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Zusammenfassung

Biogene Amine sind eine Substanzklasse, die bei Vertebraten und Invertebraten eine wichtige
Komponente des endokrinen Systems darstellen. Sie konnen ihre Wirkung als
Neurotransmitter, Neuromodulator oder Neurohormone entfalten. Sie tun dies durch Bindung
an spezifische Rezeptoren, die zur groBen Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs) gehoren. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei zuvor unbekannte Rezeptoren aus
der Schabe Periplaneta americana kloniert. Durch verschiedene Klonierungsstrategien
konnten zwei vollstindige c¢DNA-Sequenzen isoliert werden. Die Nukleotid-
/Aminosiuresequenzen dieser cDNAs weisen die groBte Ahnlichkeit zu bereits bekannten
Tyraminrezeptoren aus Locusta migratoria und Bombyx mori bzw. zu Dopaminrezeptoren aus
Apis mellifera und Drosophila melanogaster auf. Entsprechend wurden die neu identifizierten
Rezeptoren Pea (Periplaneta americana) TYR1 und PeaDOP2 genannt. Das
Hydropathieprofil des PeaTYR1- und des PeaDOP2-Rezeptors deutet auf

das Vorhandensein von sieben Transmembrandominen hin, ein wichtiges Merkmal von
GPCRs. Deutliche Hinweise auf eine Funktion von PeaTYR1 und PeaDOP2 als Aminrezeptor
lassen sich an der abgeleiteten Aminosduresequenzen ablesen. Aminosduren, die von
Bedeutung bei der Bildung der Amin-Bindungstasche, der Rezeptor-Aktivierung und der
Kopplung eines G-Proteins an den Rezeptor sind, treten bei beiden Rezeptoren ebenfalls auf.
Phylogenetische Analysen der beiden Rezeptoren gliedern sie in die Gruppe anderer
Tyraminrezeptoren bzw. der Invertebraten-Typ Dopaminrezeptoren (INDRs) ein.

Das Transkript der beiden Rezeptoren konnte durch RT-PCR-Experimente in verschiedenen
Geweben aus Periplaneta nachgewiesen werden. PeaTYR1 konnte neben dem Gehirn noch in
der Speicheldriise, dem Mitteldarm, den Malpighischen Gefdlen und den Flugmuskeln
nachgewiesen werden. PeaDOP2 hingegen scheint auf das Gehirn und die Speicheldriise
beschrinkt zu sein.

Teilaufgabe dieser Arbeit war die Gewinnung eines polyklonalen Antikérpers gegen den
PeaTYRI1-Rezeptor (aPeaTYRI1-CPL3). Dieser Antikorper detektiert im Homogenat von
Schabengehirnen Banden verschiedener Masse, darunter auch eine Bande mit der kalkulierten
Masse von PeaTYRI1. Durch Priabsorption mit dem Peptid, welches zur Reinigung der Seren
verwendet wurde, kann die Markierung der Proteinbanden unterdriickt werden. An
Vibratomschnitten eines Schabengehirns markiert der Antikdrper groBe Teile des
Protocerebrums aber auch feinere Strukturen innerhalb der Antennalloben, der optischen

Loben und des Zentralkomplexes.



Eine Inkubation von Gehirnschnitten mit einem Antikorper gegen Tyramin fiihrte zu einer
Markierung von mehreren deutlich abgegrenzten Neuronengruppen, welche sich in die
optischen Loben und den Zentralkomplex verzweigen.

Ein erster Schritt zur physiologischen/ pharmakologischen Charakterisierung der Rezeptoren
ist die heterologe Expression in Zellkultur. Der aPeaTYR1-CPL3 Antikorper markierte die
Plasmamembran von transfizierten HEK293-Zellen. Ein oHA-Antikorper lieferte eine
entsprechende Markierung der mit einem HA-Peptid gekoppelten Rezeptoren. Eine stabile
Zelllinie stand zum Zeitpunkt der Fertigstellung der schriftlichen Arbeit fiir pharmakologische
Experimente noch nicht zur Verfiigung.

Die Lokalisierung von Rezeptor und Ligand deuten darauf hin, dass Tyramin eine Rolle bei
Prozessen in den verschiedenen Regionen im zentralen Nervensystem spielen konnte. Hierzu
konnten die optische und olfaktorische Wahrnehmung oder auch hohere integrative Prozesse
gehoren, die in den Pilzkorpern und dem Zentralkomplex stattfinden.

Die Klonierung und Lokalisierung der Rezeptoren stellt eine erste Grundlage fiir
weitergehende Fragestellung zu den molekularen Mechanismen bei der tyraminergen
Signaltransduktion da. Weitere Untersuchungen werden helfen, die Rolle des Tyramins in

Insekten deutlicher zu beleuchten.



Abstract:

Biogenic amines form a group of substances which play an important role in the endocrine
system of invertebrates and vertebrates. They bind to specific receptors of the G-protein
coupled type. In this work two new receptors from Periplaneta americana were cloned. By
several approaches two full-length cDNA sequences were obtained. The amino acid sequence
is very similar to known tyramine receptors of Locusta/Bombyx or dopamine receptors from
Apis/Drosophila, respectively. Therefore they were named PeaTYR1 and PeaDOP2. Residues
which are important for forming the binding pocket, activation of the receptor or G-protein
coupling could be identified in both receptors. Sequence alignments group them together with
other tyramine receptors or insect-type dopamine receptors. The corresponding mRNA can be
detected in different tissues by RT-PCR.

One aim of this work was the preparation of a polyclonal antiserum against PeaTYRI1. This
serum detects several bands in a brain homogenate; one has the calculated mass of PeaTYRI.
Its specificity was proven by praeabsorption. On brain slices the serum labels large regions in
the protocerebrum, but also fine structures in the antennal lobes, the optic lobes or the central
complex. Another serum against tyramine labels several cell clusters, which ramify within the
optic lobes and the central complex. On transfected HEK293 cells the receptor can be
detected on the plasma membrane. The localization of receptor and ligand may indicate a role

of tyramine in optical/olfactory perception.
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Kapitel 1: EINLEITUNG 1

Kapitel 1:

Einleitung

In einem vielzelligen Organismus ist es von fundamentaler Bedeutung, extrazellulare Signale,
die von spezialisierten Sinneszellen wahrgenommen werden, an andere Zellen weiterleiten zu
konnen. Die Information wird in Form von Signalmolekiilen von Zelle zu Zelle iibertragen.
Diese Molekiile binden an spezifische Rezeptoren der Zielzelle und 16sen dort i. d. R. eine
Signalkaskade aus. Die Distanz, iiber die ein Signalmolekiil dabei wirken kann, reicht von
einigen Nanometern in Synapsen bis zu mehreren Metern bei Hormonen. Allen Lebewesen ist
trotz einer uniiberschaubaren Menge an Signalmolekiilen eines gemeinsam. Fiir die
molekulare Signaltransduktion haben sich im Laufe der Evolution im Wesentlichen drei
membranstindige Rezeptortypen entwickelt. Die sind erstens die ionotropen Rezeptoren oder
ligandengesteuerte Ionenkandle. Zu dieser Gruppe von sehr schnell 6ffnenden und
schlieBenden Kanilen, die besonders an der synaptischen Ubertragung beteiligt sind, gehdren
z.B. der nikotinische Acetylcholinrezeptor, Rezeptoren flir Glutamat und Glycin, sowie die
GABAA- bzw. die 5-HT3-Rezeptoren (Ortells und Lunt, 1995).

Eine weitere Gruppe bilden membranstindige Rezeptoren mit intrinsischer Enzymaktivitit.
Diese Proteine durchspannen die Membran einmal und besitzen eine intrazelluldre
katalytische Domédne in Form einer Kinase, Phosphatase oder Guanylylcyclase. In diese
Gruppe fallen Rezeptoren fiir verschiedene Wachstumsfaktoren.

Die grofite Gruppe von membranstindigen Rezeptoren bilden die metabotropen oder

G-Protein gekoppelten Rezeptoren, auf die im Weiteren besonders eingegangen wird.

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Unter den Oberflichenrezeptoren einer Zelle, die fiir die Transduktion eines Signals in eine
zelluldre Antwort zustindig sind, sind die G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) die
grofite und zugleich am wenigsten homogene Gruppe. Wie fiir Rezeptoren iiblich dienen sie
der Transduktion eines Signals in eine intrazelluldre Antwort. Alleine beim Menschen wurden
948 GPCRs durch Genomanalysen identifiziert (Takeda ef al., 2002). Dies entspricht etwa 5%

aller bekannten Gene des Menschen.
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1.2 Klassifizierung nach Funktion

Funktionell lassen sich die Rezeptoren in sechs groBe Gruppen einteilen (siche www.
gpcr.org/7tm/; Horn et al., 1998). Der Prototyp fiir die grof3te Gruppe A ist der Photorezeptor
Rhodopsin. Auf die genaue Struktur dieser Rezeptoren wird spiter noch im Detail
eingegangen werden. Diese Gruppe von Rezeptoren bindet so unterschiedliche Liganden wie
Amine (z.B. Adrenalin), Peptide (z.B. Vasopressin), Hormone (z.B. Gonadotropin), Photonen
(Rhodopsin), Geruchsstoffe (div. Odorantrezeptoren) oder auch Nucleotide/Nucleoside (z.B.
Adenosinrezeptoren). Rezeptoren der Gruppe B binden vor allem Peptidhormone wie
Calcitonin, Glucagon oder Parathormon, wéhrend in Gruppe C die metabotropen
Glutamatrezeptoren fallen. Gruppe D und E enthalten Pheromonrezeptoren aus Hefen bzw.
cAMP-Rezeptoren aus Nematoden. Diesen 5 Gruppen steht die Gruppe Z der
archaebakteriellen Rhodopsine gegeniiber, die zu keiner G-Proteinbindung in der Lage sind.
Dieses ABCDEZ-System wurde in neuerer Zeit durch neu entdeckte GPCRs erweitert. Es gibt
eigene Gruppen fiir die pflanzlichen MLO-Proteine, die eine Rolle bei der Resistenz
gegeniiber bestimmten Pilzen spielen, Geruchsrezeptoren aus Insekten, Chemorezeptoren aus
Nematoden sowie das ,,Frizzled/Smoothened‘“-System hoherer Tiere.

Der funktionellen Einteilung gegeniiber steht eine Klassifikation aufgrund phylogentetischer
Untersuchungen: das sog. GRAFS-Sytem (Fredrikson et al., 2003; Schiot und Fredrikson,
2005). Dies teilt die GPCRs in die Glutamat-, Rhodopsin-, Adhésions-, Frizzled/Taste2- und
die Secretingruppe ein.

Die Glutamatgruppe enthélt neben den metabotropen Glutamatrezeptoren noch GABAg-
Rezeptoren, den ,calciumsensitiven Rezeptor* CASR und eine Gruppe von
Geschmacksrezeptoren (TAS1). Allen gemein ist eine ausgepriagte, N-terminale
Ligandenbindungsstelle. Die Rhodopsingruppe enthélt die meisten Mitglieder (ca. 90% aller
GPCRs) und setzt sich aus Geruchsrezeptoren und den meisten Hormon- und
Neurotransmitterrezeptoren zusammen. Den Adhésionsrezeptoren ist eine lange, N-terminal
gelegene Adhédsionssequenz gemeinsam. Die Frizzled/Taste2-Gruppe enthédlt neben
Geschmacksrezeptoren vor allem fiir Bitterstoffe noch Rezeptoren fiir verschiedene
Glycoproteine. Secretinrezeptoren binden schlieflich Peptidhormone des Verdauungstraktes

und des Calciumstoffwechsels.
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1.3 Struktur G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Der Vielzahl der moglichen Liganden fiir die GPCRs bzw. der durch sie bewirkten Effekte
steht ein immer wiederkehrender struktureller Aufbau des Rezeptors gegentiber. Jeder GPCR
besteht aus einer Polypeptidkette, die die Zellmembran unter Ausbildung von sieben
hydrophoben a-Helices durchspannt. Diese sieben Transmembrandoménen sind miteinander
durch jeweils drei hydrophile Schleifen auf der extrazelluliren bzw. intrazelluldren Seite
verbunden. Eine vierte intrazellulire Schleife kann durch Insertion posttranslational
palmitoylierter, carboxyterminal gelegener Cysteine in die Plasmamembran gebildet werden.
Der extrazelluldr gelegene Aminoterminus des Polypeptides kann glycosyliert vorliegen, die
intrazelluldr liegenden Schleifen kdnnen an bestimmten Serin- bzw. Threoninresten

phosphoryliert werden.

o ~NH o
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extrazelluldr m VA
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Dy 4
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines GPCRs. Dargestellt sind die sieben Transmembrandominen,
welche durch drei intra- und drei extrazelluldre Schleifen verbunden sind. Der N-Terminus kann glycosyliert
vorliegen, durch eine posttranslationale Palmitoylierung kann eine 4. Schleife gebildet werden. Aminoséduren,
die der Ligandenbindung dienen, sind hervorgehoben. Nach Blenau und Baumann, 2001.

Die Bindungsstelle des Liganden kann sich an unterschiedlichen Stellen am/ im Rezeptor
befinden. So werden z.B. viele Glycoproteinhormone von einem ausgeprigten
Aminoterminus gebunden, wihrend Amine in einer Bindungstasche im Rezeptor selbst
binden. Das Amin wird dabei iiber Salzbriicken zu einem Aspartatrest in TM3, durch
Wasserstoffbriicken zu Serinresten in TMS und iiber hydrophobe Wechselwirkungen zu

einem Phenylalaninrest in TM6 an den Rezeptor gebunden (Strader et al., 1995). Die exakte
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3-dimensionale Struktur eines GPCRs ist allerdings bisher nur ein einziges Mal fiir das

Rhodopsin rontgenkristallographisch aufgeklart worden (Palczewski et al., 2000).

1.4 Aktivierung eines GPCRs

Ungeachtet der vielen verschiedenen Liganden, die an GPCRs binden, ist der Ablauf der
Aktivierung bei allen derselbe. Im inaktivierten Zustand bindet an die intrazelluldren
Schleifen ein aus drei Untereinheiten (a., B, y) bestehendes G-Protein, von denen verschiedene
Isoformen bekannt sind (z.B. Gos, Gog oder Ga;), wobei verschieden Rezeptoren
unterschiedliche Selektivitit gegeniiber den Isoformen aufweisen (Nobles et al., 2005). Bindet
der zugehorige Ligand an den Rezeptor, wobei durchaus verschiedene Rezeptoren fiir jeweils
denselben Liganden vorhanden sein konnen, kommt es zu intramolekularen Umlagerungen im
Rezeptor (Wess, 1997). Durch die so gewonnene Flexibilitit kann der Rezeptor nun als GTP-
Austauschfaktor (GTP exchange factor GEF) wirken und am gebundenen G-Protein das
enthaltene GDP gegen ein GTP austauschen und so das G-Protein aktivieren. Das aktivierte
G-Protein zerfillt in die a-Untereinheit und den By-Komplex, welche ihrerseits fiir die weitere

intrazelluldre Signaltransduktion verantwortlich sind.
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Abb. 1.2: Schematische Abbildung der frithen Schritte bei der Signaltransduktion an GPCRs. Nach
Blenau und Baumann, 2001. Erlduterung im Text.
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Die Ga-Untereinheit aktiviert intrazellulire Effektorproteine wie Adenylylcylase,
Phospholipase oder auch Ionenkanéle. Go stimuliert die Adenylylcyclase, Ga; hemmt diese,
Goyg, aktiviert die Phospholipase C. Wihrend durch die Adenylatcylaseaktivitit die
intrazellulire Konzentration von cAMP als sekundérer Botenstoff reguliert wird, fiihrt die
Steigerung der Phospholipase C-Aktivitdt zur vermehrten Synthese von Diacylglycerol
(DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphospat (IP3). Das IP; bindet an spezifische Rezeptoren in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums, bewirkt eine Freisetzung von Ca®  aus
intrazelluldren Speichern und fiihrt so zu einer Steigerung der intrazelluldren
Calciumkonzentration. In der nichsten Stufe modulieren die sekundiren Botenstoffe (Ca’",
cAMP,) die Aktivitéit verschiedener Proteine, die z.B. als Kinasen ihrerseits andere Proteine
modifizieren und damit deren Aktivitit modulieren. Dies kann zu kurzzeitigen Anderungen
im Phosphorylierungsmuster einzelner Protein aber auch zu langfristigen Anderungen in der
Genexpression der ganzen Zelle filhren. Das Signal des Rezeptors wird durch eine intrinsische
GTPase-Aktivitit der Go-Untereinheit beendet. Das GTP wird nach einiger Zeit zu GDP und
Phospat gespalten. Die Untereinheiten des G-Proteins konnen reassoziieren und erneut an die
intrazelluldre Seite des Rezeptors binden.

Neben dem ,klassischen® trimeren Modell aus Ligand/Rezeptor/G-Protein fiir einen
aktivierten Rezeptor (Lean ef al., 1980) werden immer 6fter Rezeptoren beschrieben, die in
Abwesenheit eines Liganden nicht zwingend inaktiv sein miissen (Samama et al., 1993). Fiir
diese wird ein thermodynamisches Gleichgewicht der einzelnen Konformationen (aktiviert vs.
inaktiv) diskutiert. Dieses Gleichgewicht kann durch Agonisten in Richtung Aktivierung
verschoben werden, wihrend sog. inverse Agonisten den inaktiven Zustand stabilisieren
(Gether und Kobilka, 1998). Konstitutive Aktivitidt konnte in vivo bereits gezeigt werden
(Bond et al., 1995; Morisset et al., 2000).

Weitere Proteine, die die Aktivitdt eines GPCRs unabhingig von Liganden beeinflussen,
konnten z.B. durch Hefe-Doppelhybrid-Experimente und Fusionsprotein-Overlays
identifiziert werden (Hall et al, 1999). Durch Wechselwirkungen iiber SH3 bzw. SH2-
Dominen (,,Src-Homologie*), PDZ-Dominen oder EVH-Dominen (Ena/VASP-Homologie)
kann die Lokalisation, Spezifitit, Selektivitit und der zeitliche Ablauf der Transduktion
beeinflusst werden (Bockaert et al., 2003).
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1.5 Inaktivierung eines GPCRs

Eine Schliisselrolle bei der Inaktivierung des Rezeptors nehmen neben der GTPase-Aktivitit
der Ga-Untereinheit Phosphorylierungen an Serinen bzw. Threoninen an der
cytoplamatischen Seite des Rezeptors durch intrazellulire Kinasen ein. Diese
Phosphorylierungen konnen durch sekundire-Botenstoff-aktivierte Kinasen wie die cAMP-
aktivierte Proteinkinase A (PKA) oder die Ca’"-aktivierte Proteinkinase C (PKC) erfolgen.
Diese Art der Rezeptorinaktivierung entspricht einer negativen Riickkopplung: Die durch den
Rezeptor aktivierten Proteine hemmen den Rezeptor selbst. Eine andere Gruppe von Kinasen
sind die G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen (GRKs). Neben der Serin/Threoninkinase-
Aktivitdt konnen diese Proteine direkt mit den Ga- und Gfy-Untereinheiten interagieren und
diese so aus der Signaltransduktion entfernen. Des Weiteren konnen sie als GTPase
aktivierendes Protein (GAP) den Austausch von GTP zu GDP im Ga beschleunigen
(Raymond, 1991; Freedman et al., 1995) und somit die Signaltransduktion unterbrechen. Die
Phosphorylierungen am Rezeptor konnen durch verschiedene Mechanismen auf die
Signaltransduktion einwirken. Eine Phosphorylierung kann z.B. durch die zuséitzliche
negative Ladung am Protein die Konformation des Rezeptors dahingehend verdndern, dass
eine wirkungsvolle Wechselwirkung mit dem Liganden bzw. mit den G-Proteinen nicht mehr
moglich ist. Das Signal wiirde abgeschwicht werden (Carman und Benovic, 1998). Diese Art
der Inaktivierung erfolgt oft durch die PKA bzw. die PKC. Durch GRKs phosphorylierte
Rezeptorproteine konnen zudem [-Arrestin binden. Durch sterische Behinderung der G-
Proteine kommt es trotz Ligandenbindung nur zu einer abgeschwéchten Signaliibertragung,
der Rezeptor ist desensitisiert.

Das B-Arrestin dient ferner als Adapterprotein fiir verschiedene Proteine wie z.B. Clathrin.
Eine Zusammenlagerung der angelagerten Clathrinmolekiile fiihrt {iber die sog. coated pits zu
einer Internalisierung des Rezeptor-f-Arrestin-Komplexes in Membranvesikeln. In diesen
Vesikeln wird der Rezeptor dephosphoryliert und kann abschlieBend erneut zur
Plasmamembran gebracht werden (Recycling) oder aber abgebaut werden (Degradation)

(Oakley et al., 2001).
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1.6 Biogene Amine

Biogene Amine entstechen durch die enzymatische
Umsetzung von Aminosduren. Durch Decarboxylasen wird
die Aminosdure zu einem Amin umgesetzt, durch
Hydroxylasen konnen weitere Hydroxygruppen eingefiihrt
werden (siehe Beispiel der Tyramin-/ Oktopaminsynthese).
Die Amine Dopamin, Serotonin und Histamin sind im
Tierreich  weit  verbreitete  Substanzen, die als
Neurotransmitter direkt an synaptischen Ubertragungen
beteiligt sind, als Neuromodulator in der Nihe von
Synapsen modulatorisch wirken oder als Neurohormone
thre Wirkung iiber das Blut/ die Himelymphe auch auf weit
entfernte Zielorgane ausiiben koénnen. Thnen gegeniiber
stehen die Amine Adrenalin und Noradrenalin, bedeutende
Neurotransmitter in Vertebraten, die, wenn iiberhaupt, nur
in geringen Mengen in einigen Invertebraten nachgewiesen
werden und denen bisher keine physiologische Funktion

zugewiesen werden konnten. Thre Aufgaben werden hier

HOOCH;—?H-NHZ

COOH

tyrosine
l IDC

Hc>~<;>—cn,,—cnz-hm2

tyramine

TBH

HO—@—[I‘;H—CHavNHa
OH

octopamine

Abb. 1.3: Biosynthese  des
Tyramins bzw. des
Oktopamins. Tyrosin wird durch
die  Tyrosindecarboxylase zu
Tyramin umgesetzt. Aus Tyramin
wird dann als direkte Vorstufe
durch Tyramin-f-hydroxylase
Oktopamin synthetisiert, nach
Roder et al., 2003.

vermutlich von den strukturell verwandten Amine Oktopamin und Tyramin iibernommen, die

ithrerseits in Vertebraten nur in geringen Mengen vorkommen (trace amines).

Um ihre Wirkung in den Zielzellen entfalten zu konnen, miissen sie an entsprechende

Rezeptoren binden, wobei die Rezeptoren fiir biogene Amine i. d. R. zu der gro8en Gruppe

der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehoren (der 5-HT; Rezeptor z.B. gehdrt zu den

ionotropen Rezeptoren).




Kapitel 1: EINLEITUNG 8

Um die Wirkung der

Ny . H
ausgeschiitteten Amine zu HO —G—NH,

2
beenden, stehen den Zellen M f‘y N-acetyl-
verschiede  Reaktionswege transferase

. H
zur Verfiigung. Zum einen HO—@—(IJ—CHO HO 8—c—N

I H |
. . . . OH OH ? COCH,
konnen die Amine direkt MAO i PNMT

tiber spezifische Transporter

. . . H
wieder in die Zellen HO_Q_? —COOH HO —c—N
OH

| H, I

OH 2 CH,
aufgenommen werden ) o
Abb. 1.4: Abbauwege der Amine: durch Monoaminoxidase (MAQO),

(Donly und Caveney, 2005). | N-Acetylation durch N-Acetyl-transferase bzw. N-Methylation durch

) ) ] ) Phenolethanolamin-N-methyl-transferase (PNMT), nach Roder et al.,
Eine weitere Moglichkeit der | 2003.

Inaktivierung ist die enzymatische Modifizierung der Amine durch N-Acetylierung bzw. N-
Methylierung durch spezifische Transferasen. In Vertebraten weit verbreitet ist der Abbau der
Amine durch Monoaminoxidasen (MAQ), der bei Invertebraten allerdings eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen scheint (Dewhirst ef al., 1972). Bei ihnen findet viel mehr
eine Konjugation der Amine an B-Alanin durch die ebony-Proteine (Blenau und Baumann,

2005; Hovemann ef al., 1998) und anschlieBende Einlagerung in die Cuticula statt.

1.7 Tyraminrezeptoren

Tyramin wirkt iiber spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptoren (s.0.). Interessanterweise
dhneln diese strukturell aber viel mehr den a-adrenergen Rezeptoren der Vertebraten, als den
dort kiirzlich entdeckten frace amine-Rezeptoren (Borowsky et al., 2001). Dies legt nahe,
dass die Tyraminrezeptoren eher mit den oi-adrenergen als mit den trace amine-Rezeptoren
verwandt sein konnten. Das erste Indiz dafiir, dass es eigene Tyraminrezeptoren gibt, war die
Tatsache, das ein zuvor als Oktopaminrezeptor bezeichneter Rezeptor aus Drosophila in einer
cos-7 Zellkultur eine 33x hohere Affinitdt zu Tyramin als zu Oktopamin aufwies (Arakawa et
al., 1990; Saudou et al., 1990). In Xenopus Oocyten konnte allerdings fiir diesen Rezeptor
eine agonistspezifisch Aktivierung verschiedener Signalkaskaden beobachtet werden:
Tyramin hemmt die Adenylycyclase, wihrend Oktopamin die Ca®'-Frteisetzung stimuliert
(Robb et al., 1994, Reale et al., 1997). Viele der in den letzte Jahren aus verschiedenen
Arthropoden wie Apis mellifera, Bombyx mori, Boophilus microplus, Locusta migratoria oder

Papilio xuthus (Blenau et al., 2000, Ohta et al., 2003, Baxter und Barker, 1999, Vanden
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Broeck et al., 1995, Ono und Yoshikawa, 2004) klonierten Rezeptoren sind Orthologe dieses
ersten ,,Prototyps“ eines Tyraminrezeptors. Erst vor kurzem allerdings sind weitere
Tyraminrezeptoren in Caenorhabditis elagans und Drosophila beschrieben worden, die sich

deutlich von den bisherigen unterscheiden (Rex et al., 2005, Cazzamali et al., 2005).

Die Tatsache, dass Tyramin bzw. Oktopamin fast

Tyraminergics

ausschlieBlich in Invertebraten vorkommen, &
HO
< > (\ B

. . . N
machten sie von je her zu interessanten 5 (4 hycronyphensloxazole

Kandidaten fiir pharmkologische Experimente. So

konnten Rezeptorliganden insektizide Wirkungen
Octopaminergics

aufweisen, die bei Vertebraten keine Wirkung :
Cr

N=CH—NH

haben. Im Gegensatz zZu den " ChHe
Oktopaminrezeptoren, fiir die es eine grofle Zahl demethylchlordimeforn
verschiedener Agonisten gibt (z.B.

3
Demethylchlordimeform; Long und Murdock, ""Q’“:(Nj
CHg :

NC7

1983), gibt es fiir Tyraminrezeptoren nur eine

begrenzte Auswahl an 5-Phenyloxazolen (Khan et
. o Abb. 1.5: Agonisten und Antagonisten fiir
al, 2003), die agonistisch auf den Rezeptor | Tyramin- bzw. Oktopaminrezeptoren

(Roder 2005).

wirken. Antagonisten, die spezifisch fiir
Oktopamin- oder Tyraminrezeptoren sind, gibt es ebenfalls nicht viele. Fiir die
Oktopaminrezeptoren sind dies Phentolamin und Mianserin (Rdder et al., 1998). Yohimbin
blockiert den Tyraminrezeptor und fiihrt zu einem dhnlichen Phdnotypen, wie er in einer

Rezeptormutante (honoka Kutsukake et al., 2000) in Drosophila beobachtet werden konnten.

1.8 Wirkungen von Tyramin

Auf zelluldrer Ebene bewirkt eine Aktivierung eines Tyraminrezeptor in der Regel eine
Verringerung der intrazelluliren cAMP-Konzentration, vermittelt iiber inhibitorische G-
Proteine Ga; (Blenau et al., 2000). Der von Cazzamali (2005) beschrieben Tyraminrezeptor
aus Drosophila fiihrt in CHO-Zellkultur zu einer Freisetzung von Ca>". Tyramin wird daher
als das dem Oktopamin direkt entgegenwirkende Amin bezeichnet, welches liber Aktivierung
von Gas oder Gaq zu einer Erhohung des intrazelluliren cAMP oder Ca”"-Spiegels fiihrt

(Bischof und Ennan, 2004). Vereinfacht ldsst sich Oktopamin als stimulatorisch und Tyramin
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als inhibitorisch wirkendes Amin bezeichnen. Oktopamin wird manchmal auch in Anlehnung
an das adrenerge System als das fight and flight-Hormon der Insekten bezeichnet. Die fight
and flight-Antwort ist ein Synonym fiir eine schnelle Anpassung an energie-intensive
Situationen, wie Begegnungen mit Fressfeinden oder Rivalen. Dies fiihrt zu einer erhohten
Energieversorgung des Organismus, steigert die Muskelaktivitdt, verbessert die sensorische
Wahrnehmung und passt somit insgesamt das Verhalten der Stresssituation an. Tyramin
hingegen zeigt auch auf systemischer Ebene einen inhibitorische Effekt. Tyramin senkt z.B.
den cAMP-Spiegel im gesamten Gehirn von Drosophila (Uzzan und Dudai, 1982) oder
inhibiert die Mobilisierung von Glycogen aus den Fettkorpern (Downer, 1979). Saraswati et
al. (2003) konnten an Synthesemutanten zeigen, dass eine normale Fortbewegung von
Drosophila-Larven nicht nur von Tyramin und Oktopamin allein, sondern vom
ausgeglichenen Verhiltnis beider zueinander abhing. Diese beiden Mutanten sind zum einen
die iav-Mutante (inactive), in der durch eine Mutation in der Tyrosin-Decarboxylase kaum
TA und OA gebildet wird (O’Dell, 1993). Zum anderen die TBH-Mutante, in der durch eine
Mutation in der Tyramin-B-Hydroxylase kein OA gebildet wird und sich im Gegenzug dazu
TA ansammelt (Monastirioti et al, 1996). McClung und Hirsch (1999) nutzen die iav
Mutante, um zu zeigen, dass Tyramin notwendig fiir eine Sensitivierung gegeniiber Kokain
ist. Scholz et al. (2000, 2005) konnten eine erhdhte Ethanolsensitivitdt bei der iav-Mutante
nachweisen. Tyramin ist ndtig , damit sich eine Ethanoltoleranz einstellen kann.

Bisher wurde bei Drosophila eine Rezeptormutante beschrieben (honoka Kutsukake et al.,
2000), welche eine deutlich geringere Expression des Tyraminrezeptors aufweist. Die
Mutante ist auf Grund der fehlenden hemmenden Wirkung des Tyramin leicht hyperaktiv und
reagiert weniger stark auf Repellantien wie Ethylazetat. Dies ldsst eine modulierende
Funktion von Tyramin im olfaktorischen System bei Drosophila vermuten. Ferner ist der
inhibitorische Effekt des Tyramin auf die Muskelkontraktionen gehemmt. Bei Apis ist es
moglich, durch Injektion von Tyramin in den Thorax bzw. Verfiitterung die Zuckerwasser-
Empfindlichkeit des gustatorischen Systems zu erhdhen (Scheiner et al., 2002). Allerdings
konnte bisher nicht eindeutig geklirt werden, ob diese Wirkung auf Tyramin oder auf dessen
Stoffwechselprodukt Oktopamin zuriickzufiihren ist, da fiir OA ein &hnlicher Effekt gezeigt
werden konnte (Pankiw und Page, 2003; Long und Murdock, 1983).

Tyramin bewirkt in den Sternzellen der Malpighischen Gefal3e bei Drosophila eine Erhohung
der Chloridleitfahigkeit und somit eine Steigerung der Exkretion (Blumenthal, 2003).
Uniiblicherweise wird dort das Tyramin direkt in den Hauptzellen, dem zweiten Zelltyp, aus

dem die Malpighischen Gefdlle aufgebaut sind, aus Tyrosin gebildet. Das neusynthetisierte
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Tyramin entfaltet seine Wirkung parakrin auf die benachbarten Sternzellen. Das Tyramin ist

in diesem Bespiel nicht neuronalen Ursprungs.

1.9 Dopaminrezeptoren

Die Dopaminrezeptoren der Vertebraten werden aufgrund ihrer Sequenz, ihrer funktionellen
Eigenschaften und ihres pharmakologischen Profils in zwei Klassen eingeteilt: die D;- und die
D;-dhnlichen Rezeptoren. In die D;-Gruppe fallen Rezeptoren der Subtypen D; und Ds, die
beide iiber ein Gos-Protein den cAMP-Spiegel der Zellen erh6hen. Die Subtypen D,, D3 und
D, bilden die D,-Gruppe. Sie erniedrigen die intrazelluldre cAMP-Konzentration und kénnen
die Aktivitit spannungsabhingiger Ca*"- bzw. K'-Kanile modulieren. Auf diese Weise
konnen Neurone postsynaptisch gehemmt werden (Callier et al., 2003; Kebabian und Calne,
1979; Neve et al., 2004). Schon aufgrund struktureller Unterschiede ldsst sich eine
unterschiedliche Funktionsweise der beiden Gruppen vermuten. Die D;-Rezeptoren haben
eine kurze dritte zytoplasmatische Schleife und einen langen C-Terminus. Bei D,-Rezeptoren
dagegen ist der C-Terminus verkiirzt, sie besitzen aber eine sehr lange dritte zytoplasmatische
Schleife. Diese Bereiche sind fiir die Kopplung der G-Proteine zustindig. Kiirzlich wurde
eine weitere Unterteilung der Dopaminrezeptoren vorgeschlagen. Ausgehend von
Sequenzvergleichen wurden Dopaminrezeptoren aus Drosophila melanogaster (DmDopR2,
auch ,DAMB® genannt, Feng et al., 1996; Han et al., 1996) und Apis melifera (AmDop2,
Humphries et al., 2003) zu einer eigenen Gruppe, den Invertebraten-Typ-Dopaminrezeptoren
(INDR) zusammengefasst. Einem Sequenzalignment zufolge dhneln sie vielmehr den
Oktopaminrezeptoren des a-Types als den D;/D,-Dopaminrezeptoren. Nach einem erst vor
kurzem vorgeschlagenem Klassifikationssystem lassen sich Oktopaminrezeptoren aus
Insekten in o-adrenerg- und (-adrenerg-dhnliche Oktopaminrezeptoren einteilen (Evans und
Magqueira, 2005). Funktionell erhohen sie wie die D,;-Rezeptoren die intrazelluldre
cAMP-Konzentration (Mustard et al., 2005). Neben den INDRs sind aus Insekten auch
verschiedene Vertreter der D;- bzw. D,-Gruppe charakterisiert worden. Aus Drosophila sind
DmDopR1 (D;-dhnlich, Gotzes et al., 1994) und verschiedene Isoformen von DmD2R (D;-
dhnlich, Hearn et al., 2002) bekannt. Bei Apis wurden bereits AmDop1 (D;-dhnlich, Blenau et
al., 1998) und AmDop3 (D,-dhnlich, Beggs et al., 2005) charakterisiert. Fiir einen weiteren
Rezeptor aus Drosophila wurde neben Dopamin als Agonist Ectysteroide ermittelt

(DmDopEcR, Srivastava et al., 2005).
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Fehlregulierungen des Dopaminhaushaltes fiithren zu einigen ernsten Erkrankungen beim
Menschen. Hierzu gehéren z.B. Morbus Parkinson, Drogenabhingigkeit, Schizophrenie,
Prolactinome in der Hypophyse, Bluthochdruck und Herzinfarkt. Diese Krankheiten
erforderten den Einsatz von spezifischen Dopaminagonisten bzw. -antagonisten. Inzwischen
ist ein groBes Sortiment von Liganden aus verschiedenen Gruppen (z.B. tricyclische
Neuroleptika, Benzazepine oder Butyrophenone) verfiigbar (Strange, 1993; Seeman und Van
Tol, 1994). Es konnten fiir die verschiedenen Gruppen von Dopaminrezeptoren Sets von
Wirkstoffen zusammengestellt werden, die spezifisch nur von einer Gruppe gebunden
werden. So ist es moglich, anhand von pharmakologischen Profilen einzelne Rezeptoren
genauer zu charakterisieren bzw. die Existenz solcher in Homogenaten oder an intakten
Priparaten zu postulieren. Die Wirkstoffe lassen sich ebenfalls auf Insekten anwenden. So
wurden z.B. zur Charakterisierung eines klonierten Dopaminrezeptors aus Apis mellifera
verschiedene Psychopharmaka wie das von Mutterkornalkaloiden abgeleitete Lisurid, welches
in der Parkinsontherapie zum FEinsatz kommt, oder Chlorpromazin, ein klassisches
Neuroleptikum aus der Schizophrenietherapie eingesetzt (Blenau et al., 1998). Allerdings ist
zu beachten, dass die bei Vertebraten ausfiihrlich charakterisierten Substanzen bei
Invertebraten u.U. nicht die gewiinschte Wirkung haben. So binden die als D;-Agonisten bzw.
-Antagonist eingesetzten Substanzen SKF-38393 und SCH-23390 nur schwach an in
HEK293-Zellen exprimierten AmDopl-Rezeptoren (Blenau et al., 1998). Des Weiteren ist
SCH-23390 nur bedingt in der Lage, die durch DA induzierte Erhdhung der cAMP-
Konzentration zu hemmen (AmDopl exprimiert in Sf1-Zellen; Mustard ef al., 2003) An der
Speicheldriise der Schabe Periplaneta americana konnte anhand des pharmakologischen
Profils keine eindeutige Zuweisung zu den D;/D; bzw. INDR-Gruppen gemacht werden. Eine
Klonierung des in der Speichedriise vorkommenden Dopaminrezeptors und eine
anschlieende genauere Charakterisierung dieses Rezeptors konnten dabei weiterhelfen. Mit

dem ersten Schritt, der Klonierung, befasst sich u.A. diese Arbeit.
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AmDopl in
. sy s HEK293
Ligand Spezifitdt in Vertebraten [3H]LSD-
Bindung
6,7-ADTN DA-Rezeptor Agonist +
R(+)-SKF 38393 D;-Rezeptor Agonist --
R-(+)-Lisurid D;-Rezeptor Agonist + +
D;-Rezeptor Antagonist
Chlorpromazin D,-Rezeptor Antagonist +
Cis(Z)-Flupentixol DA-Rezeptor Antagonist +
Siperon Selektiver D,-Rezeptor Antagonist +
R(+)-SCH 23390 | Selektiver D;-Rezeptor Antagonist -
S(+)-Butaclamol DA-Rezeptor Antagonist +
Haloperidol D, D3, Ds-Rezeptor Antagonist -

Abb. 1.6: Auflistung verschiedener Liganden von Dopaminrezeptoren, welche an Insekten zum Einsatz
kommen. Am Beispiel von AmDopl wird deutlich, dass die bei Vertebraten gut charakterisierten Substanzen
bei Insekten u.U. anders oder gar nicht binden und wirken kénnen (nach Blenau et al., 1998).

1.10 Wirkungen von Dopamin

Bei Vertebraten spielt Dopamin als Neurotransmitter eine wichtige Rolle bei der Modulation
verschiedener Funktionen des zentralen Nervensystems. Durch Dopamin wird die visuelle
und olfaktorische Reizwahrnehmung beeinflusst (Tillerson et al., 2006, Tannock et al., 2006).
In der Hypophyse wird durch Dopamin die Ausschiittung von Prolactin gehemmt,
Korpertemperatur, Futteraufnahme und Sexualverhalten werden durch Dopamin zumeist im
Hypothalamus reguliert (Debeljuk und Lasaga, 2006, Hasegawa et al., 2005, Hommel et al,,
2006, Hull et al, 2004). Des Weiteren wird die extrapyramidale, d.h. nicht willkiirliche
Motorik iiber das nigrostriatale System durch Dopamin reguliert. Hier ist auch der
Zusammenhang zur  Parkinsonschen  Krankheit zu erkennen, bei der die
Dopaminkonzentration im Gehirn der Patienten deutlich verringert ist. Schlielich scheint das
dopaminerge mesolimbische System eine wichtige Rolle im Belohnungssystem aber auch bei

der Entwicklung von Suchtverhalten, psychotischen Symptomen oder schizophrenen
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Storungen zu spielen. Ein Mangel an Dopamin kann zu Depressionen fithren, da der
belohnend wirkende Effekt des Dopamins fehlt.

Bei Insekten konnte unter anderem gezeigt werden, dass Dopamin fiir die Regulation der
Schlaf/ Wach-Rhythmik verantwortlich ist. So konnte z.B. bei einer hyperaktiven Mutante
von Drosophila der Phianotyp einem nicht funktionellen Dopamintransporter zugewiesen
werden (fumin, japanisch fiir Schlaf, Kume et al., 2005). Angeborenes wie erlerntes
Paarungsverhalten unterliegt ebenfalls dem Einfluss von Dopamin (Neckameyer, 1998).
Dopamin ist des Weiteren bei aversivem Verhalten gegeniiber visuell oder olfaktorisch
erlernten Reizen beteiligt (Unoki et al, 2005, 2006). Dopamin ist auch ein wichtiger
Neurotransmitter und —modulator bei Bienen: Wird Dopamin in die a-Loben der Pilzkdrper
injiziert, so kommt es zu verdnderten elektrischen Signalen wéhrend der olfaktorischen
Reizauthahme (Mercer und Erber, 1983). Hat das Tier etwas gelernt, so beeinflusst Dopamin
die Erinnerung bzw. Abrufbarkeit des Gelernten (Mercer und Menzel, 1982; MacMillan und
Mercer, 1987). Alternativ ldsst sich durch Dopamininjektion an Tieren, deren vesikulédrer
Vorrat an Transmitter durch Reserpin entleert wurde, die beeintrichtigte Motorik wieder
autheben (Menzel ef al., 1999).

Dopamin induziert die Speichelsekretion bei Periplaneta und Locusta (Lang und Walz, 1999;
Keating und Orchard, 2004). Bei der Schabe konnte eine fein verzweigte dopaminerge

Innervierung der Driise ermittelt werden (Baumann et al., 2004).

1.11 Das Gehirn der Insekten

Das Vorkommen von TA im Gehirn der Schabe wurde bislang noch nicht untersucht. Die
genaue Verteilung einer neurotropen Substanz in den Neuropilen konnte allerdings erste
Hinweise auf deren Funktion geben und so Ansatzpunkt fiir weitere Experimente sein. Aus
dem gleichen Grund ist es wichtig, die Verteilung des zugehdrigen Rezeptors im Gehirn zu
untersuchen, da diese Experimente dabei helfen konnten, die Zielzellen des Tyramin zu
identifizieren.

Hierfiir an dieser Stelle eine kurze Einflihrung in die Anatomie des Insektengehirns.
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Das bilateralsymmetrisch
organisierte Gehirn ldsst sich in
drei Teile untergliedern. Den
vorderen und groBten Teil
bildet das  Protocerebrum.

Dieser Bereich beherbergt die

sog. ,hoheren Zentren“ oder

LProtccerebrum

N/
Zentra\kcrpg]
/ \/
Abb. 1.7: Schematischer Aufbau eines Insektengehirns. Man

Die Pilzkorper selbst bestehen | beachte, dass eine Schabe pro Hemisphére 2 Calices besitzt (nach
Dettner und Peters Lehrbuch der Entomologie 2. Auflage 2003).

Assoziationszentren wie die

P [Dewtoserebrum}—
paarig auftretenden Pilzkorper | .-t

(Corpora pedunculata) oder _osm

Antennen-
nerv

den Zentralkomplex.

aus den sog. Kenyon-Zellen,
intrinsischen Neuronen, deren Somata im dorsal posterioren Gehirn peripher um die Calices
(Kelche) gruppiert liegen. Die Gestalt des Pilzkorpers selbst ist eine Konsequenz aus der
Form dieser Zellen. Von den Zellkérpern der Kenyon-Zellen ziehen die Neurite in den
Calyxbereich und bauen dort mit ihren dendritischen Verzweigungen die typische Kelchform
auf. Dies ist der Ort des synaptischen Einganges. Sensorischen Informationseingang erhilt er
aus den Komplexaugen {iber die optischen Loben und deren drei groBen Neuropilen Lamina,
Medulla und Lobula. Weiterhin erhdlt der Calyxbereich olfaktorischen Input aus den
Antennalloben. Aus den Antennalloben werden die Signale iiber die Antenno-cerebralen
Trakte auf die Calices iibertragen. Der Pedunculus (Stiel) besteht aus dicht gepackten
Axonen, die sich im Bereich der Loben aufspalten. In diesem Bereich findet die Verschaltung
auf weitere extrinsische Neurone statt. Generell werden die Pilzkdrper mit hdheren
integrativen Leistungen wie Lernen und Gedéchtnis in Verbindung gebracht (Erber et al.,
1980; Heisenberg, 2003). Der zweigeteilte Zentralkdrper ist ein zentrales motorisches
Kontrollzentrum im Insektengehirn, welches sich durch eine hochgeordnete dreidimensionale
Struktur von Kolumnen und Schichten auszeichnet. Zusammen mit den Noduli,
posteroventral  gelegenenen  symmetrischen  glomeruldren  Strukturen, und der
Protocerebralbriicke bildet er den Zentralkomplex. Neueren Erkenntnissen nach ist der
Zentralkomplex u.A. fiir die Verarbeitung der Wahrnehmung polarisierten Lichts zustindig
(Vitzthum et al., 2002).

Der zweite Teil des Gehirns ist das Deutocerebrum, welcher funktionell mit den Antennen

assoziiert ist. Die Antennalloben sind die Orte der ersten Verschaltung der olfaktorischen
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Sinneszellen. Die Antennalloben sind aus einer Gruppe knaulartiger Neuropile aufgebaut, den
Glomeruli. Von Art zu Art unterschiedlich kann ein Lobus bis zu 200 Glomeruli enthalten.
Die Axone der Rezeptorneurone einer Antenne ziehen iiber den Antennalnerv in den
ipsilateralen Antenallobus. Die einzelnen Glomeruli sind untereinander iiber lokale
Interneurone verbunden, wihrend Projektionsneurone jeweils einzelne Glomeruli iiber die
Antenno-cerebral-Trakte mit den hoheren Zentren des Protocerebrums wie den Pilzkorpern
verbinden (Homberg ef al., 1989).

Der kleinste Teil des Gehirns ist das Tritocerebrum. Dieser Teil dient der sensorischen und
motorischen Kontrolle des Labrums und des Pharynx. Uber das Frontalganglion ist das

Tritocerebrum mit dem stomatogastrischen Nervensystem verbunden.

1.12 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung und Klonierung von Aminrezeptorgenen
aus der Schabe Periplaneta americana. Im Gegensatz zu Wirbeltieren, bei denen die biogenen
Amine und deren Rezeptoren intensiv erforscht werden, ist die Forschung dariiber bei
Wirbellosen noch nicht so weit vorangeschritten. Die Kenntnis {iber die Rezeptoren soll eine
tiefergehende Einsicht in die aminerge Signaltransduktion speziell in dieser Species
vermitteln. Biogene Amine spielen eine wichtige Rolle bei verschiedenen physiologischen
Prozessen. Die Speichelsekretion bei der Schabe wird z.B. durch Serotonin und Dopamin
reguliert (Walz et al, 2006). Fir Tyramin konnten in anderen Species verschiedene
physiologische Funktionen beschrieben werden. Einige Tyraminrezeptoren sind bereits
kloniert worden. Bei Periplaneta ist dies nicht der Fall. Fiir ein tiefergehendes Verstindnis
der Signaltransduktionswege ist aber die Kenntnis iiber die Rezeptoren von fundamentaler
Bedeutung. Diese Kenntnis stellt einen experimentellen Ansatzpunkt da, von wo die
Signalwege z.B. durch an diesen Rezeptoren charakterisierten Pharmaka genauer untersucht
werden konnen.

Ein in dieser Arbeit entwickelter aTyraminrezeptor-Antikorper soll helfen, das Protein im
Gewebe identifizieren zu konnen. Mit Hilfe immunhistologischer Untersuchungen soll das
Vorkommen von Tyramin und dessen Rezeptor nachgewiesen und deren Verteilung analysiert
werden. Aus der Verteilung von Ligand und Rezeptor im Gehirn und anderen Organen
konnen sich vielleicht Riickschliisse auf die Funktion von Tyramin bei Periplaneta ziehen

lassen.
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Kapitel 2:
Material und Methoden:

2.1 Chemikalien und Gerite:

Laboriibliche Chemikalien/ Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe),
Sigma (Tautkirchen) und Merck (Darmstadt), die Restriktionsenzyme von Roche (Mannheim)
und die Oligonukleotidprimer von TIB-Molbiol (Berlin) bezogen. Plasmidsequenzierungen
wurden von AGOWA (Berlin) durchgefiihrt. Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle
Losungen mit sterilem Reinstwasser (Millipore-Qualitit) angesetzt und anschliefend in einem
Varioklav Dampfsterilisator bei 121 °C fiir 20 min sterilisiert. Eine Liste der verwendeten

Vektoren, Bakterienstimme und Gerite ist im Anhang aufgefiihrt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die Protokolle entsprechen im Wesentlichen denen aus Sambrook und Russel (2001).

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur GroBenauftrennung von DNA-Molekiilen wurden Gele aus 0,8-1,2% Agarose in 1x TAE-
Puffer verwandt. Den DNA-Proben wurde 1/5 Vol. Gelladepuffer beigemischt und i. d. R.
Sul bei Testgelen, 20 ul bei Restriktionsansdtzen bzw. 50 ul zur Fragmentelution
aufgetragen. Als GroBBenmarker dienten Marker-DNAs bekannter Grofle (1 kb DNA Ladder,

100 bp DNA Ladder, New England Biolabs, Frankfurt). Fiir die Auftrennung der DNA wurde

eine Spannung von 10 V/cm Gelldnge an das Gel angelegt.

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



Kapitel 2: MATERIAL UND METHODEN 18

2.2.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Bei dem verwendeten Protokoll wird die DNA mechanisch aus dem zuvor ausgeschnitten
Gelstiick durch Zentrifugation eluiert. Dafiir wurde in ein zuvor halbiertes
Eppendorfreaktionsgefdl (ER) mir einer Kaniile ein Loch gebohrt und dieses anschlieSend
mit silanisierter Glaswolle (Serva) verstopft. Durch dieses so préparierte Gefal wurde das
Gelstiick fiir 2 min bei 6000 rpm in der Tischzentrifuge (Biofuge pico) zentrifugiert, wobei
das Eluat in einem weiteren ER aufgefangen wurde. Die im Eluat enthaltene DNA wurde mit
1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH 3,8 und 2,5 Vol. Ethanol (abs.) fiir mindestens 2 h bei —20°C
préazipitiert. Nach Zentrifugation (5 min; 13.000 rpm; Biofuge pico) wurde das Pellet mit 70%

Ethanol gewaschen und in Wasser (bidest.) oder alternativ in TE-Puffer gelost.

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

2.2.3 Restriktion der DNA

Restriktionsendonucleasen hydrolysieren DNA sequenzspezifisch an bestimmten Stellen. Fiir
einen analytischen Verdau wurden 200-500 ng DNA mit 5 U des gewiinschten Enzyms in
einem 20 pl-Ansatz zusammen mit dem vom Hersteller empfohlenen Puffer fiir 60 min
geschnitten. Die Restriktion erfolgt i.d.R. bei 37°C (BstZ1: 50°C). Fiir die Priparation
groBerer Mengen von linearisierter Plasmid-DNA wurden 1-2 ug DNA eingesetzt, die
Inkubationszeit auf 2 h verldngert. Die Restriktionsfragmente wurden aus dem Agarosegel

eluiert und direkt weiter verwendet (z.B. fiir eine Ligation).

2.2.4 Ligation

Ligationen von zuvor mit Restriktionsenzymen behandelten DNA-Fragmenten bzw. Vektoren
erfolgten in 20 pl-Ansitzen. Diese enthielten ca. 150 ug Plasmid-DNA, 450 ug insert-DNA,
1x Ligationspuffer und 5 U T4-DNA-Ligase (Fermentas). Die Inkubation erfolgt bei 4°C {iber
Nacht, wahlweise auch fiir 4 h bei 16°C. Anschliefend wurde der gesamte Ansatz zur

Transformation von E. coli-Zellen verwandt. Alternativ konnten durch Tag-Polymerase
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frisch synthetisierte PCR-Produkte aufgrund eines Adenosiniiberhanges in den pGEM-T
Vektor ligiert werden (T/A-Klonierung, pGEM-T Vector System, Promega). Die Ligation

erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

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

2.2.5 Transformation chemisch kompetenter Zellen (nach Hanahan 1983)

Zur Transformation mit Plasmid-DNA wurde ein Aliquot (200 pl)
transformationskompetenter Zellen auf Eis aufgetaut. Zur Transformation wurden 20 pl
Ligationsansatz hinzu gegeben und die Zellen fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock fiir 45 s im Wasserbad bei 42°C, anschlieBend wurden die Zellen 2 min auf Eis
abgekiihlt. Der Ansatz wurde mit 800 ul LB-Medium (LB-Broth, LAB M, Lancashire)
versetzt und 1 h bei 37°C im Schiittler inkubiert. Nach kurzer Sedimentation (2 min, 6.000
rpm, Biofuge pico) wurden 800 ul Medium abgenommen und die Zellen in den verbleibenden
200 pl resuspendiert. AnschlieBend wurden sie auf LB-Agar-Platten (LB-Agar, LAB M,
Lancashire) mit entsprechenden Antibiotika-Zusétzen (je nach Plasmid: Carbenicillin 100
pg/ml; Chloramphenicol 34 pg/ml; Kanamycin 50 pg/ml) ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Fiir Blau-Weil3-Selektionen wurde den Platten zuvor zur Induktion 0,5 mM

IPTG (Isopropyl-Thio-D-Galaktopyranosid) und als Férbesubstrat 80 ng/ml X-Gal zugesetzt.

2.2.6 Priparation von Plasmid-DNA im Mini- und Midi-Maf3stab

Um Plasmid-DNA aus kleinen Ansétzen zu isolieren, wurden 5 ml antibiotikumhaltiges LB-
Medium mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und iliber Nacht bei 37°C im Schiittler
inkubiert (je nach Plasmid: Carbenicillin 100 pg/ml; Chloramphenicol 34 pg/ml; Kanamycin
50 pg/ml). Die Préparation der Plasmid DNA erfolgte mit dem E.Z.N.A Miniprep Kit
(Peqlab) nach Vorschrift des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde mit Wasser (bidest.)
eluiert.

Fiir die Praparation groBerer DNA-Mengen wurden 50 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium
mit einer Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden 10 min
bei 5.500 rpm (Biofuge 15R) sedimentiert. Das Bakterienpellet wurde nach dem
Resuspendieren in 4 ml Losung I mit 8 ml Losung II versetzt, vermischt und umgehend mit

8 ml Losung III neutralisiert. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 5.500 rpm wurde der
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Uberstand durch einen Faltenfilter filtriert und zur Priizipitation der Plasmid-DNA mit 25 ml
Isopropanol versetzt. Es erfolgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 5.500 rpm. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Pellet in 1,45 ml H,O (bidest.) geldst. Nach Zugabe von 2,5 ml 4 M
LiCl und 50 ul 1 M Tris-HCI1 (pH 7,5) erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 5 min bei
5.500 rpm. Der Uberstand wurde mit 2,5 Vol. Ethanol (abs.) gemischt und fiir 10 min bei
5.500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200-300 pul TE-Puffer gelost, mit 2-3 ul RNase
Cocktail (Ambion) versetzt und mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend
erfolgten eine Phenol/Chloroform-Extraktion und eine Prézipitation mit 1/10 Vol. 3 M LiCl
und 3x Vol. Ethanol (abs.). Nach abschlieBendem Waschen (70% Ethanol) und Ldsen des
Pellets im gewlinschten Volumen von Wasser (bidest.) bzw. TE-Puffer, wurde die Reinheit
und Konzentration der DNA spektroskopisch durch Messung der Absorption bei 260 nm und
280 nm bestimmt. Durch Restriktionsverdau konnte bei Bedarf die erfolgreiche Ligation

tiberpriift werden.

Losung I: 50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
Losung II: 0,2 M NaOH, 1% SDS

Losung III: 60% (v/v) 5 M KAc, 11.5% (v/v) Essigsdure, pH 4,8
TE-Pufter: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; | mM EDTA

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der exponentiellen Amplifikation ausgewihlter DNA-Fragmente. Dazu
wurden 100-200 ng der zu amplifizierenden DNA (wahlweise Plasmid-DNA, Schabengehirn-
cDNA oder eine A-Uni-ZAP™ XR-cDNA-Bibliothek von Periplaneta americana-Gehirnen,
zur Verfiigung gestellt von PD Dr. A. Baumann) in einem 50 pl-Ansatz mit 1x
Reaktionspuffer, je 200 nmol sequenzspezifischen Oligonukleotiden (,,Primer*), 400 uM
jeden dNTPs (Amersham Bioscience) und 2,5 U Tag-DNA-Polymerase (Peqlab) angesetzt.
Dieser Ansatz wurde im Thermocycler (Biometra) folgendem Temperaturprogramm
unterzogen: 1x Denaturierung 150s bei 94°C; 35x Denaturierung 40s bei 94°C,
Primeranlagerung (,,annealing®) 40s bei 55-65°C, Elongation 60s pro kb bei 72°C; 1x
abschlieBende  Elongation 10 min bei 72°C; Kiihlung 4°C. Die Produkte wurden
elektrophoretisch  aufgetrennt und bei Bedarf eluiert. Uber die Primer konnen
Restriktionsschnittstellen eingefiihrt werden. Die Fragmente konnten dann mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und in geeignete Plasmid-Vektoren

ligiert werden. Eine Auflistung der verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang.

10 x Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 500 mM KClI, 0,1 % Tween 20, 15 mM MgCI2
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2.2.8 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Fiir die Synthese von cDNA wurde zuerst aus préiparierten Gehirnen von P. americana mit
dem Trizol™ LS-Reagenz (Gibco) die Gesamt-RNA isoliert. Gesamt-RNA enthilt zu 1-5%
poly(A)"-mRNA. Diese wurde im Anschluss mit dem Mikro Fast Track 2.0 Kit (Invitrogen)
entsprechend des Protokolls des Herstellers aufgereinigt. Die RNA-Konzentration wurde
photometrisch bestimmt. Die reverse Transkription erfolgte mit dem ,reverse transcription
system‘ von Promega. In einem ersten Schritt wurde die RNA fiir 10 min bei 70°C denaturiert
und dann auf Eis abkiihlt. Ein Reaktionsansatz enthielt: 4 ul 25 mM MgCly; 2 ul 10x RT-
Puffer; 2 ul 10 mM dNTP-Mix; 0,5 ul RNasin® Ribonuclese inhibitor; 15 U AMV Reverse
Transcriptase (High Conc.); 0,5 pg Oligo(dT)15 Primer oder zufillig synthetisierte (random)
Primer und 1 pg mRNA (H,O bidest. ad 20 pl). Der Ansatz wurde 1 h bei 42°C inkubiert und
die Reaktion anschliefend 5 min bei 95°C und 5 min auf Eis gestoppt. Die cDNA wurde mit
1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. Ethanol (abs.) prézipitiert und in Wasser (bidest.)
geldst. Die cDNA wurde als femplate fiir die PCR verwendet.

2.2.9 Schritte der Sequenzbestimmung/ Genklonierung

1) Einsatz von degenerierten Primern

Fiir die Schabe P. americana ist das Genom noch nicht entschliisselt worden, was eine
Identifizierung der Genen in silico nicht zuldsst. Da die Rezeptoren fiir biogene Amine z. T.
sehr stark konservierte Sequenzbereiche aufweisen, bot sich der Einsatz von degenerierten
Oligonukleotidprimern an. Degenerierte Primer stellen ein Gemisch unterschiedlicher Primer
dar, die mit ihrer Sequenz mehrere mogliche Tripletts abdecken. Die Primer wurden auf zuvor
fiir 10 min bei 96°C denaturierten Eluaten der 2-Uni-ZAP™ XR-cDNA-Bibliothek verwendet
und deckten Sequenzbereiche Transmembrandoméinen VI bzw. VII ab. Ein PCR-Ansatz
(50 pul) enthielt neben 20 ul Eluat 1x PCR-Reaktionspuffer je 2 uM Primer, 400 uM jeden
dNTPs, sowie 2,5 U Tag-DNA-Polymerase (Peqlab). Dieser Ansatz wurde im Thermocycler
(Biometra) folgendem Temperaturprogramm unterzogen: 1x 150 s 94°C; 35x 40 s 94°C, 40 s
bei 55-65°C, 30s bei 72°C; 1x 10 min 72°C. Um eventuell unspezifisch amplifizierte
Produkte von den gesuchten unterscheiden zu koénnen, wurde eine ,nested PCR* mit
eingeriickten Primern durchgefiihrt. Die Produkte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, bei

Bedarf eluiert, ligiert und sequenziert (AGOWA, Berlin).

10 x Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 500 mM KCI, 0,1 % Tween 20, 15 mM MgCI2
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i) Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Die in den nichsten drei Abschnitten beschriebenen Arbeiten sind im Labor von PD Dr. A.
Baumann in Jiilich durchgefiihrt worden.

Fiir das Durchmustern einer cDNA-Bibliothek von Periplaneta americana wurden DNA-
Fragmente mit der random priming-Methode radioaktiv markiert. Von einem Plasmid, das
Fragmente enthielt, die zuvor mit degenerierten Primern aus cDNA gewonnen wurden,
wurden 100 ng in Gegenwart von Zufallsdecameren (,,;andom primers*, Invitrogen) 10 min
bei 95°C denaturiert. Die nachfolgenden Markierungsreaktion (Endvolumen 25 ul) erfolgte
mit dem DECAprime Kit (Ambion) nach dem Protokoll des Herstellers. Dabei benutzt die
DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) die Oligonukleotide als Startpunkte flir die DNA-
Neusynthese und baut gleichzeitig radioaktiv markiertes 5‘-[o-**P]- Desoxycytidin in die
DNA ein. Zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide wurde der Markierungsansatz iiber

eine Sephadex-G-75-Sdule (Amersham Bioscience) gereinigt.

1i1) Durchmustern einer cDNA Bibliothek

Die radioaktiv markierte Sonde wurde fiir das Durchmustern einer cDNA-Bibliothek in A-
ZAPII-Vektoren verwendet. Von dieser Bibliothek wurden Filterabziige hergestellt. Die
Hybridisierung der Filter erfolgte unter maBig reduzierter Stringenz in 5x SET, 5x Denhardts-
Losung, 100 pg/ml autoklavierter Heringssperma-DNA, 0,1% SDS, 10° cpm/ml radioaktiv
markierter Sonden-DNA {iiber Nacht bei 59°C im Rotorofen (Biometra). Die Filter wurden
zweimal fiir 30 min in 2x SET, 0,1% SDS bei 65°C gewaschen. Die Rontgenfilme wurden
iiber Nacht zusammen mit Verstirkerfolien belichtet. Positive Rekombinanten konnten an
Hand des Filmes Plaqueregionen auf den Agarplatten zugeordnet und isoliert werden. Die
Phagen wurden in SM'-Puffer eluiert und verschiedene Verdiinnungen zur Vereinzelung
ausplattiert. Daflir wurden 50 pl Bakterienzellen fiir 15min 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 dieser Phagen-Platten
wurden fiir einen Feinscreen (unter den gleichen Bedingungen wie oben) verwendet. Nach der
Verifizierung positiver vereinzelter Klone durch Audioradiografie wurde die Plasmid-DNA

durch ..in vivo excision* 1soliert.

20x SET: 3 M NaCl, 0,4 M Tris-HCI, pH 7,5, 0,02 M EDTA
100x Denhardts-Losung: 2% (w/v) BSA, 2% (w/v) Ficoll 400, 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
SM"-Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 10 mM MgCl,,10 mM CaCl,,
0,05% (w/v) Gelatine
Top-Agarose: LB-Medium mit 10 uM MgSO, und 6 g/l Agarose
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iv) In vivo excision

Vom Eluat eines vereinzelten A-Zap II-Phagen-Klons wurden 100 pl mit 200 pul kompetenten
Mg2+ XL1-Blue-Zellen (ODgpo/ml = 10) und 1 pl des Helferphagen R 408 (Stratagene)
versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Die Ansétze wurden fiir 3 h bei 37°C in YT-Medium
inkubiert. AnschlieBend 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 aufgenommen. 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.

2x YT-Medium: 16 g/l Bacto Trypton, 10 g/l Bacto Yeast Extract, 10 g/l NaCl, pH 7,0
Mg2+ XL1-Blue Zellen: Aufzucht in LB-Medium, 0,2% Maltose, 10 uM MgSO,

v) Rapid amplification of cDNA ends (RACE-PCR) und Vollldngenklonierung

Fiir die Aufklarung der cDNA-Sequenzen am 5’- und 3’-Ende wurden RACE-Kits zweier
Anbieter verwendet. Um die fehlenden Sequenzen am 3’-Ende zu erhalten, wurde das ,,5°/3’
RACE Kit, 2" Generation® von Roche verwendet. Im ersten Schritt wurde ¢cDNA in einem
20 ul groBBen Reaktionsansatz synthetisiert (4 ul 5x cDNA synthesis buffer, 2 pul
deoxynucleotide mixture, 1 ul oligo dT-anchor primer, ca. 1 pg mRNA, 1 pl Transcriptor
reverse transcriptase; 55°C 60 min, 85°C 5 min). In der anschlieenden PCR-Reaktion wurde
ein genspezifischer Primer zusammen mit einem PCR-anchor primer eingesetzt, um aus der
noch unspezifisch retranskribierten cDNA genspezifische Fragmente zu erhalten. Die
Fragmente wurden bei Bedarf durch eine sog. ,,nested PCR*, d.h. eine PCR mit weiter in den
schon bekannten Sequenzbereich eingeriickten Primern, bestdtigt, anschlieBend TA-kloniert
und sequenziert.

Das ausstehende 5’-Ende lieB sich mit dem ,,SMART™ RACE ¢DNA amplification Kit“
(Clontech) vervollstindigen. Eine besondere Reverse Transkriptase (Powerscript RT) mit
integrierter Terminaltransferase-Aktivitit ermoglicht eine hohe Ausbeute von vollstindiger
cDNA, die neben der Klonierung des 5’-Bereiches mit einem nahe gelegenen genspezifischen

Primer (GSP), auch die Volllingenklonierung ermdglicht. Dazu wurden 2 GSPs, der eine 5°-
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vom Start gelegen, der andere 3’- vom Stopkodon gelegen, eingesetzt (genauere Ausfithrung
in der Anleitung des Herstellers). Fiir die RT-Reaktion wurden 1 pg mRNA (ca. 1-3 pl) mit je
1 ul 5°CDS Primer und BD SMART II A Oligo gemischt. Der Ansatz wurde 2 min auf 70°C
erwdrmt, danach kurz auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden 2 pl 5x First-Strand Buffer,
I ul 20 mM DTT, 1 ul 10 mM dNTP Mix und 1 pl PowerScript RT dazugegeben und der
Ansatz abschlieBend fiir 90 min bei 42°C inkubiert. Die so gewonnene cDNA wurde in 250 pl
Tricine-EDTA-Puffer verdiinnt und dann direkt fiir die nachfolgende PCR verwendet. Dazu
wurden folgende Losungen zusammengegeben: 34,5 ul Wasser (bidest.), 5 pul 10x BD
Advantage 2 PCR Puffer, 1 ul 10 mM dNTP Mix, 1 pl 50x BD Advantage 2 Polymerase Mix,
2,5ul cDNA, 5 pul Universal Primer Mix (UPM) und 1 ul GSP. Das vom Hersteller
vorgeschlagene ,,TouchDown PCR* Programm wurde iibernommen. Die amplifizierten
Fragmente konnten durch ,,nested PCR* mit eingeriickten GSPs oder dem Nested Universal

Primer (UPM) iiberpriift werden. Zuletzt wurden sie TA-kloniert und sequenziert.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Proteinbestimmung

Proteinmengen wurden mit dem Roti-Nanoquant-Reagenz (Roth) nach Angaben des
Herstellers bestimmt. Mittels einer Eichgerade mit BSA (1-10 pg in Wasser (bidest.)) wurden
die Konzentrationen der Proben durch Messung der Absorption bei 590 bzw. 450 nm

ermittelt.

2.3.2 SDS-PAGE

Proteine lassen sich unter denaturierenden Bedingungen mittels eines SDS-Polyacrylamid-
Gel-Elektrophorese-Systems (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) der GréBe nach auftrennen.
In der Regel wurden diskontinuierliche Gele (Trenngel 10-14% Acrylamidldsung (Roth),
Sammelgel 3% Acrylamidlosung) verwendet. Fiir die Préparation der Proteine aus dem
Gehirn der Schabe wurden 2 Gehirne in 200 pl 1x SDS-Probenpuffer (Roth) homogenisiert,
unldsliche Bestandteile wurden im Anschluss abzentrifugiert (10 min 13000 rpm, Biofuge

pico). Die aufzutrennenden Proben wurden vor dem Auftragen (5-10 ul) abschlieBend 10 min
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bei 95°C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 60 mV im Sammelgel
und 130 mV im Trenngel. Je nach weiterer Verwendung wurden die Gele danach mit
Coomassie G250 (Serva) gefarbt oder die Proteine auf Nitrozellulosemembranen transferiert.
Als Molekulargewichtsstandard dienten LMW (Low Molecular Weight, Dalton Mark VII - L
Sigma) und HMW (High Molecular Weight Standard Mixture, Sigma).

Acrylamid-Losung: 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/HCI, 250 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,8

Coomassie-Férbelosung: 0,1% (w/v) Coomassie G250, 50% (v/v) Methanol, 20% (v/v) Essigsdure
Entféarbelosung: 10% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsdure

2.3.3 Western-Blotting

Proteine konnen in einem elektrischen Feld aus einem Acrylamid-Gel heraus auf eine
Nitrozellulose-Membran (Protran nitrocellulose transfer membrane, Schleicher & Schuell
BioScience, Dassel) tlibertragen werden (,,Blotting*). Hierfiir wurde das Semidry-Verfahren
in einem diskontinuierlichen Puffersystem angewendet. Auf der Anode der Blotkammer
wurden Filterpapiere (Amersham Bioscience), Membran und Gel wie folgt aufeinander
geschichtet: befeuchtete Filter, 6x in Anodenpuffer I; 3x in Anodenpuffer II;
Nitrozellulosemembran; SDS-Gel; befeuchtete Filter 9x in Kathodenpuffer. Der
Proteintransfer erfolgte fiir 90 min bei 54 mA pro Gel. Der Erfolg 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-Hexansdure, 20% (v/v) Methanol, pH 7,6

2.3.4 Immundetektion

Proteine konnen auf den Nitrozellulose-Membranen mittels Antikérpern spezifisch detektiert
werden. Dazu wurden als erstes unspezifische Bindungsstellen auf der Membran mit 5%
(w/w) Milchpulver/Wasser fiir 30 min abgesattigt, anschlieBend wurde der Blot fiir 3 h bei
Raumtemperatur mit dem entsprechend in TBST verdiinnten Antikorper inkubiert.
Ungebundene Antikorper wurden mit TBST 3x 5 min ausgewaschen. Die Blots wurden mit
dem sekundiren, Peroxidase-markiertem Antikdrper in entsprechender Verdiinnung bei

Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert, erneut 3x gewaschen und kurz mit Wasser (bidest.)
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gespiilt. Die durch eine ECL-Entwicklerlosung (Pierce) hervorgerufene Chemilumineszenz

wurde auf X-OMAT-AR-Filmen (Kodak) detektiert.

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

2.3.5 Reinigung eines Antiserums
1) Prokaryotische Expression von Proteinen

BL21-Zellen wurden zundchst mit den gewiinschten Expressionsvektoren transformiert. Von
dieser Transformation wurden 5 ml-Vorkulturen (LB-Medium + Antibiotikum) angesetzt.
Hieraus wurden 250 ml grof8e Hauptkulturen angeimpft und bis zu einer ODgyp von 0,4—0,8
im Warmluftschiittler bei 37 °C wachsen gelassen. Durch Zugabe von 1 mM IPTG wurde die
Proteinysnthese induziert. Nach weiteren 3 h bei 37°C wurden die Zellen fiir 10 min bei
5500 rpm pelletiert. Das Pellet wurde je nach Reinigungsprotokoll in 2-5 ml TE-Puffer (fiir
MBP-Fusionsproteine) bzw. Binde-Puffer (fiir HisTag Fusionsproteine) resuspendiert und mit
einem Stabsonifizier 3x 30 s sonifiziert. Das Lysat wurde zentrifugiert (10 min; 15000 rpm,
4°C), um die unldslichen Bestandteile des Aufschlusses abzutrennen. Aliquots der 19slichen
und unldslichen Fraktion (das gesuchte Peptid kann auch im Pellet in unldslicher Form
auftauchen), die vor bzw. nach der Induktion abgenommen wurden, wurden im Anschluss

durch SDS-PAGE analysiert.

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA
Binde-Puffer: 10 mM Imidazol, 50 mM NaPO,, 300 mM NaCl, 1 mg/ml Lysozym

i1) Reinigung von MBP-Fusionsproteinen

Der Expressionsvektor pMal-c2X versieht bei der Proteinexpression das synthetisierte Peptid
mit einem N-terminal gelegenen Maltose-Bindeprotein (MBP, kodiert durch das malE-Gen).
Dies ermoglicht eine affinitdtschromatographische Reinigung des Peptides mittels einer
Amylose-Matrix (NEB). Hierfiir wurde eine leere Plastiksdule (Biorad) mit 50% Séaulenmatrix
bis zu einem Sdulenvolumen von etwa 3 ml befiillt und diese mit 5x Sdulenvolumen TE-
Puffer dquilibriert. Das zuvor mit TE-Puffer 1:5 verdiinnte Lysat wurde auf die Séule
gegeben, die Sdule im Anschluss mit 10x Sdulenvolumen Sédulenpuffer gewaschen und zuletzt

das Peptid mit 5 ml maltosehaltigem Elutionspuffer zu je 1 ml-Aliquots eluiert. Der Erfolg
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der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE {iberpriift. Von dem so gewonnenen Protein wurden
200-500 pg zur Immunisierung von zwei zuvor auf Kreuzreaktivitit gegen das MBP-
Fusionsprotein getestete Kaninchen verwandt (Fa. PINEDA, http://www.pineda-abservice.de,

Berlin).

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

1i1) Reinigung von His-markiertem Fusionsprotein

Der Expressionsvektor pET - 30a versieht bei der Proteinexpression das synthetisierte Peptid
mit einem N-terminal gelegenen polyHis—haltigem Peptid. Dies ermdglicht ein
affinititschromatographische Reinigung des Peptides mittels einer Ni*"-Matrix (His-Select
HF-Nickel Affinity gel system, SIGMA). Hierfiir wurden 2 ml zuvor mit Wasser (bidest.)
gewaschene und mit 5 ml Binde-Puffer vordquilibrierte Sdulenmatrix 1 h mit 5 ml Zelllysat
bei 4°C leicht geschiittelt. Der Uberstand wurde verworfen, die Matrix mit 2x 10 ml
Waschpuffer gewaschen. Die Matrix wurde in 5 ml Waschpuffer aufgenommen und in eine
Plastiksiule (Biorad) gegeben. Das Protein wurde dann in 2 ml Elutionspuffer eluiert. Der
Erfolg der Reinigung wurde mit SDS-PAGE iiberpriift, das Protein selbst im Anschluss gegen
Kopplungspuffer dialysiert.

Binde-Puffer: 10 mM Imidazol, 50 mM NaPQ,, 300 mM NaCl, 1 mg/ml Lysozym
Waschpuffer: 20 mM Imidazol, 50 mM NaPO4, 300 mM NaCl
Elutionspuffer: 250 mM Imidazol, 50 mM NaPO4, 300 mM NaCl

iv) Reinigung des Antiserums

Zur Reinigung der polyklonale Antikorper wird das His-markierte Peptid kovalent auf einer
HiTrap Sdule (HiTrap NHS-activated HP, Amersham) {iber enthaltene Aminogruppen
gebunden. Hierzu wurde die Sdule zunidchst mit I mM HCI gewaschen und im Anschluss das
Peptid im Kopplungspuffer fiir ca. 30 min langsam mit einer Spritze wiederholt {iber die Séule
gegeben. Freie reaktive Gruppen wurden mit Etanolamin abgesittigt (3x 2 ml Puffer A; 3x
2 ml Puffer B; 3x 2 ml Puffer A; 30 min Raumtemperatur, 3x 2 ml Puffer B; 3x 2 ml Puffer
A; 3x 2 ml Puffer B; 2 ml Startpuffer; 2 ml Lagerungspuffer).

Vor Beginn der eigentlichen Reinigung wurde die Sdule zunédchst mit 10 ml Startpuffer
dquilibriert, bevor das 1:5 mit Startpuffer verdiinnte Serum (50 ml) mit einer Peristaltikpumpe
in einem Kreislauf (1 ml/min) {iber Nacht bei Raumtemperatur iiber die Sdule gepumpt

wurde. Am nidchsten Tag wurde unspezifisch gebundenes Protein mit weiteren 10 ml
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Startpuffer aus der Sédule ausgewaschen, die Elution erfolgte zuletzt mit 3 ml stark saurem
Elutionspuffer. Die jeweils 500 pl groBen Aliquots wurde dabei sofort durch vorgelegte 60 pl
1 M Tris pH 9 neutralisiert, um die Antikdrper zu renaturieren. Der Erfolg der Elution wurde
mit einem Tropftest und anschlieBender Ponceaufarbung tiberpriift. AbschlieBend wurde die
Sdule fiir die Lagerung mit 10 ml Startpuffer redquilibriert, dann unter Lagerungspuffer im
Kiihlschrank aufbewahrt.

Kopplungspuffer: 0,2 M NaHCOs, 0,5 M NaCl pH 8,3

Puffer A: 0,5 M Ethanolamin, 0,5 M NaCl pH 8,3

Puffer B: 0,1 M NaAc, 0,5 M NaCl pH 4

Lagerungspuffer: 0,05 M Na,HPOy, 0,1% NaN; pH 7

Startpuffer: 75 mM Tris-HCI pH 8
Elutionspuffer: 0,1 M Glycin HCI, 0,5 M NaCl pH 2,7

v) Prdabsorption

Um die Spezifitit des affinitdtsgereinigten Antikorpers zu testen, wurde der primaére
Antikorper vor der Inkubation mit dem Western Blot mit einem spezifischen Antigen (das fiir
die Immunisierung verwendete Fusionsprotein) inkubiert. Das Fusionsprotein wurde in
Konzentrationen von 5-15 pg/ml eingesetzt, die Antikdrper damit liber Nacht bei 4 °C
préabsorbiert.

In einem weitern Ansatz wurde 1 ml des mit Startpuffer (s.0.) vorverdiinnten Antikorpers auf
die Sdule mit dem immobilisierten Antigen gegeben und iiber Nacht prdabsorbiert. Am
nichsten Tag wurden mit 1 ml Startpuffer nichtgebundene Antikorper eluiert und in den

Western Blots eingesetzt.

2.4 Heterologe Expression in HEK 293-Zellen

2.4.1 Expressionsvektorkonstruktion

Fiir die Expression des Rezeptors in einer eukaryotischen Zellkultur wurden der kodierenden
cDNA zuerst am 5’-Ende und am 3’-Ende durch PCR mit spezifischen Primern weitere
Sequenzen angefiigt. Direkt vor dem Startkodon wurde eine Kozak-Sequenz (Kozak, 1984)
angefiigt, um eine eukaryotische Expression zu ermdglichen. Das 3°-Ende wurde mit einer
zusitzlichen Hidmagglutinin-A-kodierenden Sequenz (YPYDVPDYA) versehen, was eine
Detektion des Rezeptors mit einem kommerziell erhéltlichen a-HA-Antikorper ermdglicht.

AbschlieBend wurde die so vorbereitete cDNA in den eukaryotischen Expressionsvektor
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pcDNA3.1(+) tber die durch die Primer angefligten Schnittstellen ligiert und nach einer
anschlieenden Plasmidpriparation im Midi-MaBstab zur Transfektion der Zellkulturzellen

verwandt.

2.4.2 Herstellung stabiler Zelllinien

Die hier beschriebenen Arbeiten sind im Labor von PD Dr. A. Baumann in Jiilich
durchgefiihrt worden.

Zur Transfektion exponentiell wachsender HEK (human embryonic kidney cells) 293-Zellen
(2x 10° Zellen in 5 cm Petrischalen) wurden ~8-10 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Sie erfolgte
durch die Methode der Calciumphosphatprézipitation (Chen und Okayama, 1987). Die Zellen
wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, am nichsten Tag die Prizipitate entfernt und 2x 10*
Zellen erneut ausgesit. Am nichsten Tag wurden die Zellen in antibiotikumhaltiges Medium
(MU2 + 1 mg/ml Gentamycinsulfat G418) iiberfiihrt. Einen Tag spdter wurde die
Antibiotikumkonzentration auf 1,2 mg/ml erhdht, einen weiteren Tag spiter wieder auf 1
mg/ml reduziert, um so erfolgreich transfizierte Zellen zu selektieren. Uber etwa 14 Tage
wurden nun positive Klone selektiert und in Multiwellschalen vermehrt, das Medium wurde
jeweils alle drei Tage gewechselt. Zuletzt wurde die Antibiotikumkonzentration bei eindeutig

positiven Klonen auf 0,8 mg/ml reduziert.

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

2.5 Immunhistologische Untersuchungen

2.5.1 an Schnitten

1) anti-PeaTyr Antiserum

Das gereinigte Antiserum wurde auf Vibratomschnitten fiir die Detektion des
Tyraminrezeptors eingesetzt. Das Gehirn einer Schabe wurde unter kalter Tris-Puffer (Losung
A 50 mM, pH 7,5) prépariert und iiber Nacht mit 4% Paraformaldehyd in PBS bei 4°C fixiert.
Am nichsten Tag wurde das Gehirn mit Losung A 3x 15 min gewaschen und anschlieBend in
18% Gelatine eingebettet. Nachdem der Gelatineblock ausgehirtet war, wurde er mit einem
Skalpell getrimmt. AnschlieBend wurden unter Losung A mit einem Vibratom 50 um dicke

Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden in einer kleinen Petrischale im Wasserbad (50-



Kapitel 2: MATERIAL UND METHODEN 30

60°C) 2x 10 min lang aus der Gelatine herausgelost und danach 2x 10 min mit Losung A
gewaschen. Noch unvernetzte Aldehydgruppen des Fixativs wurden mit 50 mM NH4Cl
10 min lang umgesetzt, die Schnitte im Anschluss erneut 3x 10 min mit Losung A gewaschen.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation fiir 90 min mit Blockierlosung
(Losung A + 3% NGS, 0,5% Triton X 100) abgesattigt. AbschlieBend wurden die Schnitte
iiber Nacht mit 1/40 verdiinntem Antiserum inkubiert. Die Schnitte werden 3x 15 min mit
Losung B gewaschen und mit in Losung B verdiinntem sekundéren Antikorper (goat anti
rabbit CY3 1:200) fiir 3 h inkubiert. AbschlieBend wurden die Schnitte erneut 3x 15 min mit

Losung B gewaschen und unter 50 % Glycerol eingedeckelt.

Losung A: 50 mM Tris HCI pH 7,5
Losung B: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 8,5 g/l NaCl

i1) anti-Tyramin Antikdrper (Chemicon)

Fiir den immunhistologischen Nachweis von Tyramin wurde eine andere Fixierung des
Gewebes durchgefiihrt. Die Gehirne wurden zunéchst unter Fixativ (5% Glutaraldehyd; 0,1 M
Phosphatpuffer pH 7; 10 mM Ascorbat) freipripariert und 45 min vorfixiert. Danach wurden
die Gehirne aus der Kopfkapsel herausprépariert und iiber Nacht bei 4 °C fixiert. Das weitere
Protokoll entspricht dem fiir das a-PeaTyr Serum, Statt NH4Cl wurde 0,1% NaBHj;

verwendet, der primire Antikérper wurde 1/2000 verdiinnt.

2.5.2 an intakten Speicheldriisen

Intakte Speicheldriisen wurden unter kaltem PBS pripariert und anschlieBend 2 h fixiert
(Rezeptormarkierung: 2,5% Paraformaldehyd, 75 mM Lysin-HCl, 10 mM Natriumperiodat,
200 mM  Saccharose in 100 mM Phosphatpuffer pH 7; Tyraminmarkierung: 2%
Glutaraldehyd, 0,2% Pikrinsdure, 3% Paraformaldehyd, 200 mM Saccharose, 10 mM
Ascorbat in 100 mM Phosphatpuffer pH 7). AnschlieBend wurden sie 3x 10 min in PBS
gewaschen. Glutaraldehyd fixierte Praparate wurden 10 min mit 0,1% NaBHj; behandelt und
erneut 3x 10 min mit PBS gewaschen. Bei beiden Fixierungen wurden die Speicheldriisen
15 min mit 0,01% Tween 20/PBS, 15 min mit 50 mM NH4CIl/PBS, 15 min mit PBS und
90 min mit Blockierlosung (1% NGS; 0,8% BSA und 0,5% Triton X100) inkubiert. Die
Priparate wurden iiber Nacht mit dem primdren Antikérper (1/40 fiir den aRezeptor-

Antikorper) in Blockierlosung inkubiert Die Speicheldriisen wurden 3x 10 min mit PBS
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gewaschen und 2 h mit dem sekundéren Antikorper (goat anti rabbit-Cy3 1/200) inkubiert.
Fiir eine Doppelmarkierung wurde an dieser Stelle 1/1000 Phalloidin AlexaFluor® 488 mit
zum sekundiren Antikorper gegeben. Zuletzt wurden die Driisen erneut 3x 10 min gewaschen

und unter Moviol und zwei Abstandshaltern aus Glas eingedeckelt.

2.6 Bioinformatische Methoden

Fiir Sequenzrecherchen und BLAST-Analysen standen die online-Datenbanken des National
Center of Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/index.htl)
zur Verfligung, weitere Werkzeuge (z.B. DNA-Translation, Restriktionsuntersuchungen,
Motifidentifikationen, Hydropathieprofile) befinden sich auf der Seite www.expasy.org.
Cluster-Analysen wurden mit dem Programm ClustalX (Version 1.81; Thompson et al., 1997)
durchgefiihrt und die Ergebnisse mit TreeView (Version 1.6.6; Page, 1996) dargestellt.
Allgemeine Anwendung (z.B. Archivierung, Verwaltung und Darstellung der
Sequenzierungsdaten, Sequenzalignments) fand das Programm BioEdit (Version 5.0.9.; Hall,

1999).
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Kapitel 3:

Ergebnisse

3.1 Isolierung der Peazyr! cDNA

Um erste Sequenzinformationen putativer Aminrezeptoren aus der Schabe Periplaneta
americana zu erhalten, wurden PCRs mit degenerierten Primern durchgefiihrt. Ein
Sequenzvergleich verschiedener bereits bekannter Aminrezeptoren von Invertebraten zeigt
grofle Bereiche konservierter Sequenz, besonders in den Transmembrandoménen. Es wurden
degenerierte Primer erstellt, die in die Bereiche der TM VI und TM VII anlagern konnten.
Mit diesen gelang es, aus einer P. americana cDNA Bibliothek Fragmente von etwa 100 bis
150 bp zu amplifizieren. Die PCR-Fragmente wurden kloniert und sequenziert. Eine
anschlieBende BLAST-Analyse dieser Fragmente zeigten hohe Ahnlichkeit unter anderem zu

bekannten Dopamin - und Tyraminrezeptoren (Feng et al., 1996; Blenau et al., 2000).

AmMDOP1 266 -—-----—--—----- (elvhaltel/1aT, TS v|3BC VNIV TS Y@K - - TBSGR--AFQVL T[Nepqs g~ FIMLTRRYS T FNT 330
AmDOP2 310 NNFSLSRKLAKFAKMK fei 1 vilie \ IJVIR4ACIHSR 395
AmTYR1 312 -—---- 386
AmOA1l 433 GKRNIKAQVKRFRMAT 515
Am5-HT7 347 NSPHQKKLRFHLAKER 432
5'-0ligo TM6F: CWLPFF 3'-0ligo TM7RO: WLGYFN
v WI
3'-0ligo TM7R1: NPVIYT
I A
3'-0ligo TM7R2: NPVIYTIF
I A
S
3'-0ligo TM7R3: NPVIYTCW
I A

S

Abb. 3.1: Der Einsatz von degenerierten Primern ermoglicht eine PCR ohne vorherige Kenntnis der
genauen Nukleotidsequenz. Dargestellt ist ein beispielhafter Sequenzvergleich verschiedener Aminrezeptoren
der Biene Apis mellifera: AmDOP1 = DA-Rezeptor 1 (Blenau et al., 1998), AmDOP2 = DA-Rezeptor 2
(Humphries et al, 2003), AmTYR1 = Tyraminrezeptor 1 (Blenau et al, 2000), AmOAl =
Oktopaminrezeptor 1 (Grohmann et al, 2003), Am5-HT; = 5-HT; - Rezeptor (Schlenstedt et al, 2006).
Ausgehend von den konservierten Bereichen lassen sich Primergemische synthetisieren, die alle moglichen
Triplets der unterschiedlichen Sequenzen enthalten. Modifizierte Abbildung nach Walz et al. (2006).

Im Falle des putativen Tyraminrezeptors war es mdglich, mit Hilfe von weiteren
degenerierten Vorwérts - Primern, die sich an Bereiche innerhalb der TM II anlagern, und

sequenzspezifischen Riickwiérts - Primern, die sich an Bereich innerhalb der TM VII anlagern,
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etwa 1000 bp groBe Fragmente zu amplifizieren. Diese Fragmente wurden als Sonde fiir das
Durchmustern einer P. americana cDNA Bibliothek genutzt. Positive Klone wurden durch ,,in
vivo excision® isoliert und anschlieBend sequenziert. Ein vollstindiger Klon konnte nicht
isoliert werden. Ein Klon enthielt den vollstindigen 3°- Bereich und einen Teil des 3’
untranslatierten Bereiches (UTR). Das noch unvollstindige 5°’- Ende der kodierenden cDNA
inklusive des Startkodons konnte mit Hilfe von einer 5> SMART RACE PCR amplifiziert
werden. Auch dieses Fragment wurde kloniert und sequenziert. Mit Primern, die innerhalb der
5’- und 3’ UTRs kurz vor dem Start- bzw. hinter dem Stopkodon anlagern, konnte ein

Fragment, das den gesamten codierenden Bereich umfasst, isoliert werden.

5 UIRATG - I Stop 3'UTR
1 Dl Peatyr A
< D2
2. D3> Peatyr B
<1
3. Peatyr C
4, NUES, Peatyr D
<2
5. = Peatyr] cDNA

GAAGTTCTTGAAATCTAATAGTAGACTATACTATTGTTGATAAGTAGTTCAAATTAATTTCTTATAAACATATGCTGTTGTTGCAGTAGT -97
CATAAATATTTATTGTTTTATTCTCTAAAACGATCTTAGACATTGATTTCCATAGTGAAGAGTAAGATTTGAATAGGATTATTAAAAGCT -6

ACAAAEEEGCAGGCGGTAAGACAGAAAACTCCATCAAAAACTGCTCACTAAGCAACATTACATATGACAGTATTCTAGGCATTCAGATTG +84
CTATACCAGAATGGGAAGCAACCATCGCGGCCATAATTCTGTCCTTGATTATTGTGTCAACACTGGTTGGGAATATTCTCGTCATCCTGA +174
GCATATTTACTCACAAACCTCTACGGACAGTGCAGAATTACTTCTTAGTGTCACTGGCTGTGGCCGATCTGACTGTCGCAGTCTTAGTTA +264
TGCCCTTAAATATAGCTAATTTGATTATAGGGCATTGGGATTTTGGCATCTTCCTCTGTAAAATGTGGCTGACATGTGACATACTCTGCT +354
GTACAGCATCGATTTTAAATTTGTGTGCAATAGCTTTGGATCGGTACTGGGCAATAACGGATCCTCTCAACTACGCACAGAAAAGAACTC +444
TGGGACGTGTACTTTGGATGATTGGAGGAGTGTGGGTTTTGTCAGCAATAATCAGTTCCCCACCGCTAGTGGGATGGAATGATTGGTCTG +534
CGACTTTCGACTCAAACGCTCAATGTGAGCTAACCAAGGAGCAGGGATATGTTGTATACTCTTCTCTAGGATCTTTTTATATACCACTGT +624
TCATCATGACAATTGTTTACGTCGAGATATTCATTGCAACAAAAAGAAGACTCAAAGAAAGGGCACGAGCATCAAAACTGAGCATCGTAA +714
AGTATAATCGCCCTCAAAACATACAACTAGAACTTGAGTCTGGAAATAGCGACGTCATTCAAGAAAACCCTGATGGTGAAAACGCCGGTA +804
ATGGCAAGAGACGTAATTCCAAAAAGGGCATCTTCAGCAGTTTAGGATCATTCAGAGAAAAATATTTCAAAAAGCGTTCTATATCCATCG +894
AAGAATCTATCACTGATGTAGAAATCCCTCCCCTGAATCAGACACCGACTGGAAATGTAGCTACTACTCCATTAGAATCGTCTTCGCCAA +984

AAAGTCCAAACGGTACAGAGAAAGGTGGGAACTCCAGCTTGAAGAGACGGCCGCGGAACAAGCCTCCAGTCGATATGGGCAAAAGGATAT
CGCTGTCGAAGGAGAGACGTGCTGCCAGGACACTTGGCATCATCATGGGCGTGTTTATGGTGTGCTGGCTGCCATTCTTTCTGCATTACG
TGATTGAGCCTTTTTGCGATTCTTGCTGTTCTACTCCAAGATTGGTATATTTTATAACATGGCTGGGCTATGTCAACTCGGCTCTAAATC
CTGTCATTTACACCATATTTAACTTGGACTTCAGGCGAGCCTTCAAGAAACTTCTGCGAATCTCATCCMACTCGTATAAAATTATTGG
TGTCAACAAACCATTGTCGTTGAGAAGACTTCATCAGGAATATTAAGTGCTATTTTGGTGATTTCTGCTGAAAGTCTTAACCGTAGTGAA
AGTGAAATATATTTACTATGCATCAAAACATTTACTTCGTAGATAATTATTAGTGTTCATAACTACATTCAAACAAAAGAATATTTGAAC
AATCTTCTTTTGGATATGTTGTGAGAAGAAAACTTTCTGGAAATCTATTATTGTTATTAAGATTTTGTACATACTATTTCTAAAATAGGT
GCATAAAATAATTTATAACTATGTATGCTAACAGCAAATTAAGGACCTATATTGTTGTAAGTTTGAAAGAGAATTCTACGAAAGTGTTTC
GTGTTTGTGACATTTTAAACAGTGATGAAGATGACATTTCACTTACTTTAATTTGGCTTTCATAGTGTCTACGAAAGTGTTTACTCAAAT
ATTAACTGCAGTTTTTTTTAAATCTAGTATTGTGGCATAATTTGTATGACTGAATGTGATAAAGATTGTGAAATTAACACTCTGAAAGGA
TTTAACAAGTGTGTCCCTATTATGTGGATTTAAAATACCGAGTAGTTTATTTCATGAACGATTCTTCTCGGAATATTTCCAGTGTGTGTC
CAGTGAAATTTTGAATATTGTCATTATGACGCATATACTAAATAACATTAATTTGCTGAAAACATAAAACTGGCATATACGAAACTTTGT
TTCCTGGTGCATATATGGTACAATTATTTAATTTTAAGGTAAACAATATCTCTACCCTAGTCATTGAAATGATTTGCTAATACAGTTGAT
TCTCTTGTAGTGTTGTTGGTCTAATATTGAAGTTGAATTAAATTGATTATATATTTATCTTTAA

+1074
+1164
+1254
+1344
+1434
+1524
+1614
+1704
+1794
+1884
+1974
+2064
+2154

Abb. 3.2: Nukleotidsequenz von Peatyrl aus der Schabe Periplaneta americana. Dargestellt sind die
einzelnen Teilexperimente, mit denen die cDNA-Sequenz fiir Peasyr/ bestimmt wurde. 1: PCR mit deg. Primern;
2: PCR mit einem deg. und einem spez. Primer; 3: Durchmustern einer Schabengehirn-cDNA-Bibliothek mit
Peatyr B als Sonde; 4: 5’-RACE-PCR; PCR mit spez. Primern. Unten ist die kombinierte Sequenz mehrerer
iiberlappender cDNA-Fragmente in 5°-> 3’ Richtung aufgefiihrt. Das Start- bzw. Stopkodon des groten open
reading frame (ORF) sind schwarz hinterlegt. In bold dargestellt sind die untranslatierten Bereiche (UTR). Die
Zahl gibt die Position der jeweils letzten Base in der Zeile an.
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3.2 Merkmale der abgeleiteten Aminosduresequenz von PeaTYR1

Der ldngste in der cDNA enthaltene offene Leserahmen kodiert fiir ein 441 Aminosdurereste
langes Protein. Dieses Protein hat eine berechnete Molekularmasse von 49,3 kDa. An seinem
Hydropathieprofil (Abb. 3.3A, nach Kyte und Doolittle, 1982) wird deutlich, dass das Protein
sieben stark hydrophobe Bereiche enthilt, welche lang genug sind, um die Zellmembran zu
durchspannen. Von diesen Bereichen wird angenommen, dass die Peptidkette dort in Form
von a-Helices die Membran durchdringt, indem sie hydrophobe Seitenketten zum
hydrophoben Inneren der Membran hin exponiert. Berechnungen mit dem TMHMM-
Algorithmus zufolge, besitz der Rezeptor zudem einen extrazelluldren N-Terminus und einen

intrazellularen C-Terminus (Abb. 3.3B, Krogh et al., 2001).
A

Hydropathie-Index

'30 v L) v L) v L) v L)
0 100 200 300 400
Aminosdureposition
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=
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3
=
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Aminoséureposition
Transmembran ——Innen —— Aullen

Abb. 3.3: Hydropathie- (A) und TMHMM-Profil (B) von PeaTYRI1. Jeder Aminoséure wird ein bestimmter
Wert fiir ihre Hydrophobie zugewiesen und dieser Wert iiber einen Bereich von fiinf Aminosduren vorwérts und
fiinf Aminoséduren riickwarts gemittelt. Ergibt sich so ein Wert von > 1,6 ist davon auszugehen, dass sich die
jeweilige Aminosédure innerhalb einer Transmembrandoméne befindet. Eingezeichnet sind Bereiche der sieben
TMs des Rezeptors. Das TMHMM-Profil sagt einen extrazelluliren N-Terminus und einen intrazelluldren C-
Terminus voraus.
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Mit entsprechenden Algorithmen (www.expasy.org) konnen in der abgeleiteten
Aminosduresequenz  Konsensussequenzen  fiir ~ wahrscheinliche  posttranslationale
Modifikationen identifiziert werden (Abb. 5). So befinden sich in dem 38 Aminosduren
langen extrazelluldr gelegenem N-Terminus zwei Asparaginreste (N, und Nj7), die in vivo
moglicherweise N-glycosyliert vorliegen (Motiv: N - {P} - [ST] - {P}, N wird glykosyliert, P
darf nicht an Position 2 und 4 stehen). In der 1. und 3. cytoplasmatischen Schleife befinden
sich Konsensussequenzen fiir eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase C am Tey, T2z,
S27s, Sass, Sa96, T334 und S34; ([ST] - x - [RK], S/T wird phosphoryliert).

Sequenzvergleiche verschiedener Rezeptoren der Rhodopsingruppe zeigen stark konservierte
Bereiche auf. Diese Bereiche lassen sich auch im Tyraminrezeptor der Schabe wiederfinden.
Stark konserviert sind die Bereiche der Transmembrandoménen I-III, VI und VII. Die
Transmembrandoménen IV und V sind weniger stark zwischen den verschiedenen Rezeptoren
konserviert. Einige dieser Sequenzmotive sind spezifisch fiir Aminrezeptoren, wihrend
andere Motive allgemeiner in der Gruppe der rhodopsindhnlichen Rezeptoren zu finden sind.
GNsxLVIS z.B. in der TM 1 ist ein typisches Rhodopsingruppenmotiv. Das D;3;RY-Motiv
ist sehr stark konserviert und ist an der G-Proteinaktivierung beteiligt. Ein einzelner Prolinrest
P60 innerhalb der TM 1V ist bei vielen rhodopsindhnlichen Rezeptoren zu finden.

Ein fiir Aminrezeptoren charakteristisches Motiv sind C330WLPFF aus TM VI, W40oxGY aus
TM VII und Fyp3xxP aus TM V. Ersteres ist sowohl an der Ligandenbindung als auch der G-
Proteinaktivierung beteiligt. Einzelne Aminosduren konnen speziell bei Aminrezeptoren
ebenfalls stark konserviert sein z.B. ein Tryptophanrest der ersten extrazelluliren Schleife
Wi11 oder ein Serinrest der TM 111 Sy2.

Einzelne Aminoséurereste, die der Ligandenbindung dienen, sind ebenfalls konserviert. Ein
Aspartatrest D5 in der TM III bindet dabei mit der deprotonierten Seitenkette {iber eine
Salzbriicke die protonierte Aminogruppe des Liganden. Ein konservierter Phenylalaninrest
F377 in TM VI ermdglicht eine Bindung des Liganden iiber hydrophobe Wechselwirkungen
der beiden hydroxylierten Benzolringe. In der TM V gelegene Serinreste Sjg9, Sz00 und Syo3
konnen mit ihren Hydroxylgruppe Wassestoffbriickenbindungen zu der in para-Stellung
gelegenen Hydroxylgruppe des Tyramin ausbilden (TM V-Motiv: SSxxS; Strader et al., 1987,
1989, 1995). Weitere Bestandteile der Bindungstasche sind ein Threoninrest Tj. Ein
identifiziertes Motiv befindet sich direkt im Anschluss an das DRY-Motiv. Fiir die Sequenz
Di3RYxxV/IxxPL konnte bei muskarinischen Acetylcholinrezeptoren gezeigt werden, dass
sie der Interaktion mit hydrophoben Aminosduren im C-terminalen Bereich von Gg-Proteinen

dient (Moro et al., 1993, Masters et al., 1988). Innerhalb der TM VII befindet sich ein
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Ny4i1gPxxY-Motiv, welches bei [-2 adrenergen Rezeptoren unter anderem der
Rezeptorsequestrierung dient (Barak er al,, 1994, 1995). Eine extrazelluldr gelegene
Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen C;os und C;g6 der extrazelluldren Schleifen eins und

zwei ist denkbar (Reviews: Bockert und Pin, 1999; Shi und Javitch, 2002).

Wird die Sequenz von PeaTYRI in eine BLAST-Analyse mit einbezogen, wird eine grof3e
Ahnlichkeit zu bereits charakterisierten Tyraminrezeptoren aus Locusta migratoria
(LocTYRI; Vanden Broeck et al., 1995) und aus Bombyx mori (BomTYRR; Ohta et al.,
2003) deutlich. Diese Rezeptoren dhneln dem der Schabe zu 69 bzw. 70% und haben an 56
bzw. 53% der Positionen identische Aminosiuren (Abb. 4). Die groBten Ubereinstimmungen
bestehen innerhalb der Transmembrandoménen. Innerhalb der dritten zytoplasmatischen
Schleife und am N-Terminus unterscheiden sich die Sequenzen am stdrksten, wobei die
Ubergiinge der Transmembrandominen V und VI zur Zytoplasmaseite ebenfalls stark

konserviert sind. In diesen Regionen findet die Interaktion des Rezeptors mit dem G-Protein

statt.
T™ I
PeaTYRl -----------——- \E€GKTENSHKNCSLS----- R Y| SHL.G T[OMAMPEWEAWMINNA T I TL.SLI IS TIVGN I LV LSME NI
LocTYR1 ---MVRVELQAASL SSAAEEPQHALVGGDACGGRRPPS LGIRLAVPEWEFENYTAFRL S LT Il TIvGNELVfL S v F i
BomTYRR MGQAATHDANNYTSINYTETYDVEEREKDVCAVADE PKEgES Fles NP tIof 1 Cho:Nuimd i TSy v\ FRRRNcNg] SO
T™ II TM III
PeaTYR1 JYICKMWLTCDILCCTASILNLCAIALDRYWA I TDP|HiIESI
LocTYR1 (VCKMWLTCDLCCTASILNLCAIALDRYWAITDP IjilsH]
BomTYRR VCKMWLTCDIMCCTESILNLCAIALDRYWAITDP IRy

™ IV ™ V
L
I

Y|
PeaTYR1 |\DONOJSNRIG BT SSPPLIYGWNDWERNNFIBRINNOI CIA L. TINEQGY V)Y Y SSTLGSFYIPLFIMTIVYVE T F T ARyal
LocTYR1 |[\PENOJSUNN [€VISSPPLIGWNDWPIINEINIBYY © EEQGYVIYSSLGSFEIPLFIMTIVYVEIFIA 237
BomTYRR NpENGENNRE E I I8V I SSPPLIMGWNDW PIAYF I SeECHv s sBcsry 1 pLTMTH v YRE 1§52 R

PeaTYR1 [RVIKERVARINISH - - VK Y NFeENIOLELERGNSE-ffr offin------| EDGENRGECRBRNS - -—--BRGIFSSLCEF 286
LocTYR1  NNSSMRINTNEN AN s 2 MK QOMAAWAVPS SV i HNS RN TN HIE L. - j5 P PA PP S KIISREKE - - - - BKKEQAA 311
BomTYRR iy ROV TI(T - - TI 5 SGRNK YE TKES D PNBOINARI D AN PN H OGS TRLVEFISK HRIR K LT PRGRPIRR YWEK 318

PeaTYR1 - -—vRKKRSIQTEBER IS - -fE I PRy ---—------- ofircNvAREP 1S SEEKEPNCTERECNS SL-RRERNK 349
LocTYR1 EBG--- LAEAMV DENANBIN SIS VGIEVARNHLAEDGY TC TITINTT T T| VTDS= RTE;QKGSTAP TPVEIEKST 388
TgTLl ) -

BomTYRR DDNMSHNKLI | NSJTDIGENLENRN ———————————— I§SSESNSKE HEDNMIEITE PVKIQK --@NQOTN 384

T™M VI ™ VII
=N 4 WA PR IPINIGINR T STLSKERRAARTLGI IMGVENVCWLPEFLISIYVIMPECH SR DI VME T TWLGYVNSALNPWYIYT I Fiisas
JAT iR VDV Y OF TEEKQRI SLSKERRAARTLGI IMGVEVVCWLPEFELNYVINYPECINES KPSPKLVNFITWLGYENSALNPIIYTIF 468
=1 U 42 N Y O TEEKQRI SLINRERRAARTLGI IMGVEVVCWLPEF LY IRNARP E'C I SINKIgENF T TWLGYVNSALNPIMIY T I FEaee)

PeaTYR1 |\INBINNAVNGGORNRIICS 441
LocTYR1 \JMBIBNVNGONIHFINT 484
BomTYRR  INMBJJ V-G eRREIRNC 479

Abb. 3.4: Aminosiuresequenz-Vergleich verschiedener Tyraminrezeptoren. Der Sequenzvergleich enthalt
die Sequenz des PeaTYRI1 und orthologer Rezeptoren aus Locusta und Bombyx. Identische Aminosaurereste
sind schwarz hinterlegt, ausgetauschte, konservativ ausgetauschte Reste sind grau unterlegt. Die Position der
Transmembrandoménen ist durch graue Balken markiert. Die Zahl gibt die Position der letzten Aminoséure in
der jeweiligen Zeile an.
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Abb. 3.5 Abgeleitete Aminosiuresequenz von PeaTYRI1: grau unterlegt sind die vorhergesagten
Transmembrandoménen I-VII. Ein Stern markiert Konsensusstellen fiir Glykosylierungen der Art N - {P} - [ST]
- {P}, ein Punkt markiert Konsensusstellen fiir Phosphorylierungen durch die PKC der Art [ST] - x - [RK]. Rot
unterlegt sind konservierte Aminosauren, die der Ligandenbindung dienen. Die Zahl gibt die Position der letzten
Base in der jeweiligen Zeile an.
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Mit Hilfe von Dendrogrammen ist es mdglich, Aussagen iiber stammesgeschichtliche
Verwandtschaften zu machen, bzw. Rezeptoren zu zusammengehdrigen Gruppen
zusammenzufassen. So bildet PeaTYR1 in Abbildung 6 zusammen mit anderen
Tyraminrezeptoren verschiedener Insekten einen deutlich von anderen Rezeptoren wie z.B.
Oktopaminrezeptoren abgesetzten Zweig (AmTYRI1, Blenau et al., 2000; LocTYR1, Vanden
Broeck et al., 1995; DmTYRR, Saudou et al., 1990; BomTYRR, Ohta et al., 2003 und
PaxTYRR, Ono et al., 2004). In einem weiteren Dendrogramm (Abb. 7) zusammen mit

menschlichen Aminrezeptoren liegt PeaTYR1 in Nachbarschaft zu den [3-adrenergen

Rezeptoren.
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Abb. 3.6
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Abb. 3.6: Dendrogramm von Phenolamin-/Katecholaminrezeptoren verschiedener Insekten. Die von
ClustalX (v 1.81) berechnete genetische Distanz wird vom Programm TreeView (v 1.6.6) durch unterschiedlich
lange Linien dargestellt (bootstrap = 1000). Nachfolgend werden die Rezeptoren in der Reihenfolge der
Abbildung mit den zugehdrigen Accesionnummern aufgefiihrt: 4. mellifera TYR1 AmTYR1 (#CAB76374); L.
migratoria TYR1 LocTYRI1 (#Q25321); D. melanogaster TYRR DmTYRR (#CG7485); B. mori TYRR
BomTYRR (#BAD11157); P. xuthus TYRR PaxTYRR (#BAD72869); P. americana TYR1 PeaTYRI1 (diese
Arbeit); D. melanogaster Octf3R DmOCctB3R (#CG7078); D. melanogaster OctB1R DmOctB1R (#CG6919); D.
melanogaster Octf2R DmOCctB2R (#CG6989); D. melanogaster DmDopR2 (#AAC47161); P. xuthus DopR
PaxDopR (#AB182634); A. mellifera Dop2 AmDOP2 (#NP_001011567); P. americana Dop2 PeaDop2 (diese
Arbeit); A. mellifera OA1 AmOA1 (CAD67999); P. americana OA1 PeaOA1l (#AAP93817); D. melanogaster
OctoaR DmOctaR (#AAC17442); D. melanogaster CG7431; D. melanogaster DmDopR1 (#CAAS54451); A.
mellifera Dopl AmDOP1 (#NP_001011595); D. melanogaster D2R isoforms 506, 606, 461 (#AY150862); A.
mellifera Dop3 AmDOP3 (#NP_001014983); D. melanogaster FMRFamid Rezeptor (#DAA00378).
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Abb. 3.7: Dendrogramm verschiedener Phenolamin-/Katecholaminrezeptoren des Menschen und der
Schabe. Die von ClustalX (v 1.81) berechnete genetische Distanz wird vom Programm TreeView (v 1.6.6) durch
unterschiedlich lange Linien dargestellt (bootstrap = 1000). Nachfolgend werden die Rezeptoren in der
Reihenfolge der Abbildung mit den zugehdrigen Accesionnummern aufgefiihrt: H. sapiens a-2A Human a-2A
(AAKS51162); H. sapiens a-2C Human o-2C (AAR18071); H. sapiens o-2B Human o-2B (AAS55646); H.
sapiens D2 short isoform (#NP_057658); H. sapiens D3 isoform e (#NP_387512); H. sapiens D4
(#NP_000788); H. sapiens B-1 Human B-1 (AAG40474); H. sapiens B-2 Human B-2 (AANO01267); H. sapiens
B-3 Human -3 (AAR37414); P. americana Tyrl PeaTyrl (diese Arbeit); H. sapiens a-1A Human o-1A
(AAK77197); H. sapiens o-1B Human a-1B (AAS21324); H. sapiens o-1D Human o-1D (P25100); P.
americana Dop2 PeaDop2 (diese Arbeit); H. sapiens D1 (#NP_000785); H. sapiens D5 (NP_000789); D.
melanogaster FMRFamid Rezeptor (#DAA00378).
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3.3 Isolierung der Peadop2 cDNA

Wie bereits oben erwihnt, konnte mit Hilfe degenerierter Primern ein kurzes Fragment eines
putativen Dopaminrezeptors isoliert werden. Mit weiteren degenerierten Vorwérts-Primern,
die sich an Bereiche innerhalb der TM II anlagern, und sequenzspezifischen Riickwérts—
Primern, die sich an Bereiche innerhalb der TM VII anlagern, gelang es, ein etwa 1000 bp
groles Fragment zu amplifizieren. Die noch unvollstindigen 5’- bzw. 3’-Enden der
kodierenden cDNA inklusive des Startkodons und Stopkodons konnten mit Hilfe des SMART
RACE PCR Kits (BD Biosciences) amplifiziert werden. AnschlieBend erfolgte die Klonierung
und Sequenzierung der Fragmente. Mit Primern, die innerhalb der 5°- und 3° UTRs kurz vor
dem Start- bzw. hinter dem Stopkodon anlagern, konnte der kodierende Bereich des putativen

Dopaminrezeptors zusammenhidngend amplifiziert werden.

5S'UIR ATG - - Stop 3'UTR
1. D4 _)_ Peadop A
<« D5
5 D6—> Peadop B
«5
3. NUP> Peadop C
« 6
4. NUP> Peadop D
«7
5. NUP—> Peadop E
« 8
6. 9::--- Peadop F
<« RACE-9
7. 10> Peadop2 cDNA
« 11

GTCGAAACTAGAATGTTCAAGATTTGTCACAATAAATTATACGAATGTACGCAAAATTTATATGACTGACTAAAATTGGGTAGTTGAARA -161
TTTCACTTATTGTACGAAGTTTGGCAATATTCGTTCTTCAATCAGTCAGAGTGACTAGCAAACTGGACAATGATATCTAAATTTGTTTTC -71
CTAAAAAAGCGCAAGTGCGAGACATTTTAACCAGTTATCATGTTCTAGTTATCTAGATTCTTATCTTACTAAC GGAAGCCTAGCAGA +19
TAGCCTTTGGGACGAAAAACAAGCGTTGGGTGATGGCTCTGCTGATTGGAATTCTGCTCCTGGGAGCCACCAAAACTGGTCGACATCAGA +109
AGATACATTCACTGAAGGCATTACGCTCGACAACAACTTCACTCTGGATGCCAACGCTTCCGACGAGAACGATGTGGCCTGGGAACTGTT +199
GCAGAGGCGAGCCCCCTTGGCCGTTCTACTGCTACTGTTCTCCGTGGCCACCGTTTTCGGCAACATGCTCGTCATCCTCGCCGTCATCCG +289
GGAGCGGTACCTCCACACAGCCACCAATTACTTCGTCACTTCCCTAGCAGTGGCCGACTGTCTTGTGGGTCTTGTCGTGATGCCTTTCAG +379
TGCCGTGTATGAAGTCCTTGAGAACAGGTGGTTTTTTGGGATGGATTGGTGCGACGTGTGGAGGTCGTTAGACGTTCTGTTCAGCACAGC +469
ATCTATCTTGAACCCGTGTGTGATCTCTCTGGACCGGTACTGGGCTATTACCGACCCCTTCACGTACCCCACCAGAATGAGTGTGCGGAG +559
AGCAGCGCTGCTGATAGCGGCTGTGTGGGTGTGCTCCGGGACGATCTCCTTTCCTGCGATTGTCTGGTGGAGAGCAGTCAGGACTGAAGT +649
GGTGCCCGCCTTTAAATGCCCCTTCACGGAAAACCTCGGCTACTTGGTTTTCTCCTCAACAATATCCTTCTATCTCCCGCTCTTTGTGAT +739
GGTGTTCACGTACTACAGAATATACAGAGCTGCAGTAATCCAGACGAGATCCCTCAAGCTGGGATCGAAGCAGGTGATGATGGCTTCTGG +829
CGAGCTTGAATTAACCCTCAGAATACACAGAGGTGGGAATAACAGCAGTTCCACTAATAGTGGGAATACTGTAGTGGATGACAGACATAT +919
GTACAGTAGCGGAAGTGGAGGAACACCTGATGAACTTCCGGGTGAAGTTCTAGATGCGGCTGATACTATGTCTCCTCCACATCACCATCA +1009
TCATCACCATCATCACCACCACCACCATCATCAAAACAATGGACTAACAAGACATGCATCAACTAGAATAATGGCCGGAAACACGGCGAA +1099
CAGTAAGGCGATGTCTAAGAATTTTTCGTTGAGTAGGAAACTTGCAAAATTCGCTAAAGAGAAGAAGGCGGCGAAAACACTTGGGATCGT +1189
GATGGGAGTGTTCATTGTGTGTTGGTTGCCCTTCTTCGTGGTGAATCTTCTCTCCGGCTTCTGTCTGCGCTGCATCTGGAACGAGGAGCT +1279
TGTGTCTGCGGTTGTGACGTGGTTGGGCTGGATCAATTCCAGTATGAATCCTGTCATCTATGCCTGCTGGAGTCGAGATTTCAGAAGGEH +1369
HGAATGACAGTGTTAACCAAACTTATCACAGAAAAGGTAAGACCAACTTTATTATTTCTTTGG

Abb. 3.8: Nukleotidsequenz von Peadop2 aus der Schabe Periplaneta americana. Dargestellt sind die
einzelnen Teilexperimente, mit denen die cDNA-Sequenz fiir Peadop? bestimmt wurde. 1: PCR mit deg.
Primern; 2: PCR mit einem deg. Und einem spez. Primer; 3-5: 5’-RACE-PCR; 6: 3’-RACE-PCR; 7: PCR mit
spez. Primern. Unten ist die kombinierte Sequenz mehrerer tiberlappender cDNA-Fragmente in 5’ 3’ Richtung
aufgefiihrt. Das Start- bzw. Stopkodon des groBten open reading frame (ORF) sind schwarz hinterlegt. In bold
dargestellt sind die untranslatierten Bereiche (UTR). Die Zahl gibt die Position der jeweils letzten Base in der
Zeile an.
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3.4 Merkmale der abgeleiteten Aminosduresequenz von PeaDOP2

Der ldngste in der cDNA enthaltene offene Leserahmen kodiert fiir ein 456 Aminosdurereste
langes Protein (Abb. 10). Dieses Protein hat eine berechnete Molekularmasse von 51,2 kDa.
Das Hydropathieprofil (Abb. 3.9A, nach Kyte und Doolittle, 1982) zeigt analog zu dem
Tyraminrezeptor die markanten sieben Bereiche von hoher Hydropathie, die fiir die putativen
Transmembrandominen stehen. Berechnungen mit dem TMHMM-Algorithmus zufolge,
besitz der Rezeptor zudem einen extrazelluldren N-Terminus und einen intrazelluldren C-

Terminus (Abb. 3.9B Krogh ef al., 2001).
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Abb. 3.9: Hydropathie- (A) und TMHMM-Profil (B) von PeaDOP2. Jeder Aminosédure wird ein bestimmter
Wert fiir ihre Hydrophobie zugewiesen und dieser Wert iiber einen Bereich von sechs Aminosduren vorwérts
und sechs Aminosduren riickwérts gemittelt. Ergibt sich so ein Wert von > 1,6 ist davon auszugehen, dass die
jeweilige Aminosdure sich innerhalb einer Transmembrandoméne befindet. Eingezeichnet sind Bereiche der
sieben TMs des Rezeptors. Das TMHMM-Profil sagt einen extrazelluldren N-Terminus und einen intrazelluldren
C-Terminus vorher.
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Im Internet verfligbare (www.expasy.org) Algorithmen ermdglichen eine Vorhersage
posttranslationaler Modifikationsstellen. Der 74 Aminosdurereste lange, extrazellular
gelegene N-Terminus enthélt demnach vier Asparaginreste N», N3z, Nag und Nss, die in vivo
moglicherweise N-glycosyliert vorliegen (Motiv: N - {P} - [ST] - {P}, N wird glykosyliert, P
darf nicht an Position 2 und 4 stehen). In der 3. cytoplasmatischen Schleife befinden sich vier
Konsensussequenzen fiir eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase C am Syes, Tos2, S3s7

und S375 ([ST] - x - [RK], S/T wird phosphoryliert).

PeaDOP2 ---NUINESL.ADSIMWDI#KOALG-~--DGSADWNSAPG----~- HON---—-——=—-—-—————————————— W S———EgFFTE 42
AmDOP2 - NES‘VYL SIHEEEN-—----———— OMR-——-————— Yy-----------—-—-—-———-—-—————-§-——-——- ASYPly 29
DmDopR2 MVDDNERSPEVE GAEGAPLLALLRVDGINOTOQTRSPSPRIFGSYNISEDVYFYFNGLPTSTELVLN TSATSEELSP 80
™ I T™ II
PeaDOP2 GITLDNNFTLDANASEENDVAWENLQRERAPINAVINEL INEA:NUAVAIEIN M IAVARNAVARNA NN UVNNNNSAVARIDNVBIGRYEGRY 122
AmDOP2  --—------— QNRSQIHE] N---- TDRAGL‘ILLFLFSVATVFGNTLVILAVERERYLHTATNYFVTSLAEADCLVGL' 97
DmDopR2 AMVATGGGGTTTPEP SIARIN SN DR\WYGTLIWNGLFLE SIATVEGNSLVILAVIRERYLHTATNY FiT SLAVADCLVGLVEEEYY
T™M III ™ IV
PeaDOP2 MPFSAMYEVLENRWEFGDWCDVWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFTY PlRMSVRRAA 202
AmDOP2 JMPFS‘IYEVLENRWEFETDWCDVWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFTYPSK S 177
DmDopR2 MPEFSAMYEVLENBWFFGTDWCDIWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFERY PMRMN 240

™ V

J=EVl0) VA S FPATVWWRAVRTENYVPARKCPFTENLGYLVESSTISFYLPLFVMVFTYYRIYRAAVIQTRSLKLGEKOL A 282
AmDOP2 SFPAIVWWRAVRTEEVPEDKCPFTEHLGYL!FSSTISFYLPLFVMVFTYYEIYRAAVIQTESLKLGTKQVLMASGELELT 257

|0 iinle) VA S F'PA TVIWWRAMRIBEENPAMKCINF TEHLGYLVESSTISFYLPLMVMVETY[@RIYRAAVIQTRSLKMGTKQVLMASGEL@L T C)AY

PeaDOP2 [HNEREENNSSSTYSGNTVVDDREMY SEEsEETPDEL PEEVLDAADIME P PERRREIHEH HHHHHHONNGL TRHASNRNIMA 362
AmDOP2  |MWRIEECH-NTDAR-~———————————————————- --HEFRYARSTPEDLODLEE P L I @HINN - -~ -C PS 305
DmDopR2  [MRGItele TIWRDOOFOV-—----—- EcGGGGEEGGGSESHS HEH SERERBINGGGG TA#S T PEE PDDEP@SALEN 389

T™M VI TM VII
PeaDOP2 GNTENSKA4SKNFSLSRKLAKFAKEKKAAKTLGIVMGVFI“CWLPFFVVNLLSGFCL VSA VTWLGWINQSE 442
3 385

EEM S
AmDOP2 TRINKQHTRGNNFSLSRKLAKFAKEKKAAKTLGIVMGVFIICWLPFFVVNLWSGFCSQ QEEI/E“VTWLGWINSGI
S 469

DmDopR2 NGLERHRH GKNFSLSRKLAKFAKEKKAAKTLGIVMGVFIICWLPFFVVNLLSGFCIRHCT|IMIEE IV SARVTWLGW INS[@M]

1) B D T Y A CT S R D E R R e e it 456
pXi5oTe) - 2N DV T YACWSRDFRRAFVRMLC] @R Ry O PEVIR K]S OR FAERM Y SEVS T HEWAEERIAS S CEQ T Y T
o1V I DV T Y ACWSRDFRRAFVRIBLC QIR RINY O PIUREIKE S OR FAINR® Y SINelS T HEMOEWRIEIN S CEQT Y TR

Abb. 3.10: Aminosiuresequenz-Vergleich verschiedener Dopaminrezeptoren. Der Sequenzvergleich enthdlt
die Sequenz des PeaDOP2 und orthologer Rezeptoren aus Apis und Drosophila. Identische Aminoséurereste sind
schwarz hinterlegt, ausgetauschte, konservativ ausgetauschte Reste sind grau unterlegt. Die Position der
Transmembrandoménen ist durch graue Balken markiert. Die Zahl gibt die Position der letzten Aminoséure in
der jeweiligen Zeile an.
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*

ATGAACGGAAGCCTAGCAGATAGCCTTTGGGACGAAAAACAAGCGTTGGGTGATGGCTCTGCTGATTGGAATTCTGCTCCTGGGAGCCAC
M N G S L A D S L W D E K Q AL G D G S A D W N S A P G S H
* * *

CAAAACTGGTCGACATCAGAAGATACATTCACTGAAGGCATTACGCTCGACAACAACTTCACTCTGGATGCCAACGCTTCCGACGAGAAC
o N w s T s E D T ¥ T E G I T L D N N F T L D A N A S D E N

GATGTGGCCTGGGAACTGTTGCAGAGGCGAGCCCCCTTGGCCGTTCTACTGCTACTGTTCTCCGTGGCCACCGTTTTCGGCAACATGCTC
b v AW EEL L Q R RA P L AV L L L. L ¥ S V A T V F G N M L
™ I
GTCATCCTCGCCGTCATCCGGGAGCGGTACCTCCACACAGCCACCAATTACTTCGTCACTTCCCTAGCAGTGGCCGACTGTCTTGTGGGT
v I L A VvV I R ERY L HTATNY F V T S L A V A D C L V G
™ II
CTTGTCGTGATGCCTTTCAGTGCCGTGTATGAAGTCCTTGAGAACAGGTGGTTTTTTGGGATGGATTGGTGCGACGTGTGGAGGTCGTTA
L v v ™M P F S A VY E VL ENIRW/F F G M D W C D V W R S L

GACGTTCTGTTCAGCACAGCATCTATCTTGAACCCGTGTGTGATCTCTCTGGACCGGTACTGGGCTATTACCGACCCCTTCACGTACCCC
l v L ¥ S T A §S I L N P C V I § L D R Y W A I T D P F T Y P
T III
ACCAGAATGAGTGTGCGGAGAGCAGCGCTGCTGATAGCGGCTGTGTGGGTGTGCTCCGGGACGATCTCCTTTCCTGCGATTGTCTGGTGG
T R M §S vV R R A A L L I A AV WV C S G T I s F P A I V W W
™ IV
AGAGCAGTCAGGACTGAAGTGGTGCCCGCCTTTAAATGCCCCTTCACGGAAAACCTCGGCTACTTGGTTTTCTCCTCAACAATATCCTTC
R AV R T E V V P A F K C P F TENTL G Y L V F S S T I I 1]
°
TATCTCCCGCTCTTTGTGATGGTGTTCACGTACTACAGAATATACAGAGCTGCAGTAATCCAGACGAGATCCCTCAAGCTGGGATCGAAG
Yy L P L F VM V F T ¥ Y R I Y R A A V I Q9 T R S L K L G S K
™ V °
CAGGTGATGATGGCTTCTGGCGAGCTTGAATTAACCCTCAGAATACACAGAGGTGGGAATAACAGCAGTTCCACTAATAGTGGGAATACT
Qg vM™M M A S G E L E L TL R I HURGGNNS S S T N S G N T

GTAGTGGATGACAGACATATGTACAGTAGCGGAAGTGGAGGAACACCTGATGAACTTCCGGGTGAAGTTCTAGATGCGGCTGATACTATG
v v D DI RHMY S S G s G GG T P DE L P G E V L DA A D T M
°
TCTCCTCCACATCACCATCATCATCACCATCATCACCACCACCACCATCATCAAAACAATGGACTAACAAGACATGCATCAACTAGAATA
S P P H H H H H HHHHHHHHHOQOQNDNG L T R HA S T R I
[
ATGGCCGGAAACACGGCGAACAGTAAGGCGATGTCTAAGAATTTTTCGTTGAGTAGGAAACTTGCAAAATTCGCTAAAGAGAAGAAGGCG
M A G N TAN S K AM S KN F S L S R K L A K F A K E K K A

GCGAAAACACTTGGGATCGTGATGGGAGTGTTCATTGTGTGTTGGTTGCCCTTCTTCGTGGTGAATCTTCTCTCCGGCTTCTGTCTGCGC
A K T L G I V M G V I I v ¢ w L P F F V V N L L S G F C L R
™ VI
TGCATCTGGAACGAGGAGCTTGTGTCTGCGGTTGTGACGTGGTTGGGCTGGATCAATTCCAGTATGAATCCTGTCATCTATGCCTGCTGG
c I W N E E L V S AV VT W L G W I N S S M N P V I Y A C W
™ VII
AGTCGAGATTTCAGAAGGTAA 1371
S R D F R R *

Abb. 3.11: Abgeleitete Aminosiuresequenz von PeaDOP2: grau unterlegt sind die vorhergesagten
Transmembrandoménen I-VII. Ein Stern markiert Kosensusstellen fiir eine Glykosylierung der Art N - {P} -
[ST] - {P}, ein Punkt markiert Konsensusstellen fiir eine Phosphorylierung durch die PKC der Art [ST] - x -
[RK]. Rot unterlegt sind konservierte Aminoséuren, die der Ligandenbindung dienen. Die Zahl gibt die Position
der letzten Base in der jeweiligen Zeile an.

90

180

270

360

450

540

630

720

810

900

990

1080

1170

1260

1350



Kapitel 3: ERGEBNISSE 44

Stark konserviert sind die Bereiche der Transmembrandoménen. Diese enthalten die bereits
bei PeaTYRI1 genannten Sequenzen, die charakteristisch fiir Rezeptoren der Rhodopsingruppe
im Allgemeinen und Aminrezeptoren im Speziellen sind. Es ldsst sich z. B. das Gg;NxLVI-
Motiv der TM 1 wiederfinden. Das DjygRY-Motiv ist ebenfalls vorhanden. Fiir
Aminrezeptoren charakteristische Motive sind C44sWLPFF der TM VI, W434L.G der TM VII
und Fu39xxP der TM V. Einzelne Aminosduren konnen bei Amirezeptoren ebenfalls stark
konserviert vorliegen z.B. ein Tryptophanrest der ersten extrazelluldren Schleife W46 oder ein
Serinrest der TM 111 Sis7.

Analog zum Tyraminrezeptor sind auch bei diesem putativen Dopaminrezeptor einzelne
Aminosduren, die der Ligandenbindung dienen, konserviert (Abb. 11). Ein Aspartatrest D;s
in der TM III konnte mit der deprotonierten Seitenkette eine Salzbriicke zu der protonierten
Aminogruppe des Liganden ausbilden. Ein konservierter Phenylalaninrest F4o; in TM VI
konnte eine Bindung des Liganden {iiber hydrophobe Wechselwirkungen der beiden
hydroxylierten Benzolringe ermoglichen. Das in der TM V gelegene Motiv S;35SxxS kann mit
den Hydroxylgruppen Wasserstoffbriickenbindungen zu den des am katecholaminen Teil des
Dopamin liegenden Hydroxylgruppen ausbilden (Strader er al., 1987, 1989, 1995). Ein
Threoninrest T;ss ist Bestandteil der Bindungstasche. Ein weiteres identifiziertes Motiv
befindet sich innerhalb der TM VII: N443PxxY, welches bei 3-2 adrenergen Rezeptoren unter
anderem der Rezeptorsequestrierung dient (Barak et al., 1994, 1995). Eine extrazellulér
gelegene Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen Ci43 und Cyy3 der extrazelluldren Schleifen
eins und zwei ist denkbar. (Reviews: Bockert und Pin, 1999; Shi und Javitch, 2002).

Wird die Sequenz von PeaDOP2 in eine BLAST-Analyse mit einbezogen, wird eine grof3e
Ahnlichkeit zu bereits charakterisierten Dopaminrezeptoren aus Apis mellifera (AmDOP2;
Humphries et al., 2003) und aus Drosophila melanogaster (DmDopR2; Feng et al., 1996)
deutlich. Diese Rezeptoren dhneln dem der Schabe zu 79 bzw. 76% und haben an 72 bzw.
70% der Positionen identische Aminosduren (Abb. 10). Die groBten Ubereinstimmungen
bestehen innerhalb der Transmembrandoménen. Innerhalb der dritten zytoplasmatischen
Schleife und am N-Terminus unterscheiden sich die Sequenzen am stdrksten, wobei die
Ubergiinge der Transmembrandominen V und VI zur Zytoplasmaseite ebenfalls stark
konserviert sind. In diesen Regionen findet die Interaktion des Rezeptors mit dem G-Protein
statt.

In einem aus verschiedenen Rezeptorsequenzen erstellten Dendrogramm (Abb. 6) bildet
PeaDop2 zusammen mit anderen Dopaminezeptoren verschiedener Insekten einen deutlich

von anderen Dopaminrezeptoren bzw. Oktopaminrezeptoren abgesetzten Zweig (DmDopR2,
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Feng et al., 1996; PaxDopR, Ono et al., 2004 und AmDop2, Humphries et al., 2003). Diese
Rezeptoren wurden von Mustard et al. (2005) als Invertebratentyp-Dopaminrezeptoren
zusammengefasst. In einem weiteren Dendrogramm (Abb. 7), welche neben PeaDOP2 auch
menschliche Aminrezeptoren enthélt, bilden die o;-adrenergen Rezeptoren zusammen mit

PeaDOP?2 einen eigenen Ast.

3.5 Expressionsmuster der Gene von Peatyr/ und Peadop?

Das gewebsspezifische Verteilungsmuster der Transkripte der beiden klonierten Gene wurde
durch RT-PCR qualitativ untersucht. Hierfiir wurden Primer generiert, die ein kurzes Stiick
(200-300 bp) der fiir die 3. zytoplasmatische Schleife kodierenden ¢cDNA amplifizieren.
Obwohl in allen Ansidtzen die gleiche Menge RNA eingesetzt wurde, ldsst sich allerdings
anhand eines solchen Experimentes keine eindeutige quantitative Aussage zu

Expressionsstirken machen.

M K G Sd Md MgMu

Abb. 3.12: Expressionsanalyse der Gene

Peatyrl und Peadop2 in verschiedenen
1000 bp Geweben von Periplaneta americana. Die

elektrophoretische Analyse der RT-PCR-
500 bp Pealyi’ I Produkic  von RNA aus verschiedenen

Geweben ermoglicht eine semiquantitative
100 bp Auswertung der Transkriptionstérke.

M: 100 bp Leiter, K: Positivkontroll-PCR auf
pBluescript SK(-)::Peatyr! bzw. Peadop2. G:
Gehirn, Sd: Speicheldriise, Md: Mitteldarm,
Mg: Malpighische Gefa3e, Mu: Muskel.

Peadop?2

1000 bp
500 bp

100 bp

RNA vorbehandelt mit DNasel

Beide Rezeptorgene werden in den flinf untersuchten Geweben (Gehirn, Speicheldriise,
Mitteldarm, Malpighischen Gefidle und Flugmuskel) transkribiert, wobei das
Tyraminrezeptorgen vermutlich etwas stirker in der Speicheldriise und den Malpighischen
Gefdllen, etwas schwicher im Mitteldarm transkribiert wird. Das Dopaminrezeptortranskript
konnte am stirksten aus mRNA-Préparationen aus Gehirn amplifiziert werden. In den anderen
Geweben scheint die Expressionsstirke deutlich geringer zu sein. Eine DNAse-Behandlung

vor Beginn der RT-Reaktion konnte sicherstellen, dass das Produkt aus retranskribierter RNA
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und nicht genomischer DNA gebildet wurde. Wurde die RNA mit RNase hydrolysiert,

blieben die Produkte aus.

Nachdem geklért war, dass die klonierten Rezeptorgene tatsdchlich transkribiert werden, wirft
dies die Frage nach der zelluldren Verteilung der translatierten Proteine auf. Dazu wurde
gegen den Tyraminrezeptor ein polyklonales Antiserum erzeugt und fiir immunhistologische
Untersuchungen eingesetzt. Entsprechende Experimente fiir PeaDOP2 konnten aus

Zeitgriinden nicht durchgefiihrt werden.

3.6 Erzeugung des Antiserums aPeaTYR1

Zuerst wurde ein kurzes Stiick des Genes (3. zytoplasmatische Schleife: Pg-Risy, s.
Abbildung 4 bzw. C736-G1971, s. Abbildung 5) in die Expressionsvektoren pMal-c2X und pET-
30a ligiert. In kleinen Kulturen (5 ml LB + Antibiotikum, s. Methoden) wurden einzelne
Klone identifiziert, bei denen die Proteinexpression durch IPTG induzierbar war. In grof3erem
Malfistab wurden dann die von ausgewihlten Klonen iiberexpremierten Proteine aufgereinigt.
Die beiden Proteine MBP-PeaTYR1-CPL3 und HIS-PeaTYRI1-CPL3 konnte in groBeren
Mengen in 16slicher Form im Uberstand der lysierten Zellen detektiert werden. Nach dem
Beladen des jeweiligen Siulenmaterials (Amylose-Matrix bzw. Ni*"-Matrix; s. Methoden)
war ein GroBteil des Proteins aus dem Uberstand auf der Siule gebunden. Durch Waschen
wurde es nicht eluiert, erst mit dem Elutionpuffer konnte es vom Affinitatstriger gelost
werden (siche Abbildung 3.13 und 3.14).

Fiir die Immunisierung wurden zuerst zwei Tiere ausgewdhlt, deren Praimmunseren nur eine
geringe Kreuzreaktivitit zu Proteinen aus Schabengehirnen aufwiesen. In diese Tiere wurde
das gereinigte Fusionsprotein MBP-PeaTYR1-CPL3 nach Protokollen der Firma Pineda
injiziert. Nach 90 Tagen wurden die Tiere ausgeblutet und die Seren abgenommen.

Die Seren zeigen im Vergleich zu den Prdimmunseren eine deutlich verstirkte
Immunreaktivitidt gegen geblottete Proteine aus Schabengehirn. War bei den Prdimmunseren
bei einer Verdiinnung von 1/5.000 keine Banden mehr sichtbar, so sind nach 90 Tagen
Immunisierung noch bis zu einer Verdiinnung von 1/40.000 Banden sichtbar (siche

Abbildung 3.15).
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Abb. 3.13: Expression des MBP-PeaTYR1-CPL3-Fusionsproteins. A) Es konnten Klone identifiziert werden,
die nach Induktion mit IPTG eine starke zytoplasmatische Expression des gesuchten Proteins zeigten. B) Das
Zielprotein konnte mit einer Amylose-gekoppelten Matrix aus dem Rohlysat entfernt werden und mit
maltosehaltigem Elutionspuffer vom Affinitétstrager eluiert werden. Die Aminosiuresequenz zeigt die Maltose-
Bindungsstelle () und die 3.zytoplasm. Schleife von PeaTYR1 (bold).
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Abb. 3.14: Expression des HIS-PeaTYR1-CPL3-Fusionsproteins. A) Es konnten Klone identifiziert werden,
die nach Induktion mit IPTG eine starke zytoplasmatische Expression des gesuchten Proteins zeigten. B) Das
Zielprotein konnte mit einer Ni*'-gekoppelten Matrix aus dem Rohlysat entfernt werden und mit
imidazolhaltigem Elutionspuffer vom Affinitdtstriger eluiert werden. Die Aminosduresequenz zeigt das
Hexahistidinmotiv () und die 3.zytoplasm. Schleife von PeaTYR1 (bold).
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Abb. 3.15: Test der Kaninchen-Seren vor bzw. 90 Tage nach der Immunisierung. Es wurden jeweils
zwei Schabengehirne in 200 ul Gelladepuffer homogenisiert und davon 5 pl aufgetragen. 90 Tage nach der
Immunisierung mit dem MBP-PeaTYYRI1-CPL3-Fusionsprotein ist eine deutlich verstérkte
Immunreaktivitidt sichtbar. Waren bei den Pridimmunseren bei einer Verdiinnung von 1/5.000 keine
Proteinbande mehr zu erkenne (A), so sind 90 Tage nach der Immunisierung bis zu einer Verdiinnung des
Serums von 1/40.000 noch Banden zu erkennen (B).

Die relativ hohe Kreuzreaktivitit zu anderen Proteinen aus dem Schabengehirn ist auf das
nicht ausreichend gereinigte Protein, welches zur Immunisierung eingesetzt wurde,
zurlickfithren. Das Antiserum ist nicht ausschlieBlich gegen das MBP-PeaTYRI1-CPL3-
Fusionsprotein gerichtet. Banden im zu erwarteten Massenbereich von 50 kDa koénnten dem

gesuchten Rezeptor entsprechen. Eine weitere Aufreinigung war aber notig.

Um die Rohseren aufreinigen zu konnen, wurde das HIS-PeaTYR1-CPL3-Fusionsprotein
kovalent an eine Sdule gebunden. Durch die affinititschromatografische Reinigung der Seren
und anschlieBende Elution sollte eine Anreicherung von spezifisch gegen das Zielprotein
gerichteten Antikorpern erreicht werden.

Die gebundenen Antikorper, die im Idealfall nur noch das PeaTYR1-CPL3-Peptid erkennen
sollten, wurde mit einem sauren Puffer eluiert. Die Aliqouts, die die eluierten Antikorper
enthielten wurden durch einen Tropftest auf einer Nitrozellulosemembran durch
Ponceaufiarbung identifiziert und anschlieBend auf einem Blot von extrahierten Proteinen aus
Schabengehirn getestet. Die Aliquots 4-8 enthielten nachweisbare Mengen an Protein. Mit
diesen Aliquots konnten mehrere Proteinbanden auf Westernblots von Proteinen des
Schabengehirns markiert werden. Unter diesen befindet sich u. a. eine Bande der gesuchten
GroBle von etwa 50 kDa, der kalkulierten Molekularmasse des PeaTYR1-Rezeptors. Eine
Bande gleicher GroBle konnte auf Westernblots von Proteinen der Speicheldriise bzw. der

Malpighischen GefiaB3en nachgewiesen werden. Dies konnte darauf hinweisen, dass PeaTYR1
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auch in diesen Geweben exprimiert wird. Die Spezifitit des Antikorpers konnte durch erneute
Absorption auf dem mit HIS-PeaTYR1-CPL3 gekoppeltem Affinititstrager, der zur
Reinigung der Seren eingesetzt wurde, tiberpriift werden. Wird ein Sdulenvolumen Antikdrper
auf die Sdule gegeben, dies iiber Nacht praabsorbiert und abschlieBend mit einem Volumen
Waschpuffer gewaschen, so kann ist mit dieser Fraktion keine Proteinbanden mehr
detektierbar. Eine direkte Pridabsorption mit MBP-PeaTYR1-CPL3 erwies sich als ungiinstig.
Die Banden im erwarteten Massenbereich verschwanden, stattdessen waren Proteine anderer
Molekularmassen markiert. Diese Markierungen sind vermutlich auf Protein-Protein-
Wechselwirkungen von  MBP-PeaTYR1-CPL3 und/ oder des Fusionsprotein-

Antikorperkomplexes mit anderen geblotteten Proteinen zurtickzufiihren.
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Abb. 3.16: Tests der gereinigten Antikérper. A) Die eluierten Fraktionen vier bis acht zeigen auf geblotteten

Proteinen aus Schabengehirn bei einer Verdiinnung von 1:100 deutlich Immunreaktivitit. Eine der Banden im
Bereich von 50 — 60 kDa konnte der gesuchte Rezeptor sein. B) Eine Bande von dhnlicher Grofle wurde bei
Homogenat aus Speicheldriisen bzw. Malpighischen Gefalen detektiert (Fraktion 6 1:200). C) Die Spezifitit
konnte durch Einsatz von préabsorbierten Antikdrpern auf einem Blot von Proteinen des Schabengehirns gezeigt
werden (Fraktion 6 1:200).

3.7 Verteilung von Tyramin-dhnlicher Immunreaktivitét

3.7.1 Spezifitit/ Kreuzreaktivitdt des Antikorpers

Fiir die immunohistologischen Untersuchungen wurden Gehirne von vier bis fiinf Wochen
alten maéannlichen Imagines fixiert, mit einem Vibratom geschnitten und mit einem
kommerziell erhédltlichen Antikdrper gegen Tyramin (Chemicon AB124) markiert (siehe

Methoden). Um die Spezifitit des Antikorpers zu testen, wurde eine Prdabsorption des
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Antiserums mit Tyramin durchgefiihrt. Eine Inkubation mit 10 mM Tyramin fiihrte zu einer
Ausléschung der Markierung, 10 uM zu einer Reduktion der Markierung, es waren nur noch
stark gefdrbte Zellen zu erkennen. Die laut Hersteller bestehende Kreuzreaktivitit des
Tyraminantikoérpers zu Oktopamin von 1:830 konnte durch Prdabsorptionsversuche nicht
eindeutig als Quelle von falsch positiver Markierung ausgeschlossen werden. Pro 820
gebundene Tyraminmolekiile wird immer noch ein Molekiil Oktopamin von dem Antikorper
gebunden). Unverdffentlichte Daten von Dr. K. Franz (TU Berlin) belegen jedoch die
Moglichkeit des Einsatzes zur Tyraminmarkierung, sodass bona fide von Tyramin-
immunreaktiver Markierung gesprochen werden kann. Sie konnte an Bienengehirnschnitten
zeigen, dass Oktopamin erst bei einer etwa 1000fachen Konzentration die Bindungsstellen des

Antikorpers vollstdndig abséttigen konnte.

Abb. 3.17: Priaabsorption des o-Tyraminantikorpers: Das Antiserum, was bei einer Verdiinnung von 1/3000
noch einzelne Zellen markiert (A), tut diese nicht mehr nach einer Praabsorption mit 10 mM Tyramin (B). Der
Effekt wird abgeschwicht, wird nur mit 10 uM Tyramin praabsorbiert (C).

3.7.2 Markierung von Gruppen von Zellkoérpern

Mit dem Antikorper war es moglich, ausgewihlte Somata und axonale Verzweigungen in den
Neuropilen des Gehirns zu markieren. Eine eindeutige Zuweisung der Verzweigungen zu
einzelnen Somata war nicht moglich, da die Markierung der Verzweigung oft zu fein war, um
sie in den 50 um dicken Schnitten ausreichend rekonstruieren zu kénnen. Die Terminologie
fiir die Beschreibung der markierten Gruppen von Zellkorpern ist der Arbeit von Sinakevitch
und Kollegen (2005) entnommen, in der bei Periplaneta Untersuchungen zur Verteilung von
Oktopamin im Gehirn angestellt wurden. Fiir alle in der vorliegenden Arbeit identifizierten
Somagruppen finden sich entsprechende oktopamin-immunreaktive Gruppen in der Arbeit

von Sinakevitch et al. wieder. Unterschiedlich ist hierbei die Zahl der Gruppen bzw. die Zahl
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der markierten Somata innerhalb einer Gruppe. Alle markierten Somagruppen liegen
symmetrisch in beiden Hemisphiren des Gehirns vor.

Eine erste Gruppe befindet sich im anterioren Protocerebrum, lateral vom dufleren Calyx
gelegen (Gruppe 0). Die Axone dieser Gruppe verlaufen quer hinter dem vertikalen Lobus der
Pilzkérper und verlassen das Gehirn auf der posterioren Seite medial vom medialen
Pilzkdrper (Abb. 3.18 A-C). Uber die Nervi corpora cardiaca II (NCC II) werden von dort aus
die Corpara cardiaca innerviert. Sinakevitch zdhlt 12-14 Somata innerhalb der Gruppe 0 auf
jeder Seite. Die Anzahl der quer angeschnittenen Tyramin-immunreaktiven Axone lésst eine
dhnliche Zahl von Somata vermuten (Abb. 3.18 C). Nicht identifiziert werden konnten Zellen
der Gruppe 1, die sich anterior median im Protocerebrum befinden. Aus dieser Region gelang
es nur selten, auswertbare Schnitte anzufertigen. Die Gruppe 2 liegt lateral der
anterioventralen Mittellinie des Protocerebrums und mediodorsal der Antennalloben, im
Ursprungsbereich der vertikalen Loben der Pilzkorper (Abb. 3.18 D-E). Von hier aus ziehen
deren Axone weiter posterior iiber die ventrale Seite des medialen Lobus des Pilzkdrpers in
Bereiche des zentralen Protocerebrums und des Zentralkomplexes. Eine genaue Anzahl von
Somata ldsst sich nicht ermitteln. Aus der Anzahl der angeschnittenen Axone ist aber von acht
bis zehn Tyramin-immunreaktiven Zellen innerhalb des Gruppe 2 auszugehen (Abb. 3.21 B-
C). Sinakevitch et al. (2005) zdhlten innerhalb dieser Gruppe 14 oktopamin-immunreaktive
Neurone. Die Gruppe 3 befindet sich median der Antennalloben im Deutocerebrum. Als
oktopamin-immunreaktiv wurden in dieser Gruppe wenigstens zehn Neurone beschrieben.
Aus anderen Arbeiten ist bekannt, dass sich deren Axone von dieser Gruppe ausgehend iiber
den posterioren optischen Trakt sich bis in die ipsilateralen optischen Loben erstrecken (Stern
et al., 1995). Eine dhnliche Anzahl an Neuronen konnte mit dem a-Tyraminantikorper
markiert werden, wobei diese Gruppe die am besten zu identifizierende war (Abb. 3.19 A-B).
Gruppe 4 enthilt drei bis vier Tyramin-immunreaktive Zellen je Hemisphédre und befindet
sich im ventralen posterioren Protocerebrum zwischen der Protocerebralbriicke und den
medialen Calices gelegen. (Abb. 3.19 C). Im Gegensatz zu der Arbeit von Sinakevitch lassen
sich die Somata dieser Gruppe mit dem o-Tyramin Antikdrper nur schwach markieren. Ob
diese Zellen nun weniger Tyramin als Oktopamin enthalten kann nur spekuliert werden.
Bekannt ist, dass Axone, die dieser Gruppe entstammen zu der Protocerebralbriicke bzw. dem
oberen Teil des Zentralkorpers ziehen. Die Gruppe 5 befindet sich zwischen den lateralen
protocerebralen Loben und den Dorsalloben des Deutocerebrums. Als oktopaminerg wurden
hier zehn Zellen beschrieben, das Antiserum gegen Tyramin markierte allerdings nur zwei bis

drei Zellen (Abb. 3.19 D). Eine sechste Gruppe befindet sich in der lateralen Somaschicht
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zwischen Dorsallobus und dem Tritocerebrum. Hier konnten drei Tyramin-immunreaktive
Zellen identifiziert werden. Dagegen wurden von Sinakevitch ef al. (2005) 13 oktopamin-

immunreaktive Zellen innerhalb dieser Gruppe beschrieben (Abb. 3.19 E).

3.7.3 Verzweigungsmuster Tyramin-immunreaktiver Neurone innerhalb der Neuropile
Im Folgenden wird genauer auf die Verzweigungsmuster der markierten Neurone
eingegangen. Eine eindeutige Zuweisung der markierten Gruppen von Zellen zu den
Verzweigungen lieB sich aus den Schnitten nicht rekonstruieren. Allerdings sind die
Projektionsfelder einzelner Neurone bereits beschrieben worden, dass so eine teilweise
Zuordnung moglich ist. Zellen der Gruppe 3 z.B. projizieren in die optischen Loben (Stern,

1999).

1) Optische Loben

Die optischen Loben werden von tyraminergen Neuronen innerviert, die ihre Somata in der
Gruppe 3 medial der Antennalloben haben. Die Axone ziehen iiber den posterioren optischen
Trakt durch das Protocerebrum und verzweigen en route im lateralen Protocerebrum (Abb.
3.20 A). Neben diesen Zellen konnte eine weitere Gruppe von Zellen zwischen Lobula und
Medulla innerhalb des Lobus markiert werden. Diese Zellen senden von dort ihre Axone in
die Lobula/ Medulla (Abb. 3.20 C, E). Eine deutliche Verzweigung, wie es fiir Oktopamin
beschrieben wurde, konnte nicht gezeigt werden. Stattdessen sind einzelne, deutlich
voneinander abgehobene tangential verlaufende Schichten markiert (Abb. 3.20 A, B). Im
Bereich der Somarinde, die die Neuropile umgibt, wurden mehrere ungleichmiBig verteilte
Somata markiert (Abb. 3.20 D). Dies ist der Bereich, in dem intrinsische Lobula-/ Medulla-

Neurone bzw. Amakrine-Zellen lokalisiert sind.

i1) Pilzkorper

Tyramin-immunreaktive Fasern konnten in den Calices der Pilzkorper detektiert werden
(Abb. 3.18 B-C; 21 D). Innerhalb der Calices ist die Markierung relativ gleichmaBig verteilt.
Dass es sich bei den markierten Verzweigungen nicht um intrinsische Kenyon-Zellen handelt,
kann aus der fehlenden Markierung der innerhalb der Kelche liegenden Kenyonzellsomata
abgeleitet werden. Diese Beobachtung deckt sich mit der Beschreibung oktopamin-

immunreaktiven Markierung bei Sinakevitch et al. (2005). In ihrer Arbeit konnte durch
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backfill-Experimente gezeigt werden, dass Ausldufer von DUM-Neuronen, deren Somata im
maxilaren Segment des Unterschlundganglion liegen, gleichméBig im Calyx verzweigen. Eine
ausgeprigte Trennung verschiedener Bereiche des Calyx nach unterschiedlichen sensorischen
Eingiéingen, wie fiir die Biene beschrieben ist, ist fiir Periplaneta nicht bekannt (Gronenberg,
2001; Ehmer und Gronenberg, 2002). Dadurch ist es ohne weitere Experimente schwierig,
den Ursprung der Tyramin-immunreaktiven Verzweigung zu lokalisieren. Die vertikalen und
horizontalen (bzw. a- und B-) Loben der Pilzkdrper sind im Gegensatz zu den Calices

markierungsfrei (Abb. 3.18 B).

ii1) Zentralkomplex

In dem Zentralkdrper konnte eine deutliche Markierung sowohl im oberen (fan-shaped body)
als auch im unteren Teil (ellipsoid body) detektiert werden. Die Protocerebralbriicke und die
Noduli zeigten dagegen keine eindeutige Markierung. Der sdulenartige Aufbau aus acht
Modulen ldsst sich auch an der Markierung innerhalb des oberen Teiles wiedererkennen
(Homberg, 1987): Hier ist eine fingerformige, deutlich voneinander abgesetzte Markierung in
den Modulen zu erkennen. Der sog. superior arch ist dagegen nur schwach und eher
unregelmdfBig markiert (Abb. 3.21 A-C). Dies konnte ein Indiz fiir tangential-verlaufende
Neurone sein, die die einzelnen Sédulen miteinander verbinden. Als Ursprung dieser
markierten Fasern konnen Somata der Gruppe 4 postuliert werden. Diese Somata liegen
posterior ventral zwischen den Pilzkérpern. Es ist bekannt, dass von dort Fortsdtze von
kolumnaren Neuronen u. a. durch die Protocerebralbriicke liber den oberen und den unteren
Teil des Zentralkdrpers zu den lateralen akzessorischen Loben (ventral bodies) ziehen
(Williams, 1975). Aus dem Zentralkdrper heraus erfolgt eine weitere Verzweigung in das
zentrale Protocerebrum, eine eindeutige Zuordnung zu den Somatagruppen ldsst sich aber
erneut nicht durchfiihren. Allerdings ist die Verteilung oktopamin-immunreaktiver Strukturen

innerhalb des Zentralkoplexes sehr dhnlich (Sinakevitch et al., 2005).
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Abbildung 3.18: Tyramin-immunreaktive
Zellgruppen 0 und 2. A; B: Somata der
Gruppe 0 befinden sich im anterioren lateralen
Protocerebrum lateral vom lateralen Calyx und
des a-Lobus. Die Axone verlaufen posterior
des a-Lobus und verlassen das Protocerebrum
iiber den Nervus corpora cardiaca I medial
vom medialen Pilzkérper (angeschnittene
Axone in C). Die Calices zeigen immunreaktive
Strukturen, die Loben hingegen nicht.

D; E: Somata der Gruppe 2 liegen im
Ursprungsbereich des p-Lobus. Von dort
zichen die Axone iiber dessen ventrale Seite
weiter posterior in das zentrale Protocerebrum
bzw. den Zentralkomplex.

Al: Antennallobus, Ca: Calyx a/B: a-/f-Lobus.
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Abbildung 3.19: Tyramin-immunreaktive
Zellgruppen 3-6. A; B: Somata der Gruppe 3
liegen median der Antennalloben im
Deutocerebrum. Von hier projizieren die
Neurone u. a. in die optischen Loben. C:
Somata der Gruppe 4 liegen im posterioren
medianen Protocerebrum zwischen den Calices
und dem Zentralkomplex. Von dort innervieren
sie u. a. die Protocerebralbriicke sowie den
oberen und unteren Teil des Zentralkdrpers und
die ventral bodies. D: Somata der Gruppe 5
liegen eingebettet zwischen dem lateralen Horn
und dem Tritocerebrum. E: In der lateralen
Somaschicht liegt im Tritocerebrum die Gruppe
6.

Pb: Protocerebralbriicke; Tc: Tritocerebrum;
Vb: ventral body; Zk: Zentralkorper.
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Abbildung 3.20: Tyramin-immunreaktive
Strukturen in den optischen Loben. A: Die
aus dem Protocerebrum in die optischen Loben
ziehenden optischen Trakte verzweigen in der
Lobula und der Medulla. B; C: Die
Verzweigung innerhalb der Medulla erfolgt in
distinkten Schichten senkrecht zum
sdulenartigen Aufbau bzw. netzartig um die
Medulla herum. D: In der die Neuropile
umgebenden Somaschicht liegen vereinzelte
tyramin-immunreaktive Zellen vor. E: An der
ventralen Verbindungsstelle von Lobula und
Medulla befindet ich eine Gruppe von
Tyramin-immunreaktiven Zellen, die in die
Medulla verzweigen. Me: Medulla; La:
Lamina; Lo: Lobula.
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Abbildung 3.21: Tyramin-immunreaktive
Markierung im Zentralkorper und dem
lateralen Protocerebrum. A-C: Tyramin-
immunreaktive ~ Strukturen innerhalb des
Zentralkorpers. Eine deutliche Markierung ist
im unteren Teil, dem ellipsoid body zu
erkennen. Von dort reichen acht deutlich
unterteilte Strukturen in den oberen Teil, den
fan-shaped body hinein. Hier wird der
sdulenartige Aufbau besonders deutlich. Die
oberste Schicht (superior arch) ist nur schwach
und diffus markiert. D/E: Projektionsfelder im
lateralen Protocerebrum.

In B und C sind unterhalb der [B-Loben
angeschnittene Axon von Zellen der Gruppe 2
zu erkennen.a: o-Lobus; Ca: Calyx; Eb:
ellipsoid body, unterer Teil des ZK; Fb:
fanshaped body, oberer Teil des ZK; Pe:
Pedunculus; Sa: superior arch; Vb: ventral
body.
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3.8.Verteilung des PeaTYR1-Rezeptorproteins

3.8.1 Spezifitdt des gereinigten Antiserums

In Westernblot-Experimenten (s. Abb. 3.16) konnte bereits gezeigt werden, dass das
aPeaTYRI1-Antiserum eine deutlich Immunreaktivitdt bei geblotteten Gehirnproteinen zeigt
und es Proteinbanden im kalkulierten Molekularmassenbereich markiert. Die Spezifitit des
gewonnenen Antiserums konnte durch eine Prdabsorption mit immobilisiertem  HIS-
PeaTYR1-CPL3 gezeigt werden. Auf diese Weise konnte eine Markierung der Schnitte
komplett unterbunden werden. Wurde hingegen 16sliches MBP-PeaTYRI1-CPL3 zur
Praabsorption eingesetzt, verschwand die Markierung zwar, es kam aber zu ungewiinschten
Artefakten, vermutlich durch antikorper-unabhéngige Wechselwirkungen des MBP und/ oder
des Immunkomplexes mit dem Schnitt (Abb. 3.22).

Abb. 3.22: Priabsorptionsexperimente mit dem aPeaTYRI1-Antiserum: Wird die Préabsorption mit auf
einer Sdule immobilisierten HIS-PeaTYR-CPL3 durchgefiihrt (s. Methoden), so ist keine Signal mehr zu
detektieren (A: Fluoreszenz, B: kombiniert mit DIC-Aufnahme). Wird fiir die Prédabsorption 16sliches MBP-
PeaTYR1-CPL3 eingesetzt, so fiihrt dies zwar zu einem Verlust des Signals, die Immunkomplexe schein aber
auf dem Schnitt zu prézipitieren. So ist Markierung auch auf den Kenyon-Zellen zu erkennen, die bei positiven
Farbungen nicht markiert sind (C). Autofluoreszenz oder Wechselwirkung mit dem sekundéren Antikorper sind
auszuschlieBen (ohne priméren Antikorper; D, E).
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3.8.2 Verteilung von aPeaTYR1-Immunreaktivitit in verschiedenen Neuropilen

Die Verwendung des aPeaTYR1-Antiserums an 50 pm dicken Gehirnschnitten fiihrt zu einer
deutlichen, groBflichigen Markierung, die von unmarkierten Bereichen unterbrochen wird

(Abb. 3.23). Im Weiteren werden die markierten Strukturen im Detail beschrieben werden.

1) Optische Loben

Die Neuropile der optischen Loben weisen zum Teil deutliche Markierungen auf. Wéhrend
der Bereich der Lamina nur schwach markiert ist, so ist in der Medulla der geschichtete
Autfbau gut zu erkenne (Abb. 3.24 A). Im zentralen Bereich der Medulla ist eine deutlicher
Streifen erkennbar (Abb. 3.24 B). Bei diesem Streifen konnte es sich dhnlich wie bei der
Tyraminmarkierung um Amakrine-Zellen handeln. Ferner konnten transmedulldre (Tm-)
Zellen markiert worden sein, die sich in bestimmten Schichten der Medulla verzweigen, bevor
sie zur Lobula ziehen.

Die Lobula ist durchzogen von ungleichméfiger Markierung und ist medial von einem
verzweigten Netz von markierten Fasern umgeben. Hierbei konnte es sich bei den markierten
Strukturen um Verbindungsneurone handeln. Solche Verbindungsneurone ziehen von der
Medulla in die Lobula. Alternativ konnte es sich bei den Fortsétzen um Tangentialneurone
handeln, deren Somata im Protocerebrum liegen. Ungewdhnlich stark markiert sind Reste der
Retina, die bei der Priparation des Gehirns nicht vollstindig entfernt worden ist (Abb. 3.24
B). Die Somarinde, die die Neuropile umgibt ist frei von Markierung. Die Tyramin-
immunreaktiven Zellen, die sich in dieser Region (Abb. 3.20 D) befinden, scheinen den
PeaTYRI1-Rezeptor selbst nicht zu exprimieren. Die optischen Chiasmata sind durch die o-
Rezeptorantikdrper deutlich markiert (Abb. 3.24 C). Dies steht im Kontrast zur
oTyraminmarkierung. Diese Bereiche zeigten keine aTyramin-Immunreaktivitdt. Im 1.
optischen Chiasma wird der retinotope Aufbau der Lamina durch Uberkreuzung der Axone in
der Medulla umgekehrt, das 2. optische Chiasma stellt die urspriingliche Orientierung in der
Lobula wieder her. Dieses Phdanomen leitet sich von der postembryonalen Entwicklung der
optischen Loben ab und ist ohne funktionelle Bedeutung (Milde, 2003). In den Chiasmata
befinden sich die Axone verschiedener Neurone, die die Neuropile miteinander verbinden.
Das 1. Chiasma enthélt neben den Axonen der die Lamina durchspannenden Monopolarzellen
L1-5 auch die Axone der Photorezeptoren R7 und R8, deren Axone im Gegensatz zu den der
anderen Rezeptoraxone nicht in der Lamina enden. Die Lamina scheint zu dicht gepackt zu
sein, als dass das aPeyTYRI1-Antiserum darin eine deutlich Markierung der Axone ergeben

wirde.
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i1) Zentralkomplex

Wie der oTyramin-Antikorper, so markiert auch der aPeaTYRI1-Antikorper den
Zentralkomplex besonders deutlich. Der sdulenartige Aufbau des Neuropils ist gut zu
erkennen. Besonders im oberen Teil (fan-shaped body) ist eine fein in mehrere Untereinheiten
unterteilte, langliche Feinstruktur sichtbar. Dieser modulare Aufbau war auch bei der
Verwendung des aTyramin-Antikorper sichtbar. Im unteren Teil (ellipsoid body) ist eine eher
diffuse Struktur zu erkennen. Der superior arch, die oberste Schicht des oberen Teils ist
deutlich markiert (Abb. 3.24 E). Dies steht im Gegensatz oTyraminmarkierung. Dort war
dieser Bereich des Zentralkdrpers nicht so deutlich zu erkennen. Die Protocerebralbriicke, der
am meisten dorsal liegende Teil des Zentralkomplexes, weist ebenfalls Fluoreszenz auf. Die
ventral bodies konnten vor dem starken Signal des gesamten ventralen Bereiches des
Protocerebrums nicht eindeutig identifiziert werden. Auffillig sind einzelne markierte Somata
dorsal der Protocerebralbriicke im Bereich der Somarinde, welcher sonst kaum Markierung
aufweist. Diese Zellen gehoren zur Gruppe 4 der oben beschrieben Tyramin-immunreaktiven
Zellgruppen und sind die einzigen erneut identifizierten Zellen verglichen zur
Tyraminmarkierung (Abb. 3.24 D). Andere Gruppen zeigten nicht sowohl aTyramin- als
auch aPeaTYRI-Immunreaktivitit. Eine Riickwirkung des ausgeschiitteten Tyramins auf die
freisetzenden Zellen scheint aber eher unwahrscheinlich, da die Freisetzungsstellen in den
Axonen deutlich entfernt von den Somata liegen. Diese verlaufen durch die
Protocerebralbriicke und den Zentralkomplex. Eine genaue Analyse der Verzweigungswege
konnte allerdings auch hier nicht durchgefiihrt werden. Auch kann die Frage, ob es sich um

extrinsische oder intrinsische Zellen handelt, nicht eindeutig beantwortet werden.

iii) Pilzkorper

Die Pilzkorper sind im Bereich der Calices, besonders auf der innersten Schicht der Innenseite
markiert (Abb. 3.23 A) Die Kelche sind vor dem Hintergrund der unmarkierten Kenyon-
Zellsomata deutlich zu erkennen. Neben der starken Markierung der innersten Schicht ist eine
feine netzartige Markierung in der gesamten Kelchregion sichtbar. In Priparaten, in denen die
Pedunculi ldngs angeschnitten sind, scheinen sich die markierten Strukturen in der Mitte des
Kelches zu biindeln, bevor sie in die Tiefe des Pedunculus absteigen. Dort verliert sich die
Markierung. In den Pedunculi ist der sdulenartige Aufbau deutlich erkennbar, der durch die
Biindelung mehrere Kenyon-Zellen entsteht. Die horizontalen/ vertikalen Loben sind
weitgehend frei von Markierung. Gelegentlich sind punktférmige, zelldhnliche Markierungen

bzw. breitere Banden innerhalb der Loben zu erkennen. Bei diesen Markierungen konnte es
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sich um die Axone intrinsischer Kenyon-Zellen handeln, die sich vom Calyx kommend in den
Pedunculus erstrecken. Es ist auch moglich, dass es sich bei den markierten Zellen um
Gliazellen handelt. Dies wiirde die ungleichmdBig in den Loben verteilte Markierung
erkldaren. Hahnlein und Bicker (1996 a, b) konnten durch Markierung mit Datura stramonium
Lektin bzw. Osmium-Ethylgallat zeigen, dass in den Loben der Pilzkorper Gliazellen
lokalisiert sind. Entsprechendes zeigten sie fiir die Antennalloben (s.u.). Ein Vergleich dieses
Befundes mit der oTyraminmarkierung zeigt, dass eine Uberlagerung der Transmitter-/
Rezeptormarkierung nur in den Kelchen zu erkennen ist. Dies scheint der Bereich zu sein, in
dem das Tyramin seine vermutlich modulatorische Wirkung entfaltet. Welchen Einfluss

Tyramin auf Gliazellen hat ist unklar.

iv) Laterales Protocerebrum, Deutocerebrum und Tritocerebrum

Der grofite Teil des Protocerebrums zeigt aPeaTYR I-Immunreaktivitit. Diese Markierung ist
ungleichméfBig tiber das mediane und laterale Protocerebrum verteilt. Ungefarbt hingegen sind
die Somata z.B. der Kenyon-Zellen und der meisten Zellen in der Pars intercerebralis, sowie
die Somata in der Rinde des Protocerebrums. Gut sichtbar markiert sind die inneren Antenno-
Cerebraltrakte, die von den Antennalloben kommen, am basalen Bereich der Calices
vorbeiziehen und dann schlielich zum lateralen Protocerebrum projizieren (Abb. 3.23 B).
Dieser Trakt enthdlt Projektionsneurone, die einzelne Glomeruli der Antennalloben mit den
hoheren Zentren des Gehirns verbinden (Stocker et al, 1990, 1994; Wong et al., 2002).
Insgesamt ist fiir die hier betrachtete Region eine gute Uberlappung der aTyramin- und
aPeaTYR1-immunreaktiven Strukturen aufféllig. Ob es sich bei den markierten Strukturen
um Verzweigungen von intrinsischen Neuronen des Protocerebrums oder von extinsischen
Neuronen handelt, konnte nicht unterschieden werden.

Die Antennalloben weisen eine ausgepragte Markierung auf. Die einzelnen Glomeruli selbst
sind frei von Markierung, sie sind aber deutlich von markierten Strukturen eingefasst (Abb.
3.25 A-D). Diese Markierungen sind einerseits faserige, zum anderen punktformige
Strukturen, die die einzelnen Glomeruli deutlich abgrenzen. Das Zentrum des Lobus ist
deutlich markiert, in Richtung Peripherie nimmt die Markierung kontinuierlich ab. Auffallig
ist eine Gruppe von Somata, die lateral an der Grenze zum Protocerebrum angeordnet sind.
Die Somata sind unmarkiert, wihrend die Neuriten, die zum Antennallobus projizieren,
markiert sind (Abb. 3.25 E). Bei den markierten Strukturen im Zentrum des Lobus konnte es
sich um lokale Interneuronen handeln, die einzelne Glomeruli miteinander vernetzen. Es

konnten auch Projektionsneurone sein, die iiber den ebenfalls markierten Antenno-
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Cerebraltrakt ins Protocerebrum ziehen (s.0.). Die punktféormigen Strukturen konnten
markierte Gliazellen sein, die fiir diesen Bereich bei Biene und der Heuschrecke beschrieben
worden sind (Hahnlein und Bicker, 1996).

Das Tritocerebrum selbst ist deutlich markiert, die Somarinde ist erneut markierungsfrei. Eine

eindeutige Identifizierung und Zuordnung der markierten Strukturen war nicht moglich.

3.8.3 Verteilung von aPeaTYRI-Immunreaktivitét in der Speicheldriise der Schabe
Reverse Transkriptase-Reaktionen und Blotanalysen haben gezeigt, dass der putative
Tyraminrezeptor nicht nur im Gehirn, sondern u. a. auch in der Speicheldriise exprimiert wird.
Um genauere Aussagen iiber die zelluldre Verteilung des Rezeptors machen zu kénnen, wurde
das gereinigte Antiserum zur Markierung an Praparaten ganzer Speicheldriise (wholemounts)
eingesetzt.

Das Serum markierte die basolateralen Membranen der Acini, den sekretorisch aktiven
Einheiten der Speicheldriise. Genauere Betrachtung zeigte, dass in den Acini nur eine
Zellpopulation markiert war (Abb. 3.26 A, B). Die paarigen peripheren Zellen (P-Zellen)
bilden das abgeschlossene Ende eines jeden Acinus. Die basolaterale Plasmamembran der P-
Zellen war deutlich markiert. Eine Markierung dieser Zellen mit Phalloidin zeigt deren
ausgeprigten Mikrovillisaum auf der luminalen Seite der Zellen. Eine Uberlagerung dieser
beiden Markierungen konnte bei einer Doppelmarkierung der Zellen nicht beobachtet werden
(Abb. 3.26 C, D). Der Rezeptor schein demnach nur auf der dem Lumen abgewandten,
basolaterealen Seite der P-Zellen lokalisiert zu sein. Eine Verlagerung des Rezeptors in den
apikalen Bereich wird moglicherweise durch tight junctions verhindert. An manchen Stellen
auf den Acini ist die sonst durchgehende Markierung unterbrochen. An diesen Stellen reicht
eine weitere Zellpopulation bis an die Oberflache der Acini: die zentralen Zellen (C-Zellen).
Diese, sowie die Gangzellen werden vom Antiserum nicht markiert, sie scheinen den
Rezeptor nicht zu exprimieren (Abb. 3.26 A, E). Innerhalb der Speicheldriise befindet sich
aPeaTYR1-Markierung nur in spezifischen Strukturen eines Zelltyps.

Die Stellen der Tyraminausschiittung konnte in ersten Versuchen noch nicht bestimmt
werden. Mit hoch konzentrierten Antikérpern gegen Tyramin konnten einige Nervenfasern,
die die Acini innervieren, markiert werden. Bei diesen Experimenten wurde das oTyramin-
Serum jedoch 8x hoher konzentriert als es bei den Gehirnpréaparaten der Fall war. Wegen der

Kreuzreaktivitit des Serums zu Oktopamin ist dieser Befund aber nur bedingt aussagekréftig.
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Abb. 3.23: Ubersichtsaufnahmen von oPeaTYRI-immunreaktiven Strukturen innerhalb des
Schabengehirns. A: Deutlich zu erkennen sind die zentralen Bereiche des Protocerebrums, die Loben des
Pilzkorpers sind nur vereinzelt markiert. Die Innenseite der Calices ist deutlich markiert. Der Zentralkorper zeigt
eine Markierung sowohl im unteren als auch oberen Teil. B: Der zentrale Bereich der Antennalloben weist eine
starke Markierung auf. Gut zu erkennen ist der innere Antenno-Cerebraltrakt (Pfeilspitzen), der vom
Antennallobus iiber die Basis der Calices zum lateralen Protocerebrum zieht.
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C: In den optischen Loben ist Markierung in der Lobula, der Medulla und dem ersten optischen Chiasma zu
erkennen. Grofle Teile des zentralen Protocerebrums sind markiert, wihrend die duBlere Somarinde frei von
Markierung ist.
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Abbildung 3.24: aPeaTYRI1-immunreaktive
Markierungen in den optischen Loben und
dem zentralen Protocerebrum. A-C: In den
optischen Loben konnte eine bandenformige
Markierung innerhalb der Medulla beobachtet
werden. Die optischen Chiasmata sind deutlich
markiert, ebenso Teile der Retina. Die Lamina
ist kaum markiert. D; E: Markierung im
zentralen Protocerebrum: Der Zentralkomplex
ist deutlich markiert, besonders im oberen Teil
des Zentralkdrpers. Somata der Gruppe 4 sind
deutlich zu erkennen, wogegen die Kenyon-
Zellsoamata und die Somata der Pars
intercerebralis unmarkiert sind.

JAC: innerer Antenno-Cerebraltrakt; La:
Lamina; Me: Medulla; OCh: optisches
Chiasma; Pb: Protocerebralbriicke; Re: Retina;
Sa: superiour arch.
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Abbildung 3.25: aPeaTYRI1-immunreaktive
Strukturen innerhalb der Antennalloben.
Die Antennalloben weisen eine deutliche
Markierung auf. Die Glomeruli sind von einem
Netzwerk von markierten Fasern umgeben.
Hierbei konnte es sich um Interneurone
handeln. Die in E zu erkennenden Somata
weisen markierte Neurite auf, die in den
zentralen Bereich des Lobus zichen. Die
Somata sind markierungsfrei. Neben den
faserigen  Strukturen sind noch ovale
Markierungen zu sehen (C; D). Hierbei konnte
es sich um Gliazellen handeln.
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Abbildung 3.27: Doppelmarkierung der
Speicheldriisenacini mit Phalloidin und dem
aPeaTYR1-Antikérper. Deutlich zu erkennen
ist die Markierung der basolateralen Membran
der P-Zellen. A: Die an manchen Stellen an die
Oberflache der Acini reichenden C-Zellen sind
frei von Markierung. D: Eine Uberlagerung der
beiden Markierungen ist nicht zu erkennen. E:
Die Speichelgidnge sind ebenfalls
markierungsfrei. Rot: aPeaTYRI1-Markierung;
griin: Aktinmarkierung mit Phalloidin.
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3.9 Heterologe Expression des PeaTYR1-Rezeptors in HEK293-Zellen

Um den Rezeptor physiologisch weiter charakterisieren zu konnen, sollte er stabil in
HEK293-Zellen exprimiert werden. Hierfiir wurde der kodierende Bereich der PeaTYRI1-
cDNA in einen eukaryotischen Expressionsvektor ligiert und das Konstrukt in die Zellen
transfiziert. Der Erfolg der Transfektion konnte mit zwei Antikorpern liberpriift werden. Zum
einen enthélt der Expressionsvektor einen Abschnitt, der ein Himagglutinin-(HA)Tag an den
Rezeptor anhdngt. Dieses Epitop kann von einem monoklonalen Antiserum erkannt werden.
Zum anderen wurde das selbst gereinigte aPeaTYR1-Antiserum eingesetzt, um PeaTYRI-
exprimierende Zellen zu identifizieren. Durch beide Markierungen konnte der Rezeptor in der
Plasmamembran transfizierter Zellen lokalisiert werden (Abb. 3.27). Die positiven Zellen
wurden im Anschluss vereinzelt und unter Selektionsdruck weiter angezogen. Leider ist es
bisher nicht gelungen, auf diesem Wege zu einer Zelllinie zu gelangen, die den PeaTYRI-
Rezeptor stabil exprimiert. Aus mehreren Transfektionsansidtzen konnte keine einziger Klon
abschlieBend im Westenblot mit dem oHA- oder dem aPeaTYRI1-Antikorper bestitigt
werden. Fiir pharmakologische Experimente ist aber eine ,,stabile Zelllinie* notwendig. Um
zeigen zu konnen, dass der ligandenaktivierte PeaTYR1-Rezeptor wie bereits charakterisierte
Tyraminrezeptoren einen forskolin-induzierten cAMP-Spiegel zu senken vermag, bedarf es
einer ,stabilen Zelllinie“ (z.B. AmTYRI, Blenau et al., 2000). Nur so kann sichergestellt
werden, dass in allen Zellen die cAMP-Konzentration durch Aktivierung einer
Phosphodiesterase erniedrigt wird. Zellen, die den Rezeptor nicht exprimieren, wiirden die
cAMP-Bestimmung durch eine zu hohe cAMP-Konzentration zu hoheren Werten verfdlschen.
Die funktionelle und pharmakologische Charakterisierung konnte deshalb bisher nicht

durchgefiihrt werden.



Kapitel 3: ERGEBNISSE 69

Abb. 3.27: Peatyrl-transfizierte HEK293-Zellen. A und B zeigen transfizierte Zellen, die mit dem
aPeaTYR1-Antikdrper markiert worden sind, C und D zeigen Zellen derselben Transfektion, die mit einem
aHA-Antikérper markiert wurden. Beide Markierungen zeigen, dass der Rezeptor auf der Plasmamembran
der Zelle lokalisiert ist.
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Kapitel 4:

Diskussion

4.1 GPCRs

Zu den auf der Zelloberfliche anzutreffenden Proteinen gehort die Gruppe der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Diese Rezeptoren sind Mitglieder der gréfften und
divergentesten Gruppe von Membranproteinen. Sie ermdglichen die Wahrnehmung
extrazelluldrer Signale (z.B. visuelle, olfaktorische oder gustatorische Signale), die durch sie
in die Zelle iibertragen werden. Die Signale konnen durch physiologische Verdnderungen der
Zielzelle zu einer Vielzahl von Antwortmustern fiihren. Der Ubertragungsmechanismus eines
extrazelluldren Signals in eine intrazelluldre Antwort bleibt jedoch bei vielen GPCRs gleich:
Die Bindung eines fiir den jeweiligen Rezeptor spezifischen Liganden fiihrt zu einer
intramolekularen Konformationsianderung des Rezeptors. Diese aktiviert intrazelluldre
heterotrimere G-Proteine, welche ihrerseits weitere Effektorproteine aktivieren. Seit einiger
Zeit werden alternative Signalwege fiir GPCRs diskutiert, die unabhidngig von G-Proteinen
das Signal in die Zelle transduzieren kénnen (Heuss und Gerber, 2000; Brzostowski und
Kimmel, 2001; 2006). So kann in Dictyostelium die Kinaseaktivitdt von ERC2 direkt durch
einen cAMP-Rezeptor beeinflusst werden.

Diese Arbeit befasst sich mit zwei neu identifizierten Rezeptoren, einem putativen
Tyraminrezeptor und einem putativen Dopaminrezeptor aus Periplaneta americana. Die
Zuweisung eines Liganden konnte experimentell (noch) nicht durchgefiihrt werden, die
Bezeichnungen sind aufgrund von Sequenziibereinstimmungen zu bereits charakterisierten
Rezeptoren gewidhlt worden. Der Tyraminrezeptor ist in soweit interessant, weil Tyramin
lange als eher unbedeutende Vorstufe des Oktopamins galt. In einem letzten Syntheseschritt
wird das Tyramin durch die Tyramin-fB-Hydroxylase (TBH) zu Oktopamin umgesetzt. Eine
stetig wachsende Zahl von identifizierten/ charakterisierten Rezeptoren aus verschiedenen
Arthropoden und Nematoden mit hoher Affinitit zu Tyramin deutet letztlich auf eine
physiologische Funktion des Tyramins in diesen Tieren hin. So sind u.a. Tyraminrezeptoren
aus der Honigbiene (Apis mellifera), der Wanderheuschrecke (Locusta migratoria), dem
Seidenspinner (Bombyx mori), der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) und dem
japanischen Schwalbenschwanz (Papilio xuthus), aber auch aus Fadenwiirmern
(Caenorhabditis elegans) bekannt (Blenau et al., 2000; Vanden Broeck et al., 1995; Ohta et
al., 2003; Saudou et al., 1990; Cazzamali et al., 2005; Srivastava et al., 2005; Ono und
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Yoshikawa, 2004; Rex und Komuniecki, 2002). Eine Reihe von jiingeren physiologischen
und Verhaltensarbeiten bestitigen diese Beobachtungen.

Die Signalwege des Dopamins sind von immenser medizinischer Bedeutung. Eine
Fehlregulierung der Transduktion kann zu schwerwiegenden Krankheiten wie Morbus
Parkinson oder Schizophrenie fiihren. Auch bei Invertebraten ist die dopaminabhingige
Signaltransduktion ein oft untersuchtes Thema, weswegen auch deutlich mehr
Dopaminrezeptoren bereits beschrieben worden sind (z.B. AmDopl-3, DmDopR1, DmD2R,
DmDopR2; Blenau et al., 1998; Humphries et al., 2003; Beggs et al., 2005; Hearn et al.,
2002; Gotzes et al., 1994; Feng et al., 1996).

4.2 Die Eigenschaften der Aminosiduresequenzen

GPCRs zeigen eine charakteristische heptahelikale Struktur. Die sieben Transmembranhelices
sind iiber drei extrazelluldre und drei intrazelluldre Peptidschleifen miteinander verbunden.
Der N-Terminus des Proteins liegt extrazelluldr, der C-Terminus auf der intrazelluldren Seite
der Zytoplasmamembran (Strader et al., 1995). Das Hydropathieprofil des PeaTYR1- und des
PeaDOP2-Rezeptors deuten diese Struktur an, die Anwendung des TMHMM-Algorithmus
sagt zudem einen extrazelluldr gelegenen N- und einen intrazelluldr gelegenen C-Terminus
fiir die beiden Rezeptoren voraus (Abb. 3.3; 3.9). Eine genaue Aufkliarung der Tertidrstruktur
der Rezeptoren wiirde allerdings eine rontgenkristallographische Strukturaufklérung
erfordern, wie es z.B. fiir das Rhodopsin erfolgt ist (Palczewski et al., 2000). Eine
Strukturaufkldrung durch Kernspinnresonanz-Spektroskopie (NMR) ist inzwischen bis zu
einer Masse von 900 kDa beschrieben worden, ist aber auf zytoplasmatische Proteine

beschrinkt (Fiaux et al., 2002).

4.3 Die ligandenspezifische Bindungstasche

Aminrezeptoren binden ihren spezifischen Liganden in einer Bindungstasche, die von den
Transmembrandoménen III, V und VI gebildet wird. Innerhalb dieser Doménen gibt es stark
konservierte Aminosédurereste, die charakteristisch fiir die Bindung von biogenen Aminen
sind. Uber ionische Wechselwirkungen bindet ein Aspartatrest der TM III die protonierte
Aminogruppe des Amins. Ein Phenylalanin-Rest der TM VI kann den Liganden {iber

hydrophobe Wechselwirkungen mit dem aromatischen Teil des Amins binden, wihrend
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Serinreste in der TM V Wasserstoffbriickenbindungen zu den Hydroxylgruppen des Amins
ausbilden konnen (Probst ef al., 1992; Strader et al., 1995).

Diese Aminosdurereste konnten auch bei den in dieser Arbeit beschrieben Rezeptoren
PeaTYRI1 und PeaDOP2 identifiziert werden: Diis, Syo3 und F377 bei PeaTYR1; Disi, Sysg
und F4; bei PeaDOP2 (Abb. 3.5 und 3.10). Das Nummerierungssystem von Ballesteros und
Weinstein (1995) weist den Aminosdureresten in beiden Rezeptoren die Positionen D3 33, Ss.46
und Fe 44 zu. Bei dieser Nummerierung wird der Aminosdure mit der stirksten Konservierung
in den einzelnen Transmembrandoménen der Wert 50 gegeben, alle weiteren werden von dort

in Richtung N-Terminus kleiner werdend abgezahlt.

4.4 Das ,,DRY“-Motiv

Bindung eines aktivierenden Liganden an einen GPCR fiihrt bei diesem zu einer
Konformationsdnderung. Im Ruhezustand miteinander wechselwirkende Bereiche der
Transmembrandominen III und VI bewegen sich nach Aktivierung voneinander weg. Dies
konnte durch spektroskopische Untersuchungen an [3,-adrenergen Rezeptoren und am
Rhodopsin gezeigt werden (Farrens et al., 1996; Gether et al., 1997). Das hoch konservierte
»DRY“-Motiv am Ende der TM III vermittelt diesen Vorgang. Eine Protonierung des
Asparaginrestes fiihrt zu einer Unterbrechung der Wechselwirkung zu Aminosdureresten der
TM VI (ionic lock). Dies fiihrt zu einer Konformationsinderung der G-Protein bindenden
Bereiche der TM II und III und aktiviert das zugehdrige G-Protein (Gether et al., 1997;
Gether und Kobilka, 1998). Mutationsexperimente haben gezeigt, dass der Aspartatrest eine
wichtige Rolle bei der Regulierung der Rezeptoraktivitit hat. Mutationen dieses Restes bei
Rhodopsin, dem [2-adrenergen und dem MI-muskarinischen Rezeptor fiihren zu einer
konstitutiven Aktivitit des Rezeptors (Cohen et al., 1993; Rasmussen et al., 1999; Lu et al.,
1997). Die TM III und VI werden nicht mehr durch die ionischen Wechselwirkungen
zusammengehalten, die G-Protein aktivierenden Abschnitte der TM II und III kdnnen
unreguliert wirken. Wichtig flir einen funktionellen Rezeptor ist daher ein saurer
Aminoséurerest innerhalb des DRY-Motivs, da nur dieser die Aktivitit des Rezeptors
effizient regulieren kann (Ballesteros et al., 2001). Scheer et al. (1996) konnten durch einen
Austausch des Aspartatrestes mit einem Argininrest deutlich den Effekt der sauren Seitenkette
belegen. Die Mutante wies eine hohe konstitutive Aktivitdt auf. Bei dem 5-HT7-Rezeptor der

Biene liegt das DRY-Motiv in Form von DRF vor. Dieser Austausch eines polare gegen einen
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hydrophoben Aminosédurerest wird als mdglicher Grund fiir die gemessene konstitutive
Aktivitdt des Rezeptors diskutiert (Schlenstedt et al., 2006; Clark et al., 2004).

Die in dieser Arbeit beschrieben Rezeptoren PeaTYRI1 und PeaDOP2 weisen beide ein
vollstindiges DRY-Motiv auf (D;s0RY bzw. PeaTYRI1: D;3RY; PeaDOP2: D;sRY),
weshalb vermutet werden kann, dass diese beiden Rezeptoren keine konstitutive Aktivitét

zeigen. Der experimentelle Beweis steht allerdings noch aus.

4.5 Das ,,NPxxY“-Motiv

Dieses in den meisten Aminrezeptoren konservierte Motiv in der TM VII ist in den in dieser
Arbeit beschriebenen Rezeptoren der Schabe PeaTYRI1 und PeaDOP2 ebenfalls enthalten
(N7.49PxxY bzw. PeaTYRI1: NP4sxxY; PeaDOP2: Nus3PxxY). Barak et al. (1994, 1995)
konnten zeigen, dass dieses Motiv notwendig fiir die Resensitisierung des Rezeptors nach
Wegnahme des Agonisten ist. Eine Mutation des Tyrosinrestes des Motivs bei dem [3,-
adrenergen Rezeptor flihrte dazu, dass der Rezeptor nicht mehr internalisiert wurde, nach dem
der Agonist gebunden hatte. Nicht beeinflusst hierbei waren die Kopplung des G-Proteins, die
schnelle Desensitisierung oder die Verringerung der Genexpression auf Antwort auf den
Agonisten. Einzig die Resensitisierung war durch die Mutation gestort. Sealfon et al. (1995)
erbrachten fiir Serotoninrezeptoren den Nachweis, dass Aminosdurereste dieses Motivs die
TM II und TM VII {iber Wasserstoftbriickenbindungen miteinander verkniipfen kénnen. Die
dadurch entstehende Konformation ist wichtig fiir eine erfolgreiche Aktivierung der G-
Proteine.

Neben den heterotrimeren G-Proteinen konnte gezeigt werden, dass auch monomere G-
Proteine wie Rho oder ARF an das NpxxY-Motiv binden. Durch diese Adapterproteine ist der
Rezeptor an weitere Signalwege gekoppelt. So ist z.B. der 5-HT»,-Rezeptor iiber ARF an den
Phospholipase D (PLD)-Signalweg gekoppelt (Hall et al., 1999; Robertson et al., 2003;
Mitchell et al., 1998). Mutationen in dem Motiv wiirden die Wechselwirkungen beeinflussen
und die Signalwege moglicherweise unterbrechen. Ob diese Wege der Signaltransduktion bei

Periplaneta auch beschritten werden, kann nur spekuliert werden.

4.6 N-Glykosylierung
In den extrazelluldr gelegenen Bereichen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind hiufig
eine oder mehrere Konsensusstellen fiir N-Glykosylierung zu finden. Die Glykosylierungen

konnen fiir die Faltung und den gerichteten Transport, aber auch fiir die Ligandenerkennung
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wichtig sein (Rands et al., 1990). PeaTYRI besitzt zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen
innerhalb des N-Terminus (Nj; und Nj7). PeaDOP2 besitzt vier potentielle N-
Glykosylierungsstellen innerhalb des N-Terminus (N2, N3z, N4 und Nss). Ob die beiden

Rezeptoren in vivo tatsichlich glycosyliert vorliegen, ist nicht iiberpriift worden.

4.7 Inaktivierung durch Phosphorylierung

GPCRs werden durch die Phosphorylierung intrazelluldrer Serin/Threonin-Reste der dritten
zytoplasmatischen Schleife oder des C-Terminus inaktiviert. Die Phosphorylierung kann
durch unterschiedliche Kinasen erfolgen: durch die cAMP aktivierte PKA, die Diacylglycerol
und Ca®" aktivierte PKC oder durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen GRK (Freedman
et al., 1995; Raymond, 1991; Lefkowitz, 1998). Die zusitzlichen Phosphorylierungen
verhindern eine effiziente Interaktion mit dem zugehdrigen G-Protein. Weiter konnte gezeigt
werden, dass ein durch GRKs phosphorylierter P,-adrenerer Rezeptor -Arrestin bindet.
Neben der sterischen Blockierung der G-Proteine sind die so modifizierten Rezeptoren in der
Lage, die Tyrosinkinase Src zu rekrutieren, was zuletzt eine Aktivierung des MAP-Kinase
Signalweges bewirkt. GRKs entkoppeln nicht nur die Rezeptoren von den G-Proteinen,
vielmehr werden sie an einen alternativen Signalweg angeschlossen (Lutrell et al., 1999,
1996). Fiir die Gruppe der GRKSs ist noch keine eindeutige Konsensussequenz bekannt. Bei
dem C-Terminus des 2-adrenergen Rezeptors wurden sechs Phosphorylierungsstellen fiir
GRKS5 und GRK2 identifiziert, in dessen Néhe sich ein diazides Motiv befand (Fredericks et
al., 1996).

Die beiden in dieser Arbeit beschriebenen Rezeptoren PeaTYR1 und PeaDOP2 weisen sieben
in der ersten und dritten zytoplamatischen Schleife gelegene bzw. vier in der dritten
zytoplasmatischen Schleife gelegene mogliche Phosphorylierungsstellen fiir die PKC mit der
Konsensussequenz [ST]-x-[RK] auf. PeaTYR besitzt eine potentielle Phosphorylierungsstelle
durch GRK innerhalb der dritten zytoplasmatischen Schleife (E9ES, wobei der Serinrest
phosphoryliert werden wiirde).

Phosphorylierungsstellen fiir PKA konnten nicht gefunden werden. Ob die Rezeptoren durch
die Phosphorylierung tatséchlich von der nachfolgende Signalkaskade ent- oder an andere

Signalwege angekoppelt werden, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
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4.8 Phylogenetische Einteilung

Einem Dendrogramm (Abb. 3.6) zufolge bildet PeaTYRI zusammen mit anderen
Tyraminrezeptoren eine eigene Gruppe. Dieser Ast befindet sich in der Nachbarschaft zu den
[-adrenerg-dhnlichen OA-Rezeptoren. In einem zweiten Dendrogramm (Abb. 3.7) zusammen
mit humanen adrenergen Rezeptoren befindet sich PeaTYRI in Nachbarschaft zu den -
adrenergen Rezeptoren. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu dem von Evans und
Maqueira  (2005) aufgestellten Dendrogramm zur neuen Klassifizierung von
Oktopaminrezeptoren der Insekten. Sie ordnen die Tyraminrezeptoren in der Ndhe der a-
adrenerg-dhnlichen OA-Rezeptoren an. Auffillig sind an den Dendrogrammen (Abb. 3.6 und
3.7) kleine bootstrap values an den Verzweigungsknoten. Bootstrapping ist ein Algorithmus,
der zufillig einzelne Basen in der Sequenz austauscht. Diese Varianten werden dann mit
einem Ursprungsmodell verglichen. Der Wert ist ein Mal3 dafiir, wie viele der gegebenen
Varianten den nur als Vorschlag anzusehenden Baum unterstiitzen. Sie erlauben keine
Aussage dariiber, ob der dargestellt Baum richtig oder falsch ist. Gerade bei kleinen Werten
besteht die Moglichkeit, dass der jeweilige Ast auch an anderer Stelle hitte entspringen
konnen. Werte <50% tragen kaum noch zu einer sinnvollen Interpretation eines
Dendrogrammes bei. Demnach konnte PeaTYR1 in Abb. 3.7 mit einem Wert von 52% zu
einer 1:1 Wahrscheinlichkeit auch in einem anderen Ast liegen.

PeaDOP2 bildet mit anderen Dopaminrezeptoren aus Insekten deutlich eine eigene Gruppe,
die von Mustard et al. (2005) zu den Invertebraten-Typ DA-Rezeptoren (INDRs)
zusammengefasst wurden. Sie fallen mit den a-adrenerg-dhnlichen OA-Rezeptoren/ o-
adrenergen Rezeptoren zusammen in eine Gruppe und unterscheiden sich deutlich von den
D1- und D2-dhnlichen Rezeptoren der Wirbeltiere und Insekten. Die beiden grofen Gruppen
(D1 und D2) der Wirbeltiere haben einen unabhéngigen evolutiondren Ursprung, sie weisen
unterschiedliche Strukturen auf und interagieren mit jeweils anderen regulatorischen Partnern
(Callier et al., 2003). Da PeaDOP2 sehr grofe Unterschiede zu D1- und D2-Rezeptoren
aufweist, kann man davon ausgehen, dass auch dieser Rezeptor einen anderen Ursprung hat.
Es ist wahrscheinlich, dass sich die INDRs und die a-adrenerg-dhnlichen OA-Rezeptoren
einen gemeinsamen Vorfahren haben. Durch Punktmutationen konnte der jeweiligen
Rezeptors so verdandert worden sein, dass die zweite Hydroxylgruppe (2; 3’ bei Dopamin; J3;
3> bei Oktopamin) durch die Aminosdurereste der mutierten Bindungstasche gebunden
werden konnte. Hauser et al. (2006) bezeichnet dieses Phdnomen als ligand-hop. Durch
Genduplizierungen traten neue Rezeptoren auf, deren Bindungstaschen sich leicht

voneinander unterscheiden konnten. Allerdings stand den neuen Rezeptoren nur das relativ
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begrenzte Repertoire der biogenen Amine zur Verfiigung. So wurden die gleichen Liganden
an unterschiedliche Rezeptorengruppen ,,ausgelichen®. Hauser datiert den gemeinsamen
Vorfahren anhand von Serotonin- und Dopaminrezeptoren von Apis und Drosophila auf vor
350 Millionen Jahren. Zu diesem Zeitpunkt trennten sich die Dipteren und Hymenopteren
voneinander. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten iiber einen Dopaminrezeptor aus
Periplaneta lassen die Annahme zu, dass der gemeinsame Vorfahre noch d&lter ist.
Hemimetabole Insekten wie die Schaben sind ein urspriinglicherer Familie innerhalb der

Klasse der Insekten.

4.9 Expressionsmuster der Rezeptoren PeaTYR1 und PeaDOP2

Die Expression der beiden Rezeptorgene Peazyrl und Peadop2 der Schabe wurde mittels RT-
PCR untersucht. Die RT-PCR Experimente ergaben, dass die beiden Rezeptoren in allen
untersuchten Geweben nachweisbar waren. Die entsprechenden Fragmente der CPL 3
konnten mit jeweils fiir den einzelnen Rezeptor spezifischen Primern aus identischen RNA-
Praparationen amplifiziert werden (Abb. 3.12). Beide Rezeptoren weisen eine deutlich
Expression im Gehirn auf, was auf eine Rolle bei Prozessen im zentralen Nervensystem
hindeutet. Wihrend das Pea#yrl-Transkript mehr oder weniger gleichmdfig in den weiteren
untersuchten Geweben (Speicheldriise, Mitteldarm, Malpighische Gefille und Flugmuskel)
verteilt zu sein scheint, ist das Peadop2-Transkript nur noch in den Speicheldriisen starker
exprimiert. Bei den Speicheldriisen der Schabe ist bekannt, dass Dopamin die Sekretionsrate
von proteinfreiem Speichel steigern kann (Just und Walz, 1996; Walz et al., 2006). Dies ldsst
auf die Gegenwart eines oder mehrerer Dopaminrezeptoren schlieBen. Ein physiologischer
Effekt von Tyramin auf das Sekretionsgeschehen bei der Speicheldriise konnte bisher noch
nicht gezeigt werden. Die vergleichsweise starke Expression von Peatyrl in den
Speicheldriisen lésst allerdings auf eine noch unbekannte Funktion des Tyramins schlieen.
Fiir andere Insekten konnte eine hohe Expression eines Tyraminrezeptors innerhalb des
Zentralnervensystems durch Northern-Blot-Analysen oder RT-PCR ebenfalls nachgewiesen
werden (Locusta migratoria: Vanden Broeck et al., 1995; Molaei et al., 2005; Drosophila
melanogaster: Saudou et al., 1990; Cazzamali et al., 2005). AuBerhalb des
Zentralnervensystems sind flir Tyramin verschiedene physiologische Funktionen beschrieben
worden: Tyramin ist in der Lage, die kontraktilen Eigenschaften der Oviduktmuskulatur von

Locusta zu modulieren (Donini und Lange, 2004). In den Malpighischen Gefiflen von



Kapitel 4: DISKUSSION 77

Drosophila steigert Tyramin die Harnsekretion durch eine Erhéhung der Chloridleitfahigkeit
(Blumenthal, 2003). In beiden Féllen muss ein Tyraminrezeptor postuliert werden, der ein
Signal in die Zelle transduziert.

Bei Insekten wurden verschiedene Verhalten beschrieben, die von Dopamin beeinflusst
werden. Das Paarungsverhalten wird von Dopamin beeinflusst (Neckameyer, 1998). Dopamin
ist des Weiteren bei aversivem Verhalten gegentiber visuell oder olfaktorisch erlernten Reizen
beteiligt (Unoki et al., 2005, 2006). Auerdem ist Dopamin ein wichtiger Neurotransmitter
und -modulator bei Bienen, der die olfaktorische Reizaufnhahme moduliert und die Erinnerung
bzw. Abrufbarkeit des Gelernten beeinflusst (Mercer und Erber, 1983; Mercer und Menzel,
1982). All diese Verhaltensmuster setzen einen oder mehrere Dopaminrezeptoren im
Zentalnervensystem voraus.

In Sdugetieren zeigt sich ebenfalls eine weite Verbreitung von Dopaminrezeptoren. Die fiinf
Rezeptorsubtypen konnten hauptsidchlich in verschiedenen Teilen des Gehirns aber auch in
nicht-neuronalen Geweben z.B. auf glatter Muskulatur in der Niere und Mesenterialgefil3en
nachgewiesen werden (Jackson und Westlind-Danielsson, 1994).

Fiir eine Reithe von Aminrezeptoren von Insekten ist die Verteilung der Transkripte an
Gehirnschnitten durch in situ-Hybridisierung untersucht worden (z. B. aus der Biene
AmDOPI, Blenau et al., 1998; AmDOP2, Humphries et al., 2003; AmDOP3, Beggs et al.,
2005; AmTYRI1, Blenau et al., 2000; AmOA1, Grohmann et al., 2003). Die Verteilung der
Markierung dieser Hybridisierungsexperimente fiel relativ einheitlich aus. Die Somata der
intrinsischen Pilzkorperneurone, der Kenyon-Zellen, waren deutlich gefarbt. Die lateral der
Pilzkorper gelegene Somarinde war ebenfalls gefarbt. An den Antennalloben zeigten die
duBeren Somaschichten gut sichtbare Markierung. In den optischen Loben waren meist auch
nur die Somata der Neurone gefédrbt, wobei sich die Markierung bis in die Bereich zwischen
den optischen Neuropilen hineinerstreckte. Eigene, an Schabengehirnen durchgefiihrte in situ-
Hybridisierungsexperimente erbrachten allerdings keine auswertbare Daten. Ob die
Verteilung der Transkripte von Peatyr1 und Peadop2 dhnlich auftreten wiirden, kann an dieser
Stelle nur spekuliert werden. Aufschluss {liber die Verteilung von zumindest PeaTYR1 auf der
Proteinebene konnte allerdings durch den Einsatz des oPeaTYRI1-CPL3-Antikorpers

gewonnen werden.
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4.10 Nachweis des PeaTYR1-Rezeptorproteins

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der RT-PCR konnte das PeaTYR 1-Rezeptorprotein im
Homogenat des gesamten Gehirns der Schabe mit dem spezifischen aPeaTYRI-CPL3-
Antikorper im Western-Blot nachgewiesen werden (Abb. 3.16). Auf dem Blot waren mehrere
Banden im Massebereich von 48 — 66 kDa zu erkennen. Diese Banden konnten auf eine
relativ hohe Kreuzreaktivitidt zu anderen Proteinen aus dem Schabengehirn zuriickzufiihren
sein. Farooqui et al. (2004) berufen sich bei einer dhnlichen Blot-Analyse von AmOAT1 auf
das Vorhandensein verschiedener Subtypen oder Splicevarianten des Rezeptors Hearn et al.
(2002) konnten Splicevarianten bei Drosophila tatsdchlich nachweisen. Auch andere
posttranslationale Modifikationen sind mdglich. Hierzu gehéren Phosphorylierung,
Glykosylierung, Acetylierung, Methylierung und Ubiquitin-Bindung (Mann und Jensen,
2003).

Bei PeaTYRI1 konnten zwei Konsensusstellen fiir mogliche N-Glykosylierungen und sieben
Konsensusstellen fiir Phosphorylierungen durch PKC und GRKs identifiziert werden.
Glykosylierungen von Membranproteinen konnen bis zu 50% der Molekularmasse des
Proteins ausmachen (Stephens et al., 2004). Leichtere Proteine konnten durch Splicevarianten
oder Trunkierungen innerhalb des N-Terminus oder der CPL3 erklirt werden. Fiir den
Tyraminrezeptor der Heuschrecke Schistocerca gregaria werden mehrere Subtypen diskutiert
(Vanden Broeck et al., 1995; Molaei et al., 2005). Es wire also auch moglich, dass auch in

der Schabe verschieden Subtypen eines Rezeptors vorkommen.

4.11 Tyramin-dhnliche und PeaTYR1-dhnliche Immunreaktivitit im Gehirn und

der Speicheldriise der Schabe

Rezeptordhnliche Immunreaktivitdt konnte fast im gesamten Gehirn der Schabe durch das
oPeaTYRI1-CPL3-Antiserum nachgewiesen werden. Einzig die Somata z.B. der Kenyon-
Zellen innerhalb der Calices oder innerhalb der Somarinde der optischen Loben sind frei von
Markierung. [In situ-Hybridisierungsexperimente fiir andere Tyraminrezeptoren (z.B.
AmTYRI, Blenau et al., 2000) zeigten, dass das Gen des Rezeptors in den Kenyon-Zellen
und anderen Somaschichten transkribiert wird. Unter der Annahme, dass dies auch fiir
PeaTYRI1 der Fall ist, ist das translatierte Protein in den Neuronen nicht in der Zellmembran
der Somata, aber in den Dendriten und Axonen lokalisiert. Tyramin konnte innerhalb des
Gehirns ebenfalls mit einem Antikorper in einzelnen Zellen detektiert werden. Wegen der
Kreuzreaktivitit des Serums zu Oktopamin kann nicht eindeutig ausgeschlossen werden, dass

die markierten Zellen statt Tyramin Oktopamin enthalten. Tyramin ist die direkte Vorstufe in
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der Synthese des Oktopamins. Je nach Umsatzrate des letzten Hydroxylierungsschrittes durch
TPH kann es also mdglich sein, dass oktopaminerge Zellpopulationen zu einem bestimmten
Teil Tyramin enthalten kdnnen. Fiir einzelne identifizierte Zellen der Gruppe 3 von Locusta
z.B. wurde ein Oktopamingehalt von 25 pg/Zelle durch Gaschromatographie-
Massenspektroskopie-Untersuchungen ermittelt (Stern et al., 1995). Zellen der Gruppe 3 bei
Periplaneta sind ebenfalls mit einem aOktopamin Antikorper als oktopaminerg beschrieben
worden (Sinakevitch et al., 2005). Bei der angegebenen Kreuzreaktivitit des Antiserums von
1/830, d.h. bei einem 830x Uberschuss von Oktopamin konnte es zu einer falsch positiven
Markierung kommen. Eine eindeutige Identifizierung tyraminerger Neurone konnte durch
chromatographische Untersuchungen oder durch eine Doppelmarkierung mit einem aTpH
Antikorper, welche in oktopaminergen aber nicht in tyraminergen Neuronen vorkommen
sollte, erfolgen. Allerdings ist auch denkbar, dass die einzelnen Neurone mehr als nur einen
Transmitter enthalten konnen. Bei Schistocerca konnte gezeigt werden, dass einzelne
Neurone zwei verschiedene Transmitter enthalten konnen. Salivary Neuron 1 (SN1) enthilt
neben Serotonin noch Dopamin, in Salivary Neuron 2 (SN2) wurden Serotonin und GABA
nachgewiesen (Baines ef al., 1989; Watkins und Burrows, 1989; Diplomarbeit J. Witte, AG
Walz).

Die grof3flachige Verteilung der Markierung durch den aPeaTYR1-CPL3 Antikorper in den
verschiedenen Neuropilen des Gehirns ldsst die Annahme zu, dass Tyramin an verschiedenen
Prozessen innerhalb des zentralen Nervensystems beteiligt ist.

In den optischen Loben ist Immunreaktivitdt sowohl von Tyramin als auch von PeaTYRI1 zu
erkennen. Tyramin schein an der Verarbeitung visueller Reizinformationen beteiligt zu sein.
Die Quellen des Tyramins konnten vereinzelte Neurone in der Somarinde, eine Gruppe von
Zellen zwischen der Lobula und der Medulla, oder Neurone der Gruppe 3 sein. Fiir einige
Zellen der Gruppe 3 konnte bei Schistocerca gezeigt werden, dass sie modulatorisch durch
Ausschiittung von Oktopamin auf andere Neurone des visuellen Systems wirken kénnen. Die
Protocerebral-Medulla 4a/b-Neurone (PM4) projizieren vom medialen Deutocerebrum in die
optischen Loben und verzweigen innerhalb der Medulla/ Lobula. Extrazelluldre Ableitungen
der PM4 zeigten, dass Aktionspotentiale, die von Anderungen der Belichtung des Auges oder
mechanische Stimulierung der ipsilateralen Antenne ausgeldst wurden, in die optischen Loben
laufen. Dort verzweigt ebenfalls der lobula giant movement detector (LGMD). Dieses Neuron
iibertragt Bewegungssignale auf den descending contralateral movement detector (DCMD),
welcher zum Thorakalganglion weiterleitet. Der LGMD habituiert im Laufe der Reizung, das

vom DCMD ableitbare Signal wird schwicher. Dieser Effekt konnte aber durch Ausschiittung
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von Oktopamin aus PM4 abgeschwicht werden (Bacon et al., 1995; Stern et al., 1995). Fiir
Tyramin ist allerdings noch kein Effekt auf dhnliche Prozesse in den optischen Loben
beschrieben worden. Im 1. optischen Chiasma liegt deutlich Markierung vor. Denkbar wére
daher eine priasynaptische Modulation der Signalleitung von den Photorezeptoren R7 und RS.
In der Medulla ist eine tangential verlaufende Schicht deutlich PeaTYR1-CPL3-markiert. Hier
konnte die Zusammenfassung des sdulenartig verlaufenden Informationsflusses durch
Tyramin beeinflusst werden. Da Tyramin und Oktopamin oft gegensétzliche Effekte zeigen,
konnte die Hypothese aufgestellt werden, Tyramin konne die Habituation des optischen
Systems erleichtern. Dies wére allerdings experimentell noch zu bestétigen.

Die Pilzkorper weisen im Bereich der Calices sowohl aTyramin- und aPeaTYRI1-CPL3-
Immunreaktivitdt auf. Die aTyramin-Markierung ist gleichméBig iiber den Calyx verteilt,
dhnlich einer aOktopamin-Markierung (Sinakevitch et al., 2005). Die Quelle des Tyramins ist
nicht eindeutig zu bestimmen, es handelt sich aber um extrinsische Neurone, die in den
Kelchen ihre axonalen Verzweigungen haben. Da die Kenyon-Zellsomata frei von
Markierung sind, konnen sie als Ursprung des Tyramins ausgeschlossen werden. Eine
ungleiche Verteilung in den drei Bereichen Lippe, Kragen und basaler Ring, wie sie fiir
Oktopamin und Tyramin bei der Biene beschrieben wurden (Kreissl et al., 1994, Franz, 2006,
unverdffentlicht) konnte in der Schabe so nicht beobachtet werden. Bei der Biene lagen die
beiden Amine verstirkt im basalen Ring vor und wurden dort im Zusammenhang mit der
Verarbeitung mechanosensorischer und gustatorischer Signale in Zusammenhang gebracht
(Gronenberg, 2001). PeaTYRI1 konnte hauptsichlich an der Innenseite der Kelche detektiert
werden, im Bereich der Dendriten der Kenyon-Zellen. Deren elektrische Leiteigenschaften
konnten durch Tyramin modulatorisch beeinflusst werden. Die Pedunculi und Loben der
Pilzkérper weisen nur schwache Markierungen auf. In den Loben findet eine neuronale
Verschaltung auf weitere efferente bzw. feedback-Neurone, aber auch auf protocerebrale
afferente Neuronen statt. Bei diesen Prozessen scheint Tyramin aber nicht beteiligt zu sein.
Die Anwesenheit der beiden Markierungen in den Pilzkdrpern legt nahe, dass Tyramin eine
Rolle bei integrativen Prozessen, die hier stattfinden, spielen konnte. Insekten, die einen
ausgeprigten olfaktorischen Sinn wie die Biene oder auch die Schabe besitzen, haben meist
einen ausgeprigten Pilzkorper. Wird die embryonale Morphogenese der Pilzkorper bei Bienen
durch Hydroxy-Harnstoff gestért, so kommt es zu schweren Defiziten bei olfaktorischen
Lernprozessen (Komischke et al., 2005). Auch fiir die Ausbildung eines Ortsgedédchtnisses
sind intakte paarige PilzkOrper eine wichtige Voraussetzung (Mitsunami et al., 1998).

Kiirzlich wurde ein Lernparadigma flir Schaben entwickelt (Kwon et al., 2004; Lent und
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Kwon, 2004). Ein unkonditionierender Reiz (US), eine grine LED, wird mit einem
konditionierenden Reiz (CS), einem Duft, gepaart. Die Antennenbewegung hin zu der
Duftquelle/ LED als Antwort, die antennal projection response (APR), kann prizise
quantifiziert werden. In so konditionierten Tieren war es mdglich, einzelne Gene zu
identifizieren, die an der Gedachtniskonsolidierung beteiligt waren (Pintér et al., 2005). Diese
Kombination aus Lernprozessen und optisch-/olfaktorischer Wahrnehmung macht Tyramin zu
einem interessanten Kandidaten fiir weitere Experimente in diese Richtung.

Im Zentralkdrper konnte sowohl aTyramin- als auch aPeaTYRI1-Markierung beobachtet
werden. Im oberen Teil konnte die achtfach-geteile Sdulenstruktur mit beiden Antikérpern
sichtbar gemacht werden (Homberg, 1987). Das Tyramin entstammt Neuronen der Gruppe 4.
Diese verzweigen innerhalb des oberen und unteren Teils des Zentralkdrpers. Ob sich die
aPeaTYR1-Markierung auf denselben Neuronen oder auf benachbarten Neurone befindet
konnte nicht eindeutig unterschieden werden. Es ist unklar, ob das Tyramin prasynaptisch auf
die ausschiittenden Neurone oder postsynaptisch auf nachfolgende Neurone wirkt. Durch
Untersuchungen an Drosophila-Mutanten konnte der Zentralkomplex (d.h. die
Protocerebralbriicke, der oberer und unterer Teil des Zentralkdrpers und die Noduli) als
wichtiges Zentrum fiir die Regulation komplexer motorischer Verhaltensmuster wie Laufen
oder Fliegen identifiziert werden (Strauss und Heisenberg, 1993; Varnam et al., 1996). Fiir
die kolumnaren Zellen in Schistocerca konnte gezeigt werden, dass sie sensitiv auf
polarisiertes Licht reagieren (Vitzthum et al., 2002). Es ist daher denkbar, dass Tyramin einen
Einfluss auf motorische Verhaltensmuster bzw. optische Wahrnehmung haben konnte.
Saraswati et al. (2004) konnte zeigen, dass Tyramin einen Einfluss auf die Bewegungmuster
von Drosophila-Laven hat. Dass dieser Effekt {iber den Zentralkomplex vermittelt wird, ist
eher unwahrscheinlich, da dieser bei holometabolen Insekten zu diesem Zeitpunkt noch nicht
entwickelt ist (Milde, 2003).

Die Antennalloben sind weitgehend frei von aTyramin-Markierung. Dies steht im Gegensatz
zu der deutlichen aPeaTYRI1-Markierung, die die Glomeruli umgibt. Neben den priméren
Sinnesneuronen bestehen die Glomeruli aus Interneuronen, die die einzelnen Glomeruli
umgeben und miteinander verbinden und Projektionsneuronen. Welche von diesen Neuronen
den Rezeptor auf der Membran tragen, konnte nicht unterschieden werden. Die
Projektionsneurone verlaufen vom Antenallobus u.a. {iber den inneren Antenno-
Cerebraletrakt zu den Calices der Pilzkorper bis ins laterale Protocerebrum (Abel et al., 2001;
Boeckh et al., 1984). Die Weiterleitung {iber die Projektionsneurone scheint der Farbung nach

durch Tyramin modifizierbar zu sein. Sinakevitch ef al. (2005) konnten fiir Oktopamin eine
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andere Beobachtung machten: Aus Neuronen der Gruppe 3 und maxillaren DUM-Neuronen
erhalten die Glomeruli oktopaminerge Innervation. Solch ein Muster konnte fiir Tyramin
nicht beobachtet werden. Denkbar ist, dass Tyramin aus entfernteren Quellen bis zu den
Glomeruli diffundiert, oder aber dass ein anderer Ligand an PeaTYR1 binden und eine andere
Signalkaskade auslosen kann (Robb et al., 1994). Insgesamt scheint Tyramin nicht primdr an
der olfaktorischen Wahrnehmung beteiligt zusein, da kein Tyramin in der Néhe der
sensorischen Neurone nachweisbar ist. Im Verlauf der neuronalen Weiterleitung konnte
Tyramin allerdings wieder eine modulatorische Rolle spielen.

In der Speicheldriise von Periplaneta konnte aPeaTYRI1-Immunreaktivitit auf der
basolateralen Membran der paarigen P-Zellen in den Acini der Speicheldriise beobachtet
werden. P-Zellen werden durch Dopamin zur Sekretion eines proteinfreien Speichels
veranlasst (Just und Walz, 1996). Natriumionen werden durch einen Natrium-Kalium-
Austauscher in der Apikalmembran der P-Zellen ins Lumen der Acini gebracht, Wasser folgt
passiv nach (Gupta und Hall, 1983). Der Primérspeichel wird wihrend der Passage durch den
Acinus und die Speichelginge von den C-Zellen und Gangzellen modifiziert. Die C-Zellen
konnen nach einem Serotonin-Stimulus Membranvesikel in den Primérspeichel entleeren und
den Speichel durch zusétzliche Proteine modifizieren. Durch die Gangzellen werden
Natriumionen wieder aus dem Speichel entfernt, sodass ein hypoosmotischer Speichel
entsteht (Review zur Speicheldriise von Periplaneta: Walz et al., 2006). Die Anwesenheit
eines Tyraminrezeptors in auf den P-Zellen konnte ein Indiz fiir eine physiologische Funktion
von Tyramin bei der Speichelsekretion bedeuten. Diese konnte allerdings noch nicht
identifiziert werden. Weder bei Sekretionsmessungen noch bei Messungen des
transepithelialen Potentials konnte bisher ein Effekt von Tyramin gezeigt werden
(unverdffentlichte Daten der AG Walz, Universitit Potsdam). Eine Quelle des Tyramins,
welches der Rezeptor binden konnte, konnte nicht eindeutig ermittelt werden. Zwar konnte
mit dem aTyramin-Antikorper einzelne Fasern innerhalb der die Driise innervierenden
Nerven markiert werden. Hierfiir musste der Antikorper aber 8x so konzentriert eingesetzt
werden, wie es bei den Gehirnprdparaten der Fall war. Aufgrund der Kreuzreaktivitit zu
Oktopamin konnte es sich um falsch-positve Markierung handeln. Eine andere Mdoglichkeit
wire eine direkte hormonelle Kontrolle der Speicheldriise durch Tyramin in der
Hamolymphe. Dies ist z.B. bei den Speicheldriisen von Calliphora der Fall. Deren Driisen
sind nicht innerviert. Fiir die Malpighischen Gefille von Drosophila wurde ein weiteres
Modell der Regulierung durch Tyramin aufgestellt. Tyramin wird vor Ort in den Hauptzellen

durch Tyrosin-Decarboxylase gebildet und aus den Zellen abgegeben. Nun kann es an
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Rezeptoren der benachbarten Sternzellen binden, was zu einer Erhohung der
Chloridleitfahigkeit dieser Zellen fiihrt (Blumenthal, 2003). Ein dhnlicher Mechanismus wire

fiir die Speicheldriise von Periplaneta denkbar.

4.12 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue Rezeptoren aus Periplaneta americana erstmals
beschrieben: PeaTYRI1 und PeaDOP2. Die Verteilung der Transkripte in verschiedenen
Geweben wurde untersucht. Fiir PeaTYR1 wurde ein Antiserum entwickelt und verwendet,
um die Verteilung des Proteins an Gehirnschnitten und intakten Speicheldriisen zu
analysieren. Oberste Prioritdt fiir weitere Arbeiten hat allerdings die noch ausstehende
Identifizierung des endogenen Liganden der Rezeptoren. Die zugewiesenen Namen sind
bisher nur auf der Basis von Sequenzvergleichen mit bereits charakterisierten Rezeptoren aus
anderen Species gewihlt worden. PeaTYRI1 konnte jeweils fiir kurze Zeit in HEK293-Zellen
exprimiert werden. Diese Zellen konnten sowohl mit dem aPeaTYR1-CPL3-Antikorper als
auch mit einem aHA-Antikérper markiert werden. Warum der Rezeptor im Laufe der
Selektion nicht mehr weiter exprimiert wird, konnte bisher noch nicht aufgeklirt werden. Ist
der Rezeptor einmal stabil in der Zelllinie exprimiert, miissen weitere Experimente, wie die
pharmakologische Charakterisierung der Rezeptoren durchgefiihrt werden. Auf diese Weise
konnen neue Substanzen identifiziert werden, die als Agonisten bzw. Antagonisten fiir
groflere Gruppen von Rezeptoren eingesetzt werden konnen. Schlenstedt et al. (2006) konnte
auf diese Weise 5-CT als Agonist und Methiothepin als Antagonist fiir den 5-HT;-Rezeptor
der Biene identifizieren.

Mittels der Rezeptor-exprimierenden Zelllinien konnen auch die sich anschlieBenden
Signalkaskaden untersucht werden. Aktivierte Tyraminrezeptoren der Gruppe in die auch
PeaTYR1 gehort, verringern die Aktivitdit der Adenylylzyklase und senken so den
intrazelluliren cAMP-Spiegel. Aktivierte Dopaminrezeptoren des Invertebratentyps (INDRs)
hingegen erhdhen iiber die Adenylyzyklase den intrazelluliren cAMP-Spiegel. Die Anderung
in der cAMP-Konzentration beeinflusst die Aktivitit cAMP-abhédngiger Kinasen. Dies wiirde
den Phosphorylierungsgrad anderer Effektorproteine verdndern. Nachfolgend kann auf diesem
Weg auch die Genexpression reguliert werden (cAMP-responsive Elements CRE; Montminy
und Bilezikjian, 1987).

Mit der Beschreibung des Lernparadigmas fiir die antennal projection response (APR) durch

Kwon und Lent (2004) ist ein gut quantifizierbares Verhalten fiir Experimente nutzbar
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gemacht worden. Werden nun Tyramin oder Tyraminrezeptorliganden in bestimmte Areale
des Gehirns injiziert, so ermdglicht dies eine Untersuchung des Einflusse von Tyramin z.B.
auf den visuellen oder olfaktorischen Anteil des Lernprozesses. Eine Injektion in den
Zentralkomplex konnte Aufschluss dariiber geben, ob und wie Tyramin an
Bewegungsprozessen oder der Integration von Signalen aus den beiden Hemisphdren des
Gehirns beteiligt ist. Ahnliche Verhaltensexperimente sind z.B. an Biene fiir den Riisselreflex,
das Antennenabtastverhalten oder richtungsspezifische Antennenbewegungen gemacht
worden (Erber et al., 1993; Pribbenow und Erber, 1996; Erber und Kloppenburg, 1995).

Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung der Rezeptorfunktion stellt die RNA-Interferenz
(RNAi) da. Durch Injektion doppelstrangiger RNA des zu untersuchenden Rezeptors wird
eine endogene RNA-Hydrolysemaschinerie aktiviert, die letztendlich zum spezifischen Abbau
der entsprechenden mRNA fiihrt. Farooqui et al. (2003) gelang es auf diesem Wege, die
Menge von translatierten Oktopaminrezeptoren in der Biene zu reduzieren. Diese Technik, die
urspriinglich fiir die Manipulation der Genexpression bei Pflanzen und Nematoden entwickelt
wurde, kommt immer hdufiger auch bei Insekten mehr oder weniger erfolgreich zum Einsatz

(z.B. Amdam et al., 2003).
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Anhang

Bakterienstimme
E. coli XL1-Blue (Stratagene; recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB
lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet")]; Vermehrung von Plasmiden).

E. coli BL21 (DE3) pLysS (Novagen; F ompT hsdSB(r ~ m ") gal dem (DE3) pLysS (CmR);
Expression rekombinanter Proteine).

Vektoren

pBluescript SK” (Stratagene; Klonierungen);

pcDNA 3.1(+) (Invitrogen; eukaryotische Expression);
pET-30a (Novagen; prokaryotische Expression);
pGEM-T (Promega; T/A-Klonierung);

pMal-c2X (NEB; prokaryotische Expression)

PrimerListe

Degenerierte Primer (S: G/C; W: A/T; Y: C/T; R: A/G; M: A/C; K: G/T; H: A/C/T; B: C/G/T;
D: A/G/T ; V: A/C/G ;N : A/C/G/T).

D1/D4: tgyyggbticcittytt
D2: ttdatishrtadatiayiggrtt
D3: tstgyaarhtgtggctiac

D5: ccarcaishrtadatiayiggrtt
D6: mgkgagmggtayytbcayac

Spezifische Primer:

: aggctcaatcacgtaatge

: teectgetecttggttagetcac

: gacattgatttccttagtgaagag
: cctgatgaagtcttctcaacgac
: acacaagctcctcgttccag

: cgacaagacccacaagacag

: cttctgcaacagttcccagg

: atgttgccgaaaacggtg

: ctteteteeggcttetgtetg

10: gtcagagtgactagcaaactgg
11: aaagttggtcttaccttttctgtg

O 00 1 O\ LN W —

RACE-Adapterprimer:
NUP (nested universal primer A): aagcagtggtatcaacgcagagt
RACE-9 (PCR-anchor primer): gaccacgcgtatcgatgtcgac
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Geriite:

PCR-Maschine, T3 Thermocycler Biometra (Gottingen)
Gel-Dokumentation, Gelsystem 8Entry Biostep (Jahnsdorf)
Agarose-Horizontalgelelektrophorese, Amersham Bioscience (Freiburg)
PAGE-Elektrophorese im Vertikalsystem, Bio-Rad (Miinchen)
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)

konfokales Mikroskop LSM510 Zeiss
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