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Einleitung

1 Einleitung

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die membranstandigen Rezeptoren an der Zelloberflachen von Zellen lassen sich in
vier groRe Klassen einteilen: die ligandengesteuerten lonenkanale, die Tyrosin-
Kinasen bindenden Rezeptoren, Rezeptoren mit eigener Kinaseaktivitat und die G-
Protein gekoppelten Rezeptoren (G protein-coupled receptor, GPCR).

Die GPCR stellen mit Gber 1000 Mitgliedern die mit Abstand grof3te Rezeptorklasse
aller eukaryotischen Organismen dar (zur Ubersicht siehe: http://www.gpcr.org; Horn
et al, 1998). Ihre Aufgabe ist die Bindung extrazellularer Liganden
unterschiedlichster Natur wie Proteine, Peptide, biogene Amine, Nucleotide,
Nucleoside, Lipide, Kohlenhydrate, Ca®", aber auch Photonen, gustatorische und
olfaktorische Signale. Zudem kann der gleiche Ligand verschiede GPCR binden, so
sind z.B. zurzeit fur Serotonin 15 unterschiedliche GPCR bekannt. Eine weitere
Aufgabe der GPCR ist, diese Ligandenbindung durch eine Konformationsanderung
des Rezeptors in ein Signal in das Zellinnere umzuwandeln. Im Zellinneren wird das
Signal Uber heterotrimare G-Proteine und/oder andere Mediatoren auf Effektoren wie
Enzyme und lonenkanale Ubertragen und dadurch diversifiziert und verstarkt. Auf
diese Weise wird die ungeheuere Vielzahl von Signalen, die von GPCR erkannt
werden, auf nur wenige Effektoren in der Zelle Ubertragen, und so den Zellen eine
Reaktion auf diese Signale ermdglicht (Bockaert und Pin, 1999). Folglich sind GPCR
an der Kontrolle vieler physiologischer Vorgange, wie auch unserem Verhalten
beteiligt (Hamm, 1998; Gether, 2000). Diese zentrale Bedeutung von GPCR wird u.a.
dadurch deutlich, dass sie in pathologische Prozesse, wie kardiovaskulare und
mental-psychische Stérungen, Degeneration der Netzhaut, Krebs und AIDS,
involviert sein kénnen (Berger et al., 1999; Rattner et al., 1999; Rockman et al.,
2002; Schoneberg et al., 2002; Seifert et al., 1999; Unger, 2002).

Uber 3% der menschlichen Gene entsprechen GPCR-Genen, woraus die sehr grofte
Bedeutung der GPCR in der Pharmakologie ersichtlich wird. Mehr als die Halfte aller
neu eingefuhrten Arzneistoffe sind gegen Rezeptoren dieser Klasse gerichtet, um
deren Wirkung zu stimulieren oder zu blockieren (Sautel et al., 2000; Schwalbe et al.,
2002).


http://www.gpcr.org/
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1.1.1 Struktur

Obwonhl die GPCR keine allgemeine Proteinsequenzhomologie aufweisen, haben sie
charakteristische strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten. So zeichnen sich
alle GPCR topologisch durch sieben a-helikale Transmembrandomanen (TMD) aus,
die durch alternierende intra- und extrazellulare Schleifen miteinander verbunden
sind. Zudem tragen diese Rezeptoren einen extrazellularen Aminoterminus (N-
Terminus) und einen intrazellularen Carboxyterminus (C-Terminus), deren Lange
rezeptorspezifisch sehr variieren kann. Signifikante Proteinsequenzhomologien
innerhalb der TMD lassen eine Einteilung der Rezeptoren in drei Familien zu:

Die Familie A der Rhodopsin-verwandten Rezeptoren, die Familie B der
Glucagonrezeptor-ahnlichen Rezeptoren und die Rezeptoren der Familie C, deren
Struktur den metabotrophen  Neurotransmitterrezeptoren ahnlich ist. Die
Pheromonrezeptoren STE2 und STE3 der Hefen sowie vier unterschiedliche cAMP-
Rezeptoren aus Dictyostelium Discoideum bilden drei weitere kleinere Familien

(siehe: http://www.gpcr.org/phylo/phylo.html; Strader et al., 1995).

Die mit Abstand grof3te und am besten untersuchte Familie ist die der Rhodopsin-
verwandten Rezeptoren, zu der auch die Angiotensinrezeptoren gehoéren. Diese
Familie zeichnet sich durch verschiedene, hoch konservierte Eigenschaften aus. So
verfugen alle Rezeptoren der Familie Uber eine Disulfidbricke zwischen der ersten
und zweiten extrazellularen Schleife und einer Palmitoylierungsstelle am
zytoplasmatischen Ende, die zur Ausbildung einer vierten intrazellularen Schleife
fuhrt. Ebenso hoch konserviert sind die Motive Glu/Asp-Arg-Tyr (E/DRY) auf der
zytoplasmatischen Seite der dritten TMD und Asn/Asp-Pro-xx-Tyr (N/DPxxY) auf der
zytoplasmatischen Seite der siebten TMD, wobei x jeder beliebigen genetisch

kodierten Aminosaure entsprechen kann.

1.1.2 Ligandenbindung
Die Ligandenbindung der GPCR ist abhangig von den strukturellen Eigenschaften

der Rezeptoren, sowie der Art der Liganden. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass
die Bindung von grof3eren Peptidliganden, wie beispielsweise der Chemokine und
auch der Angiotensine, vor allem uber die extrazellularen Domanen, insbesondere

uber den N-Terminus der Familie A Rezeptoren erfolgt (Leong et al., 1994; Hjorth et
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al., 1994; Feng et al., 1995; Heerding et al., 1997). Kleine Molekule wie Eicosanoide,
Purine und biogene Amine, aber auch das Chromophor 11-cis-Retinal des
Rhodopsins gehen Wechselwirkungen tief in der von den TMD gebildeten
Bindungstasche der Familie A Rezeptoren ein (Sakmar, 1998; Ji et al.,, 1998;
Mansour et al., 1992; Wang et al., 1993; Gantz et al., 1992).

Eine wichtige pharmakologische Erkenntnis ist, dass Peptidliganden in einigen Fallen
durch kleine peptidfremde Molekile ersetzt werden kdnnen, die deutlich stabiler und
leichter zu applizieren sind als Peptide. Diese Molekule konnen sowohl als
Antagonisten, aber auch als Agonisten eingesetzt werden (Schwartz et al., 1995;
Rohrer et al., 1998). Das fuhrte dazu, dass GPCR das Ziel einer sich schnell
entwickelnden Forschung zur Entdeckung neuer pharmakologischer Komponenten
wurden (Hughes et al., 1975; Schwartz et al., 1995).

Bereits 1971 wurde das Peptid Saralasin als Angiotensin Il (Angll)-
Rezeptorantagonist eingefuhrt (Pals et al., 1971), seine blutdrucksenkende
Eigenschaft 1979 erstmals an Patienten beschrieben. Saralasin ist als Peptid nicht
oral bioverfigbar und kann zudem nicht zwischen den beiden Angll-
Rezeptorsuptypen-1 (AT1) und -2 (ATZ2) diskriminieren. Als erster peptidfremder,
synthetischer und hochselektiver Ligand des AT1-Rezeptors wurde 1995 das
benzylsubstituierte Imidazolderivat Losartan als Rezeptor-Antagonist eingeflhrt.
Bindungsstudien an den Angll-Rezeptoren mit dem peptidfremden Antagonisten
PD123177 fuhrten dann zur Entdeckung des AT2-Rezeptors, des weiteren, wichtigen
Angll-Rezeptor Subtyps (Timmermans PB et al., 1993).

Interessant ist zum einen, dass die kleinen peptidfremden Molekile, die an die
GPCR binden, Kkeinerlei strukturelle Verwandtschaft zu den endogenen
Peptidliganden aufweisen mussen, und zum anderen, dass unterschiedliche
Aminosaurereste der GPCR an der Bindung beteiligt sein kdnnen (Turcatti et al.,
1997). Dadurch kann es mehrere Mdglichkeiten geben, ein und denselben GPCR zu
aktivieren (Schwartz und Rosenkilde, 1996).

1.1.3 G-Protein-Kopplung

Die Bindung von spezifischen extrazellularen Liganden induziert in GPCR eine
Konformationsanderung, die zur Rezeptoraktivierung fuhrt. Die Rezeptor-assoziierten
G-Proteine auf der Innenseite der Zellmembran leiten das Signal in das Zellinnere

weiter und beginnen die Signalkaskade. G-Proteine sind heterotrimer und jeweils aus
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einer a-, B- und y-Untereinheit zusammengesetzt. Bei ihrer Aktivierung wirken GPCR
als Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (guaninenucleotide exchange factors, GEFs),
wobei das an der a-Untereinheit gebundene GDP durch GTP ausgetauscht wird.
Sowohl die durch GTP-Bindung aktivierte a-Untereinheit als auch das Dimer aus den
B- und y-Untereinheiten dissoziiert darauf vom Rezeptor. In diesem Zustand kdnnen
sie verschiedene Effektorproteine durch Protein-Protein-Interaktion aktivieren, und
zwar, unabhangig voneinander, synergistisch oder antagonistisch (Neer und
Clapham, 1988). Die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit sorgt wiederum
fur die Umsetzung von GTP zu GDP unter Freisetzung eines Phosphatrestes. Die a-
Untereinheit koppelt wieder an den Rezeptor und die By-Untereinheit; sie kann bei
der nachsten Stimulierung des Rezeptors erneut aktiviert werden (Conklin und
Bourne, 1993; Inglese et al., 1995).

Uber diesen Kopplungsmechanismus wird ein Signal nicht nur von auRRen in die Zelle
weitergeleitet, sondern auch deutlich verstarkt. Es wird eine Signalkaskade
aufgebaut, in der jeder aktivierte Rezeptor eine Vielzahl von G-Proteinen aktiviert und
so zur Signallbertragung auf entsprechend viele Effektorenzyme beitragt. Jedes
aktivierte Effektorenzym kann das Signal wiederum um das Hundert- bis
Tausendfache verstarken. Zudem koénnen einige GPCR unterschiedliche G-Protein-
Typen aktivieren und so das Signal diversifizieren. So sind fur den AT1-Rezeptor

Kopplungen mit dem Gi-, Gg- und Go-G-Protein beschrieben (Shirai et al. 1995).

1.1.4 Heterotrimere G-Proteine

Der ungeheueren Vielzahl von GPCR steht nur eine limitierte Anzahl von G-
Proteinen gegenuber, wobei einige von ihnen ubiquitar, andere nur in bestimmten
Geweben exprimiert werden. Es sind zurzeit nur 16 a-Untereinheiten bekannt, die
aufgrund von Sequenzhomologien in die vier Familien Gas, Gai, Gag und Gaiz/13
aufgeteilt werden. Die strukturelle und funktionelle Klassifizierung der trimaren G-
Proteine wurde Uber ihre a-Untereinheit definiert. Die a-Untereinheit ist assoziiert mit
dem PBy-Dimer, das sich aus jeweils einer Untereinheit der funf B- und 12 vy-
Untereinheiten zusammensetzt. Die lineare Sequenz der B-Untereinheiten besteht
aus sieben oder acht Tandem-Wiederholungen mit einer zentralen konservierten Trp-
Asp-Sequenz, auch "WD-40"-Motiv genannt (Garcia-Higuera et al., 1998). Die y-
Untereinheiten sind in ihrer Primarsequenz weniger konserviert als die -

Untereinheiten und werden zur Verankerung des By-Dimers in der Zellmembran am

8



Einleitung

C-Terminus prenyliert, wobei die retinale G1-Untereinheit farnesyliert und die
anderen G-Untereinheiten in Sdugetieren geranylgeranylisiert werden (Casey, 1995;
Iniguez-Lluhi et al., 1992).

Diese Verankerung in der Zellmembran flhrt zu einer Einschrankung auf eine nur
zweidimensionale Bewegungsfreiheit. Da sowohl die GPCR als auch die allermeisten
Effektormolekuile in der Zellmembran residieren, fihrt diese Einschrankung zu einer
Beschleunigung der Signaltransduktion.

Reguliert werden die G-Proteine unter anderem durch GTPase aktivierende Proteine
(GAPs), die die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit unterstutzen.
AuBerdem wird die Hydrolyse von GTP an der aktivierten a-Untereinheit trimarer G-
Proteine von den Regulatoren der G-Protein-Signallibertragung (RGS-Proteine)
stimuliert, deren Familie mehr als 20 Mitglieder zahlt (De Vries et al., 2000).

Die By-Untereinheit trimarer G-Proteine wird durch das Protein Phosducin reguliert,
das fest an das By-Dimer bindet und so dessen Interaktion mit der a-Untereinheit und
den Effektoren inhibiert (Bluml et al., 1997).

1.1.5 Effektoren der G-Proteine

Die a- und By-Untereinheiten der G-Proteine regulieren die Aktivitaten von strukturell
ganz unterschiedlichen Gruppen von Effektormolekilen, bestehend aus Enzymen zur
Synthese intrazellularer Signalmolekule, so genannter "second messenger”, sowie
lonenkanalen. Eine Ubersicht tber die G-Protein-Effektoren ist in Tabelle 1.1
gegeben.

Die Aktivierung dieser Enzyme und Kanale hat eine Konzentrationsanderung von
diffusionsfahigen Signalmolekulen zur Folge, welche das Rezeptorsignal verstarken
und, von der Zellmembran ausgehend, in der gesamte Zelle verbreiten.

Die weit verbreitete Adenylatzyklase katalysiert die Bildung von zyklischem AMP
(cAMP) aus dem Substrat Mg?*-ATP (lyengar, 1993). Die cGMP-Phosphodiesterase
spielt eine zentrale Rolle im visuellen System von Wirbeltieren und katalysiert die
Bildung von cGMP (Hamm, 1991).

Die Hydrolyse von Inositollipiden wird von der Phospholipase C (PLC) katalysiert. Es
gibt drei PLC-Familien, die als PLC-B, -y und -0 bezeichnet werden, wobei die PLC-
B-Familie mit ihren vier Isoenzymen von G-Proteinen aktiviert werden kann (Tab.

1.1). Sie katalysiert die Umsetzung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)
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in das Protein-Kinase C (PKC)-aktivierende Diacylglycerin (DAG) und das Ca®*-
Kanale 6ffnende Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) (Rhee und Choi, 1992).
Phosphoinositol-3-Kinasen sind ATP-abhangige Enzyme, die die Phosphorylierung
der D-3-Hydroxylgruppen der drei haufigsten myo-Inositol enthaltenden
Phospholipide  katalysieren, so dass aus  Phosphatidylinositol  (PI),
Phosphatidylinositol-4-phosphat ~ und Phosphatidylinositol-3-phosphat ~ PIP2,
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat sowie Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
gebildet werden (Vanhaesebroeck et al., 1997).

Die Phospholipase A2 setzt Arachidonat von Zellmembranlipiden frei, eine Vorstufe
in der Synthese von Prostaglandinen. Man unterscheidet sekretorische Formen mit
geringen und zytosolische Formen mit hohem Molekulargewicht (Dennis, 1997).
Zudem spielen G-Proteine eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung und
Modulierung von K*-, Ca?*-, Na*- und CI-Kanalen (Clapham, 1994).

Gruppe Isotypen G-Protein Selektivitat
Adenylatzyklase I ast, dol, 0zl, Byl
I, IV ast, By1
1, VI, VI, IX as?
\Y asf, az|
cGMP-Phosphodiesterase arl
Phospholipase C B1, B2, Ba, Ba aqT, aq11, d1sT, @ 167, BYT
Phosphoinositol-3-kinase P120y, p101 By, aot
Phospholipase A2 By?1
K*-Kanale IK.ACH ait, Byt
IK.ATP (ofh)
Ca?*-Kanale neuronaler N-Typ airl, Qiad, BYJ
cardialer L-Typ as?t
Na*-Kanale cardial ast
epithelial izl
cardial as?t
epithelial a;l

Tabelle 1.1 G-Protein-Effektoren (nach: Morris und Malbon, 1999);
1 aktivierend;| inhibierend
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1.1.6 GPCR Regulation

Die Dissoziation des Agonisten vom Rezeptor ist der zeitlich schnellste Vorgang, der
zur Signalabschaltung fuhrt. Bei haufiger Stimulation des Rezeptors durch seinen
Agonisten ist aber oftmals eine Abschwachung des Signals zu beobachten. Dieser
Vorgang wird als Desensibilisierung bezeichnet. Als homologe Desensibilisierung
wird die Verminderung der SignalUbertragung des Rezeptors in Gegenwart seines
Agonisten bezeichnet. Eine heterologe Desensibilisierung erfolgt, wenn ein
nichtstimulierter Rezeptor durch die Stimulation eines anderen Rezeptors
desensibilisiert wird und dadurch nicht mehr stimulierbar ist.

Eine wichtige Rolle fir die Desensibilisierung spielt die Phosphorylierung von
bestimmten Serin- und/oder Threoninresten an den intrazellularen Domanen des
Rezeptors. Sie wird durch verschiedene Kinasen (z.B. cAMP-abhangige
Proteinkinase A, Ca?'/Phospholipid-abhidngige Proteinkinase C oder G-Protein
gekoppelte Rezeptor-Kinasen) katalysiert, die Uber ,second messenger‘ aktiviert
werden und so mittels negativer Ruckkopplung zur Beendigung des Signals fuhren

(Bunemann und Hosey, 1999).

Die Rezeptorphosphorylierung beglnstigt die Bindung von zytosolischen -
Arrestinen an die GPCR. Die B-Arrestin-Bindung verhindert die erneute Kopplung von
G-Proteinen an die Rezeptoren und fuhrt zur Rezeptor-Internalisierung. Gleichzeitig
ermdglichen die B-Arrestine als Adapter die funktionelle Interaktion mit dem Protein
Clathrin, das die Dynamin-abhangige oder -unabhangige Internalisierung zu
intrazellularen Kompartimenten einleitet (Oakley et al., 1999; Cao et al., 1998;
Luttrell, 1999; Roettger et al., 1995). Es sind jedoch auch Falle bekannt, in denen
Caveolin-haltige Vesikel die Internalisierung von GPCR vermitteln (Anderson, 1998).
Die Internalisierung eines Ligand-besetzten Rezeptors erfolgt in Form
endozytotischer Vesikel, in denen der intrazellulare Transport erfolgt. Nach
Dephosphorylierung durch Phosphatasen, sowie der Dissoziation des Liganden
(Cornea et al., 1999) wird der Rezeptor zurick zur Zelloberflache gebracht, wo er
erneut aktiviert werden kann. Internalisierte Rezeptoren unterliegen aber zu einem
gewissen Anteil auch der Degradation, d.h. diese Rezeptoren werden durch
Proteasen abgebaut. GPCR, die im Laufe ihrer Aktivierung irreversibel verandert

werden, wie es bei Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR1-3) der Fall ist, unterliegen
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naturgemaf einem Abbau und sind beispielhaft fur GPCR-Regulation, die in starkem
Mal auf transkriptioneller Ebene stattfindet. Die Ergebnisse einer Arbeit von Shenoy
et al., 2001, deuten darauf hin, dass [3-Arrestine nicht nur eine Adapter-Funktion fur
die Internalisierungsmaschinerie Ubernehmen, sondern ebenfalls direkten Einfluss
auf die Rezeptor-Degradierung ausuben. BR-Arrestine regulieren beispielsweise die
Ubiquitinierung des R2-adrenergen Rezeptors (R2AR) durch E2 Ubiquitin-Ligasen
(Stous & Govers, 1999; zur Ubersicht siehe: Ferguson SS., 2001).

Daruber hinaus weisen die Ergebnisse einer Arbeit von Daaka et al., 1998, darauf
hin, dass die GPCR-Internalisierung funktioneller Teil des Aktivierungsprozesses sein
kann. So bildet die Translokation der GPCR zu intrazellularen Kompartimenten der
Zelle die Voraussetzung flr die G-Protein-unabhangige Aktivierung einer Mitogen-

aktivierten Protein-Kinase (Daaka et al., 1998).

1.1.7 Dimerisierung

Im Gegensatz zu anderen plasmamembranstandigen Rezeptoren, wie z.B. den
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK), fur die die funktionelle Dimerisierung Teil des
Aktivierungsprozesses darstellt, wurden GPCR lange Zeit als funktionelle Monomere
angesehen. In den letzten Jahren aber hat sich gezeigt, dass eine ganze Reihe
GPCR die Fahigkeit zur Dimerisierung besitzen (Hébert und Bouvier, 1998). Uber die
genauen Mechanismen sowie die funktionelle Relevanz der Dimerisierung ist bislang
noch wenig bekannt. Die Arbeitsgruppe um Quitterer et al. konnte zeigen, dass die
GPCR der vasoaktiven Peptide Bradykinin und Angll ihre Signalwirkung mittels
Heterodimerisierung modulieren. So kann der AT1-Rezeptor seine Angll induzierte
Aktivitat durch Heterodimerisierung mit dem Bradikinin Rezeptor auf diesen
Ubertragen und dadurch verstarken (AbdAlla et al.,, 2000; 2001a). Eine
Heterodimerisierung des AT1-Rezeptors mit dem AT2-Rezeptor jedoch fuhrt zu einer
Antagonisierung des Signals des AT1-Rezeptors (AbdAlla et al., 2001b). Diese
Homo- und Heterodimerisierungen der GPCR flhren zu einer neuen Stufe an
Komplexitat, da sie den stdchometrischen Verhaltnissen, in denen die Rezeptoren
zueinander stehen, ein groReres Gewicht bei der Betrachtung der

Rezeptorfunktionen verleiht (zur Ubersicht siehe: Milligan et al. 2003).
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Sie konnen aber auch eine Hilfe bei der Entschlisselung von
Signaltransduktionswegen von GPCR sein, deren Signaltransduktion noch im
Dunkeln liegt. So ist die Signaltransduktionskaskade des AT2-Rezeptors noch nicht
hinreichend bekannt. Ein Wirken des Rezeptors uber Hetero- und/oder
Homodimerisierungen mit anderen GPCR wirde neue Ansatze fur Hypothesen
bieten und helfen, die ihm zugesprochene intrinsische Aktivitat zu erklaren (Miura
and Karnik, 2000).

1.1.8 G-Protein unabhangige Interaktionspartner

Eine stetig wachsende Zahl von Hinweisen hat in den letzten Jahren zu einer
Modifizierung des urspriinglichen Verstandnisses Uber die Physiologie von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren gefuhrt, wonach ein GPCR spezifisch mit nur einem
Typ von G-Proteinen interagiert. GPCR sind vielmehr in der Lage, mit den
unterschiedlichsten intrazellularen Proteinklassen zu interagieren und so ein
hochkomplexes Signaltransduktionsnetzwerk mit zahlreichen Regulationsebenen
aufzubauen. Neben der Ausbildung von funktionellen GPCR-Homo- und
Heterodimeren werden funktionelle Interaktionen mit Rezeptor-Tyrosin-Kinasen,
zytoplasmatischen Regulatorproteinen und Komponenten des Zytoskeletts
beschrieben (siehe Reviews: Selbie & Hill, 1998; Bockaert & Pin, 1999; Marinissen &
Gutkind, 2001; Bockaert et al., 2003). Neue Technologien wie das Yeast two-hybrid
System und Proteomics haben zur Entdeckung einer Vielzahl von GPCR-
assoziierten Proteinen geflhrt.

Der zytosolische C-Terminus des AT1-Rezeptors hat wichtige Funktionen in der
Rezeptor-Phosphorylierung, -Desensibilisierung und -Internalisation. In diesem
Zusammenhang sind die B-Arrestine (B-Arrestin-1 und B-Arrestin-2) die am besten
beschriebenen G-Protein-unabhangigen Interaktionspartner des zytosolischen C-
Terminus des AT1-Rezeptors. Es ist fur eine Vielzahl von GPCR gezeigt, dass sie
von B-Arrestinen Uber ihren phosphorylierten C-Terminus gebunden werden und zur
Internalisierung und Desensibilisierung des Rezeptors beitragen (siehe 1.1.6 GPCR-
Regulation). B-Arrestine haben zudem Funktionen in den G-Protein-unabhangigen
Signaltransduktionskaskaden der GPCR. Sie binden sowohl die Komponenten der
MAPK-Kaskaden als auch die aktivierten GPCR und fugen sie auf diese Weise zu

einem Multiprotein-Komplex zusammen. Proteine, deren Aufgabe es ist,
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Komponenten eines Signalwegs in rdumliche Nahe zueinander zu bringen, werden in
der Literatur als ,scaffolding proteins® bezeichnet.

So ist der AT1-Rezeptor in der Lage, unabhangig von G-Proteinen, zwei
unterschiedliche MAPK-Kaskaden zu aktivieren, wobei die eine zur Aktivierung der
ERK1/2, die andere zur Aktivierung der JNK fuhrt. Nur Uber das ,scaffolding” durch
B-Arrestine, das die Komponenten dieser Phosphorylierungskaskaden zu
Multiprotein-Komplexen zusammenbringt, ist der AT1-Rezeptor fahig, diese
Kaskaden zu aktivieren (Tohgo et al., 1999; McDonald et al., 2000; Luttrell et al.,
2001). Dieses ,scaffolding” der B-Arrestine konnte des Weiteren flr den Neurokinin-1
Rezeptor, die Protease-aktivierten Rezeptoren und den Vasopressin-2 Rezeptor
beschrieben werden (Thomas and Qian, 2003; Luttrell and Lefkowitz, 2002). So fuhrt
die Bindung der B-Arrestine an die GPCR zum Ende der Aktivierung der G-Proteine
und vermittelt gleichzeitig Uber ,scaffolding” die Aktivierung der G-Protein

unabhangigen Signale.

Der intrazellulare Transport von internalisierten Vesikeln ist ein hochgradig regulierter
Prozess, an dem eine Vielzahl von Adaptermolekuhlen beteiligt ist. Werden GPCR
durch  B-Arrestine  gebunden und internalisiert, sorgen verschiedene
Interaktionspartner fir eine Zielsteuerung der Transportvesikel (zur Ubersicht:
Seachrist and Ferguson, 2003). Es wurden mittels Yeast Two-Hybrid Screen AT1-
Rezeptor-interagierende Proteine entdeckt, die eine Funktion in diesem
Vesikeltransport haben. So zeigte Seachrist et al., 2002, eine Interaktion des AT1-
Rezeptors mit Rab5, einem kleinen GTP-bindenden Protein. Die Bindung des
Rezeptors an Rab5 verhindert den Transport des Vesikels zu Lysosomen und damit
die Degradierung des AT1-Rezeptors. Eine Uberexpression des Rab7 indes bewirkt
eine verstarkte lysosomale Degradierung des AT1-Rezeptors, wahrend ein
verstarktes Rezeptor-,recycling” Uber Rab11 nachgewiesen wurde. Die kleinen G-
Protein-bindenden Proteine Rab5, Rab7 sowie Rab11 konnen uber Bindung an den
C-Terminus des AT1-Rezeptors den Vesikeltransport und auf diese Weise die
Rezeptordichte auf der Plasmamembran regulieren (Seachrist et al., 2002; Dale et
al., 2004). Eine ahnliche Rolle wurde flr das Guanylat-Austausch Protein ARAP1
nachgewiesen. Bindet ARAP1 an den C-Terminus des AT1-Rezeptors, wird dieser
nach erfolgter Internalisation in verstarktem Mal3e an die Plasmamembran ,recycled”
und dort reaktiviert (Guo et al., 2003).
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In einigen Fallen konnte eine direkte Interaktion der GPCR mit ihren Effektoren
nachgewiesen werden. So beschrieben Marrero et al. eine YIPP-Domane im
intrazellularen C-Terminus des AT1-Rezeptors, wodurch die direkte Interaktion mit
dem Effektor Janus Kinase 2 (JAK2) und weiterfihrend die Aktivierung der STAT1-
und STAT2- (Signal Transducers and Activators of Transcription) Signalwege
stattfindet. Bemerkenswerterweise werden diese Signalwege klassisch nur von
Zytokin-Rezeptoren aktiviert (Marrero et al., 1995; Ali et al., 1997). Ferner ermoglicht
diese YIPP-Domane eine Interaktion mit dem AT1-Rezeptor-Effektor PLCy1. Nach
Angll-Stimulation interagiert der AT1-Rezeptor mit PLCy1 und aktiviert diesen
Effektor (Venema et al., 1998). Eine einzige Domane im C-Terminus des AT1-
Rezeptors kann somit zwei vollig unterschiedliche Effektoren binden und unabhangig

von G-Proteinen aktivieren.

1.2 Das Renin-Angiotensin System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) steuert durch Angiotensinrezeptoren
Gefaltonus, Blutdruck und Wachstumsprozesse und interagiert mit der
Elektrolytaufnahme, dem endokrinen und parakrinen System, der
Aldosteronproduktion und der Katecholaminfreisetzung (Ubersicht in: Kaschina und
Unger, 2003). Bei verringertem Blutflul in den Nieren setzen juxtaglomerulare Zellen
die Aspartylprotease Renin ins Blut frei, die die Umwandlung des in der Leber
gebildeten Angiotensinogens zum Dekapeptid Angiotensin | (Angl) katalysiert. Auf
der Oberflache von Endothelien befindet sich die Dipeptidyl-Carboxypeptidase
»-angiotensin converting enzyme® (ACE), die Angl in das Oktapeptid Angiotensin Il
(Angll) umwandelt. Daneben kommen Angll-produzierende Komponenten des RAS
in Gefallen, in den Nebennieren und dem Herzen vor. Fir weitere
Angiotensinfragmente wie das durch verschiedene Aminopeptidasen synthetisierte
Angiotensin Il (Ang 2-8), Angiotensin IV (Ang 3-8) und Ang1-7 konnten ebenfalls
biologische = Wirkungen nachgewiesen werden. Die Degradierung durch
Angiotensinasen fiihrt schlieBlich zu inaktiven Metaboliten (zur Ubersicht:
Timmermans et al., 1993).

Angll wirkt auf die glatte Gefalmuskulatur als ein potenter Vasokonstriktor. Uber das
sympathische Nervensystem beeinflusst es die Kontraktilitat des Herzens und die
Herzfrequenz. In der Nebennierenrinde bewirkt Angll die Synthese von Aldosteron,

was in den Nieren zu einer verstarkten Natriumionen- und Wasserruckresorption
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fuhrt. Weiterhin erhoht Angll das Durstgefuhl, stimuliert die Sekretion von
Antidiuretischem Hormon und ist fur einige Zelltypen (glatte GefalRmuskelzellen,
Fibroblasten und Kardiomyozyten) ein wachstums- bzw. hypertrophieinduzierender
Faktor (zur Ubersicht: Unger et al., 1996).

Bis heute sind zwei Rezeptoren fur Angll pharmakologisch charakterisiert und
kloniert, der AT1- und AT2-Rezeptor (zur Ubersicht: de Gasparo, 2000). Eine
Unterscheidung dieser beiden Rezeptoren wurde durch die Entwicklung
hochselektiver Antagonisten moglich (Timmermans et al., 1993). Der AT1-Rezeptor
zeigt eine geringe Affinitat zu den Tetrahydroimidazolpyridinen PD-123177 und PD-
123319, aber eine hohe Affinitdt zu den Biphenylimidazolen, den ,Sartanen®. Der
AT2-Rezeptor zeigt ein genau entgegengesetztes Bindungsverhalten zu diesen
Antagonisten (Brechler et al., 1993). Beide Rezeptoren verfligen Uber eine ahnliche
Affinitat zu Angll und sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben
transmembranaren Domanen (TMD), wobei fur den AT2-Rezeptor eine G-
Proteinkopplung nicht sicher nachgewiesen werden konnte. Dabei weisen AT1- und
AT2-Rezeptoren eine Aminosauresequenzhomologie von lediglich 34% auf.
Unterschiede zwischen ihnen bestehen in Bezug auf ihre Expression in den
verschiedenen Organen, die subtypspezifische Bindung von Liganden, die
Signaltransduktionswege und die von den Rezeptoren vermittelten Wirkungen (zur
Ubersicht siehe Tabelle 1.2).

AT, AT
Vasokonstriktion Vasodilation
Zellproliferation Apoptose
Zellhypertrophie Inhibition des Wachstums

Antinatriurese Natriurese
Superoxide Produktion NO-Produktion
Endothelin Freisetzung Kollagensynthese

Lipidperoxidation
Expression von Adhasionsmolekilen
Expansion der Vaskularmatrix

Tabelle 1.2 Physiologische Effekte des AT1- und AT2-Rezeptors
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1.2.1 Der AT1-Rezeptor

Der AT1-Rezeptor gehdrt der Familie der Rhodopsin-verwandten GPCR an und stellt
im adulten Organismus den dominierenden Rezeptorsubtyp des Angll dar.
Besonders ausgepragt kommt der AT1-Rezeptor in Nieren, Arterien, Nebennieren, im
Myokard, im zentralen und peripheren Nervensystem, in Fortpflanzungsorganen und
der Leber vor. Die meisten der heute bekannten physiologischen Effekte von Angll
wie Vasokonstriktion, Aldosteronsekretion, Hypertrophie, Zellwachstum,
Katecholamin-freisetzung und renale Reabsorption von Natriumionen werden Uber
den AT1-Rezeptor vermittelt.

Der AT1-Rezeptor kann als ein ,klassischer GPCR angesehen werden, da seine
Signaltransduktion zum grof3en Teil uber die Stimulation verschiedener Typen von G-
Proteinen vermittelt wird. So flhrt die AT1-Rezeptor-Stimulation zum einen zur
Aktivierung des Gj-Proteins und damit zur Hemmung der Adenylatzyklase und zur
Senkung des cAMP-Spiegels in der Zelle. Zum anderen verlauft Gber das Gg-Protein
eine Aktivierung der Phospholipase C-$ (PLC ), welche eine Freisetzung von 1,4,5-
Inositol-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) katalysiert. Dieses hat einen
Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration sowohl durch Freisetzung von Ca*
aus intrazelluldren Speichern als auch durch Einstrom von Ca?*-lonen nach Offnung
des L-Typ Calcium-Kanals zur Folge. Der Anstieg der Ca**-lonenkonzentration in der
Zelle fuhrt anschlielend zur Aktivierung der PKC, einem Aktivator der MAPK-Kinase
(MEK) und damit zur Stimulation der ERK1/2 Signalkaskade (zur Ubersicht: Kaschina
und Unger, 2003).

Ein anderer Aktivierungsweg der MAPK-Kaskade durch den AT1-Rezeptor verlauft
unabhangig von G-Proteinen Uber den Ras-Raf-MAPK-Signaltransduktionsweg und
ahnelt damit der Signaltransduktion der Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. dem PDGF-
(platelet derived growth factor) Rezeptor (Tohgo et al., 1999; McDonald et al., 2000;
Luttrell et al., 2001). In beiden Fallen kommt es durch die aktivierten MAPK zur
Induktion und Aktivierung der Protoonkogene c-fos und c-jun (Xie et al., 1996).
Weiterhin aktiviert Angll Uber den AT1-Rezeptor die MAPK p38 (Eguchi et al., 2001;
Touyz et al., 2001), die JNK (Kudoh et al., 1997) und den JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg (McDonald et al., 2000), der auch von vielen Zytokinen
aktiviert wird. Zusammengefasst ist die Signaltransduktion des AT1-Rezeptors

ausgesprochen komplex und umfasst sowohl die flr Sieben-transmembranare
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Rezeptoren typischen G-Protein-gekoppelten, wie auch verschiedene G-Protein-

unabhangige Signaltransduktionswege.

1.2.2 Der AT2-Rezeptor
Wie der AT1-Rezeptor gehort auch der AT2-Rezeptor der Familie der Rhodopsin-

verwandten GPCR an. Aufgrund seines GPCR-untypischen Verhaltens, wie dem
Ausbleiben der Internalisation und der fehlenden G-Protein Kopplung, nimmt er aber
innerhalb dieser Klasse eine Sonderstellung ein (Stoll und Unger, 2001). Die den
AT2-Rezeptor-kodierende cDNA konnte bereits aus verschiedenen Spezies kloniert
und sequenziert werden (Mukoyama et al., 1993). Sowohl im Menschen als auch in
Rodentia ist das Gen des AT2-Rezeptors X-chromosomal lokalisiert (Koike et al.,
1994). Die Struktur des Gens ist hoch konserviert und besteht aus drei Exonen,
wobei sich die kodierende Sequenz ausschlieBlich auf dem dritten Exon befindet
(Martin et al., 1996). Diese Gen-Struktur lasst keine Spleildvarianten auf
Proteinebene des AT2-Rezeptors erwarten.

Es hat sich bei der Arbeit an Zellkulturen, die den AT2-Rezeptor exprimieren,
gezeigt, dass die Kulturbedingungen die Expression des Rezeptors stark
beeinflussen. So ist die AT2-Rezeptordichte in proliferierenden Zellen nur sehr
gering, kommen die Zellen aber in ein konfluentes Stadium oder werden in
serumfreien Medium kultiviert, so wird die Expression des Rezeptors aktiviert und die
Rezeptordichte nimmt rapide zu. Werden die Zellen durch Zusatz von Serum zur
Proliferation stimuliert, verringert sich die Rezeptordichte. Zudem wird die Expression
des AT2-Rezeptors durch verschiedene Wachtumsfaktoren sowie die Aktivierung des
AT1-Rezeptors inhibiert. Jedoch ist die Regulation der Expression des AT2-
Rezeptors weitaus komplexer als nur eine inverse Relation zur Zellproliferation, denn
sie ist bei einigen Zelllinien auch von der Passagezahl der Zellen abhangig und kann
zudem durch inflammatorische Faktoren, Steroide und die Stimulation des AT2-

Rezeptors selbst initiiert werden (zur Ubersicht siehe Tabelle 1.3).
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AT2-Rezeptor-Expression steigernd

AT2-Rezeptor-Expression senkend

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
(Ichiki et al., 1995a)

Insulin

(Ichiki et al., 1995b)

Epidermal Growth Factor (EGF)
(Kizima et al., 1996)

Insulin-like growth factor (IGF)
(Kambayashi et al., 1996)

Nerve Growth Factor (NGF)
(Lietal., 1998)

Interleukin 1b (111b)
(Armando et al., 2002)

Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
(Li et al., 1999)

Ostrogen

(Shibata et al., 1997)

Angll via AT1-Rezeptor
(Li et al., 1999)

Angll via AT2-Rezeptor
(Stoll et al., 2002).

Tabelle. 1.3 AT2-Rezeptor-Expression beeinflussende Faktoren

1.2.2.1 Funktionen des AT2-Rezeptors

Die erste fur den AT2-Rezeptor beschriebene Funktion war sein antiproliferativer
Effekt auf kultivierte koronare Endothelzellen, der von Stoll et al., 1995, gezeigt
werden konnte. Diese Funktion wurde in weiteren Studien sowohl an den neuronalen
Zelllinien NG108-15 und PC12W, sowie R3T3 Fibroblasten und renalen
Mesangialzellen bestatigt (Goto et al., 1997; Munzenmaier und Greene, 1996;
Tsuzuki et al., 1996). Ein weiterer Effekt des AT2-Rezeptors ist die Induktion einer
Differenzierung von Zellen. Dieses wurde in erster Linie an Zellen neuronalen
Ursprungs wie den PC12W- und NG108-15-Zellen (Meffert et al., 1996; Laflamme et
al., 1996), aber auch an vascular smooth muscle cells (VSMC) gezeigt (Yamada et
al., 1999).

Die hohe Expressionsrate des AT2-Rezeptors wahrend der Embryogenese
unterstutzt die Hypothese, dass der Rezeptor eine Funktion in der Regulation von
Zellproliferation und Differenzierung hat. Da die Expression des Rezeptors ihren
Hoéhepunkt in der spaten Embryogenese erreicht und in den ersten Tagen nach der
Geburt rapide zurlickgeht, wird eine besondere Rolle des Rezeptors in der

Entwicklung des vaskularen Systems diskutiert (Shanmugam und Sandberg, 1996).
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Im adulten Organismus ist der AT2-Rezeptor in nur wenigen Geweben exprimiert, so
ist er in niedrigen Konzentrationen in Nebenniere, Herz, Aorta, Niere und einigen
Hirnregionen, Myometrium, Ovar, Testis und Lunge zu finden (zur Ubersicht: de
Gasparo et al., 2000).

Eine Reexpression von AT2-Rezeptoren erfolgt beim ,Remodeling® von Geweben,
z.B. bei kardiovaskularen Erkrankungen wie Herzinsuffizienz, experimentell
induzierter kardialer Hypertrophie, Myokardinfarkt, sowie bei Gefalverletzung,
Wundheilung und Nervenschadigung (zur Ubersicht: Unger, 1999; de Gasparo et al.,
2000). In Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz und dilatativer Kardiomyopathie ist
eine erhdhte AT2-Rezeptordichte in endokardialen und interstitiellen Regionen sowie
den Randern von infarzierten Regionen zu finden (Wharton et al., 1998). Tsutsumi et
al. konnten eine solche verstarkte AT2-Rezeptor-Expression den Fibroblasten
zuordnen (Tsutsumi et al. 1998). In verschiedenen Arbeiten an Tiermodellen wurde
gezeigt, dass eine Stimulation von AT2-Rezeptoren in Endothelzellen, glatten
GefalBmuskelzellen und Fibroblasten antiproliferativ. wirkt und den Gehalt an
extrazellularen Matrixproteinen wie Fibronektin und Kollagen | reduziert (zur
Ubersicht: Matsubara, 1998).

Zudem spielt der AT2-Rezeptor eine wichtige Rolle in der Regeneration nach
Nervenschadigungen. Die  Expression des AT2-Rezeptors wird nach
Nervenschadigungen dramatisch hochreguliert und kann einen positiven Einfluss auf
die Nervenregeneration ausuben (Zhu et al., 2000; Reinecke et al., 2003; zur
Ubersicht: Rosenstiel et al., 2002).

Eine Blutdrucksenkung, die durch AT1-Rezeptor-Blockade hervorgerufen wird, wird
zum Teil auf eine erhdhte Stimulation des AT2-Rezeptors zurtckgefuhrt. So haben
verschiedene Untersuchungen gezeigt, dass der AT2-Rezeptor eine Vasodilatation
und damit eine Blutdrucksenkung bewirkt. Diese Befunde machen den AT2-Rezeptor
zu einem Kandidaten-Gen in der Pathophysiologie der Hypertonie (zur Ubersicht:

Siragy und Carey, 2001).

Trotz der hohen Expressionsrate wahrend der Embryonalentwicklung zeigen AT2-
Rezeptor-knockout-Mause  keinen auffalligen Phanotyp. Jedoch st die
Durstentwicklung nach Wasserentzug und der Explorationstrieb verringert. Das

Fehlen der AT2-Rezeptoren bewirkt einen leicht erhdhten Blutdruck und einen
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verstarkten Blutdruckanstieg nach Angll-Infusion (Hein et al., 1995; Ichiki et al.,
1995). Senbonmatsu et al. beschreiben in den AT2-Rezeptor-knockout-Tieren eine
verminderte linksventrikuldare Hypertrophie nach Druckbelastung (Senbonmatsu et
al., 2000).

Das im Ovar und Uterus vorhandene lokale RAS beeinflut Vorgange wie Ovulation
und Steroidgenese (Pucell et al., 1987; Feral et al., 1995). Dem von Granulosazellen
exprimierten AT2-Rezeptor wird eine wichtige Funktion bei der Oocytenreifung, der
Ovulation und der Produktion von Estradiol und Prostaglandinen zugeschrieben
(Pucell et al., 1991; Yoshimura et al., 1996).

1.2.2.2 Signaltransduktion des AT2-Rezeptors

Die Entschlisselung des Signalweges des AT2-Rezeptors erwies sich als sehr viel
komplizierter als die des AT1-Rezeptors. Die Natur der Signaltransduktion des AT2-
Rezeptors ist in einem hohen Mall vom Kontext der Signaleingange der Zelle
abhangig. So kann der AT2-Rezeptor als ein Modulator von Signalen anderer
Rezeptoren beschrieben werden. Das Fehlen eines konkret messbaren Signaleffekts
hat die Erforschung dieses Rezeptors erschwert und so ist die Signaltransduktion
des AT2-Rezeptors noch immer nicht vollstandig aufgeklart.

Die mitogen-inhibierende Wirkung des AT2-Rezeptors wird im Wesentlichen Uber
Phosphatasen vermittelt. So fuhrt die Stimulation des AT2-Rezeptors zur Aktivierung
der Tyrosin/Threonin-Phosphatase Mitogen activated protein kinase phosphatase 1
(MKP-1), der Serin/Threonin-Phosphatase protein phosphatase 2A (PP2A) sowie der
Tyrosin-Phosphatase SH2 domain-containing phosphatase 1 (SHP-1) (zur Ubersicht:
Nouet und Nahmias, 2000). Zurzeit liegt der Signaltransduktionsweg, der zu

Aktivierung dieser Effektoren fuhrt, noch weitestgehend im Dunkeln.

In Primarzellkulturen von Epithelzellen des Nierentubulus und in Kkultivierten
Herzzellen konnte ein moglicher Transduktionsweg zur ERK1/2 Stimulierung gezeigt
werden. So fuhrt eine AT2-Rezeptor vermittelte Aktivierung der membrane-
associated phospholipase A2 (PLA2) zur Freisetzung von Arachidonsaure aus
Membranen. Dieses bewirkt eine Aktivierung des Tyrosin-Kinase Signalwegs Shc-
Grb2-SOS und daraus resultierend zu einer Stimulierung der Kinasen ERK1/2 (Dulin
et al., 1998; Zhu et al., 1998; Lokuta et al., 1994). Auch fuhrt die Stimulation des
AT2-Rezeptors in PC12W-Zellen zu einem Anstieg der ERK1/2-Aktivitat und zur
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neuronalen Ausdifferenzierung der Zellen, wenn die Proliferation der Zellen durch
Entzug von Wachstumsstimulatien gestoppt wurde (Stroht et al., 2000).

In einigen Zelltypen konnte eine Veranderung der zellularen cGMP-Mengen sowie
der NO-Produktion gemessen werden (Sumners et al., 1991; Siragy and Carey,
1997; Gohlke et al., 1998). Nach Matsubara et al. zahlen zu den Wirkungen vom
AT2-Rezeptor auch die Aktivierung von spannungsabhangigen Kaliumionenkanalen
und die Hemmung von T-Typ Kalziumionenkanalen, wodurch er
Wachstumshemmung, die Einleitung von Apoptose und Vasodilatation vermittelt
(Matsubara, 1998).

Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist ein nattrlicher Prozess in der
embryonalen Entwicklung, aber auch in geschadigten Geweben und nach
Infektionen. Verschiedene Signale konnen in Zellen dieses Programm starten, an
deren Ende der regulierte Tod und die Beseitigung der Zelle steht. Verschiedene
Studien haben ergeben, das Angll eines dieser apoptotischen Signale darstellt, wenn
es den AT2-Rezeptor stimuliert (Yamada et al., 1996). Eine Rolle als second
messenger des AT2-Rezeptors ubernimmt hierbei das Sphingolipid Ceramide. So
wurde gezeigt, dass eine Langzeitaktivierung des AT2-Rezeptors in PC12W-Zellen
zu einer verstarkten de novo-Synthese von Ceramiden und in eine AT2-Rezeptor
vermittelte Apoptose fuhrt (Gallinat et al., 1999; Lehtonen et al., 1999). Die AT2-
Rezeptor vermittelte Apoptose wird hierbei Uber verschiedene Apoptose-Mediatoren
vermittelt, wie der Aktivierung von Caspase 3, der Dephosphorylierung von BCL-2
und der Hochregulation von Bax (Dimmeler et al., 1997; Horiuchi et al., 1998).
Insbesondere die AT2-Rezeptor vermittelte Aktivierung der Caspase 3 ist von
Bedeutung, da sie eine Schlusselrolle in der Apoptose von neuronalen Zellen
einnimmt (Kuida et al., 1996).

Der AT2-Rezeptor ist in vielerlei Hinsicht ein unublicher Vertreter seiner
Rezeptorklasse. So fuhrt die Bindung von Liganden bei den meisten GPCR zur
Desensibilisierung und zur Internalisation des Rezeptors. Zudem wird oftmals eine
Hemmung der Transkription des Rezeptors festgestellt. Dieser Mechanismus
verringert die Rezeptordichte auf der Zelloberflache und flhrt zu einer feed back-
Inhibition des Signals. Im Gegensatz zu diesem Konzept wird der AT2-Rezeptor

weder internalisiert (Hein et al., 1997) noch wird die Expression des Rezeptors
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verringert. Im Gegensatz dazu stimuliert der AT2-Rezeptor seine eigene Expression
sowohl auf Transkriptions-, als auch auf Translationsebene (Shibata et al., 1997; Li et
al., 1999). Weiter zeigten Miura und Karnik, dass die Bindung des Liganden Angll
nicht obligatorisch fir die Funktion des Rezeptors ist, sondern dass das
Uberschreiten einer kritischen Rezeptordichte auf der Zelloberflache hinreichend ist.
So fuhrt eine erhdhte Expression des AT2-Rezeptors in Zellen zur Apoptose, was auf
eine intrinsische Aktivitdt des Rezeptors schliefen lasst (Miura und Karnik, 2000).
Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse von AbdAlla et al. unterstutzt, die eine
Antagonisierung des AT1-Rezeptor-Signals durch die Heterodimerisierung mit dem
AT2-Rezeptor zeigten. Wie bei Miura und Karnik erfolgt dieser AT2-Rezeptor-Effekt
unabhangig von einer Angll-Stimulation (AbdAlla et al., 2001b).

Die Signaltransduktionswege sowie die Funktionen sind in der Abbildung 1.1

zusammenfassend dargestellt.

AT,

taspasen
t Ceramid

.//\.\_
J J I I

Differenzierung Antigrowth Apoptose Yasodilatation
Fegeneration Antiproliferation

|

Reduktion der Herz- und

N, tcGMP
tProstaglandine

Gefakhypertrophie Blutdrucksenkung
Wundheilung Reduktion von Arteriosklerose Organprotektion
Abb. 1.1 Zusammenfassung der AT2-vermittelten Signalwege und Effekte des

Angll

ERK, extracellular signal-regulated kinase; NO, nitric oxide; cGMP, cyclic guanosine monophosphate;
Bcl,, B-cellleukemia 2 Protein
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1.3 Das Yeast Two-Hybrid System

Bei allen zellbiologischen Mechanismen spielen Interaktionen zwischen Proteinen
eine essentielle Rolle. Das gilt insbesondere flr die Vorgange bei der
Signaltransduktion in der Zelle. Konsequenterweise wurde eine Vielzahl von
Methoden entwickelt, die diese Interaktionen aufklaren. Diesen Methoden ist aber
allen zueigen, dass sie nur Interaktionen von bereits bekannten Proteinen
nachweisen kénnen. Erst mit der von Fields und Song entwickelten Methode des so
genannten Yeast Two-Hybrid Systems (auch interaction Trap genannt) wurde es
maglich, zu einem bekannten Protein noch unbekannte Interaktionsproteine zu finden
(Fields und Song, 1989). Ein weiterer Vorteil des Yeast Two-Hybrid Systems ist, dass
es in intakten Zellen und ausschlieBlich auf genetischer Basis funktioniert. Dies
macht das Verfahren weniger artifiziell als biochemische Verfahren. Zudem kénnen
auch sehr schwache und transiente Interaktionen nachgewiesen werden, was
insbesondere bei der Untersuchung von Signalkaskaden von Bedeutung ist.

Das Yeast Two-Hybrid System basiert auf der biologischen Wirkung eines
eukaryotischen Transkriptionsfaktors, dessen Funktion ironischerweise gar nicht
genau verstanden wird. Der Transkriptionsfaktor Gal4 aus der Backerhefe
(Saccharomyces cervisiae) besteht im Wesentlichen aus zwei Strukturdomanen,
einer DNA-Bindedomane und einer Aktivierungsdomane, welche den Kontakt zum
Transkriptionsapparat aufnimmt. Werden die beiden Domanen voneinander getrennt,
verliert der Transkriptionsfaktor seine Funktion. Im Yeast Two-Hybrid System werden
die beiden Domanen mit getrennt Hybridproteinen fusioniert (daher Two-Hybrid
System). Interagieren diese Hybride Uber die Fusionsproteine miteinander, kommt es
zu einer Rekonstitution der Funktionalitit des Transkriptionsfaktors. Uber die
Aktivierung von Reportergenen durch den Transkriptionsfaktor kann die Interaktion
der Hybridproteine nachgewiesen werden. Als Reportergene werden meist nutritive
Selektionsfaktoren verwendet, die den Hefen ein Uberleben auf Mangelmedien
erlaubt. Mit einem solchen System lassen sich Interaktionen von bekannten
Proteinen bestimmen und strukturell kartieren. Eine immense
Anwendungserweiterung erfahrt es aber erst dadurch, dass mit seiner Hilfe bislang
unbekannte Interaktoren fir ein bestimmtes ,Kdderprotein® aus einer cDNA-
Expressionsbibliothek isoliert werden konnen. Zu diesem Zweck wird die

Aktivatordomane mit einer Vielzahl von Sequenzen fusioniert, die im Idealfall allen
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Proteinen entsprechen, die in einem Gewebe exprimiert werden. Die grof3e Mehrzahl
von der cDNA-Expressionsbibliothek wird mit dem Koderprotein nicht interagieren.
Aber aus denjenigen Zellen, in denen das Reportergen aktiviert wird, kbnnen cDNAs
fur die interagierenden Proteine einfach gewonnen werden.

Es gibt allerdings auch einige Einschrankungen dieses Systems. So ist es oft nicht
madglich, Proteine mit einem hohen Anteil an lipophilen Aminosaureresten z.B.
Transmembransequenzen in diesem System einzusetzen, da diese die Funktion des
Transkriptionsfaktors beeintrachtigen. Proteine mit einem hohen Anteil an sauren
Aminosaureresten neigen dazu, selbststandig den Transkriptionsapparat zu
aktivieren, ohne eine Interaktion mit dem zweiten Hybridprotein einzugehen, und so
das System ,kurzzuschlieRen®. Weiterhin werden einige Proteinmodifikationen wie
z.B. Glykosylierungen und Phosphorylierungen in Hefezellen nicht oder in

veranderter Weise durchgefuhrt (Criekinge and Beyaert, 1999).

Aktivierung-Domane

RNA-Polymerase Il

—>

DNA-Binde-Domane

UAS TATA-Box Strukturgen

Aktivierung-Doméne

Library-Prg ein§>
Koder-Protein [y ] RNA-Polymerase Il
DNA-Binde-Domane

UAS TATA-Box Reportergen

Library-Protein [ ]
Koder-Protein |y ]

RNA-Polymerase Il

—>

UAS TATA-Box  Reportergen

Abb. 1.2 Skizze der Mechanismen des Yeast two-hybrid Systems
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1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Signaltransduktion des AT2-Rezeptors ist trotz zahlreicher biochemischer und
genetischer Experimente noch immer nicht geklart. Insbesondere die erfolglosen
Versuche, durch verschiedene Deletionsmutanten des AT2-Rezeptors die
Interaktionsproteine des Rezeptors zu definieren, machen alternative Ansatze notig.
Ein moglicher Weg ist die Identifizierung von Proteinen, welche mit dem
intrazellularen C-Terminus des AT2-Rezeptors interagieren kdonnen. Diese Region
des Rezeptors wurde gewahlt, weil in verschiedenen Studien gezeigt wurde, dass
insbesondere der C-Terminus von GPCR als Bindestelle fur nicht G-Protein-
Interaktoren dient. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit ein Yeast Two-Hybrid
System verwendet, um eine cDNA-Bibliothek nach potenziellen AT2-Rezeptor-
Interaktoren zu durchsuchen.

Die identifizierten Interaktionen des AT2-Rezeptors sollten daraufhin mittels
alternativer experimenteller Ansatze in Saugetierzellen bestatigt werden. Des
Weiteren sollten die Bindungseigenschaften und mégliche physiologische Funktionen

der AT2-Rezeptor-Interaktoren untersucht und charakterisiert werden.
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2 Methoden

2.1 Das Yeast Two-Hybrid System

2.1.1 Arbeitsschema

Das Yeast Two-Hybrid System ermdglicht es, Protein-Protein-Interaktionen in einem
eukaryotischen System zu untersuchen (Fields u. Song, 1998). Der
Transkriptionsfaktor Gal4 der Hefe Saccharomyces Cerevisiae enthalt zwei
unterschiedliche Domanen, eine DNA-bindende Domane und eine transaktivierende
Domane. Mit der N-terminalen, DNA-bindenden Domane erkennt der
Transkriptionsfaktor eine spezifische DNA-Sequenz im Genom. Die zweite, C-
terminale Domane, bewirkt die Initiation der Transkription. Die beiden Domanen
arbeiten unabhangig voneinander, sind aber alleine nicht in der Lage, die
Transkription einzuleiten. Zuerst wird die DNA-bindende Domane mit der cDNA eines
Proteins fusioniert und die transaktivierende Domane mit der cDNA eines zweiten
Proteins. Dann werden beide Konstrukte in Hefen kotransfiziert. Interagieren die
beiden Proteine miteinander, so werden beide Domanen in raumliche Nahe gebracht
und die Transkription eines Reportergens initiiert (Fields u. Song, 1989). In vielen
Fallen codiert das Reportergen fur die Aminosaure Histidin. Daher kdnnen nach der
Aktivierung der Transkription die Hefen auf Histidin-freiem Nahrmedium wachsen.
Interagierende Molekile der cDNA-Bibliothek kdénnen in Hefen auf Histidin-freien
Nahrboden selektioniert und kloniert werden. Mit dem Yeast Two-Hybrid System

sollen neue Interaktionspartner des AT2-Rezeptors identifiziert werden.

2.1.2 Verwendeter Hefe-Stamm, Plasmide und cDNA-Bibliotheken

Die zu untersuchende Domane des AT2-Rezeptors wird an die Gal4-DANN-
Binderegion in den Vektor fusioniert. Dieser wird dafiir BamHI/Xhol geschnitten. Bei
der verwendeten cDNA-Bibliothek handelt es sich um Mausembryo 11 Tage post
coitem, welche in den Hefevektor pACT2 (Clontech, Heidelberg) kloniert ist. Der

verwendete Hefestamm ist Saccharomyces Cerevisiae AH 109.

2.1.3 Herstellung von kompetenten Hefen und Transformation
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YPD-Medium: Yeast Extract 1%
Bacto Peptone 2%
Ampicillin 50 ug/mi
Tetracyclin 12,5 pg/mi
Dextrose 2%

Ansatz in Ag.dest., pH-Wert 5,8

YPD-Platten: YPD-Medium
mit 1,6% Bacto Agar

TE-Puffer 10x Tris/HCI 0,1M
EDTA 10 mM

Ansatz in Ag.dest.

LiAc 10x Lithiumacetat ™™

Ansatz in Ag.dest., autoklavieren

PEG 50 % PEG 4000 50 %

Ansatz in Ag.dest., autoklavieren

PEG/TE/LiAc-Lésung 50% PEG 112 ml
10x TE-Puffer 14 ml
10x LiAc 14 ml

Eine einzelne Hefe-Kolonie wird von einer YPD-Platte abgenommen und in 20 mli
YPD-Medium bei 30 °C Uber Nacht geschuttelt. Die Hefekultur wird auf 300 ml YPD-
Medium aufgeflllt und erneut bei 30 °C schuttelnd inkubiert. Bei Erreichen der
ODgoo = 0,6 werden die Zellen bei 2300 rpm fur 5 min bei RT pelletiert und
anschliefend in 50 ml Ag.dest. gewaschen. Das Hefepellet wird in 1,5 ml TE/LiAc-
Ldsung resupendiert.

In einem Reaktionsgefal® werden 100 ug Lachssperma-DNA (Sigma-Aldrich Chemie,
Deisenhofen) zusammen mit 0,1 uyg der Plasmid-DNA und 100 ul Hefe-Suspension
gemischt. Nach Zugabe von 0,6 ml PEG/TE/LiAc-L6sung wird der Ansatz gevortext.
AnschlieBend erfolgt eine 30-minutige Inkubation bei 30 °C und 100 rpm. Nach
Zugabe von 70 yl DMSO erfolgt der Hitzeschock bei 42 °C fir 15 min. Die Zellen
werden nach dem Hitzeschock sofort auf Eis inkubiert und anschliellend bei
10000 rpm 5 sec zentrifugiert. Das Pellet wird in 50 pl Aqg.dest. resuspendiert und auf

Platten ausgestrichen.
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2.1.4 Kotransformation

SD-Medium: Yeast Nitrogen Base 6,7 %

Ansatz in Ag.dest., pH-Wert 5,8

SD-Platten: SD-Medium
mit 1,6% Bacto Agar

YPD-Medium -THULL-Platten Dropout-Ldsung
(ohne Tryptophan, Histidin,
Uracil, Leucin und Lysin)
mit 1,6% Bacto Agar

Die Hefe (AH 109) wird mit pGBKT7-AT2-Tail durch Hitzeschock transformiert und
auf eine SD-Platte (-T) ausplattiert. Eine Einzelkolonie wird in 5 ml YPD-Medium
vermehrt und nach zwei Verdinnungsschritten in 1000 ml bei 30 °C kultiviert. Die
anschlieende Kotransformation erfolgt mit 100 uyg der cDNA-Bibliothek und 20 mg
Lachssperma-DNA. Die Hefen werden auf ca. 80 Platten (-THULL) und einer Platte (-
TL) ausplattiert und bei 30 °C fur 3-4 Tage inkubiert. Das Wachstum auf der -TL-

Platte zeigt die Transformationseffizienz.

2.1.5 DNA-Isolierung aus Hefen

Hefe-Lysis-Puffer: TritonX-100 2%
SDS 1%
NaCl 100 mM
Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

Die Kolonien der Platten (-THULL) werden in 5 ml Dropout-Medium (-THULL) bei
30 °C uber Nacht kultiviert. Die Kultur wird bei 2500 rpm 5 min bei RT zentrifugiert.
Das Pellet wird in 0,2 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 0,2 ml
Hefe-Lysis-Puffer resuspendiert und mit 0,3 g Glass-Beads (Sigma) versetzt. Der
Ansatz wird 2 min stark gevortext und anschlieBend bei 14000 rpm 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und mit 0,1 Volumen 3 M NaAc und
2,5 Volumen Ethanol prazipitiert. Das DNA-Pellet wird zweimal mit 70 %-igem EtOH
gewaschen, anschlie®Bend bei RT luftgetrocknet und in 50 uyl TE-Puffer

aufgenommen.
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2.1.6 Transformation von DNA in E. coli

M9-Lésung (5x): Na,HPO,/7H,0 6,4 %
KPO, 1,5 %
NaCl 0,25 %
NH,CI 0,5%

Ansatz in Ag.dest.

M9-Platten: M9-Medium
mit 1,6% Bacto Agar

40 pl des kompetenten E. coli Stammes (KC8, Leu-) werden auf Eis aufgetaut und
mit 0,1 ug der Hefe-DNA gemischt. Die Elektroporation erfolgt bei 2500 Volt, 21 uF.
AnschlieRend werden sofort 500 ul LB-Medium zugegeben. Es erfolgt eine
Inkubation bei 37 °C fur 1 h. Die Bakterien werden kurz abzentrifugiert, zweimal mit
M9-Medium gewaschen und auf M9-Platten ausplattiert. Die Inkubationsdauer liegt
bei 2-3 Tagen. Da der verwendete E. coli Stamm Leucin-defizient ist, kdnnen
erfolgreich mit dem pACT2-Leu-Vektor transformierte Klone selektioniert werden.

Einzelkolonien werden in 5 ml LB-Medium vermehrt und die Plasmid-DNA prapariert.

2.1.7 Ricktransformation von DNA in Hefen

Um die spezifische Interaktion zwischen Koder-Protein (AT2-Rezeptor C-Terminus)
und dem Ziel-Protein nachzuweisen, erfolgt eine Kontrolle mit dem unspezifischen
Oberflachenprotein Lamin. Dabei wird die Plasmid-DNA des zu untersuchenden
Klons in Hefe ricktransformiert, die bereits mit Lamin-DNA transfiziert ist. Die
transformierten Hefen werden auf —TL und —THULL Platten ausgestrichen. Das
Wachstum auf —THULL Platten bedeutet eine Interaktion zwischen Lamin und dem
Protein aus der cDNA Bibliothek. Daraus lasst sich schlieen, dass die Interaktion

zwischen dem neuen Protein und dem Koder-Protein unspezifisch ist.

2.1.8 Subklonierung der im Yeast Two-Hybrid System identifizierten cDNAs

Die DNA der spezifisch mit dem AT2-Rezeptor C-Terminus interagierenden Klone
wird isoliert und prapariert. Sie wird mit einem pACT2 forward und einem pACT2
reverse Primer durch die Firma GATC, Konztanz, sequenziert und die Sequenzen
werden zuerst auf ihr korrektes Leseraster hin Uberprift. Die cDNAs in korrektem

Leseraster werden durch einen NCBI-Blast Search identifiziert. Klone, die flr ein
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Protein kodieren, bei denen eine Interaktion mit dem AT2-Rezeptor moglich ist,
werden in den V5-polyHis-Fusionsvektor pcDNA3.1 subkloniert und die Interaktion

naher analysiert.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Methoden den
Laborhandbuchern "Molecular cloning: a laboratory manual" von Sambrook et al.
(1987) und "Current Protocols in Molecular Biology" von Ausubel et al. (1987)

entnommen.

2.2.1 Elektrophoresetechnik zur Analyse von Nukleinsauren

DNA- und RNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in 1 %-igen (w/v) Agarosegelen
mit Ethidiumbromid (10 ug/ml) mit TAE-Laufpuffer (40 mM Tris/Acetat, 0,1 mM
EDTA, pH 7,6) aufgetrennt und mit Hilfe des Analysegerates Gel Doc 2000 und der

Software ,Quantity one” (BioRad, Munchen) ausgewertet.

2.2.2 Herstellung von cDNA und 5’-RACE

Die Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Kkultivierten Zellen oder Organgewebe
erfolgte mit Hilfe eines RNA-Isolierungs-Kits nach Angaben des Herstellers durch
Aufschluss der Zellen mittels alkalischer Lyse und anschlieRender Isolierung der
RNA Uber eine positiv geladene Matrix (Qiagen, Hilden). Mit Hilfe der 5-RACE-
Technik (5’-rapid amplification of cDNA ends) wurde aus mRNA die entsprechende
cDNA in voller Lange hergestellt. Hierbei wird ausgenutzt, dass eine Variante der
MMLV-reversen Transkriptase (SuperScript™ RT) an das 5-Ende des ersten
synthetisierten cDNA-Stranges zusatzlich mehrere C-Reste anhangt. Diese
hybridisieren mit den SMART [IATM-Oligonukleotiden, welche fir die fortlaufende
Amplifikation als erweiterte Matrize dienen. Somit wird spezifisch an 5’-Enden eine
~SMARTTM"-Sequenz angefugt, die im Verlauf der anschlieRenden PCRs mit dem
5’-Primermix UPM hybridisiert.
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2.2.3 Schema der Synthese des ersten cDNA-Stranges mit Hilfe der 5’-RACE-
Technik

Die Synthese des ersten cDNA-Stranges (first-strand cDNA synthesis) ausgehend

von Plazenta-RNA wurde wie folgt durchgeflhrt:

Fir einen Ansatz wurde verwendet: Mausembryo-RNA (1 pg/ul) 1l
5’-CDS-Primer (10 yM) 1 ul
SMART IIATM-Oligonukleotide 1l
(10 uM)
H.O 2 ul

Die Losungen wurden gemischt und 2 min bei 70 °C inkubiert. Nach dem Abkuhlen

wurden die folgenden Komponenten zugefugt:

5x first-strand-Puffer 2yl
mit 1,6% Bacto Agar

DTT (20 mM) 1 ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 1 ul
MMLV-reverse Transcriptase 1 ul
(200 U)

AnschlieRend wurde der Ansatz 1,5 h bei 42 °C inkubiert und dann durch Zugabe
von 100 pl Tricine-EDTA-Puffer (10 mM Tricine-KOH, pH 8,5, 1 mM EDTA) verdunnt.
Nach 7-minGtigem Erhitzen auf 72 °C wurde die cDNA bis zur weiteren Verwendung
bei —20 °C gelagert.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR koénnen in einem zyklischen Prozess, katalysiert von einer
hitzestabilen DNA-Polymerase (Pfu oder Taq), DNA-Fragmente selektiv amplifiziert
werden. Um die Empfindlichkeit und die Spezifitat der PCR weiter zu erhéhen, wurde
zur Klonierung des 5’-Endes von ATBP50 (AT2-Rezeptor Binding Protein, 50 kDa)

eine verschachtelte (nested PCR) unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

1. Ansatz (touch down-PCR): first-strand-cDNA (Mausembryo) 2,5l
UPM 5ul
25 uM 13.2n- 1 ul
5x Pfu-Puffer 5l
100 mM dNTP 5ul
Pfu (2,5 U) 1 ul
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H.O 30,5 ul

PCR-Bedingungen (hot start): 6 x (94 °C, 45”; 72 °C, 3)
6 x (94 °C, 45”; 70 °C, 45”; 72 °C, 3))
26 x (94 °C, 45”; 68 °C, 45”; 72 °C, 3

2. Ansatz: Produkt der 1. PCR 2,5l
UPM 5ul
25 uM bp+ 1 ul
5x Pfu-Puffer 5l
100 mM dNTP 5ul
Pfu (2,5 U) 1 ul
H.O 30,5

PCR-Bedingungen (hot start): 39x (94 °C, 45”; 65 °C, 457,72 °C, 3)

Alle weiteren PCRs wurden wie folgt durchgefuhrt:

PCR: 100 ng/ul Matrize 1l
25 pM vorwarts-Primer 1l
25 uM riickwarts-Primer 1 ul
Tag-Puffer 10 pl
100 mM dNTP 5ul
DMSO 10
Taq (5 U) 1 ul
H.0 71 yl

PCR-Bedingungen (hot start): 39 x (94 °C, 45”; 65 °C, 45", 72 °C, 3)

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese analysiert und zur

Kontrolle sequenziert (GATC, Konstanz).

2.2.5 Klonierung von cDNA-Fragmenten

Zur Klonierung wurden die durch Restriktionsverdau bzw. PCR erhaltenen cDNA-
Fragmente mit Hilfe einer T4-Ligase Uber Nacht bei 14 — 16 °C in den entsprechend
geschnittenen Vektor ligiert. Anschliefend wurden die Plasmide in kompetente E.coli
DH5a transformiert und amplifiziert. Positive Klone wurden nach der
Plasmidisolierung mittels Restriktionsanalyse identifiziert. Die Plasmidisolierung
erfolgte mit Hilfe von DANN-Isolationskits (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des
Herstellers.
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2.2.6 siRNA Experimente

Das Design der siRNAs basiert auf der Charakterisierung durch Elbashir et al.
(Elbashir et al., 2001a, b). RNA-Interferenz von ATBP wurde mittels eines
21 Basenpaar groBen siRNA Duplex, der einen d(T)d(T)-Uberhang aufweist,
durchgefuhrt (Qiagen-Xeragon, Germantown, USA). Der kodierende Strang der
ATBP50 siRNA war 5-AAAGGACTGCTTCGAAACCTCATAT. Durch einen BLAST
search in der EST Datenbank (NCBI database) wurde sichergestellt, dass die siRNA
ausschlieRlich mit ATBP50 homolog ist.

RNA-Duplexe wurden in 100 mM Kaliumacetat, 30 mM HEPES-KOH (pH 7,4), 2 mM
Magnesiumacetate fir 1 min bei 90 °C und 1 h bei 37 °C annealed und anschlielend
bei —80 °C gelagert. Oligos wurden mit Oligofectamine (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) in die Zellen transfiziert. Typischerweise wurden sowohl 4,5 pl des
20 uM siRNA-Duplex mit 150 yl Opti-MEM (GibcoBRL, Karlsruhe,Deutschland) als
auch 9 ul von Oligofectamine mit 36 ul Opti-MEM gemischt. Diese Loésungen wurden
fur 7-10 min inkubiert, vermischt und nochmals fur 20-25 min inkubiert, bevor sie zu
den Zellen gegeben wurden. Als Kontrolle diente ein fluoreszierendes non-silencing

siRNA-Duplex (Qiagen-Xeragon, Germantown, USA; 5 -aattctccgaacgtgtcacgt).

2.2.7 Klonierung eines Golgi-Markers

Auf der Basis des EGFP- und des DsRed-Vektors (Clontech, Heidelberg) wurden
zwei Zellkompartimentmarker hergestellt. Hierfir wurden in die entsprechenden
Vektoren Sequenzen inseriert, die zu einer Lokalisation des EGFP- bzw. DsRed-
Proteins in das Golgi-Netzwerk der Zelle fuhrt.

Fir die Herstellung des Golgi-Markers wurde die Golgi-Signal sowie die
Transmembransequenz der UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase
verwandt:

>gi[11602910|ref[NP_071641.1] UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-
galactosyltransferase, polypeptide 1; glycoprotein galactosyltransferase beta 1, 4;
galactosyltransferase 2 beta 1, 4; beta-1,4-GalT; B-1,4-GalT1; beta-1,4-GalT1 [Mus

musculus]

Mittels PCR wurden 360 Basen nach dem Start Codon aus Mausembryo-cDNA

amplifiziert und vor die Sequenz des Fluoreszensproteins kloniert, dies fihrte zum
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Einbau des Konstrukts in das Golgi-Netzwerk. Dem Startcodon wurde eine Kozak-

Sequenz (CACC) vorangestellt.

2.2.8 Herstellung eines plasmamembranstandigen EGFP-gekoppelten AT2-

Rezeptors

Um die Interaktion von ATBP50 mit dem AT2-Rezeptor zu untersuchen, wurde ein N-
terminal EGFP-gekoppelter AT2-Rezeptor kloniert, da eine C-terminale Variante des
EGFP-gekoppelten AT2-Rezeptors wegen moglicher Interaktionen des EGFP mit
ATBP50 nicht in Frage kam. Da eine N-terminale EGFP-Koppelung des AT2-
Rezeptors aber eine Integration des Rezeptors in das ER verhindern wirde, wurde
ein Signal-Peptid des IFN-gamma Rezeptors vor das EGFP zu klonieren, um so ein
ER-Einbau zu sichern.

Zu diesem Zweck wurde die Sequenz fur das IFN-gamma Rezeptor Signal-Peptid mit
den Restriktionsschnittstellen fir 5° Nhel und 3" PinA versehen und vor die Sequenz
des EGFP in der Vektor pEGFP-N1 kloniert.

sense
5" CTCGCTAGCCACCATGGCTCTCCTCTTTCTCCTACCCCTTGTCATGCAGGGTGTGCTACCGGTCTC
antisense

5" GAGACCGGTAGCACACCCTGCATGACAAGGGGTAGGAGAAAGAGGAGAGCCATGGTGGCTAGCGAG

Der so modifizierte Vektor wurde pEGFP-N1-SP genannt und der AT2-Rezeptor
anschlie3end in die Multi Cloning Side des Vektors kloniert.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37 °C in Wasserdampf-gesattigter 5 %-iger (v/v) COo-
Atmosphare kultiviert. Als Medium diente fir N1E-115-Zellen Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose (GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland)
erganzt mit 10 % fotalem Kalberserum (FKS) (GibcoBRL). COS-7-Zellen wurden in
DMEM mit 4,5 g/l Glukose (GibcoBRL) erganzt mit 10 % FKS (GibcoBRL) und 5 mM
Glutamin (GibcoBRL) Kkultiviert. N1E-115-Zellen (mouse neuroblastoma) wurden
entsprechend kultiviert, jedoch frei von Natriumpyrovat. Allen Medien wurde 100 U
Penicillin und 100 ug Streptomycin je 500 ml beigeflgt. Zur Subkultivierung wurden
konfluent gewachsene Zellen 1 x mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS)

gewaschen, durch 5-minltige Behandlung mit 0,025 % (w/v) Trypsin, 0,05 % (w/v)
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EDTA abgel6st und nach Verdunnung mit Kulturmedium im Verhaltnis 1:2 bis 1:4 (bis
1:10 im Fall der COS-7) neu ausgesat.

2.3.2 Transfektion von Mammalia-Zellen

Bei dem Transfektionsreagenz LipofectAMINE 2000 handelt es sich um eine
Liposomenformulierung eines polykationischen Lipids in Kombination mit einem
neutralen Colipid (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Es bewirkt die Bildung
kompakter Lipid/DNA-Komplexe und ermdglicht somit eine effiziente Aufnahme in
Saugerzellen. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 6 Kavitaten a 9,6 cm?
(6 Kammerplaten) bis zu einer Konfluenz von 40-60 % kultiviert. Zur
Komplexbildung wurden Lésungen von 2 ug zu transfizierender DNA in 60 uyl DMEM
(serum- und antibiotikafrei) sowie 10 ul LipofectAMINE 2000 in 50 pl des gleichen
Mediums gemischt und Uber 40 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und 800 pyl serumhaltiges DMEM (antibiotikafrei)
zugeflgt. Nach Zugabe der DNA/Lipid-Komplexe und 6-stliindiger Inkubation wurden
1,2 ml vollstandiges Medium zugesetzt. Am nachsten Tag wurde das Medium
gewechselt, und nach weiteren 24 h erfolgte die entsprechende Verwertung der

Zellen.

2.3.3 Zellproliferationsassay

Die Zellproliferation wurde mittels CyQUANT cell proliferation assay kit (Molecular

Probes) nach den Angaben des Herstellers in einem Fluorometer gemessen.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Probenaufbereitung

Zur Expressionsanalyse wurden die tiefgefrorenen Organe von mannlichen C57bl6-
Mausen mechanisch zerkleinert und homogenisiert. Die Gewebe wurden in einer

Konzentration von 0,2 mg/ul in Laemmli-Puffer aufgenommen.
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Laemmli-Puffer: TrisHCI, pH 6,8 63 mM
SDS 2,5 % (wlv)
Glycerin 5 % (v/v)
B-Mercaptoethanol 5 % (v/v)
Bromphenolblau 0,005 % (w/v)

Nach 30-minlatiger Erwarmung der Proben auf 100 °C wurden nicht geloste

Bestandteile 10 min bei 13.000 g abzentrifugiert.

2.4.2 Immunoblotting

Fir einen Immunoblot wurden die Proben in Laemmli-Puffer aufgenommen und
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihres
Molekulargewichts aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte ein Elektrotransfer der
Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran nach dem semi-dry-Verfahren bei
1,5 mA/cm? Gelflache Gber 60 min. Als Transferpuffer diente ein 12,5 mM Tris-Puffer
mit 0,96 M Glycin und 10 % (v/v) Methanol. Zur Uberpriifung des Proteintransfers
bzw. zur Fixierung wurde die Nitrocellulosemembran nach dem Blotting mit 0,2 %
(w/v) Poinceau S in 3 % (w/v) Trichloressigsaure gefarbt. Nach der Blockierung freier
Bindungsstellen auf der Membran durch 60-mindtige Behandlung mit
Blockierungslosung bei Raumtemperatur (RT) erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei

4 °C mit dem Erstantikorper in entsprechender Verdinnung im gleichen Puffer.
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10 x TBS: Tris-Base 12,1g
NaCl 90g

Ansatz in Aq.dest., pH 7,4

TBS-T: 10 x TBS 100 ml
Tween 20 1mi
Aqg.dest. 899 ml
Blockierungsldsung: Magermilchpulver 5 % (w/v)

Ansatz in TBS-T

Anschliefend wurde 3 x 10 min mit TBS-T bei RT gewaschen. Die Zweitantikorper
wurden 60 min mit einer Verdinnung von 1:10.000 fur Anti-Maus IgG bzw. mit
1:5000 fur Anti-Kaninchen IgG in Blockierungslosung bei RT inkubiert. Nach 3 x
10 min Waschen mit TBS-T bei RT erfolgte die Detektion der Meerrettich-Peroxidase
gekoppelten Zweitantikorper durch Chemilumineszenz-Reaktion. Hierzu wurde die
Membran 1 min in Substratiésung (100 mM TrisHCI, pH 8,5, 2,5mM 3-
Aminophthalhydrazid (Luminol), 0,4 mM p-Cumarsaure, 5 mM H,0,) inkubiert.
AbschlieRend wurde ein Réntgenfilm aufgelegt und nach 0,5 bis 20 min Exposition

entwickelt.

2.4.3 Coimmunprazipitation nach Coexpression von AT2-Rezeptor und
ATBP50

COS-Zellen wurden unter Verwendung von Lipofectamin 2000 mit den
Expressionsvektoren  pcDNA3.1-V5-polyHis-ATBP50 und p3XFlag-AT2 co-
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen, mit dem
chemischen Cross-Linker 3,3 -Dithiodipropionat in einer Endkonzentration von
2,5mM in 10% DMSO (Sigma, Deisenhof) fur weitere 30 min inkubiert und 1 h bei
4 °C in 50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100 und Complete protease
inhibitor cocktail (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) lysiert. Die unléslichen
Bestandteile wurden durch 20-mindtige Zentrifugation bei 13.000g und 4 °C
abgetrennt. AnschlieRend wurden die Proben 1:3 mit Waschpuffer verdinnt und 1 h

bei 4 °C unter Rotation mit je 10 pl Flag-Antikorper inkubiert.
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Waschpuffer: TrisHCI 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM

Ansatz in Aq.dest., pH 7,4

Die Antikérperkomplexe wurden anschlieiend 3 x gewaschen, indem das Sediment
in Waschpuffer resuspendiert und jeweils 2 min bei 8.000 g zentrifugiert wurde. Die
coprazipitierten Proteine wurden durch Immunoblotting mit V5-Antikorper 1:5000
detektiert.

2.4.4 ELISA zur Detektion von Rezeptorexpression auf der Plasmamembran

COS-Zellen wurden transient mit dem Expressionsvektor p3XFlag-AT2 (hier tragt der
AT2-Rezeptor ein Flag-Epitop an seinem extrazellularen N-Terminus) oder
pcDNA3.1 ohne N-termiales Epitop transfiziert. Hierfur wurden die Zellen in 24-
Kammerplatten ausgesat und mit ATBP spezifischer siRNA transfiziert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen in Polylysin-beschichteten 96-Kammerplatten in
einer Dichte von 5 x 10* Zellen pro Well umgesetzt und nach 12 h mit den AT2-
Rezeptor Konstrukten transfiziert. Am dritten Tag wurden die Zellen mit 1ug Maus-
M2-Flag-Antikérper in 100 yl DMEM mit 10 % FKS fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden dann mit PBS ohne Ca?/Mg?* gewaschen und mit 4 %
Paraformaldehyd fixiert. Zum Nachweis des gebundenen Erstantikdrpers wurde ein
Alkalische-Phosphatase-konjugierter Schaf-anti-Maus 1gG Sekundarantikérper (HRP-
IgG, Amersham, Arlington Heights, IL) in einer Verdinnung 1:2500 in PBS fur 2 h bei
37 °C inkubiert. Die Kammern wurden zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieRend mit dem Substrat der Alkalischen-Phosphatase dem p-Nitrophenyl-
Phosphate-Dinatrium (pNPP) inkubiert. Die Umsetzung des pNPP wurde nach
beginnender Gelbfarbung mit NaOH gestoppt und photospektrometrisch bei 405 nm

gemessen.

2.5 Immunofluoreszenz-Mikroskopie

N1E-115-Zellen wurden ca. 16 h auf Glasobjekttragern (18 mm Durchmesser,

Assistent, Schott) in 12-Kammerplatten kultiviert und mit den gewulnschten
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Expressionsvektoren transient transfiziert. Anschlielend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und durch Zugabe von 2,5 % Paraformaldehyd in PBS in 30-minutiger
Inkubation bei RT fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS wurde zur Blockierung

freier Bindestellen 15 min mit Immunofluoreszenz (IF)-Blockierungslésung inkubiert.

IF-Blockierungsldsung: bovines Serumalbumin (BSA) 5 % (w/v)

Ansatz in TBS-T

Fir Doppelfarbungen folgte eine 30-minltige Inkubation bei 37 °C mit den
entsprechenden Erstantikbrpern aus unterschiedlichen Spezies in einer Verdiinnung
von jeweils 1:100 in IF-Blockierungslosung (soweit nicht anders angegeben). Nach
dreimal 5 min Waschen mit TBS wurden die Zellen 30 min bei 37 °C mit den gegen
die entsprechenden Spezies gerichteten cy2- und cy3-markierten Zweitantikdrpern
(1:500 in IF-Blockierungslésung) inkubiert. Ab diesem Schritt wurden die Praparate
moglichst vor Lichteinfluss geschutzt. Dann wurden die Zellen wiederum dreimal
5min mit TBS gewaschen und mit Slow-Fade® (Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) eingebettet. AnschlieRend wurden die Praparate mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop (Leica DMR) bzw. einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop
(Carl Zeiss Laser Scanning Systems LSM-510 mit einer Zeiss 63x 1.3 NA oll
Immersionslinse) analysiert; die Dokumentation und Auswertung der Fluoreszenz-
Aufnahmen erfolgte mit Hilfe einer CCD-Kamera und der zugehdrigen Software. Im
Gegensatz zur konfokalen Laserscanning-Methode, bei der nur das Licht aus einer
Ebene gesammelt wird, ist bei ,normalen® Fluoreszenz-Aufnahmen die Bildqualitat
durch die Fluoreszenz auf3erhalb der fokussierten Ebene vermindert. Um in diesen
Fallen die Hintergrundstrahlung zu entfernen, wurde zunachst mit Hilfe eines
Mikrofokusmotors in 1 um Schritten durch die Z-Ebene (senkrecht zum
Mikroskoptisch) eine Bildserie aufgenommen. AnschlieRend wurde mit einem
mathematischen Verfahren, der sogenannten Dekonvolution, die Hintergrund-

Fluoreszenz berechnet und von der betrachteten fokussierten Ebene substrahiert.
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2.6 Datenbankanalysen

Sequenzvergleiche auf DNA- und Proteinebene wurde mit Hilfe der Software
ClustalwW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) durchgefihrt und ausgewertet. Zur Suche
nach bekannten Proteinmotiven bzw. funktionalen Domanen wurden mit dem
Programm SMART die Datenbanken Prosite und Pfam (http://kr.expasy.org/tools)
durchsucht. Fur Vergleiche mit bekannten DNA-Sequenzen aus dem humanen
Genomprojekt (HUGO), mit ESTs (expressed sequence tags) und mit bekannten
Proteinen wurden unter Verwendung des Programmes BLAST (http://dove.embl-
heidelberg.de/Blast2/, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) die verschiedenen
Datenbanken des EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg) und
des NIH (National Institute of Health, USA) durchsucht.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Identifikation von ATBP50 als ein AT2-Rezeptor Bindeprotein

Die zentrale Zielsetzung dieser Arbeit war die ldentifizierung noch nicht bekannter
Interaktionspartner des AT2-Rezeptors, die bei der Signaltransduktion, Regulation
der subzellularen Lokalisation oder der Aktivitat des Rezeptors eine Rolle spielen. Zu
diesem Zweck kam ein Gal4-basiertes Yeast Two-Hybrid System zum Einsatz. Dabei
wurde darauf geachtet, dass sowohl das ,Koéder“-Protein (im vorliegenden Fall der
intrazellulare C-Terminus des Maus-AT2-Rezeptors), als auch die ,Beute“-cDNA-
Bank aus der Maus stammte. Zusatzlich wurde eine cDNA-Bank aus Gewebe
gewahlt, in dem eine hohe AT2-Rezeptor-Expression vorliegt. Beide
Voraussetzungen sind bei einer Maus-Embryo-cDNA-Bank (11 Tage post coitem)
gegeben. Weitere Vorteile der Verwendung eines Maus-basierten Systems sind,
dass diese Spezies anschlieRend sowohl flr die Durchfiuhrung von Tierversuchen
nutzbar ist, als auch fur die Erzeugung von knockout-Mutanten eines gewunschten

Genes herangezogen werden kann, wenn diese nicht ohnehin schon verfugbar sind.

3.1.1 ,,Beute” des Yeast Two-Hybrid Screens

Die meisten der anfanglich B-Gal-positiven Hefe-Isolate konnten durch die
durchgefuhrten Kontrollexperimente als Artefakte identifiziert werden. Es verblieben
jedoch einige lIsolate, die alle Selektionskriterien erflllten. Die Plasmide dieser
potentiellen  AT2-Rezeptor-Interaktoren  wurden  sequenziert und  einer
Homologiesuche zu bekannten Proteinsequenzen in der Genbank mittels des
BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1997) unterzogen. Die meisten der identifizierten
Interaktoren sind bereits bekannte und charakterisierte Proteine. Viele von ihnen
konnen aber der Gruppe der bekannten falsch-positiven Bindungspartner
zugerechnet werden. Diese fuhren in Hefen haufig zur Aktivierung der Reportergene,
ohne dass eine tatsachliche physiologische Interaktion mit dem Kdder-Protein auftritt
(Luban und Goff, 1995). So zahlt TIM17 zu den mitochondrialen Proteinen, die
regelmaldig in hoher Zahl im Yeast two-hybrid System mit ganz unterschiedlichen
Kdder-Proteinen isoliert werden. Auch Proteine aus dem Zitronensaurezyklus und
MHC-Loci sind oft an einer unspezifischen Aktivierung des Reportergens beteiligt

und wurden deswegen in den Folgeexperimenten nicht naher untersucht. Einige
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weitere Proteine sind ebenfalls mit hoher Wahrscheinlichkeit keine spezifischen
Interaktoren des AT2-Rezeptors, wie z.B. das Proteasomenprotein Lmp3.
Proteasomen spielen zwar unter Umstanden beim Abbau von AT2-Rezeptoren eine
Rolle, sind aber nicht unmittelbar mit der physiologischen Funktion des Rezeptors
korreliert. Das Auffinden eines Chaperones (MDJ) scheint zunachst von Interesse zu
sein. Allerdings sind Heatshockproteine sehr haufig auftretende falsch positive
Interaktoren in Hefen. Daher wurde dieses Protein nicht als spezifischer Interaktor
des AT2-Rezeptors angesehen.

Von den gescreenten 2 x 10° Kolonien erfiiliten 16 alle fiinf Selektionskriterien
(Phenotypen: His +, 3 ATR, Galactosidase -, Ura + und 5-Fluoro-orotic-Saure +) und
zwei dieser Kolonien codierten fur eine full length-cDNA, die wir ATBP50, fur AT2-

receptor binding protein mit einer Grésse von 50 kDa, benannten.

3.1.2 Validierung der Interaktion von ATBP50 und dem AT2-Rezeptor

Um die Interaktion, die zur Selektion von ATBP50 flhrte, zu bestatigen, wurde eine
Co-Immunprazipitation des ATBP50 Uber den AT2-Rezeptor durchgefuhrt. Hierzu
wurde der AT2-Rezeptor mit einem N-terminalen FLAG-Tag versehen und mit
ATBP50, welches am C-Terminus ein V5-Tag tragt, transient in COS-7 Zellen
exprimiert. Nach 48 h wurden die Zellen in Ripa-Puffer lysiert und anschlielend mit
Waschpuffer 1:3 verdinnt. Aus dem Zelllysat wurde der AT2-Rezeptor mit
immunspezifischen Antikorpern gegen das FLAG-Tag prazipitiert und die
Coprazipitate durch Immunoblotting mit V5-Antikdrper analysiert.

Da die Anwesenheit von geladenen Detergenzien nicht-kovalente Protein-
interaktionen stort, konnte der Einsatz des 1:3-verdunnten Ripa-Puffers, der u.a.
0,1 % SDS enthalt, ein Grund fur die relativ schlechte Coprazipitierbarkeit
(schwachen Proteinbanden) des AT2-Rezeptors und ATBPS50 sein (Abb. 2.1).
Vergleichbare Experimente wurden mit ATBP60 und ATBP135 durchgeflihrt. Dabei
konnte weder ATBP60 noch ATBP135 Co-immunprazipitiert werden.
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Transfektion: AT2R-Flag + + + +
ATBP50-V5
+ +
ATBPAN-V5 +
100nM ANGII +
IP: a-Flag
Western blot: a-V5 - - S S = 50kD

a-Flag —‘— 70kD

Abb 2.1 Coprazipitation von ATBP50 und AT2-Rezeptor aus Zelllysaten

Cos-7-Zellen wurden unter Verwendung von Polyfecte transient mit Flag-gekoppeltem AT2-Rezeptor
und V5-gekoppeltem ATBP50 transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen in Ripa-Puffer lysiert und
anschlieBend 1:3 mit Waschpuffer verdinnt. Die Immunprazipitation (IP) erfolgte mit Flag-

spezifischem Antikérpern. Die Coprazipitate wurden mittels Immunoblotting (IB) analysiert.

3.2 Charakterisierung von ATBP

3.2.1 Nachweis der ATBP-mRNA durch Northern-Blot
Die Expression der ATBP-mRNA wurde durch Northern blot untersucht. Hierfur

wurde mRNA aus verschiedenen Geweben im Agarosegel aufgetrennt und mit
radioaktiv markierter ATBP50-cDNA als Sonde nachgewiesen. Wie in Abbildung 2.2
zu sehen, sind im Muskelgewebe alle drei Varianten der ATBP-mRNA vertreten. In
Plazenta, Niere sowie Leber sind die mRNA von ATBP60 und ATBP135 detektierbar.
Im Herzen sind die beiden kleinen Varianten ATBP50 und ATBP60 stark, im Gehirn
und Lunge nur sehr schwach nachzuweisen. In Thymus, Testes und Milz ist keine
der ATBP-Varianten zu detektieren. Als Ladungskontrolle wurde der Northern blot

von seiner Sonde befreit und erneut mit einer Sonde gegen GAPDH gelabelt.
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Abb. 2.2 Nachweis von ATBP-mRNA durch Northern blot

Gesamt-mRNA aus verschiedenen Geweben der Maus wurde im Agarosegel aufgetrennt und auf

eine Nitocellulosemembran geblottet. ATBP-mRNA wurde anschlieBend auf der Membran mit

radioaktiv markierter ATBP-cDNA als Sonde nachgewiesen.

3.2.2 Sequenz und Strukturanalyse der ATBP-Proteine
Die DNA-Sequenzen der ATBP-cDNAs wurden mit dem Programm Transeq des EBI

in Proteinsequenzen umgeschrieben und anschliefend mit SAPS - Statistical
Analysis of Protein Sequences der Stanford University das Molekulargewicht
berechnet. Die kalkulierte Lange und das Molekulargewicht der Proteine war fur:
ATBP50 (GenBank accession number AY626781) 440 AS und ca. 50 kDa

ATBP60 (GenBank accession number AY626782) 520 AS und ca. 60 kDa

ATBP135 (GenBank accession number AY626781) 1210 AS und ca. 135 kDa.

Die DNA-Protein-Translation ist im Anhang dargestellt.

Eine PHI- and PSI-BLAST- (Altschul et al., 1997) Suche mit den Proteinsequenzen
zeigte keine signifikanten Homologien zu bekannten Sequenzen in der NCBI-
Datenbank. Eine Strukturhomologie konnte zu Proteinen nachgewiesen werden, die
eine lange Coiled-coil Region wie Golgi-Matrix-Proteine besitzen. Beispiele hierfur
sind z.B.: GM130/golgin-95 (Nakamura et al., 1995), GCP170 (Misumi, Y. et al.,
1997), golgin-160 (Fritzler, MJ et al., 1993) und p115 (Sapperstein, SK et al., 1995).

ATBP50 kann aufgrund seiner hohen Homologie zum humanen mitochondrial tumor
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suppressor gene 1 (MTSG1) Protein (Seibold et al., 2003) und dem humanen ATIP

(Nouet et al., 2004) als die murine Variante dieser Proteine gesehen werden.

In der Protein-Familien-Datenbank Pfam (Bateman et al., 2002) konnte eine
Homologie von ATBP50 zum Pfam-Eintrag CDD:pfam05483 oder HOOK Protein
gefunden werden. Es wurde gezeigt, dass Proteine, die diese Struktur aufweisen

eine erhdohte Wahrscheinlichkeit zeigten, am Golgi-Apparat zu binden (Walenta et al.,

2001).

Strukturell kdnnen die ATBP-Proteine in zwei Regionen geteilt werden, in eine ,Kopf-

Region®, die isoformspezifisch ist, und eine ,Schwanz-Region®, die die C-terminalen
400 AS umfasst und bei allen drei Vairanten identisch ist (Abb.2.3.).
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Abb. 2.3

MNDDNSDRTEDGSRYVF IRDKNSNPSEYYQ
TSLSAQCPSVSHGDWNSDNPDAMVVDYEMDPAVDSSESVSLSHQCVEELAYPEPSSDFMG
KHEFTMYSELTCQSPALVNTGKPQDLHSNCDSLEAIQDEKFDPLKPCECRSDDDYACGDS
PEVLELKQTYGMKVDTANYTFIARHD IEQGQPLHAPGGLQTTVRDRNALSSCGRTPPHSS
KMYVRGVNYNRENFENLQATPSKTLNTTFTVISDVLMQTDSPDVGVQGQNSLGNVTKEYT
DGTRRGL 1GEKE IQAVTLVSDGMEVPNGSASQEFYCVSEDDPNSETHSHGPYAQQEMGQN
LRGTLPNCHVDGECPVLVPAFEKSKTRVLGSECKVTVTEDPHIDSHDNDSD IQSSTEELT
LRSVSGQRGSPYEMGWGENGGA 1CTDKAGCMSTPVEQPPNLSFRLEPAEVKKYNNVENGP
RDAKRAPNLKGEPTNMPKPNLGKSATKTNTTVGSKVRKTEI ISYPTPNFKNIKAKVISRS
VLQPKDTS IMKDTPSPQVTGGSSPSPGPSKHLTMMNKAPRSDFKASKKAE I P INKTHKQQ
FNKL ITSQAAQVTTHSKNASLGVPRTTSATKSNQENVDKTGSPHAGSETGSVAAFFQKIK

GILPVKMKSSECLEVTYVSHIDQISPEKGEQDGEAPMEKQELGKQATNE I FESKSLLVGS

TIPGGFRSCTETDISSTIFINSTLTPPAGSERQYDATLLALLVVGSYSLCIIPLLATLTR
APKTSTTPGRSSSKPDSRSLRKTPGLKAKVGPTAACLRRKSESRTLGSDRALSPQRIRRV

——————————————————— MLLSPKFSLSTIHVRLTAKGLLRNLRLPSGLRKNTVIFHT
KKSGHAAINKYEEKPPKQAFQNGSGPLYLKPLVPRAHSHLLKTSPKGPSRKSLFTAFNS
SGSGHAAINKYEEKPPKQAFQNGSGPLYLKPLVPRAHSHLLKTSPKGPSRKSLFTAFNS

VEKGRQKNPRSLCIQTQTAPDVLSSERTLELAQYKTKCESQSGF I LHLRQLLSRGNTKF
EALTVVIQHLLSEREEALKQHKTLSQELVSLRGELVAASSACEKLEKARTDLQTAYQEF
VQKLNQQHQTDRTELENRLKDLYTAECEKLQS 1Y IEEAEKYKTQLQEQFDNLNAAHETT
KLEIEASHSEKVELLKKTYETSLSE IKKSHEMEKKSLEDLLNEKQESLEKQINDLKSEN
DALNERLKSEEQKQLSREKANSKNPQVMYLEQELESLKAVLE IKNEKLHQQDMKLMKME
KLVDNNTALVDKLKRFQQENEELKARMDKHMAISRQLSTEQAALQESLEKESKVNKRLS
MENEELLWKLHNGDLCSPKRSPTSSAIPFQSPRNSGSFSSPSISPR

Alignment der ATBP-Proteine
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Position der Aminoséaure als Nummer am rechten Rand

Um eine Vorstellung von der Struktur der Proteine zu bekommen, wurden die
Sequenzen der Proteine in verschiedene Programme zur Strukturberechnung
eingegeben.

Das Programm COILS (version 2.1) vom EMBnet (Lupas A. et al., 1991) berechnete
eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass die letzten 149 AS der Proteine eine wx-helikale
coiled-coil Struktur einnehmen (Abb. 2.4). Dieses Strukturmerkmal wird durch die
starken ,Helix-Brecher” Asparagin and Prolin (Tripet B. et al., 2000) in Position 260
und 261 unterbrochen. Die 38 AS des C-terminalen Endes kdnnen als eine

Prolin/Serin-reiche Region beschrieben werden und bilden keine coiled-coil Struktur.

T T
+to+tal prok
dimer prokb

trimer prok -

1 1 1 1 1 1 1
a za 4@ &8 =8 1aa 128 148 1@ 15a

Abb. 2.4 Multicoil-Plot der 169 AS der C-terminalen Region der ATBP-
Proteine

Die Sequenz der letzten 160 Aminosauren von ATBP wurden mit dem Programm COILS vom EMBnet

auf die Wahrscheinlicht berechnet, eine t:-helikale coiled-coil Struktur einzunehmen.

Zudem konnte die beschriebene coiled-coil Struktur noch weiter klassifiziert werden.
Mit dem Program 2ZIP des DKZF, Heidelberg, konnte in dieser coiled-coil Region ein
potentieller Leucin-Zipper aufgedeckt werden, eine spezialisierte Form eines coiled-
coil Motivs, in der jede siebte AS ein Leucin ist. Diese Struktur dient Proteinen haufig
zur Dimerisierung (Lupas A, 1996; O'Shea, E. K., et al., 1989).

Ein wichtiges Indiez fur die Lokalisation und Funktion eines Proteins ist die Frequenz

und die Lage von hydrophoben AS. Mittels eines Hydropathie-Plots (Kyte, J. und
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Doolittle, RF., 1982) konnte gezeigt werden, dass die ATBP-Proteine hoch hydrophil
sind und keine langeren hydrophoben Regionen aufweisen, die zur

Membraneinlagerung dienen kdnnten.

3.2.3 Subzelluldare Lokalisation von ATBP50

Als nachstes wurde die subzellulare Lokalisation von ATBP50 naher untersucht. Die
fur ATBP50 charakteristische Lokalisation in der Zelle, sowie die Homologie zu
bekannten Golgi-Proteinen wiesen auf eine Lokalisation am Golgi-Apparat hin. Aus
diesem Grund wurde ein Golgi-Marker konstruiert, der in Zellen exprimiert am Golgi-
Appart akkumuliert, und diesen durch ein fluoreszierendes Fusionsprotein anfarbt.
Mit diesem Marker und dem V5-Tag fusionierten ATBP50 wurden COS-7 Zellen
cotransfiziert. In den Abbildungen 2.5 A und B ist zu sehen, dass ATBP50 in
derselben subzellularen Region lokalisiert ist wie der Golgi-Marker und daher auf
eine Lokalisation von ATBP50 am Golgi-Apparat hinweist. Da ATBP50 weder eine
Signalsequenz zur Golgi-Internalisierung noch eine Transmembranregion oder
Palmitoylierungs- bzw. Myristoylierungs-Sequenz aufweist, muf3te die Bindung an
das Golgi Uber eine Proteininteraktion von ATBP50 mit Golgi-residierenden Proteinen
stattfinden.

Um diese Hypothese zu testen, wurden Deletionsmutanten des ATBP50 hergestellt.
Zum einen wurde das N-Terminus des ATBP50 (Aminosaure 1-120) deletiert, in
einem zweiten Ansatz das C-Terminus (Aminosaure 400-440). Die N-terminal
deletierte Mutante von ATBPS50 war in derselben Weise lokalisiert wie WT-ATBP50.
Die C-terminale Mutante hingegen verlor, wie in Abbildung 2.5 C zu sehen, die
charakteristische Lokalisation und wurde diffus in der gesamten Zelle einschlief3lich
des Zellkerns gefunden. Dieses Ergebnis zeigt, dass ATBPS50 Uber seinen C-

Terminus eine Interaktion mit Golgi-residierenden Proteinen eingeht.
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Transfection:
Flag-tagged wtATBP50
+

DsRed-tagged GM

Flag-tagged ATBPAC
+

DsRed-tagged GM

red fluorescence

Filter for: green fluorescence

Abb. 2.5 Die C-terminale Trunkierung von ATBP50 fuhrt zum Verlust der

Golgi-Lokalisation

COS-7 Zellen wurden mit V5-Taged wtATBP50 und mit DsRed-tagged Golgi Marker (A, B) sowie mit
V5-tagged ATBPAC und DsRed-tagged Golgi Marker (C,D) transfiziert. Die V5-getaggeten Proteine

wurden mit Fitc-gekoppelten Antikdrpern nachgewiesen.

3.2.4 Datenbanksuche mit ATBP50 Proteinsequenzen

Es wurde die Proteinsequenzen von ATBP50 aus der Maus genutzt, um in
verschiedenen Datenbanken nach homologen Sequenzen zu suchen. Es konnten
homologe Sequenzen in den Datenbanken des Menschen (hATBP50), der Ratte
(rATBP50), des Krallenfrosches Xenopus leavis (xXATBP50) sowie des Fisches Dario
rerio (FATBP50) gefunden werden. Diese Sequenzen sind in Abb. 2.6 als ein multiple
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sequence alignment dargestellt, dass mit dem Programm ClustalWW angefertigt
wurde.

Sequenzen, die fur die Funktion des Proteins unmittelbar wichtig sind, sind in
starkerem Malde evolutionar konserviert. Aus diesem Grund lassen sich aus den
Proteinsequenzvergleichen Ruckschlisse auf Sequenzregionen schliel3en, die fur die
Funktion der Proteine eine Rolle spielen.

In diesen Proteinsequenzvergleichen ist auffallend, dass die letzten 130 AS der
Proteine nahezu identisch sind. Wie sich durch spatere Untersuchungen zeigte, ist
diese Region fur die Lokalisation der Proteine an den Golgi-Apparat verantwortlich.
Zudem ist die coiled-Coil Region sowie die Leucin-Zipper, die zur Dimerisierung der
Proteine beitragen, stark konserviert. Variabler erscheint die N-terminale Region, die
fur die Interaktion mit dem AT2-Rezeptor verantwortlich ist.

Eine Suche in den Datenbanken von Drosophila melanogaster, A.thaliana, C.elegans
sowie Saccharomyces ergab keine homologen Sequenzen. Es scheint daher keine
verwandten Proteine in diesen niederen Organismen zu geben. Daher scheint die
Vermutung nahe zu liegen, dass es sich bei ATBP-Proteinen um eine junge Familie

von Proteinen handelt.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

FATBP50  mmm oo
MATBP50  mmmmm oo e
RATBP50 mmmmm e
XATBP50 oo
FATBP50 MIVKSELDIDAVIYTTSIY IDG I TMWFHQRHKKKNAQMRVKSLAGAVKLSMRGKSCNIRP 60
FATBP50  mom oo
MATBP50  mmmmm oo
RATBP50 e
XATBP50  mmmmmmmm
FATBP50 TLKMAVDVSRTQAVCFLASELHEDSPVEPESAVGNPKPHTTTEEASNPPPPPGPVGKHGA 120
FATBP50 mmmmmmmm MLLSPKFSLS 10
MATBP50  — oo e MLLSPKFSLS 10
RATBP50 oo MLLSPKFSLS 10
XATBP50 mmmmm e MGPNK IEQKG I IQPHFDKA 19

TATBP50 APASKLPVKGLTNLSPQTLALNDNNGTMAAG ICMCGKMVGFLVSRRNQSKRTTQQKLSKA 180
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rATBP50 LKSENDALNERLKSEE-QKQLSREKANSK--—=—=————————————— NPQVMYLEQELE 311
mATBP50 LKSENDALNERLKSEE-QKQLSREKANSK——————————————————— NPQVMYLEQELE 311
hATBP50 LKSENDALNEKLKSEE-QKRRAREKANLK——————————— - NPQIMYLEQELE 307
XATBP50 LKDVNESLKEKLKYEEEQRKLTKEKSVQK--=====———————————— NPQVMYLEQELE 376
FATBP50 LSTEKEALYKKLKEEEEDGKHTPAEKYLVGSVSLSRAALQTFLTLIKMDSHVLYLEQELE 660
FooDITRooiRR R oo ¢ etk a el
rATBP50 SLKAVLE IKNEKLHQQDLKLMKMEKLVDNNTALVDKLTRFQQENEELKARMDRHMAISRQ 371
mATBP50 SLKAVLE IKNEKLHQQDMKLMKMEKLVDNNTALVDKLKRFQQENEELKARMDKHMAISRQ 371
hATBP50 SLKAVLE IKNEKLHQQD I KLMKMEKLVDNNTALVDKLKRFQQENEELKARMDKHMAISRQ 367
XATBP50 SLKAVLE IKNEKLHQQDKKLMQVEKLVETNTTLVERLNKCQQENEDLKARMVNHVALSRQ 436
FATBP50 SLKAVLE IRNNQLHQKEKKLMEMDKLMEAN IKLEECLKKVQQENEDYQARMDKYAALSKQ 720
FRFAFAK o cRRk D Fkkoookkrn R ko ok Rk ok 0 Kok
rATBP50 LSTEQAALQESLEKESKVNKRLSMENEELLWKLHNGDLC-SPKR-SPTSSAIPFQSPRNS 429
mATBP50 LSTEQAALQESLEKESKVNKRLSMENEELLWKLHNGDLC-SPKR-SPTSSAIPFQSPRNS 429
hATBP50 LSTEQAVLQESLEKESKVNKRLSMENEELLWKLHNGDLC-SPKR-SPTSSAIPLQSPRNS 425
XATBP50 LSTEQEVLQRSLEKESKANKRLSMENEELLWKLHNGDLC-SPKKLSPSSPGIPFHPSRNS 495
FATBP50 LSSEQVVLQQSLQKESKVNKRLSMENEELLWKLQNCDLLPSPCRLSPTS---PFNSPRNS 777
kKA ke keks - IF kK Kk o dkkok koo ARk
rATBP50 GSFSSPS-ISPR 440
mATBP50 GSFSSPS-I1SPR 440
hATBP50 GSFPSPS-ISPR 436
XATBP50 GSFSSPT-VSPR 506
TATBP50 AAFPTAAPLSPR 789

-k = = akkk

Abb. 2.6 CLUSTAL W alignment mit den Proteinsequenzen von ATBP50

Die Proteinsequenzen von Ratte (rATBP50), Maus (mMATBP50), Menschen (mATBP50), Xenopus
laevis (xXATBP50), Dario rerio (FATBP50) wurden mit dem Programm CLUSTAL W auf ihre Homologie

untersucht.

3.2.5 Genomische Organisation des ATBP-Gens

Um die genomische Organisation des ATBP-Gens zu untersuchen, wurde die ATBP-
MRNA Sequenzen fur eine Suche in den Datenbanken von NCBI (genomic BLAST)
eingesetzt. Es zeigte sich, dass das ATBP-Gen der Maus und des Menschen auf
dem Chromosomen 8p21.3 lokalisiert ist. Das gesamte Gen umspannt eine Region
von ca.90kb mit 15 Exons sowie 14 Introns, die alle eine GT-AG

Konsensussequenz zeigen.
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Exon 1 2 345 6 1 8 9 LI VR VY 14 13
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Abb. 2.7 A: Skizze der genomische Organisation des ATBP-Gens
B: Strukturelle Organisation der ATBP-Proteine

Wie in Abbildung 2.7 dargestellt, werden 2047 bp der 3’-Enden der ATBP-mRNAs
durch die Exons 7 bis 15 kodiert, sie bilden den in allen drei Proteinen gleichen C-
Terminus.

ATBP50-mRNA beinhaltet zusatzlich Exon 6 (358 bp) mit dem Translationsstart.
Exon 4 (133 bp) und 5 (41 bp) werden in ATBP60- und ATBP135-mRNA
transkribiert, wohingegen Exon 3 (238 bp) nur ATBP60 mRNA transkribiert und
beinhaltet den Translationsstart. Exon 1 (2311 bp) und 2 (119 bp) werden exklusiv in
ATBP135-mRNA transkribiert, mit einem Translationsstart in Exon 1.

Eine Analyse der Sequenzen, die sich in der Nahe der berechneten
Translationsstarts befinden, zeigte fur ATBP50 (5'-GAAGAGATGC) und ATBP135
(5'-TTCAGGATGA), aber nicht fur ATBP60 (5"-TTTTAAATGA) eine Kozak-Sequenz
(Kozak et al., 1989).
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3.3 Charakterisierung der Interaktion von AT2-Rezeptor und
ATBP50

3.3.1 Subzelluldre Lokalisation von AT2-Rezeptor und ATBP50

Nachdem die Interaktion zwischen dem AT2-Rezeptor und ATBP50 biochemisch
verifiziert werden konnte, wurde nun mittels Immunofluoreszenzmikroskopie die
relative Lokalisation und Kompartimentierung der beiden Proteine in intakten Zellen
untersucht. COS-7 Zellen wurden mit dem grin fluoreszierenden N-terminal EGFP-
fusionierten AT2-Rezeptor und V5-gekoppelten ATBP50 transfiziert. Wie in
Abbildung 2.8 dargestellt, wurde der AT2-Rezeptor erwartungsgemal® in der
Plasmamembran der Zellen exprimiert. Fur ATBP50, dass mit dem rot
fluoreszierenden Antikdrper gegen das V5-tag nachgewiesen wurde, erwies sich ein
Muster von intrazellularen, vesikularen Strukturen, die sich in der Nahe des Zellkerns
gruppierten, als charakteristisch. Eine Kolokalisation des AT2-Rezeptors mit dem
ATBPS50 konnte nur in den vesikularen Strukturen nachgewiesen werden, nicht aber

in der Plasmamembran.

Abb. 2.8 Lokalisation von AT2-Rezeptor und ATBP50

COS-7 Zellen wurden mit N-terminal EGFP-fusioniertem AT2 Rezeptor sowie V5-gekoppelten
ATBP50 transfiziert und nach 48 h fixiert. ATBP50 wurde anschliefend mit Cy3-gekoppeltem
Antikérper nachgewiesen. Die Aufnahmen zeigen die Verteilung von ATBP50 (rot) und AT2-Rezeptor

(gran). Die Zellkerne wurden mit Hochstfarbstoff gefarbt (blau).
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3.3.2 ATBP50 ist erforderlich zum AT2-Rezeptor trafficking

Um die physiologische Bedeutung der ATBP50/AT2-Rezeptor-Interaktion zu
untersuchen, haben wir die endogene Expression von ATBPS50 mittels siRNA-
Technologie inhibiert. Hierfir wurden N1E-115-Zellen, die sowohl AT2-Rezeptor als
auch ATBP50 exprimieren, transient mit EGFP-markiertem AT2-Rezeptor transfiziert.
Wie in Abbildung 2.9 A zu sehen, konnte in der konfokalen Mikroskopie der
transfizierte AT2-Rezeptor Uberwiegend an der Plasmamembran der Zellen
nachgewiesen werden. Wurden die Zellen 48 h vor der Transfektion mit dem AT2-
Rezeptor-Konstrukt mit siRNA gegen ATBP50 transfiziert, konnte der Rezeptor wie
Abbildung 2.9 B zeigt nicht nur an der Zelloberflache, sondern auch im Zytosol der

Zelle nachgewiesen werden.

Abb. 2.9 Veranderung der Lokalisation des AT2-Rezeptors nach

Transfektion von siRNA gegen die mRNA von ATBP50

A. N1E-115-Zellen auf Glasplattchen kultiviert und transient mit EGFP-markiertem AT2-Rezeptor
transfiziert und nach 48 h Inkubation bei 37°C fixiert.

B. N1E-115-Zellen auf Glasplatichen kultiviert und vor der Transfektion mit EGFP-markiertem AT2-
Rezeptor mit siRNA gegen mRNA von ATBP50 transfiziert. Nach 48 h Inkubation bei 37°C wurden die

Zellen fixiert.

Um diese Befunde zu untermauern, haben wir ein Zelloberflachen-ELISA etabliert.
Hierfur wurden N1E-115-Zellen mit siRNA gegen ATBP50 transfiziert. Nach siRNA-
Transfektion wurden die Zellen mit N-terminal Flag-Tagged AT2-Rezeptor (WtAT2R)
transfiziert und in 96-Well Assay-Platten kultiviert. Mit alkalischer Phosphatase
konjugiertem Antikdrpern gegen das extrazellulare N-terminale Flag-tag konnte der
AT2-Rezeptor an der Zelloberflache nachgewiesen werden. Die Ergebnisse, die in

Abbildung 2.10 dargestellt sind, zeigen eine signifikant verminderte
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Zelloberflachenexpression des AT2-Rezeptors in Zellen, die mit siRNA gegen
ATBPS50, im Vergleich zu Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden.

Darlber hinaus konnte eine Verringerung der Zelloberflachenexpression festgestellt
werden, wenn eine Flag-Tagged Mutante des AT2-Rezeptors (AT2RAT), dieser
Mutante fehlen die letzten 65 AS des intrazellularen C-Terminus - transfiziert wurden
(Abbildung 2.10).

1,600

1,400

1,200

1,000

0,800 1

0,600

0,400

0,200

0,000

wtAT2R ohne wtAT2R wtAT2R + wtAT2R + AT2RAT
Flag-Epitop ATBP50-siRNA Kontr.siRNA

Abb. 2.10 Zelloberflachen-ELISA mit Flag-tagged AT2-Rezeptor mit und ohne
siRNA gegen die mRNA von ATBP50 sowie einer AT2-Rezeptor-

Mutante ohne C-terminales Ende
N1E-115-Zellen wurden wie angegeben mit AT2-Rezeptor-Konstrukten und siRNA gegen ATBP50

transfiziert. Die Menge an AT2-Rezeptor an der Zelloberflache wurde mit Antikérpern gegen das Flag-
Tag des AT2-Rezeptor-Konstrukts nachgewiesen.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von ATBPS0
mit dem intrazellularen, C-terminalen Ende des AT2-Rezeptors fur die Expression

des Rezeptors an der Zelloberflache verantwortlich ist.
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3.3.3 Einfluss von ATBP50 auf die AT2-Rezeptor-Funktion in N1E-115-Zellen

Die Funktion des AT2-Rezeptors wird in der Hauptsache durch die von ihm aktivierte
Phosphatase vermittelt. Diese Funktion kommt dann zum Tragen, wenn die Zellen
uber einen proliferativen Stimulus, wie z.B. EGF, eine Phosphorylierung und daraus
resultierend eine Aktivierung der ERK1/2 erfahren. Wird in diesem Kontext der AT2-
Rezeptor stimuliert, erfolgt eine Reduktion der EGF-vermittelten maximalen ERK1/2-
Aktivierung.

Nachdem die Interaktion des AT2-Rezeptors und ATBP50 als wichtiger Schritt in der
Rezeptorexpression an der Plasmamembran beschrieben werden konnte, wurde der
Einfluss von ATBP50 auf die Funktion des AT2-Rezeptors untersucht.

Hierfir wurden N1E-115-Zellen eingesetzt, da in diesem Zellsystem der
antiproliferatve  Effekt einer AT2-Rezeptor-Stimulation nach EGF-Rezeptor-
Stimulierung bereits gezeigt werden konnte (Nahmias et al., 1995).

Die Aktivierung von ERK1/2 wurde durch einen Western blot dargestellt, in dem der
eingesetzte anti-phospho-ERK-Antikorper ausschliel3lich die phosphorylierte und
somit aktivierte Form der ERK1/2 erkennt.

Wie erwartet wurde eine deutliche Erhdhung der ERK1/2-Aktivierung nach
4 stindiger EGF-Stimulation (50ng/ml) im Vergleich zur Kontrolle sichtbar (Abbildung
211 A Linie 1 und 2). Diese Aktivierung konnte durch die Gabe von 50 nM Angll
inhibiert werden (Abbildung A 2.11 Linie 3). Dieser AT2-Rezeptor-Effekt konnte mit
dem AT2-Rezeptor selektiven Blocker PD123319 (10 umol/L) fast vollstandig inhibiert
werden (Abbildung A 2.11 Linie 4). Eine ahnliche Inhibition des Rezeptors konnte mit
der siRNA gegen ATBPS0 erzielt werden, nicht aber mit der Kontroll-siRNA
(Abbildung 2.11 A Linie 5 und 6). Um eine Stimulation des AT1-Rezeptors zu

verhindern, wurden die Zellen mit 10pm/L Losartan vorbehandelt.
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Abb.2.11 Einfluss von siRNA gegen die mRNA von ATBP50 auf die

antiproliferative Wirkung von AT2-Rezeptor-Stimulation

A. N1E-115-Zellen wurden wie beschrieben behandelt, die Zelllysate wurden immunogeblottet und die
Aktivierung der ERK1/2 mittels phospho-spezifischen Antikérpern analysiert.

B. N1E-115-Zellen wurden fiir 48 h. bei 37°C mit (+) oder ohne (-) EGF (50ng/ml) und Angll (50 nM)
behandelt. Die Proliferation wurde mittels Cyquant gemessen. Die Y-Achse zeigt die relative

Fluoreszens zur Kontrolle (100%).

Um diese Ergebnisse der ERK1/2-Inhibition zu verifizieren, wurde ein
Proliferationsassay mit den gleichen Versuchsbedingungen durchgefihrt. Nach zwei
Tagen EGF-Stimulation (50 ng/ml) der N1E-115-Zellen hatte sich die Zellzahl im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen nahezu verdoppelt (Abbildung 2.11 B Saule 1
und 2). Diese Induktion der Proliferation konnte mit der Gabe von 50 nM Angll auf
Kontrollniveau reduziert werden (Abbildung 2.11 B Saule 3). Auch in diesen

Versuchen wirkte die siRNA gegen ATBP50 wie der AT2-Rezeptor-Blocker
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PD123319 (Abbildung 2.11 B Saule 4 und 6). Die siRNA-Kontrolle zeigte auch hier
keine inhibitorische Wirkung (Abbildung A 2.11 Saule 5).

59



Diskussion und Ausblick

4 Diskussion und Ausblick

Mit dem (offiziellen) Abschluss des weltweit organisierten humanen Genomprojektes
gelang die Identifizierung und Kartierung aller menschlichen Gene, deren
Gesamtzahl heute auf etwa 30.000 geschatzt wird (Lander et al., 2001). Wahrend
aber die Dekodierung von Nukleinsauresequenzen ein hoch automatisierter Prozess
ist, stellt die Identifizierung jedes neuen Proteins und vor allem dessen
Charakterisierung noch immer ein vergleichsweise individuelles Problem dar. Hierbei
konnen mit large scale-Ansatzen wichtige Informationen beispielsweise Uber die
vielfaltigen Interaktionen innerhalb von Multienzymkomplexen erhalten werden
(Gavin et al., 2002). Dies kann jedoch im Einzelfall eine differenzierte Detektivarbeit
zur Erforschung der speziellen Eigenschaften und der Funktion unbekannter Proteine
nicht ersetzen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit ATBP50, ATBP60 und ATBP135 eine
neue Familie von Proteinen identifiziert und charakterisiert. Es konnte ferner gezeigt
werden, dass ATBP50 die subzellulare Verteilung sowie die Aktivitat des AT2-

Rezeptors moduliert.

4.1 ATBP50, ATBP60 und ATBP135: eine neue Proteinfamilie

4.1.1 Identifikation von ATBP50, ATBP60 und ATBP135

Als Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit diente ein unbenannter cDNA-Klon, der
mit Hilfe des Yeast two-Hybrid Systems unter Verwendung einer cDNA-Bibliothek
aus dem Embryo der Maus als Bindungspartner des AT2-Rezeptors identifiziert
worden war. Da jedoch bei der Herstellung von cDNA-Bibliotheken haufig cDNA-
Fragmente resultieren, ergab sich zunachst die grundlegende Aufgabe, den
potentiellen AT2-Interaktionspartner in voller Lange zu klonieren. Wahrend das 3’-
Ende des cDNA-Klons bereits durch eine Poly-A Sequenz definiert war, wurde das
5-Ende mit Hilfe einer 5-RACE unter Verwendung von Mausembryo-cDNA als
Matrize vervollstandigt. Somit gelang die Identifizierung eines neuen ca. 50 kDa
grollen Proteins (GenBank accession number AY626781) mit einem offenen
Leserahmen von 1320 bp bzw. 440 Aminosauren, das als ATBP50 (AT2-Rezeptor

Bindeprotein von 50 kDa), bezeichnet wurde. Des Weiteren wurde im Rahmen von
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Datenbankrecherchen ein cDNA-Klon mit der kompletten ATBP50-Sequenz sowie
weitere 5’-terminale ESTs mit Ubereinstimmender Startsequenz gefunden.

Ein weiterer Beleg fur die Vollstandigkeit der ATBP50-cDNA ist die Tatsache, dass
dem 5’-untranslatierten Bereich der ATBP50-Sequenz im Mausgenom ein Stop-
Kodon vorgeschaltet ist. Mittels Northern blot-Analyse mit Mausembryo-mRNA
konnten neben der erwarteten Bande bei ca. 2.5 kb zwei weitere Banden bei 3.6 kb
und 5.9 kb detektiert werden. Dieses liess auf zwei weitere Isoformen von ATBP
schlielen. Durch 5’-RACE konnten auch diese beiden mRNA-Transkripte definiert
werden: die 520 bzw. 1209 Aminosaure langen Proteine, welche wir ATBP60
(GenBank accession number AY626782) und ATBP135 (GenBank accession
number AY626781) nannten.

Zeitgleich und unabhangig von unserer Arbeitsgruppe haben Nouet et al. ATIP1
(AT2-interacting protein 1) beschrieben, ein Protein das das humane Homolog zu
ATBPS50 darstellt, welches aus der Maus kloniert wurde. Auch ATIP1 wurde als AT2-
Rezeptor-Bindeprotein beschrieben, welches die Aktivitat des AT2-Rezeptors
moduliert. Ein Mechanismus, mit dem ATIP1 diese Aufgabe erfullt, wurde nicht
beschrieben. Auch Nouet et al. beschrieben in ihrer Arbeit eine Familie von
Proteinen, die jedoch vier Isoformen umfasst (Nouet et al., 2004). Es ist mdglich,

dass dieses zusatzliche Transkript nur im Menschen auftritt, nicht aber in der Maus.

4.1.2 Das ATBP-Gen

Um die genomische Organisation des ATBP-Gens zu untersuchen, wurden die
ATBP-mRNA Sequenzen flr eine Datenbanksuche in den Datenbanken von NCBI
(genomic BLAST) verwendet. Es zeigte sich, dass das ATBP-Gen der Maus und des
Menschen auf dem Chromosomen 8p21.3 lokalisiert ist. Das gesamte Gen umspannt
eine Region von 90,5 kb mit 15 Exons sowie 14 Introns, die alle eine GT-AG
Konsensussequenz zeigen.

In dieser chromosomalen Region wurde von Yakota et al. zwei verschiedene
Tumorsuppressor Gene postuliert, da der Verlust dieser Region mit einem erhdhten
Krebsrisiko einhergeht (Yokota et al,, 1999).

Eine Analyse der Sequenzen, die sich in der Nahe der berechneten
Translationsstarts befinden, zeigten fur ATBP50 (5'-GAAGAGATGC) und ATBP135
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(5'-TTCAGGATGA), aber nicht fur ATBP60 (5"-TTTTAAATGA) eine Kozak-Sequenz
(Kozak et al., 1989).

Das Auftreten von drei unterschiedlichen Transkripten weist auf einen Spleil3prozess
hin. Es ist jedoch noch nicht geklart, ob die drei ATBP-Varianten durch Splei3en
einer Pra-mRNA hervorgehen und somit eine Promotorregion aufweisen, oder ob sie

jeweils eigene Transkriptionsstarts besitzen.

4.1.3 Die Expression von ATBP

Als wichtiger Hinweis auf die Bedeutung bzw. Funktion eines Proteins gilt die
Konservierung der Protein-Sequenz innerhalb verschiedener Spezies bzw. das
MRNA-Expressionsmuster in unterschiedlichen Geweben. Einige Beobachtungen
deuten darauf hin, dass neben dem Menschen weitere Spezies ein hoch
konserviertes ATBP-homologes Protein exprimieren. Mittels Datenbankrecherche
konnte aus zahlreichen ESTs die Sequenz von ATBP50 aus Maus, Ratte, Mensch,
Frosch und Fisch ermittelt und miteinander verglichen werden.

Sequenzen, die fur die Funktion des Proteins unmittelbar wichtig sind, sind in
starkerem Masse evolutionar konserviert. Aus diesem Grund lassen sich aus den
Proteinsequenzvergleichen Rickschlisse auf Sequenzregionen schliel3en, die fur die
Funktion der Proteine eine Rolle spielen. In diesen Proteinsequenzvergleichen ist
auffallend, dass die letzten 130 AS der Proteine nahezu identisch sind. Wie sich
durch spatere Untersuchungen zeigte, ist diese Region fur die Lokalisation der
Proteine an den Golgi-Apparat verantwortlich. Zudem ist die coiled-coil Region, die
zur Dimerisierung der Proteine beitragt, stark konserviert. Variabler erscheint die N-
terminale Region, die bei ATBPS50 fur Interaktion mit dem AT2-Rezeptor
verantwortlich ist.

Hingegen wurde in Datenbanken, die Sequenzen von Drosophila, A.thaliana oder
C.elegans beinhalten, kein Hinweis auf ATBP-homologe Proteine gefunden. Es
scheint daher keine verwandten Proteine in diesen Organismen zu geben, und daher
scheint die Vermutung nahe zu liegen, dass es sich bei den ATBP-Proteine um eine

junge Familie von Proteinen handelt.

Die Northern blot Studien, die zur Untersuchung der Gewebsverteilung der ATBP-
MRNA durchgefihrt wurden, zeigten ein differenziertes Expressionsmuster. Nur im

Muskelgewebe wurden alle drei Varianten der ATBP-mRNA gefunden. In Plazenta,
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Niere sowie Leber wurde die mRNA von ATBP60 und ATBP135 detektiert. Im
Herzen wurden nur die beiden kleineren Varianten ATBP50 und ATBP60 stark, im
Gehirn und Lunge nur sehr schwach nachgewiesen. In Thymus, Testis ud Milz wurde
keine der ATBP-Varianten gefunden.

Um eine Funktion von ATBP50 im Zusammenhang mit dem AT2-Rezeptor zu
untersuchen, war ihre gemeinsame Gewebsverteilung ein wichtiges Kriterium. Der
AT2-Rezeptor wird wie ATBPS0 stark im embryonalen Gewebe der Maus exprimiert.
Wahrend der Reifung zum adulten Tier wird die Expression des AT2-Rezeptors auf
das Gehirn, die Nebennieren, Nieren, die Ovaren, Uterus, das GefalRendothel sowie
das Herz reduziert (Unger T, 1999). Wird dieses Expressionsmuster mit dem der
Northern blot Studie verglichen, ist eine Co-Expression im Gehirn, der Niere und dem
Herzen zu finden. ATBP50 wird zudem im Muskel exprimiert, in dem der AT2-
Rezeptor in den GefalRen exprimiert wird. Die Untersuchungen zur Co-Expression
mittels Northern blot geben aber nur einen groben Uberblick und missen folglich auf
Zellebene bestatigt werden. Dass die Expression von ATBP50 und des AT2-
Rezeptors nicht vollstandig Ubereinstimmt, deutet darauf hin, dass ATBP50 noch
weitere, AT2-Rezeptor-unabhangige Funktionen hat.

Weiterhin lasst sich aus diesem Expressionsmuster die Schlussfolgerung ziehen,
dass ATBP-Proteine wahrscheinlich keine Rolle in der Funktion von Zellen des

Immunsystems haben, da sie weder in der Milz noch im Thymus exprimiert werden.

4.1.4 Die Struktur der ATBP-Proteine

Zur Charakterisierung eines neuen Proteins kann die theoretische Vorhersage von
strukturellen Domanen, deren Funktion in anderen Proteinen beschrieben ist,
wertvolle Hinweise auf mdgliche Funktionen oder enzymatische Aktivitaten geben
(Hurley et al., 2002).

Die ATBP-Proteine konnen in zwei Teile unterschieden werden: in eine N-terminale
Kopfregion, die Isoform-spezifisch ist und eine Random-coiled Struktur aufweist, und
in eine C-terminale Region, die bei allen Isoformen dieselbe Struktur aufweist und
sich aufteilt in eine coiled-coil Region von ca. 360 AS und in ein 40 AS langes,
unstrukturietes, Prolin/Serin reiches Ende.

Die coiled-coil-Domane ist bei vielen Proteinen beschrieben und dient zur Homo-
bzw. Heterodimerisierung von Proteinen. Die durch die Sequenzvergleiche

aufgestellte Hypothese der Dimerisierung konnte durch Co-Immunoprazipitation von
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ATBP-Proteinen bestatigt werden. Durch die Fahigkeit der Homo- und
Heterodimerisierung ergibt sich fur die ATBP-Proteine die Madglichkeit, sechs
verschiedene Dimere zu bilden, was die mdoglichen Funktionen stark erweitert.

In der Protein-Familien Datenbank Pfam (Bateman et al., 2002) wurde eine
Homologie von der ATBP-Familie mit der HOOK-Protein Familie (CDD:pfam05483)
gefunden. Die HOOK-Proteine wurden als Golgi-Bindeproteine beschrieben (Walenta
et al., 2001)und stellten folgich einen Hinweis dar, der spater experimentell bestatigt

wurde.

4.1.5 Subzellulare Lokalisation der ATBP-Proteine

Ubereinstimmend mit unseren bioinformatischen Berechnungen konnte durch
konfokale Mikroskopie eine subzellulare Lokalisation der ATBP-Proteine am Golgi-
Apparat nachgewiesen werden. Hierfur wurden die ATBP-Proteine gentechnisch mit
grunen Fluoreszensproteinen fusioniert und zusammen mit einem Golgi-Marker, der
aus einem roten Fluoreszenz-Protein und einer Golgi-Lokalisationssequenz bestand,
in COS-7 Zellen exprimiert. Eine Kolokalisation von ATBP50 und dem Golgi-Marker
konnte durch eine digitale Uberlagerung der konfokalen Bilder nachgewiesen
werden. Seibold et al. haben eine Lokalisation des Proteins MTSG1, einem humanen
Homolog zu ATBP50, in den Mitochondrien von Pankreas Tumorzellen gezeigt
(Seibold et al., 2003). Dieser Befund steht im Gegensatz zu unseren Befunden und
kann darauf hindeuten, dass ATBPS50 in anderen Zelltypen als den von uns

untersuchten neuronalen Zellen noch andere Funktionen erflllt.

Da die ATBP-Proteine keine hydrophoben Regionen aufweisen, die als
Membranverankerung dienen konnten, ist anzunehmen, dass diese Lokalisation
mittels Interaktion mit Golgi-residierenden Proteinen hervorgerufen wird. Da die N-
terminale Region die Interaktion mit dem AT2-Rezeptor hervorruft und die coiled-coil-
Region zur Heterodimerisierung dient, konnte angenommen werden, dass die C-
terminale Region der ATBP-Proteine zur Verankerung dient. Um diese Hypothese zu
testen wurden ATBP-Mutanten kloniert, bei denen 40 AS des C-Terminus, die sich
der coiled-coil-Region anschlieRen, deletiert wurden. Wurden die C-terminalen
Deletionsmutanten in Zellen exprimiert, konnte eine diffuse Verteilung der Proteine in

den Zellen festgestellt werden.
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Obwonhl die Translokation in den Zellkern ein von der Zelle hochregulierter Prozess
ist, konnten die Deletionsmutanten auch im Zellkern nachgewiesen werden. Diese
Translokation in den Zellkern kénnte in der Apoptose von Zellen eine Rolle spielen.
So ist z.B. das Golgi-residierende Protein p115 in der Apoptose ein Substrat fir die
Kaspasen 3 und 8. Wird p115 durch diese Kaspasen geschnitten, werden Fragmente
des Proteins in den Zellkern transportiert und verstarken dort den Verlauf der
Apoptose (Chiu et al. 2002).

4.2 ATBP50 - ein Interaktionspartner des AT2-Rezeptors

Der AT2-Rezeptor wird als SchlUsselrezeptor im kardiovaskularen System in vielerlei
Hinsicht streng reguliert. Neben posttranslationalen Modifikationen spielen vor allem
Protein-Protein-Interaktionen eine groRe Rolle. Mit Hilfe des Yeast two Hybrid-
Systems wurde der intrazellulare N-Terminus des AT2-Rezeptors als Bait eingesetzt
und als potentieller Interaktionspartner ATBP50 identifiziert. In der vorliegenden
Arbeit konnte verifiziert werden, dass die in der Hefe gefundene Bindung zwischen
dem AT2-Rezeptor und ATBP50 tatsachlich in Saugerzellen stattfindet. Zunachst
wurde die Interaktion zwischen dem AT2-Rezeptor und dem vollstandig klonierten
ATBP50 durch Co-Immunprazipitation aus Lysaten ATBPS50 und AT2-Rezeptor
transfizierter COS-7 Zellen bestatigt. Diese Interaktion wurde offensichtlich Gber die
N-terminale Domane von ATBP50 vermittelt, da dessen Deletion die Co-Prazipitation
verhinderte. Da in den Co-Prazipitationsexperimenten die  Kkorrekte
Kompartimentierung aufler Acht gelassen wurde, erfolgte mit Hilfe der
Immunofluoreszenzmikroskopie die Untersuchung der subzellularen Verteilung von
ATBPS50 und dem AT2-Rezeptor in COS-7 Zellen. Mit der Co-Lokalisation der beiden
Proteine in vesikelartigen Strukturen ist eine weitere Vorraussetzung fir eine in-vivo-
Interaktion zwischen dem AT2-Rezeptor und ATBP50 erfullt.

4.2.1 ATBP50 - ein Modulator der subzellularen Verteilung des AT2-Rezeptors

Es konnte fur verschiedene GPCR gezeigt werden, dass ihre subzellulare Verteilung
mittels Adapterproteinen reguliert wird. Tatsachlich wurde der AT2-Rezeptor neben
seiner typischen Lokalisation an der Plasmamembran, bereits am Golgi-Apparat und
in zahlreichen weiteren Kompartimenten, wie dem Zellkern, detektiert. So wurde
kurzlich ein AT2-Rezeptor-interagierendes Protein, der Transkriptionsfaktor

promyelocytic zinc finger protein (PLZF) beschrieben, welches nach Uberexpression
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eine Translokation des AT2-Rezeptors von der Plasmamembran an perinukleare
Strukturen bewirkt (Senbonmatsu et al., 2003). Uber die molekularen Mechanismen
der (Trans-)Lokalisation ist jedoch bisher wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass durch siRNA-induzierte Inhibition der Expression von
ATBP50 die Lokalisation an die Plasmamembran des AT2-Rezeptors deutlich
verringert wird.

Zusammenfassend lassen die bisherigen Ergebnisse vermuten, dass ATBP50 als
Carrier des AT2-Rezeptors zwischen Endoplasmatischem Reticulum und
Plasmamembran fungieren kann. Jedoch ist ebenfalls denkbar, dass ATBP50 der
Verankerung in dem beschriebenen Kompartiment dient und aufgrund seiner
Uberexpression in den COS-7 Zellen eine Umverteilung des AT2-Rezeptors
erzwungen wird. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die Bildung bzw. die
Translokation des AT2-Rezeptor/ATBP50 Komplexes durch Stimulation des AT2-

Rezeptors reguliert wird.

4.2.2 ATBPS50 - ein Modulator der AT2-Rezeptor-Aktivitat

Es stellte sich nun die Frage, ob neben der ATBP50-induzierten, subzellularen
Umverteilung des AT2-Rezeptors auch dessen Aktivitat durch ATBP50 beeinflusst
wird. Mittels siRNA gegen die mRNA von ATBP50 konnte die endogene Expression
von ATBP50 inhibiert werden. Diese Inhibition fuUhrte zu einer verminderten
Lokalisation von ATBP50 an der Plasmamembran und zu einer reduzierten
maximalen ERK-Inhibition durch AT2-Rezeptoraktivierung nach EGF-Rezeptor-
Stimulation in der neuralen Zellline N1E-115 Zellen. Dieses Ergebniss werden durch
die Arbeiten von Seibold et al. und Nuoet et al. bestatigt. Auch die humanen
Homologe von ATBPS50, ATIP und MTSG1, werden als Zellproliferation hemmend
beschrieben (Seibold et al. 2002; Nuoet et al. 2004).

Diese Befunde kdnnen zu einer Erklarung der funktionellen Zusammenhange von
AT2-Rezeptor und ATBP50 dienen. So kann die Inhibition des AT2-Rezeptors aus
der reduzierten Expression des Rezeptors an der Plasmamembran herrihren, da
zum einen der Rezeptor kein Angll aus dem Medium mehr binden kann. Zum
anderen ist denkbar, ob die Rezeptordichte, die zu einer Angll unabhangigen
Signalwirkung des AT2-Rezeptors notig ist (Miura and Karnick, 2000), durch
ATBPS50-Inhibition nicht mehr erreicht wird.
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Es ist aber auch mdoglich, dass die reduzierte Interaktion des AT2-Rezeptors mit
ATBPS50 eine direkte Inhibition des Rezeptors zur Folge hat. Dies kdnnte auftreten,
wenn ATBP50 eine Funktion als Adapterprotein fur die Interaktion von AT2-Rezeptor
mit einem weiteren, noch nicht bekannten Protein einnimmt.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass das C-terminale Ende des AT2-
Rezeptors neben ATBP50 auch den Transkriptionsfaktor promyelocytic zinc finger
protein (PLZF) bindet. Nach Angll-Stimulation des AT2-Rezeptors co-lokalisiert PLZF
mit dem Rezeptor an der Plasmamembran, und die Interaktionspartner werden nach
Internalisation an den Zellkern translokiert. PLZF wird anschlielend in den Zellkern
aufgenommen und verandert die Gen-Expression der Zelle (Senbonmatsu et al.,
2003). Eine Interaktion des AT2-Rezeptors mit PLZF erfolgt erst nach Angll-
Stimulation des Rezeptors, daher ist eine Wechselbeziehung mit PLZF und ATBP50

unwahrscheinlich.

4.2.3 ATBPS50 - Physiologische Bedeutung und Ausblick

Wenn man bedenkt, dass der AT2-Rezeptor ein wichtiger Bestandteil des Renin-
Angiotensin Systems ist, so kommt einem Modulator dieses Rezeptors
kardiovaskular eine wichtige physiologische sowie pathopysiologische Rolle zu.
Zudem ist fir den AT2-Rezeptor eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Gehirns
gezeigt worden (Vervoort et al., 2002), sodass auch hier eine Funktion fur ATBP50
vermutet werden kann.

Da das Vorkommen von ATBP50 nicht streng auf AT2-Rezeptor-exprimierende
Gewebe begrenzt ist, kann postuliert werden, dass ATBP50 noch weitere Aufgaben
in der Zelle erfullt. Es ist moglich, dass ATBPS50 via N-terminale Domane auch
andere Proteine als den AT2-Rezeptor bindet und deren Translokation induziert. Die
Funktion von ATBP60 und ATBP135 ist noch vollstandig im Dunkeln. Der Einsatz
des Yeast Two-Hybrid Systems mit Domanen der ATBP-Proteine als ,Kdderprotein®
konnte zur ldentifizierung weiterer Interaktionspartner fuhren und den Anfang fur

neue spannende Projekte bilden.
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5 Zusammenfassung

Entstehung und Reifung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) sind
komplexe Geschehen, die einer aufwandigen Kombination von Prozessen wie
Proteinfaltung, posttranslationale Modifikationen sowie den Transport zu bestimmten
Zellkompartimenten bedurfen. Zurzeit ist Uber die Regulation des Transports von
GPCR vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zur Plasmamembran nur
verhaltnismafig wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zytoplasmatische C-
terminale Domane des AT2-Rezeptors (AT2R) unabhangig als ER-Exportsignal wirkt.
Mittels Yeast Two-Hybrid System konnte ein Golgi-Membran-assoziiertes Protein als
ein Bindeprotein dieses Motivs beschrieben werden, welches ATBP50 (AT2R binding
protein of 50 kDa) genannt wurde. Zudem konnten ATBP60 and ATBP135
identifiziert und kloniert werden, zwei weitere Isoformen des Gens fuir ATBPS50,
welches auf dem Chromosomenabschnitt 8p21.3lokalisiert ist.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Expression von ATBPS0
mittels siRNA zur Retention des AT2-Rezeptors in Zellkompartimenten, verminderte
AT2-Rezeptordichte auf der Plasmamembran und einen verminderten
antiproliferativen Effekt des Rezeptors bewirkt.

Diese Daten zeigen, dass ATBP50 den Transport des AT2-Rezeptors zur
Plasmamembran durch Interaktion mit der zytoplasmatischen C-terminalen Domane
des Rezeptors reguliert und dadurch den antiproliferativen Effekt des Rezeptors

ermoglicht.

68



Summery

6 Summery

Synthesis and maturation of G protein-coupled receptors (GPCR) are complex
events that require an intricate combination of processes that include protein folding,
post-translational modifications, and transport through distinct cellular compartments.
Little is known concerning the regulation of GPCR transport from the endoplasmic
reticulum (ER) to the cell surface.

Data presented in this thesis show that the cytoplasmatic carboxy-terminal of the
Angiotensin Il type 2 receptor (AT2R) acts independently as an ER-export signal.
Using a yeast two-hybrid system we identified a Golgi-membrane-associated protein
termed ATBPS0 (for AT2R binding protein of 50 kDa) that binds to this motif. We also
cloned ATBP60 and ATBP135 encoded by the same gene that mapped to
chromosomes 8p21.3.

Moreover downregulation of ATBP50 using siRNA leads to retention of AT2R in inner
compartments, reduced cell surface expression, and decreased antiproliferative
effects of the receptor.

These data indicate that ATBP50 regulates the transport of the AT2R to cell
membrane by binding to a specific signal within its cytoplasmic carboxy-terminal and

thereby enabling the antiproliferative effect of the receptor.
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9 Abkurzungsverzeichnis

ADD. ..
A

zyklisches AMP

Abbildung

,angiotensin converting enzyme’
destilliertes Wasser
Adenosinmonophosphat

Angiotensin Il

Angiotensin II-Rezeptorsubtyp 1/2
Adenosintriphosphat

Basenpaare

bovines Serumalbumin
komplementare DANN

Diacylglycerin

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure
2’-Deoxynukleosid-5"-triphosphat
enhanced chemiluminescence’
Ethylendiamintetraessigsaure
Enhanced Green Fluorescent Protein
Endoplasmatisches Reticulum
Expressed sequence tags

fotales Kalberserum

GTPase aktivierende Proteine
Guanosindiphosphat
,guaninenucleotide exchange factors’
Guanosintriphosphat bindendes Protein
G-protein coupled receptor’
G-Protein gekoppelte Rezeptor-Kinasen
Guanosintriphosphat
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-

ethansulfonsaure
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[ et Immunglobulin (z.B. 1gG)

P e Inositol-1,4,5-trisphosphat

JAK Januskinase

I 7 R Kilodalton

MAP e ,mitogen-activated protein’

MAPK .. ,mitogen-activated protein kinase’

MEK ... ,mitogen-activated protein / extracellular
signal-regulated kinase kinase’

MEKK ... ,mitogen-activated protein / extracellular
signal-regulated kinase kinase kinase’

MOPS ... Morpholinopropansulfonsaure

PAGE ... Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

PBS e Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PCR e Polymerase Kettenreaktion

PIP2 .. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKA Proteinkinase A

PKC . Proteinkinase C

PLC e Phospholipase C

PMSF oo Phenylmethylsulfonylfluorid

PNPP ..o, p-Nitrophenyl-Phosphate-Disodium

P TR Protein-Tyrosin-Kinasen

PVDF Polyvinylidendifluorid

RN A e Ribonukleinsaure

0] . USSR rounds per minute

FRNA e ribosomale RNA

R Raumtemperatur

RTK e Rezeptor-Tyrosin-Kinase

SDS e Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE.......o Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese

ST AT e ,signal transducer and activator of
transcription’

TMD e Transmembrandomane

VSMC .. e ,vascular smooth muscle cell’
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10 Anhang

Anhang

10.1 Translation der ATBP-cDNA Sequenzen

ATBP50-mRNA Tranlation
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+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:
+3:
DNA:

GGGAACCACAACAACCCGCGGCATGCAGTGTGATGGAATTCAGGCTGCTTG
EPQQPAACSVMETFR RTLTL A
CTTCCTGAGCTGCTCCTCACAGATCTTGCTCAGACGAAGGGCATTGTTTGT
S *AAPHR RS ST CSTDTETGTHT CTL.L
TAGCAACATCTGGAAGAGCAAACGGAAGCCTGGAGCTCTGGGATAGCTAAC
AT SGRANGS STLTETLWTDS * L
TCTAGCTACCCCCCCCCCCACGCACCCCCCAATCTGGGTGGCCTGGCATTA
*LPPPPRT®POQSGWTPGTI S
GCATGTAAGCTTGTTTTTCTCTGGCTGTATCTCTTGGCCTGGAAGAACCCC
M * ACFSLAVSTLSGTLTETETPTR
GAGTTGCCAAGAGACACAGTATGTGATGGTCCCTGGAAAAGCTGCTTCCCC
VAKRHSM®*MWSTLETKTLTLFPL
TGCGAAGTTCTCCCACTGGCTTCGAAGACATGCTGTTGTCTCCCAAATTCT
RS SPTGTFETDMLTLTSTPEKTFS
CCTTATCCACCATCCACGTCCGCCTAACCGCCAAAGGACTGCTTCGAAACC
L STI1HVRTLTAIKTGTLTLT RNL
TCCGGCTTCCTTCGGGGCTCAGGAAAAACACTGTCATTTTCCACACAGTTG
R LPSGLTR RIEKNTVIFHTVE
AAAAGGGCAGGCAGAAGAATCCCAGGAGCCTGTGCATCCAGACCCAGACAG
K G R QKNPRTSTLT CTIOQTU QT A
CTCCAGATGTGCTGTCCTCCGAGAGAACGCTTGAGTTGGCCCAATACAAGA
PDVLSSETRTTLTETLAGQ QY KT
CAAAATGTGAAAGCCAAAGTGGATTCATCCTGCACCTCAGGCAGCTTCTTT
K CE SQSGTFTILHTLTE RGO OQTLTLS
CCCGTGGTAACAACAAGTTTGAAGCGCTGACAGTTGTGATCCAGCACCTCC
R GNNZEKTFEALTVV I OQHTLL
TGTCTGAGCGGGAGGAAGCACTGAAGCAACACAAAACCCTCTCTCAAGAAC
S ERETEALZ KU QHTIKTTLSOQEL
TTGTCAGCCTCCGGGGAGAGCTAGTTGCTGCTTCAAGCGCCTGTGAGAAGC
VSLRGETLVAASSATCTEK.L
TAGAAAAGGCTAGGGCTGACTTACAGACAGCGTATCAAGAATTTGTCCAGA
EKARADTULTG QTAYTU QETFV QK
AACTAAACCAGCAGCATCAGACAGACCGGACGGAACTGGAGAACCGGCTGA
L NQQHOQTDT RTTETLTETNT RTLK
AGGACTTATACACCGCAGAGTGTGAGAAGCTTCAGAGCATTTACATTGAGG
DLYTATETGCTETZKTLTG QS STIYTI1ETE
AGGCAGAAAAATATAAAACTCAACTGCAAGAGCAGTTTGACAACTTAAACG
AE KY KTOQLG QETZGQTFTDNTLNA
CCGCCCATGAGACCACTAAGCTTGAGATTGAAGCTAGCCACTCGGAGAAGG
AHETTZ KTLTETITEASHTSTE KV
TGGAATTGCTGAAGAAGACCTATGAAACCTCCCTTTCAGAAATCAAGAAGA
ELLKZKTYTETS STLTSTETITKTKS
GCCATGAGATGGAGAAGAAGTCACTGGAGGATCTGCTTAATGAGAAGCAGG
HEMETKTIKT STLTETDTLTLNTETKQ QE
AATCGCTGGAGAAACAAATCAATGATCTGAAGAGTGAAAACGATGCTTTAA
S LEKGO QTITINTDTLTEKTSTENTDATLN
ACGAAAGGTTGAAATCAGAGGAGCAAAAGCAACTGTCAAGAGAGAAGGCGA
ERLKSTETET QI KT QLTST RTETKAN
ATTCCAAAAACCCTCAGGTCATGTATCTGGAGCAAGAACTAGAAAGCCTGA
S KNPQVMYTLTETZG QETLTETSTLK
AGGCTGTGTTAGAGATCAAGAATGAGAAGCTGCACCAGCAGGACATGAAGC
AV LETTKNTETZKTLTUHTG QO QDMK L
TAATGAAGATGGAAAAGCTGGTGGACAATAACACAGCATTGGTTGACAAGC
M KM E KLV DNNTATLVDKL
TGAAGCGATTCCAGCAGGAAAACGAGGAGT TAAAAGCTCGCATGGACAAAC
K RF QQENTETETLTEKARMTD K H
ACATGGCAATTTCAAGGCAACTTTCCACCGAGCAGGCCGCGCTGCAAGAGT
M A1 SR QLS STTETZGQAATLTZGQES
CCCTTGAGAAGGAGTCAAAGGTCAACAAGAGACTGTCCATGGAGAACGAGG
L EKESZKVNTZKT RTLTSMENEE
AACTTCTGTGGAAACTGCACAACGGAGACCTGTGCAGCCCCAAGAGATCCC
L LWIKTLTUHNTGT DTLTCST PTEKT RSP
CCACCTCCTCGGCCATCCCTTTCCAGTCCCCCAGGAATTCTGGTTCCTTCT
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Anhang

T SSAI1PFOQSPRNSGSF S
CCAGCCCCAGCATCTCACCCAGATGACGGCTTCTGAACGCAGGAGACTCTC
S PS1SPR®*RILLNAGT DS L
TGAAGGCACTGAGGTGCGCTTCTGCGGGACTGACCCTAAGTTCAGAGCTCA
K ALRCASAGLTTLTSSTETLM
TGGGAACTCGAGTTGCTGCGTTAGCTCTCTGGAATATCCCCAGGATATCGG
G TRVYAALA ALWNTIPTP RTISG
GAGAGCAGCCGCCAACCGTATCAGCTACGTACGAATAGAGAGCTCCAATAG
EQPPTVSATYTET®™>RATPTIE
AAGACTTTTAACTTGGTCCAAAAGCCTCCTCCAAAAACAGATTTCGGAACT
DF *LGPJZKASTSTE KNTZ RTFT RN *
GAAGTGGACATAGTTGCACAAAGCACTTACGGAACGAGGGAACCTTGTTCT
S GHSCTJIKUHLT RNTETGTTLFF
TTGCCTTCCTTCACCTAAGCATAGGGGAAAACTCTCAGGGCCCTATTAAGA
AFLHLTZSTIGENSU QGTPTI K./I
TAAAGATTTATAACCTTTATAATGTTCTTCACCAGAGACACCTTCTTGTGA
K 1 YNLY NV LUHG QQRTUHTLTLVI
TTTTTATTTCAGTCTGACTGTGGGCAAGGGGGGTGTGTGTGTGAGTGAAAT
F1 SV *LWAT RTGVTC CV *V KW
GGGTGTACTGGCGTGTCACGTGACTGTCATAGCCCCGCCCCCTGCTGTGTA
VYWRVT®*LS®™>*PRZPTLTLTC.I
TTAAAAGTCAACAGCTGTATATAGCTTGGCCTGTATTAACCAAGTCATAAT
K S Q QLY I AWPVLTTKSTS*Ss
CGGCACACGAGCGTCAACAAAAGCCATAGAAGAGAAAGCAATAGTGCTTGA
A°HERG QO QKT P®™*EKTZ RTIKTU Q®™>TCL N
ATTTCCCCCCAACTCATCTCAGCACTGTGCCACGGCAGGGCTCGGGCAAGA
FPPTHTLTSTVPR RGO QGSTGK KT
CAGGAAAAGCCTTTGGTTTCTTGATGACCGTACATTTATTTCTCTGTTGTT
G KA FGFLMTVHTLTETLTCTC *
AGTTTTTCCATGTTCGGCATTATCCGTTGATAGCAGTTTTTTTTTCCCCCT
FFHVRHYZPLTIAVTFTFSTPTC
GTAGATTTTCACGAGCCTAATTGCTATACTCTGATTCATTTTCTCAGGCTA
R FSRA®*TLLYSDS ST FSGOQAMWM
TGAGCAAATGTAGTTCCCTAATTTTTCTAAATACAAATCTGTATAAAGAGT
S KCSsSLI1IFLNTNTLYKE *
AAGGGGGCAGTACCAATGGATGTTTCTGGTTTATTTTTTTCCCTTGAACCC
G 6GSTNGT CTFWFTIFFP™*T
AAGCTAGCTTCATAGCGCTAATCCTCCGTCTACCCTCCTGTTGTTCTAACC
A°S F1ALTILRTLTPSTCTCSN.L
TCCGCCTTGCCTTCTCCTCCATGTAGAGCCACGGAAGCAAAGCGCCCTCCT
R LAFSSM™®*SUHGSTIKA ATPSF
TCCTACCCACAGAGTGTGCTTTTCCAGGGCCAGTTTATCTTGGAGGTGCTG
LPTEC CATFPGTPVYULGTGAE
AACCTGTTTCCCAAATAAGCTAAGCTCTGGTTCTGACACTACACAATTTTA
PV SQTI1S™*ALVLTTLUHTNTFEFTR R
GAAACCCCGGGGGGGAAACCAGTAAAGGCATTTTAGCATGTACTAATCCAC
NP GGTETSI KT GTILATCTNTPH
ATGAGCACAGAGTTAAGCCAACAGTTCTGTGTTGAGTAGATCCAAGAGCGG
EHRVYKPTVLTC®=*>VDTPRAG
GAATGCTGACTTGGGCCCCTCTGAGCATTCTTCCAGCCACTGGAATGGAAC
M L TWATPTLTGSTIHILZPATTGME
AGAGTGGCCAAAGAGTGAGAGGTATGGCTTCTGCAGCTCCTTCACACTGCA
S G QRVRGMASAATPSHTC C.I
TTCAAAATTCAGATCTTCGCTTACCATCTCCCTAGGCTCCAAGGCTCTGTG
NSDILZ RTLTPSP®*AZPTZ RTLTCE
AAAGTTAGAAGGATAGCTGTGGCTCCCCACCACCCAACCCACAAACTTCCC
S *KDSCGSPPPNPOQTSL
TGTGCATGCCGGCATTGCGATGTCAGTATTTACTAATTCATGGTCAATGCT

cMmPALRCOQYLULTITHGU QT CC
GCTCAGATAACCCCTATAGCGAGGACAGATTCAGGATACTAGAGGTGAGTC
Ss DbNPY S EDW RZFRI1T L EV S H

ATCCTAGACTTCTGCACTACAGAGCTAACTGATAGTCATGATGCATGCTTT
P R LLHYRANW®X>*™*SZS>*CMILF
TTATTAGGGGTTGTGTTTGAAGTCTCTTATCTCCAATAGTTTATGATGTAT
Il R 6GCV * S L L S P 1 VY DVC
GTAACCTACCATGTTTGCTCCCGATAAATAGGAATGATTGCAGCTTCACTG
NL P CLULWPTI1T NI RNDTCSFTA
CCACCTCCTGGAATAGCTCTGCTCCTGGTCCCAAGTTGTTCTCAATGATGT
T S WNSSAPGPIKILFSMML
TAGCCAAAGTCAGGTTTGTCATTTATGCCCTAGTTATGGTAAAGCTCAAGT
AAK VRFVIYALVWMVYVK L KC
GTTGACCTGCCATCCCTCATACCACGTAGATGTCTGGGAAGTCAAATCTTA
*P Al PHTT®*MSG K S N L T
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Anhang

= CAGCAATTAAAATGCCTAGAGAGCATTTAAGGGTTTTTTTGTTTTGTTTTI

Al K M P REWHLRVFULUZFZ CTFL

: TAAACCAAACATTTTATGTACAATACAAAATTGTTGACACATCGTTTAAAA

NQ T F Y V QY K1 VDTS F K K

: AAAATGTGGGTGTGTGAACAACTGTAGTTTATAGCAATGGGAAAGTGTATT

NV GV *TTVVY SNGK V Y F
TTACTTTGATCAAATAAATAATGCTGGAATATTCAATGTAAAAAAAAAAAA
T L I K I M L EY S M * K K K K

: AAA

90



Anhang

ATBP60-mRNA Translation
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GAACATGGCTGCAGCTTTTCCTGCCTGAGCTTGCTTTGTTCCTTTTTAAAT
NMAAATFTPA>*ATCTFVPF>*>M
GACTATACCAGGAGGATTTCGCAGTTGTACAGAAACTGATATTTCTTCAAC
T 1 PGGTFRSCTETHDTI S ST
GATCTTTATCAATTCTACACTCACACCCCCGGCCGGCTCAGAAAGGCAGTA
Il F 1 NS TLTPPAGSTET RTZD QY
TGATGCTACCTTACTGGCACTGCTTGTCGTGGGATCCTACAGCCTTTGTAT
DATLLALTLVVYGSYSTLTC.I
AATTCCTTTGTTAGCCACGCTTACTAGGAAAAAAAGTGGTCATGCTGCCAT
Il PLLATTLTTR RTIKTEKTST GHAA.I
CAACAAATATGAAGAGAAACCTCCCAAACAAGCATTTCAGAATGGGTCAGG
N KY EEZKTPPZEKTZOQATFU QNTGSG
ACCCTTGTATCTGAAGCCTTTGGTACCCAGAGCTCACTCGCACTTGCTCAA
PLYLIKTPLVPRAHSHTLITLK
AACTTCTCCAAAAGGTCCTTCAAGGAAGAGTCTGTTTACAGCTTTTAATTC
T SPKGOGPSRIKTSTLTFTATFENS
AGTTGAAAAGGGCAGGCAGAAGAATCCCAGGAGCCTATGCATCCAGACCCA
VEKGRU QKNTPRSTLTCTIOQTZQ
GACAGCTCCAGATGTGCTGTCCTCCGAGAGAACGCTTGAGTTGGCCCAATA
TAPDVTLSSETRTTLTETLATQ QY
CAAGACAAAATGTGAAAGCCAAAGTGGATTCATCCTGCACCTCAGACAGCT
K T KCESOQSGTF FTILHTLT RTZEOQTL
TCTTTCCCGTGGTAACACCAAGTTTGAAGCGCTGACCGTTGTGATCCAGCA
L SRGNTU KT FEA ALTVV 1 QH
CCTCCTGTCTGAGCGGGAGGAAGCACTGAAGCAACACAAAACCCTCTCTCA

L LSETZ RTETEALTZEKTGOQH HTEKTTLS
AGAACTTGTCAGCCTCCGGGGAGAGCTAGTTGCTGCTTCAAGCGCCTGTGA
E LV SLZRGETLVAASSATECE
GAAGCTAGAAAAGGCTAGGACTGACTTACAGACAGCGTATCAAGAATTTGT
K L EKARTUDTLG QT AYG QEFV
CCAGAAACTAAACCAGCAGCATCAGACAGACCGGACGGAACTGGAGAACCG
Q K LN QO QHTO QTDT RTTETLTENR
GCTGAAGGACTTATACACCGCAGAGTGTGAGAAGCTTCAGAGCATTTACAT
L KDLYTATETCETKTLT QS STIY.I
TGAGGAGGCAGAAAAATATAAAACTCAACTGCAAGAGCAGTTTGACAACTT
EEAETZKYU KT QLG QETG QFTDNL
AAACGCCGCCCATGAGACCACTAAGCTTGAGATTGAAGCTAGCCACTCGGA
NAAHETTU KTLTETITETASTHSTE
GAAGGTGGAATTGCTGAAGAAGACCTATGAAACCTCCCTTTCAGAAATCAA
KV ELLIKZEKTYTETSTLSTETK
GAAGAGCCATGAGATGGAGAAGAAGTCACTGGAGGATCTGCTTAATGAGAA
K S HEWMTET KT KT STLTETDTLTLTNE K
GCAGGAATCGCTGGAGAAACAAATCAATGATCTGAAGAGTGAAAACGATGC

E S LETZKT QTINTDTLTEKTSTENT DA
TTTAAACGAAAGGTTGAAATCAGAGGAGCAAAAGCAACTGTCAAGAGAGAA
L NERTLTIKTSTETET QI KT QLST RTEK
GGCGAATTCAAAAAACCCTCAGGTCATGTATCTGGAGCAAGAACTAGAAAG
ANSKNZPIOQVMYTLTETZG QTETLES
CCTGAAGGCTGTGTTAGAGATCAAGAATGAGAAGCTGCACCAGCAGGACAT
L KAVLETHLITKNTETKTLTHT QO QT DM
GAAGCTAATGAAGATGGAAAAGCTGGTGGACAATAACACAGCATTGGTTGA
K LMKMET KTLVTDNNTATLVD
CAAGCTGAAGCGATTCCAGCAGGAAAACGAGGAGTTAAAAGCTCGCATGGA
K L KRFOQO QENTETETLTZ KA AT RMD
CAAACACATGGCAATTTCAAGGCAACTTTCCACCGAGCAGGCCGCGCTGCA
K HMAT1TSROQLSTTET QAATLOQ
GGAGTCCCTTGAGAAGGAGTCGAAGGTCAACAAGAGACTGTCCATGGAGAA
E S LETZKTET ST KVNTE KT RTLTSWMEN
CGAGGAACTTCTGTGGAAACTGCACAACGGAGACCTGTGCAGCCCCAAGAG
E ELLWZKTULTUHNGODTLT CSTPIKR
ATCCCCCACCTCCTCGGCCATCCCTTTCCAGTCCCCCAGGAATTCTGGTTC
S PTSSATIPTFOQSTPR RNSG S
CTTCTCCAGCCCCAGCATCTCACCCAGATGACGGCTTCTGAACGCAGGAGA
FSSPSI1SPR®*RILLNATGTED
CTCTCTGAAGGCACTGAGGTGCGCTTCTGCGGGACTGACCCGAAGTTCAGA
S LKALZ RTCASAGLTTR RTSSE
GTTCATGGGAACTCGAGTTGCTGCGTTAGCTCTCTGGAATATCCCCAGGAT
FMGTI RVYVAALA ATLWNTIPTR R I
ATCGGGAGAGCAGCCGCCAACCGTTTCAGCTACGTACGAATAGAGAGCTCC
S GEQPPTVSATYTES®*R RIATP
AATAGGAGACTTTTAACTTGGTCCAAAAGCCTCCTCCAAAAACAGATTTCG
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1 6 DF *LGUPZ KA ASSTIKNT RTFR
GAACTGAAGTGGACATAGTTGCACAAAGCACTTACGGAACGAGGGAACCTT
N *S GHST CTI KU HTLZ RNTETGT.L
GTTCTTTGCCTTCCTTCACCTAAGCATAGGGGAAAACTCTCAGGGCCCTAT
FFAFTLUHTLTSTIGETNSTZ QTGP I
TAAGATAAAGATTTATAACCTTTATAATGTTCTTCACCAGAGACACCTTCT
K 1 K 1 Y NLYNVTLUHO QR RUHTLL
TGTGATTTTTATTTCAGTCTGACTGTGGGCAAGGGGGGTGTGTGTGTGAGT
V1 F1SV *LWAT RTGVT CV *V
GAAATGGGTGTACTGGCGTGTCACGTGACTGTCATAGCCCCGCCCCCTGCT
K WV Y WRVT™*LS™>PRTPTLL
GTGTATTAAAAGTCAACAGCTGTATATAGCTTGGCCTGTATTAACCAAGTC
C 1 KSQQLVY 11 AWPVTLTKS
ATAATCGGCACACGAGCGTCAACAAAAGCCATAGAAGAGAAAGCAATAGTG
* S AHEZ RTU QO QIKTP®™*Z KT RTI KT Q™C
CTTGAATTTCCCCCCAACTCATCTCAGCACTGTGCCACGGCAGGGCTCGGG
LNFPPTHLSTVPRZ QGSG
CAAGACAGGAAAAGCCTTTGGTTTCTTGATGACTGTACATTTATTTCTCTG
K TG KAFGTFTLMTVHTLTFETLC
TTGTTAGTTTTTCCATGTTCGGCATTATCCGTTGATAGCAGTTTTTTTTTC
C*FFHVRHYPLTIAVTFTFS
CCCCTGTAGATTTTCACGAGCCTAATTGCTATACTCTGATTCATTTTCTCA

PCRFSRA™>*LLYSTDSTF S
GGCTATGAGCAAATGTAGTTCCCTAATTTTTCTAAATACAAATCTGTATAA
AMS KT CSSTLIFLNTNTLY K
AGAGTAAGGGGGCAGTACCAATGGATGTTTCTGGTTTATTTTTTTCCCTTG
E * G GSTNTGT CTF EFWTFTI1FFTP *
AACCCAAGCTAGCTTCATAGCGCTAATCCTCCGTCTACCCTCCTGTTGTTC
T QASTFTIALTITLR RTLTPSTCTCS
TAACCTCCGCCTTGCCTTCTCCTCCATGTAGAGCCACGGAAGCAAAGCGCC
NLRLAFSSM®™*SHTGSTZKAFP
CTCCTTCCTACCCACAGAGTGTGCTTTTCCAGGGCCAGTTTATCTTGGAGG
S FLPTTET CAFPGTPVYTLTGG
TGCTGAACCTGTTTCCCAAATAAGCTAAGCTCTGGTTCTGACACTACACAA
A EPV SQTI1S™*ALVTLTTLHN
TTTTAGAAACCCCGGGGGGGAAACCAGTAAAGGCATTTTAGCATGTACTAA
FRNPGGETSTZKTGTIHITLATCTN
TCCACATGAGCACAGAGTTAAGCCAACAGTTCTGTGTTGAGTAGATCCAAG
PHEUHT RVYI KTPTVLTC®™*VDTPR
AGCGGGAATGCTGACTTGGGCCCCTCTGAGCATTCTTCCAGCCACTGGAAT
A GMLTWATPTLTSTILZPATGM
GGAACAGAGTGGCCAAAGAGTGAGAGGTATGGCTTCTGCAGCTCCTTCACA
EQ SGQURVURGMASAATP S H
CTGCATTCAAAATTCAGATCTTCGCTTACCATCTCCCTAGGCTCCAAGGCT
C 1 QNSDLZ RTLTPSP™>*ATPTR RIL
CTGTGAAAGTTAGAAGGATAGCTGTGGCTCCCCACCACCCAACCCACAAAC
CES™*KDSCGSPPPNTPO QT
TTCCCTGTGCATGCCGGCATTGCGATGTCAGTATTTACTAATTCATGGTCA
S LCMPALU RTCO OQYTULTLTIHTGHDQ
ATGCTGCTCAGATAACCCCTATAGCGAGGACAGATTCAGGATACTAGAGGT
C CSDNPYJSETDTRTETR RTITLEV
GAGTCATCCTAGACTTCTGCACTACAGAGCTAACTGATAGTCATGATGCAT
S HPRLTLUHYT RAN™>* S * C M
GCTTTTTATTAGGGGTTGTGTTTGAAGTCTCTTATCTCCAATAGTTTATGA
LFI1 RGCV >S5S LLSTPTIVYTD
TGTATGTAACCTACCATGTTTGCTCCCGATAAATAGGAATGATTGCAGCTT
VCNLTPTCLTLTPTINR RNTDTE CSF
CACTGCCACCTCCTGGAATAGCTCTGCTCCTGGTCCCAAGTTGTTCTCAAT
T ATSWNSSAPGTPI KTLTESM
GATGTTAGCCAAAGTCAGGTTTGTCATTTATGCCCTAGTTATGGTAAAGCT
M L AKVZ RTFVIYALVMVK.L
CAAGTGTTGACCTGCCATCCCTCATACCACGTAGATGTCTGGGAAGTCAAA
K ¢C*P A1 PHTT™>MSGK S N
TCTTACAGCAATTAAAATGCCTAGAGAGCATTTAAGGGTTTTTTTGTTTTG
L TAI1KMPR RTEUHTLT RVYVTFTLTFSC
TTTTTTAAACCAAACATTTTATGTACAATACAAAATTGTTGACACATCGTT
FLNOQTTE EYVOQYZ KTIVDTSTFE
TAAAAAAAATGTGGGTGTGTGAACAACTGTAGTTTATAGCAATGGGAAAGT
K KNV GV *TTVVYSNTGKV
GTATTTTACTTTGATCAAATAAATAATGCTGGAATATTCAATGTAAAAAAA
Y FTLIK®™*1TMLTETVYSM®=*KK
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AACTAATTAAGGAGTGAGCTGTAAATTTTTCTAACATTTATTTGAGTTTAC
N*LRSETLT™>T1TTF FLTTF ETI * VY
TGTTTTGCTTCTTCCAGGGAACGACAAGTCATTTCAGCTTTGGAGCATCTC
CFASSRTET RO QVISALTEH.L
AGACTACAGTTGTGGAAGCCGGCTGAAAGCAATAGAAAGGGGAGGAGCTGG
R LQLWZKTPAETSNTE RTIKTEGT RS W
ACCATTTTTCATTTACTCTCATTAAAAAGGAATTTGAAGAGAAGATAAAAT
T 1 FHLTLSTLT KT RNTLTEKT RTE R *N
GGCAGAGTTTTGAGGTTAATATTCAGGATGAATGATGATAATTCAGATAGG
G RVLRTLTIFRMNUDTUDNSTDR
ACAGAAGATGGATCGCGTTATGTATTTATCCGAGATAAAAACTCGAATCCA
TEDGS SR RYVFTI1RUDIEKTNTSNEP
TCTGAATACTACCAAACATCGCTATCTGCCCAGTGCCCTTCAGTGAGTCAC
S EYYQTSLSAQTC®PSV S H
GGGGATTGGAACTCTGACAACCCAGATGCCATGGTGGTCGATTATGAAATG
G DWNGSUDNTPUDAMVYVDYE M
GATCCTGCGGTGGACAGTAGTGAAAGTGTATCTTTAAGCCATCAGTGTGTT
DPAVDSSETSVSLSHT QT CV
GAAGAACTTGCTTACCCAGAGCCTTCAAGTGATTTCATGGGGAAGCATGAG
EELAYTJPTETPSSTDTFMGTKHE
TTTACAATGTACAGTGAGCTTACCTGCCAGTCTCCTGCACTTGTGAACACA
F TMYSETLTT CO QS S®PALVNT
GGGAAGCCCCAAGACCTGCACAGTAACTGTGACTCCCTAGAGGCAATCCAG
G KP QDTULUHSNTCTDTSTLE A/I
GATGAGAAGTTTGATCCCCTTAAGCCCTGTGAGTGCAGGTCTGATGACGAT
DEKFUDTPLTEKTPT CETGCT RTSTGDTDD
TATGCTTGTGGAGATTCCCCTGAAGTTTTGGAGCTAAAACAAACATATGGC
Y ACGODSPEVTLTETLTZKTE QTYG
ATGAAAGTGGACACGGCTAACTACACCTTTATAGCACGCCATGATATTGAA
M KV DTANYTTFTIARUHTGDII E
CAGGGTCAGCCTTTGCATGCTCCTGGAGGTTTGCAGACAACAGTGAGAGAC
G QP LHAPGG GTLTG QTTVR RTD
AGAAATGCTTTGTCCTCCTGCGGTCGGACACCACCCCATTCCTCTAAGATG
R NALSSTC CGT RTUPZPUHSSTK KM
TATGTGAGAGGGGTTAATTATAATCGAGAGAACTTTGAAAACCTCCAAGCC
Y VR 6G VN Y NRTENTFTENTLOQA
ACACCATCCAAGACCCTAAACACAACCTTTACAGTGATCTCTGATGTGCTG
TPSKTLNTTF FTVI1ISTDUVL
ATGCAAACTGACAGTCCAGACGTTGGAGTTCAGGGTCAGAATTCTTTAGGA
M Q TDSPDVGVY QG QNSTLG
AATGTCACCAAAGAGTACACAGATGGGACAAGGCGAGGACTCATTGGAGAA
NV TEKTEYTDGTH RZ RGTLTIGE
AAAGAGATACAAGCTGTGACACTGGTTTCGGATGGCATGGAGGTCCCCAAC
K E 1 Q AV TLV SDGWMEVPN
GGATCTGCATCACAGGAGTTCTATTGTGTATCTGAAGATGACCCAAACAGT
G SASQETFYT CVSETDTDTPNS
GAGACACATTCACACGGCCCGTATGCTCAACAGGAAATGGGCCAAAATTTA
E THSHGPYAQU QEMGO QNL
AGAGGAACACTGCCCAACTGTCATGTCGATGGTGAATGCCCAGTACTGGTG
R G TLPNTG CHVYVDGTETCTPVLYV
CCAGCTTTTGAGAAGAGTAAAACCAGAGTCCTGGGCTCTGAGTGTAAAGTC
PAFEZKSTZKTR RVLGSTETCKV
ACTGTGACTGAAGACCCACACATCGATTCCCACGACAATGACTCAGACATC
TV TETDTPU HTIDSTU HTDNTDS D I
CAAAGTAGTACTGAAGAGCTGACCCTGAGAAGTGTTTCAGGGCAGAGGGGT
S S TETETLTTLZ RSV SGQRG
TCACCTTATGAAATGGGTTGGGGCGAGAACGGCGGAGCCATTTGCACAGAT
S PYEMGMWGTENTGTGATITCTD
AAAGCAGGTTGCATGTCAACACCAGTTGAGCAACCCCCCAATCTGAGCTTC
K AGCMST®PVEG QPTPNTLSTFE
AGACTTGAACCTGCTGAAGTGAAGAAGTACAATAATGTGGAGAATGGACCA
R LEPAEVZ KT KTYNNVTETNTGSTFP
AGAGATGCTAAACGTGCACCAAACTTGAAAGGGGAACCAACAAATATGCCA
R DAKZ RAPNTLTKTGETPTNWMEP
AAACCTAATTTGGGAAAATCAGCTACCAAAACAAATACCACTGTAGGCAGT
K P NLGTZKTSATTIKTNTTVG S
AAAGTCAGGAAGACAGAAATTATAAGTTATCCTACACCAAACTTCAAAAAC
K VRKTTETLTILISYUPTPNTFTKN
ATTAAAGCCAAAGTTATATCCAGATCAGTGTTGCAACCCAAAGACACTTCC
Il KAKV1SRSVLOQPTKT DTS
ATAATGAAGGACACACCCAGCCCTCAGGTAACAGGGGGCTCTTCACCATCA
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I M KDTPSPQVTGGSSP S
CCAGGGCCTTCTAAACACTTGACAATGATGAACAAAGCACCAAGATCTGAC
PGP SKUHTLTMMNTEKATPRTSTD
TTTAAAGCCAGCAAAAAAGCAGAAATCCCAATTAACAAGACACACAAGCAA
F KASZKTZ KA ATETLTPTINTEKTHEKDQ
CAGTTTAATAAACTCATTACCAGCCAGGCTGCGCAAGTTACAACTCATTCT
FNKLTITSOQAAROQVTTHS
AAAAATGCTTCACTCGGGGTTCCAAGAACAACATCTGCCACGAAATCGAAT
NASLGVPRTTSATZKSN

CAGGAGAATGTTGACAAGACAGGTTCTCCTCATGCAGGGAGTGAGACCGGG
ENVDZKTGSPHAGSTETG
TCTGTAGCTGCCTTCTTCCAGAAGATCAAAGGCATTCTCCCCGTGAAAATG
S VAAFTFOQKTIZKTGTITLTPVKM
AAAAGCTCAGAGTGTTTGGAAGTGACTTACGTTTCCCACATCGATCAGATT
K S S ECLTEVTYV SHTIDQ QI
AGCCCTGAAAAGGGTGAGCAGGACGGTGAGGCTCCCATGGAAAAGCAAGAG
S PEJKGTET QDTG GTEA ATPMTEKQE
CTGGGAAAACAAGCCACGAATGAGATTTTTGAATCCAAGTCTCTATTGGTG
L G KQATNTETITFTEST KT STLTLYV
GGCTCTGCACCCAAAACTTCCACCACGCCAGGAAGGAGCAGTTCCAAGCCA
G SAPKTSTTPGRTSSSKP
GACTCGCGGAGCCTGAGGAAAACACCAGGTCTAAAAGCCAAAGTGGGTCCC
D SR SLZRIKTPGLTEKATZKVGTEP
ACTGCTGCCTGCCTGAGGAGGAAGAGTGAGAGTAGAACCCTAGGCTCCGAC
T AACLTZ RRTIKTSTET SR RTTLGSD
AGGGCCTTATCGCCTCAGAGGATCAGGCGCGTGTCCGGCTCTGGTGGTCAT
R ALSPO QRTIURRVYSGSGG H
GCTGCCATCAACAAATATGAAGAGAAACCTCCCAAACAAGCATTTCAGAAT
A°A 1l NKYETET KTPPTZKTU QATFOQN
GGGTCAGGACCCTTGTATCTGAAGCCTTTGGTACCCAGAGCTCACTCGCAC
G S G PLYULKTPTLVZPRAHSH
TTGCTCAAAACTTCTCCAAAAGGTCCTTCAAGGAAGAGTCTGTTTACAGCT
LLKTSPEKTGTPSRTIKTSTLTFTA
TTTAATTCAGTTGAAAAGGGCAGGCAGAAGAATCCCAGGAGCCTATGCATC
FNSVETZKTGRTU OQIKNPT RTSTLC.I
CAGACCCAGACAGCTCCAGATGTGCTGTCCTCCGAGAGAACGCTTGAGTTG
Q TQTAPTDVTILTSSETRTTLE.L
GCCCAATACAAGACAAAATGTGAAAGCCAAAGTGGATTCATCCTGCACCTC
A QY KTKTZ CES SO QSGTFTILHIL
AGACAGCTTCTTTCCCGTGGTAACACCAAGTTTGAAGCGCTGACCGTTGTG
R QLLSZ RGNTTIKTFTEHALTVYV
ATCCAGCACCTCCTGTCTGAGAGAGAGGAAGCACTGAAGCAACACAAAACC
I Q HLLSET RTETEALTZKTG QHTE KT
CTCTCTCAAGAACTTGTCAGCCTCCGGGGAGAGCTAGTTGCTGCTTCAAGC
L SQE LV SLRGETLVAASSS
GCCTGTGAGAAGCTAGAAAAGGCTAGGACTGACTTACAGACAGCGTATCAA
ACEZKULTEZKARTTDTLTU OQTAYDQ
GAATTTGTCCAGAAACTAAACCAGCAGCATCAGACAGACCGGACGGAACTG
EFVQKTLNGO GQOQHTO QQTTDR RTTEHL
GAGAACCGGCTGAAGGACTTATACACCGCAGAGTGTGAGAAGCTTCAGAGC
ENRLZKTDTILYTATETCTETKTLTQ QS
ATTTACATTGAGGAGGCAGAAAAATATAAAACTCAACTGCAAGAGCAGTTT
1 Y I EEAEZKYKTO QLG QEQF
GACAACTTAAACGCCGCCCATGAGACCACTAAGCTTGAGATTGAAGCTAGC
D NLNAAUHETTTZ KTLTETITEAS
CACTCGGAGAAGGTGGAATTGCTGAAGAAGACCTATGAAACCTCCCTTTCA
HSEKVETLTLTZKTEKTYTETSTL S
GAAATCAAGAAGAGCCATGAGATGGAGAAGAAGTCACTGGAGGATCTGCTT
E 1 KK SHEMTETKT KT STLTETDTL.L
AATGAGAAGCAGGAATCGCTGGAGAAACAAATCAATGATCTGAAGAGTGAA
NEKQET STLTETZKT QTINTDTLTZKSE
AACGATGCTTTAAACGAAAGGTTGAAATCAGAGGAGCAAAAGCAACTGTCA
NDALNTET RTLTEKTSTETET QKT QTLS
AGAGAGAAGGCGAATTCAAAAAACCCTCAGGTCATGTATCTGGAGCAAGAA
R EKANST KNTPGO QVMYTLTEQE
CTAGAAAGCCTGAAGGCTGTGTTAGAGATCAAGAATGAGAAGCTGCACCAG
L ESLZKAVTLTETITKNTETKTLH
CAGGACATGAAGCTAATGAAGATGGAAAAGCTGGTGGACAATAACACAGCA
Q DM K LMZKMETKTLVDNNTA
TTGGTTGACAAGCTGAAGCGATTCCAGCAGGAAAACGAGGAGTTAAAAGCT
L VDKTLTZKTRTFO QO QENTETETLTKA
CGCATGGACAAACACATGGCAATTTCAAGGCAACTTTCCACCGAGCAGGCC
R M DKW HMATILISR RO QLT STTETQ QA
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GCGCTGCAGGAGTCCCTTGAGAAGGAGTCGAAGGTCAACAAGAGACTGTCC
AL Q E SLEIKESKVNIKRL S
ATGGAGAACGAGGAACTTCTGTGGAAACTGCACAACGGAGACCTGTGCAGC
M E NEE L L WIKULHNGTDTL C S
CCCAAGAGATCCCCCACCTCCTCGGCCATCCCTTTCCAGTCCCCCAGGAAT
P K RSPTSSAI PF QS P RN
TCTGGTTCCTTCTCCAGCCCCAGCATCTCACCCAGATGACGGCTTCTGAAC
s G S FSSPSI1I SPR*R L L N
GCAGGAGACTCTCTGAAGGCACTGAGGTGCGCTTCTGCGGGACTGACCCGA
A G D SL KALWRZ CASAGTLTR
AGTTCAGAGTTCATGGGAACTCGAGTTGCTGCGTTAGCTCTCTGGAATATC
S S EFMGTRVAALALWNI
CCCAGGATATCGGGAGAGCAGCCGCCAACCGTTTCAGCTACGTACGAATAG
P RI1 S GEQPPTVSATYE *
AGAGCTCCAATAGGAGACTTTTAACTTGGTCCAAAAGCCTCCTCCAAAAAC
R AP I GDF*L GP KA AS S KN
AGATTTCGGAACTGAAGTGGACATAGTTGCACAAAGCACTTACGGAACGAG
R FRN™>*SGHS CTIKHLRNE
GGAACCTTGTTCTTTGCCTTCCTTCACCTAAGCATAGGGGAAAACTCTCAG
G T LFFAFULMHLS 1T G E N S
GGCCCTATTAAGATAAAGATTTATAACCTTTATAATGTTCTTCACCAGAGA
G P 1 K1 K I YNILYNVLHQR
CACCTTCTTGTGATTTTTATTTCAGTCTGACTGTGGGCAAGGGGGGTGTGT
H LLV I F1 SV * L WAIRGVC
GTGTGAGTGAAATGGGTGTACTGGCGTGTCACGTGACTGTCATAGCCCCGC
v *V KXWV Y WRVT™*L S * PR
CCCCTGCTGTGTATTAAAAGTCAACAGCTGTATATAGCTTGGCCTGTATTA
p L LCI1IT K SQQULY I AWP VL
ACCAAGTCATAATCGGCACACGAGCGTCAACAAAAGCCATAGAAGAGAAAG
T K S * S AHERIQQK P * K RK
CAATAGTGCTTGAATTTCCCCCCAACTCATCTCAGCACTGTGCCACGGCAG
*»*C L NF P P TH L S TV PR

GGCTCGGGCAAGACAGGAAAAGCCTTTGGTTTCTTGATGACTGTACATTTA
G S 6 K T G6GKAFGFLMTV HL
TTTCTCTGTTGTTAGTTTTTCCATGTTCGGCATTATCCGTTGATAGCAGTT
FLCC™*ZFFHVRUHY P L I AV
TTTTTTTCCCCCTGTAGATTTTCACGAGCCTAATTGCTATACTCTGATTCA
FF SPCRFSRA®*TLILY S DS
TTTTCTCAGGCTATGAGCAAATGTAGTTCCCTAATTTTTCTAAATACAAAT
FSQ A MS K CS S L I F L NTN
CTGTATAAAGAGTAAGGGGGCAGTACCAATGGATGTTTCTGGTTTATTTTT
LYy KE*GGSTNGZ CFWF 1 F
TTCCCTTGAACCCAAGCTAGCTTCATAGCGCTAATCCTCCGTCTACCCTCC
F P *TQASZFI1T AL 1T L RL P S
TGTTGTTCTAACCTCCGCCTTGCCTTCTCCTCCATGTAGAGCCACGGAAGC
c ¢S NULRLAFSSM™*SH G S
AAAGCGCCCTCCTTCCTACCCACAGAGTGTGCTTTTCCAGGGCCAGTTTAT
K A°AP S F L P TETZCAFU®PGP VY
CTTGGAGGTGCTGAACCTGTTTCCCAAATAAGCTAAGCTCTGGTTCTGACA
L 6GGAEPVSQI S * ALV LT
CTACACAATTTTAGAAACCCCGGGGGGGAAACCAGTAAAGGCATTTTAGCA
L HNZFRNWPSGS GETSKG 1T L A
TGTACTAATCCACATGAGCACAGAGTTAAGCCAACAGTTCTGTGTTGAGTA
C T NPHEHRVKWPTVLC*V
GATCCAAGAGCGGGAATGCTGACTTGGGCCCCTCTGAGCATTCTTCCAGCC
b PRAGMLTWAPTLS 1 L P A
ACTGGAATGGAACAGAGTGGCCAAAGAGTGAGAGGTATGGCTTCTGCAGCT
T 6GMEQ S G QR VRGMASAA
CCTTCACACTGCATTCAAAATTCAGATCTTCGCTTACCATCTCCCTAGGCT
p S HCI Q NS DLW RLP S P * A
CCAAGGCTCTGTGAAAGTTAGAAGGATAGCTGTGGCTCCCCACCACCCAAC
P RLCES™*KDSCGS P P PN
CCACAAACTTCCCTGTGCATGCCGGCATTGCGATGTCAGTATTTACTAATT
p Q T S L CMZPALRZCIOQY L L I
CATGGTCAATGCTGCTCAGATAACCCCTATAGCGAGGACAGATTCAGGATA
H G Q CCSDNWPY S EDRF R I
CTAGAGGTGAGTCATCCTAGACTTCTGCACTACAGAGCTAACTGATAGTCA
L EV SHPRILILMHYRAN™=*™*S
TGATGCATGCTTTTTATTAGGGGTTGTGTTTGAAGTCTCTTATCTCCAATA
*»CM™MLFI RGCV * S L L S P 1
GTTTATGATGTATGTAACCTACCATGTTTGCTCCCGATAAATAGGAATGAT
v Yy bv C NLUPCULWLUZPTIT NI RND
TGCAGCTTCACTGCCACCTCCTGGAATAGCTCTGCTCCTGGTCCCAAGTTG
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c S FTATSWNSSAUPGP K L
TTCTCAATGATGTTAGCCAAAGTCAGGTTTGTCATTTATGCCCTAGTTATG
F S MMULAKVRFV I Y AL VM
GTAAAGCTCAAGTGTTGACCTGCCATCCCTCATACCACGTAGATGTCTGGG
v K L K C*P A I PHTT™*MS G
AAGTCAAATCTTACAGCAATTAAAATGCCTAGAGAGCATTTAAGGGTTTTT
K S NLTAIIKMMPREWHTLRVF
TTGTTTTGTTTTTTAAACCAAACATTTTATGTACAATACAAAATTGTTGAC
L FCFLNO QT FYV QY K 1 V D
ACATCGTTTAAAAAAAATGTGGGTGTGTGAACAACTGTAGTTTATAGCAAT
T S F KKNVGV *TTV VY SN
GGGAAAGTGTATTTTACTTTGATCAAATAAATAATGCTGGAATATTCAATG
G K vY F T L I K I M L E Y S M
TAAAAAAAAAAAAAAA

* K K K K
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10.2 Bezugsnachweis der verwendeten Materialien

10.2.1 Gerate

Gerat

Hersteller / Lieferant

Elektroporationsapparatur Gene pulser

Elektrotransferapparatur, Typ Trans Blot SD

Gelanalysegerat Gel Doc 2000 inkl.

OptimaTM MAX Ultrazentrifuge

Thermocycler, TRIO-Thermoblock

Bakterienschuttler, New Brunswick Scientific G24
Environmental Incubator Shaker

10.2.2 Yeast Two-Hybrid System

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Beckman Coulter,
Fullerton, USA

Biometra,
Gattingen

New Brunswick Scientific GmbH,
Nurtingen

Bakterienstamme

Hersteller / Lieferant

DH5a'deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(rk-mk+), recA1,
relA1, supE44, thi-1, (lacZYAargFV169), 80lacZ M15,
F-

KC8 hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisB463,
lac74, strA, galU,K

Clontech,
Palo Alto, USA

Clontech,
Palo Alto, USA

Hefestamme Hersteller / Lieferant
AH 109 Clontech,
MATa, trp 1-901, leu 2-3, 112, ura 3-52, his 3-200, Palo Alto, USA

gal4, gal 80, LYS2:: GAL1 UASGAL1TATA-HIS3,
GAL2UAS- GAL2TATA-ADE2, ura3:: MELTUAS-
MEL1TATA-lacZ

Reportergene: HIS3, ADE2, lacZ,;
Auxotrophiemarker: trp1, ura3, leu2
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10.2.3 Zellkultur

Material

Hersteller / Lieferant

COS-7 [ATCC Number: CRL-1651]
Cercopithecus aethiops;

Morphologie: Fibroblastenartig

Gewebe: Nierenepitel SV-40 tranzformiert
(Gluzman 'Y, 1981)

N1E-115 [ATCC Number: CRL-2263]

Mus musculus;

Morphologie: Fibroblastenartig

Gewebe: Hirn; Neuroblastoma (Richelson, 1973)

Neuro2A

PC12W

DMEM,

Fetales Kalberserum (FKS),

L-Glutamin (200mM)

Penicillin (10 000 IE)/

Streptomycin (10 000 pg/ml)-Lésung

PBS,
Katalognummer: 14190-094

Trypsin

98

LGC Promochem
46485 Wesel

LGC Promochem
46485 Wesel

LGC Promochem
46485 Wesel

LGC Promochem
46485 Wesel

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

GibcoBRL jetzt Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

SERO-Med,
Wien, Osterreich



10.2.4 Antikorper

Anhang

Material

Hersteller / Lieferant

Anti-FGF basic
polyclonaler Antikérper

Anti-human PDGF
polyclonaler Antikbrper
Fitc-gekoppeltem Antikorper
Cy3-gekoppeltem Antikorper
Goat-anti mouse IgG,
Peroxidase-gekoppelt
Normal goat IgG

Anti-polyHis

Anti-Flag

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh
Munchen

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh
Munchen

Vector Laboratories,
Burlingham, USA

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh
Munchen

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh
Munchen
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10.2.5 Feinchemikalien

Anhang

Material

Hersteller / Lieferant

Acrylamid/Bisarcylamid-Losung (40%)

Ammoniumpersulfat

CAP (m7G(5")ppp(5’)G)

Chaps

100 bp DNA-Ladder

ECL-Plus Western Blotting Detection

Reagents

Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml)

B-Mercaptoethanol

NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA)

Octyl-B-D-glycopyranosid (OG)

Pansorbin

Pefabloc SC

Lipofectamine

RNasin

Slow Fade® Light Antifade Kit

Temed

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Muinchen

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Sigma,
Deisenhof

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Alexis,
Gruenberg

Fluka Chemie,
Buchs, Schweiz

Calbiochem,
Nottingham, England

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Boehringer Ingelheim GmbH,
Ingelheim

Molecular Probes,
Leiden, Niederlande

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Alle weiteren Chemikalien waren von héchstem Reinheitsgrad und wurden von den Firmen E.
Merck, Darmstadt, und Sigma, Deisenhof, bezogen.
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10.2.6 Enzyme und Kits

Anhang

Material

Hersteller / Lieferant

DNA-Polymerasen Taq, Pfu

Nucleo Spin® nucleic acid purification kit

Nucleo Trap® mRNA purification kit

PowerScriptTM

Retikulozytenlysat (Kaninchen)

Restriktionsendonukleasen

RNA-Polymerasen T7, SP6

SMARTTM RACE cDNA amplification kit

SuperScript Il

10.2.7 Vektoren

Stratagene,
Heidelberg

Clontech,
Palo Alto, USA

Clontech,
Palo Alto, USA

Clontech,
Palo Alto, USA

Promega,
Madison, USA

Biolabs,
Beverly, USA

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Clontech,
Palo Alto, USA

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Material

Hersteller / Lieferant

pcDNAS3.1-V5-polyHis

p3XFlag-CMV

pEGFP-C3

pDsRed-C3

pGBKT7

pACT2

pGADT7

Invitrogen,
Groningen, Niederlande

Sigma,
Deisenhof

Clontech,
Heidelberg

Clontech,
Heidelberg

Clontech,
Heidelberg

Clontech,
Heidelberg

Clontech,
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pGBKT7-53 Control Vector Clontech,
Heidelberg

pGBKT7-Lam Control Vector Clontech,
Heidelberg

pGADT7-T Control Vector Clontech,
Heidelberg

10.2.8 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller / Lieferant
BioMax Folie Kodak GmbH,
Stuttgart
Elektroporationsklvetten Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen
Roéntgenfilm, Typ New RX Fuji,

Tokyo, Japan

Hyperfilm ECL Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England

Immobilon™ P Millipore Corporation,
Bedford, USA

24-Kammer-Platten Sarstedt AG&Co,
Nimbrecht
Nitrocellulose-Transfermembran Sartorius,
Gattingen
Zellkulturschalen (56,2 cm2) Greiner,
Frickenhausen
Zellkulturschale mit 6 Kavitaten a 9,6 cm? Greiner,
Frickenhausen

Alle weiteren Plastikwaren und GefalRe wurden von Eppendorf, Hamburg; Greiner,
Frickenhausen bzw. Nunc, Wiesbaden bezogen.
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10.2.9 Liste der Primersequenzen

Primer

Sequenz (Erst Sense, dann Antisense Primer)

Klonierung vom AT2-Rezeptor
in EGFP und p3xFlag

Klonierung von Gass50 in
pcDNA3.1-V5 poly His

Klonierung von Gass50 ohne
tail in pcDNA3.1-V5 poly His

Klonierung von Gass60 in
pcDNA3.1-V5 poly His

Klonierung von Gass135 in
pcDNAS3.1-V5 poly His

Klonierung der AT2-Rezeptor-
Tails in pGBKT7

Klonierung des Golgi-Markers

5" GACAAGCTTATGAAGGACAACTTCAGTTTTGC

5" CTTAGAGAAATGGACACCTTTGTGTCT

5" CACCATGCTGTTGTCTCCCAAATTCTCCTTATC

5'CCTTCTCCAGCCCCAGCATCTCACCCAGA

5" CTCGGTACCAGACATGCTGTTGTCTCCCAAATTCTCC

5" GAGGGATCCCACAGAAGTTCCTCGTTCTCCATGGACAGTCT

5" CACCAGATCTCATGACTATACCAGGAGGATTTCGCAGTTG

5-CCTTCTCCAGCCCCAGCATCTCACCCAGACCGGTCGC

5" CACCTCTAGAATGAATGATGATAATTCAGATAGGACAG

5-CCTTCTCCAGCCCCAGCATCTCACCCAGA

5" CTCGAATTCAACCGCTTCCAACAG

5" CTCGTCGACTTAAGACACAAATGG

5'CTCGCTAGCCATGAGGTTTCGTGAGCAGTTCCTGGGCGG

5'GAGGGTACCGCACCCCGCGGCCGCTGCTCTCCTGGGGG

Alle Primer wurden von der Firma Tib-MolBiol, Berlin, als Lyophilisat bestellt.
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11 Kongressbeitrage und Publikationen
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12.10.2002
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Christoph J. Wruck, Thomas Pufe, Monika Stoll, Marie L. Kruse und
Thomas Unger.
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7th Annual Meeting of the European Council for Blood Pressure and
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Christoph J. Wruck, Thomas Pufe, Monika Stoll, Marie L. Kruse and
Thomas Unger. Cloning and Characterization of a Novel 49 kDa Protein
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Christoph J. Wruck, Thomas Pufe, Monika Stoll, Marie L. Kruse und
Thomas Unger.
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welches eine Rolle in der Signaltransduktion und Gen-Expression

spielen kann.
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Christoph J. Wruck, Thomas Pufe, Monika Stoll, Marie L. Kruse and
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Zitierfahige Abstrakte:
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Centre, Seeheim, Germany, 11-13 October 2002 Hypertension 2002 40: 568

Buchartikel:

Christoph J. Wruck, Monika Stoll and Thomas Unger. AT 2 receptor function and
target genes. Handbook of Experimental Pharmacology, Volume: Angiotensin,
Chapter 20:

AT2 receptor; Springer-Verlag, Heidelberg. 2004.

Orginalarbeit:

Wruck CJ, Funke-Kaiser H, Pufe T, Kusserow H, Menk M, Schefe JH, Kruse ML,
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Vasc Biol. 2005; 25:57-64.
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