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Zusammenfassung
Das serotonerge System besitzt sowohl bei Invertebraten als auch bei Vertebraten eine große
Bedeutung für die Kontrolle und Modulation vieler physiologischer Prozesse und Verhaltens-
leistungen. Bei der Honigbiene Apis mellifera spielt Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT)
eine wichtige Rolle bei der Arbeitsteilung und dem Lernen. Die 5-HT-Rezeptoren, die über-
wiegend zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehören, besitzen eine
Schlüsselstellung für das Verständnis der molekularen Mechanismen der serotonergen Signal-
weiterleitung. Ziel dieser Arbeit war es, 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene zu charakterisieren.
Dazu zählt die Identifizierung der molekularen Struktur, die Ermittlung der intrazellulären
Signalwege, die Erstellung von pharmakologischen Profilen, die Ermittlung der Expressions-
muster und die Ermittlung der physiologischen Funktionen der Rezeptoren.
Mit Hilfe der Informationen aus dem Honey Bee Genome Project, konnten drei Rezeptor-
cDNAs kloniert werden. Vergleiche der abgeleiteten Aminosäuresequenzen mit den Amino-
säuresequenzen bereits charakterisierter Rezeptoren legten nahe, dass es sich dabei um einen
5-HT1- (Am5-HT1) und zwei 5-HT2-Rezeptoren (Am5-HT2α und Am5-HT2β) handelt. Die
strukturelle Analyse der abgeleiteten Aminosäuresequenz dieser Rezeptoren postuliert das
Vorhandensein der charakteristischen heptahelikalen Architektur von GPCRs und zeigt stark
konservierte Motive, die bedeutend für die Ligandenbindung, die Rezeptoraktivierung und
die Kopplung an G-Proteine sind. Für die beiden 5HT2-Rezeptoren konnte zudem alternati-
ves Spleißen nachgewiesen werden.
Mit den cDNAs des Am5-HT1- und des Am5-HT2α-Rezeptors wurden HEK293-Zellen sta-
bil transfiziert und anschließend die Rezeptoren funktionell und pharmakologisch analy-
siert. Am5-HT1 hemmt bei Aktivierung abhängig von der 5-HT-Konzentration die cAMP-
Produktion. Die Substanzen 5-Methoxytryptamin (5-MT) und 5-Carboxamidotryptamin
konnten als Agonisten identifiziert werden. Methiothepin dagegen blockiert die 5-HT-
Wirkung vollständig. Prazosin und WAY100635 stellen partielle Antagonisten des Am5-
HT1-Rezeptors dar. Der Am5-HT2α-Rezeptor stimuliert bei Aktivierung die Synthese des
sekundären Botenstoffs Inositoltrisphosphat, was wiederum zu einer messbaren Erhöhung
der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt. 5-MT und 8-OH-DPAT zeigen eine deutliche
agonistische Wirkung auf Am5-HT2α. Dagegen besitzen Clozapin, Methiothepin, Mianserin
und Cyproheptadin die Fähigkeit, die 5-HT-Wirkung um 51-64 % zu vermindern. Die be-
reits erwähnte alternative Spleißvariante von Am5-HT2α wurde ebenfalls in HEK293-Zellen
exprimiert und analysiert, scheint jedoch eigenständig nicht funktionell zu sein.
Gegen die dritte cytoplasmatische Schleife (CPL3) wurde ein polyklonales Antiserum gene-
riert. Dieses erkennt in Western-Blot-Analysen ein Protein mit einer Masse von ca. 50 kDa.
Durch immunhistochemische Analysen am Bienengehirn wurde die Verteilung des Rezeptors
genauer untersucht. Dabei zeigten die optischen Neuropile, besonders die Lamina und die
Ocellarnerven, stets eine starke Markierung. Außerdem wird der Rezeptor in den α- und
β-Loben sowie der Lippe, dem Basalring und dem Pedunculus der Pilzkörper exprimiert.
Doppelmarkierungen zeigen stets eine enge Nachbarschaft von serotonergen Fasern und dem
Am5-HT1-Rezeptor.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Am5-HT1-Rezeptor sehr wahrscheinlich an der
Regulation des phototaktischen Verhalten der Honigbiene beteiligt ist. Verfütterung von
5-HT hat eine deutlich negative Wirkung auf das phototaktischen Verhalten. Diese kann
durch den Am5-HT1-Rezeptor-Agonisten 5-CT imitiert werden. Schließlich konnte gezeigt
werden, dass der Am5-HT1-Antagonist Prazosin die 5-HT-Wirkung deutlich vermindern
kann.



Abstract

The serotonergic system plays an important role in the control and modulation of many
physiological and behavioral processes in both vertebrates and invertebrates. In the hon-
eybee Apis mellifera, serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) has been implicated in the
control and regulation of division of labor as well as learning and memory. A key role in
understanding the serotonergic system plays the molecular and functional characterization of
5-HT receptor subtypes. In most cases, serotonin receptors represent G protein-coupled re-
ceptors (GPCRs). This work describes the characterization of honeybee serotonin receptors.
This comprises the identification of their molecular structure, intracellular second messenger
pathways, pharmacological properties, expression profiles and functions.
By screening the honeybee genome, we found three candidate genes encoding for putative
serotonin receptors. The cDNAs of these genes were cloned and the deduced amino acid
sequences were analysed. The sequence information was used to isolate the cDNAs encoding
for these three receptors. Comparison of the deduced amino acid sequences with sequences
of other known receptors suggests that one receptor belongs to the 5-HT1 (Am5-HT1) and
the other two receptors to the 5-HT2 receptor class (Am5-HT2α and Am5-HT2β). Major
characteristics common to all GPCRs (e.g. the heptahelical architecture) were confirmed by
structural analyses of the deduced amino acid sequences. Furthermore, truncated receptor
transcripts representing alternative splice variants of both 5-HT2 receptors could be detected.
HEK293 cells were stably transfected with the cDNAs of Am5-HT1 or Am5-HT2α and func-
tionally and pharmacologically analysed. The activation of Am5-HT1 by 5-HT results in
the dose dependent attenuation of adenylyl cyclase activity. 5-methoxytryptamine (5-MT)
and 5-carboxamidotryptamine are able to imitate the 5-HT effect. In contrast, methiothepin
is able to block the entire 5-HT effect, whereas prazosine and WAY100635 block the 5-HT
effect only partially. The Am5-HT2α receptor stimulates the synthesis of the second messen-
ger inositol trisphosphate which in turn mediates an increase in the intracellular Ca2+. The
substances 5-MT and 8-OH-DPAT were identified as agonists of the Am5-HT2α receptor. In
contrast, clozapine, methiothepine, mianserine, and cyproheptadine show strong antagonistic
actions. A truncated alternative splice variant of the Am5-HT2α-receptor was also analysed
but didn’t show any functional coupling by itself.
An antiserum was raised against the third cytoplasmic loop (CPL3) of the Am5-HT1 re-
ceptor. This antiserum detects a protein with a molecular mass of 50 kDa in western blot
analyses. The expression of the Am5-HT1 receptor was studied in detail using immunohis-
tochemistry. Strong Am5-HT1-like immunofluorescence was observed in the ocellar nerve, in
the three optic ganglia and in the α- and β-lobes, the pedunculi, the lip and the basal ring
of the mushroom bodies. Furthermore, co-labeling with an antibody against 5-HT showed
that this receptor is expressed in close vicinity to serotonergic neurons.
Finally, behavioral experiments suggest a possible role of the Am5-HT1 receptor in photo-
tactic behavior. Feeding of 5-HT to worker honeybees results in a decrease of phototactic
behavior. This 5-HT action could be mimiced by feeding of the Am5-HT1 agonist 5-CT. In
contrast, the Am5-HT1 antagonist prazosine prevents the 5-HT-induced decrease in photo-
taxis.
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1 Einleitung

Aus Sicht der Neuroethologie besetzt die Honigbiene Apis mellifera eine Sonderstellung unter den
Insekten. Sie ist als ökonomisch bedeutsames, staatenbildendes Nutzinsekt nicht nur in großer
Zahl verfügbar, sondern besitzt auch ein riesiges Repertoire ausgesprochen gut untersuchter Ver-
haltensweisen. So zeigen Honigbienen ein hochentwickeltes Interaktions- und Kommunikations-
system (Seley, 1995). Die Brutpflege die sie betreiben, erfordert eine komplexe Arbeitsteilung
(Page & Erber, 2002). Zum Beispiel verrichten Ammenbienen ihre Arbeit im Stock. Sie bauen
neue Brutwaben und versorgen die Brut mit Nahrung. Dagegen gehen Sammlerbienen außerhalb
des Stockes auf Futtersuche. Sie können dabei im Umkreis von bis zu 5 km nach Nahrungsquellen
suchen, problemlos zum Stock zurück navigieren und die Information an andere Individuen im
Stock weitergeben (Frisch, 1967). Sie lernen jedoch nicht nur, wo das Futter zu finden ist, son-
dern auch sehr genau die Details der Futterquelle. Dazu gehören die Form, die Farbe, der Duft
und die Textur der besuchten Blüten sowie die Art und Weise, wie sie den Nektar oder den Pollen
spezifischer Blüten erreichen können (Frisch, 1967). Dieses spezialisierte und gut angepasste
Gedächtnis lässt sich nicht nur unter Freilandbedingungen, sondern auch sehr gut unter Labor-
bedingungen untersuchen. Verbindet man einen (für die Biene ursprünglich neutralen) Duft mit
einem belohnenden Reiz (i.d.R. Zuckerwasser), so führt bereits eine einzige Paarung dieser Rei-
ze zu einem mehr als eine Stunde anhaltenden olfaktorischen Gedächtnis (Bitterman et al.,
1983). Wenige Reizpaarungen reichen aus, damit ein Langzeitgedächtniss etabliert wird. Gut
untersucht sind bei der Honigbiene auch weitere wichtige Verhaltens- und Sinnesleistungen wie
zum Beispiel der Sonnenkompass (Lindauer, 1959) und die circadiane Uhr (Sasagawa et al.,
2003). Im Vergleich zu Vertebraten besitzt die Honigbiene außerdem ein kleines und einfach ge-
bautes Gehirn und ist daher zu einem idealen Modellorganismus geworden, um die neuronalen
Mechanismen von Verhalten, insbesondere dem Lernen und der Gedächtnisbildung, zu erfor-
schen (Menzel & Müller, 1996; Giurfa, 2003a,b; Hammer & Menzel, 1995). Weiterhin
wurde die genomische DNA der Honigbiene komplett sequenziert (The Honeybee Genome
Sequencing Consortium, 2006), wodurch die Möglichkeiten der Erforschung der molekularen
Grundlagen der beschrieben Phänomene erheblich verbessert wurden.
In vielen Studien zum Verhalten der Honigbiene konnte gezeigt werden, dass die biogenen Ami-
ne Dopamin, Tyramin, Octopamin und Serotonin verschiedene physiologische und Verhaltens-
leistungen steuern oder modulieren können (Bicker & Menzel, 1989; Erber et al., 1993;
Bicker, 1999; Scheiner et al., 2006). Diese kleinen organischen Verbindung haben diverse
Funktionen im Organismus und können als Neurotransmitter, Neuromodulatoren und Neuro-
hormone wirken. Im folgenden soll auf das biogene Amin Serotonin, seine Rezeptoren sowie seine
Wirkungen bei der Honigbiene näher eingegangen werden.
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1.1 Das biogene Amin Serotonin

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist eines der phylogenetisch ältesten Signalmoleküle für
die chemische Kommunikation innerhalb eines mehrzelligen Organismus (Peroutka & Ho-
well, 1994). Es konnte sowohl bei Vertebraten als auch bei Invertebraten nachgewiesen werden
(Blenau & Baumann, 2001) und kontrolliert und moduliert eine Vielzahl physiologischer Pro-
zesse sowie Verhaltensleistungen (Weiger, 1997).

1.1.1 Synthese, Wirkung und Abbau von Serotonin

Biogene Amine werden in ein- bis mehrstufigen Reaktionswegen aus essentiellen Aminosäuren
synthetisiert. Bei 5-HT ist dies ein zweistufiger Prozess (Abb. 1). Dabei wird der Aminosäu-
re L-Tryptophan durch das Enzym Tryptophan-Hydroxylase (TRH) eine Hydroxylgruppe an
den Indolring addiert (Livingstone & Tempel, 1983; Neckameyer & Quinn, 1989). Es
konnte in D. melanogastor nachgewiesen werden, dass das Enzym Tryptophan-Phenylalanin-
Hydroxylase (TPH) ebenfalls diese Hydroxylierung katalysieren kann (Coleman & Necka-
meyer, 2005). Es entsteht 5-Hydroxytryptophan, welches durch die DOPA-Decarboxylase
(DDC) decarboxyliert wird (Hirsh & Davidson, 1981; Livingstone & Tempel, 1983).

Abb. 1: Biosynthese von Serotonin. Erläuterungen im Text. TRH Tryptophan-Hydroxylase,
TPH Tryptophan-Phenylalanin-Hydroxylase, DDC DOPA-Decarboxylase
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Wird 5-HT ausgeschüttet, so entfaltet es seine Wirkung über die Bindung und Aktivierung
spezifischer plasmamembranständiger Rezeptoren. Auf diese Weise ändert sich das Verhalten
der Zelle, da sich ihr Membranpotential ändert oder spezifische intrazelluläre Signalwege ausge-
löst werden. Bei Vertebraten kennt man sieben Klassen von 5-HT-Rezeptoren. Diese gehören,
mit einer Ausnahme, zur Proteinfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Nur die Klasse
der 5-HT3-Rezeptoren repräsentiert Liganden-gesteuerte Ionenkanäle. Bei Invertebraten konnten
bisher nur 5-HT1-, 5-HT2- und 5-HT7-Rezeptoren nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 1.2.6,
Seite 9).
Die Signalwirkung hält in der Regel nicht lange an, da der Neurotransmitter nur kurze Zeit
am Zielort verweilt. Dies ist zum einen durch die Diffusion zu erklären. Zum anderen exis-
tiert eine lokale Aufnahme von 5-HT. Diese kann sowohl durch prä- und postsynaptische Zel-
len, als auch durch umliegende Glia-Zellen geschehen, welche spezielle Oberflächenproteine,
die Neurotransmitter-Transporter, besitzen. Für die 5-HT-Aufnahme sind Na+/Cl−-abhängige
Transporter verantwortlich, welche sowohl bei Vertebraten als auch bei Invertebraten nachgewie-
sen wurden (Corey et al., 1994; Demchyshyn et al., 1994; Caveney et al., 2006). Nach
der Wiederaufnahme wird das 5-HT recycelt oder durch die Monoaminooxidase zu 5-Hydroxy-
Indolyl-Acetaldehyd abgebaut. Ein weiteres Enzym, die Aldehyddehydrogenase-2, baut dieses
Aldehyd weiter zu 5-Hydroxy-Indolyl-Essigsäure ab. Jedoch spielt diese Art des Abbaus bei In-
sekten eine eher untergeordnete Rolle (Sloley, 2004). Vielmehr geschieht die Inaktivierung von
biogenen Aminen bei Insekten durch Acetylierungs- und Methylierungsreaktionen (Wright,
1987; Roeder et al., 2003) sowie durch Ebony-Proteine (Pérez et al., 2002; Richardt
et al., 2003; Pérez et al., 2004).

1.1.2 Die Funktion von Serotonin bei der Honigbiene

Elofsson & Klemm (1972) konnten erstmals biogene Amine im Gehirn von verschiedenen
Arthropoden, darunter die Honigbiene, nachweisen. Seitdem wurde eine Vielzahl von Arbeiten
publiziert, welche im Detail beschreiben, welches biogene Amin wo in welcher Invertebratenspe-
zies vorkommt und welche Wirkungen durch diese Amine verursacht werden (Reviews: Mercer,
1987; Homberg, 1994; Roeder, 1994).
Das biogene Amin Serotonin konnte anhand der high perfomance liquid chromatography (HPLC)
im zentralen Nervensystem der Honigbiene nachgewiesen werden (Mercer et al., 1983). In
quantitativen Analysen konnte ein 5-HT-Gehalt von 6-21 pmol im Bienengehirn festgestellt
werden (Taylor et al., 1992; Wagener-Hulme et al., 1999). Dabei zeigen sich deutliche
Unterschiede in Abhängigkeit vom Alter und der Kaste der Biene. Ältere Bienen zeigen deutlich
höhere 5-HT-Konzentrationen als jüngere, speziell in den Pilzkörpern und den Antennalloben
(Harris & Woodring, 1992; Schulz & Robinson, 1999). Taylor et al. (1992) konnten
zeigen, dass Sammlerbienen eine deutlich höhere 5-HT-Konzentration im Gehirn aufweisen als
jüngere Bienen, welche ihre Arbeit im Stock verrichten. Von Juni bis September sind die höchs-
ten 5-HT-Konzentrationen zu messen (Harris & Woodring, 1992). Stress führt zu einem
schnellen Anstieg der 5-HT-Konzentration im Gehirn der Honigbiene (Harris & Woodring,
1992).
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Mit spezifischen Antikörpern war es möglich, 5-HT im Nervensystem der Biene nachzuweisen
(Schürmann & Klemm, 1984; Schäfer & Bicker, 1986; Seidel & Bicker, 1996). Es
konnten 75 Serotonin-immunreaktive Zellkörper im Deuto- und Protocerebrum der Honigbie-
ne nachgewiesen werden. Diese Zahl erscheint vergleichsweise gering. Jedoch verzweigen diese
Neuronen in fast alle Bereiche des Gehirns. Dies deutet darauf hin, dass 5-HT eine Vielzahl
neuronaler Prozesse modulieren kann.
In der Tat konnten in den elektrophysiologischen- und Verhaltens-Experimenten Wirkungen
von 5-HT gezeigt werden. Es reduziert konditionierte wie unkonditionierte Reaktionen auf ol-
faktorische und gustatorische Reize (Mercer & Menzel, 1982; Erber et al., 1993). Nach
5-HT-Injektion in die optischen Loben ist eine Abnahme der Richtungsspezifität der Anten-
nenreaktionen auf visuelle Reize (Erber & Kloppenburg, 1995) sowie eine Reduktion der
Antworten und der Hintergrundaktivität von bewegungsempfindlichen Lobula-Neuronen zu ver-
zeichnen (Kloppenburg & Erber, 1995). 5-HT-Injektionen in den Dorsallobus reduzieren die
antennale Abtastsequenz (Pribbenow & Erber, 1996). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
5-HT-Injektionen in die Pilzkörper die Gedächtnisbildung und den Abruf von Gedächtnisinhal-
ten blockieren (Bicker & Menzel, 1989; Menzel & Müller, 1996).

1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-protein coupled Receptors, GPCR) stellen die größte und
vielseitigste Familie von Membranrezeptoren dar. Ihre Gene repräsentieren 1-5 % aller Gene
von Vertebraten wie Invertebraten (Bockaert & Pin, 1999). Sie werden auch metabotrope
Rezeptoren genannt, da sie externe Signale über Aktivierung von GTP-bindenden Proteinen in
das Zellinnere weiterleiten. Sie unterscheiden sich damit deutlich von den sogenannten ionotro-
pen Rezeptoren, welche ligandengesteuerte Ionenkanäle darstellen. GPCRs sind zu einem frühen
Zeitpunkt in der Evolution entstanden und man kann sie in vielen Organismengruppen nach-
weisen. Dazu gehören Archae-Bakterien, Hefen, Pflanzen und Tiere (Dohlman et al., 1991;
New & Wong, 1998; Stefan et al., 1998; Kroeze et al., 2003). Doch nicht nur die Le-
bewesen, in denen GPCRs nachgewiesen werden konnten, sondern auch die GPCRs selbst sind
außerordentlich divers. Dies zeigt sich unter anderem an der Vielfalt der Liganden. So können
Photonen, Ionen, kleine Moleküle (Aminosäuren, biogene Amine, Nukloeotide u. v. a.), Duft-
stoffe und Proteine als Liganden für GPCRs dienen (Bockaert & Pin, 1999; Jacoby et al.,
2006).

1.2.1 Struktur von GPCRs

Trotz dieser großen Vielfalt weisen alle GPCRs wichtige Gemeinsamkeiten bezüglich ihrer Ar-
chitektur auf (Strader et al., 1995; Gether, 2000; Kroeze et al., 2002; Jacoby et al.,
2006). Sie bestehen aus einer Polypeptidkette. Diese bildet sieben α-Helices aus, welche eine
hohe Hydrophobizität aufweisen und es daher ermöglichen, die Rezeptoren in der Zellmembran
zu verankern. Stark konservierte Aminosäurereste (AS) in diesen Transmembrandomänen (TM)
besitzen zudem wichtige Funktionen für die dreidimensionale Struktur der GPCRs, die einen
hohen Grad an Konservierung in den unterschiedlichen Klassen der GPCRs aufweist (Davies
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et al., 2007). Zudem spielen diese AS eine wichtige Rolle bei der Liganden-Bindung, der Kon-
formationsänderung nach Aktivierung durch Liganden und der Di- und Oligomerisierung von
Rezeptorproteinen. Die Bereiche zwischen den TM weisen dagegen einen sehr geringen Grad an
Konservierung auf (Luttrell, 2008).
Der N-Terminmus ist extrazellulär lokalisiert. Seine Bedeutung liegt unter anderem darin, dass
er für den korrekten Transport und Einbau des Rezeptors in die Membran wichtig ist. Dafür
kann er bei einigen Rezeptoren ein Signalpeptid aufweisen, welches nach dem Einbau in die
Membran abgespalten wird (Kaiser et al., 1987; Cioffi et al., 1989; Paetzel et al.,
2002), oder glykosyliert sein. Weiterhin kann der N-Terminus spezielle Strukturen aufweisen,
welche für die Bindung des Liganden verantwortlich sind. Außer dem N-Terminus sind noch drei
Schleifen extrazellulär lokalisiert (extracellular loop, ECL), welche die TM2 und TM3, TM4 und
TM5 bzw. TM6 und TM7 miteinander verbinden. Die ECL2 weist konservierte Cysteinreste
auf, welche mit einem weiteren Cysteirest in der TM3 Disuflidbrücken ausbilden und damit die
dreidimensionale Struktur des Rezeptors stabilisieren.
Die intrazellulären Schleifen (cytoplasmic loop, CPL) verbinden die TM1 und TM2, TM3 und
TM4 bzw. die TM5 und TM6. Zusammen mit dem ebenfalls intrazellulär lokalisierten C-Terminus
sind diese Bereiche an der Interaktion mit dem G-Protein beteiligt. Oft weisen diese Domänen
Konsensusstellen für posttranslationale Modifikationen auf, wie zum Beispiel der Phosphorylie-
rung bestimmter Aminosäurereste, welche der Regulation des Rezeptors dienen. Der C-Terminus
wird häufig an einem konservierten Cysteinrest palmitoyliert. Dadurch kann das Rezeptorprote-
in am C-Terminus ein weiteres Mal in der Membran verankert werden (O’Dowd et al., 1989;
Jin et al., 1999; Chini & Parenti, 2009).

Abb. 2: Topographie eines G Protein-gekoppelten Rezeptors (verändert nach
Blenau & Baumann, 2001). GPCRs besitzen einen extrazellulären N-Terminus wel-
cher glykosyliert sein kann. Diesem schließen sich sieben hydrophobe transmembranale
Segmente (TM 1-7) an, welche durch drei hydrophile extrazelluläre (ECL 1-3) und drei
intrazelluläre Schleifen (CPL 1-3) verbunden sind. Der C-Terminus befindet sich auf der
intrazellulären Seite der Membran. Durch die Insertion palmitoylierter Cysteinreste in die
Membran kann eine vierte intrazelluläre Schleife (CPL 4) entstehen.
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1.2.2 Klassifizierung von GPCRs

Aufgrund phylogenetischer Studien unterteilen Fredriksson et al. (2003) die GPCRs in fünf
Familien. Dass diese 5 Familien einen gemeinsamen Vorfahren besitzen, wie es durch Schi-
öth & Fredriksson (2005) postuliert wird, kann derzeit nicht sicher gesagt werden, da nur
geringe Gemeinsamkeiten zwischen den Sequenzen der einzelnen Gruppen bestehen.
Die erste Familie, zu der unter anderem die metabotropen Glutamatrezeptoren gehören, zeichnet
sich durch den Besitz eines großen N-Terminus aus, welcher den Liganden bindet
(Fredriksson et al., 2003). Zu den Liganden für diese Rezeptoren zählen neben Glutamat
auch γ-Aminobuttersäure, Calzium und Geschmacksstoffe. Die zweite Familie bilden die soge-
nannten Adhäsions-GPCRs. Der N-Terminus ist bei diesen Rezeptoren ebenfalls verlängert und
weist Domänen auf, welche bei anderen Proteinen gut charakterisiert sind. Dort besitzen diese
Domänen wichtige Funktionen bei Protein-Protein-Interaktionen und der Zell-Adhäsion (Yona
et al., 2008). Trotz geringer Gemeinsamkeiten auf struktureller und funktioneller Ebene wird
die dritte Familie von den Glykoprotein-bindenden Frizzled-Rezeptoren und den Geschmacks-
rezeptoren der taste2 -Gruppe gebildet. Das verbindende Merkmal der frizzled/taste2 -Familie
scheinen wenige gemeinsame, jedoch stark konservierte Motive zu sein, welche in keiner ande-
ren der GRAFS-Gruppen vorkommen (Fredriksson et al., 2003). Der Familie der Secretin-
Rezeptoren dienen eher große Proteine als Liganden. Die Liganden weisen große Sequenzhomo-
logien auf und wirken in der Regel parakrin.
Die weitaus größte Familie (90 % aller GPCRs) wird von den Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren
gebildet. Allen Rezeptoren dieser Gruppe ist das stark konservierte E/DRY/F-Motiv an der
Grenze der TM3 und der CPL2 sowie das NSxxNPxxY-Motif in der TM7 gemein. Die Rezep-
toren dieser Familie besitzen sowohl endogene (biogene Amine, Peptide, Glykoproteine, Lipide,
Chemokine u. v. a.) als auch exogene Liganden (Photonen, Geschmacks- und Duftstoffe, Phe-
romone). Die Rhodopsin-ähnlichen GPCRs lassen sich in vier weitere Gruppen unterteilen: die
α-, die β-, die γ- und die δ-Gruppe. Von diesen vier Gruppen ist besonders die α-Gruppe zu
erwähnen. Zu dieser zählen die aminergen GPCRs. Dieser Gruppe dienen strukturverwandte
kleine Aminmoleküle als Liganden.

1.2.3 Die Signaltransduktion von GPCRs

Die Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren umfasst mehrere große Schrit-
te: die Bindung des Liganden, die Konformationsänderung des Rezeptors, die Aktivierung des
G-Proteins, die Aktivierung weiterer Proteine durch das G-Protein und die G-Protein-Inaktivie-
rung (Ballesteros et al., 2001; Shapiro et al., 2002).
Zunächst muss der Ligand den Rezeptor binden. Je nach Rezeptortyp kann dies an den unter-
schiedlichsten Domänen stattfinden. So können sich eine oder mehrere Bindungstellen, abhängig
von Art des Liganden und des Rezeptors, in Domänen im extrazellulären N-Terminus und den
ECLs oder in den TMs befinden. Zudem können Proteinasen extrazelluläre Teile eines Rezeptors
abspalten, woraufhin das gespaltene Rezeptorfragment an eine transmembranale Bindungsstelle
bindet. Im zweiten Schritt der Signaltransduktion kommt es durch die Ligandenbindung zu einer
Konformationsänderung des Rezeptors. Dabei ändert sich die relative Lage der TMs zueinander
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Abb. 3: Signalwege G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. (nach Blenau & Baumann, 2001)
A Nach der Bindung eines Liganden (Lig) an einen Rezeptor wird ein heterotrimeres G-Protein
(Gq/o) aktiviert. Dies führt zur Stimulation der Phospholipase C (PLC), welche PIP2 zu IP3
und DAG hydrolysiert. IP3 bindet intrazelluläre Rezeptoren, worauf die Freisetzung von Ca2+

erfolgt. Daraufhin wird die Proteinkinase C stimuliert.
B Die rezeptorvermittelte Aktivierung eines Gs-Proteins führt zur Stimulierung der Adenylyl-
zyklase (AC). Das Enzym synthetisiert cAMP aus ATP. Der Anstieg der intrazellulären cAMP-
Konzentration ([cAMP]i) aktiviert die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA).
C Die rezeptorvermittelte Aktivierung eines Gi-Proteins führt zur Inhibition der AC.

und es wird die Aktivierung des G-Proteins möglich (Ballesteros et al., 2001; Shapiro
et al., 2002). Im Grundzustand liegen G-Proteine membranassoziert vor und werden aus den
Untereinheiten α, β und γ gebildet. Die α-Untereinheit besitzt eine Bindungsstelle für Guanosin-
triphosphat (GTP) bzw. Guanosindiphosphat (GDP). In der inaktiven Form ist GDP gebunden.
Wird nun in Folge der Konformationsänderung des Rezeptors das G-Protein aktiviert, so ändert
sich die Affinität für GDP und es wird gegen GTP ausgetauscht (Brandt & Ross, 1985; Higa-
shijima et al., 1987). Das G-Protein wird instabil und es dissoziiert in die α-Untereinheit und
das βγ-Dimer (Jacoby et al., 2006; Milligan & Kostenis, 2006). Sowohl die α-Untereinheit
als auch der βγ-Komplex sind in der Lage, Enzyme in ihrer Aktivität zu beeinflussen (z.B. Ade-
nylylzyklase oder Phospholipase C). In der Folge ändert sich die Konzentration von second
messenger-Molekülen (z. B. cAMP, IP3; Luttrell, 2008). Der letzte Schritt beinhaltet die
G-Protein-Inaktivierung. Die α-Untereinheit des G-Proteins besitzt eine intrinsische GTPase-
Aktivität. GTP wird in GDP und Pi gespalten. Die dissoziierten Untereinheiten des G-Proteins
können reassoziieren und an einen Rezeptor binden (Wess, 1997).
Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Isoformen der jeweiligen Untereinheiten existieren,
welche sich in unterschiedlichen Kombinationen zusammenlagern können (Downes & Gautam,
1999; Hermans, 2003; Wong, 2003). Dies hat Folgen für die Signalwege, welche durch die
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G-Proteine aktiviert werden. Hier sollen die wichtigsten kurz erläutert werden. Gs- und
Gi-Proteine interagieren mit Adenylylzyklasen (adenylyl cyclase, AC). Gs-Proteine aktivieren
die AC, worauf es zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration in der Zelle kommt (Abb. 3 B).
Dagegen wirken Gi-Proteine inhibierend auf die AC (Abb. 3 C). Gq-Proteine stimulieren die
PLC (Abb. 3 A). Dadurch kommt es zur Synthese von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). Der Anstieg der intrazellulären IP3-Konzentration führt wiederum über
die Bindung an spezifische Rezeptoren in der Membran des endoplasmatischen Retikulums, zu
einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Die beschriebenen sekundären Botenstof-
fe (second messenger) führen durch die Modulation ausgewählter Proteine zur Fortsetzung der
Signalkaskade.
Im Endeffekt führt die Aktivierung eines GPCR zur Änderung des Phosphorylierungsmusters
in einer Zelle und damit zum Beispiel der Veränderung der elektrischen Leitfähigkeit der Zell-
membran (Phosphorylierung von Ionenkanälen) oder der Genexpression in der Zelle (Phospho-
rylierung von Transkriptionsfaktoren).

1.2.4 Inaktivierung von GPCRs

Für die Inaktivierung von GPCRs stehen verschiedene Rückkopplungs-Mechanismen zur Verfü-
gung. Es besteht die Möglichkeit, Serin- oder Threoninreste intrazellulärer Bereiche des Rezep-
torproteins zu phosphorylieren, wodurch eine Konformationsänderung verursacht wird. Diese hat
zur Folge, dass die Bindung des Liganden oder G-Proteins beeinträchtigt wird (Carman & Be-
novic, 1998). Zu den Enzymen, welche diese Modifizierung katalysieren, gehören unter anderem
die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) und die DAG- und Ca2+-aktivierte Proteinkina-
se C (PKC) (Raymond, 1991; Freedman et al., 1995; Willets et al., 2003). Desweiteren
können GPCRs durch spezielle Rezeptorkinasen (G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen, GRKs)
phosphoryliert werden. Dadurch wird die Affinität der Rezeptorproteine für β-Arrestin erhöht
(Leurs et al., 1998). β-Arrestin-Bindung blockiert die Wechselwirkung des Rezeptors mit dem
G-Protein, wodurch die Signaltransduktion unterbrochen wird. Außerdem vermittelt β-Arrestin
die Bindung von Clathrin, wodurch die Internalisierung des Rezeptors initialisiert werden kann.
Es lagern sich viele Clathrin-Moleküle zusammen und es kommt zur Abschnürung von Vesikeln
(Clathrin coated vesicles). Die Rezeptorproteine können nach der Abspaltung der Phosphatres-
te durch Phosphatasen recycelt und wieder in die Membran eingebaut oder mittels Proteasen
abgebaut werden (Leurs et al., 1998; Oakley et al., 2001).

1.2.5 Konstitutive Aktivität und G-Protein-unabhängige Aktivierung

Die geschilderte Abfolge der Signalübertragung bei der als Folge der Ligandenbindung das
G-Protein aktiviert wird, ist nicht die einzige Möglichkeit, wie ein GPCR wirken kann.
In einer Vielzahl jüngerer Arbeiten konnte gezeigt werden, dass GPCRs, sollte kein Ligand an-
wesend sein, nicht zwingend inaktiv sind. Man spricht in diesem Fall von Agonist-unabhängiger
oder konstitutiver Aktivität. Unabhängig von der Anwesenheit eines Agonisten, befinden sich
diese Rezeptoren in einem thermodynamischen Gleichgewicht zwischen aktiver und inaktiver
Form. Bindet ein Agonist, so stabiliert er den aktiven Zustand des Rezeptors und es kommt zur
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Aktivierung des G-Proteins (s. o.). Der inaktive Zustand kann ebenfalls stabilisiert werden. Li-
ganden welche dies vermitteln, nennt man inverse Agonisten. Ein neutraler Antagonist dagegen
verhindert sowohl die Bindung von Agonisten als auch von inversen Agonisten.
Desweiteren existieren neben der Kopplung an G-Proteine weitere Interaktionsmöglichkeiten
mit intrazellulären Proteinen. Die bereits erwähnten β-Arrestine vermitteln nicht nur die In-
ternalisation von GPCRs, sondern sind auch an der Aktivierung von G-Protein-unabhängigen
Signalwegen beteiligt (Smith & Luttrell, 2006; Defea, 2008). Viele weitere Proteine können
an intrazelluläre Domänen binden und eröffnen damit die Möglichkeit weiterer Interaktionen.
Dazu gehören zum Beispiel monomere G-Proteine und Proteine mit SH2-, SH3- oder PDZ-
Domänen (Hall et al., 1999).
Auch die Oligomerisierung von GPCRs wird mit zunehmendem Interesse untersucht (Canals
et al., 2003; Park et al., 2004; Park & Palczewski, 2005). Durch die Zusammenlagerung
gleicher oder verschiedener GPCRs zu einer funktionellen Einheit, können neue strukturelle und
pharmakologische Eigenschaften entstehen.

1.2.6 G-Protein-gekoppelte Serotonin-Rezeptoren

Gaddum & Picarelli (1957) konnten erstmals zeigen, dass Serotonin-Wirkungen in verschie-
denen Geweben durch unterschiedliche Pharmaka geblockt werden können. Daraus schlossen sie,
dass Serotonin unterschiedliche Rezeptoren anspricht. Bis heute konnte eine Vielzahl verschiede-
ner Gene isoliert werden, welche für G-Protein-gekoppelte 5-HT-Rezeptoren kodieren (Raymond
et al., 2001). Diese werden nach strukturellen, pharmakologischen und funktionellen Charak-
teristika in 6 Gruppen unterteilt (Hoyer et al., 1994, 2002; Nichols & Nichols, 2008).
5-HT1-Rezeptoren sind an Gi-Proteine gekoppelt und hemmen somit bei Aktivierung die AC.
Die 5-HT2-Rezeptoren stimulieren über die Kopplung an Gq-Proteine die PLC. Die Kopplung an
Gs-Proteine ist bei allen Vertretern der 5-HT4-, 5-HT6- und 5-HT7-Rezeptoren zu finden, wobei
sich die einzelnen Gruppen deutlich in ihren molekularen und pharmakologischen Eigenschaften
unterscheiden (Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997; Hannon & Hoyer, 2008). Diverse
Arbeiten deuten darauf hin, dass die 5-HT5-Rezeptoren verschiedene second-messenger-Systeme
ansprechen, da sie die AC hemmen, aber auch Wirkungen hervorrufen, welche auf einem intra-
zellulären Ca2+-Anstieg beruhen. Über die beiteiligten G-Proteine herrscht bisher noch keine
Klarheit (Raymond et al., 2001; Noda et al., 2004). Dieser hohe Grad an Diversität und
Komplexität unter den Rezeptoren wird durch Mechanismen wie alternatives Spleißen und Re-
zeptoroligomerisation weiter erhöht.
Bei Vertebraten konnten bis heute 13 verschiedene Gene identifiziert werden, welche sich auf die
beschrieben Gruppen aufteilen (Raymond et al., 2001). Hohe Rezeptordichten sind zum Bei-
spiel im ZNS, im Gastrointestinaltrakt, im Herz-Kreislaufsystem und im Blut zu finden (Hoyer
et al., 2002). Ist die Signaltransduktion der Serotonin-Rezeptoren gestört, so kann sich dies
durch Krankheiten wie Migräne, Depression, Schizophrenie und Essstörungen äußern (Hed-
lund & Sutcliffe, 2004; Meltzer et al., 2003; Savitz et al., 2009; Geyer & Vollen-
weider, 2008).
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Die ersten konkreten Hinweise auf das Vorkommen von Serotonin-Rezeptoren bei Invertebra-
ten lieferten Bindungsstudien bei Schaben (Nathanson & Greengard, 1974), elektrophy-
siologische Untersuchungen bei Aplysia (Gerschenfeld & Paupardin-Tritsch, 1974) und
physiologische Untersuchungen an der Speicheldrüse von Calliphora vicina (Berridge & Hes-
lop, 1981). Witz et al. (1990) konnten mit 5-HT-dro1 (Umbenennung in Dm5-HT7; Tier-
ney, 2001) den ersten 5-HT-Rezeptor eines Insekts klonieren. Bis heute konnten viele weite-
re 5-HT-Rezeptoren aus Insekten isoliert und charakterisiert werden. Darunter befindet sich
auch der Am5-HT7-Rezeptor (Schlenstedt et al., 2006), welcher den ersten charakterisier-
ten 5-HT-Rezeptor der Honigbiene darstellt.

Tab. 1: Charakterisierte G-Protein-gekoppelte 5-HT-Rezeptoren verschiedener Insekten-
spezies.

Insektenspezies Rezeptor Signalweg Referenz

Aedes aegypti Aa5-HT7 [cAMP]i ↑ Lee & Pietrantonio (2003)
Apis mellifera Am5-HT7 [cAMP]i ↑ Schlenstedt et al. (2006)
Bombyx mori Bm5-HT1 [cAMP]i ↓ von Nickisch-Rosenegk et al. (1996)
Drosophila melanogaster Dm5-HT1A [cAMP]i ↓ Saudou et al. (1992)

Dm5-HT1B [cAMP]i ↓ Obosi et al. (1996)
Dm5-HT2 [Ca2+]i ↓ Colas et al. (1995)
Dm5-HT7 [cAMP]i ↓ Witz et al. (1990)

Heliothes virescens Hv5-HT1 nicht untersucht von Nickisch-Rosenegk et al. (1996)
Manduca sexta Ms5-HT1A nicht untersucht Dacks et al. (2006)

Ms5-HT1B nicht untersucht Dacks et al. (2006)
Papilio xuthus Bm5-HT1 [cAMP]i ↓ Ono & Yoshikawa (2004)
Periplaneta americana Pea5-HT1 [cAMP]i ↓ Troppmann et al. (2009)
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Serotonin ist ein wichtiges Signalmolekül beim Modellorganismus Honigbiene. Hier beeinflusst
Serotonin verschiedene physiologische Prozesse, Sinnesleistungen, das Verhalten (z.B. Lernen
und Gedächtnisbildung) und Entwicklungsprozesse. In einem deutlichen Missverhältnis zur Be-
deutung des serotonergen Systems steht dagegen das lückenhafte Wissen über die G-Protein-
gekoppelten Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene. Im Gegensatz dazu sind Rezeptoren für Do-
pamin (Blenau et al., 1998; Humphries et al., 2003; Mustard et al., 2003; Beggs et al.,
2005), für Tyramin (Blenau et al., 2000) und Oktopamin (Grohmann et al., 2003) bereits
charakterisiert. Bisher ist dagegen lediglich ein Serotonin-Rezeptor (Am5-HT7, Schlenstedt
et al., 2006) der Honigbiene molekular und pharmakologisch charakterisiert worden. Das wird
der enormen Bedeutung des serotonergen Systems und der enormen Diversität der Serotonin-
Rezeptoren nicht gerecht. Die Rezeptoren stellen einen wichtigen Bestandteil des serotonergen
Systems dar. Für das Verständnis der Komplexität des serotonergen Systems ist es daher unum-
gänglich, diese Rezeptoren zu charakterisieren. Mit dieser Arbeit sollte der Kentnissstand über
die Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene entscheidend erweitert werden.

In einem ersten Schritt sollten bioinformatische und molekularbiologische Methoden genutzt
werden, um die cDNAs weiterer G-Protein-gekoppelter Serotonin-Rezeptoren zu isolieren. Die
Informationen, die daraus gewonnen werden können, sollen zur Klassifikation der Rezeptoren
beitragen. Identifizierte Rezeptoren sollten in einem hetorologen Expressionssystem exprimiert
und ihre funktionelle Kopplung an intrazelluläre Signalwege untersucht werden. Zugleich sollten
pharmakologischen Profile für die einzelnen Rezeptoren erstellt werden. Weiterhin sollten Ana-
lysen durchgeführt werden, welche dazu dienen die Expressionsmuster der einzelnen Rezeptor-
mRNAs und -Proteine zu ermitteln. Hierfür sollten Antikörper gegen spezifische Bereiche der
Rezeptorproteine generiert werden und in immunhistochemischen Analysen eingesetzt werden.
Die gesammelten Informationen sollen schließlich genutzt werden, um Hypothesen über die phy-
siologischen Funktionen der Rezeptoren aufzustellen und zu überprüfen.
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2 Material und Methoden

2.1 Bezugsquellen

Chemikalien
Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (München), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darm-
stadt) bezogen. Bei hiervon betroffenen Ausnahmen ist die Bezugsquelle der Substanz im Text
genannt. Sofern nicht anders erwähnt, wurden die verwendeten Lösungen mit sterilem, bidestil-
liertem Wasser (ddH2O) angesetzt.

Verbrauchsmaterialien
Pipettenspitzen (0,1-10 μl) VWR (Darmstadt)
Pipettenspitzen (5-200 μl) Roth (Karlsruhe)
Pipettenspitzen (100-1.000 μl) VWR (Darmstadt)
Pipettenspitzen (1.000-5.000 μl) Roth (Karlsruhe)
Thermo-Tube (0,5 ml) ABgene (Epsom)
Reaktionsgefäß (0,5 ml) Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefäß (1,5 ml) Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefäß (2,0 ml) Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefäß (15 ml) VWR (Darmstadt)
Reaktionsgefäß (50 ml) VWR (Darmstadt)
UV-Küvette (70 μl) Brand (Wertheim)
UV-Küvette (1,5 ml) Roth (Karlsruhe)

Enzyme
PNGase F New England Biolabs

(Frankfurt am Main)
Taq-Polymerase roboklon (Berlin)
Bioline-X-ACT Short Bioline (Luckenwalde)
T4-DNA-Ligase Bioline (Luckenwalde)
RNase-Cocktail Ambion (Austin)
DNase I Sigma (Taufkirchen)
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs

(Frankfurt am Main)

Antikörper
anti-5-HT Chemicon - Millipore (Billerica)
anti-HA Roche Applied Science

(Mannheim)
anti-rabbit HRP Jackson ImmunoResearch

Laboratories (Suffolk)
anti-rabbit Alexa568 Molecular Probes - Invitrogen

(Karlsruhe)
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anti-rabbit Alexa488 Molecular Probes - Invitrogen
(Karlsruhe)

anti-rat HRP American Qualex Antibodies
(La Mirada)

anti-rat Cy3 Jackson ImmunoResearch
Laboratories (Suffolk)

anti-mouse HRP Jackson ImmunoResearch
Laboratories (Suffolk)

anti-mouse Alexa568 Molecular Probes - Invitrogen
(Karlsruhe)

Vektoren
pBluescript SK- Stratagene (Amsterdam)
pcDNA 3.1(+) Invitrogen (Karlsruhe)
pET-30a Novagen (Darmstadt)
pGEM-T Promega (Mannheim)
pMal-c2X New England Biolabs

(Frankfurt am Main)

Bakterienstämme
E. coli JM109 Stratagene (Amsterdam)
E. coli BL21(DE3)pLysS Novagen (Darmstadt)

Vom Hersteller bezogene Chemikalienzusammenstellungen (Kits)
Micro-FastTrackTM 2.0 Invitrogen (Karlsruhe)
SuperscriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR Invitrogen (Karlsruhe)
AccuScriptTM High Fidelity1st Strand cDNA Synthesis Stratagene (Amsterdam)
High Pure PCR Product Purification Kit Roche Applied Sience

(Mannheim)
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I peqLab (Erlangen)
cyclic AMP [3H] Assay System GE Healthcare (München)

Geräte
Mixer UZUSIO VTX-3000L Laboratory & Medical Supplies

(Tokyo)
Variomag Electronicrührer Mono H&P Labortechnik (Minden)
Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg)
Electrophoresis Power Supply - EPS 600 Phamacia Biotech (Dübendorf)
PCR-Maschine T3 Thermocycler Biometra (Göttingen)
Gel-Dokumentation Gelsystem 8Entry Biostep (Jahnsdorf)
UV-Illuminator Vilber Lourmat

(Marne La Vallee)
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Agarose-Horizontalgelelektrophorese Amersham Bioscience
(Freiburg)

HoeferTM HE33 PAGE-Elektrophorese im Vertikalsystem Bio-Rad (München)
Mini Protean IITM Protein-Transfer Trans Blot SD Bio-Rad (München)
GeneQuant 1300 GE-Healthcare (Uppsala)
Tischzentrifuge UECI UniEquip (Martinsried)
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus (Hanau)
Kühlzentrifuge Biofuge 15R Heraeus (Hanau)
Vakuumzentrifuge Bachofer (Reutlingen)
Warmluftschüttler Shaker ES-70 Peqlab (Erlangen)
Gefriermikrotom HM 500 OM Microm (Walldorf)
konfokales Mikroskop LSM710 Zeiss (Jena)
Milli-Q Reference Ultrapure Water Purification System Millipore (Schwalbach)
Fluoreszenz-Lesegerät FluoStarGalaxy BMG Labtech (Offenburg)

2.2 Standardlösungen

Tris-EDTA(TE)-Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 7,4)
1 mM EDTA

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) 140 mM NaCl
2,6 mM KCl
8,1 mM Na2HPO4

1,5 mM KH2PO4

pH 7,4

2.3 Versuchstiere

Bienen der Unterart Apis mellifera carnica Pollmann wurden freundlicherweise von
Prof. Dr. Joachim Erber (Technische Universität Berlin) zur Verfügung gestellt.

2.4 Präparation

Präparation von Gehirn und Unterschlundganglion
Die Bienen wurden durch Herunterkühlen immobilisiert und anschließend in Metallröhrchen
mit Gewebeband fixiert. Die Unterseite des Kopfes wurde zusätzlich mit Hilfe von Bienenwachs
an dem Metallröhrchen und der Hinterrand des Kopfes am Gewebeband fixiert. Die Antennen
wurden entfernt. Die Kopfkapsel wurde durch Schnitte an der Kopfperipherie und überhalb des
Antennenansatzes geöffnet. Drüsen- und Tracheengewebe, sowie der Oesophagus wurden sorg-
fältig entfernt. Das Gehirn und das Unterschlundganglion wurden mit einer gebogenen Pinzette
entnommen und in ein mit eiskaltem Ringer gefülltes Blockschälchen überführt. Das Gehirn
wurde von Tracheen und weiterem anhängenden Gewebe befreit und konnte direkt weiterver-
wendet oder in flüssigem Stickstoff eingefroren werden.
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Präparation von Organen und Geweben in Thorax und Abdomen
Einer dekapitierten Biene wurden die Extremitäten entfernt. Die Präperation fand in einem mit
Bienenwachs gefülltem Blockschälchen statt. Das Bienenwachs wurde lokal verflüssigt und die
Biene an der Unterseite von Thorax und Abdomen fixiert. Anschließend erfolgte die Öffnung des
Thorax durch einen beiderseitigen Schnitt von anterior nach posterior unterhalb des Flügelansat-
zes. Jetzt lag der Thorax eröffnet vor und die Organe/Gewebe konnten entnommen werden. Das
Abdomen wurde durch einen beiderseitigen medianen Schnitt eröffnet und die Organe/Gewebe
konnten entsprechend entnommen werden. Die Organe/Gewebe wurden direkt weiterverwendet
oder in flüssigem Stickstoff eingefroren.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Extraktion

Die RNA wurde mittels zweier verschiedener Methoden aus Gewebe isoliert. Die Gesamt-RNA-
Extraktion mit TRIZOLTM wurde verwendet, wenn viel Gewebe vorlag und eine hohe Ausbeute
erzielt werden sollte. Da für die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit die mRNA benötigt
wurde, schloss sich die Extraktion der mRNA mittels Micro-FastTrackTM 2.0 an. Die zweite
Methode (Micro-FastTrackTM 2.0) wurde genutzt, wenn direkt aus einem einzigen Bienengehirn
isoliert werden sollte.

Gesamt-RNA-Extraktion mit TRIZOLTM LS Reagent (GIBCO-BRL)
Je 50 Bienengehirne wurden mit 750 μl TRIZOLTM versetzt, homogenisiert und 5 min bei RT
inkubiert. Es folgte die Zugabe von 200 μl Chloroform je 750 μl TRIZOLTM. Nach 10 min In-
kubation bei RT, erfolgte eine Phasentrennung mittels Ultrazentrifugation (15 min, 12.000 x g,
4 °C). Die wässrige Phase (RNA-haltig) wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 500 μl
Isopropanol versetzt und 10 min bei RT stehen gelassen. Die RNA wurde bei 12.000 x g (10 min,
4 °C) präzipitiert. Das dabei entstandene RNA-Pellet wurde mit 1 ml eiskaltem 75 % EtOH ge-
waschen. Abschließend wurde das Pellet getrocknet und in 50 μl DEPC-H2O gelöst. Es schloss
sich die Isolierung der poly(A)+-mRNA an.

Aufarbeitung des Gewebes für die direkte mRNA-Extraktion mit Micro-FastTrack
Das gefrorene Gewebe wurde in einem Reaktionsgefäß zerkleinert und sofort mit 1 ml 45 °C
warmem Lysis Buffer versetzt. Durch wiederholtes Aufziehen mit der Pipette erfolgte die Ho-
mogenisation des Gewebes. Es folgte die Lyse für 20 min bei 45 °C. Mittels Sedimentieren (5 min,
4.000 x g, RT) wurden die löslichen von den nicht löslichen Bestandteilen getrennt. Der Über-
stand (RNA-haltig) wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 63 μl 5 M NaCl-Lösung
versetzt und gut durchmischt. Es schloss sich die Isolierung der poly(A)+-mRNA an.

mRNA-Extraktion mit Micro-FastTrack
Im Fall der mittels TRIZOLTM extrahierten Gesamt-RNA wurden 500 μg RNA in 1 ml Binding
Buffer gelöst. Es folgt die Inkubation für 5 min bei 65 °C und 1 min auf Eis. Danach wird die
Lösung in ein oligo(dT)-enthaltendes Reaktionsgefäß überführt. Im Fall der Gesamt-RNA aus
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einem Dronengehirn wurde das Lysat in ein oligo(dT)-enthaltendes Reaktionsgefäß überführt.
Alle weiteren Schritte sind für beide Methoden identisch.
Nach dem Schwellen der oligo(dT)-Cellulose erfolgte die Inkubation bei RT für 20 min auf
der Schüttelplattform (Binden der poly(A)+-mRNA an die oligo(dT)-Cellulose). Danach wurde
5 min bei 4.000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 1,3 ml Bin-
ding Buffer resuspendiert und anschließend 5 min bei 4.000 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde wiederholt, bis der Überstand nicht mehr trüb war. Anschließend wurde das Pellet in
300 μl Binding Buffer resuspendiert und in die Spin-column überführt. Nach 10 s sedimentieren
bei 4.000 x g wurden 500 μl Binding Buffer zugegeben und nochmals 10 s bei 4.000 x g zentrifu-
giert. Das Waschen wurde wiederholt bis die optische Dichte des Durchflusses bei OD260 < 0,05
lag. Danach wurde die oligo(dT)-Cellulose in 200 μl Low Salt Wash Buffer vorsichtig resuspen-
diert und für 10 s bei 4.000 x g zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde einmal wiederholt. Die
Spin-Column wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die poly(A)+-mRNA wurde durch
zweimalige Zugabe von 100 μl Elution Buffer und anschließender Ultrazentrifugation (10 s,
4.000 x g, RT) gelöst. Die mRNA konnte sofort weiterverwendet werden oder mittels 10 μl
Glycogen-Carrier (2 mg/ml), 30 μl Natriumacetat (2 M) und 600 μl Ethanol (100 %) gefällt und
bei -80 °C aufbewahrt werden.

2.5.2 cDNA-Synthese

cDNA Synthese mittels SuperscriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR
Die cDNA-Synthese wurde immer in Doppelansätzen durchgeführt. Dabei kamen in einem An-
satz Oligo(dT)-Primer zum Einsatz (Ansatz Ioligo) und in dem anderen Random-Primer (An-
satz IIrandom). Folgende Reagenzien wurden zusammengegeben und gut vermischt:

Reagenz Ioligo IIrandom

RNA (0,5 μg/μl) 1 μl 1 μl
dNTP mix (10 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1 μl 1 μl
Oligo(dT)-Primer (12-18-mer, 0,5 μg/μl) 1 μl -
Random-Primer (6-mer, 50 ng/μl) - 1 μl
DEPC-H2O 7 μl 7 μl

Jetzt erfolgte nacheinander die Inkubation bei 65 °C für 5 min und auf Eis für 1 min. An-
schließend wurde jedem Ansatz folgendes zugegeben:

Reagenz je Ansatz
Reverse-Transkriptase-Puffer (10 x) 2 μl
MgCl2 (25 mM) 4 μl
DTT (0,1 M) 2 μl
RNase outTM (40 U/μl) 1 μl

Es folgten 2 min bei 42 °C für Ansatz Ioligo und 2 min bei 25 °C für Ansatz IIrandom. Im Anschluss
daran wurde je 1 μl SuperscriptTM II Reverse Transkiptase (50 U/μl) zugegeben. Die reverse
Transkription wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
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Ansatz Ioligo: 42 °C, 50 min Ansatz IIrandom: 25 °C, 10 min
70 °C, 15 min 42 °C, 50 min

70 °C, 15 min

Abschließend wurde jeder Ansatz mit 1 μl RNase H (2 U/μl) versetzt und die RNA für 20 min
bei 37 °C verdaut. Die cDNA konnte sofort weiterverwendet werden oder wurde bei -20 °C auf-
bewahrt.

cDNA Synthese mittels AccuScriptTM High Fidelity 1st Strand cDNA Synthesis
Die AccuscriptTM-Reverse-Transkriptase wurde eingesetzt um Basenaustausche während der re-
versen Transkription möglichst gering zu halten. Bei dieser Art der cDNA-Synthese wurden
ebenfalls Oligo(dT)-Primer und Random-Primer eingesetzt. Folgende Reagenzien wurden zu-
sammengegeben und gut vermischt:

Reagenz Ioligo IIrandom

RNA (0,2 - 5 μg/μl) 1 μl 1 μl
dNTP mix (25 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1 μl 1 μl
Oligo(dT)-Primer (18-mer, 0,5 μg/μl) 1 μl -
Random-Primer (9-mer, 0,1 μg/μl) - 1 μl
DEPC-H2O 11,2 μl 11,2 μl
AccuScript-RT-Puffer (10 x) 2 μl 2 μl

Jetzt erfolgte die Inkubation bei 65 °C für 5 min und anschließend bei 20 °C für 5 min. Danach
wurde jedem Ansatz folgendes zugegeben:

Reagenz je Ansatz
Accuscript-Reverse-Transkriptase 0,5 μl
DTT (0,1 M) 2 μl
RNase-Block (40 U/μl) 0,5 μl

Die reverse Transkription wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

Ansatz Ioligo: 42 °C, 60 min Ansatz IIrandom: 25 °C, 10 min
70 °C, 10 min 42 °C, 50 min

70 °C, 10 min

Abschließend erfolgte der Verdau der RNA-Matrize durch die Zugabe von 1 μl RNase H (2 U/μl)
und anschließender Inkubation bei 37 °C für 20 min. Die cDNA wurde sofort weiterverwendet
oder bei -20 °C aufbewahrt.

2.5.3 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) konnten definierte
DNA-Abschnitte amplifiziert werden. Als Matrize diente hierbei Bienen-cDNA (siehe Seite 16,
Abschnitt 2.5.2). Folgende Reagenzien wurden in einem Reaktionsgefäß vereinigt:
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Reagenz ohne proofreading mit proofreading
cDNA 0,5-5 μl 0,5-5 μl
10 x Amplibuffer B (roboklon) 5 μl -
10 x Optibuffer (BIOLINE) - 5 μl
dNTPs (25 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,5 μl 0,5 μl
Forward-Primer (10 μM) 1 μl 1 μl
Reverse-Primer (10 μM) 1 μl 1 μl
Taq-Polymerase (5 U/μl, roboklon) 0,5 μl -
BIO-X-ACT Short (4 U/μl, BIOLONE) - 1 μl
ddH2O ad 50 μl ad 50 μl

Die Reaktionen wurden unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

Denaturierung 94 °C, 150 s 94 °C, 150 s
Denaturierung 94 °C, 40 s 94 °C, 40 s
Hybridisierung ⟩ 35 Zyklen 55 - 65 °C, 40 s 55 - 65 °C, 40 s
Elongation 72 °C, 150 s 68 °C, 150 s
Finale Elongation 72 °C, 600 s 68 °C, 600 s

2.5.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8-1,5 %igen Agarosege-
len. Hierfür wurde die entsprechende Menge Agarose in 1 x TAE-Puffer durch Erhitzen gelöst.
Das flüssige Gel und der Laufpuffer (1 x TAE-Puffer) wurden mit Ethidiumbromid (1 μg/ml)
versetzt, um die DNA unter UV-Licht-Anregung (300-365 nm) sichtbar machen zu können. Die
DNA wurde mit 0,2 Vol Gelladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Größenstan-
dards dienten 100 bp DNA-Ladder und 1 kb DNA-Ladder (jeweils New England Biolabs). Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 70-80 V.

50 x TAE Puffer: 1,5 M Tris-Base; 60 mM EDTA; 5,71 % (v/v) Essigsäure
Gelladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 30 % (v/v) Glycerol

2.5.5 DNA-Fragment-Reinigung

Mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification-Kit (Roche Applied Science) konnten DNA-
Fragmente sowohl aus PCR-Reaktionen als auch aus Agarose-Gelen aufgereinigt werden.
50 μl PCR-Produkt wurden mit 250 μl Binding-Buffer versetzt, gut vermischt und auf den High-
Pure-Filter überführt. Für 100 mg Agarose-Gel wurden 300 μl Binding-Buffer verwendet. Die
Auflösung des Gelstücks erfolgte bei 56 °C. Anschließend wurde die Lösung mit 150 μl Isopro-
panol je 100 mg Agarose-Gel versetzt, gut durchmischt und auf den High-Pure-Filter überführt.
Von diesem Schritt an sind die Protokolle für die Reinigung von PCR-Produkten und DNA-
Fragmenten aus Agarose-Gelen identisch. Es folgte die Ultrazentrifugation für 1 min bei
13.000 UpM. Der Durchfluss wurde verworfen. Danach wurde der High Pure Filter mit 500 μl
Wash-Buffer versetzt und 1 min bei 13.000 UpM sedimentiert. Der Waschschritt wurde einmal
mit 200 μl Wash-Buffer wiederholt. Der High Pure Filter wurde in ein neues Reaktionsge-
fäß überführt. Durch Zugabe von 50 μl Elution-Buffer und anschließender Ultrazentrifugation
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(1 min, 13.000 UpM) wurde die gereinigte DNA eluiert.

2.5.6 DNA-Restriktionsverdau

Die zu verdauenden DNA-Fragmente (100-1.000 ng) wurde mit dem entsprechenden Enzym
und dem jeweiligen Puffer laut Herstellerangaben zusammengegeben und vermischt. Der Ansatz
wurde bei 37 °C bzw 50 °C (je nach Enzym) für 2 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Analyse
bzw. die Isolierung der geschnittenen DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe
Seite 18, Abschnitt 2.5.4 - 2.5.5).

2.5.7 Ligation

Ligationen wurden, je nach Konstrukt mit einem Vektor:Insert-Verhältnis von 3:1, 1:1 oder 1:3
durchgeführt. Zur entsprechenden Berechnung wurde folgende Formel verwendet:

Masse Insert (ng) =
Länge V ektor (kb)
Länge Insert (kb)

∗ Masse V ektor (ng)

Gereinigte PCR-Produkte wurden direkt mit Hilfe des pGEM®-T and pGEM®-T-Easy-Vector-
Systems in den pGEM®-T Vektor ligiert. Insert und Vektor wurden im entsprechenden Verhält-
nis vermischt. Anschließend wurden 5 μl Rapid-Ligation-Buffer (2x) und 1 μl T4-DNA-Ligase
(3 Weiss units/μl) zugegeben und mit ddH2O auf ein Endvolumen von 10 μl aufgefüllt.
Durch Restriktion erhaltene Vektoren und Fragmente (siehe Seite 19, Abschnitt 2.5.6) mit pas-
senden kohäsiven Enden wurden im entsprechenden Verhältnis zusammengegeben. Ein Ligati-
onsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 μl enthielt zudem 2 μl T4-Ligase-Reaction-Buffer
(10x), 2 μl ATP-Solution (10x) und 10 U T4-DNA-Ligase. Alle Ligationsreaktionen verliefen bei
4 °C über Nacht.

2.5.8 Transformation von Escherichia coli

Je Ligationsansatz wurden 100 μl kompetente E.coli JM109/E. coli BL21 zugegeben und an-
schließend 30 min auf Eis inkubiert. Darauf folgten 45 s bei 42 °C und 2 min auf Eis. Die Zellen
wurden mit 900 μl LB-Medium versetzt und 45 min unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. Danach
erfolgte die Sedimentation des Ansatzes bei 6.000 UpM für 2 min. Das Zellpellet wurde in 100 μl
LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agar-Platten mit entsprechenden Antibiotika-Zusätzen
ausgestrichen. Den LB-Agar-Platten wurde 0,5 mM IPTG (Isopropyl-Thio-D-Galaktopyranosid)
und 80 μg/ml X-Gal zugegeben, um Blau-Weiss-Selektion zu ermöglichen.

Antibiotikazusätze: Carbenicillin 100 g/ml; Kanamycin 34 g/ml; Chloramphenicol 50 g/ml
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2.5.9 Präparation von Plasmid DNA

Minipräp mittels peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I
5 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikazusatz wurden mit Bakterienzellen einer Ko-
lonie beimpft und über Nacht im Warmluftschüttler (185 UpM) bei 37 °C inkubiert. Die Über-
nachtkultur wurde bei 10.000 UpM sedimentiert und das Zellpellet in 200 μl Solution I/RNase A
resuspendiert. Anschließend wurden 200 μl Solution II zugegeben und die Lösungen durch mehr-
faches Invertieren vermischt. Nach 2-minütiger Inkubation bei RT erfolgte die Zugabe von 280 μl
Solution III. Die Lösungen wurden durch mehrfaches Invertieren vermischt und das entstehende
Präzipitat wurde bei 15.000 UpM und RT für 15 min sedimentiert. Der Überstand (DNA-
haltig) wurde in eine HiBind® miniprep-Säule überführt. Nach 1 min bei 15.000 UpM und RT
wurde der Durchfluss verworfen und die HiBind® miniprep-Säule mit 500 μl HB-Buffer gewa-
schen (15.000 UpM, RT, 1 min). Es folgte ein zweimaliger Waschschritt mit 600 μl Wash Buffer
(15.000 UpM, RT, 1 min) die Trocknung der Membran der HiBind® miniprep-Säule in der Zen-
trifuge (15.000 UpM, RT, 1 min). Abschließend wurde die gebundene DNA durch Zugabe von
50 μl ddH2O und anschließender Sedimentation (15.000 g, RT, 1 min) eluiert.

Präparation von Plasmid DNA - mittels LiCl
50 ml LB-Medium wurden mit 100 μl einer Übernachtkultur beimpft und über Nacht im Warm-
luftschüttler (185 UpM) bei 37 °C inkubiert. Die Kulturflüssigkeit wurde in ein Falconröhrchen
(FR) überführt und 10 min bei 5.000 UpM und 4 °C sedimentiert. Der Überstand wurde verwor-
fen. Das Pellet wurde in 5 ml Lösung I resuspendiert. Die Suspension wurde mit 10 ml Lösung II
versetzt und vermischt. Anschließend wurde die klare, viskose Lösung mit 10 ml Lösung III ver-
setzt und durchmischt. Es folgte die Sedimentation bei 5.500 UpM und 4 °C für 10 min. Der
Überstand wurde durch ein Faltenfilter in ein sauberes FR filtriert und 12 ml 2-Propanol zu-
geben. Nach erneuter Sedimentation bei 5.500 UpM und 4 °C für 10 min wurde der Überstand
verworfen. Danach wurde das Pellet in 1,45 ml ddH2O gelöst und mit 2,5 ml LiCl (4 M) sowie
50 μl 1 M Tris-HCl (pH 7,5) versetzt. Auf eine Inkubation auf Eis für 10 min folgte die Sedi-
mentation bei 5.500 UpM und 4 °C für 10 min. Der Überstand wurde auf zwei FR verteilt, mit
je 5 ml Ethanol versetzt und 1 h bei - 20 °C inkubiert.
Danach erfolgte eine erneute Sedimentation bei 5.500 UpM und 4 °C für 10 min. Der Überstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 500 μl TE-Puffer resuspendiert, 2 μl RNase-Cocktail (Am-
bion) zugeben und in ein Reaktionsgefäß überführt. Es folgte die Inkubation bei 37 °C für 30 min.
Danach wurde jeder Ansatz mit 1 Vol Phenol/CHCl3 versetzt und gut durchmischt. Nach der Se-
dimentation für 2 min bei 14.000 UpM und RT erfolgte die Phasentrennung. Die wässrige Phase
(DNA-haltig) wurde in ein sauberes Reaktionsgefäß überführt. Die Phenol/CHCl3-Extraktion
wurde einmal wiederholt. Anschließend wurde die wässrige Phase auf 2 Reaktionsgefäße verteilt
und mit je 25 μl 3 M LiCl und 800 μl Ethanol versetzt und gut durchmischt. Jeder Ansatz wurde
für 5 min bei 14.000 UpM und RT sedimentiert und der Überstand verworfen. Danach wurde das
Pellet mit 200 μl Ethanol (70 %) gewaschen. Nach erneuter Sedimentation bei 14.000 UpM und
RT für 1 min wurde das Pellet getrocknet. Abschließend wurde die getrocknete, sedimentierte
DNA in 100 μl TE-Puffer aufgenommen.
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Lösung I: 50 mM Glukose; 25 mM Tris-HCl (pH 8,0); 10 mM EDTA
Lösung II: 0,2 M NaOH; 1 % SDS
Lösung III: 3 M KAc; 11,5 % Essigsäure; pH 4,8

2.5.10 RNA/DNA-Konzentrationsbestimmung

Das charakteristische Absorptionsspektrum von Nukleinsäuren liegt im UV-Bereich und weist ein
Maximum bei 260 nm (OD260) auf. Durch die Bestimmung des OD-Quotienten (OD260/280) kön-
nen Verunreinigungen durch Proteine (Absorptionsmaximum bei 280 nm, OD280) abgeschätzt
werden. 50 μg/μl dsDNA, bzw. 40 μg/μl RNA entsprechen einer OD260=1. Der OD260/280 nicht
kontaminierter dsDNA liegt zwischen 1,5 und 2. Die Bestimmung der RNA/DNA-Konzentration
erfolgte gegen eine Referenz-Lösung am UV-Spektrometer (GeneQuant 1300).

2.6 Biochemische Methoden

2.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford

In saurer Lösung bildet der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 mit den kationischen und
den nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten von Proteinen Komplexe. Dadurch verschiebt sich
sein Absorptionsmaximum auf 595 nm. Bei dieser Wellenlänge kann die Zunahme der Absorption
als Maß der Proteinkonzentration gemessen werden. Das Roti-Quant-Reagenz (Roth) wurde nach
Angaben des Herstellers für die Proteinbestimmung verwendet. Zur Kalibrierung diente in H2O
verdünntes BSA (1 μg - 10 μg). Die OD595 wurde am UV-Spektrometer bestimmt.

2.6.2 Isolierung der Membranproteinfraktion

Mit Hilfe dieser Methode konnten Proteine aus HEK293-Zellen oder Bienengewebe isoliert wer-
den, welche in Membranen lokalisiert sind. Die Zellen bzw. das Gewebe wurde in 500 μl Puffer A
homogenisiert und anschließend 10 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Sedimentation der
Zellen bei 15.000 UpM und 4 °C für 30 min. Das Zellpellet wurde in
30-100 μl (je nach Anzahl der Zellen/Menge an Gewebe) Puffer B resuspendiert und anschlie-
ßend tropfenweise mit 1 Vol einer 3 %igen (v/v) Triton-X-100 Lösung versetzt. Es folgte die
Inkubation auf Eis für 10 min und anschließender Sedimentation bei 10.100 UpM und 4 °C
für 10 min. Der Überstand (enthält Membranproteine) wurde in ein sauberes Reaktionsgefäß
überführt und konnte sofort weiterverwendet bzw. bei -20 °C aufbewahrt werden.

Puffer A: 10 mM NaCl; 25 mM HEPES (pH 7,5); 2 mM EDTA; 1 % (v/v) Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma)
Puffer B: 200 mM NaCl; 50 mM HEPES (pH 7,5); 1 % (v/v) Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma)

2.6.3 Deglykosylierung von Membranproteinen

Posttranslationale Modifikationen können das Wanderungsverhalten eines Proteins in der
SDS-PAGE beeinflussen. Eine bei GPCRs häufig auftretende Modifikation ist die N-terminale
N-Glykosylierung. Diese Seitenketten können enzymatisch mit Peptid-N-Glykosidase F
(PNGaseF, New England Biolabs) abgebaut werden.
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20 μg Membranproteine wurden in zwei Reaktionsgefäße überführt und mit H2O auf jeweils
22,5 μl aufgefüllt. Zu jeder Probe wurden 2,5 μl Denaturierungspuffer gegeben und anschließend
10 min bei RT inkubiert. Danach wurden jeweils 3 μl G7-Puffer und 3 μl NP-40 (10%) zugege-
ben. Jetzt wurde eine Probe mit 1 μl PNGase F, die andere mit 1 μl H2O versetzt. Der Abbau
der Seitenketten fand bei 37 °C für 2 h statt.

2.6.4 SDS-PAGE nach Laemmli

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in einem SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese-System (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Hierfür wurden diskon-
tinuierliche Gele verwendet:

Trenngel 10 % 12 % 14 % Sammelgel 3 % 4,5 %
Acrylamidlösung 4 ml 4,8 ml 5,6 ml Acrylamidlösung 0,4 ml 0,6 ml
Trenngelpuffer 3 ml 3 ml 3 ml Sammelgelpuffer 1 ml 1 ml
ddH2O 5 ml 4,2 ml 3,4 ml ddH2O 2,6 ml 2,4 ml
TEMED 12 μl 12 μl 12 μl TEMED 4 μl 4 μl
APS 70 μl 70 μl 70 μl APS 30 μl 30 μl

Die aufzutrennenden Proteine wurden mit 1 Vol LöA-Puffer versetzt, 10 min bei RT inku-
biert und anschließend auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in 1 x Kammerpuffer,
im Sammelgel bei einer Spannung von 80 V und im Trenngel bei 140 V. Nach erfolgter Tren-
nung konnten die Gele direkt mit Coomassie G250 (Serva) gefärbt (30 min Coomassie-Lösung;
2 x 30 min Entfärber-Lösung) oder die Proteine auf eine PVDF-Membran übertragen werden
(siehe Seite 22, Abschnitt 2.6.5).

Trenngelpuffer: 375 mM Tris/HCl; 0,2 % (w/v) SDS; pH 8,8
Sammelgelpuffer: 125 mM Tris/HCl; 0,2 % (w/v) SDS; pH 6,8
TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin (Serva)
APS: 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
LöA-Puffer: 9 M Harnstoff; 10 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol; 0,2 % (w/v) Bromphenolblau
Kammerpuffer: 25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,8
Coomassie-Lösung: 0,1 % (w/v) Coomassie G250; 50 % (v/v) Methanol; 20 % (v/v) Essigsäure
Entfärber-Lösung: 10 % (v/v) Methanol; 7 % (v/v) Essigsäure

2.6.5 Western-Blot

Bei der Western-Blot-Methode werden Proteine, welche mittels SDS-PAGE getrennt wurden,
auf die Oberfläche einer Membran übertragen, wodurch sie Antikörpern zugänglich werden. Es
wurde das Semi-Dry-Blot-Verfahren in einem diskontinuierlichen Puffersystem angewendet. Der
elektrophoretische Transfer der Proteine erfolgte auf eine PVDF-Membran. Auf der Anoden-
platte beginnend wurden übereinander aufgeschichtet:
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- 6 Filterpapiere getränkt in Anodenpuffer I
- 3 Filterpapiere getränkt in Anodenpuffer II
- PVDF-Membran
- SDS-Gel mit den aufgetrennten Proteinen
- 9 Filterpapiere getränkt in Kathodenpuffer

Die Blotkammer wurde mit der Kathodenplatte abgeschlossen. Der Proteintransfer erfolgte für
90 min bei 54 mA pro Gel. Durch Färbung mit Ponceau-Rot (Serva) wurde die Effizienz des
Transfers überprüft. Nach erfolgreichem Western-Blot, konnte die PVDF-Membran direkt wei-
terverwendet werden oder wurde bei 4 °C gelagert.

Anodenpuffer I: 300 mM Tris-Base; 20 % (v/v) Methanol; pH 10,4
Anodenpuffer II: 25 mM Tris-Base; 2 % (v/v) Methanol; pH 10,4
Kathodenpuffer: 40 mM 6-Amino-n-Hexansäure; 20 % (v/v) Methanol; pH 7,6

2.6.6 Immundetektion

Unspezifische Bindungstellen wurden durch 30 minütige Inkubation bei RT in 5 % (w/v) Tro-
ckenmilch in TBST-Puffer abgesättigt. Der primäre Antikörper wurde in TBST-Puffer gelöst
und gegen die Blockierlösung ausgetauscht. Es folgte die Inkubation auf der Schüttelplattform
bei 4 °C.
Der Blot wurde 3 x 5 min in TBST-Puffer, 1 x 3 min in Harnstoff-Puffer und ein weiteres Mal
5 min in TBST-Puffer gewaschen. Danach erfolgte für 1 h die Inkubation mit dem sekundären
Antikörper (in TBST-Puffer) bei RT. Es schlossen sich 3 Waschschritte in TBST-Puffer für
5 min und 1 Waschschritt für 10 s in ddH2O an. Jetzt erfolgte die Detektion der gebundenen
Antikörper. Hierfür wurde der Blot 5 min in einem ECL-System inkubiert (Super Signal West
Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce). Danach erfolgte die Entwicklung auf X-OMAT-AR-
Filmen (Kodak).
Die verschiedenen Antikörper wurden wie folgt eingesetzt:

Antikörper Konzentration eingesetzte Verdünnung
anti-Am5-HT1 0,27 mg/ml 1:2.500
anti-Am5-HT2αDD3 1,6 mg/ml 1:10
anti-HA 0,1 mg/ml 1:5.000
anti-rabbit HRP 2 mg/ml 1:10.000
anti-rat HRP 1,5 mg/ml 1:10.000
anti-mouse HRP 1,5 mg/ml 1:10.000

TBST-Puffer (Tris-buffered saline plus Tween 20 ): 0,1 % (w/v) Tween 20; 10 mM Tris-Base; 150 mM NaCl; pH 7,5
Harnstoff-Puffer: 2 M Harnstoff; 0,1 M Glycin; 1 % (v/v) Triton-X-100
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2.6.7 Expression und Reinigung von Maltose-Bindeprotein-Fusionsproteinen

Mit Hilfe des Vektors pMAL-c2X wurden in E. coli-Zellen Fusionsproteine exprimiert, welche
aus einem spezifischen Rezeptorteil und dem Maltose-Bindeprotein (MbP) bestanden. Durch
die Möglichkeit, das Maltosebindeprotein an Amylose zu binden, konnten diese Fusionsproteine
gereinigt werden.

Expression von Maltose-Bindeprotein-Fusionsproteinen
Es wurden 250 ml LB-Medium (enthielt Chloramphenicol (50 g/ml) und Carbenicillin (100 g/ml)
zusammengeben. Diese Lösung wurde mit 200 μl einer Übernacht-Kultur, bestehend aus E. coli-
BL21-Zellen, welche ein pMAL-c2X-Plasmid mit entsprechendem Insert besitzen, beimpft. Der
Kulturansatz wurde bei 37 °C und 185 UpM bei 37 °C inkubiert bis die Lösung eine optische
Dichte OD600 = 0,6-0,9 aufwies. Danach erfolgte die Induktion der Synthese des Maltosebinde-
proteins durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration = 1 mM). Der Kulturansatz wurde
über Nacht bei 185 UpM und 17-30 °C (je nach Anspruch des zu exprimierenden Proteins) in-
kubiert.

Reinigung von Maltose-Bindeprotein-Fusionsproteinen
250 ml Übernacht-Kuluransatz wurden 10 min bei 5.500 UpM und 4 °C sedimentiert und der
Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml TE-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden
mit Hilfe von Ultraschall (5 x 30 s,) aufgeschlossen. Anschließend wurden die nicht-löslichen
Zell-Bestandteile bei 15.000 UpM und 4 °C sedimentiert. Der Überstand (enthält das Malto-
sebindeprotein) wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 5 Vol Säulenpuffer ver-
setzt. Eine BioRad-Fertigsäule (Poly-Prep Chromatography Columns, BIO-RAD) wurde mit
6 ml 50 %igem Amylosegranulat (New England Biolabs) befüllt. Das Säulenmaterial wurde mit
15 ml Säulenpuffer äquilibriert. Das Solubilisat wurde auf die Säule aufgetragen. Danach wurde
die Säule mit 25 ml Säulenpuffer gewaschen. Abschließend wurde das gebundene Fusionsprotein
mit 5 ml Elutionspuffer eluiert.

Säulenpuffer: 200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 10 mM ß-Mercaptoethanol; 1 mM EDTA
Elutionspuffer: 200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 10 mM ß-Mercaptoethanol; 1 mM EDTA; 20 mM Maltose

2.6.8 Expression und Reinigung von His-Tag-Fusionsproteinen

Der Vektor pET30a wurde genutzt um Proteine zu exprimieren, welche einen spezifischen Teil
des jeweiligen Rezeptors darstellen. Zudem tragen diese Proteine N-terminal sechs Histidine,
was die Aufreinigung über eine Ni-Chelat-Säule ermöglicht.

Expression von His-Tag-Fusionsproteinen
Es wurden 250 ml LB-Medium und 1,25 ml Kanamycin (34 g/ml) zusammengeben. Anschließend
wurde die Lösung mit 200 μl einer Übernacht-Kultur, bestehend aus E. coli-BL21-Zellen welche
ein pET30a-Plasmid mit entsprechendem Insert besitzen, beimpft. Der Kulturansatz wurde bei
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185 UpM und 37 °C inkubiert, bis die Lösung eine optische Dichte OD600 = 0,6-0,9 aufwies.
Danach erfolgte die Induktion der Synthese des His-Tag-Fusionsproteins durch die Zugabe von
IPTG (Endkonzentration = 1 mM). Der Kulturansatz wurde über Nacht bei 185 UpM und
17-30 °C (je nach Anspruch des zu exprimierenden Proteins) inkubiert.

Reinigung von His-Tag-Fusionsproteinen
Das folgende Protokoll beschreibt die Reinigung löslicher His-Tag-Fusionsproteine.
250 ml Übernacht-Kultur wurden 10 min bei 5.500 UpM und 4 °C sedimentiert. Das Zellpel-
let wurde in 5 Vol Lysispuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 50 μl Protease-Inhibitor (Protease-Inhibitor-Cocktail for use in purification of His-
tidine tagged protein, Sigma). Die Zellen wurden zusätzlich mit Hilfe von Ultraschall (5 x 30 s)
aufgeschlossen. Es folgte die Zugabe von 10 μl DNase und MgCl2 (Endkonzentration = 2 mM)
mit anschließender Inkubation für 30 min bei 4 °C. Die unlöslichen Bestandteile wurden 30 min
bei 15.000 UpM und 4 °C sedimentiert und der Überstand in ein neues 15 ml Falconröhrchen
überführt.
Jetzt musste zunächst das Säulenmaterial (HIS-SelectTM-HF-Nickel-Affinity-Gel, Sigma) äqui-
libriert werden. Hierfür wurden 2 ml Säulenmaterial (50 % Suspension in 30 % EtOH) 3 min
bei 5.300 UpM und 4 °C sedimentiert und der Überstand verworfen. Das Säulenmaterial wurde
nacheinander in 2 ml ddH2O und 5 ml Waschpuffer resuspendiert, jeweils 3 min bei 5.300 UpM
und 4 °C sedimentiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurde das Säulenmaterial
mit dem Solubilat resuspendiert und 1 h bei 4 °C auf Kippschüttler inkubiert. Im Anschluss
daran wurde das Säulenmaterial für 3 min bei 5.300 UpM und 4 °C sedimentiert und der Über-
stand verworfen. Das Säulenmaterial wurde 3 x mit 10 ml Waschpuffer versetzt, für 3 min bei
5.300 UpM und 4 °C sedimentiert und der Überstand verworfen. Der Überstand wurde resuspen-
diert (5 ml Waschpuffer) und auf eine BioRad-Fertigsäule (Poly-Prep Chromatography Columns,
BIO-RAD) gegeben.
Mittels 2 ml Elutionspuffer wurde das Säulenmaterial kurz aufgewirbelt und der Durchfluss
aufgefangen (enthält His-Tag-Fusionsprotein). Es schloss sich die Dialyse des Eluats gegen 1 l
Kopplungspuffer an.
Im Falle unlöslicher His-Tag-Fusionsproteine war der Ablauf identisch. Lysis-, Wasch- und Elu-
tionspuffer unterschieden sich jedoch durch den Zusatz von 8 M Harnstoff.

Lysispuffer: 10 mM Imadizol; 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 1 mg/ml Lysozyme from Chicken Egg White
(Sigma); pH 8,0

Waschpuffer: 20 mM Imadizol; 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; pH 8,0
Elutionspuffer: 250 mM Imadizol; 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; pH 8,0
Kopplungspuffer: 200 mM NaHCO3; 500 mM NaCl; pH 8,3
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2.6.9 Generierung und Affinitätschromatographie polyklonaler Antiseren

Für die Generierung eines polyklonalen Antiserums gegen den Am5-HT1-Rezeptor wurden zwei
Fusionsproteine benötigt. Eines, um Kaninchen zu immunisieren, und ein weiteres, um die spe-
zifischen Antikörper aus den Immunseren aufzureinigen.

Generierung polyklonaler Antiseren
Für die Immunisierung von Kaninchen wurden Maltosebindeprotein-Fusionsproteine, welche die
dritte cytoplasmatische Schleife (CPL3), einen spezifischen Teil des Am5-HT1-Rezeptors auf-
weisen, verwendet. Die Immunisierung und Versorgung der Tiere wurde bei der Firma Pineda
(http://www.pineda-abservice.de, Berlin) in Auftrag gegeben. Vor der Immunisierung wurden
Immunseren von 6 Tieren getestet und jene 3 Tiere für die Immunisierung ausgewählt, deren
Immunseren in Immunoblot-Analysen die geringste Hintergrundaktivität aufwiesen. Der Verlauf
der Immunisierung wurde an dem 61., 90. und 120. Tag nach der ersten Immunisierung mit Hilfe
von Immunoblotanalysen überprüft.

Affinitätschromatographie polyklonaler Antiseren
Polyklonale Antiseren wurden mittels Affinitätschromatographie gereinigt. Als Antigen dienten
hierbei die His-Tag-Fusionsproteine, welche an eine HiTrap-NHS-activated-HP-Säule (Amers-
ham) gebunden wurden.
Die Ventilkappe der Säule wurde entfernt und 1 Tropfen eiskaltes 1 mM HCl auf die Säule ge-
geben. Anschließend wurde das gereinigte Antigen (1 mg/ml, in Kopplungpuffer) auf die Säule
aufgebracht. Jetzt wurden je 6 ml Puffer A, Puffer B und Puffer A auf die Säule gebracht. Danach
wurde die Säule 30 min bei RT inkubiert. Es folgte die Injektion von je 6 ml Puffer B, Puffer A,
Puffer B und Bindungspuffer. Unspezifisch gebunde Liganden wurden mit Hilfe von 2 ml Elu-
tionspuffer ausgewaschen. Danach wurde die Säule mit 13 ml Bindungspuffer aquilibriert. Die
Bindung der spezifischen Antikörper erfolgte über Nacht. Mit Hilfe einer Peristaltikpumpe wur-
de ein Kreislauf geschaffen, über welche das Antiserum (gelöst in 10 Vol Bindungspuffer) über
die Säule gepumpt wurde.
Die Säule wurde mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen. Durch die Zugabe von 2 ml Elutionspuf-
fer wurden die spezifisch gebundenen Antikörper von der Säule gewaschen. Der Lösung wurde
sofort, bis ein neutraler pH-Wert erreicht wurde, tropfenweise Neutralisationspuffer zugegeben.

Puffer A: 0,5 M Monoethanolamin; 0,5 M NaCl, pH 8,3
Puffer B: 0,1 M Acetat; 0,5 M NaCl; pH 4
Bindungspuffer: 10 mM Tris-HCl; pH 4,5
Elutionspuffer: 100 mM Glycin-HCl; 0,5 M NaCl; pH 2,7
Neutralisationspuffer: 1 M Tris-HCl; pH 9
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2.6.10 Generierung monoklonaler Antikörper

Gegen die CPL3 des Am5-HT2α-Rezeptorproteins sollte ein monoklonaler Antikörper hergestellt
werden. Diese Arbeiten fanden in Kooperation mit der AG Biotechnologie (Nachwuchsgruppe
Antikörpertechnologien) der Universität Potsdam statt.

Immunisierung und Generierung von Hybridomazellen
Den ersten Schritt stellte die Immunisierung von Mäusen mit geringen Dosen eines
Maltosebindeprotein-Fusionsproteins dar, welches die CPL3 des Am5-HT2α-Rezeptors enthielt.
Vier Tage nach der letzten Immunisierung wurde dem Tier die Milz entnommen und mittels
Dichtegradientenzentrifugation die B-Zellen gewonnen. Anschließend wurden die B-Zellen mit
Myelomazellen zusammengebracht und mit Hilfe elektrischer Pulse zum Fusionieren gebracht.
Danach wurden in einem speziellen Medium nur jene Hybridomazellen selektiert, welche mono-
klonale Antikörper produzieren. Diese wurden weiter in Zellkultur gehalten und vereinzelt bis
Zellkulturen entstanden, welche jeweils auf eine einzelne Zelle zurückgingen (monoklonal). Diese
Arbeiten wurden von der AG Biotechnologie (Nachwuchsgruppe Antikörpertechnologien) der
Universität Potsdam durchgeführt.

Das Testen der Kulturüberstände
Die Hybridomazellen sezernieren die Antikörper in das Kulturmedium, so dass dieses zum Testen
der Spezifität der Antikörper genutzt werden konnte. Im ersten Schritt wurden die Überstände
in ELISA-Tests gegen das His-Tag-Fusionsprotein, welches die CPL3 des Am5-HT2α-Rezeptors
enthielt, getestet (durchgeführt von der AG Biotechnologie). Anschließend wurden die Kultur-
überstände in Western-Blot-Analysen gegen die CPL3 (Positivkontrolle), einmal gekoppelt an
das MBP-Fusionsprotein und einmal an das His-Tag-Fusionsprotein, und gegen die zweite cy-
toplasmatische Schleife (CPL2, Negativkontrolle, Kopplung wie CPL3) getestet. Die positiv ge-
testen Kulturüberstände wurden in einem nächsten Schritt in Western-Blot-Analysen gegen die
Membranproteinfraktion von Am5-HT2α exprimierenden HEK293-Zellen getestet. Diese Tests
wurden so lange durchgeführt, bis monoklonale Hybridomazellkulturen entstanden waren, wel-
che die gewünschten Antikörper produzierten. Diese wurden weiter in Zellkultur genommen und
aus den Kulturüberständen die IgG-Fraktion der gewünschten Antikörper aufgereinigt (durch-
geführt von der AG Biotechnologie).
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2.6.11 Immunhistochemische Analysen

Kryofixierung von Gewebeproben und Immundetektion
Das zu untersuchende Gewebe wurde präpariert, sofort in 4 %iges (w/v) Paraformaldehyd (ge-
löst in PBS) überführt und 2 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurde das Gewebe 4 x 15 min in
PBS bei RT gewaschen. Die sich anschließende Kryoprotektion umfasste 1 h in 10 % (w/v)
Saccharose (gelöst in PBS) und über Nacht in 25 % (w/v) Saccharose (gelöst in PBS) bei 4 °C.
Jetzt konnte das Gewebe mittels Tissue-TEK® (SAKURA) auf einem gefrorenen Leberblöck-
chen fixiert und bei -155 °C in Isopenthan eingefroren werden. Das kryofixierte Präparat wurde
am Gefriermikrotom geschnitten (Schnittdicke = 25 μm) und auf Poly-L-Lysin- (0,01 % (w/v)
POLY-L-LYSINE SOLUTION, Sigma) beschichtete Deckgläschen übertragen.
Die Gefrierschnitte wurden 5 min mit PBS bei RT gewaschen und anschließend 20 min in
0,1 % (w/v) Natriumborhydrid (gelöst in PBS) bei RT inkubiert. Danach schlossen sich 4 x 5 min
PBS, 5 min in 0,01 % (v/v) Tween® 20-Lösung und 5 min PBS bei RT an. Unspezifische ungesät-
tigte Bindungstellen wurden abgesättigt durch 1-stündige Inkubation mit Blockierlösung (RT).
Danach wurde die Blockierlösung durch den in Blockierlösung gelösten primären Antikörper
ersetzt und über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgten 4 x 5 min PBS
bei RT, um die Gefrierschnitte von nicht bzw. unspezifisch gebundenem Antikörper zu befreien.
Anschließend erfolgte die Zugabe des sekundären Antikörpers (gelöst in Blockierlösung) und die
Inkubation für 1 h bei RT. Nach weiteren 4 x 5 min PBS bei RT wurden die Gefrierschnitte in
Mowiol eingedeckelt und analysiert.

Blockierlösung: 1 % (w/v) normal goat serum; 0,8 % (v/v) BSA; 0,5 % (w/v) Triton-X-100

2.6.12 Immuncytochemische Analysen an fixierten HEK293-Zellen

Diese Methode wurde verwendet, um in eukaryotischen Wirtszellen (HEK293-Zellen) hetero-
log exprimierte Proteine nachzuweisen. Hierfür wurden die Zellen in 24-Loch-Mikrotiterplatten
ausgesät. Nachdem die Zellen herangewachsen waren, wurde das Zellkultur-Medium abgesaugt
und die Zellen 2 x 10 min mit 500 μl PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen durch
Zugabe von 4 % (w/v) Paraformaldehyd-Lösung mit anschließender 15 minütiger Inkubation
bei RT fixiert. Nach dreimaligem Waschen für 10 min bei RT mit 500 μl PBS wurden die Zellen
mit 300 μl Präinkubationslösung versetzt und 30 min bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte
die Inkubation mit dem primären Antikörper (in Inkubationslösung-Lösung gelöst, 200 μl) für
1 h bei RT. Danach wurden die Zellen 3 x 15 min bei RT mit PBS gewaschen. Der sekundäre
Antikörper (in Inkubationslösung-Lösung gelöst, 200 μl) wurde zugegeben und es wurde 1 h bei
RT inkubiert. Es schlossen sich drei weitere Waschschritte (PBS, 15 min, RT) an, bevor die
Zellen in MOWIOL eingedeckelt und analysiert werden konnten.

Präinkubationslösung: 10 % (w/v) normal goat serum; 0,125 % (w/v) Triton-X-100, gelöst in PBS
Inkubationslösung: 5 % (w/v) normal goat serum; 0,125 % (w/v) Triton-X-100, gelöst in PBS
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2.6.13 Antikörper

Folgende Antikörper wurden für immunhisto- und immuncytochemischen Analysen eingesetzt:

Antikörper Konzentration eingesetzte Verdünnung
anti-Am5-HT1 0,27 mg/ml 1:1.000
anti-Am5-HT2αDD3 1,6 mg/ml 1:100
anti-5-HT - 1:200
anti-HA 0,1 mg/ml 1:5.000
anti-rabbit Alexa488 2 mg/ml 1:50
anti-rabbit Alexa568 2 mg/ml 1:200
anti-rat Cy3 1,5 mg/ml 1:200
anti-mouse Alexa568 5 mg/ml 1:200

2.6.14 Mikroskopische Auswertung und Bildbearbeitung

Die Hellfeld- und Immunfluoreszenz-Aufnahmen wurden an einem konfokalen Laser-
Rastermikroskop (LSM710) gemacht. Der bleed through-Effekt bei Doppelmarkierungen sollte
durch sequentielle Aufnahmen verhindert werden. In der Regel wurden Bildstapel aufgenommen.
Die erste Stufe der Bildbearbeitung erfolgte mit Hilfe des Programms ZEN Light Edition 2009.
Die weitere Bildbearbeitung erfolgte mit dem Programm CorelDRAW® X4 (Version 14.0.0.567).
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2.7 Heterologe Expression in HEK293-Zellen und Funktionalitätsnachweis

Für die funktionelle und pharmakologische Charakterisierung der 5-HT-Rezeptoren der Honig-
biene, wurden die Rezeptoren in HEK293-Zellen exprimiert. Diese Arbeiten (speziell die Her-
stellung stabiler Zelllinien, die Zellkultur, die cAMP-Bestimmungen und das Ca2+-Imaging)
fanden in Kooperation mit Prof. Dr. Arnd Baumann (Forschungszentrum Jülich, Institut für
Strukturbiologie und Biophysik 1) statt.

2.7.1 Konstruktion eines Expressionsvektors

Die Rezeptor-cDNA wurde speziell für die heterologe Expression in eukaryotischen Zellen mo-
difiziert. Zunächst wurde in einer PCR-Reaktion mittels entsprechender Primer eine Kozak-
Konsensus-Sequenz (Kozak, 1984) vor dem Start-Codon eingefügt, das Stop-Codon entfernt
und an den 5’- und 3’-Enden Endonuklease-Schnittstellen angefügt. Des Weiteren wurden zwei
komplementäre Oligonukleotide synthetisiert, welche für einen Haemagglutinin A (HA)-Tag (ab-
geleitete Aminosäuresequenz: YPYDVPDYA) und ein sich anschließendes Stop-Codon kodieren
und an 5’- und 3’-Ende Endonuklease-Schnittstellen aufweisen. Diese beiden Nukleotide wurden
in äquimolaren Konzentrationen in Hybridisierungspuffer vereint und 5 min auf 95 °C erhitzt.
Anschließend erfolgte die Hybridisierung beider Nukleotide bei langsamen Abkühlen auf RT.
Die modifizierte Rezeptor-cDNA und das Nukleotid wurden zusammen in den eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) ligiert (siehe Abb. 4).

Hybridisierungspuffer: 10 mM Tris (pH 7,5); 50 mM NaCl; 1 mM EDTA

Abb. 4: Ausschnitt aus dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1+ zur Verdeutlichung der Klo-
nierungsstrategie. Die Rezeptor-cDNA mitsamt HA-Tag wurde in dargestellter Reihenfolge in
die Multiple Cloning Site ligiert.

2.7.2 Herstellung stabiler HEK293-Zelllinien

2 x 105 HEK293-Zellen wurden ausgesät (5 cm-Petrischale) und über Nacht bei 37 °C in-
kubiert. Die Zellen wurden durch Calciumphosphatpräzipitation mit 8 μg Expressionsvektor
(pcDNA3.1(+) + modifizierte Rezeptor-cDNA) transfiziert und über Nacht bei 37 °C inku-
biert. Die Präzipitate wurden entfernt und die Zellen abgelöst. 2 x 104 Zellen wurden in 9 cm
Schalen zunächst ohne Selektionschemikalien neu ausgesät. An den nächsten 3 Tagen erfolg-
te jeweils ein Mediumwechsel, am ersten Tag gegen Medium mit 1 mg/ml G418 (Geneticin),
am zweiten Tag gegen Medium mit 1,2 mg/ml G418 und am dritten Tag gegen Medium mit
1 mg/ml G418. Über die nächsten 14 Tage erfolgte die Selektion der Zellklone (Mediumwech-
sel im Abstand von 3 Tagen). Waren vereinzelte Zellklone angewachsen, wurden diese abgelöst
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und in Multiwellplatten überführt. Sobald stabile Zelllinien herangewachsen waren, wurde die
G418-Konzentration auf 0,8 mg/ml gesenkt. Die stabile Expression der erwünschten Proteine
wurde mittels Western-Blot-Analyse der Membranproteine und immuncytochemischen Analysen
an fixierten transfizierten HEK293-Zellen überprüft. Hierfür standen zum einen ein kommerziell
erhältlicher anti-HA-Antikörper, zum anderen spezifische Rezeptorantikörper zur Verfügung.

2.7.3 cAMP-Bestimmung an transfizierten HEK293-Zellen

Die Messung der Änderung der cAMP-Konzentration als Folge der Aktivierung eines
Gi/o-gekoppelten Rezeptors erfolgte in zwei Schritten. Zunächst wurden die Zellen mit den zu
untersuchenden Liganden inkubiert. Anschließend erfolgte die cAMP-Bestimmung der Zelllysate.

Inkubation der Zellen
Stabil transfizierte HEK293-Zellen sowie nicht transfizierte HEK293-Zellen (Kontrolle) wurden
in 6er Multiwellplatten (1 x 105/Well) ausgesät und 2 Tage bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden mit Butyrat (Endkonzentration=3 mM) versetzt und eine weitere Nacht bei 37 °C inku-
biert. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und 2 x mit PBS/IBMX (100 μM) bei RT gewaschen.
Anschließend wurden die Zellen mit den zu testenden Liganden (in PBS gelöst) versetzt und
30 min bei 37 °C inkubiert. Die Ligandenlösung wurde gegen 1 ml eiskaltes Ethanol (100 %)
ausgetauscht und für 2 h bei 4 °C unter Schütteln inkubiert. Dadurch wurden die Zellen lysiert
und das cAMP wurde im Ethanol gelöst. Die Lösung wurde in ein Reaktionsgefäß überführt
und in der Vakuumzentrifuge lyophilisiert. Das entstehende Präzipitat wurde entweder sofort
zur cAMP-Bestimmung eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

cAMP-Bestimmung mittels cyclic-AMP-[3H]-Assay-System
Je Probe wurden 50 μl TE-Puffer, 50 μl [3H]cAMP und 100 μl [3H]cAMP-Bindeprotein zuge-
geben. Die Proben wurden gut vermischt und 2 h bei 4 °C inkubiert. Jeder Ansatz wurde mit
100 μl Aktivkohle versetzt, gut vermischt und 3 min bei 15.300 UpM und 4 °C sedimentiert.
200 μl des Überstandes wurden in ein Gläschen mit Szintillationsflüssigkeit überführt und an-
schließend im Beckman Counter analysiert. Anhand einer parallel aus Standardkonzentrationen
von [3H]cAMP erstellten Eichkurve, konnten die intrazellulären cAMP-Konzentrationen der Ly-
sate ermittelt werden. Die Daten wurden mit der Software PRISM (Version 4.01; GraphPad,
San Diego, USA) ausgewertet.

2.7.4 Ca2+-Imaging an transfizierten HEK293-Zellen

Diese Methode wurde verwendet, um Änderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration
([Ca2+]i) als Folge der Aktivierung eines Gq-gekoppelten Rezeptors zu verfolgen. Dabei wur-
de der Ca2+-sensitive Farbstoff Fluo-4 (Molecular Probes) verwendet.
Die zu untersuchenden Zellen wurden in 96er Multiwellplatten bis zu einer Dichte von 4 x 104

Zellen pro Well vermehrt. Anschließend erfolgte die Inkubation der Zellen mit 50 μl Beladelösung
für 30 min bei RT. Die Beladelösung wurde gegen ES-Lösung ersetzt und die Multiwellplatten
in das Fluoreszenz-Lesegerät überführt. Der Farbstoff Fluo-4 wurde bei 485 nm angeregt und
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die emittierte Fluoreszenz bei 520 nm gemessen. Die basale Fluo-4 Fluoreszenz wurde ermittelt.
Sobald das Fluoreszenzsignal konstant war, erfolgte die Zugabe der Testlösungen. Die Aufzeich-
nung der Änderungen der Fluoreszenz erfolgte automatisch. Anschließend wurden die Zellen
mit Triton-X-100 lysiert (Endkonzentration 1 % (v/v)), um zu testen, ob die Ca2+-Ionen in der
Testlösung noch mit dem Farbstoff reagieren oder ob dieser gesättigt war.

ES-Lösung: 120 mM NaCl; 5 mM KCl; 2 mM MgCl2; 2 mM CaCl2; 10 mM HEPES; 10 mM Glucose; pH 7,4
Belade-Lösung: 3 mM Probenecid; 2 μM Fluo-4 AM; 0,02 % (w/v) Pluronic® F127; in ES-Lösung

2.8 Bioinformatische Analysen

Sequenzbearbeitung
Contig-Sequenzen sowie annotierte Sequenzen von Genen der Honigbiene wurden über
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=7460 bezogen. Sofern die Sequen-
zierung der klonierten cDNAs erfolgreich war, wurde durch Vergleichen der Sequenz mit allen
in der Genbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) enthaltenen Sequenzen ermittelt, ob
es sich um das entsprechende Gen aus dem entsprechenden Organismus handelt. Die Sequenzen
wurden anschließend anhand der Original-Chromatogramme mit Hilfe des Programms BioEdit
7.0.9.0 (Hall, 1999) korrigiert. Die Ableitung der Aminosäuresequenz der
cDNAs, die Motivsuche und die Alignments (ClustalW, Thompson et al., 1994) wurden
ebenfalls mit Hilfe von BioEdit durchgeführt. Struktur-Analysen erfolgten außerdem mittels
TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) und ProtScale
(http://www.expasy.ch/tools/protscale.html).

Stammbaumrekonstruktion
Für die Stammbaumrekonstruktion wurde die Neighbor-Joining-Methode (Saitou & Nei, 1987)
verwendet. Dabei handelt es sich um ein distanzbasiertes Clusterverfahren unter Beachtung von
Evolutionsmodellen. Zuerst wird eine Matrix aller paarweisen Distanzen der terminalen Taxa
erstellt. Die paarweisen Distanzen werden anschließend korrigiert, um von benachbarten ter-
minalen Taxa die mittlere Distanz zu allen anderen Taxa zu berechnen. Damit lässt sich für
T Arten der gemittelte Distanzwert M aller Arten berechnen:

Mij = dij −
ri + rj

T − 2

Dabei ist ri die Summe aller paarweisen Distanzen der Art i und rj die Summe aller paarweisen
Distanzen der Art j. Die Arten mit den negativsten M-Werten bilden jeweils ein Cluster. Die
Neighbor-Joining-Analysen wurden mit Hilfe des Programms MEGA 4.0.2 (Tamura et al.,
2007) erstellt.
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2.9 Verhaltensversuche zur phototaktischen und lokomotorischen Aktivität

In Verhaltensversuchen wurde der Einfluss verschiedener Rezeptorliganden auf die lokomoto-
rische und phototaktische Aktivität untersucht. Frisch geschlüpfte Bienen wurden von einer
Brutwabe abgelesen und in Käfigen separiert. In einem ersten Versuch wurden die Tiere 7 Tage
mit einer 50 %igen Sacharose-Lösung gefüttert, welche 0,01 M 5-HT enthielt. In allen darauf-
folgenden Versuchen wurden frisch-geschlüpften Tiere nur mit der 50 %igen Saccharose-Lösung
gefüttert. Waren sie 5 Tage alt, wurde der 50 %igen Saccharose-Lösung der zu untersuchende
Ligand zugegeben. In der Kontrollgruppe wurde die reine 50 %ige Saccharose-Lösung beibehal-
ten. Nach weiteren 2 Tagen wurden das Verhalten der Tiere untersucht.

Untersuchung zum phototaktischen Verhalten
Untersuchungen zum phototaktischen Verhalten erfolgten in einer speziellen kreisrunden Arena.
Diese konnte komplett abgedunkelt werden. Es waren insgesamt 12 Dioden angebracht, wobei
Dioden gleicher Intensität entgegengesetzt angeordnet waren. Die Lichtintensitäten der einzel-
nen Dioden sind Tab. 2 zu entnehmen. Die Bienen wurden aus den Käfigen geholt und 10 min
lang dunkel-adaptiert. Anschließend wurden sie in die Arena entlassen. Den Bienen wurde das
Licht einer Diode niedrigster Intensität präsentiert. Ist sie zu dieser gelaufen, so wurde sie aus-
geschaltet und dafür sofort die gegenüberliegende Diode gleicher Intensität angeschaltet. Von
jetzt an wurde vier mal die Zeit gemessen, welche das Tier benötigt, um von einer Diode gleicher
Intensität zu der anderen zu laufen. Anschließend wurde zur nächsten Intensität übergegangen.
Wurden die Dioden aller 6 Intensitäten je vier mal angelaufen, so galt ein Versuch als erfolgreich
beendet. Das Verhalten der Tiere wurde für die Auswertung per Kamera aufgenommen.

Tab. 2: Eigenschaften der Leuchtdioden. Für jede Intensität waren zwei Leuchtdioden in der Pho-
totaxisarena angebracht. Das Schema soll die Arena von oben darstellen. Die grünen Punkte
repräsentieren die Dioden.

Intensität Diode - Helligkeit Diode - Helligkeit

1 1 - 0,48 lx 17 - 0,53 lx
2 2 - 1,03 lx 18 - 1,16 lx
3 3 - 2,10 lx 19 - 2,01 lx
4 4 - 3,35 lx 10 - 3,95 lx
5 5 - 6,69 lx 11 - 6,74 lx
6 6 - 14,5 lx 12 - 13,6 lx

Untersuchung zur lokomotorischen Aktivität
Diese Untersuchungen dienten als Kontrollexperiment. Es sollte untersucht werden, ob Effekte
auf das phototaktische Verhalten durch einen Einfluss der Rezeptorliganden auf die lokomorische
Aktivität zu begründen sind. Die Versuche erfolgten in der selben Arena wie in Abschnitt 26.
1 min wurden die Bienen in völliger Dunkelheit laufen gelassen und auf Video aufgenommen.
Mit Hilfe des Programms GrenTrack V1.0 erfolgte die Auswertung der Dunkelläufe. Die in 1 min
zurückgelegte Strecke wurde gemessen und als Maß für die Aktivität notiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Am5-HT1-Rezeptor

3.1.1 Isolierung und Charakterisierung der Am5-HT1-Rezeptor-cDNA

Durch das Durchmustern des Genoms der Honigbiene Apis mellifera (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genome/guide/bee/) mit den Sequenzen bereits bekannter Arthropoden-5-HT1-Rezeptoren,
konnte ein Gen entdeckt werden, welches für einen 5-HT1-Rezeptor kodiert. Mit Hilfe dieser
Sequenz-Informationen wurden spezifische Primer entwickelt. Der 5’-Primer lag im Bereich des
putativen Start-Codons und der 3’-Primer entsprechend im Bereich des Stop-Codons. In einem
PCR-Experiment wurde die vollständige Rezeptor-cDNA amplifiziert. Anschließend wurde diese
in den pGEM-Vektor ligiert und sequenziert.
Die Nukleotidsequenz besitzt einen offenen Leserahmen von 1209 bp. Dieser wird aus ins-
gesamt sechs Exons gebildet, welche sich vollständig in 5’→3’-Richtung auf dem Contig4802
(Sequenzierabschnitt, Acc.No. AADG0500480) des Chromosomen LG13 befinden. Die
Exon/Intron-, bzw. Intron/Exonübergänge befinden sich in den Regionen, welche für die TM1,
die ECL1 und 2 und die CPL2 und 3 kodieren (siehe Tab. 3).

Tab. 3: Genomische Organisation des Am5-ht1-Gens. Die Tabelle listet die Merkmale der Ex-
ons des Am5-ht1-Gens sowie des Exons I des annotierten Rezeptorgens (Iannot, XM_393915)
auf. Die Exonsequenzen sind in Groß- und die Intronsequenzen in Kleinbuchstaben dargestellt.
Das Schema dient der Verdeutlichung der genomischen Struktur. Die Boxen repräsentieren die
Exons und die abgewinkelten Linien die Introns. Die Lage der für die Transmembrandomänen
kodierenden Bereiche wird durch schwarze Kästen angezeigt.

Exon Länge cDNA-Position Contig-Position Spleiß-Akzeptor Spleiß-Donor

I 121 bp 1 - 121 11880 - 12000 - TGTCG/gtaag
II 134 bp 122 - 255 21022 - 21155 tccag/GGAAT ACGAG/gtatt
III 144 bp 256 - 399 39618 - 39761 tacag/ATAAA TACAG/gttaa
IV 156 bp 400 - 555 40491 - 40646 tccag/GCGAG ACCAG/gtacc
V 161 bp 556 - 716 40877 - 41037 tgcag/ATCTT AAAAG/gttcc
VI 493 bp 717 - 1209 41348 - 41840 tgcag/ACCGA -
Iannot 51 bp - 20831 - 20882 - ATTCG/atgga

Schema:

Der Vergleich der annotierten Am5-ht1-Sequenz (Acc.No. XM_393915) mit dem klonierten Re-
zeptor und der genomischen DNA zeigt deutliche Unterschiede. Das erste Exon der annotierten
Sequenz weist keine Gemeinsamkeiten mit dem ersten Exon des klonierten Am5-ht1-Rezeptors
auf. Vielmehr liegt das erste Exon der annotierten Sequenz an einer anderen Stelle im Genom,
nämlich innerhalb des ersten Introns des klonierten Rezeptors. Zudem weist es keine konservierte
Spleiß-Donor-Konsensussequenz auf. Desweiteren fällt das erste Intron in den Bereich der TM1.
Das erste Exon der klonierten Am5-ht1-Rezeptor-cDNA kodiert für den vorderen Teil der TM1,
das des annotierten Rezeptors dagegen nicht.



3 Ergebnisse 35

Abb. 5: Alignment der abgeleiteten Aminosäuresäuresequenz von 5-HT1-Rezeptoren aus A. mellifera
(AM5-HT1), Drosophila melanogaster (Dm5-HT1A, CAA77570), Dm5-HT1B (CAA77571), Pe-
riplaneta americana (Pea5-HT1, FN298392), Papilio xuthus (Pxu5-HT1, BAD72868) und Pe-
naeus monodon (Pem5-HT1, AAV48573). Putative Transmembranregionen sind durch graue
Boxen (TM1-7) markiert. Identische AS (≥ 80 %) sind schwarz hinterlegt. Konservativ substitu-
ierte AS sind grau hinterlegt. Konsensusstellen für N-Glykosylierung sind mit ▼ gekennzeichnet,
für Phosphorylierung via PKC mit ● und jene für C-Palmitoylierung mit *. Unterstrichene AS
repräsentieren jenen Bereich der CPL3, welcher als Antigen für die Antikörpergenerierung ge-
nutzt wurde.
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Abb. 6: Strukturelle Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz des Am5-HT1-
Rezeptors.
A: Hydropathieprofil nach Kyte & Doolittle (1982). Die Fensterweite betrug 19 AS. Berei-
che mit Hydrophobizitätswerten größer als 1,6 deuten auf Transmembrandomänen hin.
B: Die Transmembrantopologie wurde mit Hilfe des TMHMM-Servers 2.0 erstellt
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Die grauen Bereiche repräsentieren die Trans-
membrandomänen.

3.1.2 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz

Der offene Leserahmen (open reading frame, ORF) der Am5-ht1-cDNA kodiert für ein 402 AS
langes und 44,5 kDa schweres Protein - Am5-HT1 (vgl. Abb. 5). Hydropathieprofil (nach
Kyte & Doolittle, 1982) und Transmembrandomänenvorhersage (Abb. 6) zeigen einen 29 AS
langen extrazellulären N-Terminus. Diesem folgen sieben Domänen, welche sowohl hydrophob,
als auch ausreichend lang sind, um die Zellmembran zu durchspannen (Transmembrandomänen).
Die Transmembrandomänen sind alternierend durch intrazelluläre und extrazelluläre Schleifen
miteinander verbunden. Dabei ist die CPL3 mit 121 Aminosäureresten besonders lang. An die
TM7 schließt sich der intrazellulär lokalisierte C-Terminus von 20 AS an.

Tab. 4: Konservierte Aminosäurreste im Am5-HT1-Rezeptor. Nomenklatur der Aminosäure-
reste innerhalb der Transmembrandomänen nach Ballesteros & Weinstein (1995). TM
Transmembrandomäne, ECL extrazelluläre Schleife, CPL cytoplasmatische Schleife.

Domäne AS/-Motiv AS-Position Domäne AS/-Motiv AS-Position

TM1 G1.49N1.50 41-42 TM5 F5.47xxP5.50 193-196
TM2 S2.45L2.46A2.47 65-67 Y5.58 204

D2.50 70 CPL3 ExKAxxxL 320-327
V2.57M2.58P2.59 77-79 TM6 F6.44 334

ECL1 W 90 W6.47 338
C 97 P6.49F6.50F6.51 340-342

TM3 D3.32 104 ECL3 C 351
S3.39I3.40 111-112 TM7 W7.40L7.42G7.42 366-368
D2.49R2.50Y2.51 121-123 Y7.43 369

TM4 W4.50 148 S7.46 372
ECL2 C 176 N7.49P7.50xxY7.53 375-379
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Außerdem findet man für 5-HT-Rezeptoren typische, in Tab. 4 aufgelistete hoch-konservierte
Aminosäuren. Innerhalb der wenig konservierten Strukturen, dem N- und C-Terminus sowie der
CPL3, sind einige Motive zu finden, welche posttranslational modifiziert werden können. Im
N-Terminus sind mit NQT (6-8) und NSS (11-13) zwei Konsensusstellen für N-Glykosylierung
(N-x-S/T) zu finden. Innerhalb der CPL3 sind 4 Konsensusstellen für die Phosphorylierung
durch die Proteinkinase C (S/T-x-R/K) lokalisiert: TKR (237-239), SSK (307-309) und SKR
(308-310 und 317-319). Außerdem befindet sich in der CPL3 eine 9 AS lange Poly-Threonin-
Sequenz (285-294). Im C-Terminus ist ein Cysteinrest (395) lokalisiert, welcher möglicherweise
palmitoyliert und somit in der Zellmembran verankert werden kann. Dadurch würde eine vierte
cytoplasmatische Schleife entstehen. Dagegen ist über die gesamte Sequenz kein Bereich zu ent-
decken, welcher für die Phosphorylierung durch die Proteinkinase A in Frage kommt.
Im Vergleich der AS-Sequenzen verschiedener Serotonin-Rezeptoren von sowohl Vertebraten als
auch Invertebraten, bildet der Am5-HT1-Rezeptor mit allen anderen 5-HT1-Rezeptoren eine ge-
meinsame Gruppe (Abb. 7). Innerhalb dieser Gruppe, bildet er eine gemeinsame Gruppe mit
den 5-HT1-Rezeptoren von Panulirus interruptus, Procambarus clarkii, Penaeus monodon, Pe-
riplaneta americana, Drosophila melanogaster, Papilio xuthus und Manduca sexta.

Abb. 7 (nächste Seite): Stammbaumrekonstruktion von Serotonin-Rezeptoren verschiede-
ner Organismen. In der Neighbor-Joining-Analyse wurden die konservier-
ten Regionen (N- und C-Terminus sowie die CPL3 wurden ausgeschlossen)
der Aminosäure-Sequenzen verwendet. Die nachfolgenden Sequenzen wurden
für die Analyse verwendet: Panulirus interruptus (Pan5-HT1, AY528822);
Procambarus clarkii (Pro5-HT1, ABX10973), Penaeus monodon (Pem5-HT1,
AAV48573), Periplaneta americana (Pea5-HT1, FN298392), Drosophila me-
lanogaster (Dm5-HT1A, CAA77570), Dm5-HT1B (CAA77571), Papilio xut-
hus (Pxu5-HT1, BAD72868), Manduca sexta (Ms5-HT1A, DQ840515), A.
mellifera (Am5-HT1), Bombyx mori (Bm5-HT, CAA64862), (Ms5-HT1B ,
DQ840516), Lymnaea stagnalis (Lym5-HT1, L06803), Homo sapiens (hu-
man 5-HT1A, NP 000515), human 5-HT1B (NP 000854), human 5-HT1D
(NP 000855), human 5-HT1E (NP 000856), human 5-HT1F (NP 000857),
human 5-HT7a (NP 000863), human 5-HT7d (NP 062873), human 5-HT7b
(NP 062874), Am5-HT7 (AM076717), Dm5-HT7 (A38271), Aedes aegypti
(Aae5-HT7, AAG49292), Pan5-HT2β (AY550910), Pro5-HT2 (ABX10972),
Am5-HT2β , Am5-HT2α, Dm5-HT2 (CAA57429), Lym5-HT2 (U50080), hu-
man 5-HT2B (NP 000858), human 5-HT2A (NP 000612), human 5-HT2C
(NP 000859), D. melanogaster ninaE-encoded Rhodopsin 1 (DmninaE, NM
079683) und D. melanogaster FMRFamide Rezeptor (DmFR, AAF47700).
Das Alignment wurde mittels ClustalW erstellt und die Neighbor-Joining-
Analyse erfolgte mit dem Programm Mega 4.0.2. Die Nummern an den Ver-
zweigungen repräsentieren die Bootstrap-Werte in % aus 10.000 Bootstrap-
Replikationen.
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3.1.3 Immunologischer Nachweis des Am5-HT1-Proteins

Nachweis der Funktionalität des polyklonalen Antiserums gegen das Am5-HT1-
Rezeptorprotein in Western-Blot-Analysen
Für den immunologischen Nachweis des Am5-HT1-Rezeptorproteins wurde ein polyklonales An-
tiserum (anti-Am5-HT1) generiert und affinitätsgereinigt (siehe Abschnitt2.6.9, Seite 26). Hier-
für wurde ein Fusionsprotein hergestellt, welches einem Teil der CPL3 entspricht (vgl. Abb. 5).
Der Immunisierungsverlauf ist in Abb. 8 B dargestellt. Man erkennt eine verstärkte Immunant-
wort mit zunehmender Dauer der Immunisierung. Das affinitätsgereinigte Antiserum markiert
ein Protein in der Größe von etwa 50 kDa. Damit weicht das Molekulargewicht des markier-
ten Proteins leicht von dem vorhergesagten Molekulargewicht von Am5-HT1 ab (44,5 kDa). In
weiteren Western-Blot-Experimenten sollte die Spezifität von anti-Am5-HT1 überprüft werden.
Hierbei wurde in einem von zwei parallelen Ansätzen der Antikörper anti-Am5-HT1 gegen das
zur Immunisierung eingesetzte Fusionsprotein (MBP-Am5-HT1CPL3) präadsorbiert. Nach der
Präadsorbtion ist keine Markierung mehr auszumachen (Abb. 8 C).

Abb. 8: A: Schema zur Strategie der Herstellung des polyklonalen Antikörpers.
B: Western-Blot-Experiment zur Untersuchung des Immunisierungsverlaufs. In jeder Bahn sind
5 μl Homogenat des Gehirns einer Sammlerbiene aufgetragen. Jede Spur wurde mit einem ande-
rem Serum behandelt: 1 - Präimmunserum (1:1.000), 2 - Serum vom 61. Tag (1:5.000), 3 Serum
vom 90. Tag (1:5.000), 4 - gereinigtes Serum vom 120. Tag (1:1.000). Als sekundärer Antikörper
kam goat-anti-rabbit-HRP (1:10.000) zum Einsatz. Der Molekulargewichtsstandard (in kDa) ist
links angegeben.
C: Western-Blot-Experiment zum Nachweis der Spezifität von anti-Am5-HT1. In jeder Bahn
sind 10 μl Homogenat des Gehirns einer Sammlerbiene aufgetragen. Die Abbildung zeigt
Western-Blots mit Membranproteinen vom Gehirn der Honigbiene, welche mit dem anti-Am5-
HT1-Antikörper (1:1.000) inkubiert wurden:+ unbehandelt, - präadsorbiert (gegen MBP-Am5-
HT1CPL3, 15 μg/ml). Als sekundärer Antikörper kam goat-anti-rabbit-HRP (1:10.000) zum
Einsatz. Der Molekulargewichtsstandard (in kDa) ist links angegeben.

Weiterhin wurden Western-Blot-Experimente mit Membranproteinen von Am5-HT1-exprimie-
renden HEK293-Zellen durchgeführt (Abb. 9). Während der Antikörper auf nicht deglykosy-
lierten Membranproteinen der Am5-HT1-Zelllinie lediglich einen großen Bereich (50-96 kDa)
unscharf markiert, markiert er auf mittels PNGase F deglykosylierten Membranproteinen der
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Abb. 9: Western-Blot-Analyse mit
Membranproteinen von
HEK293-Zellen. Auf jeder Bahn
wurden 10 μg der entsprechenden
Proteinfraktion eingesetzt. Je eine
der Proben wurde mit PNGase F
behandelt (+), die andere nicht (-).
Die Inkubation des Western-Blots
erfolgte mit anti-HA (1:5.000),
bzw. anti-Am5-HT1 (1:1.000) und
dem sekundären Antikörper goat-
anti-rat HRP (1:20.000), bzw.
goat-anti-rabbit HRP (1:20.000).
Der Molekulargewichtsstandard
(in kDa) ist links angegeben.
nt nicht transfiziert.

gleichen Zelllinie prominent ein Protein im Größenbereich von 45 kDa (erwartetes Moleku-
largewicht = 44,5 kDa). Dagegen sind diese Markierungen auf nicht-transfizierten HEK293-
Zellen nicht zu erkennen. Zur Überprüfung der Spezifität des anti-Am5-HT1-Antikörpers wur-
den parallel Experimente durchgeführt, in welchen der anti-HA-Antikörper verwendet wurde.
Dieser erkennt einen HA-Tag, welcher dem Rezeptorprotein in den HEK293-Zellen gentech-
nisch angefügt wurde. In diesem Experiment wurden vergleichbare Ergebnisse wie mit dem
anti-Am5-HT1-Antikörper erzielt.

Gewebsspezifischer Nachweis des Am5-HT1-Rezeptorproteins auf Western-Blots
Für den gewebsspezifischen Nachweis von Am5-HT1, wurde das Gehirn der Honigbiene frei-
präpariert und in Zentralgehirn, Antennalloben, optische Loben, Ocellen (mitsamt Ocellarnerv)
und Unterschlundganglion geteilt. Zudem wurden dem Thorax und dem Abdomen verschiedene
Organe entnommen und separiert. Mit den Membranproteinen dieser Gewebe bzw. Organe wur-
den Western-Blot-Experimente duchgeführt (Abb. 10).

Abb. 10: Western-Blot-Analyse zur Verteilung des Am5-HT1-Rezeptor-Proteins in ver-
schiedenen Geweben adulter Honigbienen-Arbeiterinnen.
Auf jeder Bahn wurden 5 μg Membranproteine aufgetragen. Die Inkubation der Western-Blots
erfolgte mit anti-Am5-HT1 (1:1.000) und dem sekundären Antikörper goat-anti-rabbit HRP
(1:20.000). Der Molekulargewichtsstandard (in kDa) ist links angegeben. ZG Zentralgehirn,
AL Antennalloben, OL optische Loben, OC Ocellen/Ocellarnerv, SOG Subösophagialgangli-
on (Farben entsprechen den Gehirnregionen im Schema). GA Bauchmark, FM Flugmuskula-
tur, LD Labialdrüse, K Kropf, DD Dünndarm, MD Mitteldarm, MG Malpighische Gefässe,
S Stachelapparat/Giftdrüse.
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Auffallend ist, dass der anti-Am5-HT1-Antikörper nur Proteine in Nervengewebe markiert. In
den Ocellarnerven ist auch auf den original Kodak-Filmstreifen nur eine schwache Bande auszu-
machen, welche in den eingescannten Grafiken so gut wie nicht zu erkennen ist.

Immunhistochemische Lokalisation des Am5-HT1-Rezeptorproteins
Die Verteilung des Am5-HT1-Rezeptorproteins sollte im Bienengehirn genauer untersucht wer-
den. Hierfür wurden Gefrierschnitte des Gehirns von Sammlerbienen angefertigt und mit dem
anti-Am5-HT1-Antikörper inkubiert. In mehreren unabhängigen Experimenten (n=5) wurden
die gleichen Neuropile markiert. Repräsentative Markierungen sind in Abb. 11 dargestellt.
Auffällig ist die starke Immunreaktivität in den optischen Neuropilen. In den Ocellarnerven
kann eine starke Immunfluoreszenz detektiert werden. Es ist wahrscheinlich, dass es sich bei den
markierten Neuronen um die L- bzw. LD-Neurone handelt (Pan & Goodman, 1977; Mobbs,
1985). Diese ziehen, entsprechend der Am5-HT1-Immunreaktivität, in großen Trakten von den
Ocellen in das dorsale Protocerebrum. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch
S-Neuronen markiert sind. In der Lamina, dem ersten optischen Ganglion, werden die Eingän-
ge von den Photorezeptorzellen mit den Neuronen zweiter Ordnung synaptisch verbunden. Die
Lamina wird von drei Schichten gebildet (A,B und C, vgl. Ribi, 1975). Mit Ausnahme der
C-Schicht weist die Lamina eine stark ausgeprägte Am5-HT1-ähnliche Immunreaktivität auf.
Dabei unterscheiden sich A- und C-Schicht nicht in der Intensität der Immunfluoreszenz. Das
äußere optische Chiasma weist keine Immunfluoreszenz auf.

Abb. 11: Immunhistochemische Lokalisation von Am5-HT1 im Bienengehirn.
A Frontalschnitt in der Ebene der α-Loben des Bienengehirnes.
B Frontalschnitt in der Ebene der β-Loben des Bienengehirnes.
Dargestellt sind Aufnahmen von Gefrierschnitten des Gehirns von Sammlerbienen, markiert
mit anti-Am5-HT1 (1:1.000) und goat-anti-rabbit-Alexa568 (1:200, durch Grünlichtanregung
sichtbar gemacht). Die Aufnahmen repräsentieren Projektionen von Bildstapeln mit einer Ge-
samtdicke von jeweils 20 μm. Der Maßstabsbalken entspricht 250 μm. αLo α-Lobus der Pilz-
körper, βLo β-Lobus der Pilzkörper, La Lamina, Me Medulla, Lo Lobula, mOc medianer
Ocellarnerv, lOc lateraler Ocellarnerv, Li Lippe, BR Basalring.
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In der Medulla ist die Rezeptormarkierung in den verschiedenen Schichten (1-6, vgl.
Ribi & Scheel, 1981) unterschiedlich stark ausgeprägt. Die distalen Schichten 1a und 1b zeigen
Immunreaktivität, die sich kaum von Hintergrundsignal abhebt. Die Schichten 2, 3 und 4 weisen
innerhalb der Medulla die höchsten Immunfluoreszenzsignale auf. Zudem hebt sich in einigen
der Präparate das Signal der Schichten 3 und 4 von dem der Schicht 2 ab. Die Schichten 5 und 6
zeigen nur ein schwaches Signal, was auf eine geringe des Am5-HT1-Rezeptordichte deutet. Das
innere optische Chiasma ist ebenfalls frei von Immunreaktivität. Im dritten optischen Ganglion,
der Lobula, weist jede der von Ribi & Scheel (1981) beschriebenen 6 Schichten Am5-HT1-
ähnliche Markierungen auf. Von diesen heben sich die Schichten 2 und 3 sowie 5 und 6 bezüglich
der Intensität ihres Fluoreszenzsignals etwas von den Schichten 1 und 4 ab.
Weiterhin bindet der anti-Am5-HT1-Antikörper an Strukturen in bestimmten Teilen der Pilzkör-
per. Die Eingangsregionen der Pilzkörper, die Pilzkörperkelche, weisen Rezeptormarkierungen
in der Lippe und dem Basalring auf. Der Kragen sowie die Somata der Kenyon-Zellen zeigen
dagegen keine Immunreaktivität. Im Pedunculus, welcher von den Axonen der Kenyon-Zellen
gebildet wird, ist stets eine geschichtete Rezeptormarkierung zu finden. Auch die Ausgangsre-
gionen der Pilzkörper, α- und β-Lobus, werden durch den anti-Am5-HT1-Antikörper markiert.
Dabei ist im α-Lobus ein deutliches horizontales Streifenmuster zu erkennen.
Innerhalb der Antenalloben ist in einem Teil der Experimente eine schwache Markierung der
Glomeruli aufgetreten, welche jedoch von der Intensität nicht an die der anderen Gehirnteile
heranreichte, sondern sich nur gering vom Hintergrundsignal abhob. Im Zentralkomplex und im
Subösophagialganglion konnte keine Immunreaktivität nachgewiesen werden.

Abb. 12: Präabsorptionsexperiment zur Untersuchung der Spe-
zifität des anti-Am5-HT1-Antikörpers in immunhisto-
chemischen Analysen.
A Frontalschnitt eines Bienengehirnes inkubiert mit anti-Am5-
HT1 (1:1.000).
B Direkt auf A folgender Frontalschnitt inkubiert mit präad-
sorbiertem (gegen MBP-Am5-HT1CPL3, 15 μg/ml) anti-Am5-
HT1 (1:1.000).
Dargestellt sind Aufnahmen von Gefrierschnitten des Gehirns
von Sammlerbienen. Als sekundärer Antikörper kam goat-anti-
rabbit-Alexa568 (1:200, durch Grünlichtanregung sichtbar ge-
macht) zum Einsatz. Die Aufnahmen repräsentieren Projektio-
nen von Bildstapeln mit einer Gesamtdicke von jeweils 20 μm.
Der Maßstabsbalken entspricht 250 μm.
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Die Spezifität der für die immunhistochemischen Analysen verwendeten Antikörper, wurde in
Kontrollexperimenten überprüft. In Experimenten, bei denen die Gefrierschnitte nur mit dem
sekundären Antikörper inkubiert wurden (= Kontrolle für Kreuzreaktivität des sekundären An-
tikörpers), kann lediglich ein schwaches Hintergrundsignal des Gewebes detektiert werden (nicht
gezeigt). Außerdem wurde die Spezifität des anti-Am5-HT1-Antikörpers durch Präabsorptions-
experimente überprüft. Sind die Gefrierschnitte eines Bienengehirns mit einer Lösung inkubiert
worden, welche den unbehandelten Antikörper enthielt, so bekam man die bereits beschriebe-
nen Markierungen innerhalb der Pilzkörper, der optischen Neuropile sowie der Ocellarnerven
(Abb. 12 A). Inkubierte man dagegen einen entsprechenden Gefrierschnitt mit einer Lösung, in
welcher der Antikörper mit dem zur Immunisierung eingesetzten Fusionsprotein (MPB-Am5-
HT1CPL3) präadsorbiert wurde, so ist keine Immunreaktivität nachweisbar (Abb. 12 B).
Weiterhin sollte untersucht werden, ob das Am5-HT1-Rezeptorprotein in der Nähe von seroto-
nergen Fasern zu finden ist, bzw. ob Serotonin und der Am5-HT1-Rezeptor kolokalisiert oder
in enger Nachbarschaft lokalisiert sind. Hierfür wurden Doppelmarkierungen mit anti-Am5-HT1

und anti-5-HT durchgeführt (Abb. 13). 5-HT-ähnliche und Am5-HT1-ähnliche Immunreakti-
vität sind nicht Regel nicht kolokalisiert. Sie sind jedoch in räumlicher Nähe zueinander zu
finden. In der Lamina ist der Rezeptor, wie bereits beschrieben, in den Laminaschichten A
und B lokalisiert. In der C-Schicht, welche keine Rezeptormarkierung aufweist, sind serotoner-
ge Fasern lokalisiert (Abb. 13 D). Von Neuronen dieser Schicht ziehen vereinzelte Fortsätze
in die Am5-HT1-immunreaktive Schicht B. In der Medulla kann man eine Kolokalistation von
Rezeptormarkierung und 5-HT-ähnlicher Immunreaktivität in den Medulla-Schichten 2 und 3
ausmachen (Abb. 13 D). Innerhalb der Lobula-Schichten 2, 5 und 6, welche eine hohe Am5-HT1-
Rezeptordichte aufweisen, sind ebenfalls Geflechte von 5-HT-immunreaktiven-Fasern vorhanden
(Abb. 13 D).
Weiterhin findet man überlappende Am5-HT1- und 5-HT-ähnliche Immunreaktivität am Basal-
ring der Pilzkörperkelche (Abb. 13 A) und in den Ocellarnerven (Abb. 13 B). Im α-Lobus ist die
5-HT-ähnliche Immunfluoreszenz ebenfalls in horizontalen Streifen ausgebildet. Jedoch weisen
die Bereiche, in denen der Rezeptor nicht bzw. nur in geringer Dichte vorkommt, die stärksten
Signale 5-HT-ähnlicher Immunfluoreszenz auf (Abb. 13 C). Der α-Lobus ist zusätzlich von einem
starken Geflecht serotonerger Fasern umgeben.

Abb. 13 (nächste Seite): Immunhistochemische Analyse zur räumlichen Beziehung von
Am5-HT1 und 5-HT.
A Ausschnitt aus den Pilzkörpern. B Detailaufnahme der Ocellarnerven.
C Detailaufnahme des α-Lobus. D Ausschnitt aus den optischen Lo-
ben.
Die Aufnahmen repräsentieren Projektionen von Bildstapeln von Frontal-
schnitten des Gehirns von Sammlerbienen mit einer Gesamtdicke von jeweils
25 μm. In den Analysen kamen anti-Am5-HT1 (1:1.000) und goat-anti-rabbit-
Alexa488 (1:50, durch Blaulichtanregung sichtbar gemacht, in der Abbildung
grün, Xi) sowie anti-5-HT (1:200) und goat-anti-rat-Cy3 (1:200, durch Grün-
lichtanregung sichtbar gemacht, in der Abbildung rot, Xii) zur Anwendung.
In Xiii sind Xi und Xii zusammengelegt. Der Maßstabsbalken entspricht
100 μm.
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Immuncytochemische Analyse zum Nachweis der Expression des Am5-HT1-
Rezeptorproteins in HEK293-Zellen
Den Am5-HT1-Rezeptor stabil exprimierende sowie nicht-transfizierte HEK293-Zellen wurden
fixiert und sowohl mit dem anti-Am5-HT1-Antikörper, als auch mit dem anti-HA-Antikörper
inkubiert (Abb. 14). Beide Antikörper erkennen in der Am5-HT1-Zelllinie das Rezeptorprotein
und markieren Bereiche in der Zellperipherie. Kontrollexperimente, bei denen jeweils der pri-
märe Antikörper weggelassen bzw. welche auf nicht-transfizierten HEK293-Zellen durchgeführt
wurden, zeigen bei identischen Aufnahmebedingungen keine vergleichbaren Markierungen.

Abb. 14: Immuncytochemischer Nachweis von Am5-HT1 in stabil transfizierten HEK293-
Zellen.
A Zellen der Am5-HT1-Zelllinie wurden mit anti-Am5-HT1 (1:1.100) und anti-rabbit-Alexa568
(1:200) inkubiert.
B Kontrollexperiment zu A, ohne primären Antikörper.
C Zellen der Am5-HT1-Zelllinie wurden mit anti-HA (5.000) und anti-rat-Cy3 (1:200) inku-
biert.
D Kontrollexperiment mit nicht-transfizierten HEK293-Zellen. Diese wurden mit anti-Am5-
HT1 (1:1.000) und anti-rabbit-Alexa568 (1:200) inkubiert.
Die Abbildungen zeigen identisch fixierte HEK293-Zellen im differentiellen Interferenzkontrast-
(Xi) und Immunfluoreszenz-Aufnahmen (Xii). Die Cy3- bzw. Alexa568-konjugierten sekun-
dären Antikörper wurden durch Grünlichtanregung sichtbar gemacht. Der Maßstabsbalken
entspricht 40 μm.
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3.1.4 Funktionelle und pharmakologische Charakterisierung von Am5-HT1

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bewirken bei Aktivierung über die Kopplung an G-Proteine
eine Konzentrationsänderungen intrazellulärer Botenstoffe. Von 5-HT1-Rezeptoren weiß man,
dass sie negativ an die AC koppeln und somit bei Aktivierung eine Verminderung der intrazel-
lulären cAMP-Konzentration ([cAMP]i) bewirken. Für die funktionelle und pharmakologische
Charakterisierung des Am5-HT1-Rezeptors wurden HEK293-Zellen stabil mit dem Expressi-
onsvektor pcDNA-Am5-ht1 transfiziert. Die Expression des Am5-HT1-Rezeptorproteins wurde
sowohl an Membranproteinen in Western-Blot-Analysen (Abb. 9), als auch immuncytochemisch
an fixierten Zellen der verwendeten Zelllinie nachgewiesen (Abb. 14). Die hohe strukturelle
Ähnlichkeit zu homologen 5-HT1-Rezeptoren führte zu der Annahme, dass sich der Am5-HT1-
Rezeptor funktionell kongruent zu diesen verhält. Für die funktionelle Untersuchung musste die
AC stimuliert werden. Dies geschah mit dem hydrophilen Forskolin-Analogon NKH477. Dabei
wurde untersucht, ob 5-HT bzw. andere Liganden die NKH477-stimulierte cAMP-Produktion
durch die Aktivierung/Blockierung des Am5-HT1-Rezeptors beeinflussen.

Endogen exprimierte Rezeptoren
HEK293-Zellen sind in der Lage unter bestimmten Umständen endogen Rezeptoren zu ex-
primieren. In nicht-transfizierten HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass Dopamin- und
Octopamin-Applikation (je 10 μM) zu einer signifikanten [cAMP]i-Erhöhung führt, welche wahr-
scheinlich durch die Aktivierung endogener Amin-Rezeptoren verursacht wird.

Funktionalitätsnachweis und die Wirkung biogener Amine auf die [cAMP]i
Die Funktionalität des Am-HT1-Rezeptors sollte durch die Inkubation von HEK293-Zellen mit
5-HT und die sich anschließende Bestimmung der [cAMP]i nachgewiesen werden (Abb. 15 A).
In der Am5-HT1-Zelllinie ist eine signifikante Erniedrigung der [cAMP]i nach 5-HT-Inkubation
(10 μM) zu verzeichnen. Die NKH477 vermittelte cAMP-Produktion wird auf 40 % gedrosselt.
Diese Wirkung von 5-HT ist in nicht-transfizierten HEK293-Zellen nicht zu beobachten. Die
Dosisabhängigkeit der Blockierung der cAMP-Synthese durch die Aktivierung des Am5-HT1-
Rezeptors, wurde mit 5-HT-Konzentrationen von 10−9 bis 3 x 10−5 M untersucht (Abb. 15 B).
Die Auswertung der Dosis-Wirkungs-Kurve ergab die halbmaximale Verminderung der NKH477-
induzierten cAMP-Produktion (EC50-Wert) bei 16,9 nM 5-HT (logEC50 = -7,77 ± 0,08, Mittel-
wert ± Standardfehler). Bei einer Konzentration von ≥ 3 μM 5-HT ist die maximale Blockierung
der NKH-induzierten cAMP-Produktion erreicht. In nicht-transfizierten HEK293-Zellen konnte
durch keine dieser 5-HT-Konzentrationen eine signifikante [cAMP]i-Erniedrigung nachgewiesen
werden.
Durch die Inkubation von HEK293-Zellen mit biogenen Aminen (Abb. 15 A) wurde die Ligan-
denspezifität des Am5-HT1-Rezeptors überprüft. Dopamin und Octopamin (je 10 μM) führen
sowohl in nicht-transfizierten HEK293-Zellen, als auch in der Am5-HT1-Zelllinie zu einer signifi-
kanten [cAMP]i-Erhöhung, welche auf endogene Rezeptoren der HEK293-Zellen zurückzuführen
ist. Die biogenen Amine Tyramin und Histamin (je 10 μM) zeigen in beiden Zelllinien keine
signifikante Wirkung.
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Abb. 15: Wirkung Biogener Amine auf die intrazelluläre cAMP-Konzentration Am5-HT1-
exprimierender HEK293-Zellen.
A: Nicht-transfizierte und Am5-HT1-exprimierende HEK293-Zellen wurden mit biogenen Ami-
nen (je 10 μM) inkubiert. Signifikante Unterschiede zur NKH477-stimulierten [cAMP]i der
jeweiligen Zelllinie sind durch ** gekennzeichnet (one-way ANOVA, gefolgt von Dunnett’s
multiple comparison Test, p < 0,01).
B: Dosis-abhängige Wirkung von Serotonin auf die [cAMP]i in den Am5-HT1-exprimierenden
HEK293-Zellen.
Alle Messungen erfolgten in Gegenwart von IBMX (100 μM). Die Ermittlung der basalen
[cAMP]i erfolgte mit 100 μM IBMX in Abwesenheit jeglicher Liganden. Die Bestimmung einer
möglichen Liganden-abhängigen Erniedrigung der [cAMP]i erfolgte in Gegenwart von NKH477
(10 μM). Alle Werte sind auf die [cAMP]i bei Inkubation mit IBMX und NKH477 (gestrichel-
te Linie) normiert. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen. Die
Fehlerbalken stellen die Standardfehler dar.

Wirkung von Agonisten und Antagonisten auf die [cAMP]i
Für die pharmakologische Charakterisierung des Am5-HT1-Rezeptors, wurde der Einfluss ver-
schiedener bekannter 5-HT1-Rezeptor Agonisten und Antagonisten auf die NKH477-stimulierte
[cAMP]i getestet.
Bei den Experimenten stellte sich heraus, dass 5-Methoxytryptamin (5-MT) und 5-Carbox-
amidotryptamin (5-CT) den vorher beschriebenen 5-HT-Effekt imitieren, und die NKH477-
induzierte [cAMP]i auf 50 bzw. 40 % reduzieren können (Abb. 16 A). Die Effekte dieser beiden
Substanzen lassen sich ebenfalls in einer sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurve beschreiben. Der
EC50-Wert für 5-MT liegt bei 3,63 μM (logEC50 = -5,44 ± 0,22, Mittelwert ± Standardfeh-
ler) bzw. für 5-CT bei 700,5 nM (logEC50 = -6,15 ± 0,15, Mittelwert ± Standardfehler). Auf
nicht-transfizierten HEK293-Zellen konnten für beide Agonisten keine Effekte festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Die Substanzen 8-OH-DPAT, Buspiron und Sumatriptan zeigten keine
Wirkung auf die Am5-HT1-Zelllinie.
Drei Substanzen, welche als potentielle Antagonisten getestet wurden, zeigen deutliche Effek-
te auf die Am5-HT1-Zelllinie (Abb. 16 B). Auf nicht transfizierten HEK293-Zellen waren diese
jedoch wirkungslos. Methiothepin stellte sich als vollwertiger Antagonist heraus, welcher im
Stande ist, die 5-HT-induzierte Wirkung komplett aufzuheben. Für Methiothepin wurde eine
dosis-abhängige Wirkung festgestellt und ein EC50-Wert von 10,6 μM (logEC50 = -4,97 ± 1,14,
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Mittelwert ± Standardfehler) ermittelt. Allerdings war es in diesen Messungen nicht immer
möglich, den Methiothepin-Effekt bei 100 μM zu messen. Prazosin und WAY100635 können als
partielle Agonisten angesehen werden, da sie den 5-HT-Effekt in etwa zur Hälfte blockieren. Die
EC50-Werte liegen bei 1,5 μM (logEC50 = -5,83 ± 0,23, Mittelwert ± Standardfehler) für Pra-
zosin und 4,8 μM (logEC50 = -5,32 ± 0,40, Mittelwert ± Standardfehler) für WAY100635. Für
Spiperon konnte weder auf der Am5-HT1-Zelllinie noch auf nicht-transfizierten HEK293-Zellen
eine Wirkung nachgewiesen werden.

Abb. 16: Dosis abhängige Wirkung verschiedener Substanzen auf die [cAMP]i Am5-HT1-
exprimierender HEK293-Zellen.
A: Dosis-abhängige Wirkung der Agonisten 5-Methoxytryptamin (5-MT) und
5-Carboxyamidotryptamin (5-CT) auf die [cAMP]i in der Am5-HT1-Zelllinie.
B: Dosis-abhängige Wirkung der Antagonisten Methiothepin, Prazosin und WAY100635
auf die [cAMP]i in der Am5-HT1-Zelllinie. Alle Messungen wurden auf 5-HT-Hintergrund
(0,5 μM 5-HT) durchgeführt.
Alle Messungen erfolgten in Gegenwart von IBMX (100 μM). Die Ermittlung der basalen
[cAMP]i erfolgte mit 100 μM IBMX in Abwesenheit jeglicher Liganden. Die Bestimmung einer
möglichen Liganden-abhängigen Erniedrigung der [cAMP]i erfolgte in Gegenwart von NKH477
(10 μM). Alle Werte sind auf die [cAMP]i bei Inkubation mit IBMX und NKH477 (gestrichelte
Linie) normiert. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen. Die
Fehlerbalken stellen die Standardfehler dar.
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3.2 Der Am5-HT2α-Rezeptor

3.2.1 Isolierung und Charakterisierung der Am5-HT2α-Rezeptor-cDNA

Analog zu dem Am5-HT1-Rezeptor konnte innerhalb der genomischen DNA der Honigbiene ein
weiteres Gen für einen 5-HT-Rezeptor ermittelt werden. Die Sequenzinformation dieses Gens
wurde in PCR-Experimenten genutzt, um die vollständige Rezeptor-cDNA zu amplifizieren und
in den pGEM-Vektor zu integrieren.
Das Am5-ht2α-Gen besitzt einen offenen Leserahmen von 1962 bp und ist auf 7 Exons ver-
teilt (Tab. 5). Diese sind in 3’→5’-Richtung auf dem Contig3527 (Acc.No. AADG05003527) auf
dem Chromosom LG9 lokalisiert. Die Introns findet man in jenen Sequenzbereichen, welche
für den N-Terminus, die ECL1 und 2, die CPL3 und den C-Terminus kodieren. Das annotierte
Am5-ht2α-Gen zeigt einen deutlichen Unterschied zu dem klonierten Rezeptor. So beginnt im
annotierten Gen das Exon V (ExonVannot) bei Position 1202 des offenen Leserahmen des klo-
nierten Rezeptors. Zwar besitzt ExonVannot, im Gegensatz zu Exon V des klonierten Rezeptors
einen stark konservierten Spleiß-Akzeptor (aacag/GTGCA), jedoch konnte diese Variante in
PCR-Experimenten nicht gefunden werden.
Es konnte außerdem eine cDNA isoliert werden, welche einen offenen Leserahmen von 1737 bp
besitzt. Die Analyse der Sequenz dieser cDNA zeigte, dass es sich um eine Spleißvariante
- Am5-ht2αtr - handelt. Dieser fehlt das komplette ExonIII (225 bp) (vgl. Tab. 5, Schema),
wodurch jedoch der ORF unbeeinflusst bleibt. Die übrige Sequenz ist identisch zur vollständi-
gen Variante.

Tab. 5: Genomische Organisation des Am5-ht2α-Gens. Die Tabelle listet die Merkmale der Exons
des Am5-ht2α-Gens auf. Die Exonsequenzen sind in Groß- und die Intronsequenzen in Klein-
buchstaben dargestellt. Das Schema dient der Verdeutlichung der genomischen Struktur der
vollständigen cDNA sowie der trunkierten Variante. Die Boxen repräsentieren die Exons und
die abgewinkelten Linien die Introns. Die Lage der für die Transmembrandomänen kodierenden
Bereiche wird durch schwarze Kästen angezeigt.

Exon Länge cDNA-Position Contig-Position Spleiß-Akzeptor Spleiß-Donor

I 309 bp 1 - 309 99683 - 99991 - ATCAG/gtgaa
II 301 bp 310 - 610 99309 - 99609 cacag/ATATT CTTGG/gtgag
III 225 bp 611 - 835 83794 - 84018 tgcag/GATAC TTTGG/gtaaa
IV 319 bp 836 - 1154 82688 - 83006 cccag/GCATA GACAG/gtaaa
V 270 bp 1155 - 1424 81872 - 82141 tccag/TTTAA CTCAG/gttcg
VI 297 bp 1425 - 1721 81198 - 81494 cccag/GTTTC TCCAG/gtgag
VII 241 bp 1722 - 1962 80344 - 80584 tctag/GTCAG -

Am5-ht2α

Am5-ht2αtr
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Abb. 17: Alignment der abgeleiteten Aminosäuresäuresequenz von orthologen 5-HT2-Rezeptoren aus
A. mellifera (Am5-HT2α), Drosophila melanogaster (Dm5-HT2, CAA57429), Am5-HT2β und
Panulirus interruptus (Pan5-HT2β , AY550910). Putative Transmembranregionen sind durch
graue Boxen (TM1-7) markiert. Schwarz sind identische AS (≥ 80 %) und grau konservativ
substituierte AS hinterlegt. Konsensusstellen für Am5-HT2α sind grün und für AM5-HT2β rot
markiert. Schwarze Symbole markieren identische Konsensusstellen in beiden Rezeptorsequen-
zen. Hierbei steht ▼ für N-Glykosylierung, ◆ für Phosphorylierung via PKA, ● für Phosphory-
lierung via PKC und * für C-Palmitoylierung. Unterstrichene AS repräsentieren jenen Bereich
der CPL3 im Am5-HT2α-Rezeptor der für die Antikörperherstellung genutzt wurde.
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Abb. 18: Strukturelle Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz des Am5-HT2α-
Rezeptors.
A: Hydropathieprofil nach Kyte & Doolittle (1982). Die Fensterweite betrug 19 AS. Be-
reiche mit Hydrophobizitätswerten größer als 1,6 deuten auf Transmembrandomänen hin.
B: Die Transmembrantopologie wurde mit Hilfe des TMHMM-Server 2.0 erstellt
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Die grauen Bereiche repräsentieren die Trans-
membrandomänen.

3.2.2 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz

Die Am5-ht2α-cDNA weist einen 1962 bp langen offenen Leserahmen auf, welcher für ein 653 AS
langes und 71,5 kDa schweres Protein - Am5-HT2α - kodiert (vgl. Abb. 17). Hydropathiepro-
fil und Transmembrandomänenvorhersage (Abb. 18) sagen einen 140 AS langen extrazellulären
N-Terminus vorher. Diesem folgen sieben Transmembrandomänen, verbunden durch je 3 intra-
und extrazelluläre Schleifen. Die CPL3 wird von 176 AS gebildet. Der C-Terminus ist 72 AS
lang und intrazellulär lokalisiert. Die trunkierte cDNA kodiert für ein Protein - Am5-HT2αtr.
Dieses besitzt eine Länge von 578 AS und ist, bis auf die fehlenden TM3 und 4 sowie die CPL2,
identisch zu dem vollständigen Am5-HT2α-Protein.
Die Sequenzanalyse zeigt stark konservierte Aminosäuren, welche in Tab. 6 aufgelistet sind.
Auffällig ist, dass der Aspartatrest des für biogene Aminrezeptoren typischen DRY-Motivs in
diesem Rezeptor gegen ein Glycinrest substituiert ist (GRY, 237-239).
Es konnten zudem mehrere Aminosäuren gefunden werden, welche posttranslational modifi-
ziert werden können. N-Glykosylierung (N-x-S/T) ist an 4 Stellen im N-Terminus möglich:
NLT (12-14), NVS (71-73), NET (96-98) und NAT (113-115). Zudem findet man im C-Terminus
zwei Cysteinreste (CKC, 570-572), wodurch die C-Palmitoylierung und damit die Verankerung
des C-Terminus in der Zellmembran möglich ist. Dagegen zeigt die Sequenzanalyse keine Mög-
lichkeit für die Phosphorylierung via PKC oder PKA.
In phylogenetischen Analysen (Abb. 7) gruppiert Am5-HT2α stets mit den anderen 5-HT2-
Rezeptoren. Auffällig ist, dass Am5-HT2α nicht mit dem zweiten 5-HT2-Rezeptor der Honigbiene
(Am5-HT2β) gruppiert, sondern in einem abgehobenen Cluster zusammen mit Vertebraten-5-
HT2-Rezeptoren zu finden ist. Die größte Ähnlichkeit besteht zu dem 5-HT2-Rezeptor aus D.
melanogaster (Dm5-HT2, Colas et al., 1995).
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Tab. 6: Konservierte Aminosäurereste im Am5-HT2α-Rezeptorprotein. Nomenklatur der Ami-
nosäurereste innerhalb der Transmembrandomänen nach Ballesteros & Weinstein (1995).
TM Transmembrandomäne, ECL extrazelluläre Schleife, CPL cytoplasmatische Schleife.

Domäne AS/-Motiv AS-Position Domäne AS/-Motiv AS-Position

TM1 G1.49N1.50 157-158 TM5 F5.47xxP5.50 309
V1.53 161 Y5.58 320

TM2 S2.45L2.46A2.47 181-138 CL3 ExKAxxxL 494-501
D2.50 186 TM6 F6.44 508
V2.57M2.58P2.59 193-195 W6.47 512

ECL1 W 206 P6.49F6.50F6.51 514-516
C 213 ECL3 C 525

TM3 D3.32 220 TM7 W7.40L7.42G7.42 540-542
S3.39I3.40 227-228 Y7.43 543
R2.50Y2.51 238-239 S7.46 546

TM4 W4.50 265 N7.49P7.50xxY7.53 549-553
ECL2 C 293

3.2.3 Generierung eines monoklonalen Antikörpers gegen Am5-HT2α

Wie bereits beschrieben, existieren alternativ gespleißte mRNAs von Am5-ht2α. Es sollte die
Frage beantwortet werden, ob beide Varianten in vivo als Protein vorliegen. Hierfür sollte ein
monoklonaler Antikörper gegen die dritte cytoplasmatische Schleife dieses Rezeptors hergestellt
werden (Abschnitt 2.6.10, Seite 27). Dieser hätte zum einen den Vorteil, dass er in Western-
Blot-Analysen beide Rezeptorvarianten erkennen würde. Zum anderen erkennt ein monoklonaler
Antikörper nur eine antigene Determinante, wodurch eine hohe Spezifität erreicht werden sollte.

Das Testen der monoklonalen Antikörper in Western-Blot-Analysen
Es konnten Hybridoma-Zellen erzeugt werden, welche in Zellkultur genommen wurden. In ersten
ELISA-Tests wurden mehrere Kulturen positiv getestet (gegen His-Tag-Am5-HT2α, Daten nicht
gezeigt). Diese wurden anschließend in Western-Blot-Experimenten getestet. Hierbei dienten
Fusionsproteine, welche die CPL3 des Am5-HT2α-Rezeptors enthielten (Maltosebindeprotein,
His-Tag-Bindeprotein) als Positivkontrolle. Entsprechende Fusionsproteine der CPL2 dienten
als Negativkontrolle. Kulturen, deren Antikörper die CPL3 des Am5-HT2α-Rezeptors erkannten
und dabei eine geringe Hintergrundaktivität zeigten, wurden erhalten und es wurde versucht,
die Zellen dieser Kulturen zu vereinzeln. Waren monoklonale Kulturen herangewachsen, wurden
diese wieder in ELISA-Tests und Western-Blot-Analysen gegen Fusionsproteine getestet. Ex-
emplarisch zeigt Abbildung 19 A einen Western-Blot mit Fusionsproteinen, inkubiert mit dem
Antikörper anti-Am5-HT2αDD3. Positiv getestete Antikörper wurden anschließend in einer wei-
teren Western-Blot-Analyse untersucht.
Hierbei waren Membranproteine aus HEK293-Zellen, welche entweder die eine oder die andere
Am5-HT2α-Rezeptorvariante exprimieren, aufgetragen. Es konnten 2 Kulturen (DD3, FB5) ge-
funden werden, deren Antikörper die Rezeptorproteine erkennen. In HEK293-Zellen detektieren
diese Antikörper in gleicher Weise Proteine wie der HA-Antikörper (Abb. 19 B). Bei HEK293-
Zellen, welche den vollständigen Rezeptor exprimieren, markieren die Antikörper zwei Banden
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Abb. 19: Western-Blot-Analysen mit dem anti-Am5-HT2αDD3-Antikörper.
A: Western-Blot-Analyse mit anti-Am5-HT2αDD3 (Kulturüberstand 1:10) auf ungereinig-
ten Fusionsproteinen. Auf jeder Bahn wurden 3 μl Homogenat entsprechender E. co-
li-Übernachtkulturen aufgetragen. Als sekundärer Antikörper diente goat-anti-mouse-HRP
(1:20.000).
B:Western-Blot-Analyse von Membranproteinen aus HEK293-Zellen mit anti-Am5-HT2αDD3
(Kulturüberstand 1:10) und goat-anti-mouse-HRP (1:20.000). Auf jeder Bahn wurden 10 μg
Protein aufgetragen. Als Positiv-Kontrolle dienten identische Western-Blots, welche mit anti-
HA (1:5.000) und goat-anti-rat-HRP (1:20.000) inkubiert wurden.
C: Western-Blot-Analyse von Membranproteinen von HEK293-Zellen. Auf jeder Bahn wurden
7 μg der entsprechenden Proteinfraktion eingesetzt. Je eine der Proben wurde mit PNGase F
behandelt (+), die andere nicht (-). Die Inkubation des Western-Blots erfolgte mit anti-HA
(1:5.000) und dem sekundären Antikörper goat-anti-rat HRP (1:20.000) bzw. mit dem anti-
Am5-HT2αDD3 (1:10) und dem sekundären Antikörper goat-anti-mouse HRP (1:20.000).
Der Molekulargewichtsstandard (in kDa) ist jeweils links angegeben. MBP Maltosebindepro-
tein, His-Tag His-Tag-Bindeprotein, nt nicht transfiziert, voll vollständig, tru trunkiert

von 60 bzw. 66 kDa. Die Analyse der den trunkierten Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen
zeigt, dass hier ebenfalls zwei Banden markiert werden (55 bzw. 63 kDa). Wie der PNGa-
se F-Verdau zeigt, handelt es sich bei der größeren Bande jeweils um das glykosylierte Protein
(Abb. 19 C). Damit weichen die Größen der Proteine leicht von den vorhergesagten Gewichten ab
(71,5 bzw. 63,0 kDa für den vollständigen bzw. trunkierten Rezeptor). Die beiden monoklonalen
Antikörper müssen allerdings in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt werden, damit die Re-
zeptorproteine erkannt werden. In vielen der durchgeführten Experimente führt die Inkubation
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mit diesen Antikörpern außerdem zu Flecken, welche keine spezifischen Markierungen darstel-
len. Sie sind weder reproduzierbar noch erscheinen sie parallel zu den anderen Proteinbanden
(vgl. Abb. 19 C). In Western-Blot-Analysen von Gewebeproben (unbehandelte Membranprotei-
ne, sowie deglykosylierte Membranproteine) konnten keine Proteine detektiert werden, welche in
der Größe dem vollständigen, bzw. dem trunkierten Rezeptorprotein entsprechen (Daten nicht
gezeigt). Zudem traten auch hier die Probleme mit unspezifischen Flecken auf.

Die monoklonalen Antikörper in immuncytochemischen Analysen
In einer weiteren Analyse sollte getestet werden, ob die Antikörper das native Rezeptorprotein
in fixierten HEK293-Zellen erkennen. In Zellen, die den vollständigen Am5-HT2α-Rezeptor ex-
primieren, entstehen durch Inkubation mit den spezifischen Antikörpern Markierungen, welche
denen entsprechen, die durch Inkubation mit dem anti-HA-Antikörper erzielt werden (Abb. 20 A,
C). Lässt man in einem Kontrollexperiment die primären Antikörper weg, so sind keine derar-
tigen Markierungen zu sehen (Abb. 20 B, D). Gleiches gilt für HEK293-Zellen, in welchen der
trunkierte Rezeptor exprimiert wird (Abb. 20 E-H). Jedoch mussten hierbei sowohl der anti-
HA-Antkörper, als auch die spezifischen monoklonalen Antikörper um den Faktor 10 stärker
konzentriert eingesetzt werden. In Kontrollexperimenten, in welchen die monoklonalen Antikör-
per auf fixierten nicht-transfizierten HEK293-Zellen eingesetzt wurden, sind keine vergleichbaren
Signale zu beobachten (Abb. 20 I).
Es wurde außerdem versucht, das Rezeptorprotein in fixiertem Bienengewebe mit Hilfe der mono-
klonalen Antikörper nachzuweisen. In diesen Experimenten konnten keine Markierungen gefun-
den werden, welche sich vom Hintergrundsignal abheben. Es wurde auch versucht, die fixierten
Proteine mit Hilfe von Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) zu denaturieren.
Auch diese Behandlung führte zu keiner sichtbaren Immunreaktivität.

Abb. 20 (nächste Seite): Immuncytochemischer Nachweis des Am5-HT2α-Rezeptorproteins
in stabil transfizierten HEK293-Zellen.
A: Zellen der Am5-HT2α-Zelllinie wurden mit anti-Am5-HT2αDD3 (1:100)
und anti-mouse-Alexa568 (1:200) inkubiert.
B: Kontrollexperiment zu A, ohne primären Antikörper.
C: Zellen der Am5-HT2α-Zelllinie wurden mit anti-HA (1:5.000) und anti-
rat-Cy3 (1:200) inkubiert.
D: Kontrollexperiment zu C, ohne primären Antikörper.
E: Zellen der Am5-HT2αtrunkiert-Zelllinie wurden mit anti-Am5-HT2αDD3
(1:10) und anti-mouse-Alexa568 (1:200) inkubiert.
F: Kontrollexperiment zu E, ohne primären Antikörper.
G: Zellen der Am5-HT2αtrunkiert-Zelllinie wurden mit anti-HA (1:500) und
anti-rat-Cy3 (1:200) inkubiert.
H: Kontrollexperiment zu G, ohne primären Antikörper.
I: Kontrollexperiment mit nicht-transfizierten HEK293-Zellen. Diese wurden
mit anti-Am5-HT2αDD3 (1:10) und anti-mouse-Alexa568 (1:200) inkubiert.
Die Abbildungen zeigen identische fixierte HEK293-Zellen im differentiellen
Interferenzkontrast- (Xi) und Immunfluoreszenz-Aufnahmen (Xii). Die Cy3-
bzw. Alexa568-konjugierten sekundären Antikörper wurden durch Grün-
lichtanregung sichtbar gemacht. Der Maßstabsbalken entspricht 40 μm.
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3.2.4 Funktionelle und pharmakologische Charakterisierung von Am5-HT2α

Es ist bekannt, dass die Aktivierung von 5-HT2-Rezeptoren zu einer Erhöhung der intrazellulä-
ren Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) führt. Die Änderung der [Ca2+]i kann fluorometrisch mit dem
Farbstoff Fluo4 verfolgt werden (vgl. Abschnitt 2.7.4, Seite 31). HEK293-Zellen die Am5-HT2α

stabil exprimieren, sollten genutzt werden, um diesen Rezeptor funktionell und pharmakologisch
zu charakterisieren. Zudem sollte geklärt werden, ob das trunkierte Am5-HT2α-Rezeptorprotein
allein ebenfalls als 5-HT2-Rezeptor fungiert. Hierfür wurde es ebenfalls in HEK293-Zellen expri-
miert. Die Expression beider Rezeptorvarianten konnte sowohl in Western-Blot- (Abb. 19) als
auch in immuncytochemischen Analysen (Abb. 20) nachgewiesen werden.

Endogen exprimierte Rezeptoren
HEK293-Zellen exprimieren endogen aminerge Rezeptoren. Leurs et al. (1995) konnten zei-
gen, dass sich darunter der H1-Histamin-Rezeptor befindet, welcher die Änderung der [Ca2+]i
vermittelt. Die Inkubation von nicht-transfizierten HEK293-Zellen mit Histamin (10 μM) führt
auch in dieser Untersuchung zu einem signifikantem Anstieg der [Ca2+]i (Abb. 21 A). Für die
biogenen Amine Serotonin, Dopamin, Tyramin, Octopamin und Noradrenalin konnte kein mess-
barer Einfluss auf die [Ca2+]i nachgewiesen werden.

Abb. 21: Wirkung biogener Amine auf die intrazelluläre Ca2+-Konzentration Am5-HT2α-
exprimierender HEK293-Zellen.
A: Nicht-transfizierte HEK293-Zellen wurden mit biogenen Aminen (je 10 mM) inkubiert und
die [Ca2+]i fluorometrisch gemessen.
B: Am5-HT2α-exprimierende HEK293-Zellen wurden mit biogenen Aminen (je 10 mM) inku-
biert und die [Ca2+]i fluorometrisch gemessen.
Es wurden zusätzlich Zellen nur mit ES-Lösung inkubiert und der Basalwert bestimmt. Der
Mittelwert des Basalwertes wurde von allen Werten abgezogen. Dargestellt sind Mittelwerte
mit Standardabweichungen aus Achtfachbestimmungen. Signifikante Unterschiede zu 5-HT-
stimulierter [Ca2+]i der jeweiligen Zelllinie sind durch Sternchen gekennzeichnet (one-way
ANOVA, gefolgt von Dunnett’smultiple comparison Test, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** P < 0,001).
Die Ca2+-Konzentration ist in Zählereignissen/mg Gesamtprotein angegeben.
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Funktionalitätsnachweis und Wirkung biogener Amine auf die [Ca2+]i
In der HEK293-Zelllinie, welche den vollständigen Am5-HT2α-Rezeptor exprimiert, ist im Gegen-
satz zu nicht-transfizierten HEK293-Zellen sowie zu der Zelllinie, welche das trunkierte Rezeptor-
protein exprimiert, eine signifikante Erhöhung der [Ca2+]i nach 5-HT-Applikation zu beobachten
(Abb. 21 A). Durch die Inkubation der Zellen mit 5-HT in verschiedenen Konzentrationen, konn-
te die Dosisabhängigkeit dieses Effekts nachgewiesen werden (Abb. 22). Dabei wurde für den
Am5-HT2α-Rezeptor für 5-HT ein EC50-Wert von 3,52 nM (logEC50 = -8,49 ± 0,07, Mittelwert
± Standardfehler) ermittelt.
Die Spezifität des Am5-HT2α-Rezeptors sollte durch die Applikation weiterer biogener Amine
(10 μM, Abb. 21) nachgewiesen werden. Dabei erzeugte die Histamin-Applikation einen signi-
fikanten Anstieg der [Ca2+]i. Dies ist jedoch auf endogene Histaminrezeptoren zurückzuführen
(s. o.). Die biogenen Amine Dopamin, Tyramin, Octopamin und Noradrenalin hatten dagegen
keinen messbaren Einfluss.

Wirkung von Agonisten und Antagonisten auf die [Ca2+]i
Die weitere pharmakologische Charakterisierung des Am5-HT2α-Rezeptors erfolgte durch die
Testung von bekannten 5-HT2-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten.
Zunächst wurden Am5-HT2α-exprimierende HEK293-Zellen mit steigenden Konzentrationen der
Agonisten inkubiert. Die Dosis-Wirkungskurven der wirksamen Agonisten sind in Abb. 22 darge-
stellt. Die Agonisten 5-MT und 8-Hydroxy-DPAT sind in der Lage, den Rezeptor zu aktivieren,
was durch einen Anstieg der [Ca2+]i sichtbar wurde (Abb. 22). Diese Effekte sind konzentrati-
onsabhängig.

Abb. 22: Dosisabhängige Wirkung
verschiedener Agonisten
auf die intrazelluläre Ca2+-
Konzentration Am5-HT2α-
exprimierender HEK293-
Zellen.
Die Zellen wurden mit auf-
steigenden Konzentrationen
der Agonisten inkubiert. Die
Ca2+-Konzentration ist als re-
lative Fluoreszenz angegeben.
Dargestellt sind Mittelwerte
mit Standardabweichungen aus
Achtfachbestimmungen.

Es wurde für 5-MT ein EC50-Wert von 97,61 nM (logEC50 = -7,01 ± 0,05, Mittelwert ± Stan-
dardfehler) und für 8-OH-DPAT von 56,52 μM (logEC50 = -4,25 ± 0,16, Mittelwert ± Standard-
fehler) gemessen. Auf nicht-transfizierte HEK293-Zellen hatten diese Substanzen keine Wirkung.
Dagegen beeinflussen 5-CT und 2,5,-Dimethoxy-4-Iodamphetamin (DOI) die [Ca2+]i in nicht-
transfizierten HEK293-Zellen und konnten daher nicht in die Auswertung mit einbezogen werden.
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Abb. 23: Dosis abhängige Wirkung verschiedener Substanzen auf die [Ca2+]i Am5-HT2α-
exprimierender HEK293-Zellen.
A: Dosis-abhängige Wirkung der Antagonisten Cyproheptadin, Methysergid, Clozapin und
Methiothepin auf die [Ca2+]i in der Am5-HT2α-Zelllinie.
B: Dosis-abhängige Wirkung der Antagonisten Mianserin, SB200646 und Ketanserin auf die
[Ca2+]i der Am5-HT2α-Zelllinie.
Am5-HT2α exprimierende HEK293-Zellen wurden mit 50 nM 5-HT und mit steigenden Kon-
zentrationen der Antagonisten inkubiert. Die Ca2+-Konzentration ist als relative Fluoreszenz
angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Achtfachbestimmun-
gen.

Anschließend wurden die Zellen mit 50 nM 5-HT stimuliert und überprüft, ob potentielle Ant-
agonisten den 5-HT-Effekt blockieren können. Diese wurden in Konzentrationen von 1 nM bis
100 μM eingesetzt. Lisurid zeigt auch eine Wirkung auf nicht-transfizierte HEK293-Zellen und
wird daher in der Auswertung nicht berücksichtigt. Die konzentrationsabhängigen Effekte der
wirksamen Antagonisten sind in Abb. 23 graphisch dargestellt, die EC50-Werte, die ermittelten
Dissoziationskonstanten sowie die Effektivität der Substanzen ist Tabelle 7 zu entnehmen. Für
SB200646 wurde die höchste und für Methysergid die niedrigste Wirksamkeit für Am5-HT2α

nachgewiesen. Nach sinkender Effektivität lassen sich die Antagonisten wie folgt ordnen: Cy-
proheptadin > Methiothepin > Clozapin > Mianserin > Methysergid > SB200646 >> Ketanserin.

Tab. 7: Eigenschaften der wirksamen Am5-HT2α-Antagonisten. LogEC50-Werte als Mittelwert
± Standardfehler. Die Dissoziationskonstanten (Ki) wurden nach Cheng & Prusoff (1973)
und Jerman et al. (2001) berechnet. Die Effektivität ergibt sich aus der maximal erreichten
Abnahme des Fluoreszenzsignals bei der höchsten Antagonistenkonzentration, im Vergleich zur
alleinigen 5-HT-Stimulation (50 nM).

Antagonist EC50 [μM] logEC50 Ki Effektivität

Clozapin 2,25 -5,647 ± 0,1035 7,97 x 10−7 56 %
Cyproheptadin 0,61 -6,210 ± 0,1062 2,19 x 10−7 64 %
Ketanserin 0,12 -6,909 ± 0,4178 4,25 x 10−8 13 %
Methiothepin 0,84 -6,073 ± 0,1714 3,04 x 10−7 61 %
Methysergid 2,39 -5,622 ± 0,1475 8,46 x 10−7 45 %
Mianserin 0,10 -6,985 ± 0,0982 3,54 x 10−8 51 %
SB200646 0,06 -7,162 ± 0,1964 2,48 x 10−8 32 %
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3.3 Der Am5-HT2β-Rezeptor

3.3.1 Isolierung und Charakterisierung der Am5-HT2β-Rezeptor-cDNA

Als Folge der Veröffentlichung der genomischen Squenz der Honigbiene (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genome/guide/bee/) wurden mehrere partielle mRNAs postuliert, welche für weitere
5-HT2-Rezeptoren kodieren sollen. Diese annotierten mRNAs (Acc.No. XM_001122856,
XM_001119970, XM_624894) sind zu kurz, um für vollständige GPCRs zu kodieren (522 bp,
256 bp, 1053 bp) und enthielten jeweils die Information für max. 2 Transmembrandomänen.
Die konservierten Nucleotide zeigten große Ähnlichkeit zu Pan5-ht2β (Panulirus interruptus,
Acc.No. AY550910). Daher wurde das Bienengenom mit der Pan5-ht2β-Sequenz abgeglichen. Es
konnten spezifische Primer entwickelt werden, welche jeweils kurz vor dem Start-Codon bzw.
kurz hinter dem Stop-Codon binden. Mit diesen konnte eine cDNA amplifiziert und kloniert
werden, welche einen offenen Leserahmen von 2202 bp aufweist. Dieser ist in unterschiedlicher
Orientierung auf 3 Contigs verteilt (vgl. Tab. 8). Ein Contig (Acc.No. NW_001252966) wurde
dem Chromosom LG10 zugeordnet. Die anderen zwei erfuhren bisher keine Zuordnung zu einem
Chromosom. Die Introns findet man in den für die ECL 1 und 2 sowie der CPL 3 kodierenden
Bereiche des Am5-ht2β-Gens. Für diesen Rezeptor konnte ebenfalls eine alternative Spleißvarian-
te nachgewiesen werden. Das fehlende ExonII führt zu einer Verschiebung des ORF und einem
vorzeitigen Stop-Codon. Dieser ORF kodiert für die Bereiche N-Terminus bis ECL1. Zudem
konnte ein zweiter ORF entdeckt werden, welcher im dritten Exon beginnt, bis zum eigentlichen
Stop-Codon reicht und für die Bereiche TM5 bis C-Terminus kodiert (vgl. Tab. 8, Schema).

Tab. 8: Genomische Organisation des Am5-ht2β-Gens. Die Tabelle listet die Merkmale der
Exons des Am5-ht2β-Gens auf. Das Gen liegt auf mehreren Contigs (A: NW_001262451,
B: NW_001252966, und C: NW_001262048) in jeweils unterschiedlicher Orientierung. Die Ex-
onsequenzen sind in Groß- und die Intronsequenzen in Kleinbuchstaben dargestellt. Das Schema
dient der Verdeutlichung der genomischen Struktur, sowohl für die vollständige cDNA als auch
für die trunkierte Variante. Die Boxen repräsentieren die Exons und die abgewinkelten Linien die
Introns. Die Lage der für die Transmembrandomänen kodierenden Bereiche wird durch schwarze
Kästen angezeigt. Exons mit Leserasterverschiebung sind grau dargestellt.

Exon Länge cDNA-Position Contig/-Position Spleiß-Akzeptor Spleiß-Donor

I 394 bp 1 - 394 A 3’→5’ 23247 - 23640 - CAGAG/gtaag
II 233 bp 395 - 627 B 5’→3’ 44050 - 44282 tacag/GATAT CGAAG/gtgag
III 217 bp 628 - 844 B 5’→3’ 56833 - 57049 tccag/GAGGA GGGAG/gttag

C 3’→5’ 38767 - 38983 tccag/GAGGA GGGAG/gttag
IV 331 bp 845 - 1175 C 3’→5’ 29971 - 30301 tccag/GGCTG CACGG/gtaag
V 533 bp 1176 - 1708 C 3’→5’ 17612 - 18144 ttcag/GAGCG GGGAG/gtggg
VI 494 bp 1709 - 2202 C 3’→5’ 16497 - 16990 cgcag/GAAGC -

Am5-ht2β

Am5-ht2βtr
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Abb. 24: Strukturelle Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz des Am5-HT2β-
Rezeptors.
A: Hydropathieprofil nach Kyte & Doolittle (1982). Fensterweite 19 AS. Bereiche mit
Hydrophobizitätswerten größer als 1,6 deuten auf Transmembrandomänen hin.
B: Die Transmembrantopologie wurde mit Hilfe des TMHMM-Server 2.0 erstellt
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Die grauen Bereiche repräsentieren die Trans-
membrandomänen.

3.3.2 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz

Der ORF des Am5-ht2β-Gens kodiert für ein 733 AS langes und 80,7 kDa schweres Protein
- Am5-HT2β (vgl. Abb. 17). Die strukturelle Analyse der Sequenz (Abb. 24) verlangt einen
68 AS langen extrazellulären N-Terminus. Diesem schließen sich sieben Transmembrandomänen
an, welche durch extra- und intrazelluläre Schleifen miteinander verbunden sind. Die CPL3 ist
mit 399 AS ungewöhnlich lang. Der intrazelluläre N-Terminus ist dagegen mit einer Länge von
25 AS relativ kurz. Außer diesen konservierten Domänen sind ebenfalls viele stark konservierte
AS zu finden (Tab. 9). Innerhalb dieses Rezeptorproteins sind eine Vielzahl an Konsensus-
stellen für posttranslationale Modifikationen vorhanden. Der N-Terminus kann an 4 Stellen per
N-Glykosylierung modifiziert werden: NDS (31-33), NGS (38-40), NDT (47-49) und NGT (58-60).
Die CPL3 bietet zahlreiche Möglichkeiten für Phosphorylierungen. So sind in dieser Region mit
RKGT (285-288), RRAS (425-428), RKRS (447-450), RKSS (467-470) und RRGS (563-566)
fünf Konsensusstellen für Phosphorylierung via PKA (R-R/K-x-S/T) vorhanden. Ebenso ist die
Phosphorylierung via PKC (S/T-x-R/K) an vier Stellen in der CPL3 möglich (TWK, 288-290;
SFR, 388-390; SDK, 482-484; SSR, 634-636). Im C-Terminus befindet sich ein Cysteinrest (722),
welcher palmitoyliert werden könnte.
Auf der trunkierten mRNA sind zwei ORFs zu finden. Der erste besitzt eine Länge von 1074
Nukleotiden. Im Gegensatz zu Am5-HT2α führt alternatives Spleißen bei der Am5-ht2β-mRNA
zu einer Leserasterverschiebung. Das hypothetisch resultierende Protein ist 358 AS lang und
besitzt eine Molekülmasse von 39,5 kDa und lässt sich in zwei große Abschnitte untergliedern.
Der erste (AS 1 bis AS 132) gleicht dem vollständigem Am5-HT2β-Rezeptorprotein. In diesem
Abschnitt befinden sich die ersten beiden Transmembrandomänen. Aufgrund der Leserasterver-
schiebung unterscheidet sich der folgende Sequenzabschnitt (AS 132 bis AS 358) völlig von dem
vollständigen Rezeptorprotein. BLAST-Analysen und die Suche nach bekannten Motiven zeigten
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keine Ähnlichkeiten zu bekannten Proteinen. Der zweite ORF, welcher sich auf der trunkierten
Am5-ht2β-mRNA befindet, kodiert für ein 491 AS langes und 54,1 kDa schweres Protein. Dieses
ist in der Sequenz identisch zu dem entsprechendem Sequenzabschnitt des vollständigen Am5-
HT2β-Rezeptorproteins. Es beginnt mit einem extrazellulären N-Terminus, welchen die TM5
folgt und endet mit einem intrazellulären C-Terminus.
Vergleicht man die Proteinsequenz von Am5-HT2β mit anderen bekannten 5-HT-Rezeptoren
(Abb. 7), so gruppiert dieser stets mit allen anderen 5-HT2-Rezeptoren. Die größte Ähnlich-
keit besteht zu den 5-HT2-Rezeptoren aus Panulirus interruptus (Pan5-HT2β) und Procambarus
clarkii (Pro5-HT2) mit welchen er die basale Gruppe der 5-HT2-Rezeptoren bildet.

Tab. 9: Konservierte Aminosäurreste im Am5-HT2β-Rezeptor. Nomenklatur der Aminosäure-
reste innerhalb der Transmembrandomänen nach Ballesteros & Weinstein (1995). TM
Transmembrandomäne, ECL extrazelluläre Schleife, CPL cytoplasmatische Schleife.

Domäne AS/-Motiv AS-Position Domäne AS/-Motiv AS-Position

TM1 G1.49N1.50 85-86 TM5 F5.47xxP5.50 236-239
V1.53 89 Y5.58 247

TM2 S2.45L2.46A2.47 109-111 CPL3 ExKAxxxL 644-651
D2.50 114 TM6 F6.44 658
V2.57M2.58P2.59 121-123 W6.47 662

ECL1 C 141 P6.49F6.50F6.51 664-666
TM3 D3.32 148 ECL3 C 675

S3.39I3.40 155-156 TM7 W7.40L7.42G7.42 692-694
D2.49R2.50Y2.51 165-167 Y7.43 695

TM4 W4.50 193 S7.46 968
ECL2 C 220 N7.49P7.50xxY7.53 701-705
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3.4 Der Einfluss von Serotonin und 5-HT-Rezeptorliganden auf das photo-
taktische Verhalten von Bienen

Die immunhistochemischen Analysen zur Verteilung des Am5-HT1-Rezeptors ergaben, dass die-
ser Rezeptor sehr prominent in den optischen Loben und in den Ocellarnerven exprimiert wird.
Zum einen sollte untersucht werden, ob 5-HT einen Einfluss auf das phototaktische Verhalten
der Honigbiene besitzt. Zum anderen sollten Verhaltensversuche zeigen, ob die in Abschnitt 3.1.4
(Seite 46) untersuchten Rezeptorliganden in der Lage sind, die 5-HT-Wirkung (wenn vorhanden)
zu imitieren bzw. zu blockieren.

In einem ersten Experiment wurden 7 Tage alte Arbeiterbienen, welche seit ihrem Schlupf mit
10 mM 5-HT (gelöst in 50 % Saccharose) gefüttert wurden, in ihrem phototaktischen Verhalten
untersucht. Es stellte sich heraus, dass diese Bienen, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, wel-
che mit einer reinen 50 %igen Saccharose-Lösung gefüttert wurden, eine deutlich verminderte
Phototaxis bei den Intensitäten 1-4 zeigen (Abb. 26 A). Dies äußert sich dadurch, dass die Tiere
deutlich länger benötigen, um die Strecke zwischen zwei Dioden gleicher Intensität zu überwin-
den. Zum einen halten sie öfter an, um sich zu orientieren. Zum anderen weichen sie häufiger und
zugleich stärker als Tiere der Kontrollgruppe vom direkten Weg zur Diode ab (vgl. Abb. 25).
Durch das Verfüttern von 5-HT konnte jedoch keine signifikante Wirkung auf die lokomotorische
Aktivität der Bienen festgestellt werden (Abb. 26 B).

Abb. 25: Ausschnitt aus dem Verlauf eines Phototaxisexperiments.
Dargestellt sind Momentaufnahmen aus Experimenten von einer Biene der Kontrollgruppe
(obere Reihe) und einer Biene aus der Gruppe, welche mit 5-HT gefüttert wurde (untere Reihe).
Links ist der Weg dargestellt, welcher in 1 min im Dunkeln zurückgelegt wurde (Dunkellauf).
Die drei anderen Abbildungen (rechts) geben den Weg an, welchen die Biene zurückgelegt hat,
bis sie an der aktuell leuchtenden Diode (*) angekommen ist (gelbe Linie). Die grüne Linie
gibt den davor zurückgelegten Weg an. Die Laufspuren wurden mittels GrenTrack erfasst.
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Da die 5-HT-Wirkung hauptsächlich bei den ersten drei Lichtintensitäten zu verzeichnen ist, wur-
den die Bienen in den folgenden Experimenten ausschließlich bei diesen Intensitäten getestet.
Der Am5-HT1-Rezeptor-Agonist 5-MT hat keinen messbaren Einfluss auf das phototaktische
Verhalten. Bienen welche diesen Liganden verfüttert bekommen haben, benötigen die gleiche
Zeit, um den Weg zwischen zwei Dioden zu überwinden (Abb. 26 C). Dagegen sieht man bei
dem für Am5-HT1 affineren Liganden 5-CT (im Vergleich zu 5-MT, vgl. Abschnitt 3.1.4) einen
deutlichen, jedoch knapp nicht-signifikanten Einfluss. Verfüttert man Bienen diese Substanz, so
benötigen sie bei der geringsten Lichtintensität im Vergleich zur Kontrollgruppe im Durchschnitt
5 s länger, um zur anderen Diode zu gelangen (Abb. 26 D). Für 5-CT konnte ebenfalls keine
Wirkung auf die lokomotorische Aktivität im Dunkeln nachgewiesen werden (Abb. 26 E).
Durch ein weiteres Experiment sollte untersucht werden, ob der Am5-HT1-Rezeptor-Antagonist
Prazosin (vgl. Abschnitt 3.1.4) in der Lage ist, die 5-HT-Wirkung (s. o.) aufzuheben. Es wurden
4 Gruppen von Bienen untersucht. Einer Gruppe wurde lediglich Zuckerwasser (50 % Saccharose)
verfüttert (Kontrollgruppe). Die zweite Gruppe bekam 10 mM 5-HT und die dritte 10 mM
Prazosin (jeweils in 50 % Saccharose gelöst). Der vierten Gruppe wurde eine Kombination
beider Liganden verfüttert (10 mM 5-HT + 10 mM Prazosin gelöst in 50 % Saccharose). In
Abbildung 26 F kann man erkennen, dass die 5-HT-Wirkung reproduziert werden konnte. Die
Verfütterung von Prazosin in Abwesenheit von 5-HT hatte keinen messbaren Effekt auf das
phototaktische Verhalten. Dagegen zeigt die Verfütterung von Prazosin deutliche Wirkung auf
den 5-HT-Effekt. Die Laufzeiten dieser Gruppe unterscheiden sich nicht mehr signifikant von
denen der Kontrollgruppe. In allen vier Gruppen konnte kein Unterschied bzgl. der motorischen
Aktivität im Dunkeln festgestellt werden (Abb. 26 G).

Abb. 26 (nächste Seite): Wirkung verschiedener 5-HT-Rezeptor-Liganden auf das photo-
taktische Verhalten sowie die motorische Aktivität.
A, C und D Laufzeiten von Bienen, denen verschiedene Rezeptorligan-
den verfüttert wurden, zwischen den Dioden gleicher Intensität. Die Lauf-
zeitbestimmung erfolgte jeweils 4-fach. Signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen sind durch * gekennzeichnet (t-Test für unabhängige Stich-
proben, p < 0,05). Unterschiede zwischen den Gruppen die knapp nicht
signifikant sind, sind durch # gekennzeichnet (p = 0,055).
B Kontrollexperiment zu A. Dargestellt sind die Strecken, welche die Bienen
in völliger Dunkelheit in 1 min zurückgelegt haben. Die Strecken unterschei-
den sich nicht signifikant (t-Test für unabhängige Stichproben, p = 0,545).
E Kontrollexperiment zu D. Dargestellt sind die Strecken, welche die Bienen
in völliger Dunkelheit in 1 min zurückgelegt haben. Die Strecken unterschei-
den sich nicht signifikant (t-Test für unabhängige Stichproben, p = 0,36).
F Laufzeiten verschieden gefütterter Bienen zwischen den Dioden gleicher
Intensität. Die Laufzeitbestimmung erfolgte jeweils 4-fach. Signifikante Un-
terschiede zwischen den Gruppen sind mit ** gekennzeichnet (t-Test für
unabhängige Stichproben, wegen multipler Tests wurde das Signifikanzle-
vel für eine 5 %ige Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0.05 mit Bonferroni-
Korrektur auf p’ = 0.017 verändert).
G Kontrollexperiment zu F. Dargestellt sind die Strecken, welche die Bienen
in völliger Dunkelheit in 1 min zurückgelegt haben. Die Strecken unterschie-
den sich nicht signifikant (one-way ANOVA, gefolgt von Tukey’s Multiple
Comparison Test, p > 0,05 )
Dargestellt sind in Mittelwerte und Standardabweichungen (A-G).
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4 Diskussion

Bei Vertretern aller Tierstämme, welche in der Lage sind, ein Nervensystem zu bilden, konnten
serotonerge Neuronen nachgewiesen werden. Als klassischer Neurotransmitter und Neuromodu-
lator sowie als Neurohormon kontrolliert und moduliert es wichtige Verhaltensweisen wie zum
Beispiel das Fressverhalten, das Sexualverhalten und aggressives Verhalten (Weiger, 1997).
Serotonin entfaltet seine Wirkung über membranständige Rezeptoren, an welche es bindet und
die dadurch aktiviert werden. Sieben verschiedene 5-HT-Rezeptor-Klassen sind bei Vertebra-
ten bekannt. Diese gehören, mit Ausnahme der 5-HT3-Rezeptoren, der Klasse der G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren an (Nichols & Nichols, 2008). Die 5-HT3-Rezeptoren stellen
Liganden-gesteuerte Ionenkanäle dar (Nichols & Nichols, 2008). Die G-Protein-gekoppelten
5-HT-Rezeptoren sind eine evolutiv sehr alte Gruppe von Proteinen, welche vor der Trennung von
Protostomia und Deuterostomia entstanden sind (Peroutka & Howell, 1994). Im Vergleich
zu dem Wissen über 5-HT-Rezeptoren der Vertebraten, ist das Wissen über
5-HT-Rezeptoren der Invertebraten immer noch relativ gering. Jedoch konnten auch bei In-
vertebraten G-Protein-gekoppelte 5-HT-Rezeptoren nachgewiesen werden, welche den 5-HT1,
5-HT2 und 5-HT7-Rezeptoren der Vertebraten homolog sind (Peroutka, 1994).
Analysen zur Verteilung serotonerger Neuronen bei der Honigbiene lassen vermuten, dass 5-HT
in weiten Bereichen des Bienengehirns ausgeschüttet wird und modulierend auf die Aktivität
der entsprechenden Areale wirkt (Schürmann & Klemm, 1984; Bicker, 1999). Viele Studien
zeigen, dass 5-HT einen Einfluss auf zahlreiche physiologische Prozesse sowie das Verhalten be-
sitzt (u. a. Mercer & Menzel, 1982; Kloppenburg & Erber, 1995; Menzel & Müller,
1996).
Will man die physiogische Wirkung von 5-HT verstehen, ist es wichtig, die Rezeptoren, über
die sie ihre Wirkung entfalten, genau zu charakterisieren. Mit der Veröffentlichung der genomi-
schen Sequenz der Honigbiene wurden zahlreiche Gene vorhergesagt (The Honeybee Geno-
me Sequencing Consortium, 2006). Darunter befinden sich auch Gene für 5-HT-Rezeptoren
(Hauser et al., 2006). Diese in silico-Analysen verraten jedoch nur wenig über die Funktionen
eines putativen Rezeptors. Aufgrund von Ähnlichkeiten in der molekularen Struktur kann zwar
auf die endogen Liganden sowie die intrazellulären Signalwege geschlossen werden, doch kann
man keine genauen Aussagen zur Pharmakologie, Verteilung und zur physiologischen Funktion
machen. Bisher ist mit Am5-HT7 nur ein serotonerger Rezeptor der Honigbiene molekular und
pharmakologisch charakterisiert worden (Schlenstedt et al., 2006). Somit weist das Wissen
um das serotonerge System der Honigbiene noch beachtliche Lücken auf. Durch die umfangrei-
che Charakterisierung weiterer serotonerger GPCRs der Honigbiene hat die vorliegende Arbeit
dazu beigetragen, diese Lücken zu schließen.
Die folgende Diskussion gliedert sich in sechs Abschnitte. Der erste setzt sich mit den strukturel-
len Eigenschaften der Gene sowie der Proteine der untersuchten 5-HT-Rezeptoren auseinander.
Im zweiten Abschnitt wird das alternative Spleißen diskutiert, welches bei zwei der analysier-
ten Rezeptoren beobachtet wurde. Die Signaltransduktion sowie das pharmakologische Profil
der untersuchten Rezeptoren sind Gegenstand des dritten Teils der Diskussion. Die räumliche
Verteilung der Rezeptoren wird im vierten Teil erläutert. Der letzte Teil behandelt die mögliche
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physiologische Funktion des Am5-HT1-Rezeptors. Abschließend wird ein Ausblick darüber gege-
ben, welche Untersuchungen in Zukunft sinnvoll sind, um den Kenntnistand über das serotonerge
System der Honigbiene noch weiter zu verbessern.

4.1 Strukturelle Eigenschaften der 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene

Ein entscheidender Vorteil bei der Suche nach den 5-HT-Rezeptoren war die Veröffentlichung der
genomischen Sequenz der Honigbiene (The Honeybee Genome Sequencing Consortium,
2006). Die AS-Sequenzen stark konservierter Bereiche innerhalb der Transmembranregionen be-
reits bekannter Arthropoden-GPCRs (Witz et al., 1990; Saudou et al., 1992; Colas et al.,
1995; Clark et al., 2004; Sosa et al., 2004; Dacks et al., 2006) wurde genutzt, um das
Genom der Honigbiene nach homologen Sequenzen zu durchsuchen. Mit den daraus resultieren-
den Informationen war es möglich, Primer zu generieren, mit denen in PCR-Experimenten die
cDNAs von drei 5-HT-Rezeptoren amplifiziert und anschließend kloniert werden konnten.

4.1.1 Genomische Organisation und die Annotierung von Genen

Ein Merkmal eukaryotischer Gene besteht darin, dass sie sogenannte Introns aufweisen. Dies sind
nicht kodierende DNA-Abschnitte, welche zwischen den kodierenden Bereichen (Exons) stehen.
Wird ein Gen in mRNA translatiert, so werden die Introns zunächst mit übersetzt, später jedoch
am Spleißosom entfernt. Dieses nutzt die konservierten Exon/Intron-Übergänge, um die Introns
zu erkennen und zu entfernen.
Das Am5-ht1-Gen besitzt eine Spleißstelle, welche ebenfalls im Dm5-ht1A-Gen (Saudou et al.,
1992) und Pxu5-ht−1-Gen (Papilio xuthus, Ono & Yoshikawa, 2004) konserviert ist. Eine wei-
tere gemeinsame Spleißstelle besitzen die Gene Am5-ht1 und Pxu5-ht−1 in der Region, die für die
TM1 kodiert. Das Am5-ht2α-Gen weist je eine Spleißstelle in der ECL2 und 3 sowie zwei in der
CPL3 auf, welche Dm5-ht2 (Colas et al., 1995) ebenfalls besitzt. Interessanterweisse besitzen
sowohl Am5-ht2α als auch Am5-ht2β Spleißstellen in der ECL2 und CPL2. Zudem werden die
mRNAs beider Rezeptoren an diesen Stellen alternativ gespleißt (vgl. Abschnitt 4.2, Seite 70).
Mit Hilfe von speziellen Programmen ist es möglich, Gene aufgrund bestimmter Merkmale in
der genomischen Sequenz vorherzusagen (Annotierung). So wurden u. a. die Gene für die drei
klonierten Rezeptoren annotiert und ihre AS-Sequenz vorhergesagt. Wie der Vergleich der an-
notierten Sequenzen mit den Sequenzen der klonierten Rezeptoren zeigt, bestehen zum Teil sehr
starke Abweichungen zwischen der annotierten AS-Sequenz und der von der isolierten cDNA ab-
geleiteten AS-Sequenz. So unterscheidet sich der N-Terminus der annotierten AS-Sequenz und
der von der isolierten cDNA abgeleiteten AS-Sequenz, was durch zwei völlig verschiedene ers-
te Exons in der annotierten Sequenz und der Sequenz der klonierten cDNA verursacht wird.
Das Exon I der annotierten AS-Sequenz konnte jedoch in keinem der durchgeführten PCR-
Experimente nachgewiesen werden. Die Klonierung der Am5-ht2α-cDNA lässt auf eine andere
Exon-Intron-Struktur schließen, als durch die Annotierung vorhergesagt wurde. Das annotierte
Am5-ht2α-Gen weist ein deutlich kürzeres Exon V auf. Dieses konnte ebenfalls nicht nachgewie-
sen werden. Daher handelt es sich in beiden Fällen um fehlerhafte Annotierungen. Ein Grund
für diese Fehler könnte unter anderem darin bestehen, dass das Spleißosom der Biene nicht auf
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die stark konservierten Spleiß-Donor- und -Akzeptorsequenzen angewiesen ist und auch weni-
ger stark konservierte Spleißstellen prozessieren kann. Die Annotierungsprogramme sind jedoch
unter anderem darauf ausgelegt, stark konservierte Spleiß-Donor- und -Akzeptorsequenzen zu
erkennen (Korf, 2004).
Besonders drastisch ist die fehlerhafte Annotierung im Fall des Am5-HT2β-Rezeptors. Hier konn-
te kein zusammenhängender 7-TM-Rezeptor vorhergesagt werden. Dies kann mehrere Ursachen
haben. Das Am5-HT2β-Gen besitzt sehr große Introns (> 100.000 bp). Diese großen Introns
werden zum Teil von den Programmen nicht erkannt und das Resultat sind falsch annotier-
te Gene (Wang et al., 2003). Diese Fehlerquelle in den Annotierungsprogrammen zu behe-
ben wäre sinnvoll. "Mega-Introns" wie z. B. das 3 Mb Intron in dem Dynein-Gen dhdhc7 aus
Drosophila hydei (Reugels et al., 2000) wurden in 10 % aller humanen und in 5 % aller Gene
von D. melanogaster nachgwiesen (Deutsch & Long, 1999; Saxonov et al., 2000). Weiter-
hin konnten die genomischen Sequenzabschnitte (die sogenannten Contigs), auf welche sich das
Gen verteilt, bisher nicht eindeutig einem Chromosom zugeordnet werden, was die Verknüpfung
der Am5-HT2β-Sequenzdaten deutlich erschwert. Ein weiterer Punkt, welcher diese Verknüpfung
schwierig macht, besteht darin, ist, dass die Exons auf zwei der drei Contigs in 3’→5’-Richtung
lokalisiert sind und auf dem dritten in 5’→3’-Richtung. Somit bleibt das Klonieren und Sequen-
zieren von cDNAs annotierter Gene unumgänglich für die exakte Ermittlung der Sequenz der
entsprechenden Proteine.

4.1.2 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosäuresequenz

G-Protein-gekoppelte aminerge Rezeptoren weisen auf der Proteinebene konservierte AS bzw.
Sequenzbereiche auf. Diese sind für die strukturelle Stabilität, die Rezeptoraktivierung und die
Signalweiterleitung notwendig. Zudem treten Merkmale auf, die der Regulation der Rezeptoren
dienen bzw. diese beeinflussen.

Heptahelikale Struktur
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind durch ein extrem konserviertes Merkmal als Supergen-
familie charakterisiert - das Vorhandensein von sieben hydrophoben Transmembranhelices. Die
Einordnung der untersuchten Rezeptoren in diese Genfamilie ist durch die strukturelle Ana-
lyse eindeutig gegeben (Abb. 6, 18, 24). Jeder Rezeptor beginnt mit einem extrazellulären N-
Terminus, dem sieben Membranhelices folgen und endet mit einem intrazellulären C-Terminus.

Spezifische Ligandenbindungstasche
Für die Rezeptoraktivierung ist die Bindung eines spezifischen Liganden notwendig. Der Ver-
gleich der AS-Sequenzen aller drei Rezeptoren mit den Sequenzen von bekannten GPCRs (Abb. 7)
legte nahe, dass es sich bei dem Liganden um Serotonin handelt. Vergleicht man die AS der Trans-
membranhelices verschiedener Rhodopsin-ähnlicher GPCRs miteinander, so stellt man fest, dass
die weiter extrazellulär gelegenen Bereiche weniger stark konserviert sind (Mirzadegan et al.,
2003). Innerhalb der aminergen GPCRs findet man jedoch stark konservierte AS in den Trans-
membrandomänen 3, 5 und 6. Diese spielen bei der Bindung des Liganden eine wichtige Rolle
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(für Reviews siehe: Strader et al., 1995; Gether, 2000; Kroeze et al., 2002) und sind
auch in den hier untersuchten Rezeptoren konserviert (Tab. 4, 6, 9). In der TM3 ist der As-
paraginsäurerest D3.32 konserviert, an welchen die Aminogruppe des Liganden bindet. Weitere
wichtige AS finden sich in der TM6. Hierbei handelt es sich um die Phenylalaninreste F6.44,
F6.50 und F6.51. Diese vermitteln über Wasserstoffbrückenbindungen die Anlagerung des Indol-
rings des Serotonins. Der Serinrest S5.45 in der TM5, welcher die Bindung der Hydroxylgruppe
des Liganden vermittelt, ist konserviert in Rezeptoren, welche an den IP3-Weg koppeln. Beide
Am5-HT2-Rezeptoren weisen diesen Aminosäurerest auf (Tab. 6, 9). Beim Am5-HT1-Rezeptor
dagegen ist diese Aminosäure gegen Alanin substituiert. Bisher ist lediglich bekannt, dass 5-HT-
Rezeptoren welche an die AC koppeln, statt dem Serinrest Threonin- oder Cysteinreste besitzen
(Donnelly et al., 1994). Möglicherweise übernimmt in diesem Rezeptor der dem Alaninrest
vorangestellte Cysteinrest C5.44 die Bindung der Hydroxylgruppe des Liganden.

Rezeptoraktivierung
Lagert sich in die Bindungstasche des Rezeptors ein Ligand an, so ändert der Rezeptor seine
Konformation. Dies betrifft unter anderem den Winkel des Prolin-Knicks (P6.50) der TM6, wo-
durch sich deren cytoplasmatisches Ende von dem der TM3 entfernt (Gether et al., 1997;
Gether & Kobilka, 1998). P6.50 ist in den untersuchten Rezeptoren konserviert.
In der TM7 der Am5-HT1-, Am5-HT2α- und Am5-HT2β-Rezeptoren ist das N7.49P7.50xxY7.53-
Motiv konserviert, welches für die Konformation und Signaltransduktion des Rezeptors von
entscheidender Bedeutung ist. Mutationsstudien haben gezeigt, dass Y7.53 an der Agonist-
induzierten Aktivierung des Rezeptors beteiligt ist (Barak et al., 1994; Kalatskaya et al.,
2004; Fritze et al., 2003). Aminosäurereste dieses Motivs sorgen über Wassertoffbrückenbin-
dungen mit Aminosäureresten in der TM2 und 3 dafür, dass die Konformation des Rezeptors,
wie sie für die Bindung des Liganden erforderlich ist, aufrecht erhalten wird (Sealfon et al.,
1995). Weiterhin können monomere GTP-bindende Proteine an das NPxxY-Motiv binden (Hall
et al., 1999), wodurch eine Kopplung der Serotonin-Rezeptoren an den Phospholipase-D-Weg
möglich wird (Mitchell et al., 1998).
Das DRY-Motiv (D2.49R2.50Y2.51), welches im Am5-HT1 sowie im Am5-HT2β zu finden ist, ver-
mittelt die Liganden-induzierte Konformationsänderung des Rezeptors. Dabei kommt es zu In-
teraktionen zwischen D2.49 und R2.50 sowie R2.50 und konservierten, polaren Resten in den TM1,
TM2, TM6 und TM7 (Gether & Kobilka, 1998; Shapiro et al., 2002). In der Sequenz von
Am5-HT2α ist der Asparaginsäurerest durch Glycin ersetzt. Auch bei anderen Invertebraten-
GPCRs findet man Substitutionen von Aminosäureresten innerhalb des DRY-Motivs. In der
Sequenz eines 5-HT2-Rezeptors aus D. melanogaster findet sich der gleiche Austausch von Aspa-
raginsäure zu Glycin (Colas et al., 1995). In Am5-HT7 (A. mellifera), Pan5-HT2β (Panulirus
interruptus) und Pro5-HT2β (Procambarus clarkii) ist der Tyrosinrest gegen Phenylalanin sub-
stituiert (Clark et al., 2004; Schlenstedt et al., 2006; Spitzer et al., 2008). Scheer
et al. (1996) zeigten, dass der Ausstausch der Asparaginsäure gegen Arginin zu einer star-
ken konstitutiven Aktivität des Rezeptors führt. Auch der Am5-HT7- und Pan5-HT2β-Rezeptor
sind konstitutiv aktiv (Clark et al., 2004; Schlenstedt et al., 2006). Durch eine Muta-
tionsstudie, in welcher der Phenylalaninrest gegen einen Tyrosinrest substituiert wurde, konnte
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keine konstitutive Aktivität des Pan5-HT2β-Rezeptors mehr festgestellt werden (Clark et al.,
2004). Ob auch der Am5-HT2α-Rezeptor konstitutiv aktiv ist, muss durch weiterführende Stu-
dien geklärt werden.

Posttranslationale Proteinmodifikationen
Jeder der untersuchten Rezeptoren weist zwei bis vier Konsensusstellen für die N-Glykosylierung
auf. In Western-Blot-Analysen mit Proteinen aus Am5-HT1- bzw. Am5-HT2α-exprimierenden
HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass diese Proteine an einer oder mehrerer dieser Stellen
glykosyliert werden (Abb. 9, 19 C). Im nativen Gewebe konnte die Glykosylierung dieser Re-
zeptorproteine jedoch nicht nachgewiesen werden. Diese für Membranproteine typische Art der
Modifikation hilft wahrscheinlich bei dem gerichteten Transport des Proteins zur Zellmembran
sowie dem Einbau in diese (Clagett-Dame & McKelvy, 1989; Rands et al., 1990; Des-
lauriers et al., 1999; Tansky et al., 2007). Für Am5-HT2β wurden keine entsprechenden
Experimente durchgeführt.
Serin- oder Threoninreste in intrazellulär lokalisierten Bereichen des Rezeptorproteins können
durch die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA), die Ca2+-abhängige Proteinkinase C (PKC)
oder durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen phosphoryliert werden (Ferguson, 2001;
Tobin, 2008). Die Funktion dieser Veränderungen liegt in der Desensitisierung der Rezepto-
ren (Freedman et al., 1995) sowie der Aktivierung von Arrestin-abhängigen Signalwegen
(Luttrell & Lefkowitz, 2002; Defea, 2008). Der Am5-HT1-Rezeptor besitzt innerhalb der
CPL3 vier Konsensusstellen für die Phosphorylierung via PKC. Dagegen finden sich keine Be-
reiche, welche durch die PKA phosphoryliert werden können. In der abgeleiteten Sequenz von
Am5-HT2β sind jeweils vier Konsensusstellen für die Phosphorylierung via PKA und PKC in
der CPL3 zu finden. Dagegen gibt die abgeleitete Aminosäuresequenz von Am5-HT2α keinen
Hinweis auf eine mögliche Phosphorylierung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht experimen-
tell untersucht, ob und durch welche Enzyme die beschriebenen Bereiche phosphoryliert werden.
Die C-Palmitoylierung ist eine posttranslationale Modifikation, welche bei vielen charakterisier-
ten GPCRs nachgewiesen wurde. Dabei wird Palmitinsäure kovalent an einen Cysteinrest ge-
bunden (Qanbar & Bouvier, 2003; Torrecilla & Tobin, 2006). Alle der hier untersuchten
Rezeptoren besitzen im C-Terminus mindestens einen Cysteinrest. Werden diese palmitoyliert,
ist es möglich, den C-Terminus in der Zellmembran zu verankern, wodurch eine vierte cyto-
plasmatische Schleife entsteht (Ponimaskin et al., 2002). Für die C-Palmitoylierung konnten
mehrere wichtige Funktionen nachgewiesen werden. So wurde gezeigt, dass sie einen großen Ein-
fluss auf den korrekten Transport des Proteins zur Membran besitzt (Ng et al., 1994; Renner
et al., 2007). Weiterhin konnten O’Dowd et al. (1989) zeigen, dass durch den Austausch
des palmitoylierbaren Cysteinrests durch ein Glycin ein nicht-palmitoylierter Rezeptor entsteht,
welcher eine verminderte Kopplung des G-Proteins aufweist. Weitere Funktionen besitzt die
C-Palmitoylierung bei den Vorgängen der Desensitisierung (Ponimaskin et al., 2005) und der
Rezeptoroligomerisation (Kobe et al., 2008).

Phylogenetische Analyse der 5-HT-Rezeptoren
Die phylogenetische Analyse von 5-HT-Rezeptoren der Protostomia und Deuterostomia (siehe
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Abb. 7) ergibt eindeutig die Aufspaltung in zwei große Gruppen. Eine Gruppe wird von der Klas-
se der 5-HT2-Rezeptoren gebildet, welche an Gq-Proteine koppeln. Die andere Gruppe bilden
Rezeptoren, welche an Adenylylzyklasen koppeln. Diese Gruppe lässt sich wiederum unterteilen.
Auf einer Seite stehen die 5-HT1- und auf der anderen die 5-HT7-Rezeptoren. Interessant dabei
ist, dass die Vertebraten-Rezeptoren keine eigene, Klassen-unabhängige Gruppe bilden, sondern
jeweils in den entsprechenden Klassen zu finden sind. Dieses Ergebnis wurde in anderen Studien
ebenfalls erzielt (Peroutka & Howell, 1994; Walker et al., 1996) und verlangt für je-
den der drei untersuchten Rezeptor-Klassen (5-HT1, 5-HT2 und 5-HT7) einen Vorfahr, welcher
bereits vor der Aufspaltung der Protostomier und Deuterostomier existierte. Die Entstehung
von Rezeptorsubtypen wird durch Genduplikation und sich anschließende Mutationen erklärt
(Vernier et al., 1995). In der Tat lassen sich die Rezeptoren der einzelnen Klassen in weitere
Subklassen unterteilen. So findet man stets mehrere Subtypen für jede Klasse der Vertebraten-
5-HT-Rezeptoren, welche durch Genduplikation entstanden sind (Barnes & Sharp, 1999). Bei
den 5-HT-Rezeptoren der Invertebraten findet man oft nur einen Vertreter für eine Klasse pro
Species. Es gibt jedoch auch hier einige Beispiele für Genduplikationen. Die 5-HT1-Rezeptoren
von D. melanogaster (Saudou et al., 1992) sind wahrscheinlich bei einer sehr jungen Gen-
duplikation entstanden. Die 5-HT1-Rezeptoren aus Manduca sexta dagegen stehen weit aus-
einander und sprechen für die Gliederung der Invertebraten-5-HT1-Rezeptoren in mindestens
zwei Subklassen (Dacks et al., 2006). Ein deutlich länger zurückliegendes Ereigniss war die
Entstehung der beiden 5-HT2-Rezeptorisoformen von A. mellifera. Die 5-HT2-Rezeptoren se-
parieren in einen Invertebraten-Typ, welchem der Am5-HT2β-Rezeptor zuzuordnen ist, und in
einem Vertebraten-Typ, welchem der Am5-HT2α-Rezeptor angehört. Es existieren weitere zum
Teil unvollständig annotierte Gene von A. mellifera (Acc. Nummer: XP_394102, AY_961394),
welchen zur Zeit nicht eindeutig ein Ligand zugeordnet werden kann (Am10 und Am18 aus Hau-
ser et al., 2006). Auch D. melanogaster weist einen zweiten, bisher unvollständig annotierten
5-HT-Rezeptor auf (CG Nummer: CG7994/CG8007). Molekularbiologische Untersuchung müs-
sen in Zukunft zeigen, dass es sich dabei tatsächlich um 5-HT-Rezeptoren handelt und ob diese
für weitere Genduplikationen sprechen.

4.2 Alternatives Spleißen

Alternatives Spleißen ist ein weiterer Aspekt, der zeigt, dass die Informationen, welche aus An-
notierungsverfahren gewonnen werden, nur einen Bruchteil dessen darstellen, was aus PCR- und
Klonierungsexperimenten gewonnen werden kann. Spleißen ist ein posttranskriptionaler Mecha-
nismus, welcher dazu dient, die nicht-kodierenden Bereiche (Introns) der prä-mRNA zu entfer-
nen, um eine mRNA zu erhalten, welche nur aus Exons (kodierende Bereiche) besteht. Dies ist
kein starrer Vorgang. So ist es möglich, prä-mRNAs alternativ zu spleißen. Bei diesen Modifika-
tionen kann der prä-mRNA ein oder mehrere komplette Exons entfernt (Exon Skipping), Introns
beibehalten (Intron Retention) und alternative 3’- oder 5’-Spleißstellen verwendet werden. Es
können auch mRNAs entstehen, welche alternative Exons (Mutually Exclusive Exons) aufweisen
(Black, 2003). Dadurch wird die Diversität und Flexibilität von Transkriptom und Proteom
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entscheidend erhöht (Boue et al., 2003). Verschiedene Rezeptor-mRNAs von Vertebraten wie
von Invertebraten können alternativ gespleißt werden (Monsma et al., 1989; Canton et al.,
1996; Hearn et al., 2002; Sugiura et al., 2005).
Für die zwei untersuchten 5-HT2-Rezeptoren konnte ebenfalls alternatives Spleißen nachgewie-
sen werden. In PCR-Experimenten wurde jeweils eine kurze und eine lange cDNA-Variante
amplifiziert und anschließend kloniert. In beiden Fällen handelt es sich bei der langen um je-
ne Variante, welche die komplette Information für einen vollständigen Rezeptor enthält. Die
kurze Variante entsteht bei beiden Rezeptor-mRNAs durch Exon Skipping. Interessanterweise
wird in beiden Fällen jenes Exon entfernt, welches für den Bereich TM3 - TM4 kodiert. Mögli-
cherweise ist dieser Spleißvorgang konserviert und bereits bei dem gemeinsamen Vorfahr beider
Gene aufgetreten. Diesbezüglich wäre es interessant zu untersuchen, ob diese Form des alter-
nativen Spleißens auch bei den entsprechenden Genen bei nah verwandten Arten auftritt. Bis-
her wurden jedoch keine vergleichbaren Spleiß-Varianten bei anderen bekannten Invertebraten-
5-HT2-Rezeptoren entdeckt. Lediglich der 5-HT2-Rezeptor des Nematoden Ascaris suum weist
eine durch Exon Skipping verursachte Spleiß-Variante auf (Huang et al., 1999, 2002). Diese
betrifft jedoch den N-Terminus und unterscheidet sich daher deutlich von den in dieser Arbeit
beschriebenen Varianten. Dagegen wurden mehrere 5-HT-Rezeptor-Spleiß-Varianten bei Verte-
braten beschrieben, bei denen der Bereich TM3 - TM4 beeinflusst wird (Canton et al., 1996;
Olsen et al., 1999; Guest et al., 2000). So konnten Canton et al. (1996) für den 5-HT2c-
Rezeptor der Ratte Exon Skipping nachweisen, bei dem ein Teil der TM4 entfernt wird und es
anschließend zu einer abweichenden Sequenz und einem frühen Stop-Codon kommt.
Im Fall des Am5-HT2α wird dass Exon III herausgeschnitten, wodurch die Informationen für
die TM3 und TM4 sowie die CPL2 entfernt werden. Der Leserahmen bleibt dabei erhalten.
Wird diese trunkierte mRNA in ein Protein übersetzt, so wären die Bereiche vom N-Terminus
bis zur TM2 und von der TM5 bis zum C-Terminus identisch zum vollständigen Rezeptor-
protein. Für humane Chemokinin-Rezeptoren wurden zwei, eine natürlich beobachtete (CCR5)
und eine künstlich erzeugte (CXCR4), alternative Spleißvarianten beschrieben. Diesen fehlen
zwar die Bereiche TM1 bis TM2, jedoch stehen sie auf funktioneller Ebene den vollständigen
Rezeptoren in nichts nach (Ling et al., 1999). Für Am5-HT2α sollte geklärt werden, ob die
Spleiß-Variante eine Funktion besitzt. Ob Am5-HT2α-tr tatsächlich im Gewebe vorliegt, kann
derzeit nicht beantwortet werden. Der monoklonale Antikörper gegen diesen Rezeptor funktio-
niert nicht in Western-Blot-Analysen mit Proteinen, welche direkt aus dem Nervengewebe isoliert
wurden (vgl. Abschnitt 3.2.3, Seite 52). Allerdings konnte gezeigt werden, dass Am5-HT2α-tr
in HEK293-Zellen exprimiert wird und dabei als glykosyliertes Protein vorliegt (Abb. 19 C).
Außerdem wurde untersucht ob Am5-HT2α-tr allein funktionell ist. In diesen Experimenten
konnte jedoch kein rezeptorvermittelter Anstieg der [Ca2+]i gemessen werden. Daraus lässt sich
schlussfolgern, dass die Spleißvariante Am5-HT2α-tr keinen Stand-alone-Rezeptor darstellt. Es
ist jedoch möglich, dass dieses Protein mit Am5-HT2α interagiert und dessen Eigenschaften
moduliert. Die bei Schizophrenie-Patienten entdeckte Spleißvariante D3nf unterscheidet sich
vom D3-Dopamin-Rezeptor durch eine nicht-homologe TM6 und eine nicht vorhandenene TM7
(Schmauss et al., 1993). Immunpräzipitationsexperimente legen nahe, dass beide Varianten
miteinander interagieren (Karpa et al., 2000). Dabei beeinflusst D3nf negativ die Bindungs-
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eigenschaften des D3-Dopaminrezeptors (Elmhurst et al., 2000). Die Dimerbildung beider
Am5-HT2α-Varianten kann zum Beispiel mittels Co-Immunpräzipitationsexperimenten unter-
sucht werden. Eine weitere Möglichkeit wären FRET-Experimente in HEK293-Zellen, welche
beide entsprechend markierten Rezeptorvarianten exprimieren (Pfleger & Eidne, 2005; Mau-
rel et al., 2008). Diese Experimente haben den Vorteil, dass sie sehr genau Rückschlüsse über
die räumliche Distanz zulassen.
Der Am5-HT2β-Rezeptor besitzt eine alternativ gespleißte mRNA, bei der es zur Verschie-
bung des ORF und einem frühzeitigen Stop-Codon kommt. Dadurch entsteht theoretisch ein
Protein, welches für den Bereich vom N-Terminus bis zur TM3 und einen alternativen C-
Terminus kodiert. Zudem findet man auf der trunkierten mRNA einen zweiten ORF, welcher
für den Bereich von der TM5 bis zum C-Terminus kodiert. Es wäre möglich, dass diese trunkier-
ten Varianten ebenfalls exprimiert werden und miteinander und/oder mit dem vollständigem
Am5-HT2β-Rezeptor interagieren. So konnte gezeigt werden, dass sich experimentell erzeug-
te Rezeptorteile zu einem funktionellen Rezeptor-Komplex zusammenlagern können (Maggio
et al., 1993). Eine andere Studie zeigte, dass es sogar möglich ist, das strukturverwandte Bakte-
riorhodopsin aus verschiedenen proteolytisch erzeugten Fragmenten funktionell zu reassemblie-
ren (Popot & de Vitry, 1990). Die Oligomerisierung der verschiedenen Am5-HT2β-Varianten
könnte ebenfalls mittels Immunpräzipitations- und FRET-Experimenten in HEK293-Zellen un-
tersucht werden. Da sich Am5-HT2βtr im C-Terminus deutlich von Am5-HT2β unterscheidet,
bietet es sich an, gegen den C-Terminus beider Varianten Antikörper zu generieren. Diese könn-
ten in Co-Immunpräzipitationsexperimenten mit Proteinen aus Bienengewebe eingesetzt werden,
wodurch eine Untersuchung der Oligomerisierung im nativen Gewebe möglich werden würde.

4.3 Funktionelle Charakterisierung der 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene

Die Am5-ht1-, Am5-ht2α- und Am5-ht2αtrunkiert-cDNAs wurden stabil in HEK293-Zellen inte-
griert, um die Rezeptoren funktionell und pharmakologisch zu untersuchen. Der Nachweis der
Expression konnte sowohl in Western-Blot-Analysen als auch in immuncytochemischen Unter-
suchen erbracht werden.

4.3.1 Das heterologe Expressionssystem

In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass das HEK293-Expressionsystem für die Untersu-
chung der funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften aminerger Invertebraten-GPCRs
gut geeignet ist (Blenau et al., 1998; Schlenstedt et al., 2006; Spitzer et al., 2008;
Rotte et al., 2009). Bei der Verwendung dieser Zellen sind jedoch folgende Aspekte zu be-
achten: Leurs et al. (1995) konnte zeigen, dass HEK293-Zellen den H1 Histamin-Rezeptor
exprimieren. Dieser, eine Änderung der [Ca2+]i vermittelnde Rezeptor, konnte in der vorlie-
genden Arbeit ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 21). Abgesehen von den bekannten endo-
gen exprimierten Rezeptoren können die Zellen zusätzlich Rezeptoren exprimieren, da sich das
Expressionsprofil einer Zelle in Kultur aufgrund des geringen Selektionsdruck verändern kann
(Friedman et al., 2002; Clark & Baro, 2007). Dies trifft auch auf aminerge GPCRs zu. So
sind HEK293-Zellen in der Lage, endogen Rezeptoren zu exprimieren, welche einen Dopamin-
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bzw. Oktopamin-induzierten Anstieg der [cAMP]i vermitteln (Rotte et al., 2009). Diese Re-
aktionen wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet (Abb. 15). 5-HT hatte in
keiner der getesteten Konzentrationen, einen Einfluss auf die [Ca2+]i oder die [cAMP]i von
nicht-transfizierten HEK293-Zellen. Daher konnten die Analysen in diesem Zellsystem durchge-
führt werden. Liganden, welche auch bei nicht-transfizierten Zellen Effekte zeigen, wurden von
der Analyse ausgeschlossen.

4.3.2 Am5-HT1 ist ein funktioneller Serotoninrezeptor

Die Funktionalität eines Rezeptors ist abhängig von der relativen Konservierung bestimmter
Aminosäuren, welche die spezifische Bindung des Liganden sowie die Kopplung an einen spezifi-
schen intrazellulären Signalweg vermitteln. Die molekulare Analyse der abgeleiteten Aminosäu-
resequenz von Am5-HT1 spricht dafür, dass es sich bei diesem Rezeptor um einen 5-HT-Rezeptor
der Klasse 1 handelt. Diese koppeln über Gi/o-Proteine negativ an die AC und bewirken bei Ak-
tivierung eine Verminderung der [cAMP]i. Diese Hypothese wurde überprüft, indem HEK293-
Zellen mit dem wasserlöslichen Forskolinanalogon NKH477 stimuliert und der Einfluss der bio-
genen Amine Serotonin, Dopamin, Tyramin, Octopamin und Histamin getestet wurde. Nur
5-HT ist in der Lage, den NKH477-stimulierten Anstieg der [cAMP]i um bis zu 60 % zu redu-
zieren. Vergleichbare Wirkungen sind bei homologen Rezeptoren ebenfalls beobachtet wurden
(Saudou et al., 1992; Troppmann et al., 2009). Dies spricht dafür, dass Am5-HT1 ein funk-
tioneller 5-HT-Rezeptor ist, welcher Gi/o-Proteine aktiviert. Der 5-HT-Effekt ist dosisabhängig.
Der für 5-HT ermittelte EC50-Wert von 16,9 nM entspricht den EC50-Werten charakterisier-
ter Invertebraten-5-HT1-Rezeptoren wie z.B. Dm5-HT1A (30 nM), Dm5-HT1B (18 nM, beide
Saudou et al., 1992) und Pro5-HT1 (31 nM, Spitzer et al., 2008). Bm5-HT1 dagegen weist
mit 83 nM (Chen et al., 2004) einen um den Faktor 5, Pea5-HT1 mit 150 nM (Troppmann
et al., 2009) sogar um den Faktor 10 höheren EC50-Wert für 5-HT auf.

4.3.3 Pharmakologische Charakterisierung von Am5-HT1

Auf der Suche nach Substanzen, welche die 5-HT-Wirkung auf Am5-HT1-exprimierende Zel-
len imitieren bzw. aufheben können, wurde auf bereits bekannte 5-HT-Rezeptor-Agonisten und
-Antagonisten zurückgegriffen.

Agonisten
5-CT und 5-MT stellen vollwertige Am5-HT1-Rezeptor-Antagonisten dar, da sie die NKH477-
induzierte cAMP-Produktion in gleicher Weise hemmen wie 5-HT. Die agonistische Wirkung von
5-CT und die hohe Affinität zu 5-HT1-Rezeptoren wurde bereits an homologen Rezeptoren nach-
gewiesen (Barbas et al., 2002; Angers et al., 1998). Jedoch können diese Substanzen nicht
als selektiv für Am5-HT1 angesehen werden. 5-CT ist ebenfalls an 5-HT2- und 5-HT7-Rezeptoren
wirksam (Lee & Pietrantonio, 2003; Schlenstedt et al., 2006; Spitzer et al., 2008).
Für 5-MT konnten ebenfalls Effekte auf 5-HT2-Rezeptoren nachgewiesen werden (diese Arbeit,
Spitzer et al., 2008). 8-OH-DPAT zeigte keinerlei Wirkung auf die NKH477-stimulierte
cAMP-Antwort von Am5-HT1. Angers et al. (1998) konnten zeigen, dass 8-OH-DPAT auch
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auf den 5-HT1-Rezeptor von Aplysia nur eine geringe Wirkung hat. Troppmann et al. (2009)
konnten gar keinen Einfluss von 8-OH-DPAT auf den Pea5-HT1-Rezeptor der Schabe
P. americana nachweisen. Bindungsstudien deuten darauf hin, dass 8-OH-DPAT nur eine ge-
ringe Affinität für verschiedene Invertebraten-5-HT1-Rezeptoren besitzt (Saudou et al., 1992;
Barbas et al., 2002). Die selektiven 5-HT1A- bzw. 5-HT1B/D-Rezeptoragonisten Buspiron und
Sumatriptan (Hoyer et al., 2002) zeigten ebenfalls keine Wirkungen auf 5-HT1-Rezeptoren
der Invertebraten.

Antagonisten
Bereits Saudou et al. (1992) konnten zeigen, dass Prazosin eine hohe Affinität für die 5-HT1-
Rezeptoren von D. melanogaster besitzt und die 5-HT-induzierte Verminderung der Forskolin-
stimlierten cAMP-Antwort völlig aufhebt. In den hier durchgeführten Untersuchungen ist Pra-
zosin in der Lage, den 5-HT-Effekt um etwa 40 % zu vermindern und kann als partieller Ant-
agonist angesehen werden. In gleicher Weise blockiert WAY100635, ein hochselektiver 5-HT1A-
Rezeptorantagonist (Forster et al., 1995; Fletcher et al., 1996; Newman-Tancredi
et al., 1996), den 5-HT-Effekt. Am Pea5-HT1-Rezeptor wirkt diese Substanz als inverser Ago-
nist (Troppmann et al., 2009), ein Phänomen, welches für diese Substanz bei Vertebraten-
Rezeptoren nur unter bestimmten Bedingungen beobachtet werden konnte (Cosi & Koek,
2000). Spitzer et al. (2008) beurteilten WAY100635 bei den entsprechenden Rezeptoren
der Crustacea als unwirksam. Als einzige getestete Substanz war der 5-HT1E/5-HT6-Rezeptor-
Antagonist Methiothepin (Hoyer et al., 2002; Kitson, 2007) in der Lage, den
5-HT-vermittelten Effekt vollständig zu blockieren und kann daher als Antagonist des
Am5-HT1-Rezeptors angesehen werden. Diese Wirkung wurde durch Troppmann et al. (2009)
ebenfalls für den Pea5-HT1-Rezeptor beschrieben. Jedoch wirkt Methiothepin auch am
Am5-HT2α-Rezeptor als Antagonist (vgl. Abschnitt 3.2.4, Seite 56) und am Am5-HT7-Rezeptor
als inverser Agonist (Schlenstedt et al., 2006). Daher muss diese Substanz als unspezifischer
Ligand der 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene eingestuft werden.

4.3.4 Am5-HT2α ist ein funktioneller Serotoninrezeptor

Rezeptoren der 5-HT2-Klasse veranlassen bei Aktivierung über die Interaktion mit
Gq/11-Proteinen die Synthese von Inositoltrisphosphat (IP3). Dies führt wiederum dazu, dass
die intrazelluläre Ca2+-Konzentration erhöht wird (Hoyer et al., 2002). Dass dies ebenfalls
für Am5-HT2α zutrifft, wurde durch die Messung der [Ca2+]i in HEK293-Zellen, welche diesen
Rezeptor exprimieren, überprüft (Abb. 21). Nach 5-HT-Gabe ist eine deutliche Ca2+-Erhöhung
zu verzeichnen. Die Ergebnisse sprechen deutlich dafür, dass Am5-HT2α einen funktionellen
5-HT2-Rezeptor darstellt. Der gezeigte 5-HT-Effekt ist dosisabhängig. Der EC50-Wert beträgt
3,52 nM. Die pharmakologisch charakterisierten Invertebraten-5-HT2-Rezeptoren aus Panulirus
interruptus und Procambarus clarkii besitzen EC50-Werte von 52 bzw. 27 nM (Spitzer et al.,
2008) und der von Lymnea stagnalis 113,9 nM (Gerhardt et al., 1996). Diese Werte liegen
deutlich über dem EC50-Wert von Am5-HT2α.
Für das trunkierte Rezeptorprotein von Am5-HT2α konnte keine Funktionalität nachgewiesen
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werden. Auf dieses Ergebnis wurde in Abschnitt 4.2 (Seite 70) näher eingegangen.

4.3.5 Pharmakologische Charakterisierung von Am5-HT2α

Nur wenige Arbeiten haben sich bisher mit den pharmakologischen Eigenschaften von
Invertebraten-5-HT2-Rezeptoren auseinandergesetzt. Für die pharmakologische Charakterisie-
rung von Am5-HT2α wurden bekannte Vertebraten-Agonisten und -Antagonisten verwendet.
Zum Teil wurden die gleichen Substanzen auch bei der Charakterisierung von Dm5-HT2α,
Pan5-HT2β und Pro5-HT2β eingesetzt (Colas et al., 1995; Spitzer et al., 2008).

Agonisten
Zwei Substanzen zeigen eine deutliche agonistische Wirkung am Am5-HT2α-Rezeptor. 5-MT
imitiert den Effekt von 5-HT vollständig. Jedoch besitzt es einen 30-fach höheren EC50-Wert
als Serotonin, was auf eine geringere Affinität hinweist. Ähnliche Ergebnisse zeigen die Unter-
suchungen an 5-HT2-Rezeptoren der Crustaceen. 5-MT zeigt mit 80 % des 5-HT-Effekts bei
Pan5HT2β bzw. 29 % bei Pro5HT2β ebenfalls agonistische Wirkung und hat dabei einen 15
bzw. 20-fach geringeren EC50-Wert als Serotonin (Spitzer et al., 2008). Eine noch geringere
Affinität zu Am5-HT2α besitzt 8-OH-DPAT. Es weist einen 16.000-fach höheren EC50-Wert auf
als 5-HT. Dieses Ergebnis wird durch Spitzer et al. (2008) nicht bestätigt. In deren Unter-
suchungen wurden für 8-OH-DPAT EC50-Werte ermittelt, die nur geringfügig größer sind als
die von 5-HT. Dafür kann 8-OH-DPAT den 5-HT-Effekt am Am5-HT2α-Rezeptor zu annähernd
100 % imitieren (vgl. 77 % an Pan5-HT2β bzw. 64 % an Pro5-HT2β). Sowohl 5-CT als auch
8-OH-DPAT müssen als unspezifische Agonisten des Am5-HT2α-Rezeptors betrachtet werden.
5-CT kann zusätzlich den Am5-HT1-Rezeptor (siehe Abb. 16) und den Am5-HT7-Rezeptor und
8-OH-DPAT ebenfalls den Am5-HT7-Rezeptor aktivieren (Schlenstedt et al., 2006).

Antagonisten
Sieben der getesteten Substanzen vermindern mehr oder weniger deutlich die 5-HT-Antwort des
Am5-HT2α-Rezeptors. Die stärksten Effekte weisen Cyproheptadin (64 %), Methiothepin (61 %),
Clozapin (56 %) und Mianserin (51 %) auf. Für diese Liganden konnte auch eine hohe Affini-
tät zum Dm5-HT2α-Rezeptor nachgewiesen werden. Ausgenommen davon ist Clozapin. Dieses
besitzt zwar eine hohe Affinität für Dm5-HT2α, nicht jedoch für Am5-HT2α. Es entfaltet seine
volle Wirkung erst in Konzentrationen über 1 μM. Ähnliche Werte ermittelten Spitzer et al.
(2008) für Pan5-HT2α und Pro5-HT2α. Jedoch hat Clozapin in diesen Analysen einen deutlich
stärkeren Effekt (80 %). Methiothepin besitzt für Am5-HT2α einen vergleichbaren EC50-Wert
wie für Pan5-HT2α und Pro5-HT2α, zeigt bei den Crustaceen-Rezeptoren aber eine stärkere
Wirksamkeit. Ketanserin und SB200646 sind sehr affin für Am5-HT2α, blockieren den 5-HT-
Effekt jedoch nur in sehr geringem Ausmass (13 bzw. 32 %). Ketanserin ist ebenfalls sehr affin
für Dm5-HT2α, dagegen unwirksam bei Pan5-HT2α und Pro5-HT2α (Spitzer et al., 2008).
Methiothepin ist nicht spezifisch für den Am5-HT2α-Rezeptor, da es ebenfalls an Am5-HT1

(diese Arbeit) und Am5-HT7 (Schlenstedt et al., 2006) wirkt. Dagegen zeigt Clozapin kei-
ne antagonistische Wirkung auf Am5-HT7 (Schlenstedt et al., 2006). Für die Analysen
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des Am5-HT1-Rezeptors wurde Clozapin nicht verwendet. Weitere Untersuchungen müssen klä-
ren, ob Clozapin spezifisch für Am5-HT2α ist, oder ob es ebenfalls als Am5-HT1- und/oder
Am5-HT2β-Rezeptorantagonist wirksam ist. Für die übrigen Antagonisten liegen keine Ver-
gleichswerte für weitere Rezeptoren der Honigbiene vor.

4.4 Lokalisation der 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene

4.4.1 Lokalisation von Am5-HT1

In den RT-PCR-Analysen von Schlenstedt (2005) konnte das Transkript von Am5-ht1 im
Zentralgehirn, den optischen Loben, der Flugmuskulatur und den Malpighischen Gefäßen nach-
gewiesen werden. Durch die Generierung eines spezifischen Antiserums gegen ein Teilstück des
Am5-HT1-Rezeptorproteins war es möglich, die Verteilung des Rezeptors auf der Proteinebene
zu untersuchen und mit der Verteilung der mRNA zu vergleichen. Das Antiserum detektiert ein
Protein mit einer Größe von ca. 50 kDa. Dieses Molekulargewicht liegt leicht über dem erwarteten
von 44,5 kDa. Ein solcher Größenunterschied ist für GPCRs nicht ungewöhnlich. Eine Möglich-
keit für die Größenzunahme ist die N-Glykosylierung. Der PNGase F-Verdau führt jedoch nicht
zu einer Verringerung des Molekulargewichts des detektierten Proteins. Die Rezeptorproteine
können einer Vielzahl weiterer posttranslationaler Modifikationen, welche das Molekulargewicht
beinflussen, unterliegen.
In Western-Blot-Experimenten stimmt die Verteilung von Am5-HT1 mit den Ergebnissen aus
RT-PCR-Experimenten überein. Außerdem wurde die Analyse ausgeweitet und der Rezeptor in
den Antennalloben, dem Unterschlundganglion und dem Bauchmark nachgewiesen. Analysen
zur Verteilung von 5-HT1-Rezeptoren bei anderen Invertebraten zeigen stets die Expression in
Nervengewebe (Saudou et al., 1992; Dacks et al., 2006; Ongvarrasopone et al., 2006;
Barbas et al., 2002; Sosa et al., 2004). Auch bei Vertebraten sind die 5-HT1-Rezeptoren
im Nervengewebe lokalisiert (Nichols & Nichols, 2008). Dagegen konnte das Rezeptorprotein
weder in der Flugmuskulatur und den Malpighischen Gefäßen (vgl. Schlenstedt, 2005), noch
in den übrigen peripheren Geweben nachgewiesen werden. Dieser Wiederspruch der Ergebnisse
von RT-PCR und Western-Blot-Analysen könnte daran liegen, dass die RT-PCR ein viel emp-
findlicheres Detektionssystem darstellt. Theoretisch benötigt man nur ein mRNA-Molkül, um
es in cDNA umzuschreiben und zu vermehren.
Zur Untersuchung der zellulären Verteilung des Am5-HT1-Rezeptors im Bienengehirn wurden
immunhistochemische Experimente an Schnittpräparaten durchgeführt. Hierbei zeigten die Ocel-
larnerven eine besonders deutliche Am5-HT1-Immunantwort. Keine Arbeit zur Verteilung von
serotonergen Rezeptoren bei Insekten konnte bisher ähnliche Ergebnisse liefern. Zudem konnten
Schürmann & Klemm (1984) bei der Honigbiene auch keine serotonergen Fasern in diesem
Neuropil nachweisen. In der vorliegenden Arbeit kann aber klar das Gegenteil gezeigt werden.
Wie in Abb. 13 B gezeigt wird, befinden sich im Ocellarnerv 5-HT-immunreaktive Fasern.
In der Lamina, wo die Eingänge von den Photorezeptoren verschaltet werden, konnte eine ho-
he Rezeptordichte nachgewiesen werden. In Radioligandenbindungsstudien mit radioaktiv mar-
kiertem 5-HT konnten ebenfalls Bindungstellen für Serotonin festgestellt werden. Dazu passt,
dass in der C-Schicht der Lamina, serotonerge Fasern lokalisiert sind, welche zum Teil in der
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B-Schicht verzweigen. Scheidler (1991) stellte zudem in der Medulla und in der Lamina hohe
[3H]5-HT-Bindungsstellendichten fest, wobei auch die unterschiedlichen Dichten in den einzel-
nen Schichten von sowohl Medulla als auch Lobula mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
korrelieren. Abweichend ist, dass in den Bindungstudien eine Abnahme der Bindungsdichten von
proximal nach distal zu verzeichnen ist. In Bezug auf den Am5-HT1-Rezeptor weist dagegen die
Lamina die höchste Rezeptordichte auf. Es kann zur Zeit nicht ausgeschlossen werden, dass in
der Medulla und der Lobula weitere 5-HT-Rezeptoren exprimiert werden. Die unterschiedlichen
Affinitäten eines Rezeptors beeinflussen entscheidend die Ergebnisse von Bindungsstudien. Die
pharmakologischen Untersuchungen zu Am5-HT1 und Am5-HT2α zeigen eine höhere Affinität
des Am5-HT2α-Rezeptors für 5-HT. Möglicherweise ist dieser für ein stärkeres Signal in den
Bindungstudien verantwortlich. Untersuchungen mit spezifischen Antikörpern können dies in
Zukunft klären. Der Dm5-HT1B-Rezeptor konnte ebenfalls in den optischen Loben nachgewie-
sen werden (Yuan et al., 2005). Die hohe Am5-HT1-Rezeptordichte sowie das gleichzeitige
Vorkommen von serotonergen Fasern (vgl. Schürmann & Klemm, 1984) deutet auf eine starke
Modulation der visuellen Signalweiterleitung in den optischen Neuropilen hin.
Scheidler (1991) konnte zudem eine hohe [3H]5-HT-Bindungsstellendichte in der Lippe, dem
Basalring, dem Pedunculus und den α- und β-Loben nachweisen. Diese Ergebnisse gleichen den
Ergebnissen dieser Arbeit. Die Rezeptoren Dm5-HT1A und Dm5-HT1B konnten ebenfalls in den
Pilzkörpern nachgewiesen werden (Yuan et al., 2005, 2006). Die fehlende Markierung sero-
tonerger Fasern in der Lippe der Pilzkörper deutet darauf hin, dass Am5-HT1 nicht zwingend
an der Ausbildung klassischer Synapsen beteiligt ist. Es scheint wahrscheinlich, dass 5-HT nach
Freigabe durch entsprechende Fasern zum Wirkungsort diffundiert. Biogene Amine und deren
Rezeptoren müssen nicht zwingend kolokalisert sein, wie bereits anhand anderer Systeme ge-
zeigt werden konnte (Erber et al., 1991; Kreissl et al., 1994; Blenau et al., 1998; Yuan
et al., 2005). Die auffällige Schichtung der Immunreaktivität in den Pedunculi und den α-Loben
gleicht der Schichtung der [3H]5-HT-Rezeptormarkierung (Scheidler, 1991). Diese Schichtung
im α-Lobus spiegelt die hohe Ordnung der synaptischen Kontakte von extrinsischen Aus- und
Eingangsneuronen zu den intrinsischen Kenyonzellen wieder (Strausfeld, 2002). Die Kragenre-
gion der Pilzkörper wird von den dendritischen Eingängen jener Kenyonzellen gebildet, welche in
Strukturen des α-Lobus verzweigen, die keine bzw. nur sehr geringe Am5-HT1-Rezeptordichten
aufweisen. Dagegen verzweigen die Kenyonzellen mit Eingängen aus der Lippen- bzw. Kragen-
region der Pilzkörper in den Schichten des α-Lobus, welche hohe Am5-HT1-Immunreaktivität
zeigen (vgl. Abb. 27). Dieser Befund deutet darauf hin, dass der Am5-HT1-Rezeptor im Wesent-
lichen auf intrinsischen Pilzkörperzellen lokalisiert ist.

Zwischen der Verteilung von Am5-HT1 und Pea5-HT1 (Troppmann et al., 2009) ist keine
Gemeinsamkeit bezüglich der Verteilung im Gehirn zu erkennen. Dies ist vermutlich durch die
große evolutionäre Distanz beider Organismen zu erklären. Eine weitere Möglichkeit besteht
darin, dass bei Periplaneta americana weitere 5-HT1-Rezeptoren vorkommen. Bei Drosphila
melanogaster konnten zwei 5-HT1-Rezeptoren nachgewiesen werden, welche sich zum Teil in der
zellulären Verteilung unterscheiden (Yuan et al., 2005, 2006).
Die Antennalloben und das Unterschlundganglion gehören zu jenen Gehirnregionen, welche kei-
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Abb. 27: Schema zur Verdeutlichung der axonalen
und dendritischen Verzweigungen im Pilz-
körperkelch und im α-Lobus. Schema verän-
dert nach Strausfeld (2002). Hellblau, Oran-
ge und Violett repräsentieren jeweils die Verzwei-
gungen der gleichen Kenyonzelltypen. Grüne Flä-
chen stellen die Rezeptormarkierung dar.
BR Basalring, Kr Kragen, Li Lippe

ne Am5-HT1-ähnliche Immunreaktivität zeigen. Diese Ergebnisse stehen den Ergebnissen aus
Western-Blot-Analysen entgegen, in welchen durch das Antiserum in beiden Arealen eine Re-
zeptorbande detektiert werden konnte. Dies kann daran liegen, dass der Antikörper das native
Rezeptorprotein weniger affin bindet, als das denaturierte. Demnach würden im Gewebe nur
Strukturen erkannt werden, welche den Rezeptor in sehr hoher Dichte exprimieren. So kann in
manchen Präparaten eine schwache Markierung der Glomeruli in den Antennalloben beobachtet
werden, welche sich aber nur gering von der Hintergrundfluoreszenz des Gewebes abhebt. Zudem
sind noch drei weitere 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene bekannt (u. a. Schlenstedt et al.,
2006). Die Verteilung dieser Proteine wurde im Gewebe noch nicht analysiert. Jedoch findet
man auch im Unterschlundganglion und in den Antennalloben serotonerge Fasern. Es ist also
gut möglich, dass einer dieser Rezeptoren in hoher Dichte in diesen Regionen exprimiert wird.

4.4.2 Lokalisation von Am5-HT2α

Die Verteilung der Am5-ht2α-cDNA wurde ebenfalls durch Schlenstedt (2005) untersucht. Das
Transkript konnte im Zentralgehirn, in den optischen Loben, in der Flugmuskulatur und in den
Malpighischen Gefäßen nachgewiesen werden. Der Nachweis des Am5-HT2α-Proteins erfolgte
mittels eines monoklonalen Antikörpers, der in Western-Blot-Analysen sowohl das vollständi-
ge als auch das trunkierte Rezeptorprotein erkennt. Dass dies falsch-positive Signale sind, kann
ausgeschlossen werden, da der HA-Antikörper auf Western-Blots von Am5-HT2α-exprimierenden
HEK293-Zellen die gleichen Proteine erkennt. Die Antikörper erkennen Proteine, welche degly-
kosyliert deutlich geringere Molekulargewichte aufweisen als erwartet. Dies könnte daran liegen,
dass Am5-HT2α N-terminal ein Signalpeptid besitzt. Weisen Membranproteine Signalpeptide
auf, so äußert sich dies durch eine hydrophobe Domäne, welche an einer spezifischen Erkennungs-
und Schneidesequenz durch das Enzym SPase I vom restlichen Protein abgetrennt wird (Kaiser
et al., 1987; Cioffi et al., 1989; Paetzel et al., 2002). Das Hydropathieprofil des Rezeptors
zeigt einen deutlich hydrophoben Bereich im N-Teminus (Abb. 18). Die Analyse des N-Terminus
auf das Vorhandensein eines Signalpeptides (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, Daten
nicht gezeigt) ergibt nur eine geringe Wahrscheinlichkeit für ein Signalpeptid im N-Terminus
von Am5-HT2α. Würde jedoch das Rezeptorprotein an jener Stelle geschnitten werden, welche
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die Analyse als wahrscheinlichste Schnittstelle erkennt (20 %), ergibt sich ein Molekulargewicht
von 64 kDa für das vollständige bzw. 55,8 kDa für das trunkierte Rezeptorprotein. Dies stimmt
mit dem Gewicht der in den Western-Blot-Analysen markierten Proteine auffallend gut überein
(Abb. 19). Ob tatsächlich die Prozessierung durch die SPase I stattfindet, könnte man folgen-
dermassen untersuchen. Dem N-Terminus würde molekularbiogisch ein Peptid-Tag angefügt, für
welchen ein spezifischer Antikörper verfügbar ist. Somit hätte man sowohl am N- als auch am
C-Terminus einen Tag (C-Terminus besitzt HA-Tag), der durch einen spezifischen Antikörper
erkannt werden kann. Der Antikörper gegen den Tag am C-Terminus würde das Rezeptorprotein
nur erkennen, wenn dieses nicht durch SPase I prozessiert wird. Erkennt er jedoch ein Protein im
gleichen Massenbereich wie der HA-Antikörper, so wäre nachgewiesen, dass kein Signalpeptid
abgespalten wird.
In immuncytochemischen Analysen von Am5-HT2α-exprimierenden HEK293-Zellen konnte ge-
zeigt werden, dass der monoklonale Antikörper auch die nativen Rezeptorproteine erkennt.
Dagegen konnten in keiner der durchgeführten Analysen mit Bienengewebe (Western-Blot-
Analysen und immunhistochemische Analysen) spezifische Signale durch den Antikörper detek-
tiert werden. Dies könnte verschiedene Ursachen haben. Möglicherweise wird das Am5-HT2α-
Rezeptorprotein im Gehirn nur sehr schwach exprimiert. In RT-PCR-Experimenten, einer deut-
lich empfindlicheren Methode, von Schlenstedt (2005) konnte im Gehirn, im Vergleich zu
anderen Geweben/Organen, die höchste Konzentration der Am5-ht2α-mRNA nachgewiesen wer-
den. In Analysen mit Proteinen aus HEK293-Zellen muss der Antikörper in sehr hoher Konzen-
tration eingesetzt werden. Dies deutet darauf hin, dass er nur eine verhältnismäßig geringe
Affinität zum Rezeptorprotein besitzt. Dies hat zur Folge, dass in Western-Blot-Experimenten
nur hohe Rezeptorprotein-Konzentrationen zu einem messbaren Signal führen. In Analysen mit
HEK293-Zellen, die den Rezeptor überexprimieren, sind diese gegeben. Im Gehirn wird das Re-
zeptorprotein vermutlich nur in geringen Konzentrationen exprimiert, welche unter der Detekti-
onsgrenze für Western-Blot-Experimente liegt. Genauso ist das Negativergebnis bei den immun-
histochemischen Analysen zu erklären: Möglicherweise ist die Rezeptor-Dichte im Gehirn zu ge-
ring. Eventuell wären Untersuchungen mit Geweben aus Embryonen sinnvoll.
Colas et al. (1999) und Schaerlinger et al. (2007) konnte zeigen, dass der Dm5-HT2α-
Rezeptor entscheidend an der germband-extension wärend der Gastrulation von D. melanogaster
beteiligt ist und dementsprechend in Embryonen hoch exprimiert wird.
Eine weitere Möglichkeit ist, dass beim nativen Rezeptorprotein durch posttranslationale Modi-
fikation die antigene Determinante maskiert wird. So konnten Hwang & Lai (1994) nach-
weisen, dass es durch Prenylierung zur Maskierung eines Hepatitis Delta Antigens kommt.
Der monoklonale Antikörper DO-1 besitzt eine stark reduzierte Affinität zu dem menschli-
chen Tumor Suppressor Protein p35. Inkubiert man das Protein zunächst mit Phosphatasen,
so bindet der Antikörper mit einer deutlich höheren Affinität, was auf einen phosphorylierten
Aminosäurerest in dem p35-Protein hinweist (Craig et al., 1999). Innerhalb der CPL3 des
Am5-HT2α-Rezeptors konnte allerdings keine Konsensussequenz für Phosphoryliernug via PKA
oder PKC gefunden werden. Eine weitere Möglichkeit wäre die SUMOylierung (sumo = small
ubiquitin like modifier). SUMO-1 ist ein 12 kDa großes Protein, welches mit den Lysinresten
bestimmter Proteine kovalent verknüpft wird und unterschiedlichste Funktionen besitzt (Ma-
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tunis et al., 1996; Hay, 2005). Darunter fällt auch der Schutz von Proteinen vor Ubiquitie-
rung (Desterro et al., 1998), welche zur Internalisierung von GPCRs führen kann (Shenoy,
2007). Neben den meist nuklearen SUMOylierungssubstraten wurden auch zellmembranstän-
dige Proteine wie die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 als SUMOylierungssubstrate
entdeckt (Giorgino et al., 2000). Laut Genbank besitzt A. mellifera ein sumo-like Protein
(Acc.No. XP_392826). Zudem besitzt die CPL3 mit TKVD (437-440) eine Konsensussequenz für
SUMOylierung (ΨKxE, Ψ steht für eine hydrophobe AS). Ob bei dem Am5-HT2α-
Rezeptorprotein tatsächlich SUMOylierung vorliegt bzw. ob andere posttranslationale Modi-
fikationen für ein Epitop-Masking verantwortlich sind, müssen weitere Untersuchungen zeigen.

4.5 Die physiologische Funktion der 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene

Es ist schwierig, Aussagen über die möglichen Funktionen eines Proteins zu machen, wenn nicht
bekannt ist, wo dieses exprimiert wird. Daher war eine Aufgabe der vorliegenden Arbeit, spezifi-
sche Antikörper gegen die untersuchten Rezeptoren zu genieren, um ihre Verteilung im Gewebe
genauer untersuchen zu können. Für drei der vier klonierten 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene
ist es derzeit nicht möglich, entsprechende Untersuchungen durchzuführen. Will man mehr über
ihre Verteilung im Gewebe erfahren, ist es sinnvoll, weiterhin an der Generierung geeigneter
Antikörper zu arbeiten.
Für den Am5-HT1-Rezeptor konnte dagegen ein Antikörper hergestellt und entsprechende Un-
tersuchungen durchgeführt werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen Hypothesen
über die funktionelle Bedeutung des Rezeptors zu. Zusätzlich wurden Verhaltensexperimente
durchgeführt, um eine dieser Hypothesen genauer zu überprüfen.

Die mögliche Funktion des Am5-HT1-Rezeptors im Bienengehirn
Der Am5-HT1-Rezeptor wird in bestimmten Strukturen der Pilzkörper exprimiert (Abschnitt
3.1.3, Seite 39). Die Stimulation von kultivierten Kenyon-Zellen mit 5-HT führt zu einem An-
stieg der PKA-Aktivität (Müller, 1997). Diese wird in der Regel durch den Botenstoff cAMP
aktiviert. Der Am5-HT1-Rezeptor koppelt jedoch negativ an die AC, wodurch bei Rezeptorakti-
vierung die Synthese von cAMP verhindert wird. Daher muss ein zweiter 5-HT-Rezeptor in den
Pilzkörpern exprimiert werden. Tatsächlich konnten Schlenstedt et al. (2006) das Transkript
des Am5-HT7-Rezeptors, welcher positiv an die AC koppelt, in den Somata der intrinsischen
Pilzkörperzellen nachweisen. Zukünftige Studien müssen zeigen, ob die beiden Rezeptorproteine
in denselben Zellen exprimiert werden. Ist dies der Fall, so könnte der Am5-HT1-Rezeptor die
Wirkung des Am5-HT7-Rezeptors aufheben, sobald die Konzentration des ausgeschütteten 5-HT
einen kritischen Wert überschreitet. Dafür spricht, dass der Am5-HT7-Rezeptor einen um den
Faktor 10 niedrigeren EC50-Wert als der Am5-HT1-Rezeptor besitzt (1-2 nM vs. 16,9 nM 5-HT,
Schlenstedt et al., 2006). Werden beide Rezeptoren in unterschiedlichen Pilzkörperzellen
exprimiert, so erschließt sich eine mögliche Funktion für den Am5-HT1-Rezeptor, wenn man
den molekularen Mechanismus der Gedächtnisbildung betrachtet. Die PKA-Aktivität ist für die
Ausbildung des Langzeitgedächtnisses (Müller, 2000) durch die Phosphorylierung bestimm-
ter Transkriptionsfaktoren verantwortlich (Frank & Greenberg, 1994; DeZazzo & Tully,
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1995). Injiziert man 5-HT in die Pilzkörper, so vermindert sich sowohl die Lernleistung, als
auch die Fähigkeit, ein bestehendes Gedächtnis abzurufen (Erber et al., 1993). Somit ist es
möglich, dass Am5-HT1 dafür sorgt, dass sich die Zellen in einem „erregbaren Zustand“ befin-
den. Durch die Blockade der cAMP-Synthese wird die PKA-Aktivität in den entsprechenden
Pilzkörperzellen auf einem Niveau gehalten, welches unter der Schwelle liegt, welche für eine er-
folgreiche Gedächtnisbildung erforderlich ist. Diese Hypothese erfordert jedoch die andauernde
Präsenz von 5-HT.
In den drei großen Neuropilen der optischen Loben und im Ocellarneuropil konnten sowohl
serotonerge Fasern als auch das Am5-HT1-Rezeptorprotein nachgewiesen werden. Dies deutet
darauf hin, dass Am5-HT1 die visuelle Signalverarbeitung und -weiterleitung moduliert. Bereits
Mercer et al. (1983) und Schürmann & Klemm (1984) haben diskutiert, dass 5-HT an der
Modulation visueller Prozesse beteiligt ist. Verschiedene Autoren konnten serotonerge Wirkun-
gen auf das visuelle System von Arthropoden nachweisen. So erhöht 5-HT die Photorezeptor-
sensitivität durch die Änderung der Leitfähigkeit von K+-Kanälen bei Schistocerca gregaria und
D. melanogaster (Cuttle et al., 1995; Hevers & Hardie, 1995). Beim Schmetterling Papilio
xuthus verringert Licht die elektrische Aktivität serotonerger Zellen (Ichikawa, 1994). Präsen-
tiert man fixierten Bienen sich vertikal bewegende Streifenmuster, so strecken sie reflexartig
die Antennen entgegen der Bewegungsrichtung (Erber & Schildberger, 1980). Dies ist ein
natürliches Verhalten, welches zum Beispiel im Flug der Tiere kurz vor der Landung beobachtet
werden kann (Heran, 1959). Injiziert man den fixierten Bienen 5-HT in die optischen Loben,
so verringert sich die Reflexreaktion (Erber & Kloppenburg, 1995). Zudem konnte gezeigt
werden, dass 5-HT zur Reduktion der Antworten von bewegungsempfindlichen Lobula-Neuronen
führt (Kloppenburg & Erber, 1995).
In den Ocellarnerven wurde ebenfalls eine hohe Am5-HT1-Rezeptordichte nachgewiesen. Den
Ocellen der Insekten werden unter anderem zwei bedeutende Aufgaben zugeschrieben: Zum
einen sind sie an der Stabilisation des Fluges und der Wahrnehmung der Eigenrotation beteiligt
(Stange & Howard, 1979; Stange, 1981; Taylor, 1981a,b; Kastberger, 1990; Parsons
et al., 2006). Zum anderen wird den Ocellen die Regulation der Wahrnehmung geringer Lichtin-
tensitäten zugesprochen. Behindert man experimentell die Lichtaufnahme durch die Ocellen, so
vermindert sich deutlich die positive Phototaxis (Schricker, 1965; Lazzari et al., 1998).
Weiterhin konnte Schricker (1965) zeigen, dass der Helligkeitsgrad, welcher benötigt wird, da-
mit Bienen Sammelflüge durchführen, deutlich höher ist, je stärker die Lichtaufnahme durch die
Ocellen beeinträchtigt ist. Die Regulation der Photorezeption und die Stabilistation des Fluges
wird bei Kastberger & Schuhmann (1992) verknüpft, indem sie zeigen konnten, dass die
Ocellen die generelle Bereitschaft, während des Fluges auf visuelle Muster zu reagieren, kon-
trollieren. Heinzeller (1976) schlug vor, dass die Ocellen einen Einfluss auf die hormonelle
Kontrolle der motorischen Aktivität von Honigbienen besitzen.
Die ocellaren L-Neuronen von Bienen weisen zum Teil sehr komplexe Aktivitätsmuster auf (Mil-
de & Homberg, 1984; Baader, 1989; Milde & Homberg, 1988). So können einige dieser
Neuronen von einem Zustand, in welchen sie keine Aktionspotentiale erzeugen und auf starke
Lichtreize mit graduierten Potentialen antworten, in einen Zustand wechseln, in welchen sie dau-
erhaft spontane Aktionspotentiale erzeugen (Milde, 1981). In diesem Zustand kommt es durch
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einen starken Lichtreiz zu einem plötzlichen Ausbleiben der Aktionspotentiale. Sobald dieser
Lichtreiz vorüber ist, erzeugt die Zelle wieder Aktionspotentiale (Milde, 1981). Diese Neuro-
nen sind bisher nicht pharmakologisch charakterisiert. Durch die hohe Rezeptordichte sowie das
Auftreten serotonerger Fasern in den Ocellarnerven ist es wahrscheinlich, dass Am5-HT1 ent-
scheidend an der Modulation dieser komplexen Aktitivitätsmuster beteiligt ist.

Der Einfluss von Am5-HT1-Rezeptor-Liganden auf das phototaktische Verhalten
Der aktivierte Am5-HT1-Rezeptor hält den cAMP-Spiegel und damit die PKA-Aktivität gering.
Zudem besitzt 5-HT eine „reduzierende Wirkung“ auf Gedächtnisbildung und -abruf
(Erber et al., 1993) sowie das optische System (Erber & Kloppenburg, 1995; Klop-
penburg & Erber, 1995). Da der Am5-HT1-Rezeptor im optischen System der Honigbiene
stark exprimiert wird, lässt sich vermuten, dass dieser Rezeptor daran beteiligt ist, die Erreg-
barkeit des optischen Systems zu dämpfen. Diese Hypothese sollte anhand von Versuchen zum
phototaktischen Verhalten von A. mellifera-Arbeiterinnen untersucht werden.

Wie in Abschnitt 3.4 (Seite 62) gezeigt wurde, weisen junge Bienen, denen 5-HT-verfüttert
wurde, eine reduzierte Phototaxis auf. Durch Kontrollexperimente wurde gezeigt, dass es sich
dabei nicht um eine unspezifisch dämpfende Wirkung auf die motorische Aktivität handelt. In
den folgenden Experimenten sollte versucht werden, diese 5-HT-Wirkung auf den Am5-HT1-
Rezeptor einzugrenzen. Zum einen konnte der Rezeptor bei der immunhistochemischen Analyse
in den optischen Neuropilen der unterschiedlich behandelten Gruppen nachgewiesen werden
(5-HT- und Kontrollgruppe, Daten nicht gezeigt). Zum anderen wurde überprüft, ob die ge-
testeten Am5-HT1-Rezeptor-Agonisten 5-CT und 5-MT das phototaktische Verhalten ähnlich
wie 5-HT beeinflussen können. Verfüttert man den Bienen 5-CT, so kann man die gleiche Wir-
kung beobachten. 5-MT kann diese Wirkung nicht imitieren, was jedoch nicht gegen die Be-
teiligung von Am5-HT1 spricht. Ordnet man die Agonisten nach steigenden EC50-Werten, so
ergibt sich die Reihenfolge: 5-HT < 5-CT < 5-MT. Dabei unterscheiden sich die Werte der be-
nachbarten Agonisten jeweils ca. um den Faktor 10. Somit kann der ausbleibende Effekt nach
5-MT-Behandlung durch die geringe Affinität zum Am5-HT1-Rezeptor erklärt werden. Weiter-
hin sollte ein wirksamer Am5-HT1-Antagonist getestet. Diese Versuche sprechen ebenfalls für
eine Rezeptor-vermittelte Wirkung. Die 5-HT-Wirkung auf das phototaktische Verhalten kann
durch den Antagonisten Prazosin deutlich abgeschwächt werden.
Somit wurden die ersten deutlichen Hinweise dafür gesammelt, dass der Am5-HT1-Rezeptor an
der Regulation der Erregbarkeit des optischen Systems beteiligt ist. Bisher kann jedoch nicht
definitv ausgeschlossen werden, dass andere 5-HT-Rezeptoren mit überlappenden pharmakologi-
schen Eigenschaften an der Vermittlung der 5-HT-Wirkung beiteilgt sind. Weitere Experimente
sollten durchgeführt werden, um sicher ausschließen zu können, dass weitere 5-HT-Rezeptoren an
der Vermittlung des 5-HT-Effekts beteiligt sind. So sollte mit Hilfe der heterologen Expressions-
systeme untersucht werden, ob Prazosin spezifisch auf den Am5-HT1-Rezeptor wirkt oder auch
an anderen 5-HT-Rezeptoren wirksam ist. Umgekehrt kann untersucht werden, ob Liganden,
welche spezifisch für einen oder mehrere der anderen 5-HT-Rezeptoren sind, jedoch nachweis-
lich nicht am Am5-HT1-Rezeptor wirken (z.B. 8-OH-DPAT), ebenfalls einen Einfluss auf das
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phototaktische Verhalten der Honigbiene besitzen. Weiterhin wäre es möglich, die Expression
des Am5-HT1-Rezeptors mit Hilfe geeigneter Methoden, wie zum Beispiel der RNAi-Methode
(Fire et al., 1998), herunter zu regulieren. Dass diese Methode prinzipiell bei der Honigbiene
anwendbar ist, zeigen verschiedene Arbeiten (Farooqui et al., 2004; Amdam et al., 2006;
Patel et al., 2007; Mackert et al., 2008). Bliebe die Phototaxis in Folge der Herunter-
regulierung der Am5-HT1-Expression unbeeinflusst von einer 5-HT-Behandlung, wäre dies ein
weiterer starker Hinweis auf die Beteiligung dieses Rezeptors. Wenn der Am5-HT1-Rezeptor an
der natürlichen Regulation des phototaktischen Verhalten der Honigbiene beteiligt ist, so könn-
te möglicherweise allein die Herunterregulation der Expression dieses Rezeptors ausreichen, um
einen positiven Effekt auf die Phototaxis zu bewirken.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit Hilfe der bisher durchgeführten Experimen-
te gezeigt werden konnte, dass der Am5-HT1-Rezeptor wahrscheinlich an der Regulation der
Lichtwahrnehmung beteiligt ist. Dieser Rezeptor wird in Teilen des Bienengehirns exprimiert,
welche visuelle Informationen verarbeiten. Bei dem Krebs Procambarus clarkii konnte eben-
falls die modulatorische Wirkung von Pro5-HT1 auf ein photosensitives Neuron nachgewiesen
werden. Dieses Neuron ist an der Regulation der circadianen Rhythmik beteiligt (Rodríguez-
Sosa et al., 2007). Für den Dm5-HT1A-Rezeptor konnte eine deutliche circadiane Oszillation
der mRNA-Konzentration beobachtet werden (Claridge-Chang et al., 2001; Yuan et al.,
2005). Sollte die Expression von Am5-HT1 ebenfalls oszillieren, könnte der Rezeptor die Photo-
sensitivität in Abhängigkeit von der Tageszeit modulieren. Zukünftige Untersuchungen müssen
jedoch zeigen, ob die Expression von Am5-HT1 wirklich im Tagesgang variiert. Durch den in
dieser Arbeit generierten Antikörper, kann dies auch auf Proteinebene geschehen.
Weiterhin wäre es sinnvoll, die Wirksamkeit der untersuchten Liganden an frei fliegenden Bienen
in ihrer natürlichen Umgebung zu untersuchen. Schricker (1965) konnte in Freilandexperimen-
ten zeigen, dass die Ocellen einen starken Einfluss auf die Wahrnehmung geringer Lichtintensi-
täten besitzen. Die ocellaren Interneurone exprimieren den Am5-HT1-Rezeptor. Daher wäre es
interessant, Bienen mit den Am5-HT1-Rezeptorliganden zu füttern und anschließend zu beob-
achten, ob dies einen Einfluss auf die Durchführung der Sammelflüge in Abhängigkeit von der
Lichtintensität hat.
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4.6 Ausblick

Bisher war nur ein 5-HT-Rezeptor der Honigbiene Apis mellifera molekular und pharmakolo-
gisch charakterisiert worden (Am5-HT7, Schlenstedt et al., 2006). Mit der vorliegenden
Arbeit ist es gelungen, das Wissen über die 5-HT-Rezeptoren der Honigbiene um drei molekular
charakterisierte Rezeptoren (Am5-HT1, Am5-HT2α und Am5-HT2β) zu erweitern. Das Genom
der Honigbiene weist jedoch weitere Gene auf, die möglicherweise für 5-HT-Rezeptoren kodie-
ren. Möchte man das serotonerge System der Honigbiene in seiner Gesamtheit verstehen, ist es
wichtig, weitere Rezeptoren zu isolieren und zu charakteriseren.
Für zwei 5-HT-Rezeptoren (Am5-HT1 und Am5-HT2α) wurde in einem heterologen Expressi-
onssystem die Funktionalität nachgewiesen und ein pharmakologisches Profil erstellt. Für den
Am5-HT2β stehen diese Arbeiten noch aus. Die vollständige Rezeptor-cDNA konnte kloniert
werden und müsste noch in einen Expressionsvektor integriert werden. Die Informationen aus
diesen Experimenten sind wichtig, da man durch das Wissen über die Pharmakologie eines Re-
zeptors Möglichkeiten finden kann, diesen in vivo pharmakologisch zu untersuchen und in seiner
Aktivität zu beeinflussen. Somit erhält man Werkzeuge, um mehr über seine Funktion zu erfah-
ren.
Für den Am5-HT1-Rezeptor war es möglich ein spezifisches Antiserum zu generieren und die
Expression des Rezeptors im Gewebe zu analysieren. Weitere Untersuchungen könnten zeigen,
ob die entdeckten Expressionsmuster vom Alter, von der Kaste und von der Tätigkeit der Bienen
abhängig sind. Auf diese Weise kann man ebenfalls mehr über die physiologische Funktion des
Rezeptors erfahren.
Für die beiden anderen untersuchten Rezeptoren war es bisher nicht möglich, die Verteilung
des Proteins im Gewebe näher zu untersuchen. Daher ist zur Zeit keine Aussage über Funktio-
nen dieser Rezeptoren möglich. Zudem ist die Bedeutung der Spleißvarianten von Am5-HT2α

und Am5-HT2β offen. Auch aus diesem Grund wäre es wichtig, weiter daran zu arbeiten, spe-
zifische Antikörper gegen die entsprechenden Proteine zu entwickeln, um zu erfahren, ob, wo
und wann die trunkierten Rezeptoren exprimiert werden. Zum anderen bietet das heterologe
Expressionssystem die Möglichkeit Interaktionen zwischen den verschiedenen Rezeptoren und
Rezeptorvarianten näher zu untersuchen.
Die Ergebnisse aus Analysen zur Gewebsverteilung und der pharmakologischen Untersuchungen
helfen, Informationen über die Funktion eines Rezeptors zu erhalten. Die Ergebnisse der Ver-
haltenstests mit Liganden des Am5-HT1-Rezeptors haben dies gezeigt. Dieser Rezeptor spielt
sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Regulation des phototaktischen Verhalten. Wei-
terführende Experimente (weitere Verhaltenstest mit geigneten Liganden, RNAi) müssen diese
begründete Hypothese jedoch bestätigen. Zudem wäre es sinnvoll, Experimente zu entwickeln,
welche das natürliche Verhalten der Honigbiene besser wiederspiegeln. Dadurch könnte man
mehr über die Bedeutung der 5-HT-Wirkung auf natürlich auftretende Verhaltensweisen erfah-
ren.
Die Expression von Am5-HT1 in den Pilzkörpern deutet auf eine Funktion beim Lernen der Bie-
nen hin. Auch diese mögliche Rolle des Rezeptors sollte experimentell untersucht werden. Für die
Untersuchung des Lernverhalten der Honigbiene gibt es zahlreiche gut etablierte Verhaltenspara-
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digmen (u. a. Bitterman et al., 1983; Menzel & Müller, 1996; Behrends & Scheiner,
2009). Bei solchen Untersuchungen können dieselben Pharmaka eingesetzt werden, die schon
bei den Versuchen zum phototaktischen Verhalten verwendet wurden. Ebenso würde sich der
Einsatz von RNAi-Methoden anbieten.
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Anhang

Abkürzungsverzeichnis

Allgemein gebräuchliche Abkürzungen und Maßeinheiten werden nicht gesondert aufgeführt.

5-CT 5-Carboxamidotryptamin
5-HT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin
5-MT 5-Methoxytryptamin
8-OH-DPAT 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)-Tetralin
AC Adenylylzyklase
APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA komplementäre DNA
CPL cytoplasmic loop, intrazelluläre Schleife
C-Terminus Carboxylterminus
DAG Diacylglycerol
DDC DOPA-Decarboxylase
DEPC Diethylen-Pyrocarbonat
DNA Desoxyribonukleinsäure
DTT Dithiothreitol
ECL extracellular loop, extrazelluläre Schleife
EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsäure
GDP Guanosindiphosphat
G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein
GPCR G protein-coupled receptor, G-Protein-gekoppelter Rezeptor
GTP Guamosintriphosphat
HRP Horseradish Peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat
IPTG Isopropyl-Thio-D-Galaktopyranosid
kb Kilobasenpaare
MBP Maltose-Bindeprotein
N-Terminus Aminoterminus
ORF open reading frame, offener Leserahmen
PBS phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlösung
PCR Polymerasekettenreaktion
PIP2 1-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PKA Proteinkinase A
PKC Proteinkinase C
PLC Phospholipase C
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leer

RT Raumtemperatur
RT-PCR reverse transcription PCR
SDS sodium dodecyl sulfate, Natrium-Dodecyl-Sulfat
TEMED Tetramethylendiamin
TH Tyrosin-Hydroxylase
TM Transmembrandomäne
TRH Tryptophan-Hydroxylase
Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
U Units
UpM Umdrehungen pro Minute
Vol Volumen
ZNS Zentrales Nervensystem
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Nukleotid-Sequenzen der untersuchten Rezeptoren

Die Nukleotidabfolge ist in 5’-3’-Richtung dargestellt. Start-Codon (ATG) und Stopp-Codon
(TAG) sind grau unterlegt.
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Übersicht über die verwendeten Oligo-Nukleotide

Primer:

- Am5-HT1 -
Name Sequenz (in 5’-3’-Richtung) Verwendungszweck
5-HT1aKF TTGAATTCATGGAGGAACACGTGAACCAG Amplifizieren der vollständigen

Am5-ht1-cDNAAm5HT1ARev TTTAAATCCACTGTCAGCG
5ht1Exfor TTTAAGCTTCCACCATGGAGGAACACGTGAACC Amplifizieren der Am5-ht1-cDNA

zur Herstellung eines
Expressionskontruktes

5ht1Exrev TTTGAATTCGCGAATTATCCTGGAACCACC

am5HT1_CL3_for TTTGAATTCGGAACCATTGTGCAGCC Amplifizieren der CPL3 der
Am5-ht1-cDNAam5HT1_CL3_rev TTTAAGCTTTTAGGTGACCGTGGTCGATTG

- Am5-HT2α -
Name Sequenz (in 5’-3’-Richtung) Verwendungszweck
Am5HT2KF TTTGAATTCATGGAGGGGGATCTGATC Amplifizieren der vollständigen

Am5-ht2α-cDNAam5HT2rev1 TCAACAATTCTGATCGTGC
Am5HT2_Ex_for TTTGCTAGCCACCATGGAGGGGGATCTGATCG Amplifizieren der Am5-ht2α-cDNA

zur Herstellung eines
Expressionskontruktes

Am5HT2_Ex_rev TTTGAATTCACAATTCTGATCGTGCTCG

am5HT2_CL3_for TTTGAATTCCGAGATCAATTCCGAAGG Amplifizieren der CPL3 der
Am5-ht2α-cDNAam5HT2_CL3_rev TTTAAGCTTTTATTCACGGCCGATATTCTC

- Am5-HT2β -
Name Sequenz (in 5’-3’-Richtung) Verwendungszweck
am17start1 CGATTTCACCAGAGAGGACC

Amplifizieren der vollständigen
Am5-ht2β-cDNA

am17start2 CGTATTCACGCAGATGCC
am17stop1 CCCTGGTGACAGCGATCC
am17stop2 CGCTTTCCCTGGAAGTCG

weitere Oligo-Nukleotide:

für die Herstellung eines HA-Tags (Expressionskonstrukte Am5-HT1/Am5-HT2α):
5ht1HAfor: 5’-AAAGAATTCTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTTAAGCGGCCGCTTTTT-3’

5ht1HArev: 5’-AAAAAGCGGCCGCTTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAGAATTCTTT-3’

für die Klonierung der CPL2 des Am5-HT2α-Rezeptors:
am5HT2_CL2_for: 5’-TTTGAATTCTTGGGCCGGTATCTCGGCATCCGGAATCCTTTGCGGACGAGGCACAC

GTCCACCAAACGGATGTAAAAGCTTTTT-3’

am5HT2_CL2_rev: 5’-AAAAAGCTTTTACATCCGTTTGGTGGACGTGTGCCTCGTCCGCAAAGGATTCCGGA
TGCCGAGATACCGGCCCAAGAATTCAAA-3’
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