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Zusammenfassung

Die Honigbiene Apis mellifera gilt seit langem als Modell-Organismus zur Untersuchung
von Lern- und Gedéchtnisvorgéngen sowie zum Studium des Sozialverhaltens und der Ar-
beitsteilung. Bei der Steuerung und Regulation dieser Verhaltensweisen spielt das Indolal-
kylamin Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) eine wesentliche Rolle. Serotonin entfal-
tet seine Wirkung durch die Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). In
der vorliegenden Arbeit wird der erste Serotonin-Rezeptor aus der Honighiene molekular
charakterisiert.

Durch die Anwendung zwei verschiedener Klonierungsstrategien konnten drei ¢cDNA-
Sequenzen isoliert werden, die fiir potentielle Serotonin-Rezeptoren kodieren. Die Se-
quenzen weisen die grofte Ahnlichkeit zu dem 5-HT7- und 5-HTs-Rezeptor von Dro-
sophila melanogaster bzw. dem 5-HT:-Rezeptor von Panulirus interruptus auf. Die iso-
lierten Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene wurden dementsprechend Am(Apis mellife-
ra)5-HT1, Am5-HT5 und Am5-HT; benannt.

Das Hydropathieprofil des Am5-HT;-, Am5-HTs- und Am5-HT7-Rezeptors deutet auf
das Vorhandensein des charakteristischen heptahelikalen Aufbaus G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren hin. Die abgeleiteten Aminoséuresequenzen zeigen typische Merkmale bioge-
ner Amin-Rezeptoren. Aminoséuren, die eine Bedeutung bei der Bildung der Liganden-
Bindungstasche, der Rezeptor-Aktivierung und der Kopplung eines G-Proteins an den
Rezeptor haben, sind in allen drei Rezeptoren konserviert. Interessanterweise ist jedoch
das in den meisten biogenen Amin-Rezeptoren vorhandene ,DRY*“-Motiv in dem Amb-
HTs- und Am5-HT7-Rezeptor nicht konserviert. Das Vorhandensein einer PDZ-Doméne
in dem Am5-HT;- und Amb5-HT7-Rezeptor ldsst vermuten, dass diese Rezeptoren als
Adapterproteine fungieren, die Signalmolekiile zu einem Signaltransduktionskomplex ver-
einigen.

RT-PCR-Experimente zeigen die Expression der Rezeptoren in verschiedenen Geweben
der Honigbiene. Auffallend ist die hohe Expression im Zentralgehirn. Des Weiteren konnte
die Expression der Serotonin-Rezeptoren in den optischen Loben, Antennalloben sowie in
der Peripherie, d.h. in der Flugmuskulatur und den Malpighischen Geféfien nachgewiesen
werden. Durch in situ Hybridisierungen wurde die Expression in Gefrierschnitten von Ge-
hirnen adulter Sammlerinnen im Detail untersucht. Transkripte der Rezeptoren sind in
den Somata von intrinsischen Pilzkorperzellen, Neuronen der optischen Loben und Neu-
ronen der Antennalloben vorhanden.

In einem heterologen Expressionssystem wurde der intrazellulare Signalweg des Am5-H'T'7-

Rezeptors untersucht. Die Aktivierung des stabil exprimierten Rezeptors durch Serotonin



fithrt zur Bildung von cAMP. Der 5-HT7-Rezeptor spezifische Agonist 5-CT zeigt eine
mit Serotonin vergleichbare Fahigkeit, die intrazellulare cAMP-Konzentration zu erhchen.
Amb5-HT; gehort daher funktionell zu der Gruppe der 5-HT7-Rezeptoren. Der ECso-Wert
von 1,06 nM (5-HT), ist im Vergleich zu anderen 5-HT7-Rezeptoren dufsert niedrig. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass das basale cAMP-Niveau in den transfizierten Zellen im Ver-
gleich zu nicht transfizierten Zellen deutlich erhoht ist. Das heifst, dass der Rezeptor auch
in der Abwesenheit eines Liganden aktiv ist. Diese konstitutive Aktivitat ist auch von
anderen biogenen Amin-Rezeptoren bekannt. Methiothepin wurde als wirksamer inverser
Agonist des Am5-HT7-Rezeptors identifizert, da es in der Lage ist, der konstitutiven Ak-
tivitat entgegenzuwirken.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein polyklonaler Antikdrper gegen den Amb5-HT7-Re-
zeptor hergestellt (anti Am5-HT7). Dieser detektiert im Homogenat von Bienengehirnen,
kultivierten Kenyon-Zellen sowie in transfizierten HEK 293-Zellen die glykosylierte Form
des Rezeptors mit einer Molekularmasse von ~ 66 kDa.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Serotonin-Rezeptoren
in verschiedenen Regionen des ZNS der Honigbiene an der Informationsverarbeitung be-
teiligt sind. Es kann eine Beeinflussung von Lern-und Gedéchtnisprozessen sowie des olfak-
torischen und visuellen Systems durch diese Rezeptoren vermutet werden. Mit der Klonie-
rung und funktionellen Charakterisierung des ersten Serotonin-Rezeptors der Honigbiene
ist eine Grundlage fiir die Untersuchung der molekularen Mechanismen der serotonergen

Signaltransduktion geschaffen worden.



Abstract

The honeybee Apis mellifera is a model organism for studying insect division of labor,
learning and memory. An important substance that has been implicated in the control and
regulation of these phenomena is the indolalkylamine serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-
HT). Pharmacological and functional studies indicate, that serotonin activates various
receptor subtypes which predominantly belong to the family of G protein-coupled recep-
tors (GPCRs). This work describes the first serotonin receptor of the honeybee.

Using a homology based screening approach on a brain-specific cDNA library of the ho-
neybee and a PCR-based strategy three cDNAs encoding putative serotonin receptors
were isolated. The deduced amino acid sequences of these putative serotonin receptors
show the highest homology to a 5-HT; and a 5-HT5 receptor from Drosophila melanogas-
ter and a 5-HTy receptor from Panulirus interruptus.

The distribution of the 5-HT receptor mRNAs in several tissues of the honeybee by RT-
PCR was studied. The analysis revealed a high amount of all three receptors in the central
brain. Additionally the expression of the receptors was shown in the otpic lobes, the anten-
nal lobes and the flight muscles and the Malpighian tubules. By using in situ-hybridization
the receptor encoding mRNAs in cryostat sections of honeybee brain was detected. The
receptor transcripts were proven in neurons of the optic lobes, intrinsic mushroom body
neurons, and deutocerebral neurons.

In HEK 293 cell lines, stably expressing the 5-HT; receptor protein, the intracellular
signalling pathway was investigated. When activated by serotonin, the 5-HT; receptor
induces an increase in intracellular cAMP level. 5-CT, a specific agonist for mammalian
5-HT7-receptors, showed a similar ability to activate the adenylyl cyclase. Furthermore,
Amb5-HT; causes a significant increase in the non-agonist stimulated cAMP levels relati-
ve to those of non-transfected cells. Therefore, the Am5-HT7 receptor displays agonist-
independent activity which has been also demonstrated for other GPCRs. Methiothepin
was shown to act as a inverse agonist on the Am5-HT'7 receptor.

A specific affinity-purified anti-Am5-HT; antibody detects a protein band of 66 kDa in
homogenates of honeybee brains, cultured Kenyon cells and HEK 293 cells expressing the
Amb5-HT; receptor. This represents the glycosylated form of the receptor protein.

The results of this work suggest an role of the serotonin receptors in the processing of
information in different areas in the honeybee brain. One may conclude, that the recep-
tors play a role in learning and memory and have an influence on the olfactory and visual
system. The cloning and functional characterization of the first serotonin receptor of the
honeybee is a basis for the studie of the molecular mechanisms of the serotonergic signal

transduction.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Honigbiene als Modellorganismus

Die Honigbiene verfiigt als soziales Insekt iiber eine Reihe komplexer Verhaltensweisen.
Hierzu zdhlen insbesondere die sozialen Interaktionen innerhalb einer Kolonie (Page und
Erber, 2002), sowie die Lern- und Gedédchtnisvorgénge (Hammer, 1997). Honigbienen ler-
nen schnell, aus einer grofsen Zahl unterschiedlicher Bliiten effektiv Pollen und Nektar zu
sammeln. Sie betreiben Brutpflege und organisieren flexibel die Verteilung verschiedens-
ter Aufgaben im und auferhalb des Bienenstocks (von Frisch, 1967). Zu ihren weiteren
Féhigkeiten zdhlen die Informationsweitergabe iiber die Bediirfnisse der Kolonie und die
Verstéandigung iiber Ort und Qualitét einer entfernten Nahrungsquelle durch den Schwén-
zeltanz. Landschaftsmerkmale zwischen dem Bienenstock und den Futterstellen werden
fiir jede neue Nahrungsquelle erlernt und wéihrend des Flugs in der richtigen Reihenfol-
ge wieder abgerufen. Ebenso wird die genaue Lage des Stockeingangs in Verbindung mit
Landmarken erlernt (Menzel und Miiller, 1996).

Lernen und Gedéachtnis spielen fiir die komplexen Verhaltensweisen der Honigbiene
eine entscheidende Rolle. Durch das reiche Verhaltensrepertoir und das im Vergleich zu
hoheren Wirbeltieren relativ einfach aufgebaute Gehirn ist sie zum Modellorganismus fiir
das Studium der neuronalen Mechanismen von Verhaltensreaktionen geworden (Giurfa,
2003).

Das Gehirn der Honigbiene besteht aus drei Hauptregionen: dem Protocerebrum, dem
Deutocerebrum und dem Tritocerebrum. Im Protocerebrum befinden sich die optischen
Loben (Lamina, Medulla und Lobula), die Pilzkérper und der Zentralkomplex (siehe
Abb. 1.1). Die optischen Loben erhalten und verarbeiten Informationen des Komplexau-
ges. Die symmetrisch angeordneten Pilzkorper werden von etwa 170.000 dicht gepackten

Nervenzellen gebildet (= Kenyon-Zellen, nach Kenyon, 1896). Thre lateralen und medialen
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Calyes erhalten optische, olfaktorische und mechanische Informationen. Die Axone der
Kenyon-Zellen ziehen durch den Pedunculus und teilen sich dann in zwei Aste auf, die
in den a-und [-Loben enden. Dies sind die Output-Regionen der Pilzkérper (Menzel
et al., 1994). Die im Deutocerebrum befindlichen Antennalloben erhalten olfaktorische
Informationen von den olfaktorischen Rezeptoren der Antennen. Die Dorsalloben sind

das mechanosensorische und motorische Zentrum der Antennen.

Abbildung 1.1: Dreidimensionale Rekonstruktion des Gehirns der Honigbiene
(aus Giurfa, 2003). Verschiedene Neuropile sind markiert: ME = Medulla; LO = Lobula;
AL = Antennalloben; PL = protocerebrale Loben; SOG = suboesophageales Ganglion;
CB = Zentralkomplex. Die grofse helle Region in der Mitte des Bildes stellt die Pilzkérper
dar. Jeder Pilzkorper besteht aus: der lateralen (LC) und medianen (MC) Calyx, dem
Pedunculus und dem «- und (-Lobus.

Unabhéngig von der Art der wahrgenommenen Information (olfaktorisch, optisch, mecha-
nisch) ist der Mechanismus der Weiterleitung an die verschiedenen Gehirnareale identisch.
Eine spezialisierte Zelle (Sensor) nimmt den Reiz auf und wandelt ihn in elektrische Po-
tentiale um (Aktionspotentiale). Der Informationsaustausch zwischen Neuronen erfolgt
iiberwiegend durch die Umwandlung des elektrischen in ein chemisches Signal, bei dem es
zur Freisetzung von chemischen Botenstoffen aus dem erregten Neuron kommt.

Die Bindung des Botenstoffs an spezifische Rezeptorproteine, die in der Zellmembran
der Zielzellen lokalisiert sind, fiihrt zu einer elektrischen oder biochemischen Antwort in
der Zielzelle. Botenstoffe konnen Monoamine, Neuropeptide, Aminoséuren oder auch Ga-

se sein. Eine Gruppe von Substanzen, die in der Honigbiene und anderen Insekten als



KAPITEL 1. EINLEITUNG 3

Botenstoffe eine wesentliche Rolle spielen und deren modulatorische Wirkung bei Lern-
und Gedéchtnisvorgidngen sowie bei der Arbeitsteilung gut untersucht sind, stellen die
biogenen Amine dar (Mercer und Menzel, 1982; Bicker, 1999).

1.2 Bedeutung von biogenen Aminen in der Honigbiene

Biogene Amine sind kleine organische Verbindungen, die durch enzymatische Decarb-
oxylierung aus Aminosiuren entstehen (siche Abb. 1.2 am Beispiel von Serotonin). Die
biogenen Amine Dopamin, Serotonin und Histamin wirken sowohl in Vertebraten als auch
Invertebraten als Neurohormone, Neurotransmitter und Neuromodulatoren (Roeder,
2002). Adrenalin und Noradrenalin, bedeutende Neurotransmitter in Vertebraten, sind
zwar in geringen Mengen in einigen Insekten nachgewiesen worden, eine physiologische
Rolle konnte ihnen jedoch bisher nicht zugeschrieben werden. In Invertebraten sind
Adrenalin und Noradrenalin vermutlich durch zwei strukturell verwandte Monoamine,

Oktopamin und Tyramin, funktionell ersetzt.
(lJOOH
@\—ﬂ/ CH,CNH,
N H
H
TRH/(TPH) ‘
(IZOOH
HO CH,CNH,
Wr ™
N
H

HO\@\_H/ CH,CH,NH,
N

H

Abbildung 1.2: Biosynthese des Indolalkylamins Serotonin. L-Tryptophan wird
durch die Tryptophan-Hydroxylase (TRH) zu 5-Hydroxytryptophan hydroxyliert. In Dro-
sophila melanogaster wurde nachgewiesen, dass die Hydroxylierung ebenso durch die
Tryptophan-Phenylalanin-Hydroxylase (TPH) erfolgen kann (Coleman und Neckameyer,
2005). 5-Hydroxytryptophan wird durch die DOPA Decarboxylase (DDC) zu Serotonin
decarboxyliert.

Seit dem ersten Nachweis von biogenen Aminen im Gehirn der Honigbiene (Elofsson
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und Klemm, 1972) ist eine Vielzahl von Arbeiten erschienen, die die Wirkung (Erber
et al., 1993; Erber und Kloppenburg, 1995; Pribbenow und Erber, 1996; Menzel et al.,
1999; Barron und Robinson, 2005) und Gewebsverteilung beschreiben (Fuchs et al., 1989;
Harris und Woodring, 1992; Taylor et al., 1992). Im Folgendem wird genauer auf das
Indolalkylamin Serotonin eingegangen.

Serotonin wurde mit Hilfe von Fluoreszenzhistochemie und HPLC (high-performance
liquid chromatography) in der Honigbiene nachgewiesen (Mercer et al., 1983). Es wird von
einer kleinen Zahl Neurone ausgeschiittet. Ein sehr spezifischer Nachweis der Verteilung
Serotonin-immunreaktiver Neuronen im ZNS der Biene gelang Schiirmann und Klemm
(1984). Die 75 Serotonin-immunreaktiven Zellkérper im Deuto- und Protocerebrum
treten gehduft in so genannten , Clustern® auf. Die Serotonin-immunreaktiven Fasern
in den Pilzkorpern sind extrinsischen Ursprungs. Autoradiographische Untersuchungen
zeigten eine hohe Dichte von Bindungsstellen fiir radioaktiv markiertes Serotonin in den
Pilzkérpern (insbesondere in den Pilzkorperkelchen) und den optischen Loben (Erber
et al., 1991).

In weiteren Arbeiten (Schéifer und Bicker, 1986; Seidel und Bicker, 1996) wurden mit
Serotonin-Antiseren Interneurone markiert, die in viele Gebiete des Bienengehirns
projizieren. Dies spricht dafiir, dass Serotonin, wenn es von einem einzelnen Neuron

freigesetzt wird, die Aktivitéit grofser Gehirnareale beeinflussen kann.

Serotonin ist im ZNS der Honigbiene in grofen Mengen (6-21 pmol) vorhanden (Wagener-
Hulme et al., 1999). Die hochste Konzentration wurde in den a-Loben der Pilzkérper
gefunden. Die Mengen schwanken in einzelnen Individuen abhéngig von der Jahreszeit,
der Kolonie, dem Alter der Biene sowie der Kaste (Harris und Woodring, 1992; Schulz
und Robinson, 1999). So wiesen Taylor et al. (1992) in Sammlerinnen eine hoéhere
Serotonin-Konzentration nach als in Bienen, die andere Aufgaben, wie z.B. Brutpflege,

erfillen.

In Verhaltensexperimenten reduziert Serotonin konditionierte und unkonditionierte, ol-
faktorische Reaktionen (Mercer und Menzel, 1982), fithrt zu einer verringerten Antwort
des visuellen Systems (Erber und Kloppenburg, 1995) und hemmt Reaktionen auf gusta-
torische Reize. Weitere Untersuchungen ergaben, dass Serotonin einen Einfluss auf das
Lernen und Gedéchtnis hat, indem es den Erwerb und das Abrufen erlernten Verhaltens
beeintrachtigt (Bicker und Menzel, 1989; Menzel und Miiller, 1996). Serotonin fiihrt also
allgemein zu einer Abnahme der Empfindlichkeit und Aktivitdt des Nervensystems.

Die Injektion von Serotonin in die optischen Loben fiihrt zu einer Reduktion der Rich-
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tungsspezifitit der Antennenreaktionen auf visuelle Reize (Kloppenburg und Erber, 1995).
Pribbenow und Erber (1996) zeigten, dass Serotonin-Injektionen in den Dorsallobus die
antennale Abtastsequenz signifikant reduziert. Auch die unkonditionierte Antennenreakti-
on auf olfaktorische und gustatorische Reize kann durch Serotonin-Injektion in Neuropile
der olfaktorischen Bahn reduziert werden (Menzel et al., 1994).

Serotonin entfaltet seine Wirkung durch die Bindung an spezifische Membranrezeptoren.

Diese gehoren zum grofsten Teil zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.

1.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen die grofite und diverseste Gruppe der
Zelloberflichen-Rezeptoren dar. Sie reprasentieren mit 1000-2000 Genen annéhernd 1-5 %
des Invertebraten- bzw. Vertebraten-Genoms (Bockaert und Pin, 1999). Die GPCRs wer-
den in drei Unterfamilien eingeteilt (Strader et al., 1995): die Rhodopsin-dhnlichen Rezep-
toren (Klasse A), die peptidergen Rezeptoren (Klasse B) und die metabotropen Glutamat-
Rezeptoren (Klasse C).

Die grofste Rezeptorfamilie stellt die Klasse A dar. Rezeptoren dieser Familie bilden Grup-
pen, die unterschiedlichste Liganden wie biogene Amine, Peptide, Glykoproteine, Lipide,
Purine, Eicosanoide, Proteasen oder Chemokine binden. Auf die Struktur dieser Rezep-
toren wird im folgenden Kapitel ndher eingegangen (siehe 1.3.1).

An Rezeptoren der Klasse B binden vor allem Peptidhormone wie Glucagon, Calcitonin
oder Parathormon und Neuropeptide wie das Growth Hormone Releasing Hormon. Die
Rezeptoren besitzen einen grofen extrazelluldren N-terminalen Abschnitt (100 bis 170
Aminoséurereste), der fiir die Ligandenbindung von Bedeutung ist (Harmar, 2001). Mit-
glieder der dritten und kleinsten Rezeptorfamilie im Metazoenreich sind die metabotropen
Glutamat- und GABA g-Rezeptoren (Bettler et al., 2004).

1.3.1 Struktur G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Ungeachtet der chemischen und funktionellen Unterschiede der Botenstoffe, die an
GPCRs binden, sind die Rezeptorproteine strukturell sehr &hnlich aufgebaut (Donnelly
et al., 1994; Hall et al., 1999; Tierney, 2001; Kroeze et al., 2002). Alle GPCRs bestehen aus
einer einzigen Polypeptidkette, die die Plasmamembran der Zelle siebenfach durchspannt
(siche Abb. 1.3). Die sieben Transmembrandoménen (TM) werden von den hydrophoben
Bereichen des Proteins gebildet. Sie sind alternierend durch drei extrazelluldre und

drei intrazellulare hydrophile Bereiche miteinander verbunden. Haufig wird eine vierte
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intrazelluldre Schleife durch die Insertion von posttranslational palmitoylierten Cystein-
Resten des Carboxyterminus (C-Terminus) in die Zellmembran gebildet (Jin et al., 1999).
Der extrazellulire Amino-Terminus (N-Terminus) der Proteine ist héufig glykosyliert.
Dadurch wird die korrekte Anordnung des Rezeptors in der Zellmembran gesichert. Der
zytoplasmatische C-Terminus sowie die intrazellularen Schleifen enthalten viele Serin-
und Threonin-Reste, die potentielle Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinasen wie z.B.
Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) sind (Willets et al., 2003).
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Abbildung 1.3: Topographie eines G Protein-gekoppelten Rezeptors (aus Blenau
und Baumann, 2001). GPCR besitzen sieben hydrophobe transmembranale Segmente
(TM 1-7). Diese sind durch drei hydrophile extrazelluldre (EL 1-3) und drei intrazel-
luldre Schleifen (IL 1-3) verbunden. Der glykosylierte N-Terminus befindet sich auf der
extrazellularen, der C-Terminus auf der intrazelluldren Seite der Membran. Eine vierte
intrazelluldre Schleife (IL 4) kann durch die Insertion palmitoylierter Cystein-Reste in die
Plasmamembran gebildet werden.

In der Untergruppe der biogenen Amin-Rezeptoren, erfolgt die Bindung der Liganden
in einer Bindetasche, die von den transmembranalen Segmenten geformt wird. Durch
Mutageneseuntersuchungen wurde gezeigt, dass an der Wechselwirkung mit dem Liganden
ein Asparaginsidure-Rest in TM 3, Serin-Reste in TM 5 sowie hydrophobe Aminoséure-
Reste wie z.B. Phenylalanin-Reste in TM 6 beteiligt sind (siche Abb. 1.3) (Strader et al.,
1995; Almaula et al., 1996; Kroeze et al., 2002).

1.3.2 Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

GPCRs werden durch viele, chemisch und molekular sehr unterschiedliche Botenstoffe
aktiviert (Probst et al., 1992; Strader et al., 1995; Hall et al., 1999). Dazu gehoren

Proteine, Peptide, Aminosduren, Fettsdurederivate, sowie Photonen und Geruchsstoffe.
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Der gleiche Ligand kann verschiedene Rezeptoren einer Unterfamilie aktivieren. Ein gutes
Beispiel sind die Serotonin-Rezeptoren, von denen 14 Subtypen in Sadugetieren bekannt
sind, 13 gehoren zu der Familie der GPCRs (Hoyer et al., 2002).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der wichtigsten Signalwege G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren (aus Blenau und Baumann, 2001). a Rezeptor 1 (R1)
aktiviert nach der Bindung eines Liganden (Lig) ein heterotrimeres G-Protein (G,). Die
Phospholipase C (PLC) wird stimuliert. Das Enzym hydrolysiert PIP, zu IP3 und DAG.
Das IP; bindet an intrazellulire Rezeptoren, die die Freisetzung von Ca?" bewirken. b
Rezeptor 2 (R2) aktiviert ein anderes heterotrimeres G-Protein (Gjy), das eine Adenylatzy-
klase stimuliert. Das Enzym synthetisiert cAMP aus ATP. Der Anstieg der intrazelluldren
cAMP-Konzentration ([cAMP];) aktiviert u.a. die cAMP-abhéngige Proteinkinase (PKA),
die daraufthin z.B. Ionenkanéle und Transkriptionsfaktoren phosphoryliert. ¢ Rezeptor 3

(R3) aktiviert ein heterotrimeres G-Protein (G;). Die Adenylatzyklase wird inhibiert und
[cAMP]; sinkt.

In der inaktiven Konformation eines GPCRs ist ein trimeres GTP-bindendes Regulator-
protein (G-Protein) an den Rezeptor gebunden. Die Kopplung eines extrazellularen Ligan-
den bewirkt eine Konformationsinderung des Rezeptors, die iiber die Transmembranseg-
mente an die intrazelluldren Doménen des Proteins weitergeleitet wird (Wess, 1997). Aus
dieser Konformationséinderung resultiert eine Abnahme der Affinitdt der a-Untereinheit
des G-Proteins fiir GDP. Das gebundene GDP wird gegen GTP ausgetauscht. Der G-
Protein-Komplex zerféllt in den (y-Komplex und die GTP-gebundene a-Untereinheit
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(Ga). Die Ga-Untereinheit bindet an intrazelluldre Effektorproteine, wie z.B. Adenylat-
zyklasen, Phosphodiesterasen, Phospholipasen oder an Ionenkanile. Durch die Bindung
erfolgt eine Aktivierung oder auch Inhibierung des Effektor-Proteins. Dadurch wird ei-
ne Reihe von Ereignissen auslost, die zur Anderung der Konzentration mindestens eines
intrazelluldren Signalmolekiils fithrt. Zu den wichtigsten GPCR-vermittelten Signalwe-
gen gehoren die Erhoéhung bzw. Erniedrigung der intrazellularen cAMP-Konzentration
sowie die Synthese von Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) (siche
Abb. 1.4). Das IP; bindet an spezifische Rezeptoren im endoplasmatischen Retikulum
und bewirkt die Freisetzung von Ca?" aus intrazelluldren Speichern. Die sekundiren Bo-
tenstoffe (Ca?", cAMP, IP3) setzen die Signalkaskade fort, indem sie die Aktivitit aus-
gewéhlter zelluldrer Proteine modulieren. Die Aktivierung eines GPCR fiihrt letztendlich
zu transienten Anderungen der Phosphorylierungsmuster ausgewihlter Proteine und/oder
der Genexpression. Diese Anderungen beeinflussen die Aktivitit und/oder das Vorkom-
men von Proteinen, welche fiir neuronale Signaliibertragung und elektrische Leitfahigkeit
verantwortlich sind. Die Verdanderungen in der Nervenzell-Aktivitat konnen schlieklich zu

Verhaltenséanderungen fiithren.

1.3.3 Inaktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Die Inaktivierung der GPCRs kann durch die Phosphorylierung von Serin-/Threonin-
Resten intrazellularer Doménen durch die cAMP-aktivierte Proteinkinase A, die Diacyl-
glycerol- und Ca?'-aktivierte Proteinkinase C oder durch G-Protein-gekoppelte Rezep-
torkinasen (kurz GRKs) (Raymond, 1991; Freedman et al., 1995; Willets et al., 2003)
erfolgen. Zum Einen fiihrt die Phosphorylierung zu einer Konformationsanderung des Re-
zeptors. Die neue Konformation beeinflusst die Rezeptor-G-Protein-Interaktion oder die
Affinitdt des Rezeptors fiir den Liganden, so dass es zu einer Abschwichung des Rezeptor-
signals kommt (Carman und Benovic, 1998). Zum Anderen erhoht sich durch die GRKs
vermittelte Phosphorylierung die Affinitdt des Rezeptors fiir Mitglieder der (-Arrestin
Proteinfamilie (Leurs et al., 1998). Die Bindung von -Arrestin verhindert die Rezeptor-
G-Proteinen-Interaktionen. Obwohl die Ligandenbindung an den Rezeptor weiterhin mog-
lich ist, erfolgt intrazelluldr keine Signaliibertragung mehr. Der Rezeptor ist desensitisiert.
Das (-Arrestin dient dem Rezeptor als Adapterprotein, dass die Interaktionen mit weite-
ren Proteinen, z.B. Clathrin ermdglicht. Die Bindung des Rezeptor-3-Arrestin-Komplexes
an Clathrin fiihrt zur Internalisierung des Rezeptors. Dabei wird durch die Zusammenla-
gerung von Clathrin-Molekiilen eine Hiille aus Clathrin (,clathrin coat“) gebildet, in deren
Inneren die Zellmembran mit dem Rezeptor mehr und mehr eingestiilpt wird. Schliefslich

wird die Zellmembran abgeschniirt und wandert in Form von Membranvesikeln in das
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Zellinnere. Nachdem in diesen Vesikeln die Phosphatgruppen des Rezeptorproteins durch
Phosphatasen entfernt wurden, wird der Rezeptor zuriick zur Plasmamembran transpor-
tiert (,recycling®) oder abgebaut (,,degradation) (Leurs et al., 1998; Oakley et al., 2001).

1.3.4 Liganden- und G-Protein-unabhangige Aktivierung

Es gibt eine zunehmende Anzahl von Arbeiten, die zeigen, dass G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren nicht nur als trimerer Komplex (Lean et al., 1980) aus Ligand : Rezeptor :
G-Protein physiologisch aktiv sind. Ein GPCR ist in Abwesenheit eines Agonisten nicht
zwingend inaktiv (Kjelsberg et al., 1992; Samama et al., 1993). Bei vielen GPCRs existiert
vielmehr ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen inaktivem und spontan aktivem
Zustand. Die Anbindung eines Agonisten verschiebt das Gleichgewicht in Richtung des
aktiven Zustands, wihrend so genannte inverse Agonisten das Gleichgewicht in Richtung
des inaktiven Zustands verschieben (Gether und Kobilka, 1998; Hunyady et al., 2003).
Hinweise fiir konstitutive, also Liganden-unabhéngige Aktivitat gibt es sowohl in wvitro
(Claeysen et al., 1999; Krobert und Levy, 2002; Hobson et al., 2003) als auch in wvivo
(Bond et al., 1995; Morisset et al., 2000).

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von Bindungspartnern heptahelika-
ler Rezeptoren (Hall et al., 1999). Heptahelikale Rezeptoren kénnen mit Mitgliedern
verschiedenster Familien intrazelluldrer Proteine assoziiert sein. Dazu gehoren trimere G-
Proteine (G), SH3-Doménen enthaltende Proteine (SH3), Arrestine (Arr), GPCR-Kinasen
(GRK), monomere G-Proteine (g), Proteine mit SH2-Doménen (SH2) bzw. mit PDZ-
Doménen (PDZ)

Mit dem Hefe-Doppelhybrid-System und Fusionsprotein-Overlays wurden verschiedene

intrazelluldre Interaktionspartner identifiziert, die die Rezeptoraktivitidt unabhéngig von
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Liganden und G-Proteinen regulieren (Hall et al., 1999). An den C-Terminus des 5-HTc-
Rezeptors konnen mehr als 15 verschiedene Proteine binden (siehe Abb. 1.5). Die Wech-
selwirkung kann iiber SH3 bzw. SH2-Domé&nen (Src-Homologie), PDZ-Doménen oder
EVH-Doménen (Ena/VASP-Homologie) erfolgen. Durch die Bindung an zytoplasmatische
Schleifen und den C-Terminus des Rezeptors beeinflussen diese intrazellularen Proteine
die Lokalisation und Funktion des GPCR. Spezifitit, Selektivitdt und der zeitliche Ablauf
einer Reaktion wird durch sie moduliert (Hunter, 2000; Bockaert et al., 2003).

Des Weiteren hat die Oligomerisierung von GPCRs inzwischen grofe Beachtung gefunden
(Canals et al., 2003; Park et al., 2004; Park und Palczewski, 2005). Durch die Entstehung
neuer Bindungstaschen und die Moglichkeit alternativer struktureller Antworten auf die
Kopplung eines Liganden vermitteln oligomere Komplexe neue pharmakologische Eigen-
schaften. Jede Untereinheit des Komplexes kann unterschiedliche Aufgaben {ibernehmen,
so dass z.B. ein Partner fiir die Ligandenbindung zusténdig ist, ein anderer fiir die G-

Protein-Kopplung.

1.4 Serotonin-Rezeptoren

Die Féhigkeit eines einzelnen Neurotransmitters eine grofe Anzahl von Funktionen zu be-
einflussen, ist mit der Existenz verschiedener Rezeptorsubtypen verbunden, die an unter-
schiedliche intrazelluldre Signalwege koppeln. Vor {iber 50 Jahren erkannte man erstmals
das Vorhandensein von Serotonin-Rezeptorsubtypen, als Gaddum und Picarelli (1997)
zwei durch Serotonin ausgeloste physiologische Reaktionen entdeckten, die durch ver-
schiedene Antagonisten blockiert werden konnten.

Die Charakterisierung von Rezeptoren wurde ein aktives Forschungsgebiet und bis zum
jetzigen Zeitpunkt wurden mindestens 14 verschiedene 5-HT-Rezeptorgene in Sdugetieren
identifiziert, von denen 13 der Familie der GPCRs angehéren (Raymond et al., 2001). Die
Komplexitit dieser Rezeptorgruppe wird durch alternatives Spleiffen und RNA-Editing
weiter erhoht. Die 5-HT-Rezeptorsubtypen werden in sieben Familien eingeteilt (Barnes
und Sharp, 1999; Hoyer et al., 2002). Sechs dieser Familien werden von GPCRs gebildet.
Eine Ausnahme bilden die 5-HT3-Rezeptoren, die Liganden-gesteuerte Ionenkanéle sind.
Der Klassifizierung der Vertebraten-Rezeptoren folgend, ist man bestrebt auch die
Invertebraten-Rezeptoren einzuteilen. Dies ist jedoch nur eingeschrénkt moglich, da sich
in vielen Féllen die pharmakologischen Eigenschaften der Invertebraten-Rezeptoren von
denen der Vertebraten-Rezeptoren unterscheiden (Blenau und Baumann, 2001). Bis jetzt
besteht jedoch fiir die Invertebraten kein eigenes Klassifizierungssystem (Tierney, 2001).

Die sechs Familien der G-Protein-gekoppelten Serotonin-Rezeptoren werden aufgrund ih-
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rer Aminosauresequenz und der Kopplung an verschiedene intrazelluldre Signalwege ein-
geteilt. Die 5-HT;-Rezeptoren sind negativ an die Adenylatzyklase gekoppelt. Alle Mit-
glieder der 5-HTs-Rezeptoren stimulieren die Phospholipase C. 5-HTy-, 5-HT5-, 5-HTg-
und 5-HT7-Rezeptoren aktivieren die Adenylatzyklase, jedoch unterscheiden sie sich in

ihren pharmakologische Eigenschaften (Gerhardt und van Heerikhuizen, 1997).

1.4.1 Bedeutung der Serotonin-Rezeptoren in Vertebraten

Serotonin-Rezeptoren sind bei Vertebraten in hoher Dichte im Zentralnervensystem, im
Gastrointestinaltrakt, im Herz-Kreislaufsystem und im Blut zu finden (Review siehe Hoy-
er et al., 2002). Physiologisch spielen sie unter anderem bei der Blutgerinnung, bei Lern-
prozessen und bei der Steuerung des Tag-Nacht-Rhythmus eine Rolle. Fehlsteuerungen
biochemischer Vorgénge an den Serotonin-Rezeptoren fiihren zu Pathophysiologien wie
Migréine, (pulmonale) Hypertonie, Depression, Schizophrenie, Essstérungen, Ubelkeit und
Erbrechen (Hedlund und Sutcliffe, 2004). Rezeptorautoradiographiestudien zeigten, dass
jeder einzelne Serotonin-Rezeptorsubtyp ein spezifisches Verteilungsmuster im ZNS be-
sitzt (Review siehe Barnes und Sharp, 1999; Hoyer et al., 2002). Im Folgendem wird auf
die Bedeutung der Serotonin-Rezeptoren anhand der 5-HT7- und 5-HT5 4-Rezeptoren ein-
gegangen.

Die 5-HT7-Rezeptoren stellen eine sehr gut untersuchte Gruppe dar. So wurde eine Beein-
flussung der zirkadianen Rhythmik (Sprouse et al., 2004) und der Thermoregulation (Hed-
lund et al., 2003) nachgewiesen. ,, Knock-out“-Méuse, denen das 5-HT7-Rezeptorprotein
fehlt, zeigen Defizite im kontextabhéngigen Lernen (Roberts et al., 2004). In Ratten fiihrt
der 5-HT7-Rezeptor zu Muskelkontraktionen (Palea et al., 2004) und in der Cornea des
Menschen beeinflusst er die Fliissigkeitssekretion (Crider et al., 2003).

Auch fiir den 5-HTs 4-Rezeptor der Sdugetiere liegen knock-out-Untersuchungen und Stu-
dien zur Wirkung von spezifischen Antagonisten bzw. Agonisten auf die physiologische
Funktionen vor. 5-HT54-Rezeptoren sind unter anderen am Aufbau der quergestreiften
Muskulatur beteiligt (Guillet-Deniau et al., 1997) und beeinflussen das Fress- und Se-
xualverhalten. Des Weiteren wirken sich 5-HTs-Rezeptor Agonisten hemmend auf das

konditionierte und unkonditionierten Lernen aus (Review siehe Barnes und Sharp, 1999).

1.4.2 Serotonin-Rezeptoren in Insekten

Nathanson und Greengard (1974) identifizierten einen Serotonin- und einen Oktopamin-
Rezeptor im Nervensystem der Schabe als Bindeprotein des Halluzinogens LSD. In der

Speicheldriise der Schmeifsfliege fanden Berridge und Heslop (1981) zwei verschiedene
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Serotonin-Rezeptorsubtypen. Diese frithen Arbeiten zeigen nicht nur die Diversitdt von
Serotonin-Rezeptoren in Insekten sondern waren auch der ersten Nachweis, dass IP3 ein
intrazelluldarer Botenstoff ist.

Der erste Serotonin-Rezeptor der aus Insekten kloniert werden konnte war 5-HT-drol
(Umbenennung in Dm5-HT7; Tierney, 2001). Dieser Rezeptor von Drosophila melano-
gaster aktiviert die Adenylatzyklase (Witz et al., 1990). Saudou et al. (1992) entdeck-
ten zwei weitere Serotonin-Rezeptoren in Drosophila melanogaster: 5-HT-dro2A (spéter
Dm5-HTy 4) und 5-HT-dro2B (spater Dm5-HT,; ), die jedoch die Adenylatzyklase inhi-
bieren. Je nach Expressionssystem kann 5-HT-dro2B ebenso eine stimulierende Wirkung
auf die Phospholipase C austiben (Obosi et al., 1996). Colas et al. (1995) gelang die Iden-
tifizierung eines Serotonin-Rezeptors von Drosophila melanogaster (Dm5-HTs), der die
typischen pharmakologischen Eigenschaften eines Serotonin-Rezeptors der 5-HTs-Familie
zeigt und die Phospholipase C aktiviert.

Pietrantonio et al. (2001) klonierten mit dem 5-HT7-Rezeptor aus der Gelbfiebermiicke
Aedes aegypti einen weiteren Serotonin-Rezeptor, der die Adenylatzyklase stimuliert (Lee
und Pietrantonio, 2003). Auch aus Bombyz mori und Heliothis virescens wurden Rezep-
toren kloniert (Nickisch-Rosenegk et al., 1996). Die Annahme, dass es sich um Serotonin-
Rezeptoren handelt, begriindet sich jedoch ausschlieflich auf Sequenzvergleichen, phar-
makologische Untersuchungen geben keinen eindeutigen Aufschluss dariiber. Ein weiterer
Serotonin-Rezeptor wurde aus dem Schwalbenschwanz Papilio zuthus kloniert (Ono und
Yoshikawa, 2004). Durch RT-PCR und in situ-Hybridisierungen am chemosensorischen
Organ der Vorderbeine, wurde auf eine Beteiligung des Rezeptors an der chemosensori-

schen Signaltransduktion geschlossen.
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1.5 Fragestellung

Biogene Amine wirken durch die Aktivierung spezifischer membranstandiger, G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren in Wirbeltieren und Wirbellosen als Neurotransmitter, Neuromo-
dulatoren und Neurohormone. Aufgrund der grofsen Bedeutung der Rezeptoren sind sie
zum Gegenstand intensiver Forschung geworden. Das Wissen iiber die biogenen Amin-
Rezeptoren von Wirbellosen ist im Vergleich zum Kenntnisstand bei Wirbeltieren jedoch
immer noch begrenzt.

Modulatorische Wirkungen biogener Amine sind bei Insekten vielfach beschrieben. Fiir
ein umfassendes Verstdndnis ihrer komplexen physiologischen Wirkungen fehlen jedoch
wichtige Informationen iiber die molekulare Identitdt der entsprechenden Rezeptorprote-
ine, ihre pharmakologischen Eigenschaften, ihre Gewebsverteilung und ihre intrazelluléren
Reaktionspartner. Dies ist vor allem fiir die Honigbiene von Bedeutung, gilt sie doch seit
langem als Modellorganismus fiir verhaltensbiologische Studien und die Untersuchungen
der zellularen Mechanismen des Lernens und der Gedéchtnisbildung. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt wurden drei Dopamin-Rezeptoren (Blenau et al., 1998; Humphries et al., 2003;
Mustard et al., 2003; Beggs et al., 2005), ein Tyramin-Rezeptor (Blenau et al., 2000), und
ein Oktopamin-Rezeptor (Grohmann et al., 2003) der Honigbiene kloniert und funktionell
charakterisiert. Jedoch sind keine molekularen Informationen iiber Serotonin-Rezeptoren
bekannt. Dies steht in einem deutlichen Missverhéltnis zur Bedeutung des serotonergen
Systems bei Lern- und Gedéchtnisprozessen und bei der Modulation sensorischer Neurone.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klonierung eines Serotonin-Rezeptors aus der
Honigbiene Apis mellifera. Das Expressionsmuster des Rezeptorgens in verschiedenen Ge-
weben der Honigbiene, insbesondere im Gehirn, sollte untersucht werden. Das zellulédre
Expressionsmuster der Rezeptor-mRNA sollte durch in situ-Hybridisierung an Gewebe-
schnitten bestimmt werden. Die funktionelle Kopplung des Rezeptors an intrazelluldre
Botenstoffwege und die pharmakologischen Eigenschaften des Rezeptors sollten nach he-
terologer Expression in Sdugerzellen (HEK 293) untersucht werden. Ebenso sollte durch

die Herstellung eines polyklonalen Antikorpers das Rezeptorprotein nachgewiesen werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

Chemikalien sowie Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sig-
ma (Taufkirchen) und Merck (Darmstadt), die Restriktionsenzyme von Roche (Mann-
heim) und die Oligonukleotidprimer von TIB-Molbiol (Berlin) bezogen. Sequenzierungen
wurden durch die Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt. Fiir das Ansetzen von Losungen
wurde steriles Reinstwasser (Millipore-Qualitét) verwendet. Losungen, Medien und Was-
ser wurden in einem Varioklav Dampfsterilisator bei 121 °C fiir 20 min sterilisiert. Weitere
Angaben zu verwendeten Materialien befinden sich im Text. Im Folgenden sind verwen-

dete Vektoren, Bakterienstimme und Geréte aufgefiihrt:

Vektor Herkunft Anwendung
pBluescript SK~  Stratagene (Amsterdam) Klonierung

pcDNA 3.1(+)  Invitrogen (Karlsruhe) eukaryotische Expression

pET-30a Novagen (Darmstadt) prokaryotische Expression
pGEM-T Promega (Mannheim) T/A-Klonierung
pMal-c2X New England Biolabs prokaryotische Expression

Tabelle 2.1: Vektoren und deren Anwendung

Bakterienstamm Herkunft Anwendung
E. coli JM109 Stratagene Vermehrung von Plasmiden
E. coli XL1-Blue Stratagene Vermehrung von Plasmiden

E. coli BL21(DE3)pLysS Novagen Expression rekombinanter Proteine

Tabelle 2.2: Bakterienstdmme und deren Anwendung

14
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Gerit Hersteller
PCR-Maschine, T3 Thermocycler Biometra (Gottingen)
Gel-Dokumentation, Gelsystem 8Entry Biostep (Jahnsdorf)

Agarose-Horizontalgelelektrophorese, Amersham Bioscience (Freiburg)
HoeferTM HE33

PAGE-Elektrophorese im Vertikalsystem, Bio-Rad (Miinchen)

Mini Protean IITM

Protein-Transfer, Trans Blot SD Bio-Rad
Spektralphotometer Cary 50 Varian (Darmstadt)
Tischzentrifuge, Biofuge pico Heraeus (Hanau)
Kiihlzentrifuge, Biofuge 15R Heraeus

Schiittler, Shaker ES - 70 Peqlab (Erlangen)
Gefriermikrotom HM 500 OM Microm Edgewater (USA)
Axioplan2-Mikroskop Zeiss (Jena)
konfokales Mikroskop LSM510 Zeiss

Tabelle 2.3: Gerate

2.2 Molekularbiologische Methoden

Standardmethoden wurden nach Sambrook und Russell (2001) durchgefiihrt.

2.2.1 Agarosegelelektrophorese

Fiir die Auftrennung und Identifizierung von DNA wurden Gele mit 0,8-1,2 % Agarose in
1x TAE-Puffer verwendet. Zur Farbung der DNA wurde dem TAE-Puffer Ethidiumbromid
zugegeben. Die DNA-Proben wurden mit 0,2 Vol. Gelladepuffer gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Als Grofenstandard dienten bekannte Marker-DNAs (1 kb DNA Ladder,
100 bp Ladder, New England Biolabs, Frankfurt). Fiir die Auftrennung der DNA wurde
eine Spannung von 85 V angelegt.

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

2.2.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um gewiinschte DNA-Fragmente aus einem Agarosegel zu isolieren, wurde ein ,,Minisieb®
vorbereitet. Ein Eppendorfreaktionsgefafs (ER) wurde durchtrennt und der untere Teil mit
einer Kaniile durchstochen. Das Loch wurde mit silanisierter Glaswolle (Serva) bedeckt,
und das halbierte ER in ein zweites, intaktes ER gesteckt. Das isolierte Gelstiick wurde

auf die Glaswolle tiberfiithrt und fiir 2 min bei 6.000 UpM (Biofuge pico) zentrifugiert. Die
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DNA wurde aus dem erhaltenen Eluat durch die Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat
und 2,5 Vol. Ethanol (100 %) bei -20°C fiir mindestens 2 h prézipitiert. Nach einer Zen-
trifugation fiir 5 min bei 13.000 UpM (Biofuge pico) wurde das Pellet mit 70 % Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert (3 min, 13.000 UpM) und in Wasser oder alternativ in

TE-Puffer resuspendiert.

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA

2.2.3 Restriktion

Um die Klonierung eines Fragments in einem Plasmid-Vektor zu iiberpriifen, wurden
analytische Restriktionsanalysen durchgefiihrt. Dazu wurden 200-500 ng DNA mit 5 U
Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 15 pl in dem vom Hersteller empfoh-
lenen Puffer und der angegebenen optimalen Temperatur (37°C bzw. 55°C fiir das Enzym
BstZ1) 1 h inkubiert. Fiir eine préparative Restriktion eines Plasmids oder PCR-Produkts
wurde die dreifache Menge an DNA eingesetzt und 2-16 h mit dem Restriktionsenzym
inkubiert. Die Restriktionsfragmente wurden anschliefend aus einem Agarosegel eluiert

(siche 2.2.2) und konnten direkt weiter verwendet werden (z.B. fiir Ligation).

2.2.4 Ligation

Vektoren und Fragmente mit passenden kohésiven Enden wurden durch Restriktion (sie-
he 2.2.3) erhalten. Ein Ligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl enthielt
150 ng Vektor-DNA, 450 ng Insert-DNA, 1x Ligase-Puffer, 5 U T4-DNA-Ligase (Fer-
mentas). Es erfolgte eine Inkubation bei 4°C iiber Nacht oder alternativ 2 h bei 16°C
und anschliefsend die Transformationen in E. coli-Zellen (siche 2.2.5). Alternativ konnten
ungeschnittene PCR-Produkte in den pGEM-T Vektor ligiert werden (T /A-Klonierung,
pGEM-T Vector System, Promega). Die Ligation erfolgte nach dem Protokoll des Her-

stellers.

10 x Ligase-Puffer: 400 mM Tris-HCI, 100mM MgClz, 100mM DTT, 5mM ATP, pH 7.8

2.2.5 Transformation in E. coli

Es wurden 200 pl transfomationskompetente Bakterien mit 20 nl Ligationsansatz 30 min
auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 40 s bei 42°C im Wasserbad wurde der
Ansatz 2 min auf Eis gekiihlt, mit 900 ul LB-Medium (LB-Broth, LAB M, Lancashire)
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versetzt und 1 h bei 37°C im Schiittler inkubiert. Nach Sedimentation (2 min, 6.000 UpM,
Biofuge pico) wurde das Pellet in 100 pl LB-Medium aufgenommen, auf LB-Agar-Platten
(LB-Agar, LAB M, Lancashire) mit entsprechenden Antibiotika-Zusétzen ausplattiert
und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir Blau-Weif-Selektionen wurde den Platten zu-
vor 0,5 mM IPTG (Isopropyl-Thio-D-Galaktopyranosid) und 80 pg/ml X-Gal zugesetzt.

Antibiotika Zusétze:  Carbenicillin 100 pg/ml; Chloramphenicol 34 pg/ml; Kanamycin 50 ng/ml

2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir Plasmid-Isolierungen im Mini-Mafsstab wurden 5 ml LB-Medium, versetzt mit dem
entsprechenden Antibiotikum, mit einer einzelnen Kolonie beimpft und iiber Nacht bei
37°C im Schiittler inkubiert. Die Praparation der Plasmid DNA erfolgte mit dem E.Z.N.A
Miniprep Kit (Peglab) nach Vorschrift des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde mit TE-
Puffer eluiert. Fiir die Praparation groferer DNA-Mengen wurden 50 ml LB-Medium,
ebenso mit Antibiotikum versetzt, mit einer Kolonie beimpft und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Kulturfliissigkeit wurde 10 min bei 5.500 UpM (Biofuge 15R) zentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde nach dem Resuspendieren in 4 ml Losung I mit 8 ml Lésung 11
versetzt, vermischt und umgehend mit 8 ml Losung III inkubiert. Nach einer Zentrifugati-
on fiir 5 min bei 5.500 UpM wurde der Uberstand durch einen Faltenfilter filtriert und zur
Prézipitation der Plasmid-DNA mit 25 ml Isopropanol versetzt. Es erfolgte eine Zentrifu-
gation fiir 10 min bei 5.500 UpM. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 1,45
ml HyO gelost. Nach Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCl und 50 ul 1 M Tris-HCI (pH 7,5) er-
folgte eine erneute Zentrifugation fiir 5 min bei 5.500 UpM. Der Uberstand wurde mit 2,5
Vol. Ethanol (100 %) versetzt und 10 min bei 5.500 UpM zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 200-300 pl TE-Puffer resuspendiert, mit 2-3 pl RNase Cocktail (Ambion) versetzt und
mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. Anschliefiend erfolgte eine Phenol/Chloroform-
Extraktion und eine Prézipitation mit 1/10 Vol. 3 M LiCl und dem dreifachen Vol. 100 %
Ethanol. Die Reinheit und Konzentration der DNA wurden spektroskopisch durch Mes-
sung der Absorption bei 260 nm und 280 nm in TE-Puffer bestimmt.
Lésung I: 50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
Lésung IT: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

Losung III: 60 % (v/v) 5 M KAc, 11.5 % (v/v) Essigsaure, pH 4,8
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA
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2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit PCR-Reaktionen wurden ausgewéhlte DNA-Sequenzabschnitte spezifisch amplifiziert.
Als Template dienten eine A-Uni-ZAP™ XR-cDNA-Bibliothek von Apis mellifera (zur
Verfiigung gestellt von Dr. Dorothea Eisenhardt, FU Berlin; Eisenhardt et al., 2001),
Plasmid-DNA oder Bienengehirn-cDNA. Die A-Uni-ZAP™ XR-cDNA-Bibliothek wurde
vor der Verwendung fiir 10 min bei 95°C inkubiert. Ein PCR-Ansatz (50 pl) enthielt
ca. 100-200 ng Matrizen-DNA, je 200 nmol der beiden Primer, 400 pM jedes dNTPs
(Amersham Bioscience), 1x Reaktionspuffer und 2,5 U Tag-DNA-Polymerase (Peqglab).
Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 1 Zyklus: Denaturierung 2,5 min bei 94°C; 35 Zy-
klen: Denaturierung 40 s bei 94°C, Annealing 40 s bei 55-65°C, Elongation 1 min pro kb bei
72°C; 1 Zyklus: Finale Elongation 10 min bei 72°C; Kiihlung 4°C. Die PCR-Produkte wur-
den mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und gegebenenfalls eluiert (siche 2.2.2).
Uber die Primer wurden geeignete Restriktionsschnittstellen eingefiihrt. Das amplifizier-
te Fragment wurde mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten (sie-
he 2.2.3) und in geeignete Plasmid-Vektoren kloniert. Eine Tabelle mit den Sequenzen der

verwendeten Primer befindet sich im Anhang (siche 5.1).

10 x Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HC], pH 8,8, 500 mM KClI, 0,1 % Tween 20, 15 mM MgCly

2.2.8 PCR mit degenerierten Primern

Durch den Einsatz von degenerierten Primern sollten Sequenzinformationen von bislang
unbekannten biogenen Amin-Rezeptoren der Honigbiene erhalten werden. Die Primer wur-
den zur Amplifikation von Fragmenten aus der A\-Uni-ZAP™ XR-cDNA-Bibliothek von
Apis mellifera eingesetzt. Von dem A-Phagen-cDNA-Bibliothek-Eluat wurden 20 pl bei
94°C fiir 10 min erhitzt und als Matrize verwendet. Die PCR-Reaktion wurde mit 400 pM
jedes dNTPs, 2 nM der degenerierten Primer, 1,25 mM MgCly, und 2,5 U Tag-Polymerase
in einem Gesamtvolumen von 100 pl angesetzt. Die Amplifikation erfolgte unter den fol-
genden Bedingungen: 1 Zyklus: 2,5 min bei 94°C; 35 Zyklen: 40 s bei 94°C, 1 min bei
50°C, 1 min bei 72°C; 1 Zyklus: 10 min bei 72°C. Die Sequenz der verwendeten Primer
ist im Anhang angegeben (siehe 5.1). Um die Spezifitdt des amplifizierten Fragments zu
testen, wurde eine , nested-PCR" (= verschachtelte PCR) durchgefiihrt. Von dem in der
ersten PCR-~-Runde amplifizierten Fragment wurden 2 pl als Matrize fiir eine zweite PCR
eingesetzt. Die in dieser PCR verwendeten Primer lagen innerhalb der Sequenz des zuvor
amplifizierten Fragments. Auf diese Weise kann die Ausbeute spezifischer PCR-Produkte

erhoht werden. Die Bedingungen der , nested-PCR' entsprachen denen der ersten Runde.
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Auch diese PCR-Produkte wurden aus einem Agarosegel eluiert (siche 2.2.2) und durch
Ligation in Vektoren integriert (siche 2.2.4).

2.2.9 RT-PCR (,,Reverse Transcription PCR)

Mit dieser Methode wurden Rezeptor-spezifische mRNAs in verschiedenen Geweben se-
miquantitativ nachgewiesen. Fiir die RT-PCR wurde Gesamt-RNA mit Hilfe des Trizol™
LS Reagenz (Gibco, Karlsruhe) nach dem Protokoll des Herstellers extrahiert. Um Konta-
minationen durch genomische DNA zu vermeiden, wurde 1,1 pg isolierte RNA mit DNase I
verdaut (2 Units, Ambion, Huntingdon, UK). Als Negativ-Kontrolle wurde die dquivalen-
te Menge einem DNase I/RNase-Verdau (RNase Cocktail, Ambion) unterzogen. Fiir eine
PCR-Reaktion mit spezifischen Primern wurden 200 ng der Gesamt-RNA-Praparation
eingesetzt. Weitere Schritte erfolgten entsprechend der Anleitung des SuperScript One-
Step RT-PCR Systems mit Platinum Tag (Invitrogen). Die PCR-Bedingungen waren wie
folgt: 1 Zyklus: ¢cDNA-Synthese und Denaturierung 30 min bei 50°C, 2 min bei 94°C;
35 Zyklen: Amplifikation 40 s bei 94°C, 40 s bei 50°C, 40 s bei 72°C; 1 Zyklus: finale Elon-
gation 10 min bei 72°C. Amplifizierte PCR-Fragmente wurden in einem 1,2 % Agarosegel

aufgetrennt.

2.2.10 Herstellung von cDNA durch ,,random priming*“

Fiir die Gewinnung von ¢cDNA mit Hilfe von Zufallshexameren (,random primers“) wur-
de zuniichst Gesamt-RNA aus Bienengehirnen mit dem Trizol™ LS-Reagenz extrahiert.
Aus der Gesamt-RNA wurde mit dem Mikro Fast Track 2.0 Kit (Invitrogen) nach An-
gaben des Herstellers poly(A)"-RNA angereichert und die Konzentration photometrisch
bestimmt. Von der mRNA wurde 1 pg in einem Endvolumen von 12 pl fiir die cDNA
Synthese eingesetzt. Nach der Zugabe von 2 pM der Random Primer erfolgte eine 10 min
eine Denaturierung bei 65°C. Der Ansatz wurde auf FEis abgekiihlt, damit die Zufalls-
hexamere an die mRNA binden konnen. Zu dem c¢cDNA Synthese-Ansatz wurden dann
(Endkonzentration) je 400 pM der dNTPs, 10 mM DTT, 20 U RNAse Inhibitor und
200 U AMV Reverse Tanskriptase (aus Avian Myeloblastosis Virus) gegeben. Nach einer
Inkubation von 50 min bei 42°C (Elongation) wurde die Reaktion durch 15 min Inkuba-
tion bei 75°C gestoppt. Die cDNA wurde mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol.
100 % Ethanol prazipitiert und in Wasser resuspendiert. Die cDNA wurde als Template

fiir PCR-Reaktionen verwendet.
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2.2.11 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Fiir das Durchmustern einer cDNA-Bibliothek von Apis mellifera wurden DNA-Frag-
mente mit der ,,random priming“~-Methode radioaktiv markiert. Von der doppelstrangigen
DNA wurden 100 ng in Gegenwart von Zufallsdecameren (,,random primers®, Invitro-
gen) 10 min bei 95°C denaturiert. Die nachfolgenden Markierungsreaktion (Endvolumen
25 pl) erfolgte mit dem DECAprime Kit (Ambion) nach den Anweisungen des Herstellers.
Dabei benutzt die DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) die Oligonukleotide als Start-
punkte fiir die DNA-Neusynthese und baut gleichzeitig radioaktiv markiertes 5'-[a-32P]-
Desoxycytidin in die DNA ein. Zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide wurde der

Markierungsansatz iiber eine Sephadex-G-75-Séule (Amersham Bioscience) gereinigt.

2.2.12 Durchmustern einer cDNA Bibliothek

Die radioaktiv markierte Sonde wurde fiir das Durchmustern einer cDNA-Bibliothek (ca.
1x10°Rekombinante) in A-ZAPII-Vektoren (Blenau et al., 1998) verwendet. Von dieser
cDNA-Bibliothek wurden Filterabziige hergestellt. Die Hybridisierung der Filter erfolgte
unter mafkig reduzierter Stringenz in 5x SET, 5x Denhardts-Losung, 100 pg/ml autokla-
vierter Heringssperma-DNA, 0,1 % SDS, 10° cpm/ml radioaktiv markierter Sonden-DNA
bei 59°C im Rotorofen (Biometra) tiber Nacht. Die Filter wurden zweimal fiir 30 min
in 2x SET, 0,1 % SDS bei 65°C gewaschen. Die Exposition der Rontgenfilme wurde
iiber Nacht unter Verwendung von Verstarkerfolien durchgefiihrt. Positive Rekombinan-
ten wurden anhand der Signale auf dem Rontgenfilm Plaqueregionen auf den Agarplatten
zugeordnet und isoliert. Die Phagen wurden in SM™-Puffer eluiert und verschiedene Ver-
diinnungen zur Vereinzelung ausplattiert. Dafiir wurden 50 jnl Bakterienzellen fiir 15 min
bei 37°C mit der Phagenverdiinnung inkubiert. Nach Zugabe von Top-Agarose (6 ml)
wurde der Ansatz ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Filterabziige die-
ser Phagen-Platten wurden fiir einen Feinscreen (unter den gleichen Bedingungen wie
oben beschrieben) verwendet. Nach der Verifizierung positiver vereinzelter Klone durch

Audioradiografie, wurde die Plasmid-DNA durch ,,in vivo excision (siehe 2.2.13) isoliert.

20x SET: 3 M NaCl, 0,4 M Tris-HCL, pH 7,5, 0,02 M EDTA
100x Denhardts-Losung: 2 % (w/v) BSA, 2 % (w/v) Ficoll 400, 2 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
SM T -Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 10 mM MgCls,10 mM CaCla,

0,05 % (w/v) Gelatine
Top-Agarose: LB-Medium mit 10 pM MgSos und 6 g/1 Agarose
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2.2.13 ,,In vivo excision‘

Vom Eluat eines vereinzelten A-Zap II-Phagen-Klons wurden 100 pul mit 200 pl kompe-
tenten Mg?*" XL1-Blue-Zellen (ODg00/ml = 10) und 1 pl des Helferphagen R 408 (Stra-
tagene) versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Die Ansétze wurden fiir 3 h bei 37°C in
YT-Medium inkubiert. Anschliefend erfolgte eine 20miniitige Inkubation bei 70°C. Nach
einer Zentrifugation von 15 min bei 1.000x g war das Phagemid (Bluescript SK™/gesuchte
cDNA) isoliert. Durch erneute Inkubation mit Mg?" XL1-Blue Zellen wurde das Phagemid
in die Zellen eingeschleust. Nach 15 min Inkubation bei 37°C wurde die Suspension auf
LB/Carbenicillin-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-
DNA wurde aus einzelnen Kolonien isoliert (siche 2.2.6).

2x YT-Medium: 16g/1 Bacto Trypton, 10 g/l Bacto Yeast Extract, 10 g/l NaCl, pH 7,0
Mg?* XL1-Blue Zellen:  Aufzucht in LB-Medium, 0,2% Maltose, 10 ptM MgSOy4

2.2.14 n situ-Hybridisierung
Herstellung von Kryostatschnitten

Es wurden Gehirne von adulten Sammlerinnen prapariert und fiir 2 h mit 1x PBS/4 %
(w/v) Paraformaldehyd bei 4°C fixiert. Nach drei 15miniitigen Waschschritten mit 1x PBS
wurden die Gehirne iiber Nacht in 25 % Saccharose bei 4°C inkubiert. Fiir die in situ-
Hybridisierungen wurden 14 pm dicke Kryotomschnitte der fixierten Bienengehirne an-
gefertigt und auf silanisierte Objekttrager (Sigma) iiberfiihrt. Die Schnitte wurden durch
Inkubation in einer Alkoholreihe dehydriert. Die luftgetrockneten Schnitte wurden fiir
5 min in 2x SSC bei RT equilibriert, und zum Ablésen unzureichend fixierter Schnitte
in 2x SSC bei 70°C fiir 20 min inkubiert. Es erfolgte eine Inkubation mit Proteinase K
(4 pg/ml in DEPC-H,0) fiir 2 min. Anschlieflend wurden die Schnitte in PBS/0,2 %
(w/v) Glycin fiir 2 min inkubiert, in PBS/4 % Paraformaldehyd fiir 20 min nachfixiert
und danach dehydriert. Die Schnitte waren jetzt fiir die Inkubation mit der RNA-Sonde
vorgefertigt.

10x PBS (,,phosphate buffered saline”): 300 mM NaCl; 0,1 M Natriumphosphat; pH 7,2
20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat, pH 7,0

In vitro-Transkription

Fiir die Herstellung einer RNA-Sonde durch in vitro-Transkription wurden zwei spezifi-

sche Primer eingesetzt, die in einer PCR-Reaktion ein charakteristisches Fragment des
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entsprechenden Rezeptors amplifizierten (Primer siehe 5.1). Das Fragment wurde in den
pBluescript SK™ Vektor subkloniert. Zur Gewinnung der , antisense“-Sonde wurde der
Vektor (mit dem subklonierten Fragment) durch Restriktion mit Xhol linearisiert. Fiir
die Herstellung der als Negativkontrolle verwendeten ,,sense“-Sonde wurde der Vektor mit
EcoRI linearisiert. Es folgte eine Phenol /Chloroform Extraktion und Ethanolpréazipitati-
on der Restriktionsprodukte. Die linearisierte DNA wurde in DEPC-H50O resuspendiert.
Die Synthese der RNA-Sonden wurde mit Hilfe des DIG RNA Labeling Kits (Roche)
durchgefiihrt. Die in vitro-Transkription der , antisense“-Sonde erfolgte mit der T7-RNA-
Polymerase, die des ,,sense-Stranges mit der T3-RNA-Polymerase nach der Anleitung
des Herstellers. Die Reaktion wurde mit 4 ul EDTA (0,5 M) gestoppt. Die Sonden wur-
den mit 1/10 Vol. 3 M LiCl und 3 Vol. Ethanol (100%) préazipitiert und fiir 30 min bei
13.000 UpM zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 75 % (v/v) Ethanol gewaschen, nochmals
zentrifugiert, getrocknet und in RNase-freiem TE-Puffer resuspendiert. Zur Quantifizie-
rung der DIG-markierten RNA-Sonde wurde eine markierte Standard-RNA bekannter
Konzentration als Bezug verwendet und mit den synthetisierten RNA-Sonden in einem

Agarosegel aufgetrennt.

In situ-Hybridisierung

Mit der in situ-Hybridisierung wurde das Expressionsmuster eines Gens in Gehirnschnit-
ten adulter Bienen ermittelt. Die Hybridisierung erfolgte mit Digoxigenin-markierten
RNA-Sonden (siehe 2.2.13). Die Kryostatschnitte wurden mit 0,5 png/ml Digoxigenin-
markierter Sonde hybridisiert. Dies erfolgte in 50 % Formamid, 5x SSC, 100 pg/ml
Heringssperma-DNA, 50 pg/ml Heparin, 0,1 % Tween 20 bei 42°C {iber Nacht in ei-
ner feuchten Kammer. Anschliefend wurden die Schnitte zweimal mit 50 % Formamid
und 1x SSC bei 37°C fiir 1,5 h gewaschen. Nach einer Inkubation von zweimal 1 min
in Puffer 1 erfolgte eine Blockierung durch eine 30miniitige Inkubation in Puffer 2. Zum
Detektieren der Hybride wurden die Schnitte mit einem anti-Dig-AP-Antikérper (Ro-
che) in einer Verdiinnung von 1:500 in Puffer 2 iiber Nacht bei RT in einer feuchten
Kammer (Equilibrierungslosung Puffer 1) inkubiert. Die Objekttrager wurden zweimal
15 min in Puffer 1 gewaschen. Durch eine Inkubation (1 min) in Puffer 3 erfolgte die
pH-Wert Einstellung. Zum Visualisieren der Hybride wurde eine Farbelosung verwen-
det, in der die Schnitte je nach Intensitidt der Farbung 30-90 min inkubiert wurden.
Die an den sekundéren Antikorper gekoppelte alkalische Phosphatase dephosphoryliert
BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate p-Toluidin Salz). Das entstehende Produkt
reagiert in einer Redoxreaktion mit NBT (Nitro Blue Tetrazolium) zu einem wasserun-

16slichen Farbstoff, der die Anwesenheit des sekundéren Antikorpers anzeigt. Nach dem
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Abstoppen der Reaktion in TE-Puffer wurden die Priparate in Glycerin-Gelatine (1:1)

eingedeckt.
Puffer 1: 0,1 M Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5
Puffer 2: 0,5 % (w/v) Blocking-Reagenz (Roche) in Puffer 1
Puffer 3: 0,1 M Tris/HCl, 100 mM NaCl, 50 mM MgCls, pH 9,5

Farbeldsung: 4,5 pl/ml NBT, 3,5 ul/ml BCIP, 1 mM Levamisol in Puffer 3

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Methoden zur Bestimmung der Proteinkonzentration
Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde das Roti-Quant-Reagenz (Roth)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Kalibrierung diente in HyO verdiinntes BSA
(1 png - 10 pg). Die Proteinkonzentration wurde bei einer OD von 595 nm photometrisch

bestimmt.

Proteinbestimmung mit Hilfe von Extinktionskoeffizienten

Bei Kenntnis der Aminosduresequenz eines Proteins konnte dessen Konzentration tiber
die Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt werden. Mit einem Spektralphoto-
meter wurde die Absorption der Proteinlosung in Quarzklaskiivetten gemessen. Aus den
Aminosduren Tryptophan (W), Tyrosin (Y) und Cystein (C) wurde der molare Extinkti-

onskoeffizient des Proteins mit folgender Formel berechnet:

easo [M~em ™| = (W) - 5500+ (Y) - 1490 + (C) - 125 (2.1)

Unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes wurde die Konzentration der Prote-
inlésung iiber den ermittelten Extinktionskoeffizienten wie folgt berechnet:

OD=c-d- €980 (22)

Wobei OD = optische Dichte, ¢ = Konzentration, d = Dicke der Kiivette ist.

Amido-Schwarz-Proteinbestimmung

Die Amido-Schwarz-Féarbemethode eignet sich fiir Proteinlésungen, die Detergenzien ent-

halten. Die Proteine (1,5 -3,0 pl der Proteinlésung) wurden in einem Gesamtvolumen von
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310 pl mit 60 pl 104 % (w/v) TCA (Trichloressigsdure), 20 pl 10 % (w/v) SDS und 30 nl
1 M Tris-HC1/1 % (w/v) SDS, pH 7,5 iiber einen Zeitraum von 30 min bei Raumtempera-
tur prézipitiert. Ein Milliporefilter (Typ HA) wurde auf die Fritte einer Saugflasche gelegt
und dreimal mit je 1 ml TCA (6 % (w/v)) gespiilt. Die Proteinlosung wurde auf den Mem-
branfilter pipettiert und der Filter weitere dreimal mit 1 ml 6 % (w/v) TCA gewaschen.
Fiir die Farbreaktion wurde der Filter fiir 3 min in Amido-Schwarz-Féarbelosung tiberfiihrt
und anschlieffend 1 min in HyO inkubiert. Danach erfolgte das Waschen in Entféarbelo-
sung. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer parallel durchgefiihrten Farbung mit

einer BSA-Standardlosung (1-5 pg) abgeschétzt.

Amido Schwarz-Férbelsung: 45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essisdure, 0,5 % (w/v) Amido Schwarz
Amido Schwarz-Entfarbelésung: 90 % (v/v) Methanol, 2 % (v/v) Essigséure

2.3.2 SDS-PAGE nach Laemmli

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte mit einem
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese-System (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970). Dazu
wurden diskontinuierliche Gele (Trenngel 10-14 % Acrylamidlésung (Roth), Sammelgel
3 % Acrylamidlosung) verwendet. Fiir die Auftrennung von Proteinen aus Bienengehirn
wurde dieses zuvor homogenisiert, mit 160 pul H,O versetzt und die festen Bestandteile
bei 13.000 UpM (Biofuge pico) abzentrifugiert. Alle verwendeten Proben wurden vor dem
Auftragen mit 0,2 Vol. SDS-Probenpuffer (Roth) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert.
Je nach Konzentration der Proteine wurden 3-10 pl auf das Gel aufgetragen. Die Auftren-
nung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 80 mV im Sammelgel und 150 mV im Trenngel. Je
nach weiterer Verwendung wurden die Gele danach mit Coomassie G250 (Serva) gefarbt
oder die Proteine auf Nitrozellulosemembranen transferiert (siche 2.3.3). Als Molekular-
gewichtsstandard dienten LMW (Low Molecular Weight, Dalton Mark VII - L Sigma)
und HMW (High Molecular Weight Standard Mixture, Sigma).

Acrylamid-Lésung;: 30 % Acrylamid/0,8 % Bis-Acrylamid im Verhéltnis 37,5:1 (Roth)
Trenngel-Puffer: 375 mM Tris/HCI, 0,2 % (w/v) SDS, pH 8,8

Sammelgel-Puffer: 125 mM Tris/HCI, 0,2 % (w/v) SDS, pH 6,8

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,8
Coomassie-Farbeldsung: 0,1 % (w/v) Coomassie G250, 50 % (v/v) Methanol, 20 % (v/v) Essigsdure
Entfirbelsung: 10 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsdure

2.3.3 Westernblot

Um die Proteine eines SDS-Gels elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran (Pro-

tran nitrocellulose transfer membran, Schleicher & Schuell BioScience, Dassel) zu trans-
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ferieren, wurde das ,,Semidry“-Verfahren in einem diskontinuierlichen Puffersystem an-
gewendet. Auf der Anode der Blotkammer wurden sechs in Anodenpuffer I und drei
in Anodenpuffer II getrdnkte Filterpapiere (Amersham Bioscience) angeordnet. Darauf
folgten die Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und neun in Kathodenpuffer getrinkte
Filterpapiere. Der Proteintransfer erfolgte fiir 90 min bei 54 mA pro Gel. Die Effizienz
des Transfers wurde durch Féarbung mit Ponceau-Rot (Serva) iiberpriift.

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-Hexanséure, 20 % (v/v) Methanol, pH 7,6

2.3.4 Immundetektion

Auf Nitrocellulosemembran transferierte Proteine (z.B. homogenisierte Gehirne von Apis
mellifera, Membranproteine transfizierter Zellen, Fusionsproteine) werden mit Hilfe von
Antikdrpern nachgewiesen. Zunéchst wurden unspezifische Bindungsstellen durch 30 min
Inkubation des Westernblots in TBST/5 % (w/v) Magermilchpulver (Bio-Rad) abgesét-
tigt. Die Inkubation des Primérantikorpers (Verdiinnung in TBST siehe unten) erfolgte
tiber einen Zeitraum von 3 h bei affinitdtsgereinigten Antikérpern (siche 2.3.10) bzw.
1 h bei kommerziell erhéltlichen Antikérpern. Nach dreimaligem Waschen mit TBST fiir
5 min erfolgte eine Inkubation mit dem sekundéren Antikérper (verdiinnt in TBST) fiir
1 h. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit TBST erfolgte die Detektion der gebunde-
nen Antikérper durch Chemilumineszenz mit dem ECL-System (Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce) auf X-OMAT-AR-Filmen (Kodak).

TBST (,, Tris-buffered saline plus Tween 20“): 0,1 % (w/v) Tween 20, 10 mM Tris-Base, 150 mM NaCl, pH 7,5

Nachfolgend sind die verwendeten Antikorper aufgelistet.

Antikoérper Herkunft Verdiinnung
anti-HA Roche 1:3.000
anti-5-HT7 Pineda Antikorper Service /  1:5.000

Affinitdtschromatographie
Praimmunseren Pineda Antikorper Service 1:500-1:10.000

Tabelle 2.4: Primére Antikorper und deren eingesetzte Verdiinnung
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Antikorper Herkunft Verdiinnung
goat-anti-rabbit-HRP  American Qualex 1:10.000
goat-anti-rabbit-Cy3  Jackson ImmunoResearch Laboratories,

West Grove, USA 1:200
goat-anti-rabbit-Cy2  Rockland, Gilbersville, Pa., USA 1:200
goat-anti-rat-HRP Jackson ImmunoResearch Laboratories  1:5.000

Tabelle 2.5: Sekundére Antikdrper und deren eingesetzte Verdiinnung

2.3.5 Praabsorption

Durch dieses Experiment sollte die Spezifitat des affinitdtsgereinigten Antikorpers getestet
werden. Hierzu wurde der priméare Antikorper vor der Inkubation mit dem Westernblot
mit einem spezifischen Antigen (das fiir die Immunisierung verwendete Fusionsprotein)
inkubiert. Das Fusionsprotein wurde in Konzentrationen von 5-15 pg/ml eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C.

2.3.6 Expression von Fusionsproteinen

Kompetente BL21-Zellen wurden mit prokaryotischen Expressionsplasmiden, die die ent-
sprechenden cDNA-Fragmente enthielten, transformiert. Ausgehend von einer 5 ml Uber-
nachtkultur (LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum) wurde eine 250 ml LB-
Medium-Kultur beimpft. Diese Kultur wurde bis zu einer ODgoy von 0,4-0,6 im Warm-
luftschiittler bei 37°C kultiviert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM
IPTG induziert. Die Kulturen wurden weitere 4 h bei 37°C bzw. {iber Nacht bei 30°C
inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 5.500 UpM (Biofuge pico) fiir 10 min. Das
Pellet wurde in 1 ml TE-Puffer resuspendiert und mit einem Stabsonifizierer dreimal 30 s
sonifiziert. Zur Trennung der 16slichen und unléslichen Bestandteile wurde 10 min bei
15.300 UpM zentrifugiert. Mittels SDS-PAGE wurde analysiert, ob sich das Fusionspro-
tein im Uberstand (16slich) oder im Pellet (unloslich) befindet. Bei 16slichen Proteinen
konnte der Uberstand sofort fiir die folgende Aufreinigung verwendet werden. Bei unlos-
lichen Proteinen wurde unter denaturierenden Bedingungen gearbeitet. Dafiir wurde das
Pellet in 4 ml Lysepuffer resuspendiert. Es erfolgte eine Inkubation von 30 min auf Eis.
Anschliefend wurde fiinfmal 30 s sonifiziert und 30 min bei 15.300 UpM und 4°C zen-
trifugiert. Das Pellet wurde in 6 M Guanidium-Hydrochlorid resuspendiert und 15 min
bei RT inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 15.3000 UpM fiir 15 min erhielt

man einen Uberstand, der das Fusionsprotein enthielt.

Lysepuffer: 10 mM Imidazol, 50 mM NaPO4, 300 mM NaCl, 1 mg/ml Lysozym
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2.3.7 Reinigung von Fusionsproteinen mittels Amylose-Saulen-

chromatographie

Durch Verwendung des pMal-c2X Vektors wurden Fusionsproteine aus einem spezifischen
Teil des Rezeptors und dem Maltosebindeprotein (MBP, kodiert durch das malE Gen) syn-
thetisiert. Die Reinigung erfolgte durch Affinitdtschromatographie iiber Amylose-Matrizes
(New England Biolabs). Die Proteinlésung wurde im Verhéltnis 1:5 mit Sdulenpuffer ver-
setzt. Eine Leersiule (Biorad) wurde mit 50 % Amylosematerial befiillt, so dass ein End-
sdulenvolumen von 3 ml erhalten wurde. Das Sdulenmaterial wurde mit 15 ml Sdulen-
puffer dquilibriert. Das Solubilisat mit dem Fusionsprotein wurde auf die Séule aufge-
tragen. Die Sdule wurde mit 10 Sdulenvolumen Saulenpuffer gewaschen. Die Elution des
Fusionsproteins erfolgte in fiinf Fraktionen mit je 1 ml Elutionspuffer. Die Proteinreini-
gung wurde auf einem SDS-Gel iiberpriift. Um eine moglichst hohe Konzentration des
Fusionsproteins fiir die Immunisierung zu erreichen, wurden die Proben mit Hilfe eines
Vivaspin-6-Zntrifugenkonzentrators (Vivascience, Hannover) aufkonzentriert, wodurch ei-
ne Endkonzentration von 2,1-2,8 mg/ml erreicht werden konnte.
Séulenpuffer: 200 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH7,4, 10 mM &-Mercaptoethanol, 1 mM EDTA

Elutionspuffer: 200 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH7,4, 10 mM f-Mercaptoethanol, 1 mM EDTA,
20 mM Maltose

Spaltung der MBP-Fusionsproteine mit Faktor Xa

Fiir Antikorpertests konnten die MBP-Fusionsproteine mit der Protease ,Faktor Xa“ ge-
spalten werden. Fiir die Reaktion wurden in einem Endvolumen von 50 pl 1 ng Faktor Xa
(New England Biolabs) eingesetzt. Der Verdau erfolgte bei 23°C fiir mindestens 6 h in

dem unten angegebenen Puffer.

Puffer: 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 2 mM CaCls, pH 8,0

2.3.8 Reinigung von Fusionsproteinen mittels Nickel-NTA-

Saulenchromatographie

Der Vektor pET-30a triagt N-terminal eine His-Tag-Sequenz, die fiir 6 Histidinreste ko-
diert. Dies ermoglichte eine Reinigung des exprimierten Fusionsproteins mittels Ni-Chelat-
Séulen (HIS-Select HF Nickel Affinity Gel System, Sigma), an die Histidinreste spezifisch
binden. Zu der Proteinlosung wurden 2 ml der Ni-NTA (Nitrilo-Tri-Essigsdure)-Agarose

gegeben und fiir 45 min auf einem Schiittler inkubiert. Anschliefsend wurden die Proben
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3 min bei 15.000 UpM (Biofuge 15R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in Waschpuffer resuspendiert, und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zwei-
mal wiederholt. Nach erneutem Resuspendieren in Waschpuffer wurde die Losung in eine
Leersdule (Bio-Rad) tiberfiihrt. Die Elution des gebundenen Fusionsproteins erfolgte in

vier Fraktionen mit je 500 pl mit Elutionspuffer. Die Proteinreinigung wurde auf einem
SDS-Gel iiberpriift.

Waschpuffer: 20 mM Imidazol, 50 mM NaPO4, 300 mM NaCl
Elutionspuffer: 250 mM Imidazol, 50 mM NaPO4, 300 mM NaCl

2.3.9 Herstellung polyklonaler Antiseren

Fiir die Gewinnung eines polyklonalen Antiserums wurden zwei Fusionsproteine beno-
tigt. Ein charakteristischer Teil der Rezeptor-cDNA wurde durch eine PCR mit spezifi-
schen Primern amplifiziert. Die Primer verfiigten iiber Schnittstellen fiir Restriktionsen-
zyme, welche eine Subklonierung der erhaltenen Fragmente in die Vektoren pET-30a und
pMal-c2X Vektor erméglichten. Am 3’-Ende wurde dem Fragment {iber die Primer ein
Stopp-Kodon angefiigt. Es erfolgte eine Uberexpression der Konstrukte (siche 2.3.6) und
eine anschliefsende Aufreinigung der Fusionsproteine. Das durch die Expression des pMal-
c2X-Konstrukts entstandene Fusionsprotein wurde fiir die Immunisierung verwendet. Das
pET-30a-Konstukt diente zur Expression des Antigens fiir die spéatere Affinitatsreinigung
des polyklonalen Antiserums. Die Herstellung der polyklonalen Antikérper wurde bei der
Firma Pineda (http://www.pineda-abservice.de, Berlin) in Auftrag gegeben. Um vor der
Immunisierung eine Auswahl geeigneter Tiere zu treffen, wurden Pridimmunseren von
insgesamt vier Kaninchen mittels Westernblotanalyse getestet. Die zwei Tiere, deren Se-
ren die geringste Kreuzreaktion mit dem zur Immunisierung vorgesehenen Fusionsprotein
zeigten, wurden fiir die Immunisierung nach dem Standardprotokoll der Firma Pineda

ausgewahlt.

2.3.10 Affinitatschromatografie polyklonaler Antikorper

Als Antigen fiir die Affinitétsreinigung des polyklonalen Antikérpers mittels HiTrap NHS-
activated HP-Séulen (Amersham Bioscience) wurde das HIS-Tag-Fusionsprotein einge-
setzt. Vom gereinigten Antigen (0,8-0,9 mg/ml) wurden 2 ml auf die Sdule tiberfiihrt.
Die Kopplung des Antigens und die weiteren Waschschritte wurden entsprechend des
Amersham Bioscience-Protokolls (fiir HiTrap NHS-activated HP-Sdulen) mit Hilfe einer
Niedrig-Druck-Fliissigkeits-Chromatographie-Anlage durchgefiihrt. Das Beladen der Sau-

le mit dem Antiserum erfolgte iiber Nacht, indem 50 ml des Antiserums in einem Kreislauf
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tiber die Séule gepumpt wurden. Nach dreimaligem Waschen mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,5,
wurden die gebundenen Antikorper durch einen pH-Gradienten eluiert (100 mM Glycin,
pH 2.5). Die ODsgg der Proben wurden spektroskopisch bestimmt, um die Antikérperkon-

zentrationen abzuschétzen.

2.3.11 Kultivierung von Pilzkorperzellen

Es wurden die Pilzkérperkelche adulter Sammlerinnen prépariert und in L15 (Leibovitz)-
Medium (Gibco) zwischengelagert. Nach einer 20mintitigen Inkubation bei 37°C in einem
Collagenase/Dispatase-enthaltenden, Ca?"-freien Ringer, wurden die Calyces dreimal mit
L15-Medium gewaschen. Zwischen den Waschschritten erfolgte jeweils eine Zentrifugation
fiir 3 min bei 1.000 UpM. Danach wurden die Pilzkérper-Zellen in 300 pl L15-Medium
aufgenommen. In eine Kulturschale wurde die Suspension von insgesamt sieben Pilzkor-
pern iiberfiihrt und nach 30 min mit BM3-Medium aufgefiillt. Nach einer Inkubation der
Zellen iiber Nacht bei 37°C, wurden sie von der Kulturschale geschabt und in PBS/SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Nach der Denaturierung der Proteine fiir 5 min bei 95°C

wurden sie gelelektrophoretisch aufgetrennt (siche 2.3.2).

BM3-Medium:  L15 (Leibovitz) Medium, (Sigma), 15% (v/v) fetal calf serum

2.4 Heterologe Expression in HEK 293-Zellen und

Funktionalitatsnachweis

2.4.1 Konstruktion eines Expressionsvektors

Fiir die heterologe Expression in eukaryotischen Zellen wurde die Rezeptor-kodierende
DNA modifiziert. Durch eine PCR mit spezifischen Primern wurde eine Kozak-Konsensus-
Sequenz (Kozak, 1984) direkt vor das am 5-Ende befindlichen ATG-Start-Kodon ange-
fiigt (Primer siche 5.1). In zwei weiteren PCR-Reaktionen wurde das Stopp-Kodon am
3’-Ende entfernt und eine Haemagglutinin A (HA)-Tag-kodierende Sequenz (YPYDVPD-
YA) angefiigt. Dadurch war der Nachweis der heterologen Expression des Proteins mittels
eines kommerziell erhéltlichen anti-HA-Antikorpers moglich. Die Ligation der vollstandi-
gen, modifizierten cDNA erfolgte in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+)
Vektor mit Hilfe der durch Primer eingefiigten Schnittstellen (siche 2.2.4).
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2.4.2 Herstellung stabiler Zelllinien

Von der modifizierten, in den pcDNA3.1-Vektor integrierten cDNA wurden 8 pg in expo-
nentiell wachsende HEK 293-Zellen (2x 10° Zellen, 5 cm-Petrischale) durch Calciumphos-
phatprézipitation (Chen and Okayama, 1987) transfiziert. Nach einer Inkubation bei 37°C
iiber Nacht wurden die Prizipitate entfernt und 2 x 10* Zellen erneut ausgesit. Am fol-
genden Tag erfolgte ein Mediumwechsel gegen ein Medium (MU2), das zur Selektion
transfizierter Zellen das Antibiotikum G418 (Gentamycinsulfat, 1 mg/ml) enthielt. Nach
einer Inkubation iiber Nacht wurde das Medium erneut gewechselt, wobei G418 in einer
Konzentration von 1,2 mg/ml eingesetzt wurde. Nach einem weiteren Mediumwechsel am
néichsten Tag (1 mg/ml G418) erfolgte die Selektion der Zellklone iiber ca. 14 Tage mit
Mediumwechsel im Abstand von drei Tagen. Einzelne Zellklone wurden abgeltst und in
Multiwellschalen vermehrt. Bei eindeutig stabil transfizierten Linien wurde das Antibioti-
kum auf 0,8 mg/ml reduziert. Durch Membranpréparationen der Zellen und anschliefsende
Westernblotanalyse (siche 2.3.3) wurde die stabile Expression der Proteine nachgewiesen.

MU2-Medium: MEM + GlutaMAXTMI (Invitrogen), 2% (w/v) Ultroser G (Ciphergen, Cergy-Saint-Christophe,
Frankreich), 1% nicht essentielle AS, 1 x Penicillin/Streptomycin, 800 ng/ml G418

2.4.3 Praparation von Membranproteinen

Aus 5 em-Schalen wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1x PBS
gewaschen. Der PBS-Puffer wurde entfernt und die Zellen in 1 ml PBS mit einem Gum-
miwischer abgelost, in ein ER {iberfithrt und 5 min bei 2.000 UpM zentrifugiert. Das
Pellet wurde in Lyse-Puffer resuspendiert und anschliefsend mit einem Pistill homogeni-
siert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Proben fiir 30 min bei 13.000 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand mit den zytosolischen Proteinen wurde separat aufbewahrt.
Das Membran-Sediment wurde in Puffer I resuspendiert. Nach Zugabe von 2 % (w/v)
CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio|-1-propansulfonat) wurden die Mem-
branproteine durch 10 min Inkubation auf Eis solubilisiert. Es folgte eine Zentrifugation
fiir 5 min bei 12.000 UpM. Der Uberstand enthielt die Membranproteine. Durch eine
Amido-Schwarz-Proteinbestimmung (siche 2.3.1) wurde die Konzentration der Membran-
proteine ermittelt.
Lyse Puffer: 10 mM NaCl, 25 mM HEPES, pH 7,5, 2 mM EDTA, Protease-Inhibitor:

Pefablock 500 mg/ml, Verdiinnung 1:250
Puffer I: 200 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH 7,5, Pefablock 500 mg/ml
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2.4.4 Deglykosylierung von Membranproteinen

Fiir die Deglykosylierung wurden 20 pg der Membranproteine aus transfizierten HEK 293-
Zellen eingesetzt und mit HoO auf ein Volumen von 22,5 pl aufgefiillt. Nach der Zugabe
von 1x Denaturierungspuffer erfolgte eine Inkubation von 10 min. Zu dem Ansatz wurden
1/10 Vol. 0,5 M Natriumphosphat (pH 7,5) und 1/10 Vol. 10 % NP-40 gegeben. Anschlie-
fend wurde der Ansatz mit 500 U PNGase F (New England Biolabs) versetzt und 2 h
bei 37°C inkubiert. In einem Parallelansatz erfolgte anstelle der Enzymzugabe nur eine
Zugabe von H,O. Der Nachweis der Deglykosylierung erfolgte durch Westernblotanalyse
(siehe 2.3.3).

10x Denaturierungspuffer: 5 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) £-Mecaptoethanol

2.4.5 cAMP Assay

Die stabil transfizierten Zellen (siche 2.4.2) wurden in 6er Multiwellplatten mit einer
Dichte von 1 x 10°/Well ausgesiit. Nach zwei Tagen wurde den Zellen iiber Nacht 3 mM
Butyrat (Endkonzentration) pro Well zugesetzt. Nach dem Absaugen des Mediums wurde
zweimal in 1x PBS/100 pM IBMX (Isobutylmethylxanthin, Phosphodiesterase-Hemmer)
gewaschen. Anschliefend erfolgte eine 30miniitige Inkubation bei 37°C in PBS/IBMX und
verschiedenen Konzentrationen der Test-Liganden. Die Zellen wurden durch Zugabe von
1 ml eiskaltem Ethanol lysiert und zur Freisetzung des gebildeten cAMPs fiir 2 h bei
4°C auf einem Taumler inkubiert. Die Zelllysate wurden in ERs iiberfiihrt und in einer
Vakuumzentrifuge 2 h lyophilisiert. Die cAMP-Konzentration der Zelllysate wurde mit
dem TRK 432-cAMP-Assay-Kit (Amersham Bioscience) bestimmt. Fiir jeden Messwert
wurden Doppelbestimmungen von zwei unabhéngigen Transfektionen durchgefiihrt. Die
intrazelluldren cAMP-Konzentrationen der Lysate wurden anhand einer Kalibrierung, die
parallel aus Standardkonzentrationen von radioaktiv markiertem cAMP erstellt wurde,
abgelesen. Die Daten wurden mit Hilfe der Software PRISM (Version 4.01; GraphPad,
San Diego, USA) ausgewertet.

2.5 Bioinformatische Analysen

Fiir die Suche nach Datenbankeintrdgen und BLAST-Analysen (Altschul et al., 1997),
wurden die online verfiigharen Datenbanken des National Center of Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST /index.html) genutzt. Durch
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die Verwendung der Datenbank des Bienengenom-Projektes (Honey Bee Genome Pro-
ject, http://www.hgsc.bcm.tme.edu/projects/honeybee/) konnten annotierte Sequenzen
von gesuchten Genen ermittelt und die entsprechenden ¢cDNA-Fragmente durch PCR-
Reaktionen amplifiziert werden. Aufserdem war es durch das Genom-Projekt moglich,
Aussagen iiber die Genstruktur zu erhalten. Cluster-Analysen wurden mit Hilfe des Pro-
gramms ClustalX (Version 1.81; Thompson et al., 1994) durchgefiihrt und die Ergebnisse
mit TreeView (Version 1.6.6; Page, 1996) dargestellt. Fiir sonstige Analysen und Darstel-
lungen wurde das Programm BioEdit (Version 5.0.9.; Hall, 1999) verwendet.

, verstarkte Chemolumineszenz



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Der Am5-HT7-Rezeptor

3.1.1 Isolierung der Am5-ht7 cDNA

Zur Klonierung einer cDNA, die fiir einen Serotonin-Rezeptor der Honigbiene kodiert,
wurden PCRs mit degenerierten Oligonukleotidsequenzen durchgefiihrt. Die Primer-
Sequenzen (siche Anhang Tab. 5.1) wurden aus konservierten Sequenzabschnitten be-
kannter biogener Amin-Rezeptoren verschiedener Arthropoden abgeleitet. Der 5" Primer
lag im Bereich der TM VI. Die Sequenz des 3’ Primers deckte hoch konservierte Se-
quenzen innerhalb der TM VII biogener Amin-Rezeptoren ab. Beide Primer waren mit
einer FcoRI Schnittstelle ausgestattet, um die Subklonierung der PCR-Produkte in den
pBluescript SK™ Vektor zu erleichtern. Es wurde ein 160 bp langes Fragment aus der Apis
mellifera cDNA-Bibliothek amplifiziert. Ein Vergleich mit der Datenbank des NCBI zeig-
te, dass das Fragment zur 5-HT7-Rezeptor-Sequenz von Drosophila melanogaster (Witz
et al., 1990) homolog ist.

Dieses Fragment wurde als Sonde zum Durchmustern der cDNA-Bibliothek (siehe 2.2.12)
verwendet. Die durch Autoradiographie identifizierten sechs rekombinanten Klone wurden
mittels ,,in vivo excision® (siehe 2.2.13) isoliert. Die Sequenzierung zeigte, dass kein Klon
fiir einen vollstéandigen Rezeptor kodierte.

Aus diesem Grund erfolgte ein erneutes Durchmustern der cDNA-Bibliothek mit einem
200 bp langen EcoRI/Xhol-Restriktionsfragment, das vom 5" Ende des ldngsten isolierten
Klons stammt. Es konnten zwolf weitere Rekombinante identifiziert werden. Ein Klon ent-
hielt die vollstdndige cDNA eines Serotonin-Rezeptors: Am5-ht7 (Abb. 3.1). Die Nukleo-
tidsequenz ist in der EBI Datenbank unter der Accession Number AMO76717 hinterlegt.

33
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GGCACGAGTATCTCCCTAGTCAGCTAGGGAAGTCGAAGCAACAGGACGAAGCTCAAACAGATCGTTCGAACTTGCAGCATGGACTTTCTCCCTTCGCTAA 100

ACGATCGTTGTGCAAACTATCGTTAAGTTATCAATATATAATCTTTTCCTTTAAACAARAAAAAAGTGATGATTGARAGTGAACTGTCCATTGGTTAACA 200

AATTAATTGAATTTCAATTAATTGAATTATCGATAATTATCGATTTGAAARATTAAGTATTCAATGAATTACAATCATTATATAATGTAATATTGTTCAGA 300

ATATTGAAAGATATTAGTTCGGAAAAGAGAAGTGTGTTGGAACATGTGAAAATCATAGAGCAACGATATAAAAAAAATTAATAAGTTTTTTTATTCGTAA 400

GARAATCGTTCAATCAAAAATAGTAAATGAAAAGAAGTATAAGCAARAAGAATCGCCATTAGGAAATTCATAAAAAAAAAGCTCTAGATTAAAAAAAATCT 500

TTTTCCTTTCTTCATTTATTTTCGTGCTCAAATATCGTACGTAAAATGGAAGATACGCAGAATTCGATGTTTTTATTTTCTTTTCTTCTCTTTTTTAAAT 600

TTCTTTCTACTTTCATCAAGTGTGAGAAAGAAAGGAAGTGATGGAATAAGTGTAAGACTAGGATAAAGGTCAACGTACCTGTTTTGTTTTCACTCTACAG 700

TTCAACTGTAGTCGTTATTTTCCGGGCAGTTGGAATAGTGTCGTTGAAATGGTAATTACATTGGAGTGATGTGAACAGTTTCTGGTGATACTCGACGAAG 800

TTTCTCGAGAGATGAATTAACCATGCAAGGATCGACGATCGATTGGGAGATAAAGGAATCCAATGGAAACTGGTATTCCTGTATTTGCAGTACTTCGATA 900

AGAGCATCGCATATTATTGTTCCTACAAAGGAATACCTGAACGGCACAACGGCGCATGTACTACTCATCATCCAGCATTATGATCAATTCATATGATGTT 1000
TGCGAGAGTTGGATAGTGTGAGCTGTAACAACAAACAATTGAGGTAGATTGTAGTTCTTGGAATCGAGGGAAGATTTCCATGCACGGATCAAGCCTTCCT 1100
GGAATTCTATGGTCGAGAAAGGAGGGAAGGAGCATGACGTAGCCGTCGACTTTGGGGGGCGCTTCGGATGCTCCAGATTGCCGATTAGTCTCGT] 1200
GGGAAGGACGCAATCACCACTGAAGACATCCTGCTTTTAAACCTGACCACACAAGACGTCGACGGCTTCCTCCAAGGATTTCCCGGCARAAACTCGCCCT 1300
ATACGGTCACCCAGGCAATACTTATCGCCTTGGTGCTCGGCAGTATCATCGTCGGGACTGTGATCGGTAACATTCTGGTTTGCGTCGCCGTATTCCTCGT 1400
TAGGAAGCTGCGAAGGCCTTGCAACTATCTCTTGGTTAGCCTTGCAGTTAGCGATCTCTGCGTCGCTCTTCTGGTAATGCCGATGGCCTTACTCTACGAG 1500
ATTTCCGGTAATTGGTCCTTCGGTACAATTATGTGCGACCTTTGGGTTAGCTTCGACGTGCTCAGTTGCACGGCTAGCATCCTGAATCTCTGCATGATCT 1600
CTGTGGACCGATTCTGTGCCATAACGAAGCCGTTGAAATACGGGGTGAAAAGGACGCCACGAAGAATGATCGTCTATGTCAGCCTTGTTTGGCTAGGGGC 1700
AGCCTGCATTAGTCTGCCACCATTGTTGATTATGGGAAATGAGCACACTTATTCTGAAACTGGACCATCCCATTGCGTTGTTTGCCAGAATTTCTTCTAC 1800
CAGATTTACGCCACGCTTGGGAGCTTCTATATACCTTTATTCGTGATGATTCAGGTATACTACAAAATATTCTGCGCGGCGCGTAGGATAGTTCTGGAAG 1900
AAAGAAGAGCGCAGAGCCATTTGGAAGCACATTGTTACTTTGATATAGAGCCAACAGTGCAACAGCATCAGCCAGTGACTGTGAATCGTCAATTAAATTC 2000
CGATGTGCAGCCAGGACATGGTAGTCCGCCCGTAAAGCAACATCGAAGTTCGAGCGCCTCGACCACGTGTAGTGGTCATACAGTACGGTGTTTTACCGGT 2100
GGTCCTCGCAARAGTCATGAATCGCAATGTCCAATGCTTCAGAAGCTCGAGAAGCCCGTCCTCTCTTCATCCACGACAACGACATCGCCGATGACATCGA 2200
CCAAGTCGACGATTGTGAGAAACCATTTGAACAGCACCTGTAGTGTAACAAATTCGCCGCATCAGAAGAAATTAAGGTTCCATCTGGCAAAAGAAAGAAA 2300
AGCCAGCACTACATTAGGAATCATAATGAGCGCTTTCATAGTTTGTTGGTTACCGTTCTTTGTATTAGCCTTGGTCAGGCCATTCCTTAAGAATCCAGAT 2400
GCTATCCCAGCATTTTTATCCAGTCTATTTCTTTGGCTTGGTTATTGCAACAGTCTATTGAATCCTATCATCTATGCGACTCTGAACAGGGATTTTCGAA 2500
AACCATTTCGCGAGATCCTTTACTTCCGTTGCAGTAACTTGAACCATATGATGAGAGAAGAATTTTATCAGAGCCAATACGGCGATCCTATTAATAATTG 2600
TGAGATCAAGGCTGGCGAAATAGACGCTGAGCGTCTCAATAATCAAGGTATCGAATCAATCGACATTGCTGCAAACGCTCCTAATGAGAGCTTCCTGHNE 2700
TCCGGGGATAATCTCGATCATCGAGTCAATCGCAAAAGTCTTGAAACAAATTTGAATCCACCATAATTGATTTTCATTTCGATTTCACGAACAAAACACT 2800
GATTGTAGAGTATTCTATTGATTCGAATGTTATAAATTTTTTAAATTTGATTTTCACTATATAACTGTGATGTGATAGTTCATTGCGTTACACATTTAAC 2900
ATGAGAAATTGAAAGAATATGAATTGAATCAAGCTATATTTTAATTATAAAAAATTCAAGATCTAATTAAAAATAAAATAAAAAATTTTTCCTGAATTAA 3000
TTAAGTATTGTTAAAAATCATAATTCCACATTTAATAATCATATATATTAACACGTTCAATCCGGATAATGACTTAACACACAAAATACTTTATACARAA 3100
TAGAGAAGTAATTGTAATGAAATAAATCTTTTATATAATCCTTATAAAACCAAATTTTGTTCAAAATATATAGGTAATATAACATAGTTAGAAAACTTAT 3200
TAAAATAATAATTGAAATAATTTTCTTTATTTTATTTTAATAATARAAGTTTATTAATATTTGCGATTGTTTTATTTGTAATACAAGTTTTTTGTTTGAA 3300
ATATAAGTTAATATTGATTAATCAAATTAAATTTTATTATTATTGAGAATTCTAAAACAAARATTAATAGTATTAATATATAAARATAATATAATACATAT 3400
AATAGAATACAATTTTAAATGAGTTCAATCTCTTAAAAATTCTTACTGTAAATAATATTATGACAACAATTAATTATTTGTTTGATATATAAATTAAAAA 3500
ATGAATCAAACTTCTATACTTTTAGCTTATTAAAGATCCGGGTTGAATATGTTAAAATACTGAATATGTTAAATAATTAATTAATTATATTAAARATAGA 3600
TCACTTGAACAGTGGTCGAAGAATCTGTTCCAGAGATATATAGCTATTGGCTCGATTCAATTTTTCACATGATCAGATGTCCAAACAAAACCTCGTTAAA 3700
TCTTTTCCGTTTCATGACAAGGGAAAAAGTGATCTCTGTACTATCTTTGCGAAGTAATAGAAAAAGAAAGATCTAACAAATCGGAACAGACACTTTTTTG 3800
ACTAAACTAGATCATGTGAAGAGTGCGATATCAAGAAGAAGAATTGTTGAAGAAATTCTCTAAGGGTTTAAACGTGATTATCTCGATTTGGATAATCGAA 3900
AATGAAACATTCGAAAAATAGAATGATTAGAAAAGATCGATATTAATATACATTCGCTTAAGGTGTGATATACGAATAAAGCAAAGTTCATGTTTCGAAA 4000
AATTATGTTATATTATGTACATAGAACATATGATAAACTAATTTATGTAGTGTCGTATCAATAATCCTGAAATATGTAATTAAAAAAAAAAAAAAAA 4097

Abbildung 3.1: Nukleinsiduresequenz des Amb5-ht7-cDNA-Klons. Die Nukleotidabfolge ist in 5¢-
3‘-Richtung dargestellt. Die Position des letzten Nukleotids jeder Zeile ist rechts neben der Sequenz
angegeben. Das Start-Kodon (ATG) sowie das Stopp-Kodon (TGA) ist schwarz unterlegt.

3.1.2 Strukturelle Eigenschaften der Am¥5-ht7 cDNA und Orga-
nisation des Am¥5-ht7-Gens

Die isolierte cDNA (Am&-ht7) besteht aus 4.097 bp. Das Start-Kodon (ATG), das den
Translationsstart des langsten offenen Leserahmens markiert, befindet sich an Position
1195-1197. In 5’-Richtung sind vor dem Initiationskodon in allen drei Leserahmen Stopp-
Kodons vorhanden. Der lédngste offene Leserahmen wird durch ein Stopp-Kodon (TGA;
Position 2698-2700) beendet. Der 3’ nicht kodierende Bereich besteht aus 1397 Nukleoti-
den und wird durch einen Poly(dA)-Schwanz bestehend aus 16 Resten abgeschlossen.

Die Analyse der genomischen Organisation (Abb. 3.2) des Am5-ht7 Gens zeigt, dass das
Gen aus mindestens sieben Exons besteht, die auf sechs, nicht iiberlappende Contigs ver-
teilt sind: contigl3443 (#AADGO05013443), contig6992 (#AADG05006992), contig8165
(#AADG05008165), contig9136 (#AADG05009136), contigl0192 (#AADG05010192),
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Abbildung 3.2: Genomische Organisation des Amb5-ht7-Gens. Das Honigbienen Genom (Versi-
on 2.0, http://www.hgsc.bcm.tme.edu/projects/honeybee) wurde mit der Am5-ht7 cDNA Sequenz durch-
mustert. Die Verteilung der Exons (I-VII) ist unterhalb der genomischen DNA (obere schwarze Linie)
schematisch dargestellt. Die minimale Grofe der Introns ist in kb angegeben. Die Unterbrechungen stel-
len unbekannte Intronldngen dar. Die ¢cDNA ist als Kasten dargestellt. Die Zahlen unter den Ké&sten
geben die Grofie der Exons in bp an. Nicht-kodierende Bereiche sind weif gekennzeichnet. Das Start- und
Stopp-Kodon definieren den kodierenden Bereich (graue Késten). Die Position der sieben Transmembran-
doménen wird durch schwarze Késten angezeigt.

und contig7017 (#AADGO05007017). Die Exons sind durch sehr grofe Introns vonein-
ander getrennt. Der kodierende Bereich des Rezeptor-Proteins ist auf fiinf Exons verteilt.
Interessanterweise befindet sich eine der Exon/Intron-Grenzen innerhalb des Sequenzbe-
reiches, der fiir die TM V kodiert. Weitere Exon/Intron Ubergéinge liegen im N-Terminus

und in der zweiten und dritten zytoplasmatischen Schleife.

Exon c¢DNA-Position Contig-Nr. Contig-Position Spleifidonor- Spleiftakzeptor-

stelle stelle

I 8-915 6992 15508-16427 — TATTA /gttcc
I1 916-998 7017 6374-6456 gecag/ TTGTT ATGAT /gtacg
II1 999-1314 8165 13620-13303 tecag/GTTTG CCCAG/gtaaa
VI 1315-1610 9136 4630-4927 tttag/GCAAT  GACCG/gtgag
A% 1611-1854 9136 7385-7632 catag/ATTCT TTCAG/gtaag
VI 1855-2067 10192 549-766 ttcag/GTATA  CCACG/gtgag
VII 2068-4092 13443 18526-16506 tacag/ TGTAG —

Tabelle 3.1: Genomische Organisation des Am5-ht7 Gens. Die Exon/Intron Uberginge sind fiir
das jeweilige 5- und 3‘-Ende des Exons angegeben. Fiir die Intron-Sequenz wurden Kleinbuchstaben
verwendet, Exon-Sequenzen sind als Grofibuchstaben dargestellt.

3.1.3 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosauresequenz

Der léngste offene Leserahmen der Ams-ht7-cDNA kodiert fiir ein 501 Aminoséduren lan-
ges Protein (Am5-HT7). Das Protein hat eine berechnete Molekularmasse von 56.1 kDa,
(Abb. 3.4).

Das Hydropathieprofil des Am5-HT7-Proteins (Abb. 3.3) zeigt sieben hydrophobe Berei-

che, die eine ausreichende Lange haben, um die Membran vollstédndig zu durchspannen
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Abbildung 3.3: Hydropathieprofil der abgeleiteten AS-Sequenz des Am5-HT7-Rezeptors. Die
Hydrophobizitat wurde nach Kyte und Doolittle (1982) mit einer Fensterweite von 19 Aminoséuren er-
mittelt und gegen die jeweilige Aminosédure-Position aufgetragen. Hydrophobizitdtswerte > 1,6 gelten als
Kriterium, dass eine Transmembranregion vorliegt. Die potentiellen Transmembranregionen sind einge-
zeichnet.

In allen Rhodopsin-dhnlichen GPCRs ist der N-Terminus extrazelluldr lokalisiert. Die-
ser Abschnitt besteht bei Am5-HT; aus 44 Aminosduren (Abb. 3.4). Im Aminoterminus
(N16LT) und der ersten extrazelluldren Schleife (NjpsWS) sind Konsensusstellen fiir N-
Glykosylierung vorhanden (N-x-S/T; Kornfeld und Kornfeld, 1985). An den Positionen
Ti54, Togg, und S335 befinden sich Konsensusstellen fiir die Phosphorylierung durch die
Proteinkinase C (S/T-X-R/K).

Die Am5-HT7-Sequenz enthélt weitere Aminosédurereste, die in der Familie der biogenen
Amin-Rezeptoren hoch konserviert sind. Dazu gehoren unter anderem ein Aspartat-Rest
(D121) in der TM III und ein Phenylalanin-Rest in der TM VI (F3g;1). Der Phenylalanin-
Rest interagiert mit dem aromatischen Katecholring des Liganden. Die protonierte Ami-
nogruppe des Liganden bindet an den Aspartat-Rest der TM III (Strader et al., 1989). Die
Hydroxylgruppe des Liganden bildet Wasserstoffbriickenbindungen zu einem Aminoséure-
Rest in der TM V aus. Im Am5-HT7-Rezeptor ist dies ein Threonin-Rest (Ta7), der
charakteristisch fiir an die Adenylat-Zyklase gekoppelte Rezeptoren ist (Donnelly et al.,
1994).
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v
ATGGAGGGGAAGGACGCAATCACCACTGAAGACATCCTGCTTTTAAACCTGACCACACAAGACGTCGACGGCTTCCTCCAAGGATTTCCC 90
M EGIKDA A1l TTEHDTI1LLULNLTTAOQDVDS GFULAQGF P 30

GGCAAAAACTCGCCCTATACGGTCACCCAGGCAATACTTATCGCCTTGGTGCTCGGCAGTATCATCGTCGGGACTGTGATCGGTAACATT 180
G K NSPYTVTOQAIULIIALVLSGSI 1 VGTV I GN1 60
™ 1
CTGGTTTGCGTCGCCGTATTCCTCGTTAGGAAGCTGCGAAGGCCTTGCAACTATCTCTTGGTTAGCCTTGCAGTTAGCGATCTCTGCGTC 270
L vV AVFLVRIKILRRPCNYULLVSLAVSDTILTCV 92

v ™ 11
GCTCTTCTGGTAATGCCGATGGCCTTACTCTACGAGATTTCCGGTAATTGGTCCTTCGGTACAATTATGTGCGACCTTTGGGTTAGCTTC 360
AL LVMPMALILYE EI SGNWSZFGTI MCDILWV S F 120

GACGTGCTCAGTTGCACGGCTAGCATCCTGAATCTCTGCATGATCTCTGTGGACCGATTCTGTGCCATAACGAAGCCGTTGAAATACGGG 450
bviLsSCTASI1ILNLTCMISVDRTEFEFTZCAITIZ KUPLK Y G 15

. ™ 111
GTGAAAAGGACGCCACGAAGAATGATCGTCTATGTCAGCCTTGTTTGGCTAGGGGCAGCCTGCATTAGTCTGCCACCATTGTTGATTATG 540
vV XRTPRRMI VY VSLVWILGAACI SLUPUPLL 1 M 180
™ 1V
GGAAATGAGCACACTTATTCTGAAACTGGACCATCCCATTGCGTTGTTTGCCAGAATTTCTTCTACCAGATTTACGCCACGCTTGGGAGC 630
G NEHTYSETSGPSHT CVVCQNZFFYQII Y ATIULG S 210

TTCTATATACCTTTATTCGTGATGATTCAGGTATACTACAAAATATTCTGCGCGGCGCGTAGGATAGTTCTGGAAGAAAGAAGAGCGCAG 720
FY 1 PLFVMI1IQVYYKIIFTCAARI RIVLETERR RAQ 240
™ V
AGCCATTTGGAAGCACATTGTTACTTTGATATAGAGCCAACAGTGCAACAGCATCAGCCAGTGACTGTGAATCGTCAATTAAATTCCGAT 810
S HLEAHTCYFDI1 EPTVQQHQPVTVNZ RI QLNS D 270

L]
GTGCAGCCAGGACATGGTAGTCCGCCCGTAAAGCAACATCGAAGTTCGAGCGCCTCGACCACGTGTAGTGGTCATACAGTACGGTGTTTT 900
vV Q PGHGSPPVKQHRSSSASTTT CSG GHTV R C F 300

ACCGGTGGTCCTCGCAAAAGTCATGAATCGCAATGTCCAATGCTTCAGAAGCTCGAGAAGCCCGTCCTCTCTTCATCCACGACAACGACA 990
T G G6GPRIKSHESQCPMLAOQKTILEI KWPVLSSSTTT T 33

L]
TCGCCGATGACATCGACCAAGTCGACGATTGTGAGAAACCATTTGAACAGCACCTGTAGTGTAACAAATTCGCCGCATCAGAAGAAATTA 1080
s PMTSTIKSTIHIVRNHLNSTZ CSVTNSPHOQK K L 360

AGGTTCCATCTGGCAAAAGAAAGAAAAGCCAGCACTACATTAGGAATCATAATGAGCGCTTTCATAGTTTGTTGGTTACCGTTCTTTGTA 1170

R FHLAKERIKASTTLSGI I MSAF 1 VCWLPF F V 390
™ VI
TTAGCCTTGGTCAGGCCATTCCTTAAGAATCCAGATGCTATCCCAGCATTTTTATCCAGTCTATTTCTTTGGCTTGGTTATTGCAACAGT 1260
L ALVRZPEFEFLIKNZPDAIPAFLSSLUEFELWLGYCN S 420
™ VI1

CTATTGAATCCTATCATCTATGCGACTCTGAACAGGGATTTTCGAAAACCATTTCGCGAGATCCTTTACTTCCGTTGCAGTAACTTGAAC 1350

L LNPI I Y ATLNRUDUEFRIKWPFRETILILYFRTCSNTL N 45

CATATGATGAGAGAAGAATTTTATCAGAGCCAATACGGCGATCCTATTAATAATTGTGAGATCAAGGCTGGCGAAATAGACGCTGAGCGT 1440
H MMREEFYQSQY GD®P1T NNTZ CETI KAGETI DAE R 480

CTCAATAATCAAGGTATCGAATCAATCGACATTGCTGCAAACGCTCCTAATGAGAGCTTCCTGTGA 1506
L NNQGI1 ES 1T DI AANAPNESTFTL * 501

Abbildung 3.4: Abgeleitete Aminosduresequenz der Am5-ht7-cDNA. Die Position der letzten
Aminoséure bzw. der letzten Nukleinséure jeder Zeile ist rechts neben der Sequenz angegeben. Die Po-
sitionen der potentiellen Transmembransegmente (TM I-VII) sind grau unterlegt. Konsensusstellen fiir

N-Glykosylierung sind mit ¥ gekennzeichnet, potentielle Konsensusstellen fiir Phosphorylierung durch
PKC mit e.
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Interessanterweise ist der Tyrosin-Rest des konservierten ,DRY* Motivs am 3’ Ende
der TM III, durch ein Phenylalanin (Fi49) ersetzt. Weiterhin konserviert ist ein Ab-
schnitt in der zweiten intrazelluldren Schleife direkt im Anschluss an das ,DRY*“ Mo-
tiv: DRYXXV/IXXPL. Dieses Motiv wechselwirkt mit C-terminalen Aminoséureresten
des G-Proteins (Moro et al., 1993). Ein Motiv in der TM VI (F35 XXXWXP) ist in
vielen GPCRs konserviert. In den meisten biogenen Amin-Rezeptoren folgen auf dieses
Motiv Phenylalanin-Reste (Fsg9). In der TM VII befindet sich ebenso ein konserviertes
N423PXXY Motiv, das an der Rezeptor-Aktivierung beteiligt ist (Barak et al., 1994).
Der C-Terminus von Am5-HT; besteht aus 71 Aminoséureresten. Er enthélt zwei Cystein-
Reste (Cugp, Cago), die potentiell palmitoyliert werden kénnen (Jin et al., 1999). Ebenso
enthélt der C-Terminus ein Bindungsmotiv (E4sSFL) fiir PDZ-Doménen-Proteine.

Vergleicht man die Am5-HT7-Sequenz mit Aminosduresequenzen anderer biogener Amin-
Rezeptoren, so besteht die grofte Sequenzahnlichkeit mit 56% zu dem 5-HT7-Rezeptor
von Aedis aegypti (Aaeb-HT7; Pietrantonio et al., 2001) und mit 54% zu dem 5-HT;
Rezeptor von Drosophila melanogaster (Dm5-HT7; Witz et al., 1990). Insgesamt sind 45%
bzw. 42% der Aminoséuren identisch (Abb. 3.5). In den Transmembrandoménen sowie in
den intrazelluldren Bereichen sind die Rezeptor-Sequenzen am starksten konserviert. Eine
Ausnahme bildet die dritte zytoplasmatische Schleife, die nur sehr wenige konservierte

Aminosiuren enthélt. Ahnliches gilt fiir die extrazelluliren Regionen und den C-Terminus.

Das Dendrogram (Abb. 3.6) zeigt die stammesgeschichtliche Verwandtschaft zwischen
Serotonin-Rezeptoren verschiedener Insekten und anderen, bereits charakterisierten Ho-
nighienen-Rezeptoren. Der Am5-HT7 Rezeptor bildet mit Dm5-HT; (Witz et al., 1990)
und dem 5-HT7-Rezeptor aus Aedis aegypti (Pietrantonio et al., 2001) sowie einem bisher

noch nicht charakterisierten Rezeptor von Anopheles gambiae einen eigenen Zweig.
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Abbildung 3.5: Aminosiuresequenz-Alignment. Dargestellt ist ein Vergleich der Aminosiduresequenz
des Am5-HT7-Rezeptors mit den Sequenzen orthologer Rezeptoren von Drosophila melanogaster (Dmb-
HT7; Accession Number #NP 524599) und Aedis aegypti (Aae5-HT7; #AAG49292). Aminosaurereste,
die in allen drei Rezeptoren identisch sind, sind schwarz hinterlegt. Konservativ ausgetauschte Reste sind
grau unterlegt. Die Position der Transmembransegmente (TM I-TM VII) ist durch graue Balken {iber der
Sequenz angegeben. Die Aminoséureposition des letzten Rests jeder Zeile entspricht der rechts stehenden
Zahl. (-) markieren Liicken, die zur Optimierung des Alignments eingefiigt wurden.
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Abbildung 3.6: Dendrogram im Rahmen dieser Arbeit klonierter 5-HT-Rezeptoren und an-
derer charakterisierter biogener Amin-Rezeptoren der Honigbiene, sowie bisher charakteri-
sierte 5-HT-Rezeptoren aus der Klasse der Insekten. Durch die Lénge der Linien wird die durch
ClustalX (Version 1.81) berechnete genetische Distanz angegeben. Die Sequenzen mit der zugehorigen Ac-
cession Number sind in der Reihenfolge der Abbildung aufgefiihrt: A. mellifera AmDOP1(#CAAT3841),
A. mellifera Tyramine AmTYR1 (#CAB76374), A. mellifera AmDOP3 (#NP _001014983), Aedis
aegypti 5-HT7 (#AAG49292), D. melanogaster Dmb-HT7 (#NP _524599), Anopheles gambiae 5-HTr
(Agal2908; #EAA08564), A. mellifera Amb-HT7 (diese Arbeit), Bombyx mori 5-HTr (BMSERB150;
#CAA64862), D. melanogaster Dm5-HT 1o (#NP_523789), Papilio zuthus (#BAD72868), Heliothis vi-
rescens (HVSEROK15; #CAA64863), D. melanogaster Dmb-HT g (#NP_476802), A. mellifera Amb5-
HT; (diese Arbeit), A. mellifera AmDOP2 (#NP_001011567), A. mellifera AmOA1 (#NP_001011565),
A. mellifera Am5-HT2 (diese Arbeit), Anopheles gambiae 5-HTr (Agad842; #EAA13071), D. melano-
gaster Dm5-HTy (#NP_524223)
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3.1.4 Expressionsmuster des Am5-ht7 Gens

Das gewebsspezifische Expressionsmuster von Ama-ht7 wurde mittels RT-PCR qualitativ
untersucht. Die verwendeten Primer amplifizierten den Bereich der dritten zytoplasmati-
schen Schleife des Rezeptors. Diese Region stellt ein ausreichend langes Fragment mit nur
sehr geringen Homologien zu anderen biogenen Amin-Rezeptoren dar. Die Primer wurden
so gewahlt, dass sie in zwei Exons (V und VI) liegen, die von einem > 4,7 kb grofen Intron
unterbrochen werden (siche Abb. 3.2). Dies macht die Amplifikation eines PCR-Produkts

auf genomischer DNA nahezu unmoglich.

1000 bp

500 bp

RNA-Proben behandelt mit DNase I RNA-Proben behandelt mit DNase [
und RNase

Abbildung 3.7: Expression von Am5-HT7 in verschiedenen Geweben von Apis mellifera. Der
100 bp-DNA-Marker wurde in den Bahnen 1 und 8 aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde eine Amplifi-
kation auf der Am5-ht7-cDNA durchgefiihrt (Bahn 2). Die iibrigen Bahnen zeigen die RT-PCR Produkte
verschiedener Gewebe: Retina (3), optische Loben (4), Zentralgehirn (5), Flugmuskulatur (6), und Mal-
pighischen Gefifie (7). Die amplifizierten Fragmente haben die erwartete Grofe von 482 bp. Nach einem
RNase-Verdau konnten in keiner Probe PCR-Produkte amplifiziert werden (Negativkontrolle, Bahnen 9
bis 13).

Das Transkript des Am5-ht7-Gens wird im Zentralgehirn, in der Flugmuskulatur und in
den Malpighischen Geféften stark exprimiert (Abb. 3.7). Geringere Mengen wurden in den
optischen Loben und in der Retina nachgewiesen. Fiir Kontroll-Experimente wurden die
RNA-Proben mit RNase verdaut. Wie erwartet konnte nach dem Verdau kein Rezeptor-
Transkript nachgewiesen werden.

Um genauere Aussagen iiber die Expression des AmJ-ht7-Gens treffen zu konnen, wurde
eine in situ-Hybridisierung an Gefrierschnitten von Gehirnen adulter Bienen durchge-
fithrt. Als Sonde wurde ein Rezeptor-Fragment benutzt, das fiir die dritte zytoplasma-

tische Schleife kodiert. Durch in wvitro-Transkription (siehe 2.2.14) wurden Digoxygenin-
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markierte ,,sense“- und ,,antisense“-Sonden hergestellt. Die Léange der Fragmente betrug

337 bp.
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Abbildung 3.8: In situ Hybridisierung an Gehirnschnitte von adulten Sammler-Bienen. A-C:
In situ Hybridisierung mit der Am5-ht7 ,,antisense” Sonde. Die Markierung des Rezeptor-Transkripts ist
als dunkle Farbung zu erkennen. Die Zellkérpermarkierung im Bereich der Pilzkorper, des Deutocerebrum
bzw. der Antennalloben und der optischen Loben ist durch Pfeile markiert. D: In situ Hybridisierung
mit der Am5-ht7 ,,sense Sonde. Es wurde keine Markierung nachgewiesen.

Mit der ,,antisense“~-RNA-Sonde (Abb. 3.8) werden spezifische Hybridisierungssignale in
den Zellsomata der meisten Neurone des Gehirns gefunden. Neurone der optischen Lo-
ben, intrinsische Pilzkérperneurone (Kenyon-Zellen) sowie Neurone des Deuterocerebrums
exprimieren das Amd-ht7-Gen. Mit der ,,sense“-Sonde als Negativkontrolle wurde keine
Férbung beobachtet.

3.1.5 Immunologischer Nachweis des Amb5-HT;-Proteins auf

Westernblots

Es wurde ein polyklonales Antiserum gegen den C-Terminus des Am5-HT7-Rezeptors

generiert und affinitdtschromatografisch gereinigt (= anti Am5-HT;) (siehe 2.3.9). Die
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berechnete Grofse des Amb-HT7-Proteins betrégt 56,1 kDa. Auf Westernblots mit Prote-
inen des Apis mellifera Gehirns und Membranfraktionen kultivierter Pilzkérper-Neurone
(Abb. 3.9) detektiert der Antikérper ein Protein von ca. 66 kDa. Der Unterschied zwischen
der berechneten und der apparenten Molekularmasse des Amb-HT7-Rezeptorproteins
konnte auf die Glykosylierung des nativen Rezeptors zuriickzufiihren sein, wodurch das
Wanderungsverhalten in der SDS-Page verlangsamt wird. Um diese Hypothese zu prii-
fen, wurden Experimente mit den stabil in HEK 293-Zellen exprimierten Am5-HT7-
Rezeptoren durchgefiihrt (siche 3.1.6).

Gesamtgehirn Pilzkorperzellen
97 kDa - 97 kDa -
66kDa- » 66 kDa - .
45 kDa - 45 kDa -
anti AmS5-HT,
Praabsorbtion - +

Abbildung 3.9: Westernblot-Analyse von Proteinfraktionen des Bienengehirns und isolierter
Pilzkorperzellen. Bahn 1, Proteine des Gesamtgehirns: Inkubation des Westernblots mit anti Am5-
HT7. Bahn 2, Proteine des Gesamtgehirns: Inkubation mit anti Am5-HT7 nach Préabsorption. Bahn 3,
Proteine isolierter Pilzkorperzellen, nach 12 h in Kultur: Inkubation mit anti-Am5-HT7. Verdiinnung:
1.Antikorper (anti Am5-HT7) 1:5000, 2. Antikérper (goat-anti-rabbit-HRP) 1:10.000; Marker: LMW (Sig-
ma); Expositionszeit: 30 s

Die Sperzifitat des Antikorpers wurde durch eine Praabsorption des gereinigten Antikorpers
an das zur Immunisierung verwendete Fusionsprotein (siche 2.3.5) iiberpriift. Nach der
Inkubation des Antikérpers mit dem Antigen wird das 66 kDa-Protein auf dem Blot nicht
angefarbt.
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3.1.6 Funktionelle Expression des Rezeptorproteins in HEK 293
Zellen

Immunologischer Nachweis des heterolog exprimierten Am5-HT,-Rezeptors
auf Westernblots

Zum Nachweis der Expression des Am5-HT7-HA-Proteins in HEK 293 Zellen auf Wes-
ternblots wurde sowohl der anti Am5-HT;-Antikorper als auch ein anti HA-Antikérper
verwendet (Abb. 3.10 A). Es wurden zwei unabhéngige, stabil transfizierte Zelllinien (1
und 4), sowie nicht-transfizierte HEK 293-Zellen untersucht. Die Membranproteine wur-
den préapariert (siche 2.4.3) und ein Teil der Proteine mit PNGase F inkubiert (siche 2.4.4).
Dieses Enzym entfernt alle N-glykosidisch gebundenen Zuckerreste von einem glykosylier-

ten Protein.

anti Am5-HT, anti HA

A B

97 kDa - 97 kDa -

66 kDa - 66 kDa - : \
Ko -
45 kDa - — . -

45 kDa -

Zelllinie 1 1 4 4 293 293 Zelllinie 1 1 4 4 293 293
PNGase + - + - + - PNGase + - + - + -

Abbildung 3.10: Westernblot-Analyse der Membranproteine von Amb5-HT7-Rezeptor-Zell-
linien und HEK 293-Zellen. Membranproteine von zwei Am5-HT7-Zelllinien (1 und 4) sowie nicht
transfizierten (293) Zellen wurden prépariert. Ein Teil der Membranproteine wurde mit PNGase F ver-
daut. Die Proben wurden auf 12% PAA préparativ aufgetragen. Marker: LMW (Sigma) (A) Inkubation
mit dem anti Am5-HT7-Antikorper. (B) Inkubation mit einem anti HA-Tag-Antikorper.

In Fraktionen der Membranproteine der Zelllinien 1 und 4 markiert der anti Am5-HT7-
Antikorper eine einzelne Proteinbande bei ca. 70 kDa. Nach dem PNGase-Verdau detek-
tiert der Antikorper ein Protein mit einer Molekularmasse von ca. 56 kDa. Diese Grofse
stimmt sehr gut mit der berechneten Grofte des unmodifizierten Rezeptorproteins iiberein
(siehe oben). Offensichtlich wird der Rezeptor in HEK 293-Zellen stark glykosyliert.

In den Spuren des Westernblots die Membranproteine nicht-transfizierter Zellen (293)
enthalten, erkennt der anti-Amb5-HT7-Antikorper kein Protein.

Da der Amb5-HT7-Rezeptor mit einem HA-Tag modifiziert war (siehe 2.4.1) wurde ein
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identischer Westernblot mit einem anti HA-Tag-Antikorper hergestellt (Abb. 3.10 B). Die
Groflen der von diesem Antikérper markierten Proteine stimmen mit denen des anti-Amb-
HT7-Antikorper iiberein: Ohne PNGase F-Behandlung wird in beiden Am5-HT;-Zelllinien
eine Bande von ca. 70 kDa angefdrbt. Nach dem PNGase F-Verdau wird ein Protein von
ca. 56 kDa nachgewiesen. In den nicht-transfizierten Zellen (293) ist kein Protein mar-
kiert.

Da die Molekularmassen der Rezeptor-Proteine in den Gewebeproben und nicht PNGase F
behandelten Proben der Zelllinien sehr dhnlich sind, miissen auch die nativen Rezeptor-

Proteine stark glykosyliert vorliegen.

Immunhistochemischer Nachweis des Rezeptorproteins an Am5-HT,-HA-
transfizierten HEK 293-Zellen

Stabil transfizierte HEK 293 Zellen wurden mit dem anti HA-Tag- sowie mit dem an-
ti Am5-HT7-Antikorper inkubiert, um die Expression und Verteilung des Amb5-HT,-
Rezeptors zu dokumentieren (Abb. 3.11).

Abbildung 3.11: Immunhistochemischer Nachweis von Am5-HT; in stabil transfizierten HEK
293-Zellen. Links: Inkubation der Zellen mit dem anti Am5-HT7-Antikérper. Der Cy2-konjugierte se-
kundére anti-rabbit Antikérper wurde durch Blaulichtanregung sichtbar gemacht. Rechts: Inkubation der
HEK 293 Zellen mit dem anti HA-Tag-Antikorper; der Cy3-konjugierte sekundére anti-rat Antikérper
wurde durch Griinlichtanregung sichtbar gemacht. Die Abbildung zeigt das Ergebnis fiir Zelllinie 4. In
der Zelllinie 1 wurden identische Ergebnisse erzielt.

In beiden untersuchten Zelllinien (Linie 1 und 4) konnte das Rezeptorprotein sowohl durch
den anti Am5-HT7-Antikorper als auch durch den anti HA-Tag-Antikérper nachgewiesen
werden. In nicht-transfizierten Zellen war bei beiden Antikorper keine Féarbung sichtbar

(hier nicht gezeigt).
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Funktionelle Charakterisierung des Am5-HT-Rezeptors

Fiir die funktionelle Charakterisierung des Rezeptors wurden zwei Zelllinien verwendet,
die das Am5-HT7-Rezeptorprotein stabil exprimieren (Linie 1 und 4). Interessanterweise
erhoht sich bereits durch die Expression des Rezeptorproteins die basale intrazellulare
cAMP Konzentration ([cAMP];) (Abb. 3.12).

1607 nicht transfiziert
1404 EZA Zelllinie 1
8= inie z
% 120- el 4 g g
E” 100 g g
& 80 7 g
> % Z
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< 60 7 g
T . |
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4 7
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Abbildung 3.12: Einfluss verschiedener biogener Amine und des Serotonin-Rezeptor Agonisten
5-CT auf die intrazellulire cAMP-Konzentration. Es wurden HEK 293-Zellen, die den Am5-
HT7-HA-Rezeptor stabil exprimieren (Zelllinie 1 und 4), und nicht-transfizierte Zellen mit den Liganden
inkubiert. Die cAMP-Konzentration ist in pmol cAMP /mg Protein angegeben. Die ermittelten Werte sind
Mittelwerte aus Doppelbestimmungen von je zwei unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken stellen
den Standardfehler dar. Alle Messungen erfolgten in Gegenwart von IBMX (100 pM). Um die basale
[cAMP]; zu ermitteln, erfolgte eine Inkubation mit 100 pM IBMX in Abwesenheit jeglicher Liganden.

Bei transfizierten Zellen ist die basale [cAMP]; im Vergleich zu den nicht-transfizierten
Zellen ca. dreifach erhéht. Daraus lésst sich schliefsen, dass der Am5-HT; Rezeptor auch
in Abwesenheit eines Liganden teilweise in seiner aktiven Konformation vorliegt. Dieses

Phanomen wird als konstitutive Aktivitat bezeichnet.

Um die Ligandenspezifitdt von Am5-HT; zu testen, wurde die Wirkung verschiedener bio-

gener Amine auf die cAMP-Produktion transfizierter und nicht transfizierter Zellen analy-
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siert. Bei einer Konzentration von 1 pM 16ste nur Serotonin einen Anstieg der [cAMP)]; in
den transfizierten Zellen aus. Dopamin, Tyramin, und Oktopamin hatten keine Wirkung
auf die [CAMP];. In den nicht-transfizierten Zellen blieb die [cAMP]; in Anwesenheit aller
Liganden auf dem Niveau der basalen [cAMP];.

Das 5-HT Analogon 5-Carboxamidotryptamine (5-CT), ein selektiver Agonist an 5-HT;-
und 5-HT;-Rezeptoren der Sduger, stimulierte [cAMP]; vergleichbar wie Serotonin. In

nicht transfizierten Zellen hatte 5-CT keine Wirkung.

Konzentrationsabhéngigkeit der cAMP-Produktion
Die Konzentrationsabhéngigkeit der cAMP-Synthese in den verschiedenen Zelllinien wur-
de mit 5-HT-Konzentrationen von 107'% bis 10 M untersucht (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: cAMP-Produktion in Abhéngigkeit der 5-HT-Konzentration. Die Am5-HT7-Re-
zeptor-Zelllinien sowie nicht transfizierte HEK 293-Zellen wurden mit steigenden 5-HT-Konzentrationen
(10719 bis 105 M) inkubiert. Die cAMP-Konzentration ist in pmol cAMP /mg Protein angegeben. Darge-
stellt sind Mittelwerte aus Doppelmessungen von je zwei unabhiangigen Experimenten. Die Fehlerbalken
stellen die Standardfehler dar.

Die Auswertung der Dosis-Wirkungs-Kurve ergab einen ECso-Wert von 1,06 nM 5-HT
(logECs50 = 8,97 £ 0,13, Mittelwert + Standardabweichung) fiir die Zelllinie 1 und 1,75 nM
5-HT (logECs5q = 8,76 £ 0,07) fiir die Zelllinie 4. Die Séttigung ist bei 50 nM Serotonin er-
reicht. Keine der in diesem Experiment getesteten Serotonin-Konzentrationen hatte einen

Einfluss auf die [cAMP)]; von nicht-transfizierten Zellen.

Wirkung von Antagonisten

In einem weiteren Experiment wurde die Wirkung zweier Antagonisten auf die 5-HT-
stimulierte cAMP-Produktion untersucht (Abb. 3.14). Der durch Serotonin (10 pM) ver-
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ursachte intrazellulare cAMP-Anstieg wird durch Methiothepin (10 pM) spezifisch unter-
driickt. Die [cAMP]; sinkt unter die basale cAMP Konzentration der Zelllinien (Abb. 3.12).
Dies ist ein gutes Indiz dafiir, dass Methiothepin am Am5-HT;-Rezeptor als inverser Ago-
nist wirkt.

Im Gegensatz dazu inhibiert Clozapin (10 pM), ein Antagonist an 5-HTja-, 5-HTyc-,
5-HT3-, 5-HTs- und 5-HT7-Rezeptoren, die Serotonin-vermittelte cAMP-Produktion

nicht.
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Abbildung 3.14: Einfluss der 5-HT;-Rezeptor Antagonisten Methiothepin und Clozapin auf
die 5-HT stimulierte cAMP Produktion. Die Antagonisten wurden in Konzentrationen von 10 pM
in Anwesenheit von 10 pM 5-HT eingesetzt. Die cAMP Konzentration ist in pmol cAMP /mg Protein an-
gegeben. Es sind Mittelwerte aus Doppelmessungen von je zwei unabhédngigen Experimenten dargestellt.
Die Fehlerbalken geben die Standardfehler an.
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3.2 Der Am5-HTy-Rezeptor

3.2.1 Isolierung der Am5-ht2 cDNA

Nach der vollstindigen Entschliisselung der genomischen Sequenz der Honigbiene Apis
mellifera konnte die Datenbank (http://www.hgsc.bcm.tme.edu/projects/honeybee) nach
weiteren Serotonin-Rezeptorsubtypen durchmustert werden. Mit bekannten Rezeptor-
sequenzen aus Drosophila melanogaster (Colas et al., 1995; Saudou et al., 1992) wurde
die cDNA-Sequenz eines weiteren potentiellen Serotonin-Rezeptors der Honigbiene (Am&-
ht2) identifiziert. Anhand dieser Sequenz wurden spezifische Oligonukleotide ausgewéhlt
und auf ,,random geprimter“-cDNA (siehe 2.2.10) verschiedene Fragmente des Am5-HT,-
Rezeptors amplifiziert. Die Fragmente wurden in den pGEM-T Vektor integriert und

sequenziert.

Die vollstéandige ¢cDNA-Sequenz (Abb. 3.15) konnte aus drei iiberlappenden Teilstiicken
zusammengesetzt werden. Klon 1 enthielt die Sequenzinformation vom Start-Kodon bis
zur dritten zytoplasmatischen Schleife (Position 1-468); Klon 2 {iberspannte den Bereich
von der TM I bis zur TM VII (Position 420-1703); Klon 3 lieferte die Information von
der dritten zytoplasmatischen Schleife bis zum Stopp-Kodon (Position 997-1962). Klon 1
und Klon 3 zeigten in der dritten zytoplasmatischen Schleife keine Uberlappungen, daher
war die Sequenz-Information aus einem weiteren Fragment nétig.

Die Sequenz der klonierten cDNA unterscheidet sich im Bereich der dritten zytoplasma-
tischen Schleife von der annotierten Sequenz (Accession Number XP 394798). In der
Am5-ht2-cDNA sind 48 zusétzliche Nukleotide vorhanden, die fiir eine Insertion von 16

Aminosauren kodieren.
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ATGGAGGGGGATCTGATCGCCTCTTGGACCGGCAACCTGACCGCGATGTTGCACCACCTGCCCTGCAACGACACCTTCCTCCACGGATGC 90
M EGDTULI ASWTGNULTAMLMHHLPCNUDTFLMHGC 30

GCGGAGGAGTGTGGACTCGCCTCGTCGGGATTCGATCACATGTGCACGGCCGAGAAGGGAAGCTTCGCCTCGTCCATGACTCTGCTCTGC 180
A EECGLASSGFDHMTCTAEI KG GS ST FASSMTILTL C 60
\4
GCGCCCTGCGACTACTCCAACTGCGACGTGAACGTGTCCTTGGTCCTCAGCGGGCTGGAGAGCGTGGAGGGCGTTTTCCTGTCCAGGTTG 270
AP CDYSNTCDVNYVSLVLSSGLESVESGVFLSRIL 9

v \{
CCGAGGTTCGAGTGCAACGAGACCGATTTTCCCGATCAGATATTGGAGTGCACGGCGACTACGGAGAACGCGACTACGGAGGACTTGACC 360
P RFECNETDZFWPDO QI LECTATTENATTETDL T 120

ATCTCTTGCTCGCACAGGGCGAAGGGCTTGAATACGGCTGGGAGCAGAGGGCGACGTCTCGACTGGAACTTTCTCTTCGTTGCTGTATTT 450
Il s CSHRAKSGLNTAGSHRGRRLUDWNELEFEV AV F 150

ATCGTGGCGGGTGGCCTGGGGAACATACTCGTCTGCCTCGCTGTGGGGCTCGATAAAAGGCTGCACAACGTCACCAATTACTTCCTTTTG 540
Il VA G G6GLGNI LV CLAVGLUDI KR RILMHNVTNY FL L 180
™ 1
TCTCTCGCGGTGGCCGATTTACTCGTCAGCCTGTTCGTCATGCCTCTGGGCGCGATCCCAGGCTTCTTGGGATACTGGCCATTCGGAGTG 630
S LAVADLLVSLEFEFVMPLGAI PGFLGYWUPF G V 210
™ 11
GTGTGGTGTAACGTGTACGTGACGTGCGATGTGCTGGCTTGTTCCGCGAGCATAATGCACATGTGCTTCATCTCGTTGGGCCGGTATCTC 720
v w<cCcNVvVYVvVvTCDVLACSASIMHMTCETILI S L GR Y L 240

. ™ 111
GGCATCCGGAATCCTTTGCGGACGAGGCACACGTCCACCAAACGGATGGTCGGCTTCAAGATAGCGGCTGTGTGGTTGCTCGCCATGTTG 810
G 1 R NPLRTRHTSTIKRMYVGF K I AAVWILL AWML 270
™ 1V
GTCTCCAGCTCGATCACGGTTTTGGGCATAATAAATCCTCTAAACATCATGCCACGGCCGGGAGCGTGCGTGATCAACAACAGAGCGTTT 900
vsss1 TVLGI I NPLNITMPRPGATCV I NNIRAF 300

TTCGTGTTCGGCTCTCTGATCGCCTTCTACATACCCATGATCGTCATGGTAGCCACTTACATTCTGACGGTGCAGCTGCTCAGGCAAAAA 990
FVFGSLIAFY I PMI1 VMV ATY 1L TVQLLRQ K 33
™ V .
GCCCGTTTCATCGCGGAACATCCTGAACGAGATCAATTCCGAAGGCTGGGAGGCAGATATTTCTCGACGAGGGCTTCCTCCACCGCCACC 1080
AR F I A EHPERDA QFRRLG GG GRYUFSTRASSTAT 360

L] L]
TCGACCGTGGAAACCGCCACCCCTTCGTCGTCGCGGTATACGTGGAGGACTTCCGGCGGTGTCGGAAGCGACAGTTTAACCAAATTAAAC 1170
s T VETATWPSSSRYTWRTS G G V G S D S GEEE 39

GCGGAGGCTCTGTGCCGTCGCAAACATAACAGGTGCAGGGGGGCAAGGTCGGCCGCAAAGTCTCAACCGCAGTTGAATTTCGCCGTGAAC 1260

SN SR aee:mlm R C R G AR SAAKSQPQLNFAV N 420

GGGGCGAGTAACCCGGCCGGAAGCGGAACCGGGGCGACGAGACTGGCGACGAAAGTGGATCAGGCGACGCAAACGCCGGAGAATATCGGC 1350
GA SNPAGSGTS GATRLATI KVDQATAOQTWPENTI G 45

L]
CGTGAAACAAGGAATTTCACTCTGAAGGCTTTGAAGCTCCAATTAAACGTCACTCCCAACACCCTGAATCTCAGGTTTCTCCCCGGTAGA 1440
R ETRNJFTILIKALIKILOQLNVTWPNTILNLRTFLPG R 480

L]
ACGAAGAGGAGATCGTTGGCCGCGAACGCCGTTGCAACGGAGCAGAAAGCCAGCAAGGTGTTGGGCCTGGTTTTCTTCATGTTCGTGCTC 1530
T K RRSLAANAVATEZ QKA ASI KV L GLVFFWMEV L 510

TGCTGGGCCCCGTTCTTTCTACTAAACATATTTTTCGCCGCGTGCCCCGAATGCTCGGTCCCGGTACACGTGGTCAACGTGTGTCTGTGG 1620
cwAPFFLLNILFEFAACPETCSVPVHVYVNUVCL W 54

™ VI .
CTCGGATACGTGTCCTCCACGATCAATCCGGTCATCTACACCATCTTCAATAGAACGTTCAGGGCTGCGTTCATCAGATTGTTGAAGTGC 1710
L 6GYyvssSsSTINWPV I YTIFNRTFRAATFI RULL K C 570

. ™ VI1

L]
AAGTGTTCCAGGTCAGCAAGGCCGAGGCATCGTTCAGTGACGGAGAGTGGACGAAACGCGATGAGCCTGTGCACCCCGACCGCGCTGCCA 1800
K ¢SSR SARPRMHRSVTESGRNAMSTLTCTU®PTAL P 600

TTGGTCATTAGTCTTCAGGGTACGCCGTTGTTGACGCCAACACCGAATCCGACGGCGGCCACGCCGGCCTCGGCAACCTCCTACGTGACG 1890
L v1sLQGT®PLLT®PTPNPTAATWPASATSY V T 630

ATGATGCATCGCACGCCAACCTCCCTTTACCGTGACACTTTTCATCAACACGAGCACGATCAGAATTGTTGA 1962
M MHRT®PTS LY RDTFHU QHEWHUDIQNC * 653

Abbildung 3.15: Nukleotid- und abgeleitete Aminosiuresequenz der Ambs-ht2-cDNA. Die
Position der letzten Aminosdure bzw. des letzten Nukleotids jeder Zeile ist rechts neben der Sequenz
angegeben. Die Positionen der potentiellen Transmembransegmente (TM I-VII) sind grau unterlegt. Kon-
sensusstellen fiir N-Glykosylierung sind mit ¥ gekennzeichnet. Potentielle Konsensusstellen fiir Phospho-
rylierung durch PKC sind durch e gekennzeichnet. Schwarz hinterlegt ist die Abweichung der klonierten
Sequenz von der annotierten Datenbank-Sequenz.
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3.2.2 Genomische Organisation und trunkierte Varianten des
Am5-ht2-Gens

Ein Vergleich der ¢cDNA-Sequenz mit der genomischen DNA ergab, dass das Gen aus
sieben Exons besteht (Abb. 3.16). Alle Exons befinden sich innerhalb eines Contigs (Con-
tig3527 #AADG05003527).
Der vollstindige offene Leserahmen von Amda-ht2 besteht aus 1962 bp.

M

71 bp 15289 bp 778 bp 589 bp 372 bp 602 bp

77

AmS-hi2,, ]
309 3

Am5-he2,, 1] AT
N 309 302 297 240

AmS-hi2, . [ H -0 L
309 302 224 240

Am5-hi2, , |3.;|_|:3|2]]

240

Abbildung 3.16: Genomische Organisation und trunkierte Varianten von Amb5-ht2. Alle Léngen
sind in bp angegeben. Die Verteilung der Exons (I-VII) ist unterhalb der genomischen DNA (obere
schwarze Linie) schematisch dargestellt. Die cDNA ist als Kasten dargestellt. Die Darstellung zeigt die
vollstindige Am-ht2 cDNA vom Start-Kodon bis zum Stopp-Kodon. Die Zahlen unter den Késten geben
die Grofse des Exons in bp an. Die Position der sieben Transmembransegmente wird durch schwarze Késten
angezeigt. Weiterhin sind klonierte trunkierte Formen der Am&-ht2-cDNA schematisch dargestellt.

Die Introns des Gens haben Léngen zwischen 71 bp und 15289 bp. Die Exon/Intron
Uberginge befinden sich im N-Terminus, der ersten und zweiten extrazelluliren Schleife,
der dritten zytoplasmatischen Schleife und im C-Terminus.

Auf der cDNA wurden zusétzlich zur vollstdndigen Sequenz mehrere trunkierte Formen
des Am5-ht2-Gens amplifiziert. Es handelt sich dabei um Varianten, denen verschiedene
Teile der vollstiandigen cDNA fehlen (Abb. 3.16). Am5-ht2tr a fehlt das dritte Exon. In
der Sequenz von Am5-ht2tr b fehlt Exon drei bis fiinf, in Am5-ht2tr ¢ fehlt Exon vier bis
sechs. In einer weiteren Variante (Am5-ht2tr d) ist Exon drei bis sechs nicht vorhanden.
In den Sequenzen aller trunkierten Formen stimmen die Spleik-Ubergéinge mit den im
Genom identifizierten Exon/Intron Ubergéingen iiberein (Tab. 3.2). Aus der Intensitit

der in den PCR~Reaktionen erhaltenen Bandenmuster (hier nicht gezeigt) wurde deutlich,
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Exon c¢DNA-Position Contig-Position SpleifRdonor- Spleiftakzeptor-
stelle stelle

I 1-309 99991-99683 — ATCAG/gtgaa

I1 310-611 99612-99308 cacag/ATATT CTTGG/gtgag

I11 612-835 84019-83785 tgcag/GATAC TTTGG/gtaaa

VI 836-1155 83007-82688 cccag/GCATA  GACAG/cgaag

\Y% 1156-1425 82144-81869 tccag/ TTAAC  CTCAG/gttcg

VI 1426-1722 81497-81192 cccag/GTTTC TCCAG/gtcag

VII 1723-1962 80590-80344 tccag/ GTCAG  —

Tabelle 3.2: Genomische Organisation des Am5-ht2 Gens. Die Exon/Intron Uberginge sind fiir
das jeweilige 5- und 3‘-Ende des Exons angegeben. Fiir die Intron-Sequenz wurden Kleinbuchstaben
verwendet, Exon-Sequenzen sind als Grofsbuchstaben dargestellt.

dass die Ama-ht2tr a-Variante neben der vollstindigen Am3-ht2-cDNA am haufigsten
vorkommt. Eine Analyse der Exon/Intron-Uberginge, die am Entstehen dieser Variante
beteiligt sind, zeigt Abb. 3.17.

II 13

‘/cccaggcttcttgl gcataataaatcctcta ‘

AmS5-ht

2tr a

Genomische DNA l,cccaggcttcttgIgt%/g/tét/t)!téfz‘/aﬁ%qéﬂ A ﬁggatactggcc. .ggttttgg@f@/&ﬁe}/aﬁ/g/. / /{tft}/c,[;éc gcataataaatcctctaaacatcatg ‘

Donorstelle L Akzeptorstelle
1I e J Ul v
Am 5 - h tz Lcccaggcttcttg[ gatactggccattcggagtggtgt, ... .. 2250t innn gatcac ggttttggIgcataataaatcctctaaacatcatg
610 835

Abbildung 3.17: Splei-Uberginge der Am5-ht2tr__a. Schematisch dargestellt sind die trunkierte
Variante Am5-ht2tr_a, die genomische DNA und die vollstandige Am5-ht2-cDNA. Uber den Boxen ist
die Nummer des Exons angegeben. Schraffierte Késten geben ein Intron an. Grau hinterlegt sind die
Konsensussequenzen der 5-Donorstelle und der 3*-Akzeptorstelle. Die Position des gespleifiten Exons auf
Nukleotidebene ist anhand der Ama-ht2-cDNA angegeben.

Aussagen dariiber, ob eine Translation der trunkierten Varianten in ein Protein stattfindet,
konnen noch nicht getroffen werden. Es ist jedoch anzunehmen, das keine funktionellen
Rezeptorproteine entstehen, da die fehlenden Exons fiir Bereiche der Transmembrando-
méanen kodieren. Damit fehlen den trunkierten Varianten Strukturen, die eine entschei-
dende Rolle in der Ligandenbindung und G-Protein-Kopplung spielen: Die Transmem-
brandoménen III, VI und VI enthalten Aminoséurereste, die essentiell fiir die Formung
der Liganden-Bindungstasche und Bindung des Liganden sind. In der Region der drit-
ten zytoplasmatischen Schleife, die den meisten trunkierten Varianten fehlt, findet die
G-Protein-Kopplung statt (Kroeze et al., 2002).

Ein Vergleich der orthologen Dm5-HT5-cDNA aus Drosophila melanogaster (Colas et al.,
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1995) mit der genomischen DNA von Drosophila melanogaster zeigt, dass dieses Gen eben-
falls aus mehreren Exons besteht. Die oben genannten Spleifistellen, die zur Entstehung
der haufig auftretenden Ama-ht2tr a-Variante beitragen, sind in Drosophila melanogaster
konserviert (Abb. 3.18). In den cDNAs beider Rezeptoren befinden sich diese Exon/Intron
Grenzen in der zweiten extrazelluldren Schleife und am 5°-Ende der dritten intrazellula-
ren Schleife. Von den restlichen 4 Exon/Intron Ubergéngen sind zwei weitere in Dm5-ht2
konserviert. Es handelt sich dabei um die Grenzen von Exon VI/V und V/VI, die beide

innerhalb der dritten zytoplasmatischen Schleife liegen.

Dm5-HT, GATCTCCTGGTCAGTTTGTTTGTGATGCCCATGGGCGCGATACCAGCTTTTTiNell€GTATTGGCCACTTGGCTTTACCTGGTGCAACATT 1080
b L L Vs L F VM PMGATIUPA AU FULGY WP L G F T W C N I
™ II
Dm5-HT, TATGTGACGTGTGACGTACTGGCCTGCTCATCCAGTATATTGCACATGTGCTTCATCGGTTTGGGACGCTATATGGGAATAAGAAATCCA 1170
y vwT C D VL A C S S S I L HMCF I GL G R Y M G I R N P
™ III
Dm5-HT, TTGGGCTCGAGGCATCGATCTACGAAACGATTGACTGGTATAARAGATAGCCATTGTTTGGGTAATGGCCATGATGGTATCCAGTTCAATA 1260
L 6 S R HR s TXKURL TG I K I A I V WV MAMMV S S S I
™ IV
Dm5-HT, ACCGTTCHge[€TCTGGTCAATGAGAAGAGCATAATGCCCGAGCCTAACATATGCGTTATCAACAATCGCGCCTTTTTCGTGTTTGGATCT 1350
T v L G L VvV N E K S I M P E P NI C V I N NURAUVF F V F G S

Am5-HT, TCTCTCGCGGTGGCCGATTTACTCGTCAGCCTGTTCGTCATGCCTCTGGGCGCGATCCCAGGCTTCTNEJEATACTGGCCATTCGGAGTG 630
s LAV ADUL LV S L F VM ©PLGA I P G F L G Y W P F G V
™ II
Am5-HT, GTGTGGTGTAACGTGTACGTGACGTGCGATGTGCTGGCTTGTTCCGCGAGCATAATGCACATGTGCTTCATCTCGTTGGGCCGGTATCTC 720
v w NV Yy VT CD VL ACSASTI MHEMTCU F I S L G R Y L
T™ III
Am5-HT, GGCATCCGGAATCCTTTGCGGACGAGGCACACGTCCACCAAACGGATGGTCGGCTTCAAGATAGCGGCTGTGTGGTTGCTCGCCATGTTG 810
G I R N P L R T RH T S T K R MV G F K I A AV W L L A M L
™ IV
Am5-HT, GTCTCCAGCTCGATCACGGTTTjelel¢CATAATAAATCCTCTAAACATCATGCCACGGCCGGGAGCGTGCGTGATCAACAACAGAGCGTTT 900
vs s s 11 T Vv L G I I NP LNTIMU®PWUR®PSGA AT CV INNIRATF

Abbildung 3.18: Vergleich der Spleifistelle von Dm5-HT> und Amb5-ht2. Abgebildet ist ein Aus-
schnitt der Sequenzen von Dm5-ht2 (oben) und Am5-ht2 (unten). Schwarz hinterlegt sind die Ubergiinge
der beiden ,konservierten“ Exons.

3.2.3 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosauresequenz

Die Am5-ht2 ¢cDNA kodiert ein 653 Aminosduren langes Protein (Am5-HT,), mit einer
Molekularmasse von 71.5 kDa (Abb. 3.15). Wie fir Am5-HT; zeigt das Hydropathie-
profil (Abb. 3.19) des Am5-HT-Rezeptos sieben hydrophobe Bereiche, die die Membran
durchspannen kénnen (TM I - VII).

Amb5-HT, besitzt einen sehr langen N-Terminus von 148 Aminoséuren. Innerhalb des N-
Terminus befinden sich drei Konsensusstellen fiir N-Glykosylierung: N7; VS, NggET und

Ni13AT. In der Aminoséduresequenz sind neun Konsensusstellen fiir die Phosphorylierung
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Abbildung 3.19: Hydropathieprofil der abgeleiteten AS-Sequenz des Am5-HTs-Rezeptors. Die
Hydrophobizitiat wurde nach Kyte und Doolittle (1982) mit einer Fensterweite von 19 Aminosduren
ermittelt und gegen die jeweilige Aminosiure-Position aufgetragen. Hydrophobizititswerte > 1,6 gelten
als Kriterium fiir die Existenz einer Transmembranregion. Die potentiellen Transmembranregionen sind
als Balken eingezeichnet.

durch die PKC vorhanden. Sie befinden sich in der zweiten und dritten zytoplasmatischen
Schleife und im C-Terminus.

Die Aminosduresequenz des Amb5-HTs-Rezeptors enthélt die, fiir biogene Amin-Rezep-
toren charakteristischen Aminosdurereste. Wie in Amb-HT; existiert ein Aspartat-Rest
(Dago) in der TM III sowie ein Phenylalanin-Rest in der TM VI (F5p3). Ein Serin-Rest
in der TM V (S305) ist in den, an den IP3-Signalweg gekoppelten Rezeptoren, konserviert
(Donnelly et al., 1994) und auch in Am5-HT5 zu finden. Das hoch konservierte , DRY*-
Motiv am 3’ Ende der TM III liegt auch bei diesem Rezeptor in einer abgewandelten Form
vor (Ga37RY). Das in der TM VI befindliche F5osXXXWXP-Motiv und das N5 9PXXY-
Motiv in der TM VII sind bei Am5-HT, konserviert.

Der C-Terminus von Am5-HT, besteht aus 97 Aminosduren. Drei Cysteine (Cszg, Csro,
Cso4) sind potentielle Stellen fiir eine posttranslationale Palmitoylierung.

Die grofite Sequenzihnlichkeit des Am5-HTy-Rezeptors besteht mit 58% (46% der AS sind
identisch) zu einem bis jetzt noch nicht charakterisierten Rezeptor von Anopheles gambiae
und mit 44% (32% identische AS) zu dem 5-HTy-Rezeptor von Drosophila melanogaster
(Dm5-HTs; Colas et al., 1995) (Abb. 3.20). Auffallend sind die langen N-Termini aller
drei 5-HT5-Rezeptoren.
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MEMQSYSGRGPSTGTSETATATAAVASASASDTAATFTLRHFNCRLEEADWPGPRQPF
IDCEGSHTNSTSYTPSSLPTSKNL IEGPNNTFQCARQA IDEAEHNAFYSCDGESPLSENC

MEGDL IASWTGNLTAMLHHLPCNDTFLHGCAEE
TLRLKARLLRWPYEAYEHIRLAINGALSDYASDKLSDSSSCDEGGMVLQCKLGQAHELLL

CGLASSGFDHMCTAEKGSFASSMTLLCAPCDYSNCDVNVSLVLSGLESVEGVFLSRLPRF
MN
CHLQQLEREPLREVGSAEESFSNDSLLQAFQIELGAERDGLWSFLNLSELMEPDHGFLGI

ECNE[DFPDQIEECTATTENATIEDLT I SCSHRAKGLNTAGSRGR INFLFVE A
VELRNALVSPTWLNGAEHHAVAALAGWNQTQLLGELPAGGBTAPG SFLFVLIR A
MNVTNTSLDMFEPNLTALNTTSHEASTADMATEFAVTKSFLBYSPH (MFLFV\a A
™ 1 ™ 2
GGLGNILVCLAVELD[SHLENVTNYFL{ESLAYADLLVSLFVMPEGAIPEFLGYWP[EGIAYWC

GGLGNILVCLAVALDHSLONVTNYFLESLAUIADLLVSLFVMP EGATPEFLGYWPEGYAIWC]
GGLGN ILVCLAVALDZNLEONVTNYFLIFSLAJADLLVSLFVMPGA 1 PAFLGYWPEGFIWC]

™ 3 ™4

N\ YVTCDVLACSS IJHMCF IELGRY[SG IRNPLFIRHUS TKRIVGEK 1 ARVWEEAMEVSS]
NLIYVTCDVLACSAS I EHMCF 1ELGRY|EG IRNPLESRHES TKR{EIGLIK 1 ARVWEEAMEVSS]
NLIYVTCDVLACSES 11EHMCF 1ELGRY|G I RNPLESRHESTKRISIGEIK I AHVWYAIAMIVSS]

™ 5

SITVLGEINIZ RIZG. TYULT\YOL LREKARF
VLGNGO [EPNECV INNRAFFVFGSLYAFY I PMYAUMVIYTYIRL T\OIL L RNKARF]
S1TVLG[EYNS [EPNRICV INNRAFFVFGSLYAFY I PMEIMVYTYAL TLIEL L RISKARH

1 RDQFRRLGGRYFSTR === === == m oo
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SVRVT 1EQEOGYPTNVGGNGGRTVGATEVGAGENGSSIERTSNSSLGGTSLMK 14110

ENIBR---—-—————————] FTLKABKLQENVTPN - - - TENEREEPGRT
GTQTPDSJIER--—————————————| QKFCSER I HENSVPTPA | NFIK(EE- G K4
1 QAAGENHMVQKVKPTALKPEEPQRNKVRPEKFAFNRVATP - - TLINERFINNRS(

_________IW™Me6__ | ]

RS LAANAVATEQKASKVLGLVFFFVECWAPFHELN IFFAAGPESVP\/ VI WCLWLG
LSANAVATEQKAIIKVLGLVFFFVFCWAPFFULN IHFAAIPERNVP = [VELICLWLG
NELEANAVATEQKAJIKVLGLVFFJIFVECWSPFFILN 1 IFAASPE®EN P =5V IICLWLG

™ 7

WESIL LGV RaR I VRINEVEVAS M EKOK®SNSARPRHRSVTESGRNAMSLCTPTALPLY
WESIE L R AN TS VKINERV VA INMBRO®ROENSCGRPPRYRSVTDSRGAISLCTPSALPLA
YVSSTINPLIYTIENZTFRAAF I RLLNCNCIY

VISLQGTPLLTPTPNPTAATPASATSYVTMMHRTPTSLYRDTFHQHEHDQNC 653
ISLQGSSLLTPSTTQATPLSDFRGSYEITDDDC 473
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Abbildung 3.20: Aminosdure-Sequenzvergleich. Die Aminosduresequenz des Am5-HTs Rezeptors ist
mit orthologen Rezeptoren von Drosophila melanogaster (Dmb5-HTy; #NP 524223) und Anopheles gam-
biae (#EAL42015) dargestellt. Schwarz hinterlegt sind identische Aminosédurereste zwischen allen drei
Rezeptoren. Konservativ ausgetauschte Reste sind grau hinterlegt. Die grauen Balken {iber der Sequenz
stellen die sieben Transmembransegmente (TM I-TM VII) dar. Die Aminoséureposition des letzten Rests
jeder Zeile ist rechts angegeben. (-) markieren Liicken, die zur Optimierung des Alignments eingefiigt

wurden.
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Im Dendrogram (sieche Abb. 3.6) bildet Am5-HTy mit Dm5-HT5 und dem Rezeptor aus

Anopheles gambiae einen eigenen Zweig.

3.2.4 Expressionsmuster des Am5-ht2-Gens

Mittels RT-PCR wurde das gewebsspezifische Expressionsmuster von Ama-ht2 qualitativ
untersucht. Da dieser Rezeptor in verschiedenen Spleifivarianten auftritt, wurden die Pri-
mer fiir die RT-PCR nicht innerhalb der dritten zytoplasmatischen Schleife ausgewahlt.
In diesem Fall wére eine Differenzierung der zwei haufig auftretenden Formen Ama-ht2
und Amda-ht2tr _a nicht moglich gewesen, da in beiden die dritte zytoplamatische Schleife
vollstandig vorhanden ist. Durch die Verwendung eines 5‘-Primers in der TM I und ei-
nes 3‘-Primers am Ende der dritten zytoplasmatischen Schleife, gelang es zwischen den
Spleifs-Varianten zu unterscheiden. Fiir das AmJ-ht2-Transkript wurde ein Produkt von
949 bp erwartet, das Ama-ht2tr a-Transkript sollte ein 722 bp grofes Produkt ergeben.

1000 bp

500 bp

100 bp

Abbildung 3.21: Expression von Am5-HT; in verschiedenen Geweben von Apis mellifera. Der
100 bp DNA Marker wurde in Bahn 1 aufgetragen. Die {ibrigen Bahnen zeigen RT-PCR Produkte aus:
Retina-RNA (2), RNA der optischen Loben (3), Zentralgehirn-RNA (4), Flugmuskulatur-RNA (5), und
RNA der Malpighischen Gefiile (6). Die amplifizierten Fragmente haben die erwartete Grofe von 949 bp
bzw 722 bp.

Im Zentralgehirn und den optischen Loben liegt eine hohe Expression beider Spleifs-
Formen vor (Abb. 3.21). Die Bande des Amb-ht2tr a-Transkripts erscheint intensiver
als die des Amd-ht2-Transkripts. Geringere Mengen beider Transkripte werden in den

Malpighischen Gefafsen und der Flugmuskulatur exprimiert. In der Retina wurde kein
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Rezeptortranskript detektiert.

Die Expression des Amd-ht2-Gens im Gehirn der Honigbiene wurde mittels in situ-
Hybridisierung untersucht. Aus dem Bereich der dritten zytoplasmatischen Schleife von
AmJ5-ht2 wurden Digoxygenin-markierte , sense'- bzw. ,,antisense”~-Sonden mit einer Lan-
ge von 378 bp hergestellt.

Das Expressionsmuster des Ama-ht2-Gens gleicht dem des Amd-ht7-Gens sehr stark.
Auch hier wird mit der , antisense“~-RNA-Sonde (Abb. 3.22) ein spezifisches Hybridisie-
rungssignal in den Zellsomata der meisten Neurone des Gehirns beobachtet. Neurone der
optischen Loben, intrinsische Pilzkorperneurone (Kenyon-Zellen) sowie Neurone der An-
tennalloben exprimieren die AmJs-ht2-mRNA. Mit der ,,sense“-Sonde als Negativkontrolle

(nicht gezeigt), wurde keine Farbung sichtbar.

Pilzkorperzellen

100 pm

Somata der
Antennalloben

Abbildung 3.22: In situ-Hybridisierung der AmJ5-ht2-, antisense“-Sonde an Gehirnschnitten von adulten
Sammlerinnen. Die spezifische Markierung ist als braune Farbung zu erkennen. Die markierten Zellkorper
im Bereich der Pilzkorper, der Antennalloben und der optischen Loben sind durch Pfeile markiert.

3.3 Der Am5-HT:-Rezeptor

3.3.1 Isolierung der Am5-ht1 cDNA

Ein erneutes Durchmustern der genomischen Datenbank der Honigbiene Apis mellife-
ra (http://www.hgsc.bem.tme.edu/projects/honeybee) mit einer bekannten Rezeptorse-

quenz von Drosophila melanogaster (Dm5-HT; 4, Saudou et al., 1992) identifizierte die
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AmJ5-ht1-cDNA. Mit spezifischen Oligonukleotiden wurden auf der ,,random geprimten-

cDNA (siehe 2.2.10) verschiedene Fragmente des Am5-HT-Rezeptors amplifiziert.

v v
ATGGAGGAACACGTGAACCAGACCTCGAGAAACTCGTCCTCGGACGGGTTGGTTTTCACGGATGCCTCGATCATTCTCAGAACATTGGTG
M EEHVNQTSRNSSSDGGLVFTDASTIT1LRTLV

CTGGGTCTCTTGATACTCGTCACCGTTGTCGGGAATCTGTTCGTGATAGCTGCGATCCTGCTCGAGCGGAACCTGCAATCGGTGGCCAAT

L 6 L LI L VTVVGNLUEVIAAILLERNLZGQSV AN
™ 1
TATTTGATCGTCAGCTTGGCCGTGGCCGATCTCATGGTCGCCTGTCTGGTCATGCCTCTCGGTGCGGTTTACGAGATAAACTCGGAATGG
Yy L1 vVsLAVADLWMVVACLVMPLSGAVYETINSTEW
™ 11
TCGCTCGGGCCCGAGCTTTGCGACATGTGGACCAGCAGCGACGTTCTCTGCTGCACTGCCTCGATATTGCATCTGGTGGCTATCGCGGTC
s L GGPELCDMWTSSDVLCCTASITLUHLVAIAWV
™ 111
GACAGATATTGGGCAGTCACCGATCTCAATTATATACAGGCGAGGAATCCACGACGGATTGGTATGTTGATCGTCGCCGTCTGGGTGGTG
DRYWAVYTDILNYTQARNZPRRIGML I VAV WV YV
™ 1V

TCGCAGGATCCCGCATACCAGATCTTCGCCACTTGCGCGACGTTCTATCTACCCCTGTTGGTTATTCTATTCCTGTACTGGAGGATATTT

s QbPAY QI FATCATUE FEFYLPLULWVI1ILEFLYWRIIF
™ V -

CAAGCGGCGCGGAAGCGGATCAGAAGGAGGCCGGGAACCATTGTGCAGCCAGCTCGTGAAAGAAGAGGCATCCTTAGATACGTCACAAAA

Q AARKRIRRRPGTI VQPARIERRGILRYVTHK

AGACCGAGGGAGGAATCGACAGCGTTCACGATAACGAGATCCACGCCGGATCATTCGTCGATCTCGCCTGAGAAATCGTCGTCTTACAAC
R PREESTAFTI TRSTWPDHSS 1T SPEIKS S S YN

GGGGCGAACGCGACCCAATCGACCACGGTCACCCCGTCGACCGTCTCGACGACCACGACCACCACCACCACCACGACAGTGACGAATCCT
GANATOQSTTVTPSTVSTTTTTTTTTTVTNP
TCGAGCAGCCACTCGACCCACTCGTCGAGCAAAAGGACGCGCGACACTATCGAGTCGAAGCGCGAGAAGAAAGCCGCGAAAACGCTGGCG
S S SHSTHSS S KRTRDTI ESKREIKIKAATKT L A

ATAATCACCGGGGCGTTCGTCGCGTGTTGGTTGCCTTTCTTCGTTGTTGCGTTGCTCCGCGCCACTTGCCAGGCCTGCGAGCCACCTGAG
I I T 6 A FVACWILUZPEFFVVALILWRATT CAOQATCTEUPUPE
™ VI
CTCATAGCAAGCGTCTTCCTGTGGCTGGGCTATTTCAACAGCACCCTGAACCCTGTGATATACACTGTATTCTCACCAGAGTTCAGGCAA
L1 ASV FLWILGYFNSTLNZPVIYTVEFEFSZPETFRDQQ
™ VII
GCCTTCAAGAGGATGCTTTGCGGTGGTTCCAGGATAATTCGCTGA 1125
AAF KRMLZ CGGSIR1T I R * 374

Abbildung 3.23: Nukleotid- und abgeleitete Aminosiuresequenz der Ambs-ht1-cDNA.
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Position der letzten Aminosdure bzw. des letzten Nukleotids jeder Zeile steht rechts neben der Se-
quenz. Die potentiellen Transmembransegmente (TM I-VII) sind grau unterlegt. Konsensusstellen fiir
N-Glykosylierung sind mit ¥ gekennzeichnet. Potentielle Konsensusstellen fiir Phosphorylierung durch

PKC sind durch e gekennzeichnet.

Aus drei iiberlappenden Klonen wurde die vollstdndige Sequenzinformation (Abb. 3.23)

zusammengesetzt: Klon 1 enthielt die Sequenz vom Start-Kodon bis zur zweiten Trans-

membrandoméne (Position 1-203); Klon 2 lieferte die Information von der TM I bis

zur

dritten zytoplasmatischen Schleife (Position 121-695); die Sequenz von Klon 3 enthielt den

Bereich von der vierten Transmembrandoméne bis zum Stopp-Kodon (Position 433-1125).
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3.3.2 Genomische Organisation des Am5-ht1-Gens

Der vollstdndige offene Leserahmen von Amb-ht! besteht aus 1125 bp. Das Amd-htl-
Gen besteht aus sechs Exons (Abb. 3.24). Diese befinden sich alle innerhalb eines Contigs
(Contigd802 #AADG05004802).

500 bp
: ' 9020 bp

26 bp 325bp 309 b
IS;S}bp 76b‘/’//p/p

A% VI
THI I
121 134 144 72 161 494
200 bp
| e |

Abbildung 3.24: Genomische Organisation des Am5-htl1-Gens. Alle Lingen sind in bp angegeben.
Die Verteilung der Exons (I-VII) ist unterhalb der genomischen DNA (obere schwarze Linie) schematisch
angegeben. Die cDNA ist als Kasten dargestellt. Die Abbildung zeigt die vollstdndige Ama-ht! ¢cDNA
vom Start-Kodon bis zum Stopp-Kodon. Die Zahlen unter den Boxen geben die Groéfse des Exons in bp
an. Die Position der sieben Transmembransegmente wird durch schwarze Késten angezeigt.

Exon c¢DNA-Position Contig-Position Spleiffdonor- Spleifiakzeptor-
stelle stelle

I 1-121 11880-12001 — TGTCG/gtaag

II 122-255 21021-21155 tccag/ GGAAT ACGAG/gtatt

11 256-399 39612-39762 tacag/ATAAA TACAG/gttaa

VI 400-471 40488-40549 tccag/ GCGAG  ACCAG/gttgg

A% 472-631 40874-41037 tgcag/ATCTT AAAAG/gttcc

VI 632-1125 41346-41540 tgcag/ACCGA —

Tabelle 3.3: Genomische Organisation des Am5-htl Gens. Die Exon/Intron Ubergiinge sind fiir
das jeweilige 5‘- und 3‘-Ende des Exons angegeben. Fiir die Intron-Sequenz wurden Kleinbuchstaben
verwendet, Exon-Sequenzen sind als Grofsbuchstaben dargestellt.

Die Exon/Intron Uberginge befinden sich in der ersten Transmembrandoméne, der ers-
ten und zweiten extrazelluldren Schleife und der zweiten und dritten zytoplasmatischen
Schleife. Die in der ersten extrazelluldren Schleife vorhandene Exon/Intron Grenze ist in

Drosophila melanogaster konserviert.
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3.3.3 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosauresequenz

Die Am5-ht1 ¢cDNA kodiert ein 374 Aminosduren langes Protein (Am5-HT,), mit einer
Molekularmasse von 41 kDa (Abb. 3.23). Wie fiir die beiden zuvor beschriebenen Rezep-
toren, sind im Hydropathieprofil (Abb. 3.19) des Am5-HT;-Rezeptos sieben hydrophobe

Bereiche zu erkennen, welche eine ausreichende Lange haben um die Membran zu durch-
spannen (TM I - VII).

4 I ! ! —
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Aminosdureposition
Abbildung 3.25: Hydropathieprofil der abgeleiteten AS-Sequenz des Am5-HT;-Rezeptors. Die
Hydrophobizitiat wurde nach Kyte und Doolittle (1982) mit einer Fensterweite von 19 Aminosduren
ermittelt und gegen die jeweilige Aminosédure-Position aufgetragen. Hydrophobizitatswerte > 1,6 gelten

als Kriterium fiir die Existenz einer Transmembranregion. Die potentiellen Transmembranregionen sind
als Balken eingezeichnet.

Amb5-HT,; besitzt einen sehr kurzen N-Terminus von nur 28 Aminosauren. Innerhalb des
N-Terminus befinden sich zwei Konsensusstellen fiir N-Glykosylierung: NgQT, N1;SS. In
der dritten zytoplasmatischen Schleife des Am5-HT-Rezeptors sind drei Konsensusstellen
fiir die Phosphorylierung durch die PKC vorhanden.

In der Aminosauresequenz des Am5-HT-Rezeptors sind die oben genannten, fiir biogene
Amin-Rezeptoren charakteristische Aminoséurereste vorhanden (siche 3.1.3 und 3.2.3),
ausgenommen das DRYXXV/IXXPL-Motiv. Das ,DRY“-Motiv ist in diesem Rezeptor
konserviert. Der C-Terminus des Amb5-HT;-Rezeptors besteht aus 20 Aminosduren. Das
vorhandene Cystein (Csg7) konnte posttranslational palmitoyliert werden. Des Weiteren ist
im C-Terminus des Rezeptors ein Klasse 1 PDZ Doménen-Bindemotiv (S37oRI) vorhanden.
Die grofite Sequenzahnlichkeit des Amb-HT,-Rezeptors besteht mit 62% (44% der AS sind
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identisch) zu einem Serotonin-Rezeptor von Papilio zuthus und mit 61% (43% identische

AS) zu dem 5-HT;-Rezeptor von Panulirus interruptus.

3.3.4 Expressionsmuster des Am5-ht1-Gens

Die Primer fiir die RT-PCR wurden innerhalb der dritten zytoplasmatischen Schleife
ausgewahlt, da dies ein Rezeptor-spezifischer Bereich ist. Sie befanden sich innerhalb
von zwei verschiedenen Exons (V und VI) (Abb. 3.24), so dass eine Amplifikation von
genomischer DNA durch das Vorhandensein eines groferen Produkts ersichtlich wiére.

Erwartet wurde ein 210 bp groftes Fragment.

100 bp

12 3 4 5 6 7

Abbildung 3.26: Expression von Am5-HT; in verschiedenen Geweben von Apis mellifera. Der
100 bp DNA Marker wurde in Bahn 1 aufgetragen. Die {ibrigen Bahnen zeigen amplifizierte RT-PCR
Produkte aus: Retina-RNA (2), RNA der optischen Loben (3), Zentralgehirn-RNA (4), Flugmuskulatur-
RNA (5), und RNA der Malpighischen Geféfe (6). Die amplifizierten Fragmente haben die erwartete
Grofe von 210 bp.

Eine sehr hohe Expression des Amd-htl-Transkripts liegt im Zentralgehirn vor
(Abb. 3.26). Geringere Mengen werden in den Malpighischen Geféfen, den optischen
Loben und der Flugmuskulatur exprimiert. In der Retina wurde kein Rezeptortranskript
detektiert.

Der identische Bereich der dritten zytoplasmatischen Schleife des Amb-ht1-Gens wur-

de Digoxygenin-markiert und als Sonde fiir eine in situ-Hybridisierung verwendet. Das
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Expressionsmuster des Amd-ht1-Gens gleicht dem der beiden anderen, oben gezeigten
Rezeptoren sehr stark. Es wurde ein spezifisches Hybridisierungssignal in den Zellsomata
der meisten Neurone des Gehirns beobachtet (Abb. 3.27). Die Am5-At7-mRNA wird von
den Neuronen der optischen Loben, intrinsischen Pilzkérperneuronen (Kenyon-Zellen) so-
wie Neuronen der Antennalloben exprimiert. Die Negativkontrolle (,,sense“-Sonde) blieb

ohne eine sichtbare Féarbung (nicht gezeigt).

Pilzkorperzellen

Somata der
Antennalloben

Abbildung 3.27: In situ-Hybridisierung der Am&-ht1-, antisense~-Sonde an Gehirnschnitten von adulten
Sammlerinnen. Die spezifische Markierung ist als braune Farbung zu erkennen. Die markierten Zellkérper
im Bereich der Pilzkorper, der Antennalloben und der optischen Loben sind durch Pfeile markiert.



Kapitel 4
Diskussion

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bilden die grofste Gen-Familie, die Membranproteine
kodiert. Sie ermoglichen in Vertebraten und Invertebraten die Kommunikation mit der
Aufsenwelt (Sehvermégen, Geruch, Geschmack) und beeinflussen eine Vielzahl physiologi-
scher Vorgénge, z.B. die Erregungsiibertragung zwischen Nervenzellen, die Herzfunktion
und die Hormonausschiittung. Die Weitergabe der Information erfolgt bei allen GPCRs
nach dem gleichen Prinzip: Die Bindung eines spezifischen Liganden induziert eine Kon-
formationsdnderung des Rezeptors und aktiviert intrazelluldre heterotrimere G-Proteine
oder direkt an den Rezeptor gekoppelte Signalwege (Reviews siehe Heuss und Gerber,
2000; Brzostowski und Kimmel, 2001).

Eine Untergruppe der GPCRs bilden die Serotonin-Rezeptoren. Serotonin moduliert
in den verschiedensten Tierstdmmen Verhaltensweisen wie die Nahrungsaufnahme, das
Sexual- und Agressionsverhalten, sowie Lernen und Gedéchtnisbildung (Review siehe Wei-
der, 1997). Stérungen des serotonergen Systems fithren beim Menschen zu Krankheits-
bildern, wie z.B. Depressionen, Phobie, Schizophrenie und Panikattacken. Hinzu kommt
eine Beteiligung bei Migréne, Bluthochdruck, pulmonaler Hypertonie, Essstérungen und
Ubelkeit. Die Moglichkeit diese Krankheiten durch Medikamente zu beeinflussen, die mo-
dulierend auf Serotonin-Rezeptoren wirken, macht die Funktionsweise der Rezeptoren zu
einem interessanten Forschungsgebiet. In Séugetieren werden die vielseitigen Wirkungen
von Serotonin durch 13 verschiedene GPCRs und einen Liganden-gesteuerten Ionenkanal
vermittelt (Review siehe Hoyer et al., 2002). Es wird angenommen, dass in Insekten ein
ahnlich komplexes serotonerges System vorhanden ist (Review siehe Tierney, 2001). Bis
zum jetzigen Zeitpunkt wurden Serotonin-Rezeptoren aus Drosophila melanogaster (Witz
et al., 1990; Saudou et al., 1992; Colas et al., 1995), Bombyx mori und Heliothis virescens
(Nickisch-Rosenegk et al., 1996), Papilio zuthus (Ono und Yoshikawa, 2004) und Aedis
aegypti (Pietrantonio et al., 2001) kloniert und charakterisiert. Trotz der Bedeutung des

63
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serotonergen Systems bei den gut studierten Lern-und Gedéachtnisprozessen der Honigbie-
ne Apis mellifera, war bisher kein Serotonin-Rezeptor bekannt. Daher war die Klonierung
und funktionelle Charakterisierung von Serotonin-Rezeptoren das Ziel der vorliegenden
Arbeit.

Die folgende Diskussion gliedert sich in fiinf Abschnitte: Der erste Abschnitt behandelt
die strukturellen Eigenschaften der cDNA, sowie der Aminosduresequenz der klonierten
Serotonin-Rezeptoren. Im zweiten Teil wird auf die Gewebsverteilung und die Expres-
sionsmuster eingegangen. Im dritten Abschnitt wird die funktionelle Charakterisierung
des Am5-HT7-Rezeptors diskutiert. Der vierte Abschnitt geht auf die moglichen Funktio-
nen der Rezeptoren in der Honigbiene ein. Zum Schlufs folgt ein Ausblick auf mdgliche

nachfolgende Experimente.

4.1 Genomische Organisation der 5-HT-Rezeptoren

Konservierung von Spleifistellen

In der genomischen DNA von Eukaryoten befinden sich kodierende (= Exons) und nicht
kodierende (= Introns) Bereiche. Bei der Transkription entsteht zunéchst eine pra-mRNA,
die sowohl Introns als auch Exons enthélt. Durch das Spleiffen an konservierten Nukleo-
tidsequenzen werden die Introns entfernt und die angrenzenden Exons miteinander ver-
kniipft.

Mit Hilfe des vollstdndig sequenzierten Bienengenoms war es moglich die genomische
Struktur der in dieser Arbeit untersuchten Serotonin-Rezeptoren zu ermitteln. Interessant
ist es, diese mit der Struktur orthologer Rezeptorgene anderer Spezies zu vergleichen, um
zu ermitteln ob und welche Exon/Intron-Ubergéingen konserviert sind. Neben dem Ge-
nom der Honigbiene, ist unter anderem das von Drosophila melanogaster verfiighar. Da
die orthologen Serotonin-Rezeptoren bekannt sind, bietet sich ein Vergleich der beiden
Arten an.

Das Gen des Dmb5-HT;-Rezeptors (Witz et al., 1990), das Ortholog zu Am5-HT;, be-
steht aus einem Exon. Im Gegensatz dazu ist das Bienengen (Am&-ht7) gespleifit. Beim
Vergleich der orthologen 5-HT5- und 5-HT;-Rezeptoren zeigen sich jedoch Ahnlichkeiten.
Von den sechs Exon/Intron-Ubergingen in der kodierenden Sequenz von Ams-ht2 sind in
Dm5-HT, (Colas et al., 1995) vier konserviert (siche Abb. 3.17). Es handelt sich dabei um
die Spleifsstellen in der ersten und zweiten extrazelluldren Schleife und um zwei Spleifs-
stellen in der dritten zytoplasmatischen Schleife. Die in der ersten extrazelluldren Schleife
vorhandene Exon/Intron-Grenze des Am5-HT;-Rezeptors (Abb. 3.24) ist in Dm5-HT 5

(Saudou et al., 1992) ebenso konserviert.
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Amb5-HT; weist eine grofse Sequenzahnlichkeit zu dem Serotonin-Rezeptor von Papilio
zuthus auf (Ono und Yoshikawa, 2004). Die Klonierung der genomischen DNA dieses
Rezeptors ermoglicht auch hier eine Analyse der genomischen Organisation. Zwischen
Papilio zuthus und Amdb-htl sind zwei Spleifistellen konserviert. Die in dem Amb5-HT;-
und Dm5-HT;A-Rezeptor konservierte Exon/Intron-Grenze in der ersten extrazelluldren
Schleife ist auch in Papilio zuthus vorhanden. Des Weiteren ist die in der TM I vorhan-
dene Spleifsstelle des Am5-HT;-Rezeptors konserviert.

Apis mellifera gehort der Ordnung der Hymenopteren an, die innerhalb der holometabolen
Insekten eine Schwestergruppe der Mecopteroiden darstellen, zu denen die Lepidopteren
(Papilio xzuthus) und Dipteren (Drosophila melanogaster) zahlen (Pashley et al., 1993;
Castro und Dowton, 2005). Obwohl sich Drosophila melanogaster und Papilio zuthus
phylogenetisch ndher stehen, sind mehr Spleifsstellen zwischen den 5-HT-Rezeptoren von
Papilio zuthus und Apis mellifera konserviert. Die Konservierung der Spleifsstellen weist
auf die Abstammung der 5-HT;-Rezeptoren von einem gemeinsamen Vorfahren vor der
Aufspaltung von Hymenopteren und Mecopteroiden hin. Es ist wahrscheinlich, dass die
Spleifsstellen von Drosophila melanogaster im Laufe der Evolution abgewandelt wurden,

wahrend die von Papilio xuthus und Apis mellifera erhalten blieben.

Alternatives Spleifien von Am5-ht2

Durch das Spleifen an konservierten Nukleotidsequenzen beginnen Introns fast im-
mer mit der Sequenz GU (,Spleifs-Donor*) und enden mit AG (,,Spleifs-Akzeptor*). Die
Exon/Intron-Grenzen des Am5-HT7-, Am5-HTs- sowie Am5-HT;-Rezeptors entsprechen
diesen Konsensussequenzen, abgesehen von einer Ausnahme im Am5-HTs-Rezeptor beim
Ubergang in das vierte Intron (Tab. 3.1, 3.2, 3.3).

Fiir den Am5-HT7- und Am5-HT;-Rezeptor wurden keine alternativ gespleifften mRNAs
gefunden. Der Amb-HTs-Rezeptor zeigt jedoch verschiedene Varianten des ,,Fxon Skip-
ping”, d.h. Exons werden deletiert und nicht in die mRNA eingebaut.

Es wurden vier verschiedene trunkierte Varianten des Amb5-HTs-Rezeptors kloniert
(Abb. 3.16). Die am héaufigsten auftretende Form ist Ama-ht2tr a, die sich durch das
Fehlen des dritten Exons auszeichnet (Abb. 3.21). Die dazu beitragenden Spleifsstellen
sind in Dm5-HTy konserviert. In Amds-ht2tr o sind TM III und TM IV sowie die zweite
zytoplasmatische Schleife nicht vorhanden, sowie Teilabschnitte der extrazellularen Schlei-
fen zwei und drei. Ob aus der vorhandenen mRNA ein Polypeptid gebildet wird, konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. Es kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass dieses Rezeptorprotein nicht funktionsfihig ist, da fiir die Funktion entschei-

dende Strukturen nicht vorhanden sind. Dies sind z.B. Aminosaurereste in der TM III, die
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fir die Bindung des Liganden essentiell sind (Review siche Strader et al., 1995), die zwei-
te zytoplasmatische Schleife, die an der G-Protein-Kopplung beteiligt ist (Visiers et al.,
2001) und die konservierten Aminoséduren des ,DRY*“-Motivs (Mirzadegan et al., 2003),
die bei der Rezeptoraktivierung eine entscheidende Rolle spielen (Kroeze et al., 2002).
Interessanterweise wurden auch in der Ratte, der Maus und im Menschen trunkierte Vari-
anten des 5-HTsc-Rezeptors nachgewiesen (Canton et al., 1996). Die in diesen drei Arten
konservierte Deletion betrifft ebenfalls den Bereich der zweiten zytoplasmatischen Schlei-
fe und die TM IV. Im Gegensatz zu Amb-HT, fiihrt sie bei diesen Rezeptoren zu einer
Leserahmenverschiebung mit einem friihzeitigem Stopp-Kodon. Ob ein Protein gebildet
wird, wurde bisher nicht untersucht.

Alternatives Spleiffen ist ein evolutionar bedeutsamer Mechanismus, der die Flexibilitét
der Genexpression in Eukaryoten erhoht. Durch die Entstehung neuer Proteine kann sich
der Organismus an verdnderte Lebensbedingungen schneller und leichter anpassen (Boue
et al., 2003; Kopelman et al., 2005). Es gibt eine Reihe von Serotonin-Rezeptoren, von
denen Spleifvarianten bekannt sind (Gerald et al., 1995; Canton et al., 1996; Heidmann
et al., 1997; Bender et al., 2000; Huang et al., 2002). Sie unterscheiden sich im Vorkommen,
in der Ligandenkopplung und den intrazelluliren Signalwegen die sie aktivieren (Review
siehe Kilpatrick et al., 1999). Wie schon erwédhnt, ist im Falle der 5-HTs-Rezeptoren zu
vermuten, dass durch das Spleifsen keine funktionellen Proteine entstehen. Durch Un-
tersuchungen von Schoneberg et al. (1995) und Ehlert et al. (2004) ergibt sich jedoch
die Vermutung, dass auch die trunkierten Varianten translatiert und in die Plasmamem-
bran eingebaut werden. Anhand trunkierter muskarinischer Acetylcholin-Rezeptoren bzw.
Chemokin-Rezeptoren konnten sie zeigen, dass fiir die Insertion in die Plasmamembran
kein vollstdndiger Rezeptor nétig ist. Der Einbau hiangt lediglich von dem Vorhandensein
der N-terminalen Aminosduren der TM I ab (Hartmann et al., 1989). Da in den trunkierten
Formen des 5-HT5-Rezeptors die TM I vorhanden ist, kénnten auch diese Proteine in die
Membran eingebaut werden. Funktionelle Rezeptoren entstehen mit grofser Wahrschein-
lichkeit trotzdem nicht. Kobilka et al. (1988) und Maggio et al. (1993) konnten zwar zeigen,
dass sich trunkierte Varianten von GPCRs zu einer funktionellen Einheit zusammenla-
gern konnen, es handelt sich dabei jedoch um einen jeweils vollstdndigen C-terminalen
und N-terminalen Abschnitt des Rezeptors. Den trunkierten An5-HTsy-Rezeptoren fehlt
jedoch ein mittlerer Abschnitt des Rezeptors. Ein Zusammenlagern zu einem vollstandigen
Rezeptor erscheint deshalb unmdoglich.

Baxter und Barker (1999) klonierten eine Dopamin-Rezeptor Spleifs-Variante aus C. ele-
gans, in der die TM VI und TM VII nicht vorhanden sind. Obwohl das Protein gebildet

wird, war der heterolog exprimierte Rezeptor nicht in der Lage, eine intrazelluldre Antwort
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hervorzurufen. Bei einer Koexpression mit dem vollstédndigen Rezeptor, wirkte sich das
Vorhandensein der trunkierten Form inhibierend auf die Funktion des vollstdndigen Rezep-
tors aus. Interaktionen zwischen trunkierten Rezeptoren und den vollstandigen Varianten
wurden auch bei anderen biogenen Amin-Rezeptor vermutet (Elmhurst et al., 2000; Karpa
et al., 2000; Ehlert et al., 2004). Ein weiteres Beispiel fiir den Einfluss trunkierter Formen
auf den vollstdndigen Rezeptor ist der humane Vasopressin-Rezeptor V,. Die trunkierte
Form verhindert durch Heterodimerisierung mit dem vollstdndigen Rezeptor den Einbau
in die Plasmamembran (Sarmiento et al., 2004). Ob der native Am5-HTs-Rezeptor durch
die trunkierten Formen beeinflusst wird, kann hier nicht entschieden werden. Untersu-
chungen hierzu wiren jedoch interessant um mehr {iber funktionelle Rezeptorregulation

zu erfahren.

4.2 Eigenschaften der Aminosauresequenz

Charakteristisch fiir GPCRs: die heptahelikale Struktur

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren besitzen eine fiir sie typische Struktur. Sie besteht aus
einem extrazelluldren N-Terminus, sieben hydrophoben Transmembran-Helices, die durch
drei extrazellulire und drei intrazelluldre, hydrophile Schleifen miteinander verbunden
sind, und einem intrazelluliren C-Terminus (Strader et al., 1995). Das Hydropathieprofil
des Am5-HT;-, Am5-HTs- sowie des Am5-HT7-Rezeptors deutet auf das Vorhandensein
dieses charakteristischen Aufbaus hin (Abb. 3.3, 3.19, 3.25).

5-HT-Rezeptorsubtyp spezifische Liganden-Bindungstaschen

In der abgeleiteten Aminosduresequenz der Familie der biogenen Amin-Rezeptoren gibt
es eine Reihe konservierter Aminoséaure-Reste. Darunter sind solche, die fiir die Bindung
des Liganden essentiell sind. Die Bindungstasche fiir den Liganden wird durch die Trans-
membrandoménen geformt, wobei Aminosaure-Reste der TM III, TM V und TM VI
von Bedeutung sind. Ein Asparaginsdure-Rest in der TM III bindet die basische Ami-
nogruppe des Liganden. Der aromatische Indolring des Liganden interagiert mit einem
Phenylalanin-Rest in der TM VI, wéihrend die Hydroxylgruppe des Liganden Wasser-
stoffbriickenbindungen zu einem Serin-Rest in der TM V ausbildet (Almaula et al., 1996,
Reviews siehe Probst et al., 1992; Strader et al., 1995; Kroeze et al., 2002).

Diese an der Ligandenbindung beteiligten Aminoséure-Reste sind zum Teil in den unter-
suchten Rezeptoren konserviert (Abb. 3.4, 3.15, 3.23). Der Asparaginsiure-Rest in der
TM IIT und der Phenylalanin-Rest in der TM VI ist in allen drei Serotonin-Rezeptoren
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der Honigbiene konserviert. Der Serin-Rest in der TM V jedoch nicht. Dieser ist nur in
dem Amb-HTs-Rezeptor zu finden. In dem Amb-HT7- und Amb-HT,-Rezeptor ist das
Serin konservativ gegen ein Threonin ausgetauscht. Phylogenetische Analysen von Don-
nelly et al. (1994) haben gezeigt, dass die Serotonin-Rezeptorsubfamilien sich in ihren
Bindungsstellen unterscheiden. Der Serin-Rest ist in Rezeptoren vorhanden, die den IP;-
Signalweg regulieren, also 5-HTs-Rezeptoren. Bei Rezeptoren, die an Adenylatzyklasen
koppeln, ist das Serin gegen ein Threonin oder Cystein ausgetauscht. Dies deckt sich mit
der Sequenz des Am5-HT7- und Amb-HT;-Rezeptors.

GPCRs, die nicht ,,DRY* sind

Im inaktiven Zustand des Rezeptors wechselwirken die zytoplasmatisch orientierten Be-
reiche der TM III und TM VI miteinander. Bei der Aktivierung des Rezeptors durch
die Bindung eines Liganden kommt es durch die Entfernung dieser beiden TMs von-
einander zu Konformationsianderungen (Gether et al., 1997; Gether und Kobilka, 1998).
Das hoch konservierte ,DRY*“~-Motiv am Ende der TM III vermittelt diesen Vorgang. Der
Arginin-Rest (R) interagiert mit dem benachbarten Asparaginsdure-Rest (D) und einem
konservierten Glutamat-Rest in der TM VI. Mutationen, die diese Verbindung unterbre-
chen fiithren zu konstitutiver Aktivitdt des Rezeptors (Shapiro et al., 2002). Obwohl der
Tyrosin-Rest ebenso in vielen GPCRs konserviert ist, wurde seine Funktion noch nicht
untersucht (Review siehe Flanagan, 2005).

Interessanterweise ist in zwei der drei untersuchten Honigbienen-Rezeptoren das ,,DRY*-
Motiv nicht konserviert. Der Am5-HT7-Rezeptor besitzt anstelle des Tyrosin-Rests (Y)
einen Phenylalanin-Rest (Fy40). Der 5-HT9-Rezeptor der Languste Panulirus interruptus
besitzt den identischen Austausch, auch hier steht an der Stelle des Tyrosin-Rests (Y) ein
Phenylalanin-Rest (F) (Clark et al., 2004). Diese Modifikation des konservierten ,,DRY*-
Motivs fiihrt zu einer Agonist-unabhéngigen Aktivitat des Rezeptors. Den Beweis hierfiir
erbrachte die Wiederherstellung des ,,DRY“-Motivs durch gerichtete Mutagenese, die in
einer Abnahme der konstitutiven Aktivitat resultierte.

In der Sequenz des Am5-HTs-Rezeptors ist der Asparaginsdure-Rest (D) des ,DRY*-
Motivs durch einen Glycin-Rest (Gogr) ersetzt. In 86% der GPCRs befindet sich an dieser
Stelle ein saurer Asparaginséure- oder Glutaminséure-Rest (Mirzadegan et al., 2003). Un-
tersuchungen zeigten, dass die saure Seitenkette regulierend auf die Rezeptoraktivierung
wirkt (Ballesteros et al., 2001). Scheer et al. (1996) ersetzten in Mutagenese-Studien den
Asparaginsdure-Rest durch einen Argenin-Rest. Da diese Mutation zu einer hohen kon-
stitutiven Aktivitdt des Rezeptors fiihrt, ldsst sich eine Bedeutung dieser Aminosaure

in der Aktivierung des Rezeptors ableiten. Demnach lésst sich vermuten, dass der Am5-
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HTs-Rezeptor in funktionelle Untersuchungen ebenso eine Agonist-unabhéngige Aktivitit

aufweisen konnte.

Das stark konserviert ,NPXXY*“-Motiv

Das in den meisten GPCRs hoch konservierte ,NPXXY“-Motiv in der TM VII, ist in den
drei Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene vorhanden. Barak et al. (1994) zeigten, dass es
durch die Mutation des Tyrosin-Rests (Y) zu einer Reduzierung der Agonist-induzierten
Aktivierung des Rezeptors kommt, obwohl die Kopplung an G-Proteine und intrazellulére
Botenstoffe unbeeinflusst blieb. Passend zu diesem Ergebnis lieferten Sealfon et al. (1995)
den Nachweis, dass Aminosaure-Reste dieses ,NPXXY“-Motivs iiber Wasserstoffbriicken
die TM II und TM VII miteinander verkniipfen, wodurch eine fiir die Rezeptoraktivierung
entscheidende Konformation entsteht.

Des Weiteren kann die Bindung von monomeren GTP-bindenden-Proteinen, z.B. Rho und
ARF an das ,NPXXY“-Motiv erfolgen (Hall et al., 1999; Robertson et al., 2003). Durch
die Assoziation mit diesen monomeren GTPasen ist der Rezeptor an den Phospholipa-
se D (PLD)-Signalweg gekoppelt (Mitchell et al., 1998). Mutationen innerhalb des Motivs
fithren zu einer Storung der Assoziation des Rezeptors mit diesen Proteinen und der Un-
terbrechung des PLD-Signalwegs. Es ist also moglich, dass ARF und Rho auch mit den
Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene wechselwirken und dadurch die Rezeptoren an den

PLD-Signalweg koppeln.

Palmitoylierung ermoglicht optimale G-Protein-Kopplung

Im C-Terminus jedes Serotonin-Rezeptors der Honigbiene befindet sich mindestens ein
Cystein-Rest, wodurch sich die Moglichkeit der posttranslationalen Palmitoylierung ergibt
(Jin et al., 1999). Durch die Verankerung des hydrophoben Schwanzes der Palmitinsdure
in der Plasmamembran entsteht eine zusétzliche intrazellulare Schleife, wodurch der C-
Terminus optimal fiir die G-Protein-Interaktion positioniert wird. O’'Dowd et al. (1989)
zeigten, dass ein durch den Austausch des Cystein-Rests nicht-palmitoylierter Rezeptor
eine reduzierte G-Protein-Kopplung aufweist. Abhingig von den vorhandenen Cystein-
Resten, konnte der Am5-HT7-Rezeptor und der Am5-HTy-Rezeptor zwei zusétzliche in-
trazellulare Schleifen bilden, bei dem AmbH-HT;-Rezeptor ist die Bildung einer langen
zusétzlichen Schleife moglich (Ponimaskin et al., 2002).
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N-Glykosylierung fiir die Anordnung in der Zellmembran

G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren besitzen haufig eine oder mehrere Konsensusstellen fiir
N-Glykosylierung, die meist im N-terminalen Abschnitt des Proteins liegen. Es wird an-
genommen, dass diese Modifikation fiir die richtige Anordnung des Rezeptors in der Zell-
membran und moglicherweise auch fiir den gerichteten Transport zur Zellmembran bend-
tigt wird (Clagett-Dame und McKelvy, 1989; Rands et al., 1990). Am5-HT; besitzt drei,
Amb5-HT; und Am5-HT; besitzen zwei Konsensusstellen fiir N-Glykosylierung. Mindes-
tens eine der Konsensusstellen des Am5-HT7-Rezeptors wird glykosyliert (siehe Abschnitt
4.4).

Inaktivierung durch Phoshporylierung

GPCRs werden durch die Phosphorylierung intrazelluldrer Serin/Threonin-Reste inakti-
viert. Die Phosphorylierung des Rezeptors erfolgt in den meisten Féllen in der dritten in-
trazellularen Schleife und im C-Terminus durch die cAMP aktivierte PKA, die Diacylgly-
cerol und Ca?" aktivierte PKC oder durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (Freed-
man et al., 1995; Raymond, 1991). Der Am5-HT;-, Am5-HT5- und Am5-HT7-Rezeptor
besitzt einige Konsensusstellen fiir die Phosphorylierung durch die PKC (S/T-X-R/K).
Im Falle des Am5-HT;-Rezeptors liegen alle Konsensusstellen in der dritten zytoplasmati-
schen Schleife. In der Sequenz des Am5-HT7- und Am5-HTs-Rezeptors ist, neben denen in
der dritten zytoplasmatischen Schleife, jeweils eine weitere Konsensusstelle in der zweiten
zytoplamatischen Schleife zu finden. Ob die Serotonin-Rezeptoren durch die Phosphorylie-
rung dieser Aminosdure-Reste von der nachfolgenden Signalkaskade entkoppelt werden,
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Konsensustellen fiir die Phosphory-
lierung durch die PKA (R-R-X;-S/T-X5) sind in keinem der untersuchten Rezeptoren

vorhanden.

Eine PDZ-Doméine ermoglicht verschiedenste Protein-Interaktionen

PDZ-Domaénen sind die am haufigsten vorkommenden Protein-Interaktionsdoménen. Der
Amb5-HT7-Rezeptor enthélt am extremen C-Terminus ein PDZ-Doménen-Bindemotiv
(E499SFL) der Klasse 1 (Sheng und Sala, 2001). Ein Vergleich mit orthologen Rezep-
toren aus Drosophila melanogaster (Witz et al., 1990), Aedis aegypti (Pietrantonio et al.,
2001) und C. elegans (Hobson et al., 2003) zeigt, dass diese Rezeptoren identische C-
terminale Sequenzen besitzen. Auch der Am5-HT;-Rezeptor besitzt ein Klasse 1 PDZ-
Doménen-Bindemotiv (Ss7oRI), welches sich jedoch nicht am extremen C-Terminus be-

findet. Becamel et al. (2004) zeigten mit Bindungsstudien, dass auch Aminoséuren, die
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fiinf bis acht Positionen vom absoluten C-Terminus entfernt sind, mit PDZ-Doménen bin-
denden Proteinen interagieren. Eine Reihe anderer 5-HT-Rezeptoren enthalten ebenfalls
PDZ-Domaénen, z.B. alle humanen 5-HTs-Rezeptoren sowie der humane 5-HT -Rezeptor
(Becamel et al., 2004; Gavarini et al., 2004). Es wurden verschiedene Interaktionspartner
dieser Rezeptoren identifiziert, unter anderem das synaptische Protein PSD-95, die Adap-
terproteine Veli-3, MUPP1 und das ,Septate junction“-Protein Dlghs. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt wurde jedoch noch kein Invertebraten-Rezeptor auf vorhandene Interaktions-
partner getestet. Das Vorhandensein einer PDZ-Doméne lésst jedoch vermuten, dass die
Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene als Adapterproteine fungieren, die Signalmolekiile
zu einem Signaltransduktionskomplex vereinigen bzw. organisieren (Bockaert et al., 2003,
Reviews siehe Harris und Lim, 2001; Hung und Sheng, 2002). Aufierdem beeinflussen die
PDZ-Doménen bindenden Proteine die Lokalisation, den intrazelluldren Signalweg und
die Internalisierung und Desensitisierung von GPCRs (Xia et al., 2003a,b, Review siehe
Bockaert et al., 2004).

Die PDZ-Doménen beider Rezeptoren enthalten einen Serin-Rest, iiber dessen Phospho-
rylierung die Interaktion mit den PDZ-Domaéanen-bindenden Proteinen reguliert werden
konnte (Parker et al., 2003). Im inaktiven Zustand ist das Protein an den Rezeptor gebun-
den. Durch Aktivierung und Phosphorylierung des Rezeptors wird die Interaktion gestort,
das PDZ-Doménen bindende Protein 16st sich vom Rezeptor und kann intrazellulare Re-

aktionen auslosen.

4.3 Expressionsmuster der Serotonin-Rezeptoren

Die Expression der Serotonin-Rezeptoren der Honigbiene wurde mittels RT-PCR und
in situ-Hybridisierung untersucht. Die in situ-Hybridisierungen zeigten, dass Serotonin-
Rezeptoren in nahezu allen Regionen des adulten Bienengehirns exprimiert werden. Ahn-
liche Expressionsmuster wurden auch fiir zwei Dopamin-Rezeptoren (AmDOP1, Blenau
et al., 1998; AmDOP3, Beggs et al., 2005), einen Tyramin-Rezeptor (AmTYRI1, Blenau
et al., 2000) und einen Oktopamin-Rezeptor (AmOA1, Grohmann et al., 2003) der Ho-

nighiene beschrieben.

Hohe Expression der Rezeptoren im Zentralgehirn

Die RT-PCR~Experimente wurden fiir alle drei Rezeptoren mit denselben mRNA-Proben
durchgefiihrt. Die Transkripte der Am5-HT;, Am5-HT5- und Am5-HT7-Rezeptoren sind
im Zentralgehirn stark exprimiert (siehe Abb. 3.7, 3.21 und 3.26). Durch die in situ-

Hybridisierungen wurde deutlich, dass sich die Expression im Zentralgehirn auf die Anten-
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nalloben und die Somata der intrinsischen Pilzkérperzellen (Kenyon-Zellen) beschrinkt.
In den Kelchen jedes Pilzkérpers sind rund 170.000 Kenyon-Zellen angesiedelt (Witthoft,
1967). Diese Zellen bestehen aus zwei Gruppen: dicht gepackte Zellen im Innern der Kelche
mit einem kleinen Durchmesser und Zellen mit gréfterem Durchmesser, die den restlichen
Teil der Kelche fiillen (Farris et al., 1999). Die Transkripte aller drei Serotonin-Rezeptoren
wurden in den Somata beider Kenyon-Zelltypen nachgewiesen. Ubereinstimmend mit den
Resultaten der in situ-Hybridisierungen beschrieben Erber et al. (1991) durch autoradio-
graphische Untersuchungen mit radioaktiv markiertem Serotonin eine sehr hohe Dichte
von Serotonin-Bindungsstellen in den Pilzkérpern. Erstaunlich ist jedoch die nicht vorhan-
dene Serotonin-Immunreaktivitdt im Bereich der Kelche (Schiirmann und Klemm, 1984).
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass Serotonin-Rezeptoren in den Pilzkdrper-
Kelchen exprimiert werden, jedoch zumindest keine umfangreiche Innervierung der Zellen
durch Serotonin-immunreaktive Fasern vorhanden ist. Serotonin, das in anderen Berei-
chen des Gehirns freigesetzt wird, diffundiert demnach iiber weite Entfernungen zu den
Rezeptoren. Ahnlich groke Unterschiede zwischen der Immunreaktivitit des Neurotrans-
mitters und den entsprechenden Bindungsstellen wurden fiir Dopamin und Oktopamin
beschrieben (Schafer und Rehder, 1989; Erber et al., 1991; Kreissl et al., 1994; Blenau
et al., 1998).

Zusatzlich zu den Kenyon-Zellen, deren Somata innerhalb der Kelche lokalisiert sind, be-
finden sich ca. 14.000 Zellkorper aukerhalb der Kelche (Strausfeld, 2002). Mit den gegen
die Am5-HTs- und Am5-HT;-mRNAs gerichteten Sonden, wurden diese Zellsomata ange-
farbt. Die Untersuchungen von Schiirmann und Klemm (1984) zeigten in diesem Bereich
Cluster von Serotonin immunreaktiven Zellkorpern. Ob es sich um die durch die in si-
tu-Hybridisierungen angefarbten Zellsomata handelt, kann nicht eindeutig nachvollzogen
werden.

Die hohe Expression der Serotonin-Rezeptoren im Gehirn der Honigbiene deckt sich mit
Untersuchungen an anderen Organismen. Serotonin-Rezeptortranskripte wurden durch
RT-PCR und Northern-Blot-Analysen in grofen Mengen im zentralen Nervensystem von
Drosophila melanogaster (Witz et al., 1990; Saudou et al., 1992)), Aplysia californica
(Angers et al., 1998; Barbas et al., 2005), Heliothis virescens (Nickisch-Rosenegk et al.,
1996), Aedes aegypti (Lee und Pietrantonio, 2003) und Papilio zuthus (Ono und Yoshi-
kawa, 2004) nachgewiesen. In Sdugetieren zeigt sich eine dhnlich weite Verbreitung von
Serotonin-Rezeptoren im zentralen Nervensystem, beispielsweise im Thalamus, Hypotha-

lamus, Hippocampus und im frontalen Cortex (Review, siehe Hoyer et al., 2002).
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Expression in den optischen Loben

Die Expression der drei Rezeptortranskripte innerhalb der optischen Loben ist, bezo-
gen auf das Ergebnis der RT-PCR, deutlich geringer als im Zentralgehirn. Die Far-
bung der in situ-Hybridisierungen zeigt, dass sich die Expression auch hier auf die So-
mata der Neurone beschrankt. Es ergibt sich ein &hnliches Expressionsmuster fiir alle
drei Serotonin-Rezeptoren im anterioren ventralen Bereich zwischen Lobula und Medul-
la und zwischen Medulla und Lamina. Im Bereich zwischen Lobula und Medulla wurde
ebenso eine Serotonin-Immunreaktivitit in 20-30 Somata nachgewiesen (Schiirmann und
Klemm, 1984). Ob es sich um die identischen Zellkorper handelt, die durch die in situ-

Hybridisierungen angeféarbt wurden, kann hier nicht eindeutig nachvollzogen werden.

Expression in peripheren Geweben

Es wurden zwei weitere Gewebe mit Hilfe der RT-PCR untersucht: die Malpighischen Ge-
fafse und die Flugmuskulatur. Der Am5-HT;-Rezeptor wird in beiden Geweben stark ex-
primiert. Dies korrespondiert mit der Lokalisation des 5-HT7-Rezeptors von Aedes aegypti
in angrenzenden Tracheolen der Malpighischen Geféfen (Pietrantonio et al., 2001). Die
Transkripte der beiden anderen Serotonin-Rezeptoren konnten hier, im Vergleich zu dem
Amb-HT7-Rezeptor, nur in geringen Mengen detektiert werden. Auch in anderen Orga-
nismen scheint die Expression von Serotonin-Rezeptoren hauptséichlich auf das zentrale
Nervensystem beschrénkt zu sein. Rezeptoren aus Drosophila melanogaster konnten in der
Peripherie bisher nicht nachgewiesen werden (Witz et al., 1990; Saudou et al., 1992). Auch
das Transkript des Serotonin-Rezeptors aus Papilio zuthus wurde in den thorakalen Mus-
keln nicht detektiert (Ono und Yoshikawa, 2004). In Sdugern sind Serotonin-Rezeptoren
jedoch auch in der Peripherie weit verbreitet und konnten z.B. in der Milz, der Niere,
dem Herz und dem Magen-Darm-Trakt nachgewiesen werden (Review, siehe Hoyer et al.,
2002).

Nachweis des Am5-HT;-Rezeptorproteins

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der RT-PCR und der in situ-Hybridisierung konn-
te das Amb-HT;-Rezeptorprotein im Homogenat des gesamten Gehirns der Honigbiene
mit einem spezifischen Antikérper im Western-Blot nachgewiesen werden (siehe Abb.
3.9). Auch Auf Western-Blots mit dem Homogenat kultivierter intrinsischer Pilzkérper-
zellen detektiert der Antikorper eine Proteinbande, die der Grofse des Amb-HT7-Rezeptors
entspricht.



KAPITEL 4. DISKUSSION 74

4.4 Funktionelle Charakterisierung des Amb5-HT7-

Rezeptors

Fiir die funktionelle Charakterisierung und pharmakologische Untersuchungen wurde die
Amb-HT7-Rezeptor-cDNA stabil in HEK 293 Zellen integriert. In vorhergehenden Studien
wurden diese Zellen erfolgreich verwendet, um die pharmakologischen Eigenschaften vie-
ler klonierter biogener Amin-Rezeptoren, unter anderem der Honigbiene zu untersuchen
(Blenau et al., 1998, 2000; Grohmann et al., 2003; Beggs et al., 2005).

Nachweis der Am5-HT7-Rezeptor-Expression in den HEK 293 Zellen

Die Expression des Am5-HT7-Proteins in HEK 293 Zellen wurde zunéchst durch zwei
verschiedene Antikorper iiberpriift. Zuséatzlich zu dem, gegen den Am5-HT7-Rezeptor ge-
richteten Antikérper (anti 5-HT7), konnte durch die C-terminale Modifikation des Rezep-
torproteins (siehe 2.4.1) ein Antikérper gegen einen HA-Tag zum Nachweis der Expression
verwendet werden. Diese Modifikation hat keinen Einfluss auf die Funktion des Rezeptors
(Koller et al., 1997; Balfanz et al., 2005).

Die Expression des Am5-HT7-Rezeptors konnte sowohl mittels Westernblot-Analysen von
Membranproteinen transfizierter Zellen (siche 3.10) als auch immunzytochemisch an trans-

fizierten HEK 293 Zellen (siche 3.9) mit beiden Antikorpern nachgewiesen werden.

Der Am5-HT-Rezeptor wird glykosyliert

Die Behandlung der Membranprotein-Fraktion mit dem Enzym PNGase F, das spezifisch
alle N-glykosidisch gebundenen Zuckerreste von Proteinen entfernt, zeigt, dass die trans-
fizierten HEK 293 Zellen den Rezeptor in glykosylierter Form exprimieren (siche 3.10).
Wie zuvor bereits erwéihnt, besitzt der Am5-HT;-Rezeptor zwei Konsensusstellen fiir die
N-Glykosylierung. An mindestens einer dieser Konsensusstellen ist ein Zuckerrest gebun-
den, wodurch sich das Laufverhalten des Proteins im SDS-Gel dndert.

Nach dem PNGase F-Verdau wird ein Protein der erwarteten Grofe von 56,1 kDa detek-
tiert. Ohne die PNGase F-Behandlung ist in den Membranprotein-Fraktionen ein Protein
mit der Molekularmasse von 66 kDa markiert. Da die Grofie dieses Proteins genau der des
im Bienengehirn und den Pilzkdérper-Zellen detektierten Proteins entspricht, kann man
davon ausgehen, dass auch der native Rezeptor glykosyliert wird.

Konsensusstellen fiir die N-Glykosylierung sind in allen bisher charakterisierten, bioge-
nen Amin-Rezeptoren der Honigbiene (Blenau et al., 1998, 2000; Grohmann et al., 2003;

Beggs et al., 2005) sowie in zahlreichen Serotonin-Rezeptoren anderer Organismen vor-
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handen (z.B. Albert et al., 1990; Gerald et al., 1995; Li et al., 1995; Smith et al., 2003).
Uber die Bedeutung der Glykosylierung fiir den Rezeptor wurde im Abschnitt 4.2 bereits
diskutiert.

Der Am5-HT;-Rezeptor ist ein funktioneller Serotonin-Rezeptor

Verschiedene biogene Amine wurden auf ihre Fahigkeit, den Am5-HT7-Rezeptor zu akti-
vieren, getestet. Im Gegensatz zu Serotonin sind Dopamin, Tyramin und Oktopamin keine
Agonisten am Am5-HT7-Rezeptor (siehe 3.12). Serotonin ist das einzige biogene Amin, das
einen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration bewirkt. Der Am5-HT7-Rezeptor
ist demnach ein funktioneller Serotonin-Rezeptor. Im Gegensatz zu der spezifischen
cAMP-Antwort, dndert der aktivierte Rezeptor die intrazellulire Ca?"-Konzentration
nicht (Daten nicht gezeigt). Daraus kann geschlossen werden, dass der Am5-HT7-Rezeptor
ausschliefslich heterotrimere G-Proteine (Gs) aktiviert, die Adenylatzyklasen stimulieren.
Die Zugabe von Serotonin zu Am5-HT7-exprimierenden Zellen erhéhte die intrazellulére
cAMP-Konzentration dosisabhéngig (siche 3.13). Der EC5o-Wert von 1,06 nM (5-HT), ist
im Vergleich zu anderen 5-HT;-Rezeptoren duflert niedrig. Die halbmaximale Stimulierung
des 5-HT7-Rezeptors von Aedes aegypti wird erst bei 39,5 nM 5-HT erreicht (Lee und
Pietrantonio, 2003), die des Rezeptors von C. elegans bei 7,53 nM (Hobson et al., 2003).
Der ECs50-Wert des 5-HT7-Rezeptors von D. melanogaster liegt bei 13 nM (Obosi et al.,
1996). Der einzige 5-HT7-Rezeptor mit einem &dhnlich niedrigen ECso-Wert von 1,2 nM
ist aus der Ratte bekannt (Ruat et al., 1993).

Neben Serotonin ist 5-CT ein weiterer wirksamer Agonist des Am5-HT;-Rezeptors (Leo-
poldo, 2004). In Rezeptor-exprimierenden Zellen verursachte 5-CT einen mit Serotonin
vergleichbaren Anstieg der [cAMP|;. Da 5-CT auch ein wirksamer Agonist des 5-HT7-
Rezeptors vom Menschen (Bard et al., 1993; Thomas et al., 1998; Hobson et al., 2003)
und anderer Vertebraten (Plassat et al., 1993; Tsou et al., 1994) ist, kann der untersuch-
te Serotonin-Rezeptor der Honigbiene als Mitglied der 5-HT7-Rezeptorfamilie angesehen
werden (siehe Review Leopoldo, 2004). Die 5-HT7-Rezeptoren der Sdugetiere haben je-
doch eine hohere Affinitdt fiir 5-CT als fiir 5-HT (Gerhardt und van Heerikhuizen, 1997).
Die Pharmakologie des Am5-HT7-Rezeptors gleicht daher eher dem 5-HT7-Rezeptors von
Aedes aegypti und Drosophila melanogster, bei denen 5-HT der stiarkste Agonist ist (Lee
und Pietrantonio, 2003; Witz et al., 1990).
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Am5-HT;-Rezeptor ist konstitutiv aktiv

Einen Hinweis auf eine mogliche Agonist-unabhéngige (konstitutive) Aktivitat des
Amb-HT;-Rezeptors gibt die Erhohung der basalen cAMP-Konzentration transfizierter
HEK 293 Zellen im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen (siche 3.12). Durch die Ver-
wendung eines Serum-freien Mediums wurden die Effekte eventueller endogener Rezeptor-
aktivatoren eliminiert und damit als Grund fiir diesen Anstieg der cAMP-Konzentration
ausgeschlossen.

Konstitutive Aktivitét ist fiir viele biogenen Amin-Rezeptoren der Vertebraten (Review
Milligan, 2003) und Invertebraten (Mustard et al., 2003; Clark et al., 2004) beschrieben.
Fiir konstitutiv aktive 5-HT7-Rezeptoren des Menschen (Thomas et al., 1998; Krobert
und Levy, 2002) und C. elegans (Hobson et al., 2003) sind Methiothepin und Clozapin
wirksame inverse Agonisten, d.h. sie inhibieren die Agonist-unabhéngige Aktivitat des
Rezeptors (Review siehe Leurs et al., 1998). Beiden Substanzen wurden am Am5-HT--
Rezeptor mit dem Ergebnis getestet, dass Methiothepin auch hier ein inverser Agonist ist
(siche 3.14). Methiothepin wirkt der zelluldren Antwort auf Serotonin entgegen und redu-
ziert die intrazellulire cAMP-Konzentration unter das Niveau nicht stimulierter Zellen.
Clozapine hat auf den Am5-HT7-Rezeptor keine Wirkung. Es wirkt weder als Antagonist
noch als inverser Agonist.

Es ist bislang unklar, worauf die konstitutive Aktivitiat des Am5-HT7-Rezeptor zuriick-
zufithren ist. Es gibt viele Untersuchungen an GPCRs, die Modifikationen verschiede-
ner intrazelluldrer Regionen dafiir verantwortlich machen. So spielt zum einen die Lénge
(Claeysen et al., 1999) und Palmitoylierung (Ponimaskin et al., 2002) des C-Terminus
eine Rolle. Zum anderen haben Aminosauren der dritten zytoplasmatischen Schleife ei-
ne Bedeutung an der Entstehung Agonist-unabhéngiger Aktivitdt (Samama et al., 1993;
Niswender et al., 1999; Purohit et al., 2005). Ebenso fithren Modifikationen des ,DRY*-
Motivs zu konstitutiver Aktivitat (Alewijnse et al., 2000; Scheer et al., 1996). Clark et al.
(2004) untersuchten einen Crustaceen-Rezeptor, in dem die Abwandlung des ,DRY*- in ein
L,DRF“-Motiv zu konstitutiver Aktivitat fithrte. Nach der Wiederherstellung des ,DRY*-
Motivs durch gerichtete Mutagenese reduzierte sich die Agonist-unabhéngige Aktivitét.
Wie bereits erwédhnt, besitzt auch der Amb5-HT-Rezeptor dieses ,,DRF“-Motiv. Es liegt
nahe zu spekulieren, dass auch diese Modifikation die konstitutive Aktivitdt mit verur-
sacht.

Es gibt inzwischen Hinweise, dass konstitutive Aktivitdt ein physiologisch relevantes Phé-
nomen darstellt (Morisset et al., 2000; Seifert und Wenzel-Seifert, 2002). Es wird vermutet,
dass die konstitutive Aktivitit eines Rezeptors in vivo geeignet ist, die Stérke der Agonist-

induzierten Antwort zu modulieren. Konstitutiv aktive GPCRs konnen durch natirlich
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auftretende inverse Agonisten, die die basale Aktivitat verringern, reguliert werden (Re-
view siehe de Ligt et al., 2000). Beispiele sind das Agouti-Protein, das als endogener
inverser Agonist des G-Protein-gekoppelten Melanocortin-Rezeptors auftritt (Lu et al.,
1994) und IP-10 (Interferon-vy-induziertes Protein 10), das auf einen viralen GPCR des
menschlichen Herpesvirus als inverser Agonist wirkt (Geras-Raaka et al., 1998).

Eine Vielzahl von Krankheiten ist auf konstitutive Aktivitdt von GPCRs zuriickzufiihren,
z.B. sind Mutationen des Rhodopsins Ausloser fiir Nachtblindheit und Retinitis pigmento-
sa, einer Augenkrankheit, die zur Zerstorung der Netzhaut fithrt (Review siehe Leurs et al.,
1998). Das Versténdnis der Entstehung konstitutiver Aktivitdt G-Protein-gekoppelter Re-
zeptoren und deren Modulation durch inverse Agonisten konnte potentiell zur Entwicklung
wirksamer Medikamente fithren, und macht die Untersuchung dieser Rezeptoren zu einem

interessanten Forschungsgebiet.

4.5 Mogliche Funktionen der Serotonin-Rezeptoren in

der Honigbiene

Modulation von Lernvorgiangen durch Aktivierung der cAMP-Kaskade

Der Botenstoff cAMP fiihrt in der zelluldren Signaltransduktion insbesondere zu einer
Aktivierung von Proteinkinasen. Die Beteiligung der cAMP-Kaskaden an grundlegenden
Funktionen beim Lernen und der Gedéchtnisbildung ist bei Insekten, Mollusken sowie
bei Sdugetieren bewiesen (Davis, 1996; Brandon et al., 1997; Abel und Kandel, 1998). In
der Klasse der Insekten zeigt sich die Bedeutung der cAMP-Signalwege besonders an den
Drosophila melanogaster-Lernmutanten dunce und rutabaga. Das rutabaga-Gen kodiert
fiir eine Ca?"/Calmodulin-abhingige Adenylatzyklase, also ein Enzym dessen Aktivie-
rung zur Bildung von cAMP fiihrt (Levin et al., 1992). Das dunce-Gen hingegen kodiert
fiir eine Phosphodiesterase, die cAMP abbaut (Qiu et al., 1991). Beide Mutanten zeichnen
sich durch Lerndefizite und Defizite in der Gedéchtnisbildung aus, z.B. ist es nicht moglich
dunce-Mutanten auf einen olfaktorischen Reiz zu konditionieren (Dudai et al., 1976).

Durch cAMP wird die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Drain et al. (1991) bewiesen die
allgemeine Beteiligung der PKA an Lernprozessen in D. melanogaster. In der Honigbiene
reguliert die PKA-Aktivitdt z.B. die Verarbeitung olfaktorischer Signale in den Anten-
nalloben (Hildebrandt und Miiller, 1995; Fiala et al., 1999) und ist wihrend des Lernens
fiir die Ausbildung des Langzeitgeddchtnisses erforderlich (Miiller, 2000). Des Weiteren
phosphoryliert die PKA in der Honigbiene fiir die Gedéachtnisbildung essentielle Tran-
skriptionsfaktoren (Frank und Greenberg, 1994; DeZazzo und Tully, 1995). Daraus folgt,
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dass die cAMP-Signalwege iiber die Aktivierung der PKA, am Lernen und der Gedécht-
nisbildung beteiligt sind (Review siehe Menzel, 1999). Es wird angenommen, dass fiir
die Initiierung der biochemischen Kaskaden des cAMP-Signalwegs biogene Amine essen-
tiell sind. Dopamin und Oktopamin bewirken in der Honigbiene durch die Bindung an
G-Protein gekoppelte-Rezeptoren einen Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration
(Blenau et al., 1998; Grohmann et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass auch ein Serotonin-Rezeptor, der die Adenylatzyklase stimuliert, in der Honigbiene
existiert. Ein Einfluss von Serotonin auf die Lernvorgidnge der Honigbiene und das Ab-
rufen gelernten Verhaltens ist bereits nachgewiesen worden (Review siehe Bicker, 1999;
Menzel et al., 1994). Der hier untersuchte Am5-HT7-Rezeptors ist in der Lage, effektiv
die intrazellulire cAMP-Konzentration zu erhéhen und damit ein potentieller Kandidat

fiir die Vermittlung der Serotoninwirkung bei Lernvorgéangen der Biene.

Modulation von Lernvorgingen durch Aktivierung der Phospholipase C

Funktionelle Untersuchungen des Am5-HT5- bzw. Am5b-HT;-Rezeptors konnten im Rah-
men dieser Arbeit nicht durchgefiithrt werden. Hinweise auf den intrazellularen Signalweg
kann jedoch schon die Struktur eines Rezeptors geben. An die Phospholipase C gekop-
pelte Rezeptoren besitzen einen langen C-Terminus, so auch der Am5-HT,-Rezeptor (vgl.
Li et al., 1995). Die Sequenzéhnlichkeiten des Am5-HT5-Rezeptors zu orthologen Re-
zeptoren lassen ebenso einen an die Phospholipase C gekoppelten Rezeptor vermuten.
Demnach wiirde die Aktivierung des Rezeptors zu einem Anstieg in der intrazelluldren
Ca?"-Konzentration fiihren. Ca?"-Ionen spielen durch die Kontrolle enzymatischer Akti-
vitdten und die Modulation der Aktivitdten von Ionenkanilen eine entscheidende Rolle
fiir viele zelluldre Vorgénge (Review siehe Berridge et al., 2000).

Neben der intrazelluliren Ca?"-Erhohung bewirkt die Phospholipase C die Synthese von
Diacylglycerol, welches, gemeinsam mit Ca?", die Proteinkinase C aktiviert. Wie die PKA
phosphoryliert auch die PKC eine Reihe von Proteinen, veréndert deren Eigenschaften
und 16st damit intrazelluldre Signalwege aus. Die Beeinflussung des Lernverhaltens durch
die PKC wurde an transgenen Fliegen nachgewiesen, deren PKC-Aktivitat reduziert war.
Diese Fliegen zeigen bei der Balz-Konditionierung kein Lernverhalten, entwickeln aber
ein normales Gedéchtnis (Kane et al., 1997). Ebenso wurde bei Apis mellifera eine Be-
teiligung der PKC am assoziativen, olfaktorischen Lernen nachgewiesen (Grunbaum und
Miiller, 1998). Wie der Am5-HT;-Rezeptor kénnte demnach auch der Am5-HTs-Rezeptor

potentiell an der Modulation von Lernvorgéangen beteiligt sein.
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Expression in fiir Lern-und Gedéichtnisleistungen entscheidenden Strukturen

Weitere Hinweise zur moglichen Funktion der Serotonin-Rezeptoren gibt deren Expres-
sionsmuster. Aufféllig ist die hohe Expression aller drei untersuchten Rezeptoren in den
Pilzkérpern, welche fiir die Lern- und Gedéchtnisleistungen der Honigbiene entscheidende
Strukturen darstellen (Erber et al., 1987). Die hohe Expression der Serotonin-Rezeptoren
korreliert mit einer hohen Konzentration der PKA (Miiller, 1997) sowie der PKC (Ka-
mikouchi et al., 2000). Wie schon diskutiert, spielen beide Proteinkinasen, eventuell in
Abhéngigkeit von biogenen Amin-Rezeptoren, beim Lernen und der Gedéchtnisbildung
eine Rolle. Die hohe Expression in den Pilzkérpern ist also ein weiteres Indiz dafiir, das
durch die Serotonin-Rezeptoren Signalwege induziert werden konnten, die fiir Lern- und

Gedéchtnisvorgénge von Bedeutung sind.

Bedeutung fiir olfaktorische Lern- und Gedéichtnisleistungen

Zwei Gehirnstrukturen der Honigbiene sind am olfaktorischen Lernen und der Gedécht-
nisbildung beteiligt: die Pilzkérper und die Antennalloben (Erber et al., 1980; Menzel,
1999; Hammer, 1997). Die Antennalloben sind die priméren olfaktorischen Neuropile. Die
Pilzkorper speichern und vernetzen die verschiedensten sensorischen Informationen. Das
Entfernen der Pilzkorper fiithrt zu Defiziten im olfaktorischen Lernen (de Belle und Hei-
senberg, 1994). Zusétzlich zu dem Nachweis der Expression der PKA in beiden Strukturen
(Eisenhardt et al., 2001) zeigte Miiller (1997), dass sowohl in den Pilzkdrpern als auch
in den Antennalloben die PKA-Aktivitdt durch Serotonin induziert wird. Interessanter-
weise werden die Serotonin-Rezeptoren ebenso in beiden Strukturen exprimiert, was zu
der Vermutung fiihrt, dass sie an der Verarbeitung olfaktorischer Informationen beteiligt

sind.
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4.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Klonierung des ersten Serotonin-Rezeptorgens
(Amb5-ht7) der Honigbiene, Untersuchungen zur gewebespezifischen Expression des Re-
zeptors, die Bestimmung der pharmakologischen Eigenschaften sowie des intrazellularen
Signalwegs, der vom Am5-HT7-Rezeptor reguliert wird. Weiterfithrende Untersuchungen
sollten sich auf die in vivo Funktion des Rezeptors konzentrieren. Ob der Rezeptor Lern-
und Gedéchtnisprozesse sowie sensorische Systeme der Honigbiene reguliert, ist bisher
noch nicht geklart. Es besteht jedoch die Moglichkeit, die Wirkung spezifischer Rezeptor-
Liganden auf das Verhalten der Biene zu iiberpriifen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein
wirksamer Agonist (5-CT) und ein Antagonist (Methiothepin) des Am5-HT7-Rezeptors
identifiziert. Mittels Druckinjektion kénnten diese Substanzen in definierte Regionen des
Bienengehirns eingebracht und die Auswirkungen auf den Riisselreflex (Erber et al., 1993),
das Antennenabtastverhalten (Pribbenow und Erber, 1996) oder die richtungsspezifische
Antennenantwort (Erber und Kloppenburg, 1995) der Biene untersucht werden. So kénnte
eine Beteiligung des Rezeptors an Gedéchtnis- und Lernleistungen sowie sein Einfluss auf
das olfaktorische und visuelle System festgestellt werden.

Eine weitere Moglichkeit die Funktion des Rezeptors zu untersuchen, bieten molekulare
knock-down* Technologien. Die Injektion von einzelstrangiger DNA (Fiala et al., 1999)
bzw. doppelstrangiger RNA (Farooqui et al., 2003) wurde erfolgreich in der Biene ge-
nutzt, um die Expression von Proteinen zu reduzieren. Die Anwendung dieser Methoden,
in Kombination mit den oben genannten Verhaltensexperimenten, konnte zuséatzlich Hin-
weise auf die physiologische Bedeutung des Rezeptors liefern.

Des Weiteren konnte die Funktion des Am5-HT;-Rezeptors anhand der Proteine unter-
sucht werden, die durch den Rezeptor aktiviert werden. Es ist nahe liegend, dass durch
den Serotonin-induzierten Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration die cAMP-
abhéngige Proteinkinase A aktiviert wird. Die Lokalisation der PKA im Gehirn korre-
liert mit der Expression des Serotonin-Rezeptors. Die Bedeutung der PKA bei Lern-
und Gedéchtnisleistungen der Honigbiene wurde bereits beschrieben (Drain et al., 1991;
Miiller, 2000). Wiirde die Aktivierung des Am5-HT7-Rezeptors zu einer Erhchung der
PKA-Aktivitdt fiihren, wéire das ein weiterer Hinweis auf den Einfluss des Rezeptors auf
Lern- und Gedéchtnisprozesse.

Die Expression des Amdht7-Gens sowie zwei weiterer, noch nicht vollstdndig klonierter
Serotonin-Rezeptorgene wurde in dieser Arbeit an Gehirnschnitten adulter Sammlerinnen
untersucht. Es wéare nun interessant, die Expression der Rezeptoren wihrend der Ontoge-
nese der Honigbiene (Larvenstadien, Puppe, Imago) zu bestimmen, um auf die Bedeutung

der Rezeptoren in den verschiedenen Entwicklungsstadien schliefen zu konnen. Des Wei-
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teren konnte die Expression der Rezeptorgene in Abhéngigkeit von der Kaste (Ammen,
Wichter, Sammlerinnen usw.) analysiert werden. Verhaltens- und altersabhéangige Un-
terschiede im Serotonin-Gehalt von Bienengehirnen wurden bereits beschrieben (Harris
und Woodring, 1992; Taylor et al., 1992; Schulz und Robinson, 1999). Aussagen iiber die
Expressionsstiarke der verschiedenen Serotonin-Rezeptoren wiirden diese Befunde kom-
plettieren. Die alters- bzw. verhaltensabhéngige Expression kénnte durch RT-PCR oder
Northern-Blot-Analysen untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, den intrazelluldren Signalweg, der vom Amb-
HT7-Rezeptor gesteuert wird, aufzukliren. Ahnliche Untersuchungen fiir den Am5-HT;-
und den Amb5-HTs-Rezeptor stehen noch aus. Die cDNA des Am5-HT;-Rezeptors miisste
dazu stabil in eine Zelllinie transfiziert werden, z.B. in HEK 293-Zellen, um das Protein
konstitutiv zu exprimieren. An den transfizierten Zellen kann die Serotonin-vermittelte zel-
luldre Antwort, bspw. die Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration, untersucht
werden. Der intrazelluldre Signalweg des Amb-HTo-Rezeptors, bei dessen Aktivierung ein
Anstieg der Ca?"-Konzentration angenommen wird, kénnte mit Ca?"-Imaging-Methoden
an transfizierten Zellen untersucht werden.

Sowohl der Am5-HT;- als auch der Am5-HT7-Rezeptor besitzen eine PDZ-Doméne. Die
Rezeptoren konnten G-Protein-unabhéngig, intrazelluldre Signalwege regulieren bzw. in
grofsere Signalkomplexe eingebunden sein. Mit Hilfe des Hefe-Doppelhybrid-Systems wére
das Identifizieren von Proteinen, die mit den Serotonin-Rezeptoren iiber deren PDZ-Do-
ménen interagieren, moglich. Mittelfristig konnte so auch herausgefunden werden, ob und
wie Signalkomplexe im Bienengehirn aufgebaut sind.

Des Weiteren konnten die Spleif-Varianten des Am5-HTy-Rezeptors untersucht werden.
Es wére interessant zu priifen, ob sie tatsichlich in vivo translatiert werden. Bei der Her-
stellung eines Antikorpers gegen den vollstdndigen Am5-HTs-Rezeptor sollte ein Bereich
gewahlt werden, der auch in den trunkierten Varianten vorhanden ist. In Western-Blots
sollte der Antikérper neben dem vollsténdigen Protein auch die trunkierten Varianten
detektieren. Werden auch die trunkierten Varianten translatiert, konnte nachfolgend un-
tersucht werden, ob sie in die Plasmamembran eingebaut werden. Es ware moglich, die
trunkierten Formen mit der Sequenz eines HA-Tags zu versehen und die so modifizierte
c¢DNA in ein heterologes Expressionssystem einzubringen. Ein anti HA-Antikérper be-
stimmt dann die zelluldre Verteilung des Proteins. Um die Funktion der trunkierten Va-
rianten zu klaren, konnte eine Koexpression mit dem vollstédndigen Rezeptor erfolgen. So
wiirden Einfliisse der trunkierten Varianten auf die Funktion des vollsténdigen Am5-HT-

Rezeptors pharmakologisch untersucht werden.
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5.1 Verwendete Primer

Name Primersequenz Position Verwendung

Amb5-HT7Csen  5-TTTGAATTCCTGAACAGGGATTTTCG 1288-1305 5’ Primer Antikorper Herstellung
Am5-HT7Cant 5-TTTAAGCTTCAGGAAGCTCTCATTAG 1487-1504 3’ Primer Antikorper Herstellung
Am5-HTFIL3 5-TTTGAATTCGCGCGTAGGATAGTTCTGG 686-703 5" Primer RT-PCR, in situ Hybridisierung
Am5-HT7RIL3 5-CAATCGTCGACTTGGTCGATG 1001-1021 3’ Primer in situ Hybridisierung

Amb5-HT-RT 5-TGTGCCATAACGAAGCCGTT 420-440 5’ Primer RT-PCR

Amb5-HT7Ex5s 5-TTTAAGCTTCCACCATGGAGGGGAAGGACGC 1-17 5’ Ende des Expressionskonstrukts (5’ Primer)
Am5-HT7Exba 5-CTTCTCGAGCTTCTGAAGC 942-961 5’ Ende des Expressionskonstrukts (3’ Primer)
Am5-HT7Ex3s 5-GCTTCAGAAGCTCGAGAAG 942-961 3’ Ende des Expressionskonstrukts (5’ Primer)
Amb5-HT7Ex3a 5-TCGTATGGGTACAGGAAGCTCTCATTAGG 1486-1504 3’ Ende des Expressionskonstrukts (3’ Primer)
Am5-HT7Ex3b  5-TTTTCTAGATTAAGCGTAGTC 1498-1504 3’ Ende des Expressionskonstrukts (2.3’ Primer)

TM6
TM7pl

TGGGACGTCGTATGGGTACAGGAA
5-CgCgAATTCCgATCTgYTggYTICCITTYTT
5-gCggAATTCggATCgYRTADATIAYIggRTT

5 degenerierter Primer TM6
3’ degenerieter Primer TM7

Tabelle 5.1: Primer, die fiir den Am5-HT7-Rezeptor verwendet wurden

ONVHNY G 13LIdVH

XX



Name Primersequenz Position Verwendung
Am5HTKF 5-TTTGAATTCATGGCTACGTTCCTGGTG 1-18 Amplifizieren des vollstdndigen 5’ Endes
Amb5HT F2 5-TTTGAATTCAACCTGCAATCGGTGGCC 446-463 Amplifizieren des vollstdandigen 5’ Endes
Am5HT R 5-TTTCTCGAGCTTGAAGGCTTGCCTGAAC 1440-1458 Amplifizieren des vollstdndigen 3’ Endes
Am5HT KR 5-TTTTCTAGATCAGCGAATTATCCTGGA 1476-1494  Amplifizieren des vollsténdigen 3’ Endes
5-HT1CPLFa  5-TTTGAATTCGGGCAGTCACCGATCTCAATT 656-676 5 Primer RT-PCR, in situ Hybridisierung
AmSHTLIL3R  5-GTCGACGGGGTGACCGTG 1113-1130 3’ Primer RT-PCR, in situ Hybridisierung
Tabelle 5.2: Primer, die fiir den Am5-HT-Rezeptor verwendet wurden
Name Primersequenz Position Verwendung
Am5HTKF 5-TTTGAATTCATGGAGGGGGATCTGATC 1-18 Amplifizieren des vollstiandigen 5’ Endes
5-HT,;TM7 5-TTTCTCGAGAACAATCTGATGAACGCAGC  1637-1657 Amplifizieren des vollstdndigen 3’ Endes
5-HToTM1/2  5-TTTGAATTCGTTGCTGTATTTATCGTGGC  440-459 Amplifizieren des vollstédndigen 5’ Endes
AmbHT KR 5-TTTCTCGAGTCAACAATTCTGATCGTG 1897-1914  Amplifizieren des vollstdndigen 3’ Endes
AmSHTLIL3F  5-TTTGAATTCTTCATCGCGGAACATCCTG 998-1016 5’ Primer RT-PCR, in situ Hybridisierung
AmSHT-IL3R  5-TTTCTCGAGTTATTCACGGCCGATATTCTC 1292-1309 3’ Primer RT-PCR, in situ Hybridisierung

Tabelle 5.3: Primer, die fiir den Am5-HTs-Rezeptor verwendet wurden

ONVHNY G 13LIdVH
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