Promega Mannheim, Deutschland

BioTherm ™DNA-Polymerase Rapidozym Berlin, Deutschland
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24 Oligonukleotide

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

Darstellung der Primer erfolgt 5’ nach 3’.

Sequenz der Primer:
Primer zur Amplifikation des MMMrgH-Rezeptor-Fragments und des HSMRG-Rezeptor-

Fragments aus chromosomaler DNA.

GPR905 : 5’ CCA CAG AGA AAG CCA TCT TCC 3’
GPR903 : 5’ GGT CAT GAA GGC AGC GAG AAC TG 3’
HSMRG5 : 5’ CCT GAC TGT GAT GTT GTG GCC 3’
HSMRG3 : 5’ GIG TAC AAT TCC CCA GCT C 3’

Primer zur Amplifikation von HSMas-, MMMrgH-, HSMrgX2-, HSMrgX1, HSMrgD-,
HSMrgF- und HSMRG-Rezeptor-Fragmenten aus dem pcDNA3.1-Vektor zum Nachweis der
Integration der Rezeptor-DNA in den Zellen

CMV52 : 5/ GGC GGT AGG CGT GTA CGG TGG 3’

HSMAS3F : 5/ CAG TTG AGA TGT TCG TGG 3’

HSMASL43F 5/ GGT TGT GTIG GAT TCC AGA G 3’

HSMASL13F 5/ GCC ACA AAG CAG AAG AAG G 37

HSMASL23F 5/ CCT CAG TTC CGT TGA TTG G 3’

HSMASL33F 5/ CAG GTA GGC CGT GTIG CAC TG 3’

HSRTA3F : 5/ CTC GAT GGT CAG GAA GCC 3’

HSMRG3F : 5/ GIC CAT CCA GCC CTC TGG 3’

POLBGH32 : 5/ GIG CCT TCC TTG ACC CTG GA 3’

T7 : 5/ TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG 3’

BGH : 5/ CCT CGA CTG TGC CTT CTA 3’

2.5 Chemikalien

Agar Difco Kansas City, Missouri, USA
Agarose Gibco Bethesda, Maryland, USA
Ammoniumacetat Sigma Miinchen, Deutschland
Ampicillin Serva Heidelberg, Deutschland
Arachidonsdure Biotrend Koln, Deutschland

Bacto-Agar Difco Kansas City, Missouri, USA
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Bacto-Trypton

Bacto-Yeast-Extrakt

Bisakrylamid

Bromphenolblau

Chloroform

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA-Lingenmarker (Anlage 8.5)
®X174 DNA/BsuRI
VIII

dNTP

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid 1%

Formaldehyd

HBSS

IPTG

Isopropanol

Mineral6l

Neomycin

Penicillin/Streptomycin

Phenol

Protease K

SDS

Sucrose

Szintillationslosung

Tris

TRIzol Reagenz

Trypsin-EDTA

X-Gal

Difco
Difco
Serva
Sigma
Sigma
Sigma

Merck

Fermentas
Roche
Amersham
Sigma
Merck
Serva
Merck
Gibco
Biomol
Sigma
Sigma

Gibco

Seromed-Biochrom

Sigma
Sigma
Serva
Sigma
Packard
Sigma
Gibco
Sigma

Biomol

Kansas City, Missouri, USA
Kansas City, Missouri, USA
Heidelberg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

St. Leon-Rot, Deutschland
Basel, Schweiz
Braunschweig, Deutschland
Stenheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Paisley, Schottland
Hamburg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Paisley, Schottland
Berlin, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Groningen, Niederlande
Miinchen, Deutschland
Bethesda, Maryland, USA
Stenheim, Deutschland

Hamburg, Deutschland
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2.6 Medien fiir Bakterienkulturen
LB-Medium Hefeextrakt S5¢g
Bacto-Tryptone 10g ad 11
pH 7.5 (NaOH)
NaCl S5¢g
NaOH (2M) 1,78ml

Auffiillen mit H>Oypiges: ad 11

Agarplatten LB-Medium 11

Agar 15g [=1,5%]
Ampicillin-Platten LB-Medium 11

Agar 15¢g [=1,5%]

Ampicillin 100pg/ml
X-Gal/IPTG-Platten LB-Medium 11

Agar 15g [=1,5%]

Ampicillin 100pg/ml

X-Gal 1600l

(100mg X-Gal/1600ul DMSO)
IPTG 400l
(200mg IPTG/1ml H,0)

2.7 Medien fiir Zellkulturen
DMEM Gibco BRL Paisley, Schottland

Fiir die COS-7-Zellen (,African green monkey kidney’) wurde 90% DMEM (2.7)+10% FCS
(2.7)+Penicillin/Streptomycin (2.5) verwendet. Dies entspricht nachfolgenden Volumina:
500ml Medium
55ml FCS
6ml Antibiotika

(Penicillin; 100IU/ml; Streptomycin; 100pg/ml)
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Einfriermedium FBS, DMEM, DMSO (1:8:1, v/v/v)

FCS Seromed-Biochrom Berlin, Deutschland

Medium mit Arachidonsiure (AA)
DMEM-+Pen/Strep 19,8ul
Tritium AA 0,2ul AA (0,2uCi/well AA)
(pro 24-well-Platte)

PBS Puffer 10x H,0 11
NaCl 80g
KCl 2g
Na,HPO, 2g pH 7,2
Trypsin-EDTA-Losung HBSS 100ml
Trypsin 0,05¢g
EDTA 0,02g
2.8 Stammlosungen, Puffer und Gele
2.8.1 Stammlosungen und Puffer
Ampicillin Ampicillin 2,5¢
2N NaOH-Losung 3ml
Auffiillen mit HyOp;gest ad 50ml
Arachidonséure (AA) 50uCi/1,85MBq
DEPC-Wasser Diethyl-Pyrocarbonat 0,1g

Auffiillen mit HyOpjgest ad 200ml

iiber Nacht bei 37°C inkubieren und anschlieBend autoklavieren

dNTP-Mix 20ul dATP
20ul dCTP
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Ethidiumbromid

GTE-Puffer

IPTG

Laufpuffer

Marker
®d-Marker

A-Marker

Neomycin

Ohrlochpuffer

20ul dGTP

20ul dTTP
320ul 1x TE-Puffer
Img/ml HyOpjgest

6,25ml 2N Tris/HCL-Lsg.
4,504¢g Glukose
10ml 2N EDTA-L6sung
Auffiillen mit HyOyp;gest ad 500ml
Einstellung: pH 8,0

200mg/ml H;Opigest

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

100ul 1x TE-Puffer
50ul ®-DNA
(verdaut mit BsuR I)
20ul Lauf-Puffer

100ul 1x TE-Puffer
80ul A-DNA
(verdaut mit EcoR I/Hind III)
20ul Lauf-Puffer

10000ug/ml Neomycin-Losung

10mM Tris pH 8,5
SmM EDTA pH 8,0
0,2% SDS
200mM NaCl
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PBS-Puffer 10x

Primer-Stammlsg.

Proteinase

RNase A

SDS/NaOH-Ldosung

TAE 50x

TE Puffer 10x H,O

Tris-Base

EDTA

2.8.2 Gele

80g NaCl
2g KCI
11,5g Na,HPO,
2g KH,HPO,
Auffiillen mit HyOpjgest ad 1000ml, pH=7,2
je ng Oligonucleotide 1ul 1x TE-Puffer
Einsatz fiir PCR 10ul Stammlosung
190ul 1x TE-Puffer

10mg Proteinase K/ml HyOpjigest

Fiir Minis 4mg RNase/ml HyOp;gest
Fiir Maxis 10mg RNase/100ml H;Opigest

25ul 10%iges SDS
25ul 2M NaOH
200u] H2Opigest

242g Tris
68g Na-Acetat
18,5¢ EDTA
Auffiillen mit HyOpigest ad 1000ml, pH=7,8

11
12,1g
3,72¢g pH 7.4

Agarosegel Je nach GroBe der erwarteten Fragmente wurden 1%- oder 2%-

Agarosegele verwendet

1%: 2g Agarose ad 200ml 1x TAE-Puffer
2%: 4g Agarose ad 200ml 1x TAE-Puffer
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Um die Fragmente sichtbar zu machen, wurden zu der Agarose-Losung

1,7ul Ethidiumbromid (2.8.1) gegeben.

2.9 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme
Plasmid Maxi Kit Quiagen
Ultrafree DA-Tube Milipore
2.10 Gerite
Beta-Counter WinSpectral 1414 Wallac
CO, —Inkubator BB16 Heraeus
Elektrophoresen Maxigel G48 Biometra
Agagel Mini Biometra
Gel-Trockner Mididry D62 Biometra
Heizbad GFL 1083 Zeiss
Inkubatoren Function line Heraeus
Mikroskop DMIL Leica
PCR-Maschinen Mastercycler Eppendorf
Mastercycler pers. Eppendorf
Mastercycler grad. Eppendorf
Pipetten Pipetman Gilson
Spektralphotometer DU 6401 Beckman
Thermomixer Thermomixer comp. Eppendorf
Thermomixer comf. Eppendorf
Transilluminator BioDoc Analyse Biometra
Vortex MS1 Minishaker IKA Werke
Waage Mikrowaage SBC 21 Scaltec
Zellkulturflaschen ~ 25cm’ Nunc
Zentrifugen Zentrifuge 5415 D Eppendorf
Zentrifuge 5403 Eppendorf
Megafuge 1.0 Heraeus

Hilden, Deutschland
Billerica, MA, USA

Freiburg, Deutschland
Hanau, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Burgwedel, Deutschland
Hanau, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Villiers-le-Bel, Frankreich
Lohof, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Staufen, Deutschland
Heiligenstadt, Deutschland
Wiesbaden, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Hanau, Deutschland
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2.11 Peptide/Nichtpeptide und Antagonisten und ihre Formeln

Angiotensin I Ang I-(1-10) Bachem Bubendorf, Schweiz
Asp'-Arg*-Val’-Tyr*-1le’-His®-Pro’-Phe®-His’-Leu'”

Angiotenin II Ang I1-(1-8) Bachem Bubendorf, Schweiz
Asp'-Arg*-Val® -Tyr*-Ile’-His®-Pro’-Phe®

Angiotensin I1T Ang I11-(2-8) Bachem Bubendorf, Schweiz
Arg>-Val’>-Tyr*-Ile’-His®-Pro’-Phe®

Angiotensin IV Ang IV-(3-8) Bachem Bubendorf, Schweiz
Val’-Tyr*-Ile’-His’-Pro’-Phe®

Angiotensin-(1-7)  Ang-(1-7) Bachem Bubendorf, Schweiz
Asp'-Arg*-Val’-Tir*-1le’-His®-Pro’

A779 D-Ala’-Ang-(1-7) Bachem Bubendorf, Schweiz
Asp'-Arg*-Val’-Tir*-1le’-His®-D-Ala’

AVEQ991 Nicht-Peptid Aventis Frankfurt, Deutschland
5-Formyl-4-methoxy-2-phenyl-1-[[4-2-(ethylaminocarbonylsulfonamido)-5-isobutyl-3-thienyl]-
phenyl]-methyl]imidazol

Irbesartan Nicht-Peptid Aventis Frankfurt, Deutschland
Imidazolin (Biphenyl-Tetrazol-Struktur)

PD123319 Nicht-Peptid Bachem Bubendorf, Schweiz
1-[[4-(Dimethylamino)-3-methylphenyl]methyl]-5-(diphenylacetyl)-4,5,6,7-tetranhydro-1H-
imidazol[4,5-c]pyrimidine-6-carboxylsidure

Substanz P Peptid Bachem Bubendorf, Schweiz
Arg'-Pro*-Lys’-Pro*-Gin’-Gin®-Phe’-Phe®-Gly’-Leu'’-Met''-NH,

Neuro-Peptid FF  NPFF Bachem Bubendorf, Schweiz
Phe'-Leu?-Phe’-Gln*-Pro’-GIn®-Arg’-Phe®-NH,

Neuro-Peptid AF  NPAF Bachem Bubendorf, Schweiz
Ala'-Gly*-Glu’-Gly*-Leu’-Ser’-Ser’-Pro®-Phe’-Trp'’-Ser''-Leu'*-Ala"’-Ala'*-Pro"*-GIn'*-Arg"’-
Phe'®-NH,

Neuro-Peptid SF NPSF Bachem Bubendorf, Schweiz
Ser' —Glnz—AIaS—Phe4—Leu5—Phe(’—G1n7—Pr08—Gln9—ArgIO—Phe1 .NH,
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3. Methoden
3.1 DNA
3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

(modifiziert nach Mullis und Faloona, 1987)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung eines definierten
DNA-Abschnitts. Es werden dabei neben der Zielsequenz, dem so genannten Template,
prinzipiell zwei Oligonukleotide mit einer Lidnge von ca. 20-30 Nukleotiden bendétigt, die
komplementir zu den 3’-Enden des Templates sind und somit den zu amplifizierenden Bereich
eingrenzen. Dariiber hinaus wird eine thermostabile DNA-Polymerase (2.3) mit Puffer (2.8.1)
verwendet, die die angelagerten Primer an ihrer 3’-OH-Gruppe unter dem Einbau von Desoxy-
ribonukleosidtriphosphaten (ANTP’s) (2.8.1) verldngern.

Wihrend der PCR werden fortlaufend Temperaturzyklen durchlaufen, wobei jeder Zyklus aus
den Schritten Denaturierung (Trennung der DNA-Doppelstringe), Primeranlagerung (durch
Absenken der Temperatur: Annealing) und Primerverldngerung (beim Temperaturoptimum der
Polymerase: Elongation) besteht.

Jeder Zyklus resultiert in einer Verdoppelung der Zielsequenz, so dass diese exponentiell
amplifiziert wird und durch Ethidiumbromidfarbung im Agarosegel (2.8.2) sichtbar und
isolierbar gemacht werden kann. Zur Amplifikation der Gen-Fragmente mit einer Lénge von ca.

1000-1200 Basenpaaren (bp) wurden spezifische Primer (2.4) entworfen.

PCR —Ansatz: Temperaturbedingungen:
4,5ul PCR-Puffer 94°C 2:00
1,8ul MgCl, 94°C 0:30
1,8ul Primer 1 60°C 0:30
1,8l Primer 1 72°C 0:30

12,3ul Mix pro Probe 34 Zyklen
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Es wurden 0,3ul DNA-Polymerase zu dem Mix gegeben. Um die Menge an autoklaviertem

Wasser zu berechnen, wurde folgende Formel angewandt:

Gesamtansatzmenge: 45,0ul
Mix Zugabemenge: 12,3ul
Probenzugabemenge: -2,0ul

Errechnete H,O-Zugabemenge: 30,7ul pro Probe

Da die verwendeten Enzyme temperaturinstabil sind, wurde auf Eis gearbeitet. Zum Schluf}
wurde zu jeder Probe ein Tropfen Mineraldl (2.5) dazugegeben, das Programm ,,hot Start” zum
Vorwiarmen der Maschine angeschaltet und die Proben fiir ca. 2h nach dem oben genannten
PCR-Programm in die PCR-Maschine (2.10) gestellt.

Die PCR-Bedingungen waren fiir die spezifischen Primer mit dem jeweiligen CMV52-Primer

(2.4) wie folgt gewdhlt:

94° 2:00
94° 0:30
60° 0:30
72°0:30

34 Replikationsyklen

3.1.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist eine simple und effektive Methode, um DNA-Fragmente
einer Liange von 0,5-25kb zu trennen, zu identifizieren und zu reinigen. Ein Gel wird in einer
Konzentration fiir das entsprechende Fragment, das aufgetrennt werden soll, vorbereitet. Fiir
Fragmente einer Linge bis zu 500bp werden Gele einer Konzentration von 1% verwendet, fiir
Fragmente iiber 500bp eine Konzentration von 2%. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle bei
750W fiir ca. 2-5min erhitzt. Fiir eine Gelkammer wurden 30ml fliissiges Agarosegel+1,7pl
Ethidiumbromid (2.5) in ein 50ml-Tube iiberfiihrt.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Ladung von 100V und 20mA fiir 20min, die eine optimale

Trennung garantiert. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid in das Agarosegel war die
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Detektion der DNA-Molekiile auf einem UV-Transilluminator (2.10) im Anschluss an den

Gellauf moglich.

3.1.3 DNA-Isolierung mit einem priparativen Gel

Das Gel mit dem entsprechenden Fragment wurde aus dem Agarosegel mit einem Rasiermesser
ausgeschnitten. Bei diesem Schritt musste darauf geachtet werden, die UV-Exposition so kurz
wie moglich zu halten, um die Bildung von Pyrimidindimeren zu verhindern. Das DNA
enthaltende Gel wurde anschliefend in ein Ultrafree DA-Tube (2.9) iiberfiihrt und bei Raum-
temperatur (RT) und 15000rpm fiir 10min zentrifugiert.

Der obere Teil mit den Gelbestandteilen wurde verworfen und mit 10ul des Uberstandes ein
Kontrollgel bei 100V und 20mA fiir 20min laufen gelassen, in dem das gesuchte Fragment unter
UV-Licht detektiert werden konnte (3.1.2). Die einzelnen Banden wurden so getrennt und die

DNA-Konzentration des Uberstandes zur Kontrolle mit dem Photometer bestimmt (3.1.4).

3.14 DNA-Konzentrationsbestimmung

Es wurde eine Verdiinnung der Probe von 1:100, bestehend aus 198ul TE+2ul Probe, hergestellt.
100ul davon wurden zur photometrischen Konzentrationsbestimmung der DNA verwendet. Der

Absorptionswert lag bei 260 Nanometer (nm), die Ratio sollte bei 2 liegen.

3.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Ein Aliquot des Polymerasekettenreaktions-Produktes (3.1.1) wurde zuerst auf einem Agarosegel
analysiert, bevor es fiir eine Ligation eingesetzt wurde. Um ein DNA-Fragment in das

pGEM T-Vektor-System (2.2) zu klonieren, wurde in einem 0,5ml-Tube ein Ansatz aus:

1ul pGEM T-Vektor

4ul PCR-Produkt

Sul 2x Ligationspuffer (60mM Tris-HCL, 20mM MgCl,, 20mM DTT
[Dithiothreitol], 2mM ATP [Adenosintriphosphat],
10% Polyethylenglycol, pH 7,8)
1ul Ligase (3 units/pl)

10ul Endvolumen
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hergestellt und durch Pipettieren gemischt. Die Ligase (2.3) wurde zum Schluss dazupipettiert
und der Ansatz iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert. Generell erhoht eine lingere
Inkubationszeit die Anzahl der Transformanten. Am darauffolgenden Tag wurde der Ansatz aus

T-Vektor und Fragment in kompetente Bakterienzellen transformiert (3.1.7).

3.1.6 Herstellung von LB-Medium

Das 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 Nihrstoffe.

Das LB-Medium wurde nach Beimpfung bei 37°C gehalten und bei 150-250 Umdrehungen pro
min durchliiftet. Die E. coli-Zellen teilen sich alle 20min. Das Wachstum der Kultur wurde iiber

die optische Dichte (OD) bei 600 nm gemessen, was einer OD von 0,8 entspricht.

3.1.7 DNA -Transformation in Bakterien

(modifiziert nach Sambrook et al., 1989)

Bei diesem Verfahren wird das in den Vektor integrierte DNA-Fragment in ein Bakteriengenom
aufgenommen. Die kompetenten Zellen wurden fiir ca. Smin auf Eis aufgetaut und 50ul der
Bakterienlosung pro Ligation verwendet. LB-Medium ohne Ampicillin wurde bei RT warm-
gestellt, 10ul Plasmid zu den kompetenten Zellen gegeben, vorsichtig ohne Blasenbildung
gemischt und 30min auf Eis stehen gelassen.

Die Platten wurden fiir 1h zum Trocknen in den Brutschrank gestellt. Nach 30s Hitzeschock bei
37°C und weiteren 3min Kaélteschock auf Eis wurden 800ul LB-Medium ohne Ampicillin pro
Probe dazupipettiert und dabei vom Eis genommen. Der Ansatz wurde 50min bei 37°C ge-

schiittelt und pro Probe 135l der Zellsuspension auf jeweils 2 Agarplatten (2.6) ausgespatelt.

3.1.8 Priaparation von Plasmid-DNA

(modifiziert nach Sambrook et al., 1989)

Es konnen bei der Priparation von Plasmid-DNA grundsitzlich zwei Methoden unterschieden
werden, von denen die Ausbeute und die Qualitdt der DNA abhéngt. Zur schnellen Beurteilung
von Plasmid-DNA wird die ,,Mini-Priparation (3.9.1) verwendet, deren Ausbeute und Qualitét
geringer ist. Bei der ,,Maxi-Priparation‘ (3.9.2) gewinnt man dagegen eine groflere Menge DNA

mit hohem Reinheitsgrad.
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3.1.8.1 Mini-Priparation

Bakterien einer Fliissigkultur wurden lysiert und die Proteine durch Verdau mit Proteinase K
(2.3) entfernt. Hochmolekulare DNA wurde durch Isopropanol-Prézipitation ausgefillt.
Rekombinante Plasmid-DNA wurde durch Mini- und/oder Maxi-Extraktionsschritte aufbereitet.
Der Mini-Ansatz wurde in 1,5ml-Tubes iiberfiihrt, fiir 2min bei 15000rpm gevortext und 250l
eines entsprechend hergestellten RNAse A/GTE-Mix, bestehend aus 225ul GTE-Puffer und
25ul RNAse A, pro Probe dazugegeben. Die Probe wurde so lange gevortext, bis das Pellet auf-
gelost war. Ebenfalls 250ul pro Probe eines NaOH/SDS-Mixes (200l H,O autoklaviert,
25ul 2M NaOH, 25ul 10% SDS) wurde in jede Probe dazugegeben und 5-10 mal vorsichtig
umgekippt, so dass die Plasmide durch Denaturierung nicht zerstort werden und fiir 10min bei
RT inkubiert.

Anschlieend wurden 250ul Ammoniumacetat (pH 5,5) zur Renaturierung hinzugefiigt, leicht
geschiittelt und 10min bei 4°C und 14000rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der
Uberstand in ein neues Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Darauthin wurde der letzte
Zentrifugationsschritt wiederholt. Nun wurde erneut der Uberstand verworfen und auf das Pellet
500ul Isopropanol (2.5) gegeben und fiir Smin inkubiert. Dann wurde 30min bei 4°C und
14000rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 1ml einer eisgekiihlten 70%igen Ethanol-
Losung (2.5) auf das Pellet gegeben.

Darauthin wurde die Losung 10min bei 4°C und 14000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und fiir 15min luftgetrocknet. Nach der Lufttrocknung wurden die Eppendorf-
Rohrchen mit 30ul 1x TE-Puffer auf jedes Pellet aufgefiillt. Die Losung wurde gevortext,
zentrifugiert und 40min bei 37°C in den Thermomixer gestellt, wo sich schlieBlich die DNA im

Puffer 16st. Nach Kontrollverdau (3.1.10) konnte das Plasmid im Kontrollgel untersucht werden.

3.1.8.2 Maxi-Priparation

Zur Herstellung einer hoheren Konzentration des Plasmids fiir die Transfektion, das sich bereits
bei der Mini-Priparation und der Sequenzierung als richtig herausgestellt hat, wurde die
Maxi-Préparation durchgefiihrt.

Dazu wurden 3ml des Mini-Ansatzes in einen Kolben mit 500ml Medium gegeben und iiber
Nacht bei 37°C geschiittelt; in dieser Zeit vermehren sich Plasmide, was an der Eintriibung des
Mediums erkennbar wird. Es wurde das Jetstar Maxikit (2.9) eingesetzt, bei dem sechs Losungen
verwendet werden. Im ersten Schritt wurde das Medium in 50ml-Tubes umgefiillt und bei RT

zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und 10ml eines Mixes aus E1 und RNase auf
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jedes Pellet gegeben. Das Pellet wurde gevortext und 10ml der E2-Losung dazugegeben, wobei
das homogene Lysat leicht gemischt und 5min bei RT stehen gelassen wurde. Dann wurde 10ml
von der E3-Losung zugefiihrt und ca. 5Smal umgeschiittelt; in diesem Schritt wird die
chromosomale DNA entfernt. Die Losung wurde 30min bei RT und 15000rpm zentrifugiert. Die
in dem Set bereitgestellten Sdulen wurden mit 30ml E4 aufgefiillt.

Der Uberstand der letzten Zentrifugation wurde erneut 10min bei 22°C und 15000rpm
zentrifugiert und iiber die Sdulen gekippt. Um die Sdulen auszuwaschen, wurde 60ml ES auf die
Saulen gegeben und danach 15ml der E6-Losung, die in einem 50ml-Tube aufgefangen wurde.
10,5ml Isopropanol wurden dazugeben und bei RT 10min stehen gelassen. AnschlieBend wurde
fiir 30min bei 4°C und 6000rpm zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen und entsalzt. Die Zentrifugation wurde fiir 10min wiederholt.

Das Pellet wurde fiir 20min an der Luft getrocknet und je nach Grofe des Pellets in
50-300ul TE-Puffer (2.8.1) gelost und gevortext. Das Homogenat wurde in ein 1,5ml-
Eppendorf-Rohrchen iiberfithrt und 20min bei 37°C auf dem Thermomixer geschiittelt,

zentrifugiert und die DNA-Konzentration bestimmt.

3.19 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wird zur Uberpriifung des Klonierungserfolges herangezogen. Dabei
wird das Plasmid aus T-Vektor (2.2) und DNA-Fragment jeweils an der T7- und SP6-Seite des
integrierten DNA-Fragmentes mit Hilfe spezifischer Enzyme und Reaktionspuffer geschnitten.

Fiir den Restriktionsverdau wurde ein Gesamtansatz von 10ul hergestellt aus:

1-8ul Probe, je nach Konzentration
1l Restriktionspuffer
1ul Enzym (bei 2 Enzymen je 1ul)

xul autoklaviertes H,O

Wasser und Probe wurden zuerst in das Eppendorf-Réhrchen gefiillt, danach wurden Puffer und
Enzym dazugegeben. Da die Enzyme temperaturinstabil sind, wurde auf Eis gearbeitet und

Probe und Enzym nach Vortexen und Zentrifugation 1h bei 37°C inkubiert.
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Zu jeder Probe wurden 4ul Laufpuffer (2.8.1) dazugegeben, dann 7ul davon auf das Gel auf-
getragen. Von dem Marker (2.8.1) wurde 1,5-3ul in die Tasche gefiillt und das Gel anschlieend
fiir 20min bei 90V laufen gelassen.

Das Ergebnis des Verdaus wurde als positiv gewertet, wenn das herausgeschnittene Fragment die
erwartete Basenldnge aufwies. Bestitigt wurde das Ergebnis durch die DNA-Sequenzierung, die

von der Invitek GmbH in Berlin-Buch, Deutschland, vorgenommen wurde (3.1.11).

3.1.10 Priparativer Restriktionsverdau

Der priparative Restriktionsverdau unterscheidet sich vom Restriktionsverdau insofern, als dass

ein Gesamtansatz von 30l hergestellt wird:

xul H,O
1-10pl Probe
3ul 10x Restriktionspuffer
2ul Enzym (bei zwei Enzymen je 2ul)

Zur Reinigung des Restriktionsansatzes wurde dieser fiir 20min auf eine Membran aufgetragen,
die auf einer Wasseroberfliche (destilliertes Wasser) schwamm. Anschlieend konnte die Probe

mit einem zweiten Enzym geschnitten werden.

3.1.11 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

3.1.11.1 DNA-Sequenzierung

Die enzymatische Sequenzierung am automatisierten Sequenziergerit der Firma
Amersham Buchler (Braunschweig, Deutschland) wurde unter Verwendung von

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

3.1.11.2 Sequenzanalyse

Die Translation der DNA-Sequenz, die Suche nach Sequenzhomologien auf DNA-Ebene und die
Darstellung von  Sequenzvergleichen erfolgte mit Hilfe der Datenbanken des

,National Center for Biotechnology Information’ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und

dem Computerprogramm BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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3.2 Zellkultur

3.2.1 Herstellung kompetenter Zellen

50ul der E. coli-Zellen vom Bakterienstamm DH5a (2.1) wurden auf Eis aufgetaut und 50ml
LB-Medium (2.6) ohne Ampicillin in einen 100ml-Kolben abgefiillt. Das LB-Medium mit den
Zellen wurde beimpft und tiber Nacht bei 37°C und 200rpm inkubiert. 100ml frisches
LB-Medium wurden dann mit 1ml der Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C und 200rpm ge-
schiittelt, bis die optische Dichte (ODsqg) 0,4 entsprach.

Die Kultur wurde in zwei 50ml-Tubes geteilt, 10min auf Eis gebracht, danach 7min bei 3000rpm
(1600xg) und 4°C zentrifugiert und der Uberstand daraufhin verworfen. Die Zellen wurden in
10ml eiskalter 0,1M CaCl, Losung resuspendiert, anschlieend 15min auf Eis gestellt.

Daraufhin wurden die Zellen 5Smin bei 2500rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand ver-
worfen. Das Pellet wurde in 10ml eiskalter 0,1M CaCl,-Losung aufgenommen und 30min auf
Eis gestellt, anschlieBend Smin bei 2500rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und das Pellet in 2ml eiskalter 0,1M CaCl,-Losung gegeben.

In jedes Tube wurden 0,2ml Glycerin gegeben, die Zellen in 1,5ml-Tubes mit je S0ul Zellen

aliquotiert und sofort bei -80°C gelagert.

3.2.2 Schnelles Auftauen der Zellen

Die Kryo-Rohrchen wurden direkt aus dem fliissigen Stickstoff in ein 37°C-Bad getaucht. Dann
wurden 1ml des Zellmediums in 9ml DMEM+10% FBS resuspendiert und bei 1000rpm fiir
10min zentrifugiert. Das Pellet wurde in DMEM+10% FBS resuspendiert, auf die Platte ausgesit

und mit der Passagenummer (+1) bezeichnet.

3.2.3 Trypsinisieren

Die konfluenten Platten wurden 2x mit PBS gewaschen. 3ml einer bei 37°C vorgeheizten
0,05%igen Trypsinlosung (2.5) wurde auf jeweils eine Platte gegeben, schnell aspiriert und
nochmals 1ml Trypsin dazugegeben.

Dann inkubierten die Zellen fiir ca. Smin und wurden, sobald alle Zellen von der Platte gelost
waren, in ein 50ml-Reaktionsgefi3 gegeben, mit Medium versetzt und fiir 10min bei 1000rpm

zentrifugiert.
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3.24 Transfektion

Zur Integration von Fremdgenen bzw. DN A-Sequenzen in Zellen stehen verschiedene Verfahren
zur Auswahl. Eine hocheffiziente Transfektion kann mit der Elektroporation oder der
Calciumphosphat-DNA-Prizipitation erfolgen, durch die 10%-50% der Zellen die DNA stabil
integrieren und exprimieren. Fiir die Experimente wurde die Calciumphosphatmethode ange-
wandt, die mit einer Losung aus Calciumchlorid, einer HPBS-Losung und der DNA bei einem
pH von 6,95 arbeitet. Dafiir sollten die Platten mit den Zellen zu 80% konfluent sein. 1h vor der
Transfektion wurde das Medium gewechselt und 3ml auf eine 10cm’ Platte dazugegeben. Es
wurden 0,5ml einer 20ug konzentrierten DNA-Suspension aufbereitet, auf die Zellen gegeben
und 4h bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde mit 6,5ml Medium aufgefiillt und nach 24h das Me-
dium gewechselt. Am 1. Tag der Transfektion wurde die Hélfte der Zielmenge an Neomycin, d.
h. 50ul einer 10000pg/ml Losung, hinzugefiigt. Am darauffolgenden Tag wurden alle 24h 100ul

der Neomycin-Selektierlosung verabreicht.

Herstellung der DNA-Suspension:

2x HPBS 250yl
20pg DNA xpl
H,0 225-xul
CaCl, (2,5M) 25ul

Die Losung wurde 20-30min bei 37°C inkubiert und anschlieend auf die vorbereiteten Zellen

gegeben.

3.2.5 DNA-Isolierung

Die Zellen wurden trypsinisiert und fiir 3min bei 800rpm zentrifugiert, der Uberstand ab-
genommen und mit 200wl Ohrlochpuffer (2.8.1) versehen. Die Losung wurde gevortext.
Es wurden 15ul Proteinase K zu den Zellen gegeben und die Losung 2h bei 55°C auf dem
Thermomixer bei 300rpm geschiittelt. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde das Zellysat 10min
bei 95°C inkubiert und sofort auf Eis gegeben. SchlieBlich wurde 21l RNase fiir 20min bei 37°C
und fiir 10min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe auf Eis gekiihlt. Zum Schluf3
wurden die Proben photometrisch vermessen (3.1.4) und 5yl davon auf ein 1%iges Agarosegel

aufgetragen.
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3.2.6 Kultivierung der COS-Zellen

Zellen der COS-7-Zelllinie (2.1), die fibroblastendhnlich als Monolayer wachsen, wurden auf
10cm?-Petrischalen angeziichtet. Als Medium wurde Dulbecco's MEM Medium (2.7), das zu
10% aus FBS (56,6ml FBS auf 500ml) und 6ml Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) bestand,
gewihlt. Alle 2-3 Tage wurde die konfluente Kulturschale 1:3 (10° Zellen/80cm?) gesplittet und
in einem Brutschrank mit 5% CO; (2.10) bei 37°C inkubiert. Die Verdopplungszeit der Zellen
betrug ca. 35-48 Stunden. Die transfizierten Zellen wurden fiir zwei Wochen kultiviert und

taglich mit 100ul Neomycin (2.8.1) selektiert.

3.2.7 Einfrieren der Zellen

Langsames Einfrieren: Die Zellen wurden trypsinisiert und in Einfriermedium resuspendiert:
DMEM+10% FCS+7,5% DMSO. Sie wurden in Kryo-Rohrchen gegeben, die mit Zelltyp,
Passagenummer und Datum versehen wurden. Zuerst wurden diese fiir 1h bei -20°C gelagert,

anschliefend tiber Nacht bei -80°C und dann in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

3.2.8 Arachidonsiaure-Freisetzung

In Anlehnung an die Experimente von Santos et al. (2000) wurde der Wildtyp und
Mas-transfizierte COS-Zellen auf 24-well Platten angeziichtet und fiir 18h mit
0,2uCi/well (3H) Arachidonsdure (AA) (2.5) vorbehandelt. Danach wurde pro well 3x mit
1000ul PBS-Losung (2.7) gewaschen, die wells geschiittelt und die Losung nach jedem Wasch-
vorgang abgesaugt. AnschlieBend wurden 500ul einer Arachidonsdureldsung (2.7), bestehend
aus 7,6ul AA und 9,5ml DMEM-+Pen/Strep, dazugegeben, geschiittelt und im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit PBS-Losung gewaschen, die Losung abgesaugt
und mit 500ul einer Ang-(1-7)/PBS-Losung fiir 15min bei 37°C inkubiert (2.7). 500ul der
inkubierten Losung wurden daraufhin abgenommen und mit 10ml Szintillationslosung (2.5)
versetzt. Der jeweilige Antagonist wurde 10min vor dem Agonisten dazugegeben. Die
Radioaktivitdt wurde mit einem Beta-Counter (Fliissigkeits-Szintillationszédhler) (2.10) ermittelt
(Angaben in CPM, ,counts per minute’, DPM, mit Hintergrundaktivitit); jeweils fiir Smin pro
Probe. Gemessen wurden H° (12,43 y) und cH (5730,00 y). Mit dieser Methode wurde der
Betrag von AA, der ins Medium freigesetzt wird und derjenige, der in den Zellen verbleibt, er-

mittelt.
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3.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Ergebnisse wurde das Statistik-Programm Graph Pad Prism 4.00
(Graph Pad Software Inc., San Diego, Kalifornien, USA) verwendet. Einzelne Gruppen wurden
durch den Student’s T-Test fiir unverbundene Stichproben miteinander verglichen.
Als statistisch signifikant unterschiedlich wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05
angesehen. Die MeBwerte wurden als Mittelwert in ProzenttStandardfehler (SEM) angegeben

und aus n unabhingigen Experimenten dargestellt.



Ergebnisse 47

4. Ergebnisse
4.1 Klonierung von cDNA von Mitgliedern der Mrg-Familie
4.1.1 Klonierung von MrgH-cDNA

Das murine (MM )MrgH-Fragment (von der Sanofi-Aventis GmbH ,Mas-Like4’ genannt) wurde
nur in dem Herzen der Maus detektiert, fiir die Ratte oder den Menschen ist kein Homolog
bekannt (Wittenberger et al., 2001). Es wurde bisher nicht auf die Interaktion mit Angiotensinen
untersucht. Zur Klonierung des kodierenden Bereichs des MrgH-Gens in einen geeigneten
Expressions-Vektor waren die Amplifizierung des Fragments durch PCR (3.17) und zwei sich
anschlieende Klonierungsschritte notwendig. Es wurde mit den Primern GPR903 und GPR905
(2.4) aus einer Probe chromosomaler DNA aus dem Herzen der Maus (Mus musculus)
amplifiziert. Der GPR905-Primer lag 25bp vor dem ATG-Start und das Ende des GPR903-
Primers 2bp hinter dem Stopkodon (Linge der kodierenden GPR90-Sequenz It. Datenbank:
966bp; ,Gen-Bank accession’-Nummer: NM 030726; Anlage 3A).

Die PCR-Bedingungen wurden, wie unter 3.1.1 beschrieben, gewéhlt. Die Probe wurde auf ein
Agarosegel aufgetragen. Die erwartete Linge des Fragments betrug 993bp. Auf dem Agarosegel
war ein ~1000bp langes Fragment sichtbar (Abb. 4.1).

~1000bp — ==

4
=
=

Abb. 4.1: Amplifikation des MMMrgH-Fragments durch PCR mit den Primern GPR905 und GPR903. Das
amplifizierte Fragment war ~1000bp lang (Pfeil). Spur 1= Amplifiziertes MMMrgH-Fragment (993bp), Spur 2=
Wasserprobe. Spur 3= ®-Marker verdaut mit BsuR 1 (Anlage 6B) und Spur 4= A-Marker verdaut mit
EcoR I/Hind Il (Anlage 6A).

Nach Amplifikation des PCR-Produktes wurde dieses iiber Nacht in den pGEM T-Easy-Vektor
ligiert (3.1.5) und der Ansatz anschlieend in kompetente Zellen transformiert (3.1.7).
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Die transformierten Zellen wurden auf Agarplatten bebriitet. Es wurden 8 weifle Kolonien fiir die
Mini-Préparation (3.1.8.1) verwendet. Alle 8 Minis wurden mit dem Enzym Apa I verdaut.

Nach Apa I-Verdau des Plasmids aus MMMrgH-Fragment und T-Easy-Vektor war ein 545bp
langes Fragment zu erwarten, da das Enzym 46bp vor dem GPR903-Primer und an Position 499
im MMMrgH-Fragment schneidet bzw. ein 534bp langes Fragment, da das Enzym 46bp vor dem
GPRO05-Primer und an Position 488 im Fragment schneidet. Auf dem Agarosegel war bei

Mini 5 ein ~550bp langes Fragment sichtbar (Abb. 4.2).

~550bp —»

Abb. 4.2: Kontrollverdau, um das MMMrgH-Fragment im T-Vektor sichtbar zu machen. Nach Apa-Verdau enstand
ein ~550bp langes Fragment. Zur Sequenzierung wurde Mini 5 verwendet (Spur2). Spur 1= Mini 5 unverdaut, Spur
2= Mini 5 nach Apa I-Verdau, Spur 3= A-Marker verdaut mit EcoR I/Hind III (Anlage 6A).

Da nach Apa I-Verdau von Mini 5 ein Fragment der erwarteten Linge von ~550bp resultierte,
wurde dieses sequenziert. Das Ergebnis der Sequenzierung wurde mittels BLAST-Search-
Programm (3.1.11.2) auf Homologien mit der MrgH-Sequenz verglichen und stimmte mit der
Datenbanksequenz NM030726 zu 100% {iiberein. Allerdings zeigte sich, dass das Fragment in
3’-5’-Richtung im T-Easy-Vektor lag.

Um das Fragment in 5°-3’-Richtung in den pcDNA3.1-Vektor ligieren zu konnen, musste der
pcDNA3.1(+)-Vektor (2.2.1) eingesetzt werden, bei dem die Enzyme Xba I und Not I in
umgekehrter Reihenfolge im Polylinker wie im pcDNA3.1(-)-Vektor lagen.

Der Mini 5-Ansatz wurde daher mit den Enzymen BstZ I (D-Puffer) und Spe I (H-Puffer) ver-
daut und das MMMrgH-Fragment so aus dem T-Easy-Vektor geschnitten. AnschlieBend konnte
das Fragment in den pcDNA3.1(+)-Vektor ligiert werden, der mit den Enzymen Not I und Xba I
linearisiert wurde. Nach Transformation des Ansatzes wurden 8 weille Kolonien gepickt. Es

wurden 8 Minis mit dem Enzym Apa I verdaut. Beim Kontrollverdau des generierten Plasmids
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aus MMMrgH-Fragment und pcDNA(-)-Vektor mit Apa I wurde ein 509bp langes Fragment
erwartet, da das Enzym 10bp vor dem GPR903-Primer und an Position 499 im MMMrgH-
Fragment schneidet. Nach Apa I-Verdau von Mini 5 erschien ein ~500bp langes Fragment,

welches der Linge des erwarteten Fragments entsprach (Abb. 4.3).

~500bp —>

Abb. 4.3: Kontrollverdau, um das MMMrgH-Fragment im pcDNA3.1(-)-Vektor sichtbar zu machen. Nach
Apa I-Verdau entstand ein ~500bp langes Fragment (Pfeil). Spur 1= Mini 5 unverdaut, Spur 2= Mini 5 nach Apa I-
Verdau, Spur 3= A-Marker verdaut mit EcoR I/Hind III (Anlage 6A).

Das Ergebnis der Sequenzierung mit den T7- und BGH-Primern von Mini 5 war positiv und das
Plasmid wurde zur Maxi 5 weiterprapariert (3.1.8.2). Es bestand eine Sequenzhomologie
zwischen Maxi 5 und der GPR90-Datenbank-Sequenz (MrgH) NMO030726 von 100%
(Anlage 3A). Ein Ausschnitt der Sequenz von Maxi 5 nach Sequenzierung mit den Primern T7

und BGH ist in Abb. 4.4 dargestellt.

5 T7-Primer —
TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGG

Not I/BstZ I
ATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGegggaattcgattCCACA
GPR905-Primer — «— GPR903-Primer
GAGAAAGCCATCT TCCTGGA ................. A940bp.......ccc00ee. ... GAATGTGACACAGTTCTCGCTGCC
«— GPRI903-Primer Spe I/Xbal Apal < BGH-Primer 3’

TTCATGAICCaatcAGIABIGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTA

Abb. 4.4: Sequenz des MMMrgH-Fragments (993bp) nach Sequenzierung der Maxi 5 mit den T7- und BGH-
Primern. Die Schnittstellen des T-Vektors sind klein gedruckt. Die Sequenz des pcDNA3.1(+)-Vektors ist unter-
strichen. Das Startcodon ATG und das Stopcodon TGA sind eingerahmt. Die Primer sind kursiv gedruckt. Die

Enzymschnittstellen sind grau untermalt.
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Das generierte Plasmid der Maxi 5 wurde mit pcDNAMMMrgH bezeichnet und ist in
Abb. 4.5 abgebildet:

Bgl IT

Apal
Not/BstZ 1

CMV-
Promotor

MrgH-cDNA Apal
pcDNAMMMrgH
(6440bp)
BGH-poly-A Spe I/Xba 1

Abb. 4.5: Plasmidkarte des neu generierten Plasmids pcDNAMMMrgH. Eingezeichnet sind die Enzymschnitt-
stellen, iiber die das MMMrgH-Fragment zwischen CMV-Promotor und BGH-poly-A des pcDNA-Vektors ein-
kloniert wurde: Not/BstZ I und Spe I/Xba I. Es befindet sich eine Apa I-Schnittstelle in dem MMMrgH-Fragment
(Position 499bp) und eine im pcDNA-Polylinker.

4.1.2 Klonierung von MRG-cDNA

Das MRG-Gen wurde durch Screening des humanen Genoms nach Entdeckung des Mas-Gens
identifiziert und auf seine Interaktion mit Ang II hin untersucht (Monnot et al., 1991). Das
humane (HS)MRG-Fragment wurde, wie bereits fiir das MMMrgH-Fragment unter 4.1 be-
schrieben, durch PCR (3.1.1) amplifiziert und in zwei weiteren Klonierungsschritten in den
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) (2.2.1) kloniert.

Die MRG-cDNA wurde mit den Primern HSMRG5 und HSMRG3 (2.4) aus chromosomaler
DNA des Menschen amplifiziert, wobei HSMRGS 41bp vor dem Start-ATG begann und
HSMRG3 31bp hinter dem Stopkodon endete (Léinge der kodierenden MRG-Sequenz 1t. Daten-
bank: 1137bp; ,Gen-Bank accession’-Nummer: S78653; Anlage 3B). Die spezifischen PCR-

Bedingungen wurden, wie unter 3.1.1 beschrieben, gewihlt.
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Das Fragment der erwarteten Linge von 1209bp wurde auf einem Agarosegel sichtbar gemacht

(Abb. 4.6).

~1200bp —>»

Abb. 4.6: Amplifikation des HSMRG-Fragments durch PCR mit den Primern HSMRGS5 und HSMRG3. Das
amplifizierte HSMRG-Fragment war ~1200bp lang (Pfeil). Spur 1= Amplifiziertes HSMRG-Fragment (1209bp),
Spur 2= ®@-Marker verdaut mit BsuRI (Anlage 6B).

Danach erfolgte die Ligation (3.1.5) des isolierten Fragments in den T-Vektor, der aus 3003 bp
besteht und an beiden Enden T-Uberhiinge besitzt. AnschlieBend erfolgte die Transformation des
Ligationsansatzes in kompetente Zellen (3.1.7) des Bakteriums E. coli (2.1). Es wurden 16 weil3e
Kolonien fiir die Mini-Préiparation (3.1.8.1) verwendet.

Nach Apa I-Verdau des Plasmids aus T-Vektor und HSMRG-Fragment wurden Fragmentgroen
von 904bp oder 372bp erwartet, je nachdem, ob das Fragment in 3’-5’-Richtung oder
5’-3’-Richtung im T-Vektor angeordnet war.

Es war ein 904bp langes Fragment zu erwarten, da das Enzym 37 bp vor dem Start des
HSMRGS5-Primers und im HSMRG-Fragment an Position 867bp schneidet bzw. ein 372bp
langes Fragment, da das Enzym 37bp vor dem Start des HSMRG3-Primers und an Position
335bp im HSMRG-Fragment schneidet.

Nach Verdau von 12 Minis mit dem Enzym Apa I war auf dem Agarosegel bei allen 12 Minis
ein ~900bp langes Fragment zu erkennen (Abb. 4.7).

Den Nachweis iiber die korrekte Ligation (3.1.5) lieferte die Sequenzierung (3.1.11) von
Mini 4 mit dem T7-Primer. Das Ergebnis der Sequenzierung konnte mittels BLAST-Search-
Programm (3.1.11.2) auf Homologien mit der MRG-Sequenz verglichen werden und stimmte
mit der Datenbanksequenz S78653 iiberein, so dass in der amplifizierten Sequenz mogliche

Mutationen zu 100 % ausgeschlossen werden konnten.
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<«— ~900bp

Abb. 4.7: Kontrollverdau, um die Integration des HSMRG-Fragments in den T-Vektor sichtbar zu machen. Nach
Apa I-Verdau entstand ein ~900bp langes Fragment (Pfeil). Zur Sequenzierung wurde Mini 4 verwendet (Spur 5).
1= ®-Marker verdaut mit BsuR I (Anlage 6B), Spur 2 - 7= Mini 1-6.

Um das Konstrukt in Zellen transkribieren zu konnen, erfolgte die Umklonierung des Fragments
in den pcDNA3.1(-)-Vektor (2.2.1), der einen CMV-Promotor aufweist. Dazu wurde die
Plasmid-DNA von Mini 4 mit dem Enzym BstZ I (D-Puffer) iiber 1h bei 50°C im Thermomixer
verdaut. Auf dem Kontrollgel erschien eine der Linge des Fragments entsprechende Bande von
~1200bp (Daten nicht dargestellt).

Zur Reinigung des Restriktionsansatzes wurde dieser fiir 20min auf eine Membran aufgetragen
(3.1.10), anschlieBend mit dem Enzym Spe I (H-Puffer) geschnitten und, wie in 3.1.3
beschrieben, eluiert. Parallel dazu wurde der pcDNA3.1(-)-Vektor mit dem Enzym Xba I und
nach Aufreinigung mit dem Enzym Not I verdaut.

Im Anschluss erfolgte die Ligation des Fragments tiber Nacht (3.1.5). Dabei lagerten sich Vektor
und DNA-Fragment durch Basenpaarung an den Restriktionsstellen Xba I/Spe I und BstZ I/Not I
mit Hilfe der DNA-Ligase aneinander.

Der Ligationsansatz wurde in Bakterien transformiert und dann auf Agarplatten bebriitet. Es
wurden 10 weille Kolonien gepickt und 10 Minis mit Apa I verdaut. Das Enzym musste wieder
an Position 867 im Fragment schneiden.

Ein weiterer Schnittort des Enzyms Apa I lag 10bp vor dem Beginn des HSMRGS5-Primers, so
dass die erwartete Linge des Fragments 877bp betrug.

Bei Mini 2 erschien eine Bande von ~900bp Linge, die somit der Linge des erwarteten

Fragments entsprach (Abb. 4.8).
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<«—— ~900bp

Abb. 4.8: Kontrollverdau des HSMRG-Fragments nach Klonierung in den pcDNA3.1(-)-Vektor. Nach Verdau des
Plasmids pcDNAHSMRG mit Apa I entstand ein ~900bp langes Fragment (Pfeil). Spur 1= ®-Marker verdaut mit
BsuR I (Anlage 6B), Spur 2= A-Marker verdaut mit EcoR I/Hind IIl (Anlage 6A), Spur 3= Wasserprobe,
Spur 4= Mini 2 nach Apa I-Verdau (877bp).

Nach positivem Sequenzierungsergebnis wurde aus Mini 2 im weitereren Maxi 2 prépariert
(3.1.8.2). Die Sequenzierung der Maxi 2 mit dem T7- und BGH-Primer zeigte eine
Ubereinstimmung mit der MRG-Datenbank-Sequenz S78653 von 100 % (Anlage 3B). Ein Aus-
schnitt der Sequenz von Maxi 2 nach Sequenzierung mit den Primern T7 und BGH wird in Abb.

4.9 gezeigt.

5 T7-Primer — Apa XbaI/Spel
TTAATACGACTCACTA TAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCT-gattCCTGACTGT
HSMRGS5-Primer —

GATGTTGTGGCCCACTCAGGTCCCAGCACCCCATG......... A1110bp.......... CACAGGGTCGATGTGG
«— HSMRG3-Primer Sac II BstZ I/Not 1

AAACATAATTTCCCACATCTGAGCTGGGGAATTGTACACactgcagcaatcecgcggccatggCGGCCGCCACT

GTGCTGGATATCTGCAGAATTCCACCACACTGGACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTAAGTT

CCACCACACTGGACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGA
«— BGH-Primer 3’
CTGTGCCTTCTA

Abb. 4.9.: Sequenz des HSMRG-Fragments (1209bp) nach Sequenzierung der Maxi 2 mit den T7- und BGH-
Primern. Die Schnittstellen des T-Vektors sind klein gedruckt. Die Sequenz des pcDNA3.1(-)-Vektors ist unter-
strichen. Das Startcodon ATG und das Stopcodon TAA sind eingerahmt. Die Primer sind kursiv gedruckt. Die

Enzymschnittstellen sind grau untermalt.

Das generierte Plasmid der Maxi 2 wurde mit pcDNAHSMRG bezeichnet und ist in Abb. 4.10
abgebildet.
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Mun I

Apal
Xba I/Spe I

CMV-
Promotor

MRG-cDNA

pcDNAHSMRG
(6659bp)

Apal

BGH-poly-A BstZ I/Not I

Abb. 4.10: Plasmidkarte des neu generierten Plasmids pcDNAHSMRG. Eingezeichnet sind die Enzymschnittstellen,
iiber die das HSMRG-Fragment zwischen CMV-Promotor und BGH-Poly-A des pcDNA-Vektors einkloniert wurde:
Xba 1/Spe I und BstZ I/Not I. Es befindet sich eine Apa I-Schnittstelle im HSMRG-Fragment (Position 867bp) und
eine im pcDNA-Polylinker.

4.2 Generierung der transfizierten Zellen
4.2.1 Linearisierung der Konstrukte

Die Konstrukte fiir die cDNA von Mas, MrgX?2 (HS ‘Mas-Likel’), MrgX1 (HS ‘Mas-Like2’) und
MrgD (HS‘Mas-Like3’) (2.2.2) wurden von der Firma Aventis (Frankfurt, Main, Deutschland)
kloniert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Fiir die Transfektion der Konstrukte in die
Zellen musste die cDNA vorher linearisiert werden.

Die Plasmide pcDNAHSMRG und pcDNAMMMrgH wurden, wie in 4.1 beschrieben, kloniert.
Die Plasmide pcDNAHSMrgX2, pcDNAHSMrgX1, pcDNAHSMrgD, pcDNAHSMrgF und
pcDNAHSMRG wurden mit dem Enzym Mun I verdaut, das an Position 162 im pcDNA3.1(-)-
Vektor und damit 70bp vor dem CMV-Promotor schneidet.

Die Plasmide pcDNAHSMas (2.2.2) und pcDNAMMMrgH (Abb. 4.5) dagegen mussten mit
dem Enzym Bgl II linearisiert werden (Daten nicht dargestellt), da die cDNA von Mas zwei und
die von MrgH eine Mun I-Schnittstelle in der kodierenden Sequenz aufwiesen. Die Schnittstelle

des Enzyms befindet sich im Vektor an Position 13 und liegt 219bp vor dem CMV-Promotor.
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4.2.2 Transfektion und Selektion zum Transfektionsnachweis der

integrierten cDNA

Die linearisierten Konstrukte konnten nach Priparation in die COS-7-Zellen (2.1) transfiziert
werden (3.2.4). Nach Selektion mit 100ul Neomycin/ 10cm? Platte (2.8.1) iiber ca. eine Woche
erfolgte die DNA-Isolierung (3.2.5) aus einem Teil der Zellen. Um den Beweis zu liefern, dass
die stabil transfizierten Zellen die gesamte interessierende DNA-Sequenz chromosomal integriert
haben, wurden PCRs (3.1.1) durchgefiihrt.

Es wurden die Primer CMV52 (2.4) und POLBGH32 (2.4) eingesetzt, die im CMV52-Promotor
und an der BGH-Poly-A-Seite des Vektors lagen.

Die Fragmente mussten daher eine Liange von ~1100-1200bp Lidnge aufweisen. Damit konnte
gezeigt werden, dass die Transfektion erfolgreich war. Die Wasserprobe und die DNA von

untransfizierten Zellen (Spur 11 und 12) zeigten keine Banden (Abb. 4.11).

1234567289 10 11 12 13

<4— 1000-1200bp

Abb. 4.11: Nachweis der integrierten c¢DNA nach Transfektion. Dargestellt sind die PCR-Produkte nach
Ver-arbeitung der transfizierten Zell-DNA mit den Primern CMV52 und POLBGH32. Alle transfizierten Zellen
waren Trdger eines 1000-1200bp langen Fragments. Spur 1= HSMas-transfizierte Zellen, Spur 2= HSMrgX2-
transfizierte Zellen, Spur 3= HSMrgXl-transfizierte Zellen, Spur 4= HSMrgD-transfizierte Zellen, Spur 5=
MMMrgH-transfizierte Zellen, Spur 6= HSMRG-transfizierte Zellen, Spur 7= pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen,
Spur 8= Wasserprobe, Spur 9 und 10= A-Marker verdaut mit EcoR I/Hind 11l (Anlage 6A), Spur 11= Wasserprobe,
Spur 12= pcDNA3.1(-)-transfizierte Zellen, Spur 13= HSMrgF-transfizierte Zellen.

4.2.3 Nachweis der spezifischen Konstrukt-DNA

Es wurde eine erneute Reihe von PCRs gestartet, bei denen wieder der CMV52-Primer (2.4),
aber ein fiir die jeweilige spezifische cDNA-Sequenz entworfener Primer verwendet wurde, der

hinter dem Startcodon der jeweiligen Sequenz lag.
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Damit konnte aufgezeigt werden, dass die in den Zellen vorhandene Sequenz auch tatséchlich
dem eingefiihrten Konstrukt entsprach und alle in den Versuchen verwendeten Zellen Tréager der

jeweils spezifischen Konstrukt-DNA waren (Abb.4.12).

HSMAS3F/CMV52 MASL43F/CMV52 MASL13/CMV52
4 1

MASL23/CMV52 MASL33F/CMV52 HSRTA3F/CMV52 HSMRG3F/CMV52

ADbb. 4.12: Nachweis der Integration der spezifischen Konstrukt-DNA. Dargestellt sind die PCR-Produkte (weifle
Pfeile) der jeweiligen transfizierten Zelllinie nach Verarbeitung der Zell-DNA mit dem CMV52-Primer und den
cDNA-spezifischen Primern. Spur 1= ®-Marker verdaut mit BsuR I (Anlage 6B), Spur 2= Mas-spezifisches
Fragment, Spur 3= PCR-Produkt der mit dem pcDNA-Vektor als Kontrolle verwendeten transfizierten Zelllinie,

Spur 4= Wasserprobe.

Bei HSMas war ein 212bp langes Fragment zu erwarten. Bei MMMrgH war das erwartete
Fragment 293bp, bei HSMrgX2 244bp, bet HSMrgX1 211bp, bei HSMrgD 236bp, be1 HSMrgF
213bp und bei HSMRG 239bp lang (Abb. 4.12).

Nach DNA-Isolierung (3.2.5) wurde die cDNA mit dem CMV52-Primer und einem jeweils fiir
die cDNA-spezifisch entworfenen Primer amplifiziert.

Die Fragmente hatten eine Ldnge zwischen 200-300bp. Die Sequenzen sind nachfolgend dar-

gestellt (Abb.4.13).

A

57 CMV52
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGGCCATGGATGGGTCAAACGTGACATCATTIGTIGTTIGA
HSMAS3F 37

GGAACCCACGAACATCTCAACTGG  Amplifiziertes HSMas-spezifisches Fragment: 212bp.
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B

57 CMV52
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGAT

MASL43F
ATCCAGCACAGTGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCACAGAGARAGCCATCTTCCTGGAATGGAGCCATTGGCAATGACCTTGTATCCTCTGGAA
3 4
Tccacacaacc  Amplifiziertes MMMrgH-spezifisches Fragment: 293bp.
57 CMV52

GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGGCGATGGATCCAACCACCCCCGGCCTGGGGAACAGAAA

MASL13F 3’
GTACAACAGTGAATGGAAATGACCAAGCCCTTCTTICTGCTTTGTGGC Amplifiziertes HSMrgX2-spezifisches Fragment: 244bp.
D
57 CMV52

GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGGCCATGGATCCAACCATCTCAACCTTGGACACAGAACT

MASL23F 3’
GACACCAATCAACGGAACTGAG  Amplifiziertes HSMrgXI-spezifisches Fragment: 211bp.
E
57 CMV52

GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGGCCATGAACCAGACTTTGAATAGCAGTGGGACCGTGGA

MASL33F 3’
GTCAGCCCTAAACTATTCCAGAGGGAGCACAGTGCACACGGCCTACCT  Amplifiziertes HSMrgD-spezifisches Fragment: 236bp.
F
57 CMV52

GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGGCCATGTGCCCTGGCCTGAGCGAGGCCCCGGAACTCTA
HSRTA3F 3’

CAGCCGGGGCTTCCTGACCATCGAG  Amplifiziertes HSMrgF-spezifisches Fragment: 213bp.

G

57 CMV52
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGA

CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGATTCCTGACTGTGATGTTGTGGCCCACTCAGGTCCCAGCA
MRG3F 37

CCCCATGGTCTGGGGGARAATTTGCTGGT TCAGCCAGAGGGCTGGATGGAC Amplifiziertes HSMRG-spezifisches Fragment:
239bp.

Abb. 4.13: Nachweis der spezifischen Konstrukt-DNA. Dargestellt sind die Sequenzen der amplifizierten
spezifischen  PCR-Konstrukte fiir Zellen transfiziert mit A: pcDNAHSMas, B: pcDNAMMMrgH,
C: pcDNAHSMrgX2, D: pcDNAHSMrgXl1, E: pcDNAHSMrgD, F: pcDNAHSMrgF und G: pcDNAHSMRG,
beginnend mit dem CMV52-Primer, endend mit den entworfenen Primern fiir das HSMas-Fragment bzw.

Mas-dhnliche Rezeptorsequenzen. Fett: ATG als Startcodon.

Aufgrund der Sequenzierung konnte nachgewiesen werden, dass die spezifische cDNA in die
Zellen integriert war. Somit konnten die nachfolgenden Experimente zur Arachidonsdure-
Freisetzung (3.2.8) nach Interaktion mit verschiedenen Peptiden und Nicht-Peptiden (4.3 und

4.4) mit den vorhandenen selektierten Zelllinien durchgefiihrt werden.
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4.3 Die Interaktion von Angiotensin-Metaboliten, Angiotensin-
Rezeptor-Blockern, AVE(991 und Substanz P mit dem
humanen Mas-Rezeptor und Mas-Sequenz-ihnlichen-

Rezeptoren

In fritheren Studien wurde der G-Protein gekoppelte Rezeptor (GPCR) Mas als ein Rezeptor fiir
Ang II diskutiert, welches als das wichtigste Peptid innerhalb des Renin-Angiotensin-Systems
(RAS) gilt (Jackson et al.,1988). Jahre spiter konnte gezeigt werden, dass Mas nicht direkt
Ang II-Signaling vermittelt, aber mit dem AT1-Rezeptor heterooligomerisiert und dadurch die
Effekte von Ang II inhibiert (Kostenis et al., 2005). Neben Ang II konnten mittlerweile weitere
Peptide des RAS identifiziert werden, die ebenfalls regulatorisch auf den Blutdruck einwirken.
In diesem Zusammenhang konnten Santos et al. (2003) experimentell fiir den Ang II-
Metaboliten Ang-(1-7) seine Funktion als Mas-Rezeptor-Agonist belegen. Dariiber hinaus
konnten die Autoren zeigen, dass der Ang-(1-7)-spezifische Antagonist A779 zu einer voll-
stindigen Hemmung der AA-Freisetzung in Mas-transfizierten Zellen fiihrte, wihrend durch die
Rezeptorblocker AT1 und AT2 keine signifikanten Einfliisse dokumentiert werden konnten
(Santos et al. 2003). Zwischenzeitlich wurde eine groBe Familie von GPCR gefunden, die eine
hohe Sequenzhomologie zum Mas-Rezeptor aufweisen. Zwei unabhingige Arbeitsgruppen
haben diese Familie beschrieben: die eine Gruppe nannte sie sensorisch Neuronen-spezifischen
GPCRs (Lembo et al., 2003), die andere ,Mas-related genes‘-Familie (Mrg) (Dong et al., 2001).
In dieser Doktorarbeit wird die Nomenklatur der Mrg-Familie verwendet. Die meisten der
GPCRs sind so genannte ,orphan receptors‘, das heif3t, ihre Liganden sind noch nicht bekannt.
Einige Mitglieder der Mrg-Familie konnen jedoch durch Peptide wie RF-Amide oder Opioid-
peptide aktiviert werden (Lembo et al., 2002; Robas et al., 2003; Santos et al., 2003; Shinohara
et al., 2004; Kamohara et al., 2005; 1.2).

Aufgrund der bislang vorliegenden Untersuchungsergebnisse sollte in dieser Arbeit erstmalig
tiberpriift werden, ob neben Ang-(1-7) weitere Peptide, aber auch Nicht-Peptide, als Rezeptor-
Liganden fungieren konnen. Untersucht wurde dabei nicht nur der Mas-Rezeptor selbst, sondern
auch weitere Rezeptoren mit Sequenzhomologien zu diesem Rezeptor, um weitere mogliche
Rezeptor-Liganden nachweisen zu konnen. Getestet wurden die Peptide Ang-(1-7), Ang I,
Ang II, Ang III, Ang IV, Substanz P, die Antagonisten Irbesartan (ein AT1-Rezeptorblocker),
PD123319 (PD; ein AT2-Rezeptorblocker), A779 (spezifischer Ang-(1-7)-Rezeptorblocker), und
das Nicht-Peptid AVE0991 (2.11). Als Nachweis der Interaktion mit den untersuchten
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Rezeptoren diente die Freisetzung von Arachidonsidure (AA), da eine Stimulation der AA-
Abgabe iiber verschiedene Ang-Rezeptortypen erfolgen kann (Muthalif er al., 1998). Als
Rezeptoren wurden neben dem humanen Mas-Rezeptor der murine MrgH-Rezeptor, die
humanen MrgX2-, MrgX1-, MrgD-, MrgF- und MRG-Rezeptoren verwendet und jeweils mit
den genannten Peptiden bzw. Substanzen untersucht. Fiir die Untersuchungen wurden drei
Versuchsgruppen gebildet: in der ersten Gruppe wurden mit dem Plasmidvektor pcDNA3.1(-)
(2.2.1) transfizierte COS-7-(COS)-Zellen (2.1) (pcDNA-transfizierte Zellen) als Referenz nur
mit PBS-Losung (2.8.1) behandelt (unbehandelte Zellen), in der zweiten Gruppe wurden
pcDNA-transfizierte Zellen mit dem jeweiligen Peptid/Nicht-Peptid (Kontrollgruppe) inkubiert
und in der dritten Gruppe wurden Rezeptor-transfizierte Zellen mit dem jeweiligen Peptid/Nicht-
Peptid behandelt und anschlieBend die verdnderte Freisetzung der radioaktiv-markierten
Arachidonsdure gemessen (3.2.8). Die mit dem Fliissigkeits-Szintillationszdhler ermittelten
Werte (CPM; DPM) (3.2.8) in den unbehandelten Zellen der ersten Gruppe wurden in Prozent
umgerechnet und der MittelwerttStandardfehler (SEM) bestimmt. Dieser Wert fungierte als
Referenzwert (100%) fiir die Daten der Gruppe 2 und 3. Der prozentuale AA-Anstieg bzw. die
AA-Reduktion zwischen den Gruppen wurde dann berechnet, auf Signifikanz (p<0,05) getestet

und als Nachweis einer Ligand-Rezeptor-Bindung verwendet.

4.3.1 Test von Agonisten des Mas-Rezeptors und Antagonisten des
Mas-, AT1- und AT2-Rezeptors an Mas-transfizierten Zellen
4.3.1.1 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Ang-(1-7), A779,
Irbesartan und PD123319 mit dem humanen Mas-Rezeptor
Zur Darstellung der spezifischen Bindung des Peptids Ang-(1-7) an den humanen (HS)Mas-
Rezeptor wurde die AA-Freisetzung nach Zugabe von 10®M Ang-(1-7) zu pcDNA- und
Mas-transfizierten COS-7-Zellen bestimmt. Bereits im Kontrollansatz (nur pcDNA-transfizierte
Zellen) fiihrte die Zugabe von 10°M Ang-(1-7) zu einem signifikanten AA-Anstieg
(+ 50,9%%1,3%; p<0,001 versus (vs.) pcDNA3.1 ohne Behandlung). In den HSMas-
transfizierten Zellen war der AA-Anstieg durch die Inkubation mit 10°M Ang-(1-7) noch einmal
signifikant erhoht (+ 264,8+15,4%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7); Abb. 4.19). Bei den
Aminosdurederivaten (Nicht-Peptiden) wurde der Ang-(1-7)-Rezeptor-Antagonist A779, der
ATI1-Rezeptor-Blocker Irbesartan und der AT2-Rezeptor-Blocker PD123319 (PD) (je 10°M)
allein und in Kombination mit Ang-(1-7) getestet. Bei der alleinigen Behandlung der Zellen mit

AT79, Irbesartan oder PD123319 zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen beziiglich der
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AA-Freisetzung in den HSMas-transfizierten Zellen vs. den behandelten pcDNA-transfizierten
Zellen. Nur durch die PD-Gabe konnte ein geringer AA-Anstieg um 8,712,6% (p<0,05) in
HSMas-transfizierten Zellen vs. PD-stimulierten-pcDNA-transfizierten Zellen dokumentiert
werden (Abb. 4.19). Durch die kombinierte Inkubation von 10*M Ang-(1-7) mit den zu unter-
suchenden Antagonisten (A779, Irbesartan, PD) kam es durch die zusétzliche Gabe von A779 zu
einer signifikant reduzierten AA-Freisetzung bei den pcDNA-transfizierten und den HSMas-
transfizierten Zellen (+44.8+1,9%; p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7) und +306,8t15,6%;
p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7)). Im Gegensatz dazu kam es weder durch die Kombination
von Ang-(1-7) mit Irbesartan noch mit PD bei den HSMas-transfizierten Zellen zu einer
signifikant reduzierten AA-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle. Wohingegen bei den nur
pcDNA-transfizierten Zellen auch hier die Zugabe von Irbesartan (19,632%; p<0,001 vs.
pcDNA+Ang-(1-7)) und PD (4743,9; p<0,001 vs. pcDNA+Ang-(1-7)) den Ang-(1-7)-ver-
mittelten AA-Anstieg signifikant reduzierte (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen ohne
Behandlung und nach Behandlung mit Ang-(1-7), A779, Irbesartan (Irb.) und PDI123319 (PD) alleine und in
Kombination (MittelwertxSEM). ###p<0,001, vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung, * p < 0,05, *** p < 0,001 vs.
pcDNA3.1+Behandlung; §§§ p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Antagonist (A779, Irb., PD)+Ang-(1-7); $38% p < 0,001 vs.
HSMas+Antagonist (A779, Irb., PD)+Ang-(1-7). Die unbehandelten pcDNA3.1-transfizierten Zellen wurden als
100%-Wert festgelegt; n > 4.
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Somit konnte anhand dieser Untersuchungen gezeigt werden, dass A779 antagonistisch auf den
Ang-(1-7)-Rezeptor wirkt, wihrend Irbesartan und PD123319 keinen Einfluss auf die Ang-(1-7)-
vermittelte AA-Freisetzung haben. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass Ang-(1-7) nicht mit den
Ang II-Rezeptoren ATI1 und AT2 interagiert. Ferner konnte die Mas-vermittelte Wirkung von
Ang-(1-7) bestitigt werden, da die Behandlung mit A779 die AA-Freisetzung auf Kontrollwerte

reduzierte.

4.3.1.2 Vergleich der Arachidonsiure-Freisetzung von AVE(0991, Ang-(1-7)
und A779 nach Interaktion mit dem humanen Mas-Rezeptor
AVEOQ0991 ist ein Nicht-Peptid, welches nach Bindung an Mas eine hohe NO-Freisetzung hervor-
ruft und daher als Ligand fiir diesen Rezeptor gilt (Pinheiro et al., 2004).
In diesen Experimenten sollte iiberpriift werden, ob AVE0991 als Mas-Agonist dhnlich hohe
AA-Freisetzung am Mas-Rezeptor hervorrufen kann wie Ang-(1-7). Dariiber hinaus sollte darge-
stellt werden, ob der Ang-(1-7)-spezifische Antagonist A779 die Wirkung von AVE0991 auf die
AA-Freisetzung in den HSMas-transfizierten Zellen blockieren kann. In Analogie zu den unter
4.3.1.1 beschriebenen Versuchen kam es durch die Inkubation mit 10°M Ang-(1-7) und
10°M Ang-(1-7) bei den unbehandelten Zellen zu einem signifikanten AA-Anstieg
(lO'SM Ang-(1-7):  +50,9%+*1,3%, p<0,001 vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung;
10°M Ang-(1-7): +435,7£9,6%, p<0,001 vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung; Abb. 4.20).
Auch die Behandlung der pcDNA-transfizierten Zellen mit 10°M  AVE0991 und
10°M AVE0991 ergab einen signifikanten AA-Anstieg (10'8M AVEQ0991: + 62,3+1,9%,
p<0,001 vs. pcDNA 3.1 ohne Behandlung; 10°M AVE0991: + 67,1+1,2%, p<0,001 vs.
pcDNA 3.1 ohne Behandlung) und war somit in beiden getesteten Konzentrationen hoher als der
fiir Ang-(1-7) ermittelte prozentuale Anstieg.
Auch in den HSMas-transfizierten Zellen fiihrte die alleinige Zugabe von Ang-(1-7) wiederum
zu einer signifikant gesteigerten AA-Freisetzung (10'8M Ang-(1-7): + 264,8+15,4%, p<0,001;
10°M Ang-(1-7): 189+15,1%, p<0,001; Abb. 4.20).
Ausgehend von den AVEQ0991-stimulierten pcDNA-transfizierten Zellen zeigte sich im
Gegensatz dazu durch die Gabe von AVE0991 (10 und 10®M) keine signifikante Stimulation
der AA-Freisetzung bei den HSMas-transfizierten Zellen (Abb. 4.20), vielmehr fiihrte die
Inkubation zu einer reduzierten AA-Freisetzung (45,616,8%, p<0,01 und 9,913,2%, p<0,05).
Durch die kombinierte Behandlung mit 10°M A779 und 10®M AVE0991 kam es nur in den

pcDNA-transfizierten Zellen zu einer signifikanten Differenz in Bezug auf die alleine Inkubation
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der Zellen mit 10°M AVE0991 (+34,9+2,3%, p<0,01 vs. pcDNA3.1+10°M AVE0991),
vergleichbare Effekte konnten jedoch nicht fiir die HSMas-transfizierten Zellen dokumentiert
werden (Abb. 4.20). Somit lieB sich die eingangs angenommene Hypothese, dass A779 die durch
AVEQ991 hervorgerufene AA-Freisetzung am HSMas-Rezeptor antagonisiert, anhand der

Untersuchungsergebnisse nicht verifizieren.
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Abb. 4.20: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991 und A779+AVE0991 (Mittelwert+SEM). ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs.
pcDNA3.1 ohne Behandlung, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; §§§ p < 0,001
versus pcDNA3.1+A779+AVE0991; n > 4.

4.3.1.3 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-

Metaboliten mit dem humanen Mas-Rezeptor
In mehreren Untersuchungen wurde die Beeinflussung der Ca®*-Freisetzung in Mas-
transfizierten Zellen nach Behandlung mit Ang I und Ang II dokumentiert (Jackson et al. 1989;
McGillis et al., 1989; Ambroz et al,, 1991; Andrawis et al., 1992; 1.4.1, 1.4.2). Jackson und
Mitarbeiter (1989) konnten beispielsweise in neuralen Zelllinien eine Interaktion zwischen
Ang II und Ang III mit dem Mas-Rezeptor iiber die Ca**-Freisetzung aufzeigen, nicht aber fiir

Ang 1. Kostenis und Mitarbeiter (2005) postulierten spiter, dass der Mas-Rezeptor nicht per se
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ein Rezeptor fiir Ang II ist, aber die Signalkaskade beeinflusst, die iiber die Ang II/AT1-Achse
aktiviert wird.

In der hier dargestellten Versuchsreihe wurden die Interaktionen von Ang I, Ang II, Ang III und
Ang IV in pcDNA- und HSMas-transfizierten Zellen untersucht und wiederum die AA-
Freisetzung gemessen (je 10*M), um zu priifen, ob andere Ang-Metaboliten mit hoher Sequenz-
homologie zu Ang-(1-7) ebenfalls intrazelluldres Signaling iiber den HSMas-Rezeptor
stimulieren konnen.

Bei den Ang I-behandelten-pcDNA-transfizierten Zellen gab es gegeniiber den unbehandelten
Zellen keine signifikante AA-Freisetzung. Ang II, Ang III und Ang IV zeigten einen geringen
signifikanten AA-Anstieg (Ang II: 16,719,4%, p<0,01 vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung; Ang III:
16,4+6,9%, p<0,001 vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung; Ang IV: 28%7,3%, p<0,001 vs.
pcDNA3.1 ohne Behandlung; Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang I, Ang II, Ang Il und Ang IV (Mittelwert+SEM). ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

Fiir alle untersuchten Angiotensin-Metaboliten (Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV) konnte in
den HSMas-transfizierten Zellen gegeniiber den Kontrollen ein signifikanter AA-Anstieg

beobachtet werden. Dieser war fiir die Peptide Ang I und Ang II gering (Ang I: 32,9%5,1%,
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p<0,05 vs. pcDNA3.1+Ang I; Ang II: 24,3+1%, p<0,01 vs. pcDNA3.1+Ang II), fiir die Peptide
Ang III und Ang IV hoch (Ang III: 92,5%13,1%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang III; Ang IV:
87,7£15,6%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang IV; Abb. 4.21).

4.3.14 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Substanz P mit dem
humanen Mas-Rezeptor

In einer Studie von Ambroz er al. (1991) konnte eine signifikante Ca**-Freisetzung nach
Behandlung von Mas-transfizierten Zellen mit der Substanz P aufgezeigt werden, so dass auch
diese als ein moglicher Ligand am Mas-Rezeptor diskutiert wurde. Entsprechend den vorherigen
Untersuchungen wurde auch fiir die Substanz P die AA-Freisetzung nach Behandlung der
pcDNA- und HSMas-transfizierten Zellen bestimmt.

In den HSMas-transfizierten Zellen kam es nach Behandlung mit Substanz P zu einem
signifikanten AA-Anstieg (2713,4%, p<0,01 vs. pcDNA3.1+Substanz P) gegeniiber den
Kontrollzellen (Tab. 4.1).

Peptid/ COS
Transfizierte Zellen pcDNA3.1 HSMas
Substanz P

102,7+0,8 129,7+2,6 (p<0,01)

Tab. 4.1: Dargestellt ist die AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen nach Behandlung
mit Substanz P (10°M) (Miitelwert=SEM). p < 0,01 vs. pcDNA3.1+Substanz P. Die Werte sind in Prozent
angegeben. Die unbehandelten pcDNA3. I -transfizierten Zellen wurden als 100%-Wert festgelegt; n > 4.

4.3.2 Test von moglichen Agonisten an Rezeptoren der Mrg-Familie in
transfizierten Zellen

4.3.2.1 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-

Metaboliten und AVE(0991 mit dem murinen MrgH-Rezeptor
Der murine (MM)MrgH-Rezeptor (1.2.4) wurde von Wittenberger ef al. 2001 entdeckt und weist
die hochste Sequenzhomologie zu HSMas (41%) auf (Abb. 5.1; Anlage 4). Weiterfithrende
Studien {iiber die Interaktionen dieses Rezeptors mit Peptiden/Nicht-Peptiden bzw.
Untersuchungen iiber mogliche Liganden sind bislang nicht publiziert worden. Daher wurde in
dieser Arbeit fiir den MMMrgH-Rezeptor die AA-Freisetzung nach Interaktion des Rezeptors
mit Ang-Metaboliten (Ang I, Ang II, Ang III, Ang IV) und AVE0991 (je 10°M) getestet.
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Die Peptide Ang I, Ang II, Ang IIT und das Nicht-Peptid AVE0991 fiihrten bei den MMMrgH-
transfizierten Zellen zu keinem signifikanten AA-Anstieg im Vergleich zu den Kontrollen.

10®M Ang-(1-7) fiihrte in den MMMrgH-transfizierten Zellen gegeniiber den Ang-(1-7)-
stimulierten pcDNA-transfizierten Zellen zu einer signifikanten AA-Reduktion (19,6%1,8%,
p<0,001 vs. pcDNA3.1+10™M Ang-(1-7)). Bei 10°M Ang IV kam es dagegen in den MMMrgH-
transfizierten Zellen zu einem signifikanten AA-Anstieg (25,1+£1,8%, p<0,001 vs.
pcDNA3.1+Ang IV) gegeniiber der Kontrolle (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und MMMrgH-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV (Mittelwert+SEM). ### p < 0,001 vs.
pcDNA3. 1 ohne Behandlung; *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

4.3.2.2 Vergleich der Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von
Ang-(1-7) und AVE(0991 mit dem humanen MrgX2-Rezeptor

Der humane MrgX2-Rezeptor (1.2.3) gehort wie der humane MrgX1-Rezeptor zur MrgX-

Subfamilie und wird in den dorsalen Ganglienwurzeln und den adrenalen Chromaffin-Zellen

exprimiert. Bisher konnten das Neuro-Peptid Cortistan-14 (CST-14) und das Proadrenomedullin-

Peptid (PAMP-12 und PAMP-20) als Liganden des Rezeptors identifiziert werden (Robas et al.,

2003; Kamohara et al., 2005). Um weitere mogliche Liganden dieses Rezeptors zu finden, wurde

hier erstmals die Interaktion von HSMrgX?2 mit Ang-(1-7), AVE0991 und A779 in Hinblick auf
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die AA-Freisetzung untersucht. Dabei wurde Ang-(1-7) und AVE(0991 in den Konzentrationen
10°M und 10*M eingesetzt. Nach Behandlung der HSMrgX2-transfizierten Zellen mit 10°M
Ang-(1-7), 10°M AVE0991 und 10°M AVE0991 kam es im Vergleich zu den behandelten
pcDNA-transfizierten Kontrollzellen zu keinem signifikanten AA-Anstieg. Nur durch die
Zugabe von 10*M Ang-(1-7) war die AA-Freisetzung in den HSMrgX2-transfizierten Zellen um
5611,2% (p<0,001) signifikant geringer als bei den Ang-(1-7)-stimulierten pcDNA-transfizierten
Zellen (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgX2-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7) und AVE0991 (MittelwertxSEM). ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

4.3.2.3 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-
Metaboliten mit dem humanen MrgX2-Rezeptor

Ferner sollte die AA-Freisetzung nach Behandlung der pcDNA- und HSMrgX2-transfizierten

Zellen mit Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV (je 10°*M) untersucht werden. Die Ergebnisse

dieses Versuches sind in Abb. 4.24 dargestellt. Bei den HSMrgX2-transfizierten Zellen

resultierte fiir 10°M Ang I kein signifikanter AA-Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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10"M Ang II fithrte in den HSMrgX2-transfizierten Zellen zu einer signifikanten AA-Reduktion
(36,4+11,2%, p<0,05 vs. pcDNA3.1+Ang II) im Vergleich zur Kontrolle. Fiir die Peptide
Ang III und Ang IV konnte eine geringe, signifikante AA-Freisetzung in HSMrgX2-
transfizierten Zellen gemessen werden (Ang III: 10,8%5,1, p<0,05 vs. pcDNA3.1+Ang III;
Ang IV: 9,610,9%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang IV; Abb. 4.24).
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Abb. 4.24: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgX2-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang I, Ang II, Ang IIl und Ang IV (Mittelwert:SEM). ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung, * p < 0,05, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

4.3.24 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-
Metaboliten und AVE(0991 mit dem humanen MrgX1-Rezeptor
Der humane MrgX1-Rezeptor (1.2.3) gehort zu der Familie der sensorisch Neuronen-
spezifischen GPCRs und wird durch das Peptid BAM?22 aktiviert (Lembo et al., 2002). Zur
Identifizierung weiterer moglicher Agonisten des Rezeptors wurde die AA-Freisetzung fiir die
Peptide Ang-(1-7), Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV sowie fiir das Nicht-Peptid AVE(0991
(je 10®M) in HSMrgXI-transfizierten Zellen untersucht. Der HSMrgX1-Rezeptor zeigte fiir die
Peptide Ang-(1-7), Ang I und Ang IV die gleichen Eigenschaften wie die MMMrgH- und
HSMrgX2-Rezeptoren. Es kam zu keiner relevanten Interaktion mit dem Peptid 10®M Ang I und

damit auch zu keinem relevanten AA-Anstieg in HSMrgXI-transfizierten Zellen gegeniiber der
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Kontrolle. 10°M Ang-(1-7) fiihrte dagegen zu einer signifikanten AA-Reduktion (51,9+1,5%,
p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7); Abb. 4.25). Nach 10®°M Ang II- und 10®M Ang III-
Behandlung kam es beim Vergleich der pcDNA- und Rezeptor-transfizierten Zellgruppen zu
keiner relevanten AA-Freisetzung. Aber 10°M AVE0991 und 10*M Ang IV fiihrten zu einem
signifikanten AA-Anstieg in HSMrgXI-transfizierten Zellen (AVE0991: 40,7£10,5%, p<0,01 vs.
pcDNA3.1+AVEQ0991; Ang IV: 11,310,8%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang IV; Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgX1-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang IIl und Ang IV (Mittelwert=SEM). ### p < 0,001 vs.
pcDNA3.1 ohne Behandlung, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

4.3.2.5 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-
Metaboliten und AVE(0991 mit dem humanen MrgD-Rezeptor

Als bisher einzig entdeckter spezifischer Ligand fiir den humanen MrgD-Rezeptor (1.2.3) gilt
B-Alanin (Shinohara et al., 2004). Wie beim HSMrgX1-Rezeptor wurden in der vorliegenden
Arbeit erstmalig fiir den HSMrgD-Rezeptor die Interaktionen mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang I,
Ang II, Ang III und Ang IV (je 10®M) in MrgD-transfizierten Zellen untersucht, um eine
mogliche Agonist/Rezeptor-Interaktion iiber AA-Freisetzung darzustellen.

In Bezug auf die Interaktion mit Ang I verhielt sich der HSMrgD-Rezeptor genauso wie die

MMMrgH-, HSMrgX2- und HSMrgX1-Rezeptoren: Es kam in den behandelten HSMrgD-
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transfizierten Zellen im Vergleich zu den Ang I-stimulierten pcDNA-transfizierten Zellen zu
keinem signifikanten AA-Anstieg. Auch das Peptid Ang III und der Ang-(1-7)-Rezeptor-Agonist
AVEQ991 fiihrten zu keiner signifikanten AA-Freisetzung in den HSMrgD-transfizierten Zellen,
wihrend die Inkubation mit Ang-(1-7) und Ang IV bei den HSMrgD-transfizierten Zellen in
einer vermehrten AA-Freisetzung resultierte (+62,1+5,2%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7)
und +64,5+1,3%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang IV; Abb. 4.26).
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Abb. 4.26: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgD-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV (Mittelwert+SEM). ### p < 0,001 vs.
pcDNA3. 1 ohne Behandlung; *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

4.3.2.6 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-
Metaboliten und AVE(0991 mit dem humanen MrgF-Rezeptor

In bisherigen Studien, die sich mit der Interaktion des humanen MrgF-Rezeptors (1.2.2) und
Ang-Peptiden (vornehmlich Ang II) beschiftigt haben, konnte kein Nachweis einer
Ligand/Rezeptor-Interaktion erbracht werden (Ross et al., 1990).

Zur Identifizierung von Ligand/Rezeptor-Interaktionen wurden deshalb in dieser Arbeit
HSMrgF-transfizierte Zellen wiederum mit den Substanzen Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II,
Ang IIT und Ang IV (je 10°°M) behandelt und das MaB einer moglichen Interaktion iiber die

Verinderungen der AA-Freisetzung bestimmt.
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Entsprechend fiihrte die Ang-(1-7)-Behandlung in den HSMrgF-transfizierten Zellen zu einer
signifikanten AA-Reduktion im Vergleich zu den Ang-(1-7)-stimulierten pcDNA-transfizierten
Zellen (35,416,1%, p<0,01; Abb. 4.28) wie dieses bereits fiir die Rezeptoren MMMrgH,
HSMrgX2 und HSMrgX1 (Abb. 4.22, 4.23, 4.25) veranschaulicht wurde. Das Nicht-Peptid
AVEQ991 und die Peptide Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV zeigten jedoch keine signifikante
Beeinflussung der AA-Freisetzung in den HSMrgF-transfizierten Zellen (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgF-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang Il und Ang IV (Mittelwert=SEM). ### p < 0,001 vs.
pcDNA3. 1 ohne Behandlung. ** p < 0,01 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.

4.3.2.7 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Angiotensin-
Metaboliten und AVE(0991 mit dem humanen MRG-Rezeptor

Auch fiir den humanen MRG-Rezeptor konnte bislang kein Ligand identifiziert werden.
Vielmehr bestitigten die Untersuchungen von Monnot et al. (1991), dass Ang II nicht am
Signaling beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb die moglichen Interaktionen der Substanzen
Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV (je 10°M) iiber die AA-Freisetzung in
pcDNA- und HSMRG-transfizierten Zellen getestet werden.
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HSMRG war hinsichtlich der AA-Freisetzung nach Ang-(1-7)- und Ang IV-Stimulation mit dem
HSMrgD-Rezeptor vergleichbar, obwohl es der Rezeptor mit der niedrigsten Homologie zu
HSMas (30%) ist (Abb. 5.1).

Hierbei fiihrte die Behandlung der HSMRG-transfizierten Zellen mit Ang-(1-7) zu einem
signifikanten AA-Anstieg (46,9+2,6%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7)) gegeniiber der
Kontrolle. Auch fiir Ang II und Ang IV resultierten signifikante AA-Anstiege (Ang II:
21,8%11,4, p<0,05 vs. pcDNA3.1+Ang II; Ang IV: 65,9£22,4%, p<0,01 vs. pcDNA3.1+Ang IV)
in HSMRG-transfizierten Zellen (Abb. 4.27).

Interessanterweise war HSMRG neben HSMas der einzige der hier untersuchten Rezeptoren, der
nach Ang II-Behandlung eine signifikante AA-Freisetzung hervorrief. Zu keiner signifikanten
AA-Freisetzung fiihrten die Substanzen AVE(0991, Ang I und Ang III in HSMRG-transfizierten
Zellen gegeniiber der Kontrolle (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMRG-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang I, Ang II, Ang IIl und Ang IV (Mittelwert=SEM). ### p < 0,001 vs.
PpcDNA3.1 ohne Behandlung, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; n > 4.
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4.3.2.8 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von Substanz P mit
Mas-Sequenz-ihnlichen-Rezeptoren

Fir die Mas-Sequenz-dhnlichen-Rezeptoren wurde die AA-Freisetzung nach Behandlung mit
Substanz P (je 10’8M) untersucht, da in der Studie von Andrawis ef al. (1991) eine Interaktion
zwischen Substanz P und dem Mas-Rezeptor beschrieben wurde und somit diese als mogliche
funktionelle Rezeptoren fiir Substanz P in Frage kamen. Bei den pcDNA-transfizierten Zellen
wurde fiir Substanz P im Vergleich zu den unbehandelten Zellen kein signifikanter AA-Anstieg
festgestellt. Bei den HSMrgD-transfizierten Zellen vs. den pcDNA-transfizierten Zellen fiihrte
Substanz P zu einem Absinken der AA-Freisetzung um 8,210,9% (p<0,001), wihrend bei den
HSMrgX2-, HSMrgF- und HSMRG-transfizierten Zellen keine signifikanten Veridnderungen
dokumentiert werden konnten. Allerdings kam es bei den HSMrgXI- und MMMrgH-
transfizierten Zellen zu einem signifikanten AA-Anstieg um 57,311,7% (p<0,001) und 8,210,9%
(p<0,001) im Vergleich zu den pcDNA-transfizierten Kontrollzellen (Tab. 4.2).

Peptid/
Transfizierte Zellen COS
pcDNA3. 1 MMMrgH HSMrgX2 HSMrgX1 HSMrgD HSMrgF HSMRG
Substanz P
102,7£0,8 110,9+0,4 101,62 160+£1,1 94,5+0,5 101,5£23,5 163,0+17,9
(p<0,05) (p<0,001) (p<0,001)

Tab. 4.2: Dargestellt ist die AA-Freisetzung in pcDNA3.1-, MMMrgH-, HSMrgX2-, HSMrgX1-, HSMrgD-,
HSMrgF- und HSMRG-transfizierten COS-Zellen nach Behandlung mit Substanz P (je 10°M) (Mittelwert+SEM);
p < 0,05 p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Substanz P. Die Werte sind in Prozent angegeben. Die unbehandelten
pcDNA3. [ -transfizierten Zellen wurden als 100%-Wert festgelegt; n > 4.

4.4 Die Interaktion von  Neuro-Peptiden und dem
Angiotensin-(1-7)-spezifischen-Rezeptor-Blocker mit dem
humanen Mas-Rezeptor und Mas-Sequenz-ihnlichen

Rezeptoren

Die Expression von Mas im Hippokampus und im zerebralen Kortex hatte zu der Vermutung
gefithrt, dass das Mas-Protein ein Neurotransmitter-Rezeptor sei, der spezifisch in diesen
neuralen Regionen lokalisiert ist. Dies wurde durch die Beobachtung unterstiitzt, dass einige
Onkogene fiir Neurotransmitter-Rezeptoren kodieren (Jackson et al. 1988; Andrawis et al.,

1991) und diverse Monoamine und Neuro-Peptide wie Serotonin, Substanz P und Substanz K
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mitogen in der Kultur sind (Nilsson et al., 1985, Nemecek et al., 1986). Dong und Mitarbeiter
(2001) untersuchten die Ca2+—Freisetzung von Rezeptoren der Mrg-Familie, darunter u.a. die des
humanen Mas-Rezeptors. Nach Interaktion mit FLRF, NPFF und NPAF in transfizierten
HEK-Ga,;5-Zellen konnten signifikante Daten erhoben werden.

Auch der strukturelle Aufbau der GPCRs der Mrg-Familie lie3 darauf zuriickschlieBen, dass
RFamid-verwandte Peptide wie NPFF und NPAF Liganden an diesen Rezeptoren sein konnten
(Han et al., 2002). Daher sollten in den hier vorliegenden Untersuchungen Anhaltspunkte fiir
eine mogliche Agonismus/Antagonismus-Reaktion durch Neuro-Peptide bzw. durch A779 ge-
funden werden. Zu diesem Zweck wurden drei Rezeptor-transfizierte COS-Zelllinien
(HSMas, MMMrgH und HSMrgX 1) mit den Neuro-Peptiden NPFF, NPAF, NPSF (je 107, 10°%,
107, 10°M) auf ihre AA-Freisetzung hin untersucht. Als zweiter Schritt wurde eine Doppel-
behandlung der Zellen mit 10°M NPEF, 10°M NPAF, 10®M NPSF und dem Ang-(1-7)-
spezifischen Antagonisten am Mas-Rezeptor 10°M A779 unter der Hypothese durchgefiihrt,
dass der Antagonist A779 die Wirkung des Neurotransmitters aufthebt. Es wurden exemplarisch
drei Rezeptoren untersucht: der HSMas-, der MMMrgH- und der HSMrgX1-Rezeptor. Fiir den
humanen Mas-Rezeptor haben Dong und Mitarbeiter (2001) eine Ca**-Freisetzung durch NPFF
und NPAF nachweisen konnen. Fiir den murinen MrgH-Rezeptor, der nur im Herzen exprimiert
wird, konnte bis dato kein Ligand gefunden werden. Studien konnten belegen, dass die Neuro-
Peptide NPFF und NPAF u.a. an kardialen Funktionen beteiligt sind (Roth et al., 1987; Allard et
al., 1995), so dass diese als mogliche Liganden fiir diesen Rezeptor in Frage kamen. Sie fiihren
durch Erhdhung der Katecholaminfreisetzung und durch andere noch nicht beschriebene
Mechanismen zu einem erhohten mittleren arteriellen Blutdruck (MAP). Der humane MrgX1-
Rezeptor war von besonderem Interesse, da dieser in den sensorischen Neuronen vorkommt und
moglicherweise in die Schmerzregulation involviert ist (Lembo et al., 2002; Zhang et al., 2007).

Die Versuchsbedingungen wurden, wie in 4.3 beschrieben, gewéhlt.

4.4.1 Arachidonsiaure-Freisetzung nach Interaktion von NPFF, NPAF,
NPSF mit dem humanen Mas-Rezeptor und nach
Antagonisierung mit A779

44.1.1 Arachidonsidure-Freisetzung nach Interaktion von NPFF mit dem

humanen Mas-Rezeptor und nach Antagonisierung mit A779
Fiir das Neuro-Peptid NPFF konnte eine Interaktion mit Mas iiber die Ca**-Freisetzung nach-

gewiesen werden (Dong et al., 2001), so dass in dieser Versuchsreihe auch eine mogliche
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Interaktion von NPFF (in den Konzentrationen 10'10, 10'8, 10'7, 10'5M) mit dem HSMas-
Rezeptor iiber die AA-Freisetzung untersucht wurde. Bei einer Konzentration von 10"°M NPEF
zeigten die behandelten pcDNA-transfizierten Zellen keinen AA-Anstieg im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen.

Bei geringeren Konzentrationen wurde dagegen ein signifikanter AA-Anstieg gemessen

(Abb. 4.31).
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Abb. 4.29: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), NPFF und A779+NPFF (MittelwertxSEM). ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; * p < 0,05, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; $3% p < 0,001 vs. HSMas+NPFF (1 0% M);

n>4.

Im Einzelnen sind die Ergebnisse: Fiir 10°M NPFF wurde ein AA-Anstieg um 28,9+6%
(p<0,001), fir 10’M NPFF um 28,7+53% (p<0,001) und fir 10°M NPFF um 41,4+6%
(p<0,001) in pcDNA-transfizierten Zellen gegeniiber unbehandelten Zellen festgestellt (Abb.
4.31). Bei der Behandlung der HSMas-transfizierten Zellen fithrten alle Konzentrationen von
NPFF zu einem AA-Anstieg im Vergleich zu den NPFF-stimulierten pcDNA-transfizierten
Zellen. Hierbei zeigte die Konzentration fiir 10"M NPFF den héchsten Anstieg (106,5%3,8%,
p<0,001 vs. pcDNA3.1+10'M NPFF). Weiter wurden bei 10°M NPEF, 10'°M NPFF und
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10°M NPFF signifikante AA-Anstiege gemessen (104,815,6%, p<0,001; 93,215,1% p<0,001;
72,3120,4%, p<0,05 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem gleichen Peptid).

Auch die Hypothese, dass bei einer Doppelbehandlung der HSMas-transfizierten Zellen mit
10"M A779 +10®M NPFEF die Ausschiittung von AA durch A779 unterbunden wird, konnte im
Versuch bestitigt werden. Sie wurde komplett aufgehoben (p<0,001; Abb. 4.29).

4.4.1.2 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPAF mit dem

humanen Mas-Rezeptor und nach Antagonsierung mit A779
Neben NPFF fiihrte auch NPAF in der Studie von Dong und Mitarbeitern (2001) zu einer
signifikanten Ca®*Freisetzung in Mas-transfizierten Zellen. Ob das Peptid auch iiber die AA-
Freisetzung mit dem HSMas-Rezeptor interagiert, wurde in den folgenden Experimenten unter-
sucht. Dazu wurden HSMas-transfizierte Zellen in vier verschiedenen Konzentrationen mit
NPAF behandelt (10'10, 10'8, 107 und 10'5M). Der Neurotransmitter NPAF verhielt sich sehr
dhnlich zu NPFF.
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Abb. 4.30: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPAF und A779+NPAF (Mittelwert+SEM). # p<0,05, ## p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; * p < 0,05, ** p < 0,01 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem gleichen Peptid; §§ p < 0,01 vs.
pcDNA3.1+NPAF (10° M); n = 4.
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Der Ligand NPAF entfaltete aber seine grofite Wirkung in den pcDNA-transfizierten Zellen
gegeniiber den unbehandelten Zellen bei einer Konzentration von 10®M und seine kleinste
Wirkung bei 10'°M (10'°M NPAF: 12,1+4,6%, p<0,05; 10®M NPAF: 37,3+3,9%, p<0,001;
10"M NPAF: 3643,5%, p<0,001; 10°M NPAF: 36,1#4,1% p<0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; Abb. 4.30).

Nach Doppelbehandlung mit 10°M A779+10*M NPAF in pcDNA-transfizierten Zellen kam es
zu einer signifikanten AA-Reduktion um 18,344,4% (p<0,01) im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit 10°M NPAF - und damit zu einer partiellen Antagonisierung der durch NPAF
hervorgerufenen AA-Freisetzung durch A779.

Nach Behandlung der HSMas-transfizierten Zellen mit NPAF kam es lediglich bei einer
Konzentration von 10°M zu einem geringen signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrolle
(7,5%2,7%: p<0,05 vs. pcDNA3.1+10°M NPAF) .

Die Doppelbehandlung mit 10°M A779+10™M NPAF konnte die angenommene Hypothese der
antagonistischen Reaktion nicht bestitigen. Das Ergebnis zeigte keine signifikante Differenz in

Relation zur alleinigen Behandlung mit NPAF bei den HSMas-transfizierten Zellen (Abb. 4.30).

44.1.3 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPSF und A779 mit

dem humanen Mas-Rezeptor
Anders als NPAF und NPFF interagierte der Neurotransmitter NPSF in den applizierten
Konzentrationen (10, 10, 107, 10°M) in den pcDNA-transfizierten Zellen gegeniiber den
unbehandelten Zellen und fiihrte somit zu keinem AA-Anstieg (Abb. 4.31).
Nach Behandlung der pcDNA-transfizierten Zellen mit 10°M A779+10°M NPSF kam es
ebenfalls zu keiner signifikanten AA-Reduktion im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
10°M NPSF (Abb. 4.31).
Im Unterschied dazu fiihrte die Behandlung mit NPSF in den HSMas-transfizierten Zellen in
allen Konzentrationen zu einem signifikanten AA-Anstieg im Vergleich zur Kontrolle. Es stellte
sich heraus, dass die AA-Freisetzung fiir 10°M NPSF und 10’M NPSF am hochsten war
(10'°M NPSF: 79,8+7,3%, p<0,001; 10°M NPSF: 95445,1%, p<0,001; 10"M NPSF:
104,6+11,4%, p<0,001; 10°M NPSF: 92,9+6,6%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+NPSF+Behandlung
mit dem gleichen Peptid; Abb. 4.31).
Der Antagonist A779 konnte mit NPSF iiber den HSMas-Rezeptor interagieren und bestétigte
somit die Ausgangshypothese einer antagonistischen Wirkung von A779 auf die durch NPSF

hervorgerufene AA-Freisetzung. Es kam zu einer signifikanten AA-Senkung in
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HSMas-transfizierten Zellen nach Doppelbehandlung mit 10°M A779+10°M NPSF im
Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10®M NPSF (46,946,2%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+
10™M NPSF; Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPSF und A779+NPSF (Mittelwert£SEM). *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem
gleichen Peptid; $$$ p < 0,001 vs. HSMas+NPSF (10° M); n = 4.

4.4.2 Arachidonsiaure-Freisetzung nach Interaktion von NPFF, NPAF,
NPSF mit dem murinen MrgH-Rezeptor und nach
Antagonisierung mit A779

44.2.1 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPFF mit dem
murinen MrgH-Rezeptor und nach Antagonisierung mit A779

Fir den murinen MrgH-Rezeptor sind bis dato keine Aussagen zur Interaktion mit

Neuro-Peptiden getroffen worden, und so wurde hier erstmals die AA-Freisetzung nach

Interaktion mit dem Neuro-Peptid NPFF und A779 dargestellt.

Das Neuropeptid NPFF interagierte in den MMMrgH-transfizierten Zellen in dhnlicher Weise

wie in HSMas-transfizierten Zellen, wenn auch in schwicherer Form. Bei zwei Konzentrationen

10"°M und 10®M kam es zu einem signifikanten AA-Anstieg in MMMrgH-transfizierten Zellen



Ergebnisse 78

(10"  NPFF:  26,6+42%, p<0,01; 10°M NPFF: 11,1#3,5%, p<0,05 vs.
pcDNA3.1+Behandlung mit dem gleichen Peptid). Nach Behandlung der MMMrgH-
transfizierten Zellen mit NPFF in den Konzentrationen von 10”M und 10°M kam es zu keiner
signifikanten AA-Freisetzung im Vergleich zu den behandelten pcDNA-transfizierten Kontroll-
zellen (Abb. 4.32). Nach Behandlung der MMMrgH-transfizierten Zellen mit 10°M A779+
10®M NPFF war eine antagonistische Wirkung erkennbar, da eine signifikante AA-Reduktion
im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10®M NPEF gemessen wurde (21,8+7,6%, p<0,05
vs. pcDNA3.1+10™M NPFEF; Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und MMMrgH-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit Ang-(1-7), NPFF und A779+NPFF (MittelwertsSEM). ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem gleichen Peptid;
$ p < 0,05 vs. MMMrgH+NPFF (10° M); n = 4.

4.4.2.2 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPAF mit dem
murinen MrgH-Rezeptor und nach Antagonisierung mit A779

Das Neuropeptid NPAF interagiert auf sehr verschiedene Weise mit den Rezeptoren HSMas und

MMMrgH iiber die AA-Freisetzung. Die Reaktionen decken die Bandbreite von Reduktion,

fehlendem Anstieg und Anstieg der AA-Freisetzung ab. In der Behandlung der MMMrgH-

transfizierten Zellen mit NPAF zeigte sich bei allen eingesetzten Konzentrationen (107'°,
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10®, 107 und 10°M) ein Anstieg der AA-Freisetzung im Vergleich zu den NPAF-stimulierten
pcDNA-transfizierten Zellen (Tab. 4.3).

Konzentration HSMas MMMrgH
NPAF

10"°'M kein Anstieg Anstieg um 46,9+5,6% (p<0,001),
10*M kein Anstieg Anstieg um 39,3+3,1% (p<0,001)
10'M kein Anstieg Anstieg um 46,9+2,9% (p<0,001)
10°M Anstieg um 7,5%2.7% (p<0,05) Anstieg um 43,63% (p<0,001)

Tab. 4.3: Vergleich der AA-Freisetzung nach Behandlung der HSMas- und MMMrgH-transfizierten COS-Zellen mit

dem Neuro-Peptid NPAF vs. pcDNA-transfizierte Zellen+Behandlung mit dem gleichen Peptid; n = 4.

AA Freisetzung in Prozent

MMMrgH

H COS+pcDNA3.1 ohne
Behandlung

H COS+pcDNA3.1+Behandlung

& COS+MMMrgH+Behandlung

Abb. 4.33: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und MMMrgH-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPAF und A779+NPAF (Mittelwert+SEM). # p < 0,05, ## p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; §§ p < 0,01 vs. pcDNA3.1+NPAF (10° M); $% p<0,01 vs.
MMMrgH+NPAF (10° M); n = 4.

Der Antagonist A779 konnte seine Wirkung auf den Neurotransmitter NPAF entfalten. So kam
es nach Behandlung der MMMrgH-transfizierten Zellen mit 10®M A779 +10°*M NPAF zu einer
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signifikanten AA-Reduktion im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10°M NPAF
(39,5%+7,5%, p<0,01 vs. pcDNA3.1+10°M NPAF; Abb. 4.33).

4.4.2.3 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPSF mit dem
murinen MrgH-Rezeptor und nach Antagonisierung mit A779

Der Neurotransmitter NPSF interagierte in allen Konzentrationen mit den MMMrgH-
transfizierten Zellen, was in jedem Versuch im Vergleich zu den NPSF-stimulierten pcDNA-
transfizierten Zellen zu einem signifikanten AA-Anstieg fiihrte.

Die AA-Freisetzung war fiir die Peptide 10°M NPSF, 10’'M NPSF und 10°M NPSF nahezu
gleich hoch und fiel nur fiir das Peptid 10"°M NPSF geringer aus (10"°M NPSF: 86,143,8%,
p<0,001; 10°*M NPSF: 129,6+3,4%, p<0,001; 10'M NPSF: 129,5+8,9%, p<0,001; 10°M NPSF:
130,7£5,3%, p<0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem gleichen Peptid; Abb. 4.34).
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Abb. 4.34: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und MMMrgH-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPSF und A779+NPSF (Mittelwert£SEM). *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem
gleichen Peptid; $$$ p < 0,001 vs. MMMrgH+NPSF (10° M); n = 4.

In Verbindung mit NPSF konnte der Ang-(1-7)-spezifische Antagonist A779 seine Wirkung ent-
falten. Nach Doppelbehandlung mit 10°M A779+10™M NPSF kam es zu einer signifikanten
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AA-Reduktion im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10°°M NPSF (102,8%+6,5%, p<0,001
vs. pcDNA3.1+10™M NPSF; Abb. 4.34).

4.4.3 Arachidonsiaure-Freisetzung nach Interaktion von NPFF, NPAF,
NPSF mit dem humanen MrgX1-Rezeptor und nach
Antagonisierung mit A779

4.4.3.1 Arachidonsidure-Freisetzung nach Interaktion von NPFF mit dem
humanen MrgX1-Rezeptor und nach Antagonsierung mit A779

Das Neuropeptid NPFF interagierte in HSMrgXI-transfizierten Zellen in vollig anderer Weise als
in HSMas-transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen (Tab. 4.4).

Konzentration HSMrgX1 HSMas

NPFF
10"°M Kein Anstieg Anstieg um 93,2+5,1% (p<0,001)
10°*M Reduktion um 26,7£3,7% (p<0,001) Anstieg um 104,8%5,6% (p<0,001)
10'™M Reduktion um 32+3% (p<0,001) Anstieg um 106,51£6,6% (p<0,001)
10°M Reduktion um 26,7+3,7% (p<0,001) Anstieg um 72,3%20,4% (p<0,05)

Tab. 4.4: Vergleich der AA-Freisetzung nach Behandlung der HSMrgX1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen mit
dem Neuro-Peptid NPFF vs. pcDNA-transfizierte Zellen+Behandlung mit dem gleichen Peptid; n = 4.

Im Gegensatz zu HSMas, wo in allen Konzentrationen in HSMas-transfizierten Zellen vs.
behandelten pcDNA-transfizierten Kontrollzellen ein AA-Anstieg verzeichnet werden konnte,

kam es bei HSMrgX1 entweder zu keinem AA-Anstieg oder einer AA-Reduktion (Tab. 4.4).

Bei der Doppelbehandlung von 10°M A779+10°M NPFF in HSMrgX|-transfizierten Zellen
kam es zu keiner signifikanten Reduktion der AA-Freisetzung im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit 10°M NPFF. Es wurde also keine antagonistische Wirkung entfaltet (Abb.
4.35).
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Abb. 4.35: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgX1-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPFF und A779+NPFF (MittelwertsSEM). ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung;
*k p < 0,05, *** p < 0,001 vs. pcDNA3. 1 +Behandlung mit dem gleichen Peptid; n = 4.

4.4.3.2 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPAF mit dem
humanen MrgX1-Rezeptor und nach Antagonisierung mit A779

Das Neuro-Peptid NPAF verhielt sich gegeniiber dem humanen MrgX1-Rezeptor vollkommen

anders als gegeniiber dem Mas-Rezeptor (Tab. 4.5)

Konzentration HSMrgX1 HSMas
NPAF

10'°M Reduktion um 12,3+4,1% (p<0,05)  kein Anstieg

10°M Reduktion um 36,243,3% (p<0,001)  kein Anstieg

10'M Reduktion um 35,1+1,8% (p<0,001)  kein Anstieg

10°M Reduktion um 35,0+3,7% (p<0,001)  Anstieg um 7,5%4,7% (p<0,05)

Tab. 4.5: Vergleich der AA-Freisetzung nach Behandlung der HSMrgX1- und HSMas-transfizierten COS-Zellen mit
dem Neuro-Peptid NPAF vs. pcDNA-transfizierte Zellen+Behandlung mit dem gleichen Peptid; n = 4.
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Es zeigte sich nach Behandlung der HSMrgXl-transfizierten Zellen mit NPAF in allen
Konzentrationen eine signifikante AA-Reduktion im Vergleich zu den NPAF-stimulierten
pcDNA-transfizierten Zellen.

Wohingegen in den HSMas-transfizierten Zellen kein AA-Anstieg und nur fiir 10°M NPAF ein
geringer signifikanter AA-Anstieg (p<0,05) im Vergleich zu den behandelten pcDNA-

transfizierten Kontrollzellen auftrat (Tab. 4.5).
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Abb. 4.36: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgX1-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPAF und A779+NPAF (MittelwertsSEM). # p < 0,05, ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung; * p < 0,05 *** p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung mit dem gleichen Peptid;
§$ p < 0,01 vs. pcDNA3.1+NPAF (10'8 M); n=4.

Nach Behandlung der HSMrgXI-transfizierten Zellen mit 10®M A779 +10°*M NPAF kam es zu
keiner antagonistischen Wirkung, das heif3t, es war im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
10°M NPAF kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der AA-Freisetzung ermittelbar
(Abb. 4.36).
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4.4.3.3 Arachidonsiure-Freisetzung nach Interaktion von NPSF mit dem

humanen MrgX1-Rezeptor und nach Antagonisierung mit A779

Das Peptid NPSF zeigte in den Konzentrationen 107'°, 10®, 10”7 und 10°M in den HSMrgX1-
transfizierten Zellen vs. den NPSF-stimulierten pcDNA-transfizierten Zellen keine signifikanten
AA-Anstiege.

Auch nach Behandlung mit 10°M A779+10®M NPSF war keine signifikante AA-Reduktion im
Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10°M NPSF nachweisbar (Abb. 4.37). Insgesamt
konnte in den HSMrgXI-transfizierten Zellen weder eine agonistische Wirkung fiir NPSF
beobachtet werden noch eine antagonistische Wirkung von A779 fiir NPSF.
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Abb. 4.37: Charakterisierung der AA-Freisetzung in pcDNA3.1- und HSMrgX1-transfizierten COS-Zellen nach
Behandlung mit NPSF und A779+NPSF (Mittelwert+SEM); n = 4.

4.5 Tabellarische Zusammenfassung der signifikanten
Arachidonsiure-Freisetzung nach Agonist/Antagonist-

Rezeptor-Interaktion

Eine zusammenfassende Darstellung der transfizierten Zellen, die nach Peptid/Nicht-Peptid-

Behandlung signifikante Verdnderungen beziiglich ihrer AA-Freisetzung zeigten, ist in der
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folgenden Tabelle (4.5.1) dargestellt. In COS-7-Zellen konnte experimentell fiir die getesteten
Peptide eine Steigerung der AA-Freisetzung mit folgender Reihenfolge dokumentiert werden:
AVEQ0991>Ang-(1-7)>Ang IV>Ang III>Ang II (hochster zu niedrigster AA-Freisetzung). Auch
fiir den humanen Mas-Rezeptor konnte eine entsprechende Reihenfolge wie folgt nachgewiesen
werden: Ang-(1-7)>Ang III>Ang IV>Substanz P>Ang [I>Ang I. Beim MMMrgH-Rezeptor
ergab sich ein signifikanter AA-Anstieg fiir Ang IV>Substanz P. Beim HSMrgX2-Rezeptor
resultierte ein Anstieg fiir Ang IV>Ang III. Die Reihenfolge der Wirksamkeit beim HSMrgX1-
Rezeptor war folgendermafen: Substanz P>Ang IV>AVE(0991 und beim HSMrgD-Rezeptor:
Ang IV>Ang-(1-7). Fir den HSMrgF-Rezeptor zeigte sich kein AA-Anstieg bei den
untersuchten Substanzen. Beim HSMRG-Rezeptor ergab sich folgende Reihenfolge:
Ang-(1-7)>Ang IV>Ang II (Tab. 4.5.1).

Peptide, Nicht-Peptid/ COS

Transfizierte Zellen pcDNA3.1 HSMas MMMrgH HSMrgX2 HSMrgX1 HSMrgD HSMrgF HSMRG
Ang-(1-7) Hith ook - - - ook - ok
AVEQ0991 Hi# - - - o - - -
Ang 1 - & - - - - - -
Ang II #i# E - - - - - *
Ang III HitH OGRS - & - - - -
Ang IV ### kekok kekok kekok keksk skekok - kk
Substanz P - ok * _ Hokok . _ ~

Tab. 4.5.1: Signifikante AA-Freisetzung nach Peptid/Nicht-Peptid-Interaktion mit der ¢cDNA von pcDNA3.I-,
HSMas-, MMMrgH-, HSMrgX2-, HSMrgX1-, HSMrgD-, HSMrgF- und HSMRG-transfizierten COS-Zellen. Die
Konzentration der Peptide ist jeweils 10°M. # p < 0,05, ## p < 0,01, ## p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne
Behandlung, * p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung; - =nicht signifikant; n > 4.

Die signifikante AA-Reduktion fiir Ang-(1-7) durch A779, Irbesartan und PD123319 und fiir
AVEQ0991 durch A779 in HSMas-transfizierten Zellen ist in Tabelle 4.5.2 dargestellt.

Antagonist+ Peptid, Nicht-Peptid/ COS pcDNA3.1 HSMas
Transfizierte Zellen

A779+Ang-(1-7) 8§88 $3$
Irbesartan+Ang-(1-7) §§8§ -
PD123319+Ang-(1-7) §§8 -
AT779+AVE(0991 - -

Tab. 4.5.2: Signifikante AA-Reduktion nach Behandlung der cDNA von pcDNA3.1- und HSMas-transfizierten COS-
Zellen mit A779+Ang-(1-7), Irbesartan+Ang-(1-7), PDI123319+Ang-(1-7) (je IO'SM) im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit Ang-(1-7) (10°M) und von A779+AVE0991 (je 10°M) im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
AVE0991 (10°M). §§§ p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Ang-(1-7) (10°M) bzw. AVE0991 (10°M); $$$ p < 0,001 vs.
HSMas+Ang-(1-7) (10°M) bzw. AVE0991 (10°M), - =nicht signifikant; n > 4.
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Nach Behandlung der pcDNA- und HSMas-transfizierten Zellen mit 10°M  A779+
10°M Ang-(1-7) war die AA-Reduktion signifikant im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
10®M Ang-(1-7) (p<0,001 und p<0,001). Irbesartan und PD123319 konnten die Wirkung von
Ang-(1-7) bei den pcDNA-transfizierten Zellen antagonisieren, nicht aber bei den HSMas-
transfizierten Zellen. Auch die Behandlung von HSMas mit 10°M A779+10°*M AVE0991 im
Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10°M AVE0991 zeigte keine signifikante AA-
Reduktion (Tab. 4.5.2).

Die signifikante AA-Freisetzung der transfizierten Zellen nach Behandlung mit NPFF, NPAF
und NPSF ist in der folgenden Tabelle (4.5.3) dargestellt.

Neuro-Peptide/ COS pcDNA3.1 HSMas  MMMrgH HSMrgX1
Transfizierte Zellen

NPFF H#itH S &

NPAF Hit# - SESES

NPSF | _ Hokk e

Tab. 4.5.3: Signifikante AA-Freisetzung der Neuro-Peptide NPFF, NPAF und NPSF nach Interaktion mit der cDNA
von pcDNA3.1-, HSMas-, MMMrgH- und HSMrgXl-transfizierten COS-Zellen. Die ¢cDNA von HSMrgX2,
HSMrgD, HSMrgF und HSMRG wurde nicht auf ihre Interaktion mit den Neuro-Peptiden untersucht. Die
Konzentration der Peptide ist jeweils 10°M. ### p < 0,001 vs. pcDNA3.1 ohne Behandlung; * p < 0,05,
k% p < 0,001 vs. pcDNA3.1+Behandlung, - =nicht signifikant; n = 4.

Bei dem Kontrollplasmid fithrten NPAF und NPFF (jeweils 10°M) zu signifikanter AA-
Freisetzung im Vergleich zu den unbehandelten Zellen: Dabei resultierte folgende Reihenfolge
von hoher zu niedriger AA-Freisetzung fiir die Neuro-Peptide: NPAF>NPFF. Bei dem HSMas-
Rezeptor ergab sich folgende Reihenfolge: NPFF>NPSF und bei dem MMMrgH-Rezeptor:
NPSF>NPAF>NPFF. Bei dem HSMrgX1-Rezeptor kam es zu keinem signifikanten AA-Anstieg
(Tab. 4.5.3).

Der signifikante Antagonismus durch den Ang-(1-7)-spezifischen Antagonisten A779 nach
Behandlung mit NPFF, NPAF und NPSF ist in der folgenden Tabelle (Tab. 4.5.4) dargestellt.
Ein signifikanter Antagonismus wurde bei den pcDNA-transfizierten nur nach Doppel-
behandlung mit A779+NPAF im Vergleich zu alleinigen Behandlung mit 10°M NPAF auf-
gezeigt (p<0,01). Weiterhin wurde eine signifikante Antagonisierung fiir A779+NPFF (p<0,001)
und A779+NPSF (p<0,001) in HSMas-transfizierten Zellen sowie fiir A779+NPSF (p<0,001),
AT79+NPAF (p<0,01) und A779+NPFF (p<0,05) in MMMrgH-transfizierten Zellen nach-
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gewiesen (Tab. 4.5.4). Fir den HSMrgX1-Rezeptor zeigte sich fiir alle Neuro-Peptide kein
Antagonismus durch A779.

Antagonist+Neuro-Peptide/ | COS pcDNA3.1 HSMas MMMrgH HSMrgX2
Transfizierte Zellen

AT79+NPFF - $$$ $ -
AT79+NPAF §§ = $$ =
AT779+NPSF - $$$ $$$ -

Tab. 4.5.4: Signifikante AA-Reduktion nach Behandlung der ¢cDNA von pcDNA3.1-, HSMas-, MMMrgH- und
HSMrgX1-transfizierten COS-Zellen mit A779+NPFF, A779+NPAF und A779+NPSF (je 10°M) im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit dem gleichen Neuro-Peptid (je 10°M). Die cDNA von HSMrgX2, HSMrgD, HSMrgF
und HSMRG wurde nicht auf ihre Interaktion mit den Neuro-Peptiden untersucht. §§ p<0,01 vs. pcDNA3.1+Neuro-
Peptid (NPFF, NPAF bzw. NPSF; je IO'SM); $p <005 3%5p <001, $3% p < 0,001 vs. Rezeptor-transfizierte
Zellen (HSMas, MMMrgH bzw. HSMrgX2)+gleiches Neuro-Peptid (je 10°M); - =nicht signifikant; n = 4.
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5. Diskussion

Die humanen GPCRs kénnen in fiinf eindeutige Sub-Familien klassifiziert werden (Fredriksson
et al., 2003). Die Einteilung beruht auf Charakteristika der transmembrandren Doménen, die
anhand von phylogenetischen Ananlysen identifiziert wurden (Familie G, Glutamat-Rezeptor, 15
Mitglieder; Familie R, Rhodopsin, 701 Mitglieder; Familie A, Adhisions-Rezeptoren, 24
Mitglieder; Familie F, ,.frizzled*/Geschmack-Rezeptoren, 24 Mitglieder; Familie S, Sekretin-
Rezeptoren, 15 Mitglieder, Fredriksson et al., 2003). Die groBte der fiinf Familien ist mit ihren
701 Mitgliedern die Rhodopsin-Familie, welche nochmals in vier Untergruppen (a, B, v, o)
unterteilt wird. Der HSMas-Rezeptor und die Rezeptoren der Mrg-Familie (Anlage 1) gehoren in
die 6-Gruppe (Fredriksson et al., 2003). Die Rezeptor-Familie der Mrgs weisen eine nahe
Verwandtschaft zum Mas-Protoonkogen auf (Young et al., 1986) und wurden erst vor einigen
Jahren entdeckt (Dong et al. 2001). Fiir einige Mrgs konnten bislang Liganden identifiziert
werden (Dong et al., 2001; Han et al., 2002; Lembo et al, 2001; Shinohara et al., 2004).
Allerdings sind fiir den grofiten Teil dieser Rezeptoren die Liganden bislang unbekannt und
werden daher als so genannte ,,orphane receptors* bezeichnet (Civelli, 2005).

In dieser Arbeit wurden verschiedene Peptide Ang-(1-7), Ang I, Ang II, Ang III, Ang IV,
Substanz P, die Antagonisten Irbesartan (ein AT1-Rezeptorblocker), PD123319 (PD; ein AT2-
Rezeptorblocker), A779 (Ang-1-7-spezifischer Rezeptorblocker) und Nicht-Peptide (AVE(0991)
am HSMas-Rezeptor und Rezeptoren der Mrg-Familie (MMMrgH, HSMrgX2, HSMrgXl1,
HSMrgD, HSMrgF und HSMRG) getestet, um mogliche Agonisten und Antagonisten fiir diese
Rezeptoren identifizieren zu konnen. Fiir vier dieser GPCRs konnten bislang Liganden gefunden
werden: HSMas, HSMrgD, HSMrgX1 und HSMrgX2 (Lembo et al., 2002; Robas et al., 2003;
Santos et al., 2003; Shinohara et al., 2004; Kamohara et al., 2005). Die anderen drei Rezeptoren:
HSMRG, HSMrgF und MMMrgH gelten als ,,orphane* Rezeptoren. Der murine MrgH-Rezeptor
wurde verwendet, da zurzeit kein humanes Analog existiert.

Fiir die Experimente wurden COS-7-Zellen (2.1) mit der jeweiligen Rezeptor-DNA transfiziert.
Als Kontrolle dienten die nur mit dem Plasmidvektor pcDNA3.1 (2.2.1) transfizierten Zellen,
(Leervektor-transfizierte Zellen), welche mit dem jeweiligen Peptid/Nicht-Peptid behandelt
wurden.

Experimentelle Grundlage dieser Arbeit war die Moglichkeit einer effektiven Zell-Transfektion.
Mittlerweile existieren mehrere etablierte Verfahren, um Fremd-DNA in Zellkultur-Zellen zu
tibertragen, wie z.B. die Mikroinjektion oder Elektroporation. In der vorliegenden Arbeit wurde

jedoch fiir die Transfektion der Zellen die Calcium-Phosphat-Prizipitation (3.2.4) verwendet.
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Bei dieser Methode, die fiir adhdrent wachsende Zelllinien wie die verwendeten COS-7-Zellen
geeignet ist, konnen nach Optimierung der Versuchsbedingungen Transfektionsraten von bis zu
50% bei einem akzeptablen technischen Aufwand erreicht werden (Kingston et al. 2001;
Sukharev et al. 1992, Klenchin et al. 1991) und stellten somit die geeigneteste Methode fiir die
durchzufithrenden Untersuchungen dar. Die erfolgreiche Zell-Transfektion konnte anhand von
PCR-Analysen iiberpriift werden und zeigte fiir alle getesteten Rezeptoren, dass die Konstrukt-
DNA in den COS-7-Zellen vorhanden war (4.2.3, Abb. 4.12).

Ein weitere Grundvoraussetzung war die Moglichkeit des Expressionsnachweises bzw. des
Nachweises einer Ligand-Rezeptor-Interaktion. In der vorliegenden Arbeit wurde hierfiir der
Nachweis der (radioaktiv —markierten) Arachidonsdure-Freisetzung (3.2.8) gewihlt
(Muthalif et al. 1998). In physiologisch inaktiver Form liegt Arachidonsiure als Lipidbestandteil
vor allem in Zellmembranen vor. Die Freisetzung erfolgt enzymatisch z.B. durch die
Phospholipase A2 und kann wiederum durch andere Substanzen wie Kortison oder Vitamin E
inhibiert werden. Somit bildet sie einen idealen Marker zellphysiologischer
Regulationsmechanismen, mit denen sowohl stimulierende, aber auch inhibierende Prozesse
untersucht werden konnen. Um nachweisen zu konnen, ob die in dieser Arbeit verwendeten
COS-7-Zellen selbst den Mas-Rezeptor exprimieren, wurden alle Untersuchungen -einer
moglichen Ligand-Rezeptor-Interaktion jeweils auch an Zellen, die nur mit einem ,leeren®

Plasmid transfiziert wurden, ebenfalls mittels AA-Freisetzung iiberpriift (Gembardt ez al. 2008).

5.1 Die Liganden des Mas-Rezeptors

5.1.1 Die Interaktion von Angiotensin-Metaboliten mit Mas

In den letzten Jahren wurden mit Ang III, Ang IV und Ang-(1-7) Ang II-Metabolite mit eigenen
signifikanten Effekten auf den Blutdruck identifiziert. In den Untersuchungen von Jaiswal ef al.
(1993) und Muthalif er al. (1998) konnte jedoch gezeigt werden, dass Ang-(1-7) nicht wie
erwartet mit den Ang II-Rezeptoren AT1 und AT2 interagiert, so dass die Existenz eines
spezifischen Rezeptor fiir dieses Peptid postuliert wurde. Bislang gelang es nicht, einen
entsprechenden Rezeptor zu klonieren und seine Struktur bzw. Wirkungsweise zu erfassen. Erst
in Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe erfolgte der Nachweis, dass Ang-(1-7) als
funktioneller Ligand mit dem Mas-Rezeptors, welcher durch das Mas-Protoonkogen kodiert
wird, interagiert (Santos et al. 2003). Der Mas-Rezeptor gehort zu der Familie der GPCRs, die
aus sieben hydrophoben Doménen bestehen. Einige der Rezeptoren aus der Gruppe der GPCRs

wie der humane Mas-, der MRG- und der MrgF-Rezeptor sind bereits als Ang-Rezeptoren
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diskutiert worden und phylogenetisch relativ nah miteinander verwandt (Jackson et al. 1989;
Ross et al., 1990; Ambroz et al., 1991; Andrawis et al., 1992; Anlage 1).

Um mogliche Rezeptorliganden zu identifizieren, sollte anhand der vorliegenden Experimente
herausgefunden werden, ob sequenzihnliche Peptide wie Ang-(1-7), Ang I, Ang II, Ang III und
Ang IV einen Effekt auf den HSMas-Rezeptor und die verwandten Rezeptoren MMMrgH,
HSMrgX2, HSMrgX1, HSMrgF und HSMRG haben.

Ferner konnten Santos et al. (2003) erstmalig experimentell dokumentieren, dass Ang-(1-7) an
Mas-transfizierte COS- und CHO-Zellen bindet und diese Bindung zu einer gesteigerten
Arachidonsdure-Freisetzung fiihrt. Dabei konnte die AA-Freisetzung durch einen spezifischen
Ang-(1-7)-Antagonisten (A779) vollstindig gehemmt werden, nicht jedoch durch die
Rezeptorblocker AT1 oder AT2 (Santos et al., 2003). Somit gelang der Nachweis, dass der Mas-
Rezeptor mit Ang-(1-7)-Signaling assoziiert ist und es bleibt zu iiberpriifen, ob andere biologisch
aktive Angiotensinpeptide wie Ang III und Ang IV auch mit dem Mas-Rezeptor interagieren, da
diese Peptide mit Ang-(1-7) sequenz- und strukturverwandt sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher COS-7-Zellen mit dem HSMas-Rezeptor und
verwandten Rezeptoren transfiziert und mit sequenzéhnlichen Peptiden behandelt, so dass mittels
eines Radio-Assays (3.2.8) Verdnderungen bei der AA-Freisetzung als MaB fiir die

Ligand/Rezeptor-Interaktion untersucht werden konnten.

Ang-(1-7)

Das Angiotensin Ang-(1-7) fiihrte bei den Leervektor-transfizierten COS-7-Zellen zu einem
signifikanten Anstieg der AA-Freisetzung um etwa 50% (Abb. 4.19), so dass davon ausgegangen
wurde, dass der HSMas-Rezeptor auch auf COS-7-Zellen exprimiert wird. Die Ergebnisse von
Ambroz et al. (1991) werden damit bestitigt, die indirekte Effekte iiber die Ca**-Freisetzung des
Mas-Rezeptors in COS-7-Zellen aufzeigten.

Nach Behandlung der HSMas-transfizierten Zellen mit Ang-(1-7) kam es zu einem signifikanten
AA-Anstieg um 265%, der dokumentierte, dass Ang-(1-7) mit dem HSMas-Rezeptor interagiert
und zu einer vermehrten AA-Freisetzung fiihrt.

Neueste Studien geben Hinweise darauf, dass Ang-(1-7) die endotheliale NO-Synthese
(,Nitric oxide‘) durch den Mas-Rezeptor und die NO-Produktion durch den Akt-abhingigen
Transduktionsweg (iiber Proteinkinase B) stimuliert. Diese neuen Daten unterstreichen die
Wichtigkeit der Ang-(1-7)/Mas-Achse als moglichen Regulator fiir endotheliale Funktionen
(Sampaio et al., 2007).
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Ang I

Das Peptid Ang I rief bei den Leervektor-transfizierten Zellen keinen signifikanten AA-Anstieg
hervor. Bei den HSMas-transfizierten Zellen kam es dagegen zu einem signifikanten AA-Anstieg
um 35% (Abb. 4.21). Dieser zeigte, dass Ang I mit Mas iiber den AA-Transduktionsweg
interagiert. Bei der Signaltransduktion iiber AA handelt es sich um eine direkte Interaktion des
Peptids mit dem Mas-Rezeptor. Eine indirekte Interaktion konnte allerdings anhand der hier

durchgefiihrten Experimente nicht ausgeschlossen werden.

Ang I

Fiir Ang II lieB sich in der vorliegenden Studie bei den Leervektor-transfizierten Zellen ein
geringer aber signifikanter AA-Anstieg um 15% nachweisen. So ist zu vermuten, dass COS-7-
Zellen Mas/AT1-Rezeptoren besitzen.

Bei den HSMas-transfizierten Zellen kam es nach Behandlung mit Ang II ebenfalls nur zu einem
geringen AA-Anstieg um 25% (Abb. 4.21), der fiir eine direkte Interaktion zwischen Peptid und
Rezeptor spricht. Da der Anstieg in den HSMas-transfizierten Zellen hoher war als in den
Leervektor-transfizierten Zellen, kann geschlussfolgert werden, dass Ang II ein AA-Signaling
iiber den HSMas-Rezeptor unabhingig von den AT1- und AT2-Rezeptoren stimulieren kann.
Kostenis und Mitarbeiter (2005) postulierten, dass der Mas-Rezeptor kein direktes Ang II-
Signaling vermitteln kann, sondern mit dem AT1-Rezeptor heterodimerisiert und dadurch die
Wirkung von Ang II initiieren kann. Mas gilt somit nicht per se als Ang II-Rezeptor, beeinflusst
aber die Signalkaskade, die durch die Ang II/AT1-Achse aktiviert wird.

Dariiber hinaus legten die Ergebnisse der Untersuchungen von Bohlen er al. (2000) die
Vermutungen nahe, dass Mas einerseits direkt mit dem AT1-Rezeptor iiber die Plasmamembran
interagiert. Andererseits ist aber auch eine Beeinflussung der Expression der fiir das Ang II-
Signaling relevanten Gene denkbar (Zohn et al., 1998), ebenso wie die Funktion der Proteine
iber eine Phosphorylierung durch Mas moduliert werden konnte (von Bohlen et al., 2000). Die
Frage, ob Ang II direkt oder indirekt auf den ATI1-Rezeptor wirkt, wird bis heute kontrovers
diskutiert. In diesem Zusammenhang konnten Rao et al. (1994) verifizieren, dass Ang II am
AT1-Rezeptor sowohl Ca** als auch AA freisetzt. Ebenso wiesen Jackson und Mitarbeiter (1989)
in Mas-transfizierten neuronalen Zelllinien (NG115-401L) eine Ca**-Antwort auf Ang II und
Ang III bereits bei einer Konzentration von EDs 3x10°®M nach. Die stirkere Ca’*-Antwort auf
Ang III-Stimulation gegeniiber einer Ang II-Stimulation und die Priferenz fiir Ang III, im
Gehirn Ang-Bindungsstellen aufzuweisen, hatte zu der Schlussfolgerung gefiihrt, dass das Mas-

Onkogen fiir einen neuronalen Ang-Rezeptor kodiert.
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Ang III

Ang III rief in der vorliegenden Studie bei den Leervektor-transfizierten Zellen einen geringen,
aber signifikanten Anstieg um 15% hervor. In den HSMas-transtizierten Zellen fiihrte Ang III zu
einer signifikanten AA-Freisetzung um 90% (Abb. 4.21), womit eine direkte Interaktion
zwischen Ang III und dem HSMas-Rezeptor nachgewiesen werden konnte. Der Unterschied
zwischen dem Ang II- und Ang III-Effekt auf Mas ist umso interessanter, da bekannt ist, dass
Ang IT und Ang III fast die gleiche Bindungsaffinitit gegeniiber ihren Rezeptoren AT1 und AT2
haben und hiufig vergleichbare physiologische Effekte hervorrufen (Ardaillou, 1997). Anders
als bei der klassischen AT1/AT2-Aktivierung werden hier unterschiedliche Wege der Rezeptor-
Aktivierung fiir Ang II und Ang III beschrieben, so dass auch funktionelle Unterschiede
angenommen werden. So konnten die dokumentierten Unterschiede in den Effekten von Ang II
und Ang III auf einer kiirzlich beschriebenen Interaktion zwischen Mas und AT1 (Kostenis et
al., 2005) beruhen, bei der es nach Mas-Transfektion und Heterodimerisation von Mas und AT1
zu einer Konformitétsinderung des endogenen AT1 kommt. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass die Effekte von Ang IIl in HSMas-transfizierten Zellen durch A779
blockiert werden konnen, wihrend A779 die ATI1-vermittelten Effekte durch Mas/AT1-
Interaktion nicht modulieren kann. Aufgrund dessen gingen die Autoren davon aus, dass der AA-
Anstieg nach Ang III-Behandlung ein AT1-unahingiger Transduktionsweg ist (Gembardt et al.,
2008). Vergleichbares gilt auch fiir den Angiotensin-Metaboliten Ang IV.

Ang IV

Auch die Behandlung der Leervektor-transfizierten Zellen mit Ang IV fiihrte zu einer signifikant
gesteigerten AA-Freisetzung um etwa 30%, bei den HSMas-transfizierten Zellen betrug der
Anstieg sogar ca. 90% (Abb. 4.21). Damit konnten in dieser Arbeit erstmalig Ang IV-induzierte
Effekte beschrieben werden, die direkt iiber einen GPCR vermittelt werden und unabhiingig von
partiellen agonistischen Effekten auf den AT1-Rezeptor waren.

Der Mas-Rezeptor wurde bis dato als AT4-Rezeptor ausgeschlossen, da die Bindung von
'21_Ang IV in Nierenabschnitten von Mas-defizienten- und Wildtyp-Miusen keinen Unterschied
zeigte (Santos et al., 2003). Diese Annahme wurde in der Studie von Albiston et al. (2005) mit
dem kiirzlich identifizierten so genannten AT4-Rezeptor (IRAP) bestitigt, da in den
Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass der IRAP bereits durch indirekte Ang IV-Effekte

stimuliert wird, welche auf endogener Enzymhemmung beruhen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zum einem eine Behandlung mit Ang-(1-7), Ang II,
Ang III und Ang IV auch bei Leervektor-transfizierten COS-7-Zellen zu einer leicht gesteigerten
AA-Freisetzung fiihrte, zum anderen, dass neben Ang-(1-7) als spezifischen Mas-Liganden auch
die Ang-Metaboliten Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV iiber den AA-Signaltransduktionsweg

mit Mas interagieren.

5.1.2 Die Interaktion von Nicht-Angiotensin-Metaboliten mit Mas

Durch Verwendung von den bekannten Rezeptor-Antagonisten A779 (spezifischer Ang-(1-7)-
Rezeptorblocker), Irbesartan (ein ATI1-Rezeptorblocker) und PD123319 (ein AT2-
Rezeptorblocker) sollten mogliche antagonistische Effekte am HSMas-Rezeptor iiber die

Veridnderungen der AA-Freisetzung aufgezeigt werden.

PD123319 und Irbesartan

Die Versuchsreihen mit PD123319 und Irbesartan zeigten, dass diese Substanzen keine Wirkung
auf Ang-(1-7) wihrend der Interaktion mit den HSMas-Rezeptoren hatten. Weder konnten sie
die AA-Freisetzung stimulieren noch vermindern oder aufheben. Auf der anderen Seite haben
Studien von Castro et al. (2005) gezeigt, dass Ang-(1-7) auch iiber andere Mechanismen, an
denen die AT1/AT2-Rezeptoren beteiligt sind, mit dem Mas-Rezeptor interagiert, die zu einer
NO-Freisetzung fithren. So kam es durch PD123319 in Kombination mit Ang-(1-7) zu einem
signifikanten Anstieg des Perfusionsdrucks in Mas-Knockout-Miusen. Dieses Ergebnis
verdnderte sich auch nicht mit der zusitzlichen Behandlung von A779. De Souza (2004)
dokumentierte auBerdem inhibitorische Effekte von Ang-(1-7) auf die Na*-ATPase des inneren

Kortex der Schweineniere, welche auf der Interaktion mit dem AT2-Rezeptor beruhen.

A779

Nur der Ang-(1-7)-spezifische-Antagonist A779 blockierte in den Experimenten dieser Studie
den durch Ang-(1-7) induzierten AA-Anstieg in HSMas-transfizierten Zellen vollstandig. A779
blockierte aber auch die AA-Freisetzung in Leervektor-transfizierten Zellen, was auf eine basale
Expression von Mas in COS-7-Zellen hinweist.

Tatsdchlich geht dieses Ergebnis mit vielen anderen Studien konform, die die inhibitorischen
Effekte von A779 fiir Ang-(1-7) aufzeigten (Fontes et al., 1994; Santos et al., 1994; Lima et al.,
1997; Santos et al., 2003). Ebenso zeigten Abdiihl et al. (1994) und Santos et al. (1994)
umfassend, dass A779 sowohl periphere als auch zentrale Effekte des Ang-(1-7) blockiert. Auch
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die Studie von Chaves et al. (2000) bestitigte, dass A779 die Effekte des Ang-(1-7) hemmt und
zur Blockade der Baroreflexsensitivitit fithrt, nachdem A779+Ang-(1-7) in den Nucleus tractus
solitarii (nTS) injiziert wurden.

Eine neue Studie hat allerdings ergeben, dass die Wirkung von A779 nur bei Mechanismen
greift, die endothelabhingig sind, wohingegen bei endothelunabhingigen Vorgingen keinerlei

Beeinflussung durch A779 gegeben war (Lemos et al., 2005; Peiro et al., 2007).

AVE0991

In der vorliegenden Arbeit wurde als weiterer Nicht-Ang-Metabolit die Interaktion des
Ang-(1-7)-Rezeptor-Agonisten AVE0991 am HSMas-Rezeptor untersucht. Das Nicht-Peptid
AVEQ0991, welches neben Ang-(1-7) als Mas-Ligand beschrieben wurde (Pinheiro et al., 2004),
fiihrte in den Leervektor-transfizierten COS-7-Zellen zu hoheren AA-Anstiegen (+ 60%) im
Vergleich zu Ang-(1-7) (+ 50%) (Abb. 4.20). Da die Behandlung der Leervektor-transfizierten
COS-7-Zellen mit AVE0991 und Ang-(1-7) zu den signifikantesten AA-Freisetzungen fiihrte,
kann ein Vorliegen des Mas-Rezeptors in den COS-7-Zellen angenommen werden. Jedoch
konnte experimentell nachgewiesen werden, dass die Behandlung der HSMas-transfizierten
Zellen mit AVE0991 die AA-Freisetzung nicht steigerte, sondern vielmehr zu einer signifikanten
AA-Reduktion fiihrte. Aufgrund dessen kann angenommen werden, dass AVE0991 nicht direkt
mit dem Mas-Rezeptor interagiert, sondern iiber indirekte Wirkungen die zelluldren Prozesse
beeinflusst.

In den letzten Jahren wurde ein neuer Signaltransduktionsweg fiir AVE0991 erforscht, der iiber
die Stimulation des Ang-(1-7)-Rezeptors durch Ang-(1-7) und AVEQ0991 eine Freisetzung von
NO bewirkt. Dabei reagiert der Ang-(1-7)-Rezeptor-Agonist AVE0991 in dhnlicher Weise wie
der Ligand Ang-(1-7) in seiner Interaktion mit dem Mas-Rezeptor (Ferreira et al., 2007).

Bereits 2002 zeigten die Ergebnisse in der Studie von Wiemer et. al., dass die Freisetzung des
bioaktiven NO - bei gleicher Konzentration von AVE0991 und Ang-(1-7) - bei AVE(0991
fiinfmal hoher war als bei Ang-(1-7). Dieser Effekt konnte zu etwa 50% durch A779 und zu 90%
durch PD123177 (ein AT2-Rezeptorblocker) inhibiert werden. Weitere Studien belegen diese
Ergebnisse (Pinheiro et al., 2004; Faria-Silva et al., 2005).

513 Die Interaktion von Substanz P mit Mas

Fiir die Substanz P konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von Leervektor-transfizierten

Zellen mit der Substanz P zu keinem relevanten AA-Anstieg fithrte, wihrend es in den HSMas-
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transfizierten Zellen zu einem signifikanten AA-Anstieg um 25% (Tab. 4.1) kam, der die
Interaktion zwischen Peptid und Rezeptor verdeutlichte. In der Studie von Andrawis et al. (1991)
war erstmalig gezeigt worden, dass Substanz P in Mas-transfizierten Fibroblasten
konzentrationsabhéngige Ca2+—Freisetzung hervorrief (EDs 1,3x10'5M), nicht aber in den
Kontrollzellen. In Ca2+—Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass zwar der Ang-II-Rezeptor-
Antagonist [Sar', Alag]Ang II die Wirkungen von Ang II hemmen konnte, nicht aber der
Substanz P-Rezeptor-Antagonist [D—Argl, D—Proz, D—Trp7’9, Leu”]Substanz P (Ambroz et al.,
1991). Welche Funktion und Wirkungsweise Substanz P am Mas-Rezeptor ausiibt, wird in

weiterfiilhrenden Studien untersucht werden miissen.

514 Die Interaktion von Neuro-Peptiden mit Mas

Da experimentell nachgewiesen werden konnte, dass Mas im Hippokampus und zerebralen
Kortex des Gehirns exprimiert wird und es sich auch bei anderen Onkogenen um
Neurotransmitter handelt (Jackson et al. 1988; Andrawis et al., 1991, Nilsson et al., 1985;
Nemecek et al., 1986), sollten in den hier vorliegenden Untersuchungen Anhaltspunkte fiir eine
mogliche Agonismus/Antagonismus-Reaktion durch Neuro-Peptide (NPFF, NPAF und NPSF)
bzw. durch A779 gefunden werden.

Es zeigte sich, dass NPFF in den applizierten Konzentrationen von 103, 107- und 10°M zu
signifikanten AA-Anstiegen um 30-40% in den Leervektor-transfizierten Kontrollzellen fiihrte
(Abb. 429). Auch eine NPAF-Behandlung resultierte in den Leervektor-transfizierten Zellen in
AA-Anstiegen um 10-35% (Abb. 4.30). Bonnard et al. (2003) bestitigten in einer Studie mit
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen, dass NPFF und NPAF eindeutig im humanen
Neuroblastom identifiziert werden konnten. Dabei wurde NPFF als einziges der untersuchten
Peptide eindeutig in COS-Zellen identifiziert.

Von groBem Interesse sind in diesem Zusammenhang auch die Untersuchungen von Yang et al.
(2007), die zeigten, dass RFamid-Peptide, zu denen NPFF gehort, den sdurebezogenen
Ionenhaushalt beeinflussen. Man konnte also auch die Moglichkeit in Betracht ziehen, dass
NPFF iiber die so genannten ,acid sensing ion channels® (ASIC) indirekt mit dem Mas-Rezeptor
interagiert. Wahrscheinlich liegt hier eine indirekte Interaktion wie bei AVE(0991 vor, die
Annahme vorausgesetzt, dass COS-Zellen Mas-Rezeptoren besitzen.

AuBerdem legte die Studie die wichtige Rolle von NPFF in der Schmerzregulation durch ASIC

nahe.
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NPFF fiihrte dariiber hinaus bei den HSMas-transfizierten Zellen in allen untersuchten
Konzentrationen zu signifikanten Ergebnissen (+ 90-105%). Der Effekt von NPFF wurde durch
Behandlung mit A779 komplett aufgehoben, so dass hier eine antagonistische Wirkung durch
A779 postuliert werden kann (Abb. 4.29). Bei den HSMas-transfizierten Zellen zeigte sich fiir
NPAF keine relevante AA-Freisetzung gegeniiber der Kontrolle (Abb. 4.30), so dass NPAF
offenbar nicht iiber eine AA-Freisetzung mit dem HSMas-Rezeptor interagiert.

In den Leervektor-transfizierten Zellen kam es nach Behandlung mit NPSF in den untersuchten
Konzentrationen zu keinen signifikanten AA-Anstiegen. Bei den HSMas-transfizierten Zellen
zeigten dagegen alle Versuche deutliche Signifikanz (+ 80-105%). NPSF ist damit ein moglicher
Ligand am HSMas-Rezeptor. Nach Doppelbehandlung mit A779+NPSF kam es im Gegensatz
zur alleinigen Behandlung mit NPSF zu einer AA-Reduktion um 50% (Abb. 4.31). Hier mag
zumindest ein partieller Antagonismus fiir NPSF durch A779 vorliegen. Die vorliegenden Daten
legen die Vermutung nahe, dass Mas als ein Rezeptor fiir die RFamid Neuro-Peptide (NPFF und
NPSF) fungieren und die Nozizeption in vivo modulieren konnte. A779 antagonisierte die durch
NPFF und NPSF hervorgerufene AA-Freisetzung am HSMas-Rezeptor.

Somit bestidtigen die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit die Resultate von Dong et al. (2001),
die nachweisen konnten, dass keiner der Liganden eine Antwort bei den nicht-transfizierten
Zellen zeigte, aber bei transfizierten HEK-Ga;s-Zellen NPFF signifikante, FLRF und NPAF

zumindest noch schwiéchere Signale hervorriefen.

5.2 Die Rezeptoren der Mrg-Familie

Fiir die Mas-Sequenz-dhnlichen-Rezeptoren MMMrgH, HSMrgX2, HSMrgX1, HSMrgD,
HSMrgF und HSMRG konnte keine vergleichbar hohe AA-Freisetzung nach Peptid-Behandlung
mit einem der verwendeten Ang-Peptide und Nicht-Peptide festgestellt werden, wie sie bei
Ang-(1-7) und dem HSMas-Rezeptor (ca. 300-facher Anstieg) auftrat (Abb. 4.29; 5.1.1).
Allerdings waren auch hier deutliche Anstiege beziiglich der AA-Freisetzung nach Behandlung
mit AVE0991, Ang I, Ang II, Ang III, Ang IV und Substanz P erkennbar, die zu signifikanten
Ergebnissen fiihrten. Die Unterschiede in der AA-Freisetzung bei den jeweiligen Rezeptoren fiir
die Substanzen veranschaulichen deutlich die hohe Diversitit fiir die Ligand/Rezeptor-
Interaktion trotz relativ naher Sequenz-Verwandtschaft der Rezeptoren untereinander (Abb. 5.1;
Anlage 4 und 5).

Basierend auf der Tatsache, dass die beiden Ang II-Rezeptoren (AT1 und AT2) eine DNA-

Sequenzhomologie von 30% aufweisen, wurden die Rezeptoren der Mrg-Familie hinsichtlich
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ihrer Sequenzidhnlichkeit mit dem humanen Mas-Rezeptor verglichen. Die ermittelten
Sequenzhomologien der untersuchten Rezeptoren zu HSMas betrug zwischen 30-41%
(MMMrgH: 41%; HSMrgX2: 34%; HSMrgX1 und HSMrgD: 32%; HSMrgF: 31%; HSMRG:
30%) (Abb. 5.1).

HSATI (~9%)

HSAT2 (~11%)

HSMRG (~30%)

MMMrgH (~41%)

HSMas

HSMrgX2 (~34%)

HSMregX1 (~32%)

HSMrgF (~32%)

HSMrgD (~32%)

Abb. 5.1: Stammbaum der Mrg-Familie. Dargestellt ist die prozentuale Homologie von Rezeptoren der Mrg-Familie
im Vergleich zum humanen Mas-Gen. Die Protein-Sequenzen wurden mit dem Programm CLUSTAL W miteinander
verglichen (aus Gembardt et al., 2008). Die Sequenzhomologie der Mrg-Rezeptoren zu HSMas ist in Klammern

hinter die jeweiligen Rezeptoren geschrieben.

5.2.1 Die Interaktion von Angiotensin-Metaboliten mit Mas-Sequenz-

dhnlichen Rezeptoren

Die Rezeptoren MMMrgH, HSMrgX2, HSMrgX1 und HSMrgD (Shinohara et al., 2004), die der
Mas-Sequenz sehr dhnlich sind (Abb. 5.1), wurden erst vor kurzem entdeckt (Pena & Pereira-
Smith, 2007).

Fir die meisten dieser Rezeptoren konnten bereits Liganden identifiziert werden: Fiir den
HSMrgX2-Rezeptor — Cortistatin-14 (CST-14) und das Proadrenomedullin-Peptid (PAMP-12
und PAMP-20), fiir den HSMrgX1-Rezeptor - ,bovine adrenal medulla peptide 22’ (BAM22)
und fiir den HSMrgD-Rezeptor - B-Alanin (Lembo et al., 2002; Robas et al., 2003; Shinohara et
al., 2004; Kamohara et al., 2005; 1.2.3). Eine Ausnahme bildet der MMMrgH-Rezeptor, der bis
heute nur im murinen Herzgewebe nachgewiesen wurde und fiir den bislang kein Ligand

identifiziert werden konnte (Wittenberger, et al., 2001).
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MMMrgH

Studien beziiglich moglicher Interaktionen des murinen MrgH-Rezeptors mit Peptiden oder
Nicht-Peptiden wurden bislang nicht publiziert. Die erstmalig untersuchten Wechselwirkungen
zwischen MMMrgH-Rezeptor und Ang-(1-7) fithrten nur zu einer geringen, aber signifikant
reduzierten AA-Freisetzung (- 20%), aufgrund derer von einer indirekten Interaktion auszugehen
ist. Da der MMMrgH-Rezeptor die hochste Sequenzhomologie zu dem HSMas-Rezeptor besitzt
(Abb. 5.1), war dieses Ergebnis nicht zu erwarten und demonstriert, dass eine hohe
Sequenzhomologie nicht zwangsldufig mit der Liganden-Spezifitit korreliert ist.

Auch die anderen getesteten Angiotensine (Ang I, Ang II und Ang III) fithrten zu keiner
gesteigerten AA-Freisetzung bzw. nur zu einer geringen Steigerung (Ang IV: + 25%), so dass
sich vermuten lésst, dass der MMMrgH-Rezeptor nicht iiber eine Ang-Bindestelle verfiigt.

Zum besseren Verstindnis sollten weiterfithrende Untersuchungen erfolgen, um die Funktion
und Wirkungsweise dieses Rezeptors, insbesondere im Hinblick auf sein Vorkommen im
Herzen, darzulegen und den bzw. die Liganden fiir diesen Rezeptor zu identifizieren (Santos et

al., 2006).

HSMrgX2

Auch fiir die HSMrgX2-transfizierten Zellen konnte durch die Behandlung mit Ang-(1-7) im
Vergleich zu den Leervektor-transfizierten Zellen kein signifikanter AA-Anstieg nachgewiesen
werden (Abb. 4.23). Vielmehr wurde eine signifikante Reduktion der AA-Freisetzung (- 55%
und - 35%) fiir Ang-(1-7) und Ang II beobachtet. Diese Ergebnisse lassen den Riickschluss zu,
dass hier eine indirekte Interaktion des HSMrgX2-Rezeptors vorlag. Durch die Co-Expression
des eingeschleusten HSMrgX2-Rezeptors wurde die Rezeptor-vermittelte AA-Freisetzung
inhibiert. Da die Behandlung mit den Peptiden Ang IIl und Ang IV lediglich zu einem geringen
AA-Anstieg (jeweils + 10%) bei den HSMrgX2-transfizierten Zellen fiihrte, kann eine direkte
Interaktion zwischen Ang III oder Ang IV mit dem HSMrgX2-Rezeptor iiber den AA-

Signaltransduktionsweg ausgeschlossen werden (Abb. 4.23).

HSMrgX1

Der humane MrgX1-Rezeptor, in der Literatur auch SNSR3/4-Rezeptor genannt, wurde in den
sensorischen Neuronen des Menschen gefunden. Die Ergebnisse neuerer Studien belegen, dass
der HSMrgX1-Rezeptor durch die Peptidprodukte des Proenkephalin A, BAM (1-22) (,bovine
adrenal medullary peptide’ (1-22)) und BAM (8-22) stimuliert wird (Lembo et al., 2002). Diese

Peptide binden und aktivieren dariiber hinaus auch die p-, 6-, und k-Opioid-Rezeptoren
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(Mansour et al., 1995; Henderson et al., 1997). Chen und Ikeda (2004) untersuchten in diesem
Zusammenhang die Modulation des Ca®*-Ionen-Austausches und konnten zeigen, dass der
Agonist BAM (8-22) den durch hohe Spannungen (aber nicht durch niedrige) induzierten Ca**-
Austausch sowohl in DRG (,dorsal root ganglion®)- als auch in SCG (,superior cervical
ganglion‘)-Neuronen, die den humanen SNSR4-Rezeptor exprimierten, verminderte. Dieser
Vorgang war abhédngig von der Konzentration des Rezeptors und wurde teilweise durch die Gabe
von Pertussistoxin (PTX) beeinflusst. Aktivititen in den Kontrollneuronen konnten nicht
gemessen werden (Chen und Ikeda, 2004).

Bei den entsprechenden Untersuchungen mit dem HSMrgX1-Rezeptor der hier vorliegenden
Arbeit zeigte als einziges Peptid Ang-(1-7) deutliche Auswirkungen in den HSMrgXI-
transfizierten Zellen. Es kam zu einer signifikanten Reduktion der AA-Freisetzung (- 50%)
(Abb. 4.25), so dass gefolgert werden kann, dass es zu einer indirekten Interaktion zwischen
Ang-(1-7) und dem HSMrgX1-Rezeptor kam. Fiir das Peptid Ang IV wurde ein niedriger AA-
Anstieg gemessen (+ 10%) - eine direkte Interaktion zwischen Peptid und Rezeptor ist somit
wohl eher unwahrscheinlich. Die anderen Peptide Ang I, Ang II und Ang III zeigten keine

indirekte oder direkte Interaktion iiber den AA-Signaltransduktionsweg mit diesem Rezeptor.

HSMrgD

Fiir den humanen MrgD-Rezeptor konnte bisher nur B-Alanin als Ligand anhand eines erhohten
Ca’*-Influxes nach Behandlung in CHO-Zellen identifiziert werden (Shinohara et al., 2004). In
der vorliegenden Versuchsreihe mit dem HSMrgD-Rezeptor sollte herausgefunden werden, ob
die Ang-Metaboliten als mogliche MrgD-Rezeptoren fungieren. Es zeigte sich, dass die
Behandlung der transfizierten Zellen mit Ang-(1-7) und Ang IV zu einer signifikant erhohten
AA-Freisetzung (+ 65% und + 60%) fiihrte (Abb. 4.26). Dieser Anstieg war unter den getesteten
Rezeptoren der Mrg-Familie neben HSMas am hochsten, obwohl es ein Rezeptor mit geringer
Homologie zu HSMas (30%) ist (Abb. 5.1).

Damit stehen vornehmlich Ang-(1-7) und Ang IV als mogliche Liganden am HSMrgD-Rezeptor
zur Diskussion. Fir Ang-(1-7) und Ang IV wird hier erstmals das Ergebnis einer AA-
Freisetzung am HSMrgD-Rezeptor dargestellt. Offenbar scheint der HSMrgD-Rezeptor neben
dem HSMas-Rezeptor eine Rolle in der Bindung und dem Signaling durch Ang-(1-7) und
Ang 1V iber den direkten AA-Transduktionsweg zu spielen. Die Peptide Ang I, Ang II und
Ang III zeigten keine relevante Interaktion iiber AA mit dem HSMrgD-Rezeptor.
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HSMrgF

Fiir den humanen MrgF-Rezeptor (frither RTA genannt) wurde anhand der Ergebnisse von Ross
et al. (1990) fiir COS-7-Zellen und Xenopus-Oozyten eine Ang II-Rezeptorbindung
ausgeschlossen. Die Daten der vorliegenden Studie dokumentierten in diesem Zusammenhang
fir die HSMrgF-transfizierten Zellen eine signifikant reduzierte AA-Freisetzung (- 35%) nach
einer Behandlung mit Ang-(1-7). Ahnlich wie beim HSMrgX1-Rezeptor wird in diesem Fall eine
indirekte Interaktion vermutet. Fiir die Peptide Ang I, Ang II, Ang III und Ang IV konnte keine
Beeinflussung der AA-Freisetzung nachgewiesen werden (Abb. 4.27). Somit konnte fiir den
HSMrgF-Rezeptor kein Ligand nachgewiesen werden, und es kann gefolgert werden, dass
HSMrgF fiir die getesteten Angiotensine kein direktes intrazellulidres Signaling liber AA

vermittelt.

HSMRG

Die humanen Rezeptoren MRG und MrgF sind in fritheren Studien als Ang-Rezeptoren
diskutiert worden (Jackson et al., 1988; Ross et al., 1990; Monnot et al. 1991). Dabei lag das
Interesse insbesondere auf der Interaktion von Ang II mit HSMRG und HSMrgF.

In der Studie von Monnot et al. (1991) wurde die Interaktion von [IZSI]SarlAng IT und
[3H]Ang II mit nicht-transfizierten COS- und CHO-Zellen untersucht. Beide Zellgruppen
schienen eine geringe, aber detektierbare Zahl an hochaffinen Ang-Rezeptoren zu besitzen. Die
Bindung von ['*I|SarlAng II an die Oberfliche von COS- und CHO-Zellen wich dabei
zwischen den nicht-transfizierten Zellen und den MRG-transfizierten Zellen nicht deutlich
voneinander ab. Auch stimulierte Ang II weder in nicht-transfizierten noch transfizierten COS-7-
Zellen die Inositolphosphatproduktion (IPs3-Produktion). In dieser Hinsicht unterscheidet sich der
MRG-Rezeptor also deutlich von Mas. In der Mas-transfizierten neuralen Zelllinie (401L-C3)
stimulierte Ang II die IP3-Produktion, wihrend in Mas-transfizierten 401L-C3-Zellen und COS-
7-Zellen die zytoplasmatische Ca**-Konzentration anstieg. Anhand der Ergebnisse wurde
gefolgert, dass der MRG nicht als AT1- oder AT2-Rezeptor fungierte. Jedoch kam es in mit
MRG injizierten Xenopus-Oozyten zu einer verstiarkten zelluliren Reaktion durch eine
Inkubation mit 10°M Ang II, die in den mit dem Rezeptor injizierten Zellen fiinfmal stirker war
als in den Kontrollzellen. Die Ergebnisse fiihrten zu der Hypothese, dass durch die Interaktion
von MRG mit Ang II die Synthese von Ang II-Rezeptoren in den Follikel-Zellen stimuliert wird.
In den vorliegenden Experimenten wurde die Interaktion von Ang-(1-7), Ang I, Ang II, Ang III
und Ang IV mit dem HSMRG-Rezeptor getestet. Es kam bei den Peptiden Ang-(1-7) und
Ang IV zu signifikanten AA-Anstiegen (+ 45% und + 65%) in den Rezeptor-transfizierten
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Zellen. Auch nach Ang II-Behandlung kam es zu einem geringen, aber signifikanten AA-Anstieg
(+ 20%) (Abb. 4.28). Fiir HSMRG konnten somit Ang-(1-7), Ang IV und Ang II als mogliche
Rezeptor-Liganden identifiziert werden und erlauben die Schluflfolgerung, dass HSMRG fiir
Ang-(1-7), Ang IV und Ang II ein intrazelluldres Signaling iiber AA vermittelt und dariiber

hinaus moglicherweise aufgrund der nachgewiesenen Peptid-Interaktionen ein Teil des RAS ist.

5.2.2 Die Interaktion von AVE(0991 mit Mas-Sequenz-idhnlichen

Rezeptoren

Fiir den Mas-Agonisten AVE0991 sind bis heute keine Studien zur Interaktion mit Mas-
Sequenz-dhnlichen Rezeptoren verdffentlicht worden. Deshalb wurden in der hier vorliegenden
Arbeit mogliche Wechselwirkungen von AVE0991 mit verschiedenen Mas-Sequenz-dhnlichen
Rezeptoren iiber eine Veridnderung der AA-Freisetzung untersucht, und es konnte gezeigt
werden, dass z.B. die Behandlung von HSMrgXI-transfizierten Zellen mit AVE0Q991 zu einem
signifikanten AA-Anstieg um 40% (Abb. 4.25) fiihrte. Fiir die Rezeptoren MMMrgH,
HSMrgX2, HSMrgD, HSMrgF und HSMRG konnten jedoch keine signifikanten, AVE0991-
vermittelten Verdnderungen nachgewiesen werden (Abb. 4.22, 4.23, 4.26, 4.27, 4.28).

Somit gelang also erstmalig unter den hier gewéhlten Versuchsbedingungen fiir das Nicht-Peptid
AVEQ0991 eine HSMrgX1-Rezeptor-Interaktion nachzuweisen und AVE0991 als moglichen
HSMrgX1-Liganden zu identifizieren. Fiir die weiteren getesteten Rezeptoren konnte dariiber

hinaus eine direkte Interaktion mit AVE0991 iiber das AA-Signaling ausgeschlossen werden.

5.2.3 Die Interaktion von Substanz P mit Mas-Sequenz-ihnlichen

Rezeptoren

Die Interaktion von Substanz P mit dem humanen Mas-Rezeptor wurde bereits von Andrawis
und Mitarbeitern (1991) anhand der verinderten Ca®*-Freisetzung nach Peptid-Behandlung in
Mas-transfizierten Zellen nachgewiesen. Die Autoren mutmalten, dass die Substanz P als
Neuro-Peptid eine Rolle in der Schmerzregulation an diesem Rezeptor spielt.

Auch fiir Substanz P wurde hier erstmalig die direkte Interaktion mit Mas-Sequenz-dhnlichen
Rezeptoren iiber das AA-Signaling untersucht. Die Ergebnisse dokumentierten fiir HSMrgX2,
HSMrgD, HSMrgF und HSMRG keine signifikante Interaktion zwischen Peptid und Rezeptor
(fehlende AA-Freisetzung). Nach einer Behandlung von HSMrgXI-transfizierten Zellen mit der
Substanz P kam es jedoch zu einem signifikanten AA-Anstieg um 55% (Tab. 4.2). Somit steht
die Substanz P als moglicher Ligand am HSMrgX1-Rezeptor zur Diskussion.
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Fir den murinen MrgH-Rezeptor wurde ein niedriger AA-Anstieg nach Behandlung mit
Substanz P (+ 10%) gemessen (Tab. 4.2). Eine tatsichliche Ligand/Rezeptor-Interaktion scheint
aufgrund der geringen AA-Freisetzung unwahrscheinlich und bedarf zur Verifizierung

weiterfiihrender Experimente, z.B. durch Bindungs-Assays und Dose-Response-Kurven.

5.24 Die Interaktion von Neuro-Peptiden mit Mas-Sequenz-ihnlichen

Rezeptoren

Dong und Mitarbeiter konnten 2001 in Experimenten mit Mas-transzifierten HEK-Ga,s-Zellen
nachweisen, dass NPFF und NPAF zu einer erhohten Ca2+—Freisetzung in den Zellen fiuhrt. Um
zu iiberpiifen, ob Mas-verwandte Rezeptoren ebenfalls als mogliche Liganden fiir Neuro-Peptide
fungieren konnen, wurden die Rezeptoren MMMrgH und HSMrgX1 mit den Neuro-Peptiden
NPFF, NPAF und NPSF behandelt. Zusitzlich wurde die antagonistische Wirkung des
Ang-(1-7)-spezifischen Antagonisten A779 auf die durch die Neuro-Peptide hervorgerufene AA-
Freisetzung untersucht. Die in der hier vorliegenden Studie untersuchten Interaktionen der
Neuropeptide NPFF, NPAF und NPSF mit den Rezeptoren MMMrgH und HSMrgXl1

veranschaulichten unterschiedliche Wirkungen der Neuro-Peptide.

MMMrgH

So fiihrte die Behandlung mit NPFF in Konzentrationen von 10°M und 10®M beim MMMrgH-
Rezeptor zu einem geringen, aber signifikanten AA-Anstieg (+ 25% und + 10%) (Abb. 4.32) und
somit also zu einem Agonismus am MMMrgH-Rezeptor. Eine Doppelbehandlung von A779 mit
NPFF fiihrte dahingegen zu einem partiellen Antagonismus an diesem Rezeptor mit einer
signifikanten AA-Reduktion um 20% gegeniiber der alleinigen Behandlung mit 10°M NPFF
(Abb. 4.32).

Alle getesteten Konzentrationen von NPAF resultierten wiederum beim MMMrgH-Rezeptor in
signifikanten AA-Anstiegen (+ 40-45%). Bei NPAF konnte es sich um einen MMMrgH-
Liganden handeln. Eine kombinierte Behandlung von NPAF mit A779 fiihrte zu einer AA-
Reduktion um 40% und deutete somit auf einen partiellen Antagonismus am MMMrgH-
Rezeptor hin (Abb. 4.33).

Die Behandlung der MMMrgH-transfizierten Zellen mit NPSF fiihrte in allen Konzentrationen
zu signifikanten AA-Anstiegen (+ 85-130%), also erscheint auch dieses Peptid als Ligand am
MMMrgH-Rezeptor zu fungieren. Auch in dieser Versuchsreihe antagonisierte A779 die AA-
Freisetzung von NPSF am MMMrgH-Rezeptor (Abb. 4.34).
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Somit belegen die mittels AA-Freisetzung erstmalig gezeigten Wirkungen, dass die getesteten
Neuro-Peptide mit dem MMMrgH-Rezeptor interagieren und iiber diesen Wirkmechanismus an
kardialen Funktonen beteiligt sein konnen, insbesondere auch unter Beriicksichtigung, dass der
MMMrgH-Rezeptor primdr im Herzen der Maus vorkommt. Welche Effekte die Interaktion
zwischen Neuro-Peptid und Rezeptor hervorruft, wird in weiteren Studien untersucht werden

miissen.

HSMrgX1

Da der HSMrgX1-Rezeptor in den sensorischen Neuronen lokalisiert ist, kam er als moglicher
Neuro-Peptid-Rezeptor in Frage. Liganden konnten bislang fiir den HSMrgX1-Rezeptor nicht
identifiziert werden, so dass der experimentelle Nachweis von Liganden auch zum besseren
Verstidndnis der Wirkungsweise des Rezeptors beitragen wiirde.

Bei den HSMrgX]I-transfizierten Zellen lag die AA-Reduktion fiir NPFF in den angewandten
Konzentrationen von 10%, 107 und 10°M signifikant niedriger gegeniiber der Kontrolle
(- 25-30%) (Abb. 4.35). Fiir 10"°M NPAF, 10®*M NPAF und 10"M NPAF lagen die Werte fiir
die AA-Freisetzung ebenfalls signifikant unter den Kontrollwerten (- 10-35%) (Abb. 4.36), so
dass hier ein indirekter Effekt angenommen werden konnte.

Alle getesteten NPSF Konzentrationen erbrachten bei den HSMrgX|-transfizierten Zellen keine
signifikanten AA-Anstiege. Insgesamt fiihrten die Neuro-Peptide NPFF, NPAF und NPSF zu
keiner AA-Stimulation am HSMrgX1-Rezeptor. Somit konnte unter den gewéhlten Bedingungen

kein Ligand oder Antagonist fiir diesen Rezeptor nachgewiesen werden (Abb. 4.37).

53 Ausblick

Das Mas-Protoonkogen wurde 1986 durch seine Tumoraktivitit in einer in vivo-Studie entdeckt
(Young et al., 1986); seit dieser Zeit ist es Gegenstand intensiver Forschung mit verschiedenen
Hauptaugenmerken. Zum besseren Verstindnis der molekularen Wirkweise wird zum einen —
wie auch in dieser Arbeit — versucht, mogliche Liganden des Mas-Rezeptors zu identifizieren.
Zum anderen versucht man, weitere Erkenntnisse iiber die direkten oder indirekten Interaktionen
von Liganden mit dem Rezeptor zu erlangen. Eine Nachweismoglichkeit der indirekten
Interaktion ist iiber den Ca2+—Signaltransduktionsweg (Ambroz et al., 1991; Zhang et al., 2007).
Neuere Forschungen beschiftigen sich dariiber hinaus mit dem NO-Signaltransduktionsweg oder
dem Ionen-Austausch, an dem der Mas-Rezeptor beteiligt sein soll. So konnten Sampaio et al.

(2007) zeigen, dass Ang-(1-7) iiber die Stimulation des Mas-Rezeptors zu einer Exprimierung
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der eNOS (,endothelial nitric oxide synthase®) fiihrt und iiber diesen Weg auf die NO-Produktion
durch den Akt-abhingigen-Transduktionsweg einwirkt (Sampaio et al., 2007). Eine weitere
Studie an Knockout-Mdiusen unterstiitzte die These, dass Ang-(1-7) iiber eine Mas-Rezeptor-
Stimulation die Freisetzung von NO aktiviert. Ebenso zeigte die Studie, dass der
antithrombotische Effekt von Ang-(1-7) mit der NO-Freisetzung in Verbindung steht (Fraga-
Silva et al., 2008). Aktuell beschiftigen sich auch Studien mit dem lonenhaushalt, der, vermittelt
durch Neuro-Peptide, indirekt iiber den Mas-Rezeptor beeinflusst wird. Wie und in welcher
Form dies geschieht, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden (Yang et al., 2007).

Ein dritter Forschungsschwerpunkt ist auf die Anwendbarkeit im klinischen Alltag fokussiert.
Die GPCRs zdhlen inzwischen zu Angriffspunkten fiir neue Pharmaka, die als Liganden am
Rezeptor wirken. Seit ldangerer Zeit werden bereits Antagonisten des ATI1-Rezeptors bei
Hochdruckpatienten im klinischen Alltag eingesetzt. Die biologischen Aktivititen von Ang-(1-7)
am Mas-Rezeptor erdoffnen neue Wege, pharmakologisch in die Homdostase und die
Blutdruckregulation einzugreifen, insbesondere unter Beriicksichtigung des akkumulierenden
Effekts nach Inhibition durch ACE. Ahnliche Wirkungen sind auch fiir andere Agonisten am
Mas-Rezeptor vorstellbar, die wie Ang-(1-7) blutdrucksenkend wirken konnten. Agonistische
Pharmaka, die auf der Ang-(1-7)/Mas-Achse wirken, sind zukiinftig denkbare Therapeutika
kardiovaskulédrer Erkrankungen. Bislang sind diese Peptide aufgrund der im Magen vorhandenen
Peptidasen jedoch nicht oral applizierbar. Dariiber hinaus rufen einige der moglicherweise als
Liganden am Mas-Rezeptor fungierenden Peptide periphere Effekte hervor, die weiterer
Erforschung bediirfen.

Zukiinftig wird auBerdem untersucht werden miissen, in welchem MaBe Ang-(1-7) in die
Baroreflexsensitivitidt (BRS) iiber die Interaktion mit Mas eingreift (Campagnole-Santos et al.,
1992) und wie sich die Herzrate (HR) sowie Blutdruckvariabilitit (BPV) (Walther er al.
2000a & b) verindern. Uber Untersuchungen beziiglich der Verhaltensweisen im MWM- und
EPM-Test an Mas-Knockout Miusen (Walther er al., 1998, 2000a & b) konnten Aufschliisse
dariiber gewonnen werden, welche entsprechenden Wirkmechanismen zugrunde liegen.

Aus den vorliegenden FErgebnissen lassen sich neue Ziele in der Pharmakotherapie
kardiovaskuldrer Erkrankungen durch Manipulation des Mas-Rezeptors ableiten. Auf der Basis
der Daten dieser Arbeit erscheint es sinnvoll, die Reaktivitit anderer Mitglieder der Mrg-Familie
auf Angiotensine und andere mogliche Liganden hin zu untersuchen, insbesondere da bis heute
nahezu 50% ,verwaiste‘ Rezeptoren bei Menschen und Nagetieren beschrieben worden sind.

Da die spezifische Expression Mas-verwandter GPCRs wie die der Mrgs in Subpopulationen der

sensorischen Neuronen erfolgt und durch RFamid Neuro-Peptide aktiviert werden, ist ihre
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Funktion beim Schutz vor schmerzhaften Stimuli denkbar (Dong et al., 2001; Zylka et al., 2003).
Es konnten sich zukiinftig neue Moglichkeiten ergeben, auch hier pharmakologisch in die

Schmerzkontrolle einzugreifen und neuronale Erkrankungen zu behandeln.
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6. Zusammenfassung

Lange galt Angiotensin (Ang)Il als einziges aktives Peptid des Renin-Agiotensin-Systems
(RAS). Inzwischen sind weitere Peptide bekannt, deren Bedeutung in der Pathogenese von
kardiovaskuldren Erkrankungen bisher nur partiell beschrieben wurden und die durch
hydrolytische Abspaltung zu Ang III [Ang-2-8)], Ang IV [Ang-3-8] und Ang-(1-7) umgewandelt
werden.

Die Aktivierung des G-Protein gekoppelten Rezeptors (GPCR) Mas fiihrt iiber einen Signalweg
zur Freisetzung von Arachidonsidure (AA). Mas-transfizierte COS-7-Zellen wurden hinsichtlich
ihrer AA-Freisetzung nach Inkubation mit verschiedenen Peptiden, Nicht-Peptiden und Neuro-
Peptiden untersucht. Als Kontrolle wurden COS-7-Zellen, die nur mit dem Kontrollplasmid
pcDNA transfiziert wurden, verwendet. AA wurde 18 Stunden vor der Inkubation (15 Minuten)
mit den Peptiden zu den stabil transfizierten Zellen zugefiigt. Die daraufhin freigesetzte Menge
an AA wurde iiber Fliissigszintigraphie ermittelt.

Es wurde die Funktion des Ang-(1-7) als ein Ligand des Mas-Rezeptors und ebenfalls des
spezifischen Antagonisten A779 des Ang-(1-7) am Mas-Rezeptor erfasst. Bei den nur pcDNA-
transfizierten Zellen (Leervektor) kam es nach Behandlung mit Ang-(1-7), AVE0991, Ang II,
Ang III und Ang IV zu signifikanten AA-Anstiegen. Daraus lédsst sich schlieBen, dass der Mas-
Rezeptor auch in COS-7-Zellen exprimiert wird. Bei allen getesteten Konzentrationen von
Ang-(1-7) kam es zu hochsignifikanter AA-Freisetzung. Nach Behandlung mit A779 kam es zu
einer kompletten Hemmung der durch Ang-(1-7) hervorgerufenen AA-Freisetzung.

Die AT1- und AT2-Blocker PD123319 und Irbesartan konnten die Wirkung des Ang-(1-7) nicht
antagonisieren, wodurch gezeigt werden konnte, dass der Ang-(1-7)-Rezeptor sich von den
klassischen Ang II-Rezeptoren AT1 und AT2 deutlich unterscheidet. Das Nicht-Peptid
AVE0991, welches als Mas-Rezeptor-Agonist gilt, fithrte bei den pcDNA-transfizierten Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu signifikanter AA-Freisetzung, nicht aber bei den
Mas-transfizierten Zellen vs. den pcDNA-transfizierten Zellen. Auch Ang I und Ang II fiihrten
bei den Mas-transfizierten Zellen vs. den pcDNA-transfizierten Zellen nur zu geringen
AA-Freisetzungen, wihrend es Ang III-, Ang IV- und Substanz P-vermittelt zu hoheren AA-
Freisetzungen kam und sich anhand dessen eine direkte Interaktion nachweisen lie. Eine
indirekte Wirkung durch eine verstirkte Expression der Ang II- und Ang IV-Rezeptoren konnte
anhand dieser Experimente jedoch nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund ihrer Sequenz-
homologien zu HSMas wurden auch die Rezeptoren MMMrgH, HSMrgX2, HSMrgXl,
HSMrgD, HSMrgF und HSMRG in der hier vorliegenden Arbeit untersucht. Wihrend Ang IV
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beim MrgH-Rezeptor zu einem signifikanten AA-Anstieg fiihrte, konnte am MrgX2-Rezeptor
durch Ang IV und Ang III eine Interaktion iiber die AA-Freisetzung nachgewiesen werden. Am
MrgX1-Rezeptor waren es Substanz P, AVE0991 und Ang IV, die als mogliche Liganden
identifiziert werden konnten. Ang IV und Ang-(1-7) zeigten bei den MrgD-transfizierten Zellen
hohe AA-Freisetzung. Im Gegensatz dazu kam es bei keinem der untersuchten Peptide zu
signifikanter AA-Freisetzung nach Inkubation mit den MrgF-transfizierten Zellen. Fir MRG
konnte eine Interaktion mit Ang IV, Ang-(1-7) und Ang II iiber die AA-Freisetzung beobachtet
werden, womit diese Peptide als mogliche Liganden zur Diskussion stehen. Die hier vorgelegte
Studie liefert eine molekularbiologische Basis fiir die Interaktion zwischen Mas und Ang-(1-7)
sowie des spezifischen Antagonisten A779. Die Ergebnisse erdffnen neue Wege in der
Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen durch Manipulation des Mas-Rezeptors. Die Daten
dieser Arbeit zeigen die Komplexitit des RAS auf, bei dem Ang-Metaboliten und Nicht-Ang-
Metaboliten mit verschiedenen Rezeptoren der Mrg-Familie interagieren und diverse, zum Teil
gegensitzliche biologische Informationen {ibermittelt werden. Erstmalig konnten direkte,
Ang IV-induzierte Effekte iiber GPCRs beschrieben werden, welche unabhingig von den
partiellen agonistischen Effekten auf den AT1-Rezeptor sind. Auch Ang II und Ang III ver-
mitteln eine Rezeptoraktivierung unabhéngig von ihren spezifischen Rezeptoren AT1 und AT?2.

Die Neuro-Peptide NPFF und NPAF wurden in der Studie von Dong er al. bereits als
Mas-Liganden diskutiert. In der hier vorliegenden Studie wurde die AA-Freisetzung nach Be-
handlung der HSMas-, MMMrgH- und HSMrgX1-Rezeptoren mit NPFF, NPAF, NPSF und
A779 untersucht. Das Neuro-Peptid NPFF zeigte am humanen Mas-Rezeptor deutliche AA-
Freisetzung. Auch die Kontrollzellen fiihrten zu signifikanten AA-Anstiegen. Die AA-
Freisetzung durch NPFF wurde durch A779 aufgehoben. A779 ist damit ein moglicher
Antagonist fiir NPFF am Mas-Rezeptor. Nur NPAF lieferte in einer hohen Konzentration einen
geringen AA-Anstieg. NPSF vermochte bei den Mas-transfizierten Zellen in allen
Konzentrationen einen signifikanten AA-Anstieg zu bewirken und fiihrte nach Behandlung mit
AT779 zu einer partiellen Antagonisierung. NPFF und NPSF sind damit mogliche Liganden am
Mas-Rezeptor. Am MMMrgH-Rezeptor fithrten NPFF, NPAF und NPSF zu signifikanten
AA-Anstiegen, die damit mogliche Liganden an diesem Rezeptor sind. Der durch NPFF, NPAF
und NPSF hervorgerufene AA-Anstieg wurde durch A779 partiell antagonisiert. Beim
HSMrgX1-Rezeptor wurde keine Interaktion mit den Neuro-Peptiden NPFF, NPAF und NPSF
sowie kein Antagonismus durch A779 festgestellt. Die Daten zeigen, dass die Neuro-Peptide am
Mas-Rezeptor wirken. Sie konnten die Nozizeption in vivo modulieren und bei neuronalen

Erkrankungen eingesetzt werden.
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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 eingeteilt: MrgA, MrgB und

MrgC, die in dieser Doktorarbeit allerdings nicht untersucht wurden (Dong et al., 2001).
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Anlage 2

CAGATATACG
ATTAGTTCAT
TGGCTGACCG
AACGCCAATA
CTTGGCAGTA
TAAATGGCCC
GTACATCTAC
TGGGCGTGGA

TGGGAGTTTG

pcDNA3.1(-)-Vektor-Sequenz

5’-Ende des hCMV-Promotors

CGTTGACATT

AGCCCATATA

CCCAACGACC

GGGACTTTCC

CATCAAGTGT

GCCTGGCATT

GTATTAGTCA

TAGCGGTTTG

TTTTGGCACC

GATTATTGAC

TGGAGTTCCG

CCCGCCCATT

ATTGACGTCA

ATCATATGCC

ATGCCCAGTA

TCGCTATTAC

ACTCACGGGG

AAAATCAACG

TAGTTATTAA TAGTAATCAA
CGTTACATAA
GACGTCAATA ATGACGTATG
ATGGGTGGAG
AAGTACGCCC CCTATTGACG
CATGACCTTA TGGGACTTTC
CATGGTGATG

ATTTCCAAGT CTCCACCCCA

TTACGGGGTC

CTTACGGTAA ATGGCCCGCC

TTCCCATAGT

TATTTACGGT AAACTGCCCA

TCAATGACGG

CTACTTGGCA

CGGTTTTGGC AGTACATCAA

TTGACGTCAA

GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC

CMV52-Primer 3/-Endes des hCMV-Promotors l

CCCATTGACG CAAATGGGCG GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT

CTGGCTAACT AGAGAACCCA CTGCTTACTG GCTTATCGAA
Apa I

GCTGGCTAGC GTTTAAACGG GCCCTICTAGA

ATTAATACGA CTCACTATAG

GGAGACCCAA CTCGAGCGGC CGCCACTGIG

CTGGATATCT GCAGAATTCC ACCACACTGG ACTAGTGGAT CCGAGCTCGG TACCAAGCTT

AAGTTTAAAC CGCTGATCAG CCTCGACTGT
POLBGH32-Primer
GTGCCTTCCT TGACCCTGGA

GCCTTCTAGT TGCCAGCCAT CTGTTGTTTG

BGH Poly-A-
CCCCTCCCCC CCCACTGTCC TTTCCTAATA
Signal

AAATGAGGAA

AGGTGCCACT

ATTGCATCGC ATTGTCTGAG TAGGTGTCAT TCTATTCTGG GGGGTGGGGT

GGGGCAGGAC AGCAAGGGGG AGGATTGGGA AGACAATAGC AGGCATGCTG GGGATGCGGT

Anlage 2.: Die pcDNA3.1(-)-Sequenz aus dem 2005-Bestellkatalog von Invitrogen. CMV- Promotor: Basen
232-819. BGH Poly-A-Stelle: Basen 1028-1252. pcDNA3.1/BGH, Reverse-Primer-Stelle: Basen 1022-1039.
Unterstrichen: CMV52-Primer, Primer, der im CMV-Promotor liegt, POLBGH32-Primer: entworfener Primer, der
in der Poly-A-Seite des pcDNA-Vektors liegt. Kursiv gedruckt: Apa I-Enzym.

Anlage 3

Vergleich der Plasmide von pcDNAMMMrgH und

pcDNAHSMRG mit den Datenbanksequenzen
A: pcDNAMMMrgH:

Mus musculus G-protein coupled receptor GPR90 mRNA, complete cds; Length=1809;
Score = 1368 bits (690), Expect = 0.0; Identities = 694/694 (100%), Gaps = 0/694 (0%);
Strand=Plus/Plu

Query 107 CCACAGAGAAAGCCATCTTCCTGGAATGGAGCCATTGGCAATGACCTITGTATCCTCTGGA

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr e et
Sbjct 817 CCACAGAGAAAGCCATCTITCCTGGAATGGAGCCATTGGCAATGACCTTGTATCCTCTIGGA

166

876
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Query 167
Sbijct 877
Query 227
Sbijct 937
Query 287
Sbjct 997
Query 347
Sbjctl1057
Query 407
Sbjctlll7
Query 467
Sbjctl177
Query 527
Sbjctl1237
Query 587
Sbjctl1297
Query 647
Sbjctl357
Query 707
Sbjctl417
Query 767

Sbict1477

ATCCACACAACCCACCAGAAACAAAACCCCAAATGAAACCACCTGGTCTTCAGAGCATAC

Crerrrrrrrrerrrrerrrrrerererrrrrr e ettt ettt
ATCCACACAACCCACCAGAAACAAAACCCCAAATGAAACCACCTIGGTCTTCAGAGCATAC

GGATGACCACACTTACTTCTTAGTCTCCCTGGTCATTTGTTCCCTGGGACTGGCTGGGAA

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrr e e e et
GGATGACCACACTTACTTCTTAGTCTCCCTGGTCATTTGTTCCCTGGGACTGGCTGGGAA

TGGCCTTTTGATATGGTTCCTAATCTTCTGTATCAAGAGGAAGCCATTCACCATCTACAT

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGGCCTTTTGATATGGTTCCTAATCTTCTGTATCAAGAGGAAGCCATTCACCATCTACAT

CCTCCATCTCGCCATTGCAGACTTCATGGTCCTCCTCTGTTCGTCCATCATGAAGCTAGT

Crerrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
CCTCCATCTCGCCATTGCAGACTTCATGGTCCTCCTCTGTITCGTCCATCATGAAGCTAGT

GAACACTTTTCACATCTACAATATGACCTTAGAGAGCTACGCCATCCTCTTCATGATCTT

Crerrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
GAACACTTTTCACATCTACAATATGACCTTAGAGAGCTACGCCATCCTICTTICATGATCTT

TGGCTACAACACAGGGCTCCACCTCCTCACGGCCATCAGCGTAGAGCGGTGCCTCTCCGT

Crrrrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
TGGCTACAACACAGGGCTCCACCTCCTCACGGCCATCAGCGTAGAGCGGTGCCTICTCCGT

GCTTTATCCAATCTGGTACCAGTGCCAACGCCCAAAACACCAGTCCGCTGTGGCCTGTAT

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrerrr e rrrrr et et
GCTTTATCCAATCTGGTACCAGTGCCAACGCCCAAAACACCAGTCCGCTGTGGCCTGTAT

GCTGCTGTGGGCCCTICTCTGTTCTCGTGTCTGGTTTGGAAAACTTCTTCTGCATTCTGGA

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et et ettt et
GCTGCTGTGGGCCCICTCTGTTCTCGTGTCTIGGTTTGGAAAACTTCTTCTGCATTCTGGA

AGTGAAGCCCCAATTCCCAGAATGCCGATACGTGTACATATTCTCCTGTATCTTGACTTT

Lrerrrrererrrrrrrerrrrrrrrrrrrre et et r e
AGTGAAGCCCCAATTCCCAGAATGCCGATACGTGTACATATTCTCCTIGTATCTTGACTTT

CCTGGTCTTCGTTCCTCTCATGATCTTCTCTAATTTGATCCTCTTCATCCAAGTCTGCTG

Crrrrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
CCTGGTCTTCGTTCCICICATGATCTTCTCTAATTTGATCCTCTTCATCCAAGTICTIGCTG

TAACCTGAAGCCACGTCAACCGACCAAGCTCTAT 800

CEerrrrrrrrrr e et ettt
TAACCTGAAGCCACGTCAACCGACCAAGCTCTAT 1510

226

936

286

996

346

1056

406

1116

466

1176

526

1236

586

1296

646

1356

706

1416

766

1476

Anlage 3A: Ergebnis des Sequenzvergleichs durch das BLAST-Programm nach Eingabe der Maxi 5-Sequenz.

Vergleich des Plasmids pcDNAMMMrgH mit der GPR90-Sequenz lt. Datenbank

Query= Maxi 5, Sbjct= NM030726.

B: pcDNAHSMRG:

mrg=mas-related [human, Genomic, 2416 nt]; Length=2416; Score = 1461 bits (737),
Expect = 0.0; Identities = 773/773 (100%), Gaps = 0/773 (0%); Strand=Plus/Plus

Query 28

TCCTGACTGTGATGTTGTGGCCCACTCAGGTCCCAGCACCCCATGGTCTGGGGGAAAATT
Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt et

87

Sbjct 955 TCCTGACTGTGATGTTGTGGCCCACTCAGGTCCCAGCACCCCATGGTCTGGGGGAAAATT 1014

(NM030726) (4.1.1).
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Query 88 TGCTIGGTTCAGCCAGAGGGCTGGATGGACAGTGTTTGCTGAGTCACAGATATCTICTICTCA 147

Crerrrrrrrrerrrrerrrrrerererrrrrr e ettt ettt
Sbjctl1015 TGCTGGTTCAGCCAGAGGGCTGGATGGACAGTGTTTGCTGAGTCACAGATATCTCTICTCA 1074

Query 148 TGTAGCCTITTGTCTCCACAGTGGTGACCAGGAGGCACAGAACCCAAACCTGGTATCTICAG 207

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrr e e e et
Sbjctl1l075 TGTAGCCTTTGTICTCCACAGTGGTGACCAGGAGGCACAGAACCCAAACCTGGTATCTICAG 1134

Query 208 CTICIGIGGCGICTTTCTTCAAAATGAGACGAATGAAACCATACATATGCAGATGAGCATG 267

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjctl1135 CICTGTGGCGTCTTTCTTCAAAATGAGACGAATGAAACCATACATATGCAGATGAGCATG 1194

Query 268 GCAGTIGGGACAGCAGGCCCTGCCCTTGAATATCATTGCCCCCAAGGCTGTIGCIGGICTICC 327

Frrrrrrrererrrrrererrerrrrrrrer et ettt et
Sbjctl195 GCAGTGGGACAGCAGGCCCTGCCCTTGAATATCATTGCCCCCAAGGCTGTGCTGGTICTCC 1254

Query 328 CTICIGIGGGGTICTTATTGAATGGCACTGTCTTCTGGCTGCTTTGCTGTGGGGCCACGAAT 387

Crrrrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
Sbjctl1255 CICTGTGGGGTCITATTGAATGGCACTGICTTCTGGCTGCTTTGCTGTGGGGCCACGAAT 1314

Query 388 CCCTACATGGTATACATCCTCCACCTGGTCGCTGCTGACGTGATCTATCTTTIGCIGCTICG 447

Frrrrerrererrrrrererrerrrr et ettt r et e
Sbjctl315 CCCTACATGGTATACATCCTCCACCTGGTICGCTGCTGACGTGATCTATCTTITGCTGCTCG 1374

Query 448 GCAGIGGGGTITCTTACAGGTGACTCTGCTAACTTATCATGGAGTCGTGTTTTTTATCCCT 507

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et
Sbjctl375 GCAGTGGGGTTCITACAGGTGACTCTGCTAACTTATCATGGAGTCGTGTTTITTTATCCCT 1434

Query 508 GATTTCCIGGCCATATTGTCTCCCTTCTCCTTTGAGGTGTGTCTCTGTICICCIGGTIGGCC 567

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et
Sbjctl1435 GATTTCCTIGGCCATATTGTICTCCCTTCTCCTTTGAGGTGTGTCTCTGTCTCCTGGTGGCC 1494

Query 568 ATCAGCACAGAGCGNnnnnnnnnnnnCCTCTTCCCCATCTGGTACAGATGCCACCGCCCA 627

Crrrrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
Sbjct1495 ATCAGCACAGAGCGGTGIGTGTGTIGTCCTICTTCCCCATCTGGTACAGATGCCACCGCCCA 1554

Query 628 AAATACACATCTAATGTTGTCTGCACCCTCATCTGGGGCCTGCCTTTTTGCATCAACATA 687

Crrrrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
Sbjctl555 AAATACACATCTAATGTTIGTCTGCACCCTICATCTGGGGCCTGCCTTTTTGCATCAACATA 1614

Query 688 GTAAAATCACTTTTCCTAACTTACTGGAAACATGTAAAGGCATGTGTCATATTTICTAAAG 747

Crrrrrrrrrrrrererrrrrerererrrrrrrr ettt ettt
Sbjctl615 GTAAAATCACTTTITCCTAACTTACTGGAAACATGTAAAGGCATGTGTCATATTTCTAAAG 1674

Query 748 CTTTCTGGGCTCTTCCATGCTATCCITTCACTTGTGATGTGTIGTGTCGAGTCT 800
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr ettt ettt et e

Sbjctl675 CTTTCTGGGCTCTTCCATGCTATCCTTTCACTTGTGATGTGTGTGTCGAGTCT 172

Anlage 3B: Ergebnis des Sequenzvergleichs durch das BLAST-Programm nach Eingabe der Maxi 2-Sequenz.
Vergleich des Plasmids pcDNAHSMRG mit der HSMRG-Sequenz lIt. Datenbank (S78653) (4.1.2).
Query= Maxi 2, Sbjct= S78653.
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Anlage 4

Vergleich der verwendeten Rezeptoren auf Aminosiure-

ebene
HS_MrgXl ——— MDP—————— TLDTELTPINGTE
HS_MrgX2 ——— MDP————TTPAWGTESTTVNGN
HS_Mas  —— == MDG---SNVTSFVVEEPTNIST
MM_MrgH = ——————m e MEP---LAMTLYPLESTQPTRN
HS_Mrgf --—---—-————————————————— MAGNCSWEAHPGNRNKMCPGLSEAPELYS
HS_MrgD  ——— MNQ-—--TLNSSGTVESALNYSR
HS_MRG MVWGKICWESQRAGWTVEFAESQISLSCSLCLHSGDQEAQNPNLVSQLCGVFLONETNETI
HS_MrgXl --—--ET---LCYKQTLSLTVLTCIVSLVGLTGNAVVLWLLGCRMRRNAFSIYILNLAAAD
HS_MrgX2 ——--DQALLLLCGKETLIPVFLILFIALVGLVGNGFVLWLLGFRMRRNAFSVYVLSLAGAD
HS_Mas G——RNASVGNAHRQIPIVHWVIMSISPVGFVENGILLWELCFRMRRNPEFTVYITHLSIAD

MM_MrgH KTPNETTWSSEHTDDHTYFLVSLVICSLGLAGNGLLIWFLIFCIKRKPEFTIYILHLATIAD
HS_MrgF RGFLTIEQIAMLPPPAVMNYIFLLLCLCGLVGNGLVLWEFGFSIKRNPFSIYFLHLASAD
HS_MrgD ————-GS—-—-TVHTAYLVLSSLAMFTCLCGMAGNSMVIWLLGFRMHRNPFCIYILNLAAAD
HS_MRG HMOMSMAVGQQALPLNIIAPKAVLVSLCGVLLNGTVEFWLLCCGAT-NPYMVYILHLVAAD

HS_MrgXl F-LFLSGRLIYSL—-LS--FISIPHTISKILYPVMMFSYFAGLSFLSAVSTERCLSVLWP
HS_MrgX2 F-LFLCFQIINCLVYLSNFFCSISINFPSFFTTVMTCAYLAGLSMLSTVSTERCLSVLWP
HS_Mas ISLLFCIFILSIDYALD-YELSSGHYTIVILSVTFLEFGYNTGLYLLTAISVERCLSVLYP
MM_MrgH FMVLLCSSIMKLVN--—--TFHIYNMTLESYAILFMIFGYNTGLHLLTAISVERCLSVLYP
HS_MrgF.. VGYLEFSKAVESILNTGGFLGTFADYIRSVCRVLGLCM-FLTGVSLLPAVSAERCASVIEP
HS_MrgD L—LFLFSMASTLSLETQPLVNTTDKVHELMKRLMYFAYTVGLSLLTAISTQRCLSVLEP
HS_MRG VIYLCCSAVGFLQVTLL-TYHGVVEFFIPDFLAILSPFSFEVCLCLLVAISTERCVCVLEP

HS_MrgXl IWYRCHRPTHLSAVVCVLLWALSLLRSILEWMLCGEFLEFSGADS-AWCQTSDFITVAWLIFE
HS_MrgX2 IWYRCRRPRHLSAVVCVLLWALSLLLSILEGKFCGFLFSDGDS-GWCQTFDFITAAWLIFE
HS_Mas IWYRCHRPKYQSALVCALLWALSCLVTITMEYVMCIDREEESHSRNDCRAV-IIFIAILSFE
MM_MrgH IWYQCQRPKHQOSAVACMLLWALSVLVSGLENFFCILEVKPQFP-—ECRYV-YIFSCILTF
HS_MrgF AWYWRRRPKRLSAVVCALLWVLSLLVTCLHNYEFCVEFLGRGAPGAACRHMDIFLGILLEFLL
HS_MrgD IWFKCHRPRHLSAWVCGLLWTLCLLMNGLTSSFCSKFLKFNED—RCFRV-DMVQAALIM
HS_MRG IWYRCHRPKYTSNVVCTLIWGLPFCINIVKSLELT-YWKHVKA---CVIF--LKLSGLFH

HS_MrgXl LCV——=VLCGSSLVLLIRILCGS--RKIPLTRLYVTILLTVLVFLLCGLPFGIQFFLFLWI
HS_MrgX2 LFM-—VLCGSSLALLVRILCGS--RGLPLTRLYLTILLTVLVFLLCGLPFGIQWEFLILWI
HS_Mas LVETPLMLVSSTILVVKIRKNT--WASHSSKLYIVIMVTIIIFLIFAMPMRLLYLLYYEY
MM_MrgH LVEVPLMIEFSNLILFIQVCCNL--KPROQPTKLYVIIMITVILFLVEAMPMKVLLIIGYYS
HS-MrgF CCPLMVLPCLALILHVECRARRRQ-—--RSAKLNHVILAMVSVFLVSSIYLGIDWELEWVE
HS_MrgD GVLTPVMTLSSLTLEVWVRRSSQQOWRROQPTRLEFVVVLASVLVFLICSLPLSIYWEVLYWL
HS_MRG ATILSLVMCVSSLTLLIRFLCCS——QQQOKATRVYAVVQISAPMFLLWALPLSVAPLITDFK

HS_MrgXl HVDREVLFCHVHLVSIFLSALNSSANPIIYFFVGSFRORONRON--LKLVLQRALQDASE
HS_MrgX2 WKDSDVLFCHIHPVSVVLSSLNSSANPIIYFFVGSFRKQWRLQQOPILKLALQRALQDIAE

HS_Mas WS————-TFGNLHHISLLESTINSSANPF IYFFVGS SKKKRFKES—--LKVVLTRAFKDEMQ
MM_MrgH SS—-LDDSVWDSLPYLNMLSTINCSINPIVYFVVGSLRRKRSRKS—LKEALQKVFEEKPV
HS_MrgF QIPAPFPEYVTIDL----CICINSSAKPIVYFLAGRDKSQRLWEP--LRVVFQRALRDGAE

HS_MrgD SLP-PEMQVLCFEFSLSRLSSSVSSSANPVIYFLVGS-RRSHRLPTRSLGTVLQQOALREEPE
HS_MRG MF————- VI-TSYLISLELIINSSANPIIYFFVGSLRKKRLKES--LRVILQRALADKPE
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HS_MrgXl VDEGGGQLPEEILELSGSRLEQ

HS_MrgX2 VDHSEGCFRQGTPEMSRSSLV

HS_Mas PRROKDNCNTVTVETVV

MM_MrgH VASRENVTQFSLPS

HS_MrgF LGEAGGSTPNTVTMEMQCPPGNAS

HS_MrgD LEGGE-TPTVGTNEMGA

HS_MRG VGRNKKAAGIDPMEQPHSTQHVENLLPREHRVDVET

Anlage 4.: Der HSMas-Rezeptor und die MMMrgH-, HSMrgX1-, HSMrgX2-, HSMrgD-, HSMrgF- und HSMRG-
Rezeptoren im Sequenzvergleich. Dargestellt ist die Aminosduresequenz der jeweiligen Rezeptoren. Fett gedruckt:

iibereinstimmende Aminosduren. Die transmembrandren Bereiche sind grau unterlegt.

Anlage 5
Vergleich der Rezeptor-Sequenzen auf DNA-Ebene

HS_MrgXl GCCATGGATCCAACCATCTCAACCTTGGACACAGAACTGACACCAATCAACGGAACTGAGGAGAC
HS_MrgX2 GCGATGGATCCAACCACCCCGGCCTGGGGAACAGAAAGTACAACAGTGAATGGAAATGACCAAGC
HS_Mas GCCCATGGATGGGTCAAACGTGACATCATTITGTTGTTGAGGAACCCACGAACATCTCAACTGGCA
MM_MrgH CCACAGAGAAAGCCATCTTCCTGGAATGGAGCCATTGGCAATGACCTTGTACCCTCTGGAATCCA
HS_MrgF GGCCATGTGCCCTGGCCTGAGCGAGGCCCCGGAACTCTACAGCCGGGGCTTCCTGACCATCGAGC
HS_MrgD GCCATGAACCAGACTTTGAATAGCAGTGGGACCGTGGAGTCAGCCCTAAACTATTCCAGAGGGAG
HS_MRG ATGGTCTGGGGGAAAATTTGCTGGTTCAGCCAGAGGGCTGGATGGACAGTGTTTGCTGAGTCACA

HS_MrgXl TCTTTGCTACAAGCAGACCTTGAGCCTCACGGTGCTGACGTGCATCGTITTICCCTITGTCGGGCTGA
HS_MrgX2 CCTTCTTCTGCTTTGTGGCAAGGAGACCCTGATCCCGGTCTTCCIGATCCTITTTCATTIGCCCTGG
HS_Mas GGAACGCCTCAGTCGGGAATGCACATCGGCAAATCCCCATCGTGCACTGGGTCATTATGAGCATC
MM_MrgH CACAACCCACCAGAAACAAAACCCCAAATGAAACCACCTGGTCTTCAGAGCATACGGATGACCAC
HS_MrgF AGATCGCGATGCTGCCGCCTCCGGCCGTCATGAACTACATCTTCCTGCTCCTCTGCCTGTGTGGC
HS_MrgD CACAGTGCACACGGCCTACCTGGTGCTGAGCTCCCTGGCCATGTTCACCTGCCTGTGCGGGATGG
HS_MRG GATATCTCTCTCATGTAGCCTTTGTCTCCACAGTGGTGACCAGGAGGCACAGAACCCAAACCTGG

HS_MrgXl ..+909bp.
HS_MrgX2 ..+863bp.

HS Mas ..+1139%p.
MM_MrgH ..+863bp.
HS_MrgF ..+842bp.
HS_MrgD ..+899%bp.
HS_MRG .+1079p.

Anlage 5: Vergleich der Rezeptor-Fragmente auf DNA-Ebene. Das HSMrgX1-Fragment besteht aus 1039bp, das
HSMrgX2-Fragment aus 993bp, das HSMas-Fragment aus 1269bp, das MMMrgH-Fragment aus 993bp, das
HSMrgF-Fragment aus 972bp, das HSMrgD-Fragment aus 1029bp und das HSMRG-Fragment aus 1209bp.

Unterstrichen: Start-ATG. Fett unterstrichen: Entworfene Primer fiir die jeweilige Mas-spezifische cDNA.
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Anlage 6
DNA-Lingenmarker
A Lambda-Marker EcoR I/ Hind IIT

Iny ngS0.5py b8

21226% 8.8 438
5148 231 106
4973 5.3 10.3
- 4252 A44.0 8.8
35207 364 .2

— 2027 20.9 4.2
19104 19.6 39

1584 16.3 3.3
1374 14.2 2.8

Q47 9.8 1895
& a3 1R EY 1.7
=)
= = a4 8.8 1.2
=
OApatane,
#em length gel,

1X TAE, V\fem, 45min

Anlage 6A: Lambda-Marker verdaut mit EcorR I und Hind III. Aus dem 2005-Bestellkatalog von Promega
(Mannheim, Deutschland).

B PhiX 174 DNA/ BsUR I (Hae III) Marker, 9
bix na'0.5pa % I
— 1363
— 1078
1353 1266 251 872
10¥s 1001 20.0
ar2 810 182
— G032
[0S a0 112
210 28.8 5.8
21 26.1 5.2 o
27 ZnzZ BO —Zai=
234 29.7 4.3 29
194 1&.0 3.6
118 11.0 2.2 B 12$
= T2 BY 1.3
;% ~ 118
0. 5pgilane,
Som lengih gel, — ]

1X TBE, &Vfcem, 1.5hrs

% polyacramide

(re]

1 TAE, 8\Wom, 2hrs

Anlage 6B: Phi-X 174-Marker verdaut mit dem Enzym BsuR 1. Aus dem 2005-Bestellkatalog von Promega
(Mannheim, Deutschland).
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