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Zusammenfassung

Die Fahigkeit, mit anderen Zellen zu kommunizieren, ist eine grundlegende
Eigenschaft aller lebenden Zellen und essentiell fiir die normale Funktionsweise
vielzelliger Organismen. Die Speicheldriisen der Schmeififliege Calliphora vicina
bilden ein ausgezeichnetes physiologisches Modellsystem um zellulare
Signaltransduktionsprozesse an einem intakten Organ zu untersuchen. Die
Speichelsekretion wird dabei hormonell durch das biogene Amin Serotonin
(S5-Hydroxytryptamin; 5-HT) reguliert. 5-HT aktiviert in den sekretorischen Zellen
der Drtisen tUber die Bindung an mindestens zwei membranstandige
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) zwei separate Signalwege, den IP3;/Ca2+-
und den cAMP-Signalweg.

Zur Identifizierung und Charakterisierung der 5-HT-Rezeptoren in den
Speicheldrisen von Calliphora wurden unter Anwendung verschiedener
Klonierungsstrategien zwei cDNAs (Cuv5-ht2a und Cuv5-ht7) isoliert, die grofde
Ahnlichkeit zu 5-HT2- und 5-HT7-Rezeptoren aus Sé&ugetieren aufweisen. Die
Hydropathieprofile der abgeleiteten Aminosduresequenzen postulieren die fur
GPCRs charakteristische heptahelikale Architektur. Alle Aminosduremotive, die fir
die Ligandenbindung, die Rezeptoraktivierung und die Kopplung an G-Proteine
essentiell sind, liegen konserviert vor. Interessanterweise wurde flir den
Cv5-HT7-Rezeptor eine zusatzliche hydrophobe Doméane im N-Terminus
vorhergesagt. Die Cv5-HT2a -mRNA liegt in zwei alternativ gespleifSiten Varianten
vor.

Mittels RT-PCR-Experimenten konnte die Expression beider Rezeptoren in Gehirn
und Speicheldriisen adulter Fliegen nachgewiesen werden. Ein Antiserum gegen
den Cv5-HT7-Rezeptor markiert in den Speicheldrisen die basolaterale
Plasmamembran.

Die Expression der Rezeptoren in einem heterologen System (HEK 293-Zellen)
bestatigte diese als funktionelle 5-HT-Rezeptoren. So flihrte die Stimulation mit
Serotonin flir den Cv5-HTaq zu einer dosis-abhangigen Erhohung der intrazellularen
Ca2+-Konzentration ([Ca2*|;, ECso = 24 nM). In Cv5-HT7-exprimierenden Zellen 18ste
S-HT dosisabhéngig (ECso=4,1 nM) einen Anstieg der intrazellularen
cAMP-Konzentration ([cAMP]) aus. Flur beide heterolog exprimierten Rezeptoren
wurden pharmakologische Profile erstellt. Liganden, die eine Rezeptorsubtyp-
spezifische Wirkung vermuten liefSen, wurden daraufhin auf ihre Wirkung auf das
transepitheliale Potential (TEP) intakter Speicheldrisenpriaparate getestet. Drei
S5-HT-Rezeptoragonisten: AS 19, R-(+)-Lisurid und 5-Carboxamidotryptamin fihrten



zu einer cAMP-abhangigen Positivierung des TEP durch eine selektive Aktivierung
der 5-HT7-Rezeptoren. Eine selektive Aktivierung des Ca2+-Signalweges durch den
Cv5-HTs2-Rezeptor ist mit Hilfe von 5-Methoxytryptamin moglich. Dagegen konnte
Clozapin im TEP als selektiver Cv5-HT7-Rezeptorantagonist bestatigt werden.

Die Kombination eines molekularen Ansatzes mit physiologischen Messungen
ermoglichte somit die Identifikation selektiver Liganden fir 5-HT2- bzw.
S-HT7-Rezeptoren aus Calliphora vicina. Dies ermoglicht zuklinftig eine separate
Aktivierung der 5-HT-gesteuerten Signalwege und erleichtert dadurch die weitere

Erforschung der intrazellularen Signalwege und ihrer Wechselwirkungen.



Abstract

Cellular communication is a fundamental property of living cells and essential for
normal functioning of multicellular organisms. The salivary glands of the blowfly
Calliphora vicina are a well established physiological model system to study cellular
signaling in an intact organ. Fluid secretion in this gland is hormonally regulated
by the biogenic amine serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT). In the secretory cells,
S-HT causes a parallel activation of the InsPs3/Ca2*- and the cAMP-signaling
pathways through binding and stimulation of at least two
G protein-coupled receptors (GPCR).

In order to characterize the respective 5-HT receptors on the secretory cells, we
have cloned two cDNAs (Cv5-ht2a, Cv5-ht7) that share high similarity with
mammalian 5-HT> and 5-HT7 receptor classes. Analysis of the deduced amino acid
sequences postulates the typical heptahelical architecture of GPCRs for both
receptors. Sequence motifs that are essential for ligand binding, receptor activation
and coupling to G-proteins are well conserved. Interestingly, a computer-based
structural analysis of Cv5-HT7 predicts an additional eighth hydrophobic region in
the N-terminus of the receptor. We also found an alternative splice variant of the
Cv5-HT2a mRNA.

Using RT-PCR experiments, transcripts of both receptor mRNAs could be detected
in brain and salivary gland tissue. An antiserum raised against the
Cv5-HT7-receptor stained the basolateral region of the salivary glands.

Heterologous receptor expression in HEK 293 cells leads to a dose-dependent
increase in the intracellular Ca2*-concentration ([Ca2*];) for Cv5-HTaq (ECso = 24 nM)
and cAMP-concentration for Cv5-HT7 (ECso = 4,1 nM) upon application of 5-HT. A
pharmacological profile was established for both receptors. Ligands that appeared
to act as specific ligands of either Cv5-HT2, or Cv5-HT7 in this approach, were then
tested for their effect on the transepithelial potential (TEP) of intact blowfly salivary
gland preparations. Three S5-HT receptor agonists: AS 19, R-(+)-lisuride and
S-carboxamidotryptamine showed a cAMP dependent positivation of the TEP,
caused by a selective activation of the Cv5-HT7 receptor. S-methoxytryptamine
exclusively activates the Ca2+* pathway via Cv5-HTa.. Clozapine antagonizes the
effects of 5-HT in blowfly salivary glands and was confirmed as a Cv5-HTy
antagonist.

The combination of a molecular approach with physiological measurements enabled
us to identify selective ligands for 5-HT, and 5-HT7 receptors of Calliphora vicina.

These results facilitate a selective activation of the intracellular signaling pathways



activated by 5-HT and will facilitate future research on different aspects of

intracellular signaling and crosstalk mechanisms.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Fahigkeit, auf Reize und Verdnderungen der Umwelt zu reagieren, ist fir jedes
Lebewesen uberlebenswichtig. Innere und aduflere Reize werden dabei von Zellen
Uber Rezeptoren wahrgenommen und daraufthin eine spezifische Reaktion
ausgeldst. Dieser als Signaltransduktion bezeichnete Prozess ist jedoch &ufSerst
komplex. Eine detaillierte Kenntnis der zugrunde liegenden Mechanismen und
beteiligten molekularen Komponenten ist daher von grundlegender Bedeutung fir
das Verstdndnis der Funktionsweise von Zellen, Organen und Organismen.
Intrazellulare Signalwege werden vorwiegend an Bakterien, Hefen und
Saugetierzelllinien untersucht (Cooper et al., 1995; Bruce et al., 2003; Brown et al.,
2004; Gunawardena, 2008). Diese besitzen jedoch einige Nachteile.
Saugetierzelllinien brauchen zum Beispiel eine aufwendige Zellkultur. AufSerdem
geht bei Systemen aus kultivierten Einzelzellen zum Teil nicht nur die Polaritat
eines Epithelgewebes verloren, sondern es werden jegliche interzelluldre Aspekte
vernachlassigt. Alternativ zu Saugetierzelllinien eignen sich Insekten zur
Aufklarung der Wirkungsmechanismen intrazellularer Signalwege. Aufgrund der
Grofde, der guten Zuginglichkeit und ihres einfachen Aufbaus koénnen kleine
intakte Organe wie z. B. die Speicheldrisen prapariert werden. Dies bietet den
Vorteil, dass verschiedene optophysiologische und elektrophysiologische

Untersuchungen an einem intakten Organ durchgefihrt werden kénnen.

1.1 Die Speicheldriisen von Calliphora vicina als
Modellsystem

1.1.1 Morphologie und Physiologie

Die Speicheldriisen von Insekten sind entweder acindés oder tubular aufgebaut (Ali,
1997). Acindse Drisen findet man beispielsweise in Heuschrecken und Schaben.
Sie sind meist aus zwei oder drei Zelltypen zusammengesetzt und durch einen
komplexen Aufbau gekennzeichnet (Kendall, 1969; Just & Walz, 1994). Dipteren
wie Drosophila melanogaster und Calliphora vicina hingegen besitzen tubulére
Speicheldriisen. Diese werden aus einem einschichtigen Epithel gebildet, das von
einer Basalmembran umgeben wird (House & Ginsborg, 1985). Eine Innervierung
der paarig angelegten Speicheldriisen von Calliphora konnte nicht nachgewiesen

werden (Oschman & Berridge, 1970). Bei Calliphora vicina durchspannen die blind
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im Abdomen endenden Druisen das gesamte Tier. Im Thorax vereinigen sie sich zu
einem gemeinsamen Ausfihrgang, der in den Hyphopharynx muindet (Oschman &
Berridge, 1970). Die groflen Zellen des abdominalen Teils der Drisen sind
pyramidenféormig und umgeben ein zentrales Lumen (Abb. 1.1). Im apikalen Bereich
weisen die Zellen grofe Einstllpungen, die sogenannten Canaliculi, auf. Durch
blattchenartige Ausstilpungen der Plasmamembran, den Microplicae, erfolgt im
Bereich der Canaliculi eine zusétzliche OberflachenvergréfSerung. In den wesentlich
flacheren Zellen des thorakalen Abschnittes der Druise fehlen diese Canaliculi.
Dafur besitzen sie kurze und relativ breite basale Einfaltungen (Oschman &
Berridge, 1970; Rotte et al.,, 2008).

A

Abb. 1.1 Die Speicheldriisen von Calliphora vicina
A Schematische Darstellung der Lage der Speicheldriisen in einer Schmeififliege.
B Lichtmikroskopische = Aufnahmen eines abdominalen  Speicheldrisen-
langsschnitts und C Speicheldriisenquerschnitts im differentiellen Interferenz-
kontrast (DIC). * markiert das Lumen der Speicheldriisen. Der Mafistabsbalken
entspricht 20 um

Funktionell lassen sich die Driisen in mehrere Abschnitte unterteilen. Wahrend der
abdominale Bereich und ein Teil des thorakalen Drlisenabschnittes sekretorisch
aktiv sind, Ubernimmt der restliche thorakale Bereich resorptive Aufgaben
(Oschman &  Berridge, 1970). Die  Speichelsekrektion wird durch
S-Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin) kontrolliert (Berridge & Patel, 1968;
Oschman & Berridge, 1970).

1.1.2 Synthese und Abbau von Serotonin

Als eines der phylogenetisch altesten Signalmolektile reguliert 5-HT eine Vielzahl
von physiologischen, ontogenetischen und Verhaltensprozessen (Nichols & Nichols,
2008). Es lasst sich in den unterschiedlichsten Organsimen darunter Einzeller,

Pflanzen, Invertebraten und Vertebraten nachweisen (Blenau & Baumann, 2001;
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Buznikov et al, 2001). So ist 5-HT z. B. an der Regulation von
Entwicklungsprozessen (Colas et al, 1999; Buznikov et al., 2001), von
sekretorischen Prozessen (Just & Walz, 1996; Hansen & Witte, 2008), von
Muskelkontraktionen (Takamori, 1977; Kahn et al, 1992; Ram et al., 1981), der
circadianen Rhythmik (Eskin et al., 1982; Yuan et al, 2005) sowie von Lern- und
Gedéachtnisprozessen (Bicker & Menzel, 1989; Sitaraman et al., 2008) beteiligt. Die
biochemische Synthese von S5-HT erfolgt sowohl bei Vertebraten als auch bei
Invertebraten in einem zweistufigen enzymatischen Prozess aus der Aminosaure

L-Tryptophan (Abb. 1.2).

Abb. 1.2 Biosynthese und Metabolismus von

Serotonin
Serotonin wird in einem zweistufigen
Prozess aus der Aminosé&ure

L-Tryptophan synthetisiert. Durch die

Tryptophanhydroxylase (TRH) wird der
. COOH Indolring hydroxyliert. Im zweiten
Schritt wird 5-Hydroxy-L-Tryptophan
durch die DOPA-Decarboxylase (DDC)
zu  Serotonin  decarboxyliert. Der
metabolische Abbau von 5-HT wird
[ooc] durch die Deaminierung mit Hilfe der
Monoaminooxidase (MAO) initiiert.
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Durch die Tryptophanhydroxylase wird zunachst an die 5’ Position des Indolrings
ein Hydroxylrest angefligt (Livingstone & Tempel, 1983; Neckameyer & White,
1992). Das entstandene S5-Hydroxytryptophan wird dann durch die
DOPA-Decarboxylase  (DDC) zu  5-Hydroxytryptamin  (Serotonin, 5-HT)
decarboxyliert (Hirsh & Davidson, 1981; Livingstone & Tempel, 1983). In
Vertebraten wie auch in Invertebraten vermitteln Serotonintransporter (SERTs) die
Wiederaufnahme des Serotonins und tragen so entscheidend zu Beendigung der

S5-HT-Wirkung bei (Vallés & White, 1986; Murphy et al., 2004).
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1.1.3 5-HT-aktivierte Signalwege in den sekretorischen Zellen der
Speicheldriisen

In den sekretorischen Zellen der Fliegenspeicheldriise aktiviert 5-HT wahrscheinlich
Uber die Bindung an mindestens zwei metabotrope Rezeptoren zwei
unterschiedliche Signalkaskaden (Berridge et al, 1975; Berridge et al, 1976;
Berridge, 1981; Berridge & Heslop, 1981) (Abb. 1.3). Zum einen bewirkt die
Bindung von 5-HT die Aktivierung einer Adenylylzyklase (AC) und fihrt zu einem
Anstieg der intrazelluldaren cAMP-Konzentration ([cAMP];). Die cAMP-induzierte
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) fihrt dann zur Assemblierung und
Aktivierung einer vakuolaren-Protonen ATPase (V-ATPase) (Zimmermann et al.,
2003; Dames et al.,, 2006; Voss et al, 2007). Durch die Aktivitdt der V-ATPase
entsteht ein Protonengradient Uber der Apikalmembran, dessen Energie genutzt
wird, um K*-Ionen tber einen K*/H*-Antiporter ins Driisenlumen zu transportieren

(Baumann & Walz, 2012).

H+
V-ATPase

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der 5-HT-induzierten intrazelluliren Signalwege in
den sekretorischen Zellen von Calliphora vicina (verindert nach Baumann &
Walz, 2012)
Die Bindung des Neurohormons Serotonin an mindestens zwei 5-HT-Rezeptoren
aktiviert parallel den IP3/Ca2*-Signalweg (rot) und den cAMP/PKA-Signalweg
(blau), wodurch die Sekretion eines KCl-reichen Speichels in das Driisenlumen
induziert wird. Es sind die wichtigsten Komponenten beider Signalwege
dargestellt: 5-HT» - 5-HT-Rezeptorsubtypen, AC - Adenylylzyklase, ER -
Endoplasmatisches Retikulum, PKA - Proteinkinase A, PLC - Phospholipase C,
V-ATPase - vakuoldre H*-ATPase.
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Zum anderen wird durch die Bindung von 5-HT eine Phospholipase C (PLC)
aktiviert. Durch die Stimulierung der PLC wird Phosphatidylinositolbisphosphat
(PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) gespalten. Die Bindung
von IP3 an IPs-Rezeptoren in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
fuhrt zu einer Freisetzung von Ca2* aus dem ER und einem Anstieg der
intrazelluldren Ca2+*-Konzentration ([Ca2‘];). Dieser Anstieg bewirkt die Offnung von
Ca2t-abhangigen Cl--Kanéalen sowohl in der apikalen als auch in der basolateralen
Membran. Die dadurch resultierende Erhohung der Cl-Permeabilitdat der
Plasmamembran ermodglicht einen transepithelialen Transport von Cl- in das
Drisenlumen (Prince et al., 1973).

Die intensive Forschung an den Calliphora-Speicheldriisen in der letzten Dekade
fuhrte zu einer detaillierten Beschreibung der Signalkaskaden, die durch 5-HT
ausgelost werden (Dames et al., 2006; Voss et al.,, 2007; Rein et al.,, 2008; Voss et
al., 2010; Heindorff et al, 2012). Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die
beschriebenen Signalwege nicht getrennt voneinander wirken, sondern sich
gegenseitig durch positive Wechselwirkungen beeinflussen (Schmidt et al., 2008;
Voss et al, 2010). Die Identitdt der an der Signalibertragung mafSgeblich
beteiligten 5-HT-Rezeptoren ist hierbei erstaunlicherweise noch nicht untersucht

worden.

1.2 5-HT-Rezeptoren

In Vertebraten sind 14 verschiedene 5-HT-Rezeptorsubtypen bekannt (Hoyer et al.,
1994; Hannon & Hoyer, 2008; Nichols & Nichols, 2008). Mit Ausnahme des
S-HTs-Rezeptors, welcher einen Ionenkanal darstellt, sind alle 5-HT-Rezeptoren
Rhodopsin-dhnliche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). Neben den
Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren der Familie A werden GPCRs von Vertebraten
aufgrund von Sequenzhomologien noch in vier weitere Familien unterteilt
(Fredriksson et al, 2003). G-Protein-gekoppelte 5-HT-Rezeptoren zeigen
untereinander eine hohe Homologie in ihrer Primar- und Tertidrstruktur. Wie alle
GPCRs bestehen sie aus einer Polypeptidkette mit sieben hydrophoben
membrandurchspannenden Bereichen (Transmembrandoméanen, TM). Diese TMs
werden durch alternierende intra- und extrazelluldre Schleifen miteinander
verbunden. Ebenfalls charakteristisch sind der extrazellular lokalisierte N-Terminus

sowie ein intrazellularer C-Terminus (Abb 1.4).



1. Einleitung

NH,
ECL1 E:CL2 ECL3
extrazellular
TM1|TM2|TM3| TM4|TMS|TM6|TM7
intrazellular

\CD’U COOH
ICL1
ICL2

ICL3

Abb. 1.4 Schematische Darstellung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors
An den extrazellular gelegenen und teilweise glykosylierten N-Terminus schliefRen
sich sieben hydrophobe membrandurchspannende Segmente an (TM1-7). Die
Transmembrandoméanen werden durch drei hydrophile extrazelluldre (ECL1-3) und
drei hydrophobe intrazellulare (ICL1-3) Schleifen miteinander verbunden. Der
C-Terminus befindet sich intrazellular.

1.2.1 Rezeptoraktivierung und Signaltransduktion

Laut klassischem Dogma vermitteln GPCRs nach der Bindung eines Agonisten die
Aktivierung spezifischer heterotrimerer G-Proteine, welche daraufhin die Aktivitat
von Effektorproteinen modulieren (Abb. 1.5). Die an der Ligandenbindung
beteiligten Rezeptordoménen sind dabei ebenso divers wie die chemischen
Strukturen der Agonisten von GPCRs (Strader et al., 1995; Schwartz & Rosenkilde,
1996; Ji et al, 1998). Wahrend kleine Liganden wie z. B. 5-HT innerhalb des durch
die a-helikalen Transmembranbereiche gebildeten hydrophoben Kerns binden,
werden die Bindungsstellen fir Peptid- und Proteinagonisten auch durch den
N-Terminus und extrazelluldre Schleifen gebildet (Wess, 1997; Schwartz &
Rosenkilde, 1996). Fur die Interaktion mit G-Proteinen sind dagegen die zweite und
dritte intrazellulare Schleife (ICL) sowie der C-Terminus essentiell (Wess, 1997).

Es existieren verschiedene Modelle, welche die Aktivierung eines GPCRs durch die
Bindung eines Agonisten beschreiben (Gether & Kobilka, 1998). Die grofSte
Akzeptanz besitzt das erweiterte Tertidrkomplexmodell (Gether, 2000). Laut diesem
Modell befindet sich der Rezeptor in einem Gleichgewicht zwischen zwei funktionell
unterschiedlichen Zustdnden: Einer inaktiven Konformation (R) und einer aktiven
Konformation (R") (Abb. 1.5). In Abwesenheit eines Agonisten wird die basale

Aktivitdt des Rezeptors durch das Gleichgewicht zwischen R und R* bestimmt. Die
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Fahigkeit das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Zustdnden zu verschieben, ist
Ausdruck der Effektivitat eines Liganden. Naturliche und synthetische Liganden

lassen sich daher in verschiedene Klassen unterteilen:

(1) volle Agonisten — fiihren zu einer maximaler Stimulation des Rezeptors und
verschieben das Gleichgewicht in Richtung R".

(2) partielle Agonisten - diese Substanzen kénnen auch in sattigenden
Konzentrationen keine vollstédndige Rezeptoraktivierung auslésen.

(3) neutrale Antagonisten - haben keinen Effekt auf die Aktivitat des Rezeptors,
hemmen jedoch die Wirkung von Agonisten.

(4) inverse Agonisten — stabilisieren die inaktive R-Konformation und reduzieren
die basale oder konstitutive Aktivitdt auf einen Wert, der geringer ist, als es
fur einen ligandenfreien Rezeptor beobachtet wird.

Bei der klassischen G-Protein Signalkaskade stabilisiert die Bindung eines
Agonisten den Rezeptor in einer aktiven Konformation (RY) und erlaubt die
Interaktion zwischen den zytoplasmatischen Rezeptordomédnen wund einem
heterotrimeren G-Protein (Farrens et al, 1996; Sheikh et al, 1996;
Kobilka & Deupi, 2007; Scheerer et al, 2008). Diese Interaktion vermittelt die
Aktivierung des G-Proteins durch Austausch von GDP gegen GTP und fihrt zu
einer Konformationsédnderung des G-Proteins (Noel et al.,, 1993; Lambright et al.,
1994). Das aktivierte G-Protein 16st sich vom Rezeptor und dissoziert in die aktive
GTP-gebundene-a-Untereinheit und das By-Dimer. Durch die intrinsische GTPase-
Aktivitat der Ggo-Untereinheit wird GTP zu GDP hydrolysiert. Dies ermoglicht die
Reassoziation der a- mit der By-Untereinheit, wodurch ein neuer Aktivierungszyklus
gestartet werden kann.

Die klassische Annahme, dass ein GPCR mit nur einem bestimmten G-Protein
koppelt und dies zur Aktivierung eines Effektors fihrt bzw. es daraus folgend zu
einer spezifischen Einzelantwort kommt, konnte durch zahlreiche Experimente der
letzten Jahrzehnte widerlegt werden. So koppeln azac-adrenerge Rezeptoren sowohl
mit Gs- als auch mit Gi-Proteinen (Eason et al.,, 1992). Zudem konnte gezeigt
werden, dass neben der a-Untereinheit auch die By-Untereinheit in der Lage ist,
Effektorproteine zu aktivieren (Logothetis et al, 1987; Whiteway et al., 1988). Oft
binden beide Untereinheiten sogar an denselben Effektor, haben dort aber eine
gegensatzliche oder synergetische Wirkung (Tang & Gilman, 1991; Federman et al.,

1992; Wu et al., 1993; Zhou et al., 1999; Nishida et al., 2002).
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1.2.2 Konstitutive Aktivitidt und G-Protein-unabhingige

Signaltransduktion

Zahlreiche Arbeiten haben gezeigt, dass die Aktivierung von GPCRs und
G-Proteinen nicht zwingend die Bindung eines Liganden an den Rezeptor erfordert
(Robinson et al., 1992; Porter et al., 1996; Kenakin, 2001; Seifert & Wenzel-Seifert,
2002). Nimmt der Rezeptor in Abwesenheit eines Agonisten eine aktive
Konformation an und aktiviert G-Proteine, so wird dies als konstitutive Aktivitét
bezeichnet. Auch Mutationen im Rezeptor (Alewijnse et al.,, 2000; Clark et al., 2004)
und Trunkierungen der ICL3 und des C-Terminus kénnen eine konstitutive
Aktivitat bewirken (Boone et al., 1993; Lefkowitz et al.,, 1993; Paavola et al., 2011).
Neben der Aktivierung von G-Proteinen sind viele GPCRs auch in der Lage, weitere
l6sliche oder membranstandige GPCR-interagierende Proteine (GIPs) zu binden
(Bockaert et al., 2004). In verschiedenen Experimenten konnten Assoziationen von
GPCRs mit Arrestinen, G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen, Prolin-bindenden
Proteinen, SH3- und PDZ-Domaéanen-Proteinen sowie monomeren G-Proteinen
nachgewiesen werden (Lefkowitz, 1998; Premont & Gainetdinov, 2007; Oldenhof et
al., 1998; Hall et al, 1998; Mitchell et al, 1998). Die Bindung der
Interaktionspartner findet dabei meist an der dritten intrazelluldren Schleife und
dem C-Terminus statt (Hall et al.,, 1999). Durch die Aktivierung der GIPs kénnen
viele intrazellulare Prozesse wie der Transport von GPCRs zum Bestimmungsort, die
Assemblierung der Rezeptoren zu funktionellen Komplexen und die
Signaltransduktion beeinflusst werden (Bockaert et al., 2003; 2004).

Der enorme Erkenntniszuwachs der letzten Jahre lasst vermuten, dass jeder GPCR
einen spezifischen Satz an intrazellularen Signalwegen aktiviert. Einige davon
werden Uber G-Protein-gekoppelte andere Uber G-Protein-unabhéngige
Mechanismen aktiviert. Der physiologische Effekt eines GPCRs stellt somit die

Summe der verschiedenen Signalwege dar (Hall et al., 1999).

1.2.3 Signaltransduktion iiber 5-HT-Rezeptoren

Aufgrund ihrer Funktions- wund Transduktionseigenschaften werden die
S-HT-Rezeptoren der Vertebraten in sieben Klassen eingeteilt (Hoyer et al.,, 1994;
Hannon & Hoyer, 2008; Nichols & Nichols, 2008). Die Mitglieder der
S5-HT:-Rezeptorklasse koppeln negativ Uber Gjjo an eine AC. 5-HT4, 5-HTs¢ und 5-

HT7 hingegen stimulieren die AC Uber Gs-Proteine. Fur 5-HT»>-Rezeptoren konnte
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eine Rekrutierung der PLC tUber Gg/11-Proteine festgestellt werden (Millan et al.,
2008; Nichols & Nichols, 2008). Welchen Signalweg 5-HTsa-Rezeptoren aktivieren,
ist noch nicht vollstadndig geklart. Vorrangig scheint die Kopplung aber tiber G/, zu
erfolgen (Bockaert et al.,, 2006; Dutton et al, 2008). Untersuchungen der letzten
Jahre haben gezeigt, dass die Signaltransduktion tiber 5-HT-Rezeptoren wesentlich
komplexer ist als bis dahin angenommen. 5-HT-Rezeptoren kénnen zusétzlich zu
den klassischen Signalwegen auch G-Protein-unabhéangige Signalwege anschalten.
So aktiviert der 5-HTs-Rezeptor zum einen eine AC und cAMP/PKA-gesteuerte
Signalwege, zum anderen aber auch den ERK-Signalweg tiber SRC (Barthet et al.,
2007). AufRerdem konnte fir einige Rezeptoren gezeigt werden, dass sie in der Lage
sind, neben dem Haupteffektor noch weitere Proteine 2zu aktivieren.
Dementsprechend kann der 5-HTac-Rezeptor neben der PLC auch noch weitere
Phospholipasen aktivieren (Sanders-Bush et al., 2003; Werry et al., 2005).

Bei Invertebraten konnten bisher nur je zwei verschiedene S5-HT:- und
S5-HT»-Subtypen sowie 5-HT7-Rezeptoren nachgewiesen werden (Tierney, 2001;

Blenau & Baumann, 2001; Blenau & Thamm, 2011)

1.2.4 Rezeptorinaktivierung

Die Inaktivierung von GPCRs bzw. die Beendigung der Signaltransduktion erfolgt
Uber verschiedene Mechanismen. Neben der Inaktivierung der verwendeten
G-Proteine durch GTP-Hydrolyse, konnen GPCRs auch durch Phosphorylierung an
Serin bzw. Threonin-Resten (Ser/Thr) in der ICL2, ICL3 und dem C-Terminus
desensitisiert werden (Bockaert et al, 2003; Scheiner et al, 2006). Nach einer
Ligandenbindung findet haufig eine direkte Phosphorylierung des Rezeptors durch
G-Protein-gekoppelte  Rezeptorkinasen (GRKs) oder die PKA bzw. die
Proteinkinase C (PKC) statt (Abb. 1.5). Ebenso kénnen aber auch GRKs durch die
PKA oder die PKC aktiviert werden und wiederum den Rezeptor phosphorylieren
(Raymond, 1991; Freedman et al., 1995; Willets et al., 2003).

Diese Phosphorylierungen fiihren zu Konformationsdnderungen und erhéhen
dadurch die Affinitat des Rezeptors fur B-Arrestin (Leurs et al.,, 1998). Bindet dieses
Protein am C-Terminus des Rezeptors wird die Kopplung von G-Proteinen sterisch
stark behindert und dadurch gleichzeitig die Internalisierung des Rezeptors Uber
eine Clathrin-vermittelte Endozytose initiiert (Carman & Benovic, 1998;

Luttrell & Lefkowitz, 2002). Der Rezeptor wird dann entweder zurick zur



1. Einleitung

10

Plasmamembran transportiert oder abgebaut (Leurs et al., 1998; Oakley et al,

2001).
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Abb. 1.5. Signaltransduktion G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (verindert nach

Rosenbaum et al., 2009; Deupi & Standfuss, 2011)

GPCRs befinden sich in einem stdndigen Gleichgewicht zwischen inaktiver (R, R’)
und aktiver Konformation (R*). Die Bindung eines Agonisten verschiebt das
Gleichgewicht tUber eine niedrig-affine Konformation des Rezeptors (R’) in
Richtung des aktivierten Ligand-Rezeptorkomplexes (R*). Durch eine Verlagerung
der Transmembrandomanen 3 und 6 (dunkelblau) kann in der aktiven
Konformation die Bindung von G-Proteinen erfolgen. Eine Signaltransduktion ist
sowohl TtUber G-Proteine als auch mnach Bindung von Arrestinen tUber
G-Protein-unabhéangige Signalwege moglich. Aktivierte GPCRs kénnen Uber Ggs
bzw. Gq die Aktivitdt einer Adenylylzyklase (AC) regulieren oder Uber Gqq die
Phospholipase C (PLC) positiv beeinflussen. Die Aktivierung der GPCRs fuhrt zu
einer Phosphorylierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) oder
Proteinkinase A bzw. C (PKA bzw. PKC) und einer darauf folgenden Kopplung von
Arrestin an den C-Terminus des Rezeptors. Durch die Bindung von Arrestin wird
die Aktivierung G-Protein-unabhéingiger Signalwege und eine Internalisierung des
Rezeptors beglinstigt. Internalisierte Rezeptoren werden nach der Abspaltung der
Phosphorylierungen entweder wieder zur Plasmamembran transportiert oder in
Lysosomen abgebaut.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

In den sekretorischen Zellen der Speicheldriise der SchmeifSfliege Calliphora vicina
reguliert Serotonin (5-HT) die Produktion eines KCl-reichen Speichels. In den
Jahren 1968 bis 1983 haben Berridge und Kollegen am Modell der
Fliegenspeicheldriise grundlegende Aspekte zur Signaltibertragung in tierischen
Zellsystemen aufgeklart (Berridge & Patel, 1968; Prince et al, 1972;
Heslop & Berridge, 1980; Berridge & Heslop, 1981; Berridge, 2005). Sie konnten
zeigen, dass 5-HT sowohl den IP3/Ca2?*- als auch den cAMP/PKA-Signalweg
aktiviert. Thre Arbeiten haben somit einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis
der molekularen Teilschritte beider Signalwege geliefert. Einige Aspekte ihrer Arbeit
liefSen vermuten, dass 5-HT Uber mehr als einen Rezeptor wirkt. Das von Thnen
entwickelte Konzept, dass mindestens zwei Rezeptoren die Signalwege in den
Speicheldriisen steuern, wird zwar in der aktuellen Forschung akzeptiert, jedoch
war die molekulare Identitdt der S-HT-Rezeptoren bislang erstaunlicherweise
unbekannt. Zusatzlich belegen neue Erkenntnisse, dass die beiden von 5-HT
aktivierten Signalwege in der Speicheldriise nicht getrennt voneinander existieren,
sondern miteinander wechselwirken (Schmidt et al, 2008; Voss et al.,, 2010;
Heindorff et al, 2012). Will man diese Wechselwirkungen und die daraus
resultierenden physiologischen Konsequenzen besser verstehen, so ist es absolut
notwendig, molekulare und/oder pharmakologische Werkzeuge zu entwickeln, die
eine gezielte und effektive Aktivierung bzw. Inaktivierung des einen oder anderen
Signalweges ermoglichen. Somit kann das Wissen Uber die molekulare Identitat
und die pharmakologischen Eigenschaften der 5-HT-Rezeptoren in der
Speicheldriise von Calliphora vicina dazu dienen, die Manipulierung der

rezeptorspezifischen Signalwege wesentlich zu vereinfachen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die in der Speicheldriise von Calliphora
vicina exprimierten Serotonin-Rezeptoren zu isolieren und pharmakologisch zu
charakterisieren. Mit Hilfe bioinformatischer und molekularbiologischer Methoden
sollte zunachst die cDNA G-Protein-gekoppelter 5-HT-Rezeptoren aus der
Speicheldriise amplifiziert werden. AnschliefSend sollten die Rezeptoren in einem
heterologen Expressionssystem exprimiert werden und ihre funktionelle Kopplung
an intrazellulare Signalwege sowie ihre pharmakologischen Eigenschaften
untersucht werden. Dabei war es von besonderem Interesse, Substanzen zu
identifizieren, die selektiv auf einen Rezeptorsubtyp wirken. Substanzen die sich im

heterologen System als rezeptorspezifisch erwiesen haben, sollten dann auf ihre
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Wirkung in intakten Calliphora-Speicheldrisenpriparaten getestet werden.
Weiterhin sollte durch die Herstellung von rezeptorspezifischen Antikoérpern die

zellulare Verteilung der Rezeptoren in den Speicheldrisen untersucht werden.
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2. Material & Methoden

2.1 Bezugsquellen

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Die verwendeten Laborchemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und
Tocris Biosciences (Bristol, UK) bezogen und hatten Analysequalitdt. Sofern nicht
anders erwdhnt, wurden die verwendeten LOsungen mit sterilem, bidestilliertem
Wasser (ddH:O) angesetzt. Weitere Angaben zu verwendeten Enzymen, Vektoren,
Bakterienstimme, Laborgeraten und kommerziellen Kits befinden sich im Anhang
(Abschnitt 6.3).

Verbrauchsmaterialien wie Spitzen, Kuvetten und Reaktionsgefifie wurden von
ABgene (Epsom), Amersham Bioscience (Freiburg), BIO-RAD (Munchen),
Brand (Wertheim), Eppendorf (Hamburg), Kodak (Stuttgart), Millipore (Schwalbach),
Roth, VWR (Darmstadt) bezogen. Bei hiervon betroffenen Ausnahmen ist die

Bezugsquelle im Text genannt.

2.2 Standardlosungen

Calliphora Ringer Normal-Ringer 128 mM NacCl
10 mM KCI1
2 mM CacCl;
2,7 mM MgCl,
3 mM Natriumglutamat
2,8 mM Maleinsaure
10 mM D-Glucose
10 mM Tris
pH 7,2

DEPC-behandeltes Wasser 0,1 % (w/v) Diethylpyrocarbonat,
Uber Nacht rihren, autoklavieren
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) 140 mM NaCl
2,6 mM KCI
8,1 mM NaHPO,4
1,5 mM KH>POq4
pH 7,4

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer) 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA
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2.3 Versuchstierhaltung und Praparation

Als Versuchstiere wurden SchmeifSfliegen Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy) aus
der institutseigenen Zucht verwendet. Die Haltung erfolgte bei 24-26 °C und 60 %
Luftfeuchtigkeit mit einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12:12 Stunden. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Wasser und Futter (Vollkornroggenbrot). Fir die Versuche
wurden drei Tage bis drei Wochen alte Imagines beider Geschlechter verwendet.

Die Préparation aller fir molekularbiologische oder biochemische Versuche
eingesetzten Gewebe fand in geklhlter Ringerlésung statt. Die Gewebe wurden
direkt im Anschluss in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
Speicheldriisen, die flir immunhistochemische Versuche vorgesehen waren, wurden
direkt im Anschluss an die Priparation fixiert (siehe Abschnitt 2.5.9).
Physiologische Experimente, d.h. TEP-Messungen (siehe Abschnitt 2.8), wurden mit
frisch préaparierten Speicheldriisen durchgefiihrt. Fir die Herstellung von cDNA flr
PCR-Versuche  wurden  ganze Calliphora-Koépfe  verwendet. Far die
molekularbiologischen und biochemischen Arbeiten wurden Gewebeproben von
Gehirn, Speicheldriisen, Malpighischen Gefafien und Muskel bendétigt. Die
Praparation der Gewebe wurde wie folgt durchgefihrt: Nach Dekapitation wurde
der Kopf in eine mit Sylgard (Drawin Vertriebs-GmbH, Ottobrunn/Riemerling)
ausgegossene und mit kaltem Ringer geflillte Praparierschale Uberfihrt und mit
Insektennadeln fixiert. Der Kopf wurde durch Schnitte unterhalb der
Komplexaugen, entlang der Kopfperipherie und tberhalb des Antennenansatzes
gebdffnet. Das Gehirn wurde mit einer Pinzette entnommen und von Tracheen
gereinigt. Der dekapitierten Fliege wurden die Extremitédten entfernt und das
Abdomen abgetrennt. Der Thorax wurde mit Insektennadeln fixiert und dann durch
einen Dbeiderseitigen Schnitt von anterior nach posterior unterhalb des
Flugelansatzes ge6ffnet, wodurch Teile der Muskulatur entnommen werden
konnten. Fur die Préparation von Speicheldriisen und Malpighischen Gefafien
wurde das abgetrennte Abdomen der Fliegen verwendet. Die Speicheldriisen sind
Uber Tracheen an den Luftsdcken befestigt und konnten vorsichtig mit einer
Pinzette aus dem Abdomen herausgezogen werden. Danach konnten die

Malpighischen Gefafie entnommen werden.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Gesamt-RNA-Isolierung

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mittels TRIzol™ LS-Reagenz (GIBCO-BRL,
Eggenstein). Aus 40 Tieren wurden Gehirn, Speicheldriisen, Malpighische Gefafse
und Teile der Flugmuskulatur prapariert, mit je 750 ul TRIzol™ LS-Reagenz versetzt
und mit einem Glas-Teflon-Homogenisator homogenisiert (1.000 UpM, 25 Streiche
von je 5s). Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden
200 pl Chloroform je 750 ul TRIzol™ LS-Reagenz zugeben. Nach kurzem kraftigem
Schiitteln erfolge eine erneute Inkubation bei RT fir 10 min. Bei der sich
anschliefenden Zentrigugation (12.000xg far 10 min bei 4°C) erfolgte eine
Trennung in drei Phasen. Die obere wéassrige Phase enthélt die RNA, die Interphase
die DNA und in der unteren Phenolphase befinden sich die Proteine. Die wassrige
Phase wurde in neues Eppendorfreaktionsgefafs (RG) tiberfiihrt und durch Zugabe
von 500 ul Isopropanol die RNA préazipitiert. Nach einer Inkubation von 10 min bei
RT und einem sich anschliefSenden Zentrifugationschritt (12.000 x g fir 10 min bei
4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und das entstandene Pellet durch Zugabe
von 1 ml 75 % Ethanol (EtOH) gewaschen. Nach 10 min Lufttrocknen wurde das
Pellet in SO ul DEPC-Wasser gelost und die Konzentration der extrahierten RNA mit
dem Spektralphotometer GeneQuant 1300 bestimmt (siehe Abschnitt 2.4.13). Die
Gesamt-RNA wurde entweder mit 1/10 Vol 4 M LiCl und 2,5 Vol 100 % EtOH gefallt
und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert oder sofort fir die RT-PCR

verwendet (siehe Abschnitt 2.4.6).

2.4.2 mRNA-Extraktion

Zur Extrakion der mRNA aus Gesamt-RNA wurde das Micro-FastTrack™ 2.0 Kit
nach dem Protokoll des Herstellers verwendet. Zuerst wurde die Gesamt-RNA
15 min bei 13.000 x g und 4 °C zentrifugiert und das RNA-Pellet dann mit 100 pl
eiskaltem 75 % Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten 15 mintutigen
Zentrifugation bei 13.000xg und 4 °C wurde das Pellet dann fir 5 min
luftgetrocknet bevor es in 10 ul Elutionspuffer resuspendiert wurde. Es wurde
1 ml Lysepuffer zugegeben und der Ansatz 5 min bei 65 °C inkubiert. Nach kurzem
Kthlen auf Eis wurde 63 ul 5 M NaCl zugegeben und vorsichtig gemischt. Die

Gesamt-RNA-Losung wurde dann zur Oligo-(dT)-Zellulose gegeben und fir 30 min
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langsam geschtttelt. AnschliefSend wurde die Zellulose fir 5 min bei 4.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgten drei Waschschritte mit je
1,3 ml Bindungspuffer und anschliefSender Zentrifugation bei 4.000 x g fir 5 min.
Das Zellulosepellet wurde dann in 300 ul Bindungspuffer gel6ést, auf eine Filtersaule
Ubertragen und kurz zentrifugiert (4.000 x g fiir 10 s). Nach mehreren Waschritten
mit 500 ul Bindungspuffer bzw. 200 ul Waschpuffer wurde die mRNA dann zweimal
mit je 100 ul Elutionspuffer eluiert. Nach der spektralphotometrischen Bestimmung
der RNA-Konzentration (siehe Abschnitt 2.4.13) wurde diese mit 30 ul
2 M Natriumacetat, 10 pyl Glycogencarrier (2 mg/ml) und 600 ul 100 % Ethanol
préazipitiert und dann bei -80 °C gelagert.

Lysepulffer: 20 pl Protein/RNase Degrader; 1 ml Stammpuffer

Stammpulffer: 200 mM NaCl; 1,5 mM MgClz; 2 % (w/v) SDS; 200 mM Tris-HCI; pH 7,5
Bindungspuffer: 500 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Waschpuffer: 250 mM NacCl; 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

2.4.3 cDNA-Synthese

cDNA Synthese mittels Superscript™III First-Strand Synthesis System for RT-
PCR

Zur Synthese von cDNA aus gereinigter Gesamt-RNA oder mRNA wurde das
SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR verwendet. Die cDNA-
Synthese wurde immer in einem Doppelansatz mit Oligo(dT)-Primer (Ansatz ILoigo)
und Random-Hexamer-Primer (Ansatz Ilrandom) durchgeflihrt. Far die Reaktion

wurden folgende Reagenzien zusammengeben und vermischt:

Reagenz I otigo  II random
RNA (0,5 pg/ul) 1ul 1ul
dNTP-Mix (10 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1ul 1ul
Oligo(dT)-Primer (20-mer, 50 ug) 1ul -
Random-Hexamers-Primer (6-mer 50 ng/ul) - 1ul
DEPC behandeltes Wasser 7 ul 7 ul

Nach einer Inkubtion fiir 5 min bei 65 °C und 1 min auf Eis wurde zu jedem Ansatz

Folgendes hinzugefligt:

Reagenz je Ansatz
Reverse-Transkriptase-Puffer (10 x) 2ul
MgCl> (25 mM) 4 ul
DTT (0,1 M) 2ul
RNaseOUT™ 1ul

SuperScript™III Reverse Transkriptase (200 U/pul) 1ul
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Die cDNA-Synthese fand bei folgenden Bedingungen statt:

Ansatz I oligo 50 °C, 50 min Ansatz II random 25 °C, 10 min
85 °C, 5 min 50 °C, 50 min
85 °C, 5 min

Abschlieffend wurde die RNA mit 1 ul RNase H (2 U/ul) je Ansatz fur 20 min bei
37 °C abgebaut. Die cDNA wurde entweder sofort weiterverwendet oder fir maximal

sechs Monate bei -20 °C gelagert.

cDNA Synthese mittels AccuScript™ HighFidelitylst Strand cDNA Synthesis
Kit

Fuar die Synthese von cDNA, die fir PCR von vollstdndigen Rezeptor-cDNAs
eingesetzt werden sollte, wurde die Accuscript™-Reverse-Transkriptase verwendet.
Diese reverse Transkriptase aus dem Moloney-Maus-Leukdmie-Virus (MMLV-RT)
besitzt eine 3’-5-Exonuklease-Aktivitdit und minimiert dadurch Basenaustausche
bei der cDNA-Synthese. Die cDNA-Synthese fand auch hier mit dem Oligo(dT)-
Primer (Ansatz ILig) und dem Random-Nonamer-Primer (Ansatz Ilrandom) statt.
Folgende Reagenzien wurden in der angegebenen Reihenfolge zusammen pipettiert

und gut vermischt:

Reagenz I oligo II random

DEPC-behandeltes Wasser 12,2 ul 10,2 ul
AccuScript RT Puffer (10 x) 2 ul 2 ul
Oligo(dT)-Primer (18-mer, 0,5 ug/ul) 1ul -
Random-Nonamer-Primer (9-mer 0,1 ug/ul) - 3ul
dNTP-Mix (25 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,8 ul 0,8 ul
RNA (0,5 pg/ul) 1ul 1ul

Der Reaktionsansatz wurde zunéachst flir 5 min bei 65 °C, danach fiir 5 min bei RT

inkubiert. AnschliefSend wurde zu jedem Ansatz Folgendes zugegeben:

Reagenz je Ansatz
DTT (100 mM) 2 ul
AccuScript Reverse Transkriptase 1ul
RNase Block Ribonuklease Inhibitor (40 U/ul) 2 ul
Die reverse Transkription der RNA in cDNA wurde unter folgenden Bedingungen
durchgeftihrt:
Ansatz I oligo 42 OC, 60 min Ansatz II random 25 OC, 10 min

70 °C, 15 min 42 °C, 60 min
70 °C, 15 min
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/AbschliefSend wurde die RNA durch Zugabe von 1 ul RNase H (2 U/ul) je Ansatz
fiar 20 min bei 37 °C verdaut und die cDNA entweder sofort weiterverwendet oder

maximal 6 Monate bei -20 °C gelagert.

cDNA Synthese mittels SMART™ RACE cDNA Amplification Kit

Die Erststrang-cDNA Synthese fir RACE-PCR Experimente (rapid amplification of
cDNA-ends with polymerase chain reaction) erfolgte mit dem SMART™ RACE cDNA
Amplification Kit nach Herstellerangaben. Das Kit ermdglicht die Synthese von
cDNA die zur Aufkldrung unbekannter Sequenzbereiche am 5-Ende (5-RACE-PCR)
oder 3'-Ende (3'-RACE-PCR) eingesetzt werden kann. Fur die cDNA-Synthese

wurden folgende Reagenzien pipettiert und vermischt:

Reagenz 3’RACE 5’RACE
mRNA 1-3 ul 1-3 ul
3’-CDS-Primer 1ul -
5’-CDS-Primer - 1ul
BD SMART II A oligo 1 ul -
DEPC behandeltes Wasser ad 5 ul ad 5 ul

Der Reaktionsansatz wurde fiir 2 min bei 70 °C inkubiert und dann auf Eis (ca.

2 min) abgekthlt. AnschliefSend wurde Folgendes zugegeben:

Reagenz je Ansatz
5 x PowerScript Erststrang-Puffer 2 ul
DTT (20 mM) 1ul
dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 1ul
BD PowerScript Reverse Transcriptase 1ul

Nach vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz bei 42 °C fir 90 min inkubiert. Die
synthetisierte cDNA wurde dann mit 250 ul TE-Puffer verdiinnt und zur Hitze-
Inaktivierung der Transkriptase fir 7 min auf 72 °C erwarmt. Die cDNA wurde

dann entweder sofort weiterverwendet oder maximal 3 Monate bei -20 °C gelagert.

2.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenraktion (PCR) erlaubt es definierte DNA-Sequenzen in vitro zu
vervielfaltigen. Alle PCR-Experimente wurden in einem T3-Thermocycler
durchgefiihrt. Tabellen mit den Sequenzen der verwendeten Primer befinden sich
im Anhang (Tabelle 6.3). Als Matrize fir die PCR wurde Calliphora vicina-cDNA
(siehe Abschnitt 2.4.3) verwendet. Fur die Amplifizierung wurden unterschiedliche

Polymerasen verwendet, eine Taq DNA Polymerase aus Thermus aquaticus, die
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Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase und die BIO-X-ACT™ Short DNA
Polymerase. Im Gegensatz zur Taq besitzen die Phusion® und die BIO-X-ACT™
Polymerase eine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitat, die die Haufigkeit von falsch
eingebauten Basen verringert und somit zu einer geringeren Fehlerrate fihrt. Daher
wurden diese Polymerasen fir die Gewinnung der vollstdndigen cDNAs verwendet.

Ein PCR-Ansatz bestand aus:

ohne proofreading mit proofreading
Reagenz Taq Phusion® Bio-X-Act™
cDNA 0,5-5 ul 0,5-5 ul 0,5-5 ul
10 x Ampli-Puffer B (roboklon) Sul - -
5 x HF-Puffer (Finnzymes) - 10 ul -
10 x Opti-Puffer (BIOLINE) - - S ul
dNTP mix (25 mM je dNTP) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
forward-Primer (10 uM) 1ul 1ul 1ul
reverse-Primer (10 uM) 1ul 1ul 1ul
Tag-Polymerase (5 U/ul, roboklon) 0,5 ul - -
Phusion® (2 U/ul, Finnzymes) - 0,5 ul -
Bio-X-Act™ (4 U/ul, BIOLINE) - - 1 pl
Wasser (ddH20) ad 50 ul ad 50 ul ad 50 ul

Die PCRs wurden nach folgendem Protokoll durchgeftihrt:

Taq Phusion® Bio-X-Act™
Initiale Denaturierung 94 °C 150s 98 °C 30s 94 °C 150 s
Denaturierung 94 °C 40 s 98 °C 10 s 94 °C 40 s
Annealing 35 x 40-70 °C 30s 55-70°C 30s 40-65°C 30 s
Elongation 72 °C 150s 72 °C 150 s 68 °C 150 s
Finale Elongation 72°C 420s 72°C  600s 68 °C 600 s

Zur Analyse wurden die PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt (siehe
Abschnitt 2.4.7) und anschlieffend mit 1/10 Vol Natriumacetat und 2,5 Vol 100 %
EtOH gefallt.

2.4.5 RACE-PCR

Zur Amplifizierung unbekannter Sequenzbereiche in 3’- oder 5- Richtung eines
DNA-Abschnittes, dessen Nukleotidsequenz bekannt ist, wurde das BD SMART™
RACE cDNA Amplification Kit nach Herstellerangaben verwendet. Es kamen dabei
ein Universal-Primer-Mix und jeweils ein genspezifischer Primer zum Einsatz. Die
Sequenz der Primer im Universal-Primer-Mix (siehe Tabelle 6.3) tiberlappte zum Teil
mit dem des SMART-Oligonukleotides und ermoglichte somit die Anlagerung an die

synthetisierte SMART™ RACE cDNA. Der genspezifische Primer wurde so gewahlt,
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dass er im Bereich der bereits bekannten Sequenz bindet und einen hohen
GC-Gehalt sowie eine hohe Annealing-Temperatur besitzt. Wenn es die Lange der
bekannten Sequenz erlaubte, wurde noch ein zweiter genspezifischer Primer
verwendet, der innerhalb der Sequenz des ersten PCR-Produkts bindet und die

Analyse des RACE-Produktes erleichterte. Ein RACE-PCR-Ansatz bestand aus:

Reagenz 3’RACE 5’RACE
5-RACE cDNA - 2,5 ul
3’-RACE cDNA 2,5 ul -
10 x Advantage 2-PCR-Puffer Sul Sul
50 x Advantage 2 Polymerase Mix 1ul 1ul
dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 1ul 1ul
10 x Universal-Primer-Mix Sul Sul
genspezifischer Primer (10 uM) 1 ul 1ul
Wasser (ddH20) 34,5 ul 34,5 ul

Die PCR verlief nach folgendem Programm:

S Zyklen 94 °C, 30s
72 °C, 180 s

S Zyklen 94 °C, 30s
70 °C, 30s
72 °C, 180 s

30 Zyklen 94 °C, 30 s
68 °C, 30s
72 °C, 180 s

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieffend mit 1/10 Vol 3 M Natrium-
acetat und 2,5 Vol 100 % Ethanol gefillt. Eine sich anschliefiende verschachtelte
PCR (nested PCR) erleichterte die Anlayse der PCR-Produkte der RACE-PCR. Die
Primer dieser nested PCR wurden so ausgewahlt, dass sie innerhalb der Sequenz
des RACE-PCR-Produkts binden. Die gefallten RACE-PCR-Produkte wurden in
15 ul TE-Puffer geldést und als Matrize fir die nested PCR verwendet. Der nested
PCR-Ansatz enthielt:

Reagenz

5’- oder 3-RACE-PCR-Produkt 0,5 ul
10 x Ampli-Puffer B (roboklon) Sul
dNTP-Mix (20 mM je dNTP) 0,5 ul
nested Universal-Primer (10 uM) 1ul
nested Primer (10 uM) 1ul
Wasser (ddH»O) 41,5 ul
Taq-Polymerase (5 U/ul, roboklon) 0,5 ul

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgeftihrt:
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Initiale Denaturierung 94 °C 150s
Denaturierung 94 °C 40 s
Annealing 35 x 68 °C 30s
Elongation 72 °C 120s
Finale Elongation 72 °C 600 s

Alle Produkte der RACE-PCR-Experimente und nested PCR-Experimente wurden
mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.4.7) und relevante

DNA-Fragmente aus dem Agarosegel isoliert.

2.4.6 RT-PCR (reverse transcription PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR-Methode kann semiquantitativ das Vorkommen bestimmter
mRNA-Spezies in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden. Daflir wurde
zuerst Gesamt-RNA mit Hilfe des TRIzol™-LS Reagenz (siehe Abschnitt 2.4.1)
isoliert. Fur die RT-PCR wurde von jedem Gewebe 1,1 ug Gesamt-RNA flir 30 min
mit 2 U DNase I (Ambion, Austin, USA) bei 37 °C verdaut, um eine Kontamination
mit genomischer DNA 2zu vermeiden. Die gleiche Menge RNA wurde als
Negativkontrolle mit DNasel und RNase A bzw. T1 verdaut. Die DNase I-
Behandlung wurde durch Zugabe von 1 ul DNase I Inaktivierungsreagenz und einer
zweiminutigen Inkubation bei RT beendet. Die weiteren Schritte erfolgten
entsprechend den Herstellerangaben des SuperScript One-Step RT-PCR mit
Platinum Taq Systems. Fur die Synthese der cDNA und anschliefSfender PCR-
Reaktion mit spezifischen Primern wurden 100 ng der vorbehandelten Gesamt-

RNA-Praparationen eingesetzt. Ein Reaktionsansatz bestand aus:

Reagenz

vorbehandelte Gesamt-RNA (100 ng/ul) 1ul
2 x Reaktionspuffer 25 ul
Forward-Primer (10 uM) 1ul
Reverse-Primer (10 uM) 1ul
DEPC-behandeltes Wasser 21,5 ul
RT/Platinum-Taq-Mix 0,5 ul

Die PCR-Bedingungen waren:

1 Zyklus 50 °C, 30 min
94 °C, 2 min

35 Zyklen 94 °C, 40 s
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55-60 °C, 40 s
72 °C, 15s
1 Zyklus 72 °C, 600 s

Zur Analyse wurden die amplifizierten PCR-Produkte dann abschliefSend in einem

1,2 % Agarosegel aufgetrennt.

DNase I-Puffer: 25 mM MgClz; 5 mM CaClz; 100 mM Tris; pH 7,5

2.4.7 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1-1,2 %igen
Agarosegelen. Sowohl dem Gel als auch dem 1 x TAE-Laufpuffer wurden 1 pg/ml
Ethidiumbromid zugefiigt. Die DNA wurde mit 0,2 Vol DNA-Ladepuffer versetzt und
auf das Gel aufgetragen. Als Grofsenstandards wurden eine 100 bp- und eine 1 kb-
DNA-Leiter (New England Biolabs, NEB, Frankfurt am Main) verwendet. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte bei einer Spannung von 70-80V fir ca.

90 min in der Hoefer HE 33 Mini Submarine Electrophoresis Unit.

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

2.4.8 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Fur die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde zunéchst
durch Fluoreszenzanregung die DNA visualisiert und dann mit einem Skalpell die
gewlnschte Bande vorsichtig aus dem Gel herausgeschnitten. Die Isolierung der
DNA aus den Gelstiicken erfolgte mittels zweier alternativer Methoden.

Bei der ersten Methode wurde die DNA unter Verwendung eines ,Minisiebes“ durch
Zentrifugation aus dem Agarosegel-Stiick mechanisch eluiert. Fuir die Herstellung
des Siebes wurde ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefafd (RG) halbiert, mit einer
heifSfen Nadel ein Loch in den Boden gestochen und dieses dann mit silanisierter
Glaswolle bedeckt. Die Minisiebkonstruktion wurde in ein intaktes 1,5 ml RG
gesteckt und das ausgeschnittene Gelstiick vorsichtig auf die Glaswolle tiberfiihrt.
Nach einer zweiminttigen Zentrifugation bei 6.000 UpM kann die DNA aus dem
Eluat, welches sich im wunteren intakten Eppi befindet, mit 0,1 Vol 3 M
Natriumacetat und 2,5 Vol Ethanol (100 %) préazipitiert werden. Das zweite

Verfahren wurde far die Aufreinigung von DNA-Fragmenten genutzt, die fir die
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Herstellung von Expressionsvektoren (siehe Abschnitt 2.7.1) weiterverwendet
wurden. Hierfir wurde das High Pure PCR Product Purification Kit verwendet.
Entsprechend den Herstellerangaben wurde das ausgeschnittene Agarosegel-Stiick
in 300 ul Binding-Puffer/100 mg Agarosegel flir 10 min bei 56 °C aufgeldst. Pro
100 mg Agarosegel wurden dann 150 ul Isopropanol zugegeben, die Losung
durchmischt und auf ein High-Pure-Filtersdulchen gegeben. Nach einer
einminttigen Zentrifugation bei 13.000 UpM wurde der Durchfluss verworfen und
das Saulchen mit 700 pyl Waschpuffer gewaschen. Danach wurde der High-Pure-
Filter in ein neues RG Uberfihrt, mit 50 ul Elutionspuffer versetzt und 1 min bei
13.000 UpM =zentrifugiert. Die im Eluat enthaltene DNA wurde abschliefSend durch
die Zugabe von 1/10 Vol 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol 100 % Ethanol prazipitiert.

Binding-Puffer: 3 M Guanidinthiocyanat; 10 mM Tris-HCl; 5 % (v/v) Ethanol; pH 6,6
Waschpuffer: 20 mM NaCl; 2 mM Tris-HCI; pH 7,5
Elutionpuffer: 10 mM Tris-HCI; pH 8,5

2.4.9 DNA-Restriktion

Fur die Restriktion von PCR-Produkten und Plasmiden (100-1.000 ng) wurde mit
dem/den gewlnschten FastDigest® Enzym(en) und dem 1 x FastDigest®-Puffer bzw.
BstZl, BSA (10 pg/pl) und 10 x Puffer fir 1 h bei 37 °C bzw. 50 °C verdaut.
AnschliefSfend wurden die Fragmente mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt, analysiert und die gewlinschten Fragmente isoliert (siehe

Abschnitt 2.4.7 und 2.4.8).

2.4.10 Ligation

Fur die Klonierung eines DNA-Fragments in einen Vektor erfolgte die Ligation je
nach Konstrukt mit einem Vektor:Insert-Verhéltnis von 3:1, 1:1 oder 1:3. Die

Berechnung der entsprechenden DNA-Mengen erfolgte nach folgender Formel:

Lange Vektor (kb)
Lange Insert (kb)

Masse Insert (ng)= * Masse Vektor (ng)

Aufgereinigte aber ungeschnittene PCR-Produkte wurden mit Hilfe des
PGEM®-T-Vector-Systems direkt in den pGEM®-T Vektor ligiert. Hierflir wurden
Vektor und Insert im entprechenden Verhéaltnis gemischt, 5 ul Rapid Ligation-Puffer
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(2 x), 1 ul T4-DNA-Ligase (3 Weiss units/ml) hinzugegeben und mit ddH,O auf ein
Endvolumen von 10 ul aufgefillt.

Die Ligation von Vektoren und Fragmenten, die nach der Restriktion (siehe
Abschnitt 2.4.9) passende kohédsive Enden besafen, wurden ebenfalls im
gewlnschten Vektor:Insert-Verhaltnis zusammengegeben. Dem Ligationsansatz
wurden noch 1 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (10x), 1 ul T4-DNA-Ligase (S u/ul,
Fermentas) zugefiigt und mit ddH,O auf ein Endvolumen von 10 ul ergidnzt. Alle
Ligationsreaktionen wurden entweder bei RT fir 3 h oder bei 4 °C tiber Nacht

durchgeftihrt.

2 x Rapid Ligation-Puffer: 20 mM MgClz; 20 mM DTT; 2 mM ATP; 10 % (v/v) Polyethylenglykol;
60 mM Tris-HCl; pH 7,8
10 x T4-DNA-Ligase-Puffer: 400 mM Tris-HCIl; 100 mM MgClz; 100 mM DTT, 5 mM ATP; pH 7,8

2.4.11 Transformation in E. coli

Fur die Transformation von Plasmid-DNA wurden zwei unterschiedliche E. coli-
Stamme  verwendet. Zur Vermehrung von  Plasmiden wurden  die
transformationskompetenten E. coli-Zellen JM109-Zellen verwendet. Fur die
Expression rekombinanter Proteine wurden die Plasmide in E. coli-Zellen des Typs
BL21 (T7 Express lys Y) transformiert.

Das Einschleusen der Fremd-DNA in die E. coli-Zellen erfolgte mit der
Hitzeschockmethode (Hanahan, 1983). Ein 100 pl-Aliquot der zu transformierenden
E. coli-Zellen (JM109 bzw. T7 Express lys Y) wurde vorsichtig mit 10 pul
Ligationsansatz (siehe Abschnitt 2.4.10) vermischt. Der Ansatz wurde 30 min auf
Eis, dann far 45 s bei 42 °C (Hitzeschock) und anschliefSfend fir 2 min auf Eis
inkubiert. Dann wurde den Zellen 900 pl LB-Medium zugegeben und der Ansatz fir
ca. 1 h bei 37 °C unter Schittteln inkubiert. Die transformierten Zellen wurden
anschliefend 2 min bei 7.000 UpM pelletiert, in 100 pyl LB-Medium resuspendiert
und auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Zur

Vermehrung der Bakterien wurden die Platten fiir ca. 16 h bei 37 °C gelagert.

Antibiotikazuséatze: Carbenicillin 100 pg/ml; Kanamycin 50 pg/ml; Chloramphenicol 34 pug/ml
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2.4.12 Isolierung von Plasmid-DNA

Minipriparation mittels peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I

Fur die Isolierung von kleineren Mengen Plasmid-DNA wurden 5 ml LB-Medium,
versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum, mit einer einzelnen
Bakterienkolonie beimpft. Der Ansatz wurde dann Uuber Nacht bei 37 °C im
Warmluftschuittler bei 180-250 UpM inkubiert. Die Bakterienzellen der
Ubernachtkultur wurden durch einmintitiges Zentrifugieren bei 13.000 UpM
pelletiert und dann in 250 ul Lésung I/RNase A resuspendiert. Nach Zugabe von
250 pl Losung II wurden durch Invertieren vermischt und gegebenenfalls noch
2 min bei RT inkubiert, bis ein klares Lysat entstand. Durch Zugabe von
350 ul Losung III wurde der Ansatz dann neutralisiert und das nach mehrfachem
Invertieren entstandene Prazipitat durch zehnmintUtiges Zentrifugieren bei
13.000 UpM sedimentiert. Der Uberstand, welcher die DNA enthélt, wurde in eine
PerfectBind DNA-S&aule tuberfihrt. Nach einminutigem Zentrifugieren bei
10.000 UpM und RT wurde der Durchlauf verworfen und die an der Saule
gebundene DNA mit 500 ul PW Plasmid-Puffer gewaschen (10.000 UpM, 1 min, RT).
Es folgten zwei weitere Waschschritte mit je 750 ul bzw. 500 ul DNA-Waschpuffer
(10.000 UpM, 1 min, RT) von denen ebenfalls der S&aulendurchlauf verworfen
wurde. Vor der Elution der DNA wurde die Sdule 1 min bei RT und 13.000 UpM
zentrifugiert um sie vollstdndig zu trocknen. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe
von 70 ul DEPC-H>0O und anschliefSender Sedimentation (5.000 UpM, 1 min, RT)

von der Saule in ein sauberes RG eluiert.

Praparation von Plasmid-DNA - mittels LiCl

Grofiere Mengen DNA wurden mit der im Folgenden beschriebenen Methode
isoliert. Es wurden 50 ml LB-Medium mit Antibiotikum versetzt, mit einer
Bakterienkolonie oder 100 ul einer Ubernachtkultur angeimpft und tiber Nacht im
Warmluftschtuittler bei 180-250 UpM inkubiert. Die Kulturflissigkeit wurde in ein
S50 ml Falcon-Rohrchen (FR) tberfihrt und die Zellen bei 4 °C fir 10 min bei
5500 UpM sedimentiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das erhaltene Pellet
in 4 ml Lésung I resuspendiert. Danach wurde die Suspension mit 8 ml der Lésung
IT versetzt und durch Invertieren vermischt. Zu der jetzt klaren und leicht viskosen
Flussigkeit wurden 8 ml Losung III gegeben und durch Invertieren durchmischt.
Das durch das Neutralisieren entstandene Prézipitat wurde durch finfminutiges

Zentrifugieren bei 4 °C und 5500 UpM sedimentiert. Der Uberstand wurde dann
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durch einen Faltenfilter in ein sauberes FR filtriert. Nach Zugabe von 25 ml
Isopropanol und mehrfachem Invertieren wurde fir 10 min bei 4 °C und 5500 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1,45 ml ddH,O
gelost. Danach wurden 2,5 ml LiCl (4 M) und 50 ul Tris-HCl (1 M, pH 7,5)
zugegeben und alles gut vermischt. Nach einer erneuten Sedimentation (5500 UpM,
5 min, 4 °C) wurde der Uberstand auf zwei saubere FR verteilt, diese mit je 5 ml
absolutem Alkohol vermischt und fiir 1 h bei -20 °C inkubiert. Es folgte eine
Sedimentation fiir 10 min bei 4 °C und 5500 UpM. Nach Abgiefsen des Uberstandes
wurden die Pellets in je 250 pl TE-Puffer resuspendiert und in ein RG tberfuhrt. Es
wurde 2,5 pul RNAse-Cocktail hinzugefligt und fir ca. 30 min bei 37 °C inkubiert.
AnschliefSend wurde der Ansatz mit 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
versetzt, durchmischt und 1 min bei RT und 13.000 UpM zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde einer weiteren Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen.
Danach wurde die wassrige Phase zweimal mit je 1 Vol Chloroform versetzt und bei
13.000 UpM fur 1 min bei RT zentrifugiert. Nach der Extraktion wurde die wassrige
Phase wieder auf zwei 1,5 ml RGs verteilt und mit je 1/10 Vol LiCl (3 M) und
3 Vol absolutem Ethanol vermischt. Durch das anschliefSfende Zentrifugieren
(13.000 UpM, S min, RT) wurde die durch das Ethanol gefallte DNA sedimentiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 200 ul 70 % Ethanol gewaschen.
Nach einer einminttigen Zentrifugation bei RT und 13.000 UpM wurde der
Uberstand abgenommen und die Plasmid-DNA getrocknet. Abschlieend wurde das
Pellet in 200 ul TE-Puffer geléost und die Reinheit und Konzentration der DNA
spektralphotometrisch (siehe Abschnitt 2.4.13) ermittelt.

Loésung I: 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris-HCI; pH 8,0
Lésung II: 0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS
Loésung III: 60 % (v/v) 5 M Kaliumacetat; 11,5 % (v/v) Essigsédure; pH 4,8

2.4.13 RNA-/DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration isolierter DNA bzw. RNA wurde spektralphotometrisch bestimmt.
Dazu wurde die optische Dichte (OD) am Absorptionsmaximum flir Nukleinsduren
bei 260 nm gemessen. Dabei entsprach eine Extinktion von 1 einer Konzentration

von 50 ug/ul doppelstrangiger DNA bzw. 40 ug/ul RNA.
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2.4.14 Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech (Konstanz) und LCG

Genomics (Berlin) durchgeftihrt.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte nach Angaben des Herstellers mit
dem Roti®-NanoQuant-Reagenz, das auf der Proteinbestimmung nach Bradford
(1976) beruht. Fur die Kalibrierung wurde eine Rinderserumalbumin (BSA)-
Konzentrationsreihe (1 pg-10 ug) verwendet. Die Proteinmenge wurde mit dem
Spektralphotometer GeneQuant 1300 durch Messung der Extinktion bei 595 nm

bestimmt.

2.5.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970)
erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelen (Trenngel 10-12 %, Sammelgel 4,5 %, 0,75 mm Dicke) oder in

Gradientengelen (3-14 %, 1 mm).

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel:

Trenngel 10 % 12 % Sammelgel 4,5 %
Acrylamidlésung 4ml 4,8ml Acrylamidlésung 0,6 ml
Trenngel-Puffer 3 ml 3 ml Sammelgel-Puffer 1 ml
ddH20 Sml 4,2ml ddH20 2,4 ml
TEMED 12 ul 12 ul TEMED 4 ul
APS 70 ul 70 ul APS 30 ul

Die Herstellung der Gradientengele erfolgte wunter Zuhilfenahme eines

Gradientenmischers.
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Gradientengel:

Reagenz 3 % 14 %
Gradientengelpuffer 0,45 ml 0,45 ml
Acrylamidlésung 0,36 ml 1,7 ml
ddH20 2,73 ml -
Glycerol - 1,41 ml
SDS 80 ul 80 ul
APS 32 ul 10 ul
TEMED 4 ul 2ul

Fur den Auftrag auf das Gel wurden die Gewebeproben direkt in reduzierendem
1 x Probenpuffer (Roti-Load) homogenisiert und grofse Zellfragmente durch
Zentrifugation abgetrennt. Gereinigte Membranproteine oder Fusionsproteine (siehe
Abschnitt 2.5.5 bzw. 2.5.7) wurden mit 1/3 Vol 4 x Probenpuffer versetzt. Alle
Proben wurden vor dem Auftragen durch Erhitzen (60-95 °C) fir 5 min denaturiert.
Die Elektrophorese erfolgte in 1 x Kammerpuffer mit dem Mini-Protean II System
fir ca. 20 min bei einer Spannung von 80 V, danach bei 120 V. Abhangig von der
Verwendung wurden die Gele nach erfolgter Trennung direkt mit Coomassie G250
gefarbt (30 min Coomassie-Losung; 2 x 30 min Entfarber-Losung) oder die Proteine
auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) tubertragen (siehe
Abschnitt 2.5.3). Als Molekulargewichtsstandard wurden LMW (Low Molecular
Weight, 14-66 kDa, Sigma) und HMW (High Molecular Weight Standard Mixture,
30-200 kDa, Sigma) verwendet.

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris ; 0,8 % (w/v) SDS; pH 8,8

Sammelgelpuffer: 500 mM Tris; 0,8 % (w/v) SDS; pH 6,8

Gradientengelpuffer: 3 M TRIS Ultra; pH 8.8

TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin

APS: 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat

Kammerpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,8
Coomassie-Losung: 0,1 % (w/v) Coomassie G250; 50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Eisessig
Entfarber-Losung: 10 % (v/v) Methanol; 7 % (v/v) Essigsaure

SDS: 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat

Glycerol: 60 % (v/v) Glycerol

2.5.3 Western-Blot

Mit der Western-Blot-Methode koénnen die nach der SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine aus dem Gel auf die Oberflaiche einer PVDF-Membran tibertragen werden,
wo sie mittels spezifischer Antikérper nachgewiesen werden koénnen. Das

Western-Blotting  erfolgte nach dem Semi-dry-Verfahren mit  einem
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diskontinuierlichen Puffersystem unter Verwendung der Trans-Blot SD Cell. Auf der
Anodenplatte beginnend wurde Folgendes in einem  Sandwichaufbau

Ubereinandergeschichtet:

- 6 in Anodenpuffer I getrankte Filterpapiere

- 3 in Anodenpuffer II getranke Filterpapiere

- PVDF-Membran (5 min in 100 % Methanol und in Anodenlésung II aquilibriert)
- SDS-Gel mit aufgetrennten Proteinen

- 9 in Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere

Der Proteintransfer erfolgte fir 90 min bei 54 mA pro Gel. Die Effizienz des
Transfers wurde durch reversible Proteinfarbung mit 0,2 % Ponceau-Rot S
Uberpruft. Nach vollstdndiger Trocknung der Membran bei 60 °C wurde diese bis

zur Immundetektion bei 4 °C aufbewahrt.

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

2.5.4 Immundetektion

Zur Immundetektion der auf die PVDF-Membran transferierten Proteine wurde die

Membran auf einer Schuttelplattform nach folgendem Schema behandelt:

- 30 min RT Blockierlésung (Absattigung unspezifischer Bindungstellen)
- UN 4°C Primé&rantikérper in TBST-Puffer

-3x5min RT Waschen in TBST-Puffer

-1x3min RT Waschen in Harnstoff-Puffer

-1x5min RT Waschen in TBST-Puffer

-1h RT Sekundarantikérper in TBST-Puffer

-3x5min RT Waschen in TBST-Puffer

-1x10s RT Waschen in ddH2O

- 5 min RT Inkubation mit ECL-System

Die Entwicklung erfolgte auf X-OMAT-AR-Filmen (Kodak). Nachfolgend sind alle
verwendeten Antikérper und deren Herkunft sowie die verwendete Verdiinnung fir

die jeweilige Anwendung aufgelistet.
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Tabelle 2.1 Verwendete primédre Antikorper

primire Antikorper Herkunft/(Typ) Bezugsquelle Verdiinnung

Western-Blot Immunzytochemie

anti-HA Ratte Roche 1:20.000 1:100
(0,1 mg/ml) (monoklonal)

anti-6xHis Kaninchen Rockland 1:1.000 -

(0,1 mg/ml) (polyklonal)

anti-Cv5-HT7-Nterm Kaninchen Pineda 1:10.000 1:2.000
(0,5 mg/ml) (polyklonal)

aS5-1gG Maus DSHB 1:40 -

(0,4 mg/ml) (monoklonal)

Tabelle 2.2 Verwendete sekundire Antikorper

sekundire Antikorper Bezugsquelle Verdiinnung
Goat-anti-mouse-Alexa 635 Molecular Probes — Invitrogen 1:1.000
Goat-anti-rabbit-HRP Jackson ImmunoResearch 1:20.000
Goat-anti-rabbit-Cy3 Jackson ImmunoResearch 1:200
Goat-anti-rat-HRP American Qualex Antibodies 1:10.000
Goat-anti-rat-Alexa 488 Molecular Probes - Invitrogen 1:500

TBST-Puffer:
Harnstoff-Puffer:

0,1 % (w/v) Tween 20; 10 mM Tris-Base; 150 mM NaCl; pH 7,5
2 M Harnstoff; 0,1 M Glycin; 1 % (v/v) Triton-X-100

2.5.5 Isolierung von Membranproteinen

Die im nachfolgenden beschriebene Methode wurde angewendet um heterolog
exprimierte Membranproteine zu préaparieren, die durch Western-Blotting und
Immundetektion nachgewiesen werden sollten. Das Zellpellet einer konfluent
bewachsenen 9 cm-Kulturschale wurde in 0,5 ml Puffer A (Lysispuffer)
resuspendiert und mit einem Pistill homogenisiert. Nach einer zehnminttigen
Inkubation auf Eis wurde das Homogenat fir 30 min bei 4 °C und 15.300 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die zytosolischen Proteine enthilt, wurde
abpipettiert und bei -20 °C aufbewahrt. Das Membran-Pellet wurde in 0,1 ml
Puffer B vollstdndig resuspendiert und anschlieffend mit 0,1 ml einer
2 % (w/w) CHAPS-Losung vermischt. Zum Solubilisieren der Membranproteine
wurde 10 min auf Eis inkubiert und anschliefRend 10 min bei 4 °C und 10.100 UpM
sedimentiert. Der Uberstand, der die Membranproteine enthilt, wurde in ein
sauberes RG pipettiert und die Proteinkonzentration mittels Bradfordbestimmung

(siehe Abschnitt 2.5.1) ermittelt.



2. Material & Methoden 31

2.5.6 Deglykosylierung von Membranproteinen

Je 20 pg Membranproteine wurden in zwei Reaktionsgefafie Uberfihrt und mit
10 x Denaturierungspuffer versetzt. Nach einer zehnminttigen Inkubation bei 100 °C
wurden jeweils 1/10 Vol G7-Reaktionspuffer (10x) und 1/10 Vol 10 % NP-40
zugegeben. Ein Ansatz wurde dann mit 500 U PNGase F (500.000 U/ml), der andere
mit dem entsprechenenden Volumen an ddH:O versetzt. Die Deglykosylierung fand

fir 1 h bei 37 °C statt.

2.5.7 Klonierung, Expression und Reinigung von Fusionsproteinen

Mit Hilfe des Vektors pMAL-c2X wurden in E. coli-Zellen Fusionsproteine exprimiert,
die spater zu Herstellung und Reinigung polyklonaler Antikdérper genutzt wurden.
Durch Klonierung der gewunschten Sequenz in den pMAL-c2X Vektor werden
Proteine exprimiert, die aus einem rezeptorspezifischen Proteinbereich und dem
Maltose-Bindeprotein (MBP) bestehen. Das angefligte MBP ermoglicht eine

Affinitdtschromatographie des Proteins mittels Amylose.

Klonierung

Es sollten zwei verschiedene Fusionsproteine fiir jeden Rezeptor hergestellt werden,
je einen Bereich aus dem N-Terminus bzw. der dritten zytoplasmatischen Schleife
reprasentierten. Mit sequenzspezifischen Primern bei denen der forward Primer eine
EcoR I-Schnittstelle und der reverse-Primer eine Hind III-Schnittstelle besafien,
wurden die jeweiligen Rezeptorbereiche amplifiziert (Abb. 2.1).

Die Fusionsproteine fur den Cv5-HT7 Rezeptor umfassen im N-Terminus den
Sequenzbereich von Tizo bis P70 und in der ICL 3 von As471 bis Rss. Fur den
Cv5-HTaq reprasentieren die jeweiligen Fusionsproteine den N-terminalen Bereich

von Qs11 bis Lsps und einen Abschnitt der ICL 3 von Y767 bis Sio7s.
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polylinker: EcoR 1 Hind 111

malE...ATC GAG GGA AGG ATT TCA GAA TTC_ A AGC TTG... lacZa

polylinker
\ac&x
malE

rmB
Terminator
P..

pPMAL-c2X

lacl®

pBR322 ori

Abb. 2.1 Vektorkarte des pMAL-c2X-Vektors
Die rezeptorspezifische Sequenz der Fusionsproteine wurde tUber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Hind III in die polylinker-Sequenz eingefligt.

Expression von Fusionsproteinen

E.coli-Zellen des Typs BL21 wurden mit den prokaryotischen Expressionsvektoren
(s. 0.) transformiert. Ausgehend von einer Ubernachtkultur wurden
250 ml LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum) angeimpft und bis zu einer
optischen Dichte (ODesgo) von 0,6-0,9 bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Die
Proteinexpression wurde durch Zugabe von 250 ul IPTG (1 M) induziert und die
Zellen je nach Anspruch des Konstrukts fiir weitere 4 h bei 37 °C oder UN bei 22 °C
kultiviert. Der Kulturansatz wurde dann fir 10 min bei 5.500 UpM und 4 °C
sedimentiert. Mittels SDS-PAGE wurde Uberprift ob sich das Fusionsprotein nach

dem Sonifizieren im Uberstand (16slich) oder im Zellpellet (unléslich) befand.

Reinigung von Maltose-Bindeprotein-Fusionsproteinen

Das Pellet des 250 ml Kulturansatzes wurde 1 ml TE-Puffer mit 1:500
Proteaseinhibitor resuspendiert und mit einem Stabsonifizierer durch Ultraschall
5 x30s aufgeschlossen. Zur Trennung der Ilb6slichen von den unldslichen
Bestandteilen wurde fir 10 min bei 15.000 UpM und 4°C =zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein FR tberfiihrt und mit 5 Vol Saulenpuffer versetzt. Fur die
Affinitatsreinigung wurde eine leere BioRad-Fertigsdule (Poly-Prep Chromatography
Columns) mit 6 ml eines 50 %igem Amylosegranulat beftillt. Das S&ulenmaterial
wurde mit 15 ml Saulenpuffer aquilibriert und das Solubilisat auf die Saule

gegeben. Die Sdule wurde dann mit 10 Vol Saulenpuffer gewaschen. Abschliefsend
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wurde das gebundene Fusionsprotein mit 5 ml Elutionspuffer vom Sdulenmaterial

eluiert. Der Erfolg der Proteinreinigung wurde auf einem SDS-Gel iberpruft.

Saulenpuffer: 200 mM NacCl; 10 mM f3-Mercaptoethanol; 1 mM EDTA;
20 mM Tris-HCI; pH 7,4; 1:500 Proteaseinhibitor
Elutionspuffer: 200 mM NacCl; 10 mM f3-Mercaptoethanol; 1 mM EDTA;

20 mM Tris-HCI; pH 7,4; 20 mM Maltose; 1:500 Proteaseinhibitor

2.5.8 Generierung und Affinitatsreinigung polyklonaler Antiseren

Generierung polyklonaler Antiseren

Ziel war es, fur jeden Rezeptor Antikdrper gegen Abschnitte im N-Terminus und der
dritten zytoplasmatischen Schleife herzustellen. Daflir wurden Meerschweinchen
mit MBP-Fusionsproteinen, die eine spezifische Sequenz des N-Terminus und der
ICL3 des Cv5-HT.-Rezeptors aufweisen, immunisiert. Gleiches geschah mit
Kaninchen und den Fusionsproteinen fir den Cv5-HT7-Rezeptor. Die
Immunsierung und Versorgung der Tiere tibernahm die Firma Pineda (Berlin). Der
Verlauf der Immunisierung wurde jeweils durch Western-Blot-Analysen und

Immundetektion am 61. und 90. Tag nach der ersten Immunsierung verfolgt.

Affinitatschromatographie polyklonaler Antiseren

Zur Affinitatsreinigung der Antiseren wurden die MBP-Fusionsproteine an
HiTrap-NHS-activated-HP-Sadulen gebunden. Hier fungierten sie als Antigen an dem
die spezifischen Antikérper der Meerschweinchen- bzw. Kaninchen-Antiseren
binden sollten. Das gereinigte Antigen (1-5 mg in Kopplungspuffer) wurde nach
Entfernen der Ventilkappe und Auftropfen von einem Tropfen eiskaltem HCI (1 M)
auf die Saule gegeben. AnschliefSend wurde die Saule mit je 6 ml Puffer A, Puffer B
und wieder Puffer A gewaschen. Nach einer 30 minttigen Inkubation der S&ule bei
RT wurden erneut je 6 ml Puffer B, Puffer A und Puffer B injiziert um ungekoppelte
und unspezifisch gebundene Liganden von der S&ule zu splilen. Dann wurde mit
13 ml Bindungspuffer aquilibriert. Bevor diese Saule zum Einsatz kam, wurde das
Antiserum 1:10 mit Bindungspuffer versetzt. Danach wurde das Serum fir 5 h oder
Uber Nacht mit Hilfe einer Peristaltikpumpe Uber eine HiTrap-NHS-activated-HP-
Saulen gegeben an der ein anderes MBP-fusioniertes Protein gekoppelt war. Mit
diesem zusétzlichen Schritt wurde ein GrofSteil der Antikérper, die gegen das MBP
gerichtet sind, aus dem Serum entfernt. Der Durchfluss dieser Saule wurde dann
far 5 h tber die Saule mit dem spezifischen Antigen geleitet. Wahrend dieser Phase

erfolgte die Bindung der spezifisch gegen den Rezeptor gerichteten Antikorper.
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Durch einen Waschschritt mit 10 ml Bindungspuffer wurden unspezifisch
gebundene Antikérper entfernt. Mit 3 ml Elutionspuffer wurden die spezifisch
gebundenen Antikérper von der Saule eluiert. Zur Neutralisierung der
Elutionsfraktionen (6 x 500 ul) wurde tropfenweise Neutralisationspuffer zugegeben,
bis ein neutraler pH-Wert erreicht war. Nach einem erneuten Waschschritt und
Aquilibrierungsschritt mit 10 ml Bindungspuffer wurde die Saule in Lagerpuffer bei

4 °C aufbewahrt.

Puffer A: 0,5 M Monoethanolamin; 0,5 M NaCl; pH 8,3
Puffer B: 0,1 M Natriumacetat; 0,5 M NaCl; pH 4
Bindungspuffer: 10 mM Tris-HCI; pH 4,5

Elutionspuffer: 100 mM Glycin-HCI; 0,5 M NaCl; pH 2,7

Neutralisationspuffer: 1 M Tris-HCI; pH 9
Lagerpuffer: 0,05 M NazHPOs4; 0,1 % (w/v) NaN3; pH 7

2.5.9 Immunzytochemische Analysen

Herstellung von Schnittpriparaten und Immunzytochemie

Zur Herstellung von Kryostatschnitten wurden préparierte  Calliphora
Speicheldriisen in Fixativ Uberfihrt und darin fir 1h bei RT inkubiert.
AnschliefSend wurden die Drisen dreimal 10 min mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) auf Eis inkubiert. Nach der Fixierung wurde den Drlisen zur
Kryoprotektion stufenweise das Wasser entzogen, zuerst 1 h in einer 10 % (w/v)
Saccharose-Losung, gefolgt von  einer Inkubation Uber Nacht in
25 % (w/v) Saccharoselésung bei 4 °C. Die Drisen wurden dann mittels Tissue-
TEK® (Sakura Finetek) auf einem Stlick gekochter Schweineleber fixiert und in
Methylbutan eingefroren, das mit flissigem Stickstoff auf -160 °C abgektihlt wurde.
Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden die Praparate bei -80 °C gelagert. An dem
Gefriermikrotom HM 500 OM wurden 8 um dicke Gefrierschnitte angefertigt und
auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen ubertragen. Die luftgetrockneten
Praparate wurden bei 4 °C aufbewahrt oder sofort weiter verwendet. Fur die
Immunzytochemie wurden die Gefrierschnitte mit einem Fettstift umrandet und wie
folgt behandelt: 5 min Waschen mit 0,01% (v/v) Tween, 5 min NH4CI-Losung, 5 min
Waschen mit PBS, 10 min Inkubation mit Blockierlésung, UN 3 h bei RT in einer
feuchten Kammer mit dem priméren Antikérper (in Blockierlésung), 3 x 5 min
Waschen mit PBS, 1 h Inkubation mit sekundarem Antikérper (in PBS) und
3 x 5 min Waschen mit PBS. AbschliefSend wurden die Schnitte kurz in ddH.O
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getaucht, abgetupft und in Mowiol eingedeckelt. Nachdem das Mowiol ausgehéartet

war, wurden die Deckgldschen mit Nagellack versiegelt und analysiert.

Fixierlosung: 3 % (w/v)Paraformaldehyd; 0,1 M Phophatpuffer; 1 mM DSP

PBS: 0,14 M NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2PO4; 8 mM Na2HPO4; pH 7,4

Sucroselosung: 10 % / 25 % (w/v) Saccharose in 0,1 M PBS

NH4Cl-Losung: 50 mM NH4Cl in PBS

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

Mowiol: 33,3 % (v/v) Glycerol, 16,7 % (v/v) Mowiol 4-88, 2 % (v/v) n-Propyl-Galat
in PBS

Immunzytochemische Analysen an fixierten HEK 293-Zellen

Diese Methode diente dem Nachweis heterolog exprimierter Proteine in ihren
Wirtszellen. Es wurden dazu transfizierte HEK-Zellen in 24-well-Mikrotiterplatten
ausgesit. Nach dem Heranwachsen der Zellen wurde das Kulturmedium abgesaugt,
mit PBS gewaschen und die Zellen fir 30 min bei RT mit 4 % (w/v)
Paraformaldehyd fixiert. Die fixierten Zellen wurden mit Prainkubationsléosung
versetzt und fir 30 min bei RT inkubiert. AnschliefSend erfolgte eine einsttindige
Inkubation mit dem primaren Antikdérper (anti-HA-Antikérper oder Anti-6xHis-
Antikérper). Dann wurde dreimal mit PBS gewaschen und fir 45 min mit dem an
Alexa488-markierten sekundiren Antikoérper inkubiert. Zuletzt wurden die
Deckglaschen nach mehrfachem Waschen in PBS auf einem Objekttrdger mit Aqua

Poly/Mount (Polysciences, Warrington) eingebettet und analysiert.

PBS: 0,14 M NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2PO4; 8 mM Na2HPO4; pH 7,4
Prainkubationsléosung: 10 % (w/v) normal goat serum; 0,5 % ( w/v) Triton-X-100, gelost in PBS
Inkubationslésung: S % (w/v) normal goat serum; 0,5 % (w/v) Triton-X-100, gelost in PBS

2.6 Mikroskopische Auswertung und Bildbearbeitung

Die Analyse immunzytochemischer Praparate erfolgte am Konfokalmikroskop
LSM 510 (Carl Zeiss, Jena). Zur Bildbearbeitung sowie Anderung von Kontrast und
Helligkeit wurde das Programm ImageJ 1.421 (Wayne Rasband, National Institutes
of Health, USA) genutzt. Die Anordnung und Gestaltung der Abbildungen erfolgte

mit Corel Draw 14 (Corel Cooperation, UnterschleifSheim).
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2.7 Heterologe Expression der Rezeptoren und Funktionali-

tatsnachweis

Fur die funktionelle und pharmakologische Charakterisierung der in der
Speicheldriise von Calliphora vicina vorkommenden S-HT-Rezeptoren wurden die
Rezeptoren in HEK 293-Zellen bzw. flpTM-Zellen exprimiert. FlpTM-Zellen sind
HEK 293 Zellen die mit dem Gen, das flir eine Variante der A2 Untereinheit des
olfaktorischen CNG-Kanals kodiert, stabil transfiziert wurden (Ludwig et al., 1990).
Ein Aminosdureaustausch eines Methioninrestes (M, Position 537) gegen einen
Threoninrest erhoht die Affinitdt des Kanalproteins fir cAMP. Diese Arbeiten
(speziell die Herstellung stabiler Zelllinien, die Zellkultur, die cAMP-Bestimmungen
und die Calciumfluorometrie) fanden in Kooperation mit Prof. Dr. Arnd Baumann

(Forschungszentrum Julich, Institut fir Strukturbiologie und Biophysik 1) statt.

2.7.1 Konstruktion der Expressionsvektoren

Fur die Expression der Rezeptorproteine in eukaryotischen Zellen wurden die
Rezeptor-kodierenden @ DNAs modifiziert. In einer PCR-Reaktion mittels
entsprechender Primer wurde eine Kozak-Konsensus-Sequenz (Kozak, 1984) vor
dem Start-Codon eingefligt, das Stopp-Codon entfernt und jeweils an den 5- und
3’-Enden Restriktionsschnittstellen eingefliigt. Zusatzlich wurden far den
Cv5-HT7-Rezeptor komplementédre Oligonukleotide synthetisiert, welche flir einen
Hémagglutinin A (HA)-Tag (abgeleitete Aminosaduresequenz: YPYDVPDYA) und ein
sich anschliefendes Stopp-Codon kodieren. Die 5- und 3-Enden der
Oligonukleotide weisen jeweils Endonuklease-Schnittstellen auf. Dieses
Epitop-Tagging ermoéglicht den Nachweis der heterologen Expression des Proteins
mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen anti-HA-Antikérpers. Die komplementaren
Oligonukleotide wurden in dquimolaren Konzentrationen in Hybridisierungspuffer
vereint und S min auf 95 °C erhitzt. AnschliefRend erfolgte bei langsamem Abktihlen
auf RT die Hybridisierung beider Nukleotide. Die modifizierte Cv5-HT7-Rezeptor-
cDNA und die hybridisierten Nukleotide wurden dann tUuber die eingefligten
Schnittstellen in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+) (Abb. 2.2)
ligiert (pcCv5-ht7-HA).
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Kozak-Cv5-ht,cDNA-HA-Tag, -
M

- BGH pA g f1 ori

Abb. 2.2 Ausschnitt aus der multiple cloning site des Vektors pcDNA3.1(+) zur
Verdeutlichung der Klonierungsstrategie
Die Cv5-HT7-Rezeptor-cDNA mit Kozaksequenz und angeftigtem HA-Tag wurde in
die multiple cloning site eingeftigt.

Far den Cv5-HTa-Rezeptor wurde eine N-terminal verkilirzte Variante (neues
Startcodon bei Maes) in das Expressionsplasmid pcDNA 6/myc-His A ligiert
(pcCv5-ht2aN-His). Dieser Vektor flgt der Proteinsequenz N-terminal einen
Polyhistidin-Tag an, wodurch das zusétzliche Epitop-Tagging durch einen HA-tag

entfiel.

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

2.7.2 Herstellung stabiler Zelllinien

Zunachst wurden Zelllinien, welche die 5-ht2alN- bzw. 5-ht7-Gene konstitutiv
exprimieren durch stabile Transfektion von HEK 293- bzw. flpTM-Zellen hergestellt.
Die HEK 293-Zellen wurden mit 12 pug des Konstruktes pcCuv5-ht2aN-His und
flpTM-Zellen mit 15 ug DNA des Expressionskonstruktes pcCuv5-ht7-HA (siehe
Abschnitt 2.7.1) durch Calciumphosphatprazipitation (Chen & Okayama, 1987)
transfiziert. Hierfir wurden die DNA-Losungen jeweils mit ddH.O auf 124 pl
aufgefullt und 41 pl CaCl, sowie 165l 2 x Borat-gepufferte Salzlosung (BBS)
zugegeben. Der Transfektionsansatz wurde dann 20 min bei RT inkubiert und
danach zu den Zellen pipettiert (~4 x 105 Zellen/@ 5 cm-Schale). Die Zellen wurden
20 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Prazipitat wurde
durch Waschen mit 1xPBS/EDTA-Losung entfernt und die Zellen mit
300 pul Trypsin/EDTA-Losung vom Schalenboden gelést (~5 min bei 37 °C). Die
Zellen wurden dann in 4,7 ml M10-Medium resuspendiert und auf jeweils sechs
9 cm-Schalen verteilt. Am néachsten Tag erfolgte ein Wechsel gegen frisches
Medium, welches zur Selektion flir die HEK 293-Zellen Blasticidin (120 ug/ml) und
fur die flpTM-Zellen G418 (Geneticin; 1 mg/ml) enthielt. Nach einer Inkubation
uber Nacht wurde das M10-Medium erneut gewechselt, wobei G418 jetzt in einer

Konzentration von 1,2 mg/ml eingesetzt wurde. Wahrend weiterer Medienwechsel
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jeweils im Abstand von drei Tagen (M10-Medium mit G418, 1 mg/ml bzw.
Blasticidin 120 ug/ml) erfolgte in den folgenden 14 Tagen die Selektion der
Zellklone. AnschliefSend wurden einzelne Kolonien mit einer Pipettenspitze abgelost
und in Multiwellschalen mit M10-Medium vermehrt. Bei eindeutig stabil
transfizierten Linien wurde das Antibiotikum G418 auf 0,8 mg/ml und Blasticidin
auf 100 ug/ml reduziert. Die stabile Expression der gewlnschten Proteine wurde
mittels Western-Blot und immunzytochemischer Analysen an fixierten Zellen
Uberpruft.

Fuar den Cv5-HTawn-Rezeptor konnten mangels selektiver Antikérper mit den
genannten Nachweismethoden keine eindeutige Aussage Uber ,positive Zellklone“
getroffen werden, daher wurde mittels Calciumfluorometrie (siehe Abschnitt 2.7.3)

auf eine funktionelle Expression des Rezeptorproteins untersucht.

BBS: 50 mM N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsdure; 280 mM NaCl;
1,5 mM Na2HPO4; pH 6,95

PBS/EDTA-L6sung: PBS; 2g/1 EDTA

Trypsin/EDTA-Loésung: 0,05 % Trypsin; 0,2 g/1 EDTA

M10-Medium: MEM GlutaMAX I (Invitrogen, Karlsruhe); 10 %, fetales Rinderserum;
1 % (v/v) Antibiotika /Antimykotika; 1 % MEM nicht essentielle Aminosduren

2.7.3 Calciumfluorometrie an transfizierten HEK 293-Zellen und flpTM-
Zellen

Die Methode des Ca?*-Imaging wurde angewendet, um Anderungen in der
intrazellularen [Ca2*]; nach Aktivierung eines GPCRs zu verfolgen. Fur Gs-gekoppelte
Rezeptoren (Cv5-HT7) wird eine solche Anderung der [Ca2‘]; indirekt als Folge der
Aktivierung eines cNMP-gesteuerten Ca2+-Kanals (CNG-Kanal) durch das gebildete
cAMP detektiert. Fir die Messungen wurde der Ca2*-sensitive Farbstoff Fluo-4-AM
(Molecular Probes-Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die zu untersuchenden Zellen
(nicht-transfizierte, Cv5-HTaun- und Cv5-HT7-exprimierende Zellen) wurden in 96er
Multiwellplatten bis zu einer Dichte von 1 x 10% Zellen pro well vermehrt. Nach
Entfernen des Zellmediums wurden die Zellen mit 50 pl Beladungsléosung fir
ca. 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beladungslésung wurde gegen
90 ul ES-Lésung ausgetauscht und die Multiwellplatten zur Messung in das
Fluoreszenzlesegerat FluoStar Galaxy (BMG Labtech, Ortenberg) Uberfihrt. Hier
erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen fir 15 min bei 37 °C. Der Farbstoff
Fluo-4 wurde dann bei 485 nm angeregt und die emittierte Fluoreszenz bei 520 nm

gemessen, um die basale Fluo-4-Fluoreszenz zu ermittelten (Gee et al, 2000).
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Sobald das Fluoreszenzsignal konstant war, wurden in jedes well 10 ul Testlésung
hinzugegeben. Die Aufzeichnung der Anderungen der Fluoreszenz erfolgte
automatisch mit der Omega Software (BMG Labtech, Ortenberg). Fur den
Photomultiplier wurde ein Verstarkungsfaktor von 48 verwendet und ein Required
Value von 90 % festgelegt. Alle Messungen wurden als Achtfach-Bestimmung
durchgefiihrt. Eine erste Auswertung erfolgte mit der MARS Data Analysis Software
(BMG Labtech, Ortenberg).

Beladelosung: 3 mM Probenecid; 2 mM Fluo-4 AM; 0,02 % (w/v) Pluronic® F127;
in ES-Lésung;

ES-Loésung: 120 mM NaCl; 5 mM KCI; 2 mM MgClz; 2 mM CaClz; 10 mM HEPES; 10 mM
Glucose; pH 7,4

Testlosung: ES-Losung mit unterschiedlichen Agonistenkonzentrationen bzw. ES-Losung

mit 100 nM 5-HT (Cv5-HT2q) oder 6 nM 5-HT (Cv5-HT7) und unterschiedlichen
Antagonistenkonzentrationen (siehe Tabelle 2.3)

2.7.4 cAMP-Bestimmung

Far die Bestimmung der gebildeten cAMP-Konzentration = wurden
flpTM-Cv5-HT7-Zellen mit 10 uM NKH 477 bzw. 1 uM verschiedener biogener Amine
in Anwesenheit von 100 ptM IBMX 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen durch Zugabe von eiskaltem Ethanol lysiert. Nach 1 h bei 4°C
wurden die Lysate in ein RG Uuberfihrt und getrocknet. Die cAMP-Konzentration
wurde mit dem cAMP Screen System (Applied Biosystems, Darmstadt) nach
Herstellerangaben bestimmt. Zur Normierung auf den Gesamtproteingehalt wurde

die Proteinmenge in vier wells bestimmt.

2.8 Messung des transepithelialen Potentials (TEP)

Die Messung des TEP wurde nach einer von Berridge und Prince (1972) erstmals
beschriebenen Methode durchgefihrt. Hierfir wurden die Speicheldriisen nach der
Praparation in ein Versuchswinnchen tUberfiihrt, bei dem zwei mit Ringerlésung
gefiillte Kammern durch Vaseline elektrisch voneinander isoliert waren (Abb. 2.3).
Wéhrend das geschlossene Ende der Driise kontinulierlich mit Ringerlosung bzw.
Versuchslosung umspult wurde (Durchflussgeschwindigkeit ca. 2 ml/min), befand
sich das offene Ende in Ringerldésung, die im Verlauf des Experiments nicht
ausgetauscht wurde. Die Kammern wurden Uber eine KCl-Agar-Brtucke (3 M KCl)
und einem AgCl-Pellet (Mikroelektrodenhalter, WPI International, Berlin) mit einem

DPA-2F Differenzverstarker (npi-electronics, Tamm) verbunden. Die
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Potentialunterschiede wurden mit einer Frequenz von 1 Hz mit Hilfe einer
A/D-Wandlerkarte digitalisiert (KUSB-3102 Modul fir A/D-Wandlung; Keithley,
Germering). Zur Datenaufnahme und Speicherung wurde die Software TESTPOINT
(CAPITAL EQUIPMENT COPERATION, 1995) verwendet.

Verstéarker

Ablauf Vaseline E

J Computer

Ringer

3 M KCl-Agarbriicke
Zulauf Speicheldriise

Abb. 2.3 Schematischer Versuchsaufbau fiir die TEP-Messungen
Die Driuse wurde in das Versuchswiannnchen gelegt. Die beiden Ringerlésungen
sind durch Vaseline elektrisch voneinander isoliert. Das geschlossene Ende der
Driise wird permanent mit Versuchslésung umspult. Die Messung des TEP erfolgt
Uber die Elektroden, die tiber einen Differenzverstarker verbunden sind.
Versuchsdurchfiihrung
Die Drtisen wurden wie oben beschrieben in der Versuchsapparatur platziert und
kontinuierlich mit Ringer umspult. Zu Beginn jedes Experiments wurde durch
Stimulierung mit 30 nM S5-HT flir 1 min die Reaktionsfihigkeit der Driisen getestet.
30 nM Serotonin induziert in den Speicheldriisen eine typische biphasische
TEP-Antwort: Eine negative Phase wahrend der 5-HT-Applikation gefolgt von einer
positiven Phase beim Ausptlilen des 5-HT (Berridge & Patel, 1968; Berridge, 1970;
Berridge et al.,, 1975; Rapp & Berridge, 1981). Die Negativierung beruht auf dem
Ca2*-induzierten transepithelialen Transport von Chloridionen (Cl), wohingegen die
sich  anschlieffende  positive @ Phase durch einen cAMP-vermittelten
Kationentransport Uber die Apikalmembran hervorgerufen wird. Die zeitlich
verzégerten Anderungen des TEP liegen in der sehr schnellen Aktivierung und
Inaktivierung des Ca2*-Signalweges wund die verzogerte Aktivierung und
Inaktivierung des cAMP-Signalweges (Berridge & Prince, 1971; 1972) begrtindet.
Speicheldriisen, die nicht das in Abbildung 2.4 dargestellte biphasische Verhalten
zeigten, wurden verworfen. Das Messprotokoll fiir putative S-HT-Rezeptoragonisten

sah standardmé&fig wie folgt aus:
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Kontroll- Auswasch- Test- Auswasch- Kontroll- Auswasch-
stimulation phase stimulation phase stimulation phase
30 nM 5-HT Ringer Ringer 30 nM 5-HT Ringer

| 1 min | S min | 1 min | 5-30 min | 1 min | S5 min
Fur 5-HT-Rezeptorantagonisten kam folgendenes Protokoll zum Einsatz:

Kontroll- Auswasch- Teststimulation Auswasch- Kontroll- Auswasch-
stimulation phase phase stimulation phase
30 nM 5-HT Ringer | Antagonist | Ringer 30 nM 5-HT Ringer

30 nM
5-HT
1 min 5 min 3min | 1 min | 2 min 5-30 min 1 min S min
504 30nM 5-HT Abb. 2.4: Verlauf des TEP nach einer
Stimulierung mit 30 nM 5-HT
404 Eine Stimulierung mit einer
304 sattigenden 5-HT-Konzentration
= fihrt zunachst tUber die Er-

g 20+ hohung der Cl-Leitfahigkeit zu

= 104 einer Negativierung des TEP.

E Beim Aussptlen von 5-HT fihrt

= 0- der Beitrag des aktivierten

-10- K+-Transportes zu einer
Positivierung.

-204

-30 T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
Zeit [min]

2.9 Statistische und Bioinformatische Analysen

Die Analyse und Darstellung von Sequenzdaten erfolgte mit der Software BioEdit
Version 7.0.8.0 (Hall, 1999). Fur Sequenzvergleiche sowie Motivsuchen wurde das
in BioEdit implementierte ClustalW (Thompson et al, 1994) genutzt. Zur Suche
nach Datenbankeintrdgen und BLAST-Analysen (Altschul et al, 1997) wurden die
online verfigbaren Datenbanken des National Center of Biotechnology Information
(NCBI,

Vorhersage

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) verwendet. Eine Analyse wund

von putativen Transmembrandoménen geschah mit Protscale
(http:/ /web.expasy.org/protscale/) und dem TMHMM Server

(http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM /).

Version 2.0

Fuar die Stammbaumrekonstruktion

nach der distanzbasierten Neighbor-Joining-Methode (Saitou & Nei, 1987) wurde
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MEGA v5.05 (Tamura et al, 2011) genutzt. Die Auswertung aller erhobenen Daten
sowie statistische Analysen wurden mit der Software PRISM (Version 5.01;

GraphPad, San Diego, USA) durchgeftihrt.
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3. Ergebnisse

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die molekulare Identifizierung und
pharmakologische  Charakterisierung der  Serotonin-Rezeptoren in  den
Speicheldriisen von Calliphora vicina. Die Analyse der Geneexpression der
verschiedenen 5-HT-Rezeptoren in Drosophila melanogaster mit Hilfe von Flyatlas

(http://flyatlas.org/) sollte zunéchst einen allgemeinen Uberblick vermitteln,

welche Rezeptorensubtypen in Speicheldriisen von Dipteren vorkommen. Dabei
zeigte sich, dass in der Speicheldriise von Drosophila die mRNA far 5-HT; und
S-HTa2q/p-Rezeptoren im Vergleich zu den 5-HTia,s—Rezeptoren aber auch zu anderen
Rezeptoren flir biogene Amine stark angereichert vorliegt (Tabelle 6.7, Anhang). Die
Dipteren Drosophila und Calliphora sind phylogenetisch nah verwandt. Daher kann
vermutet werden, dass bei Calliphora ein &hnliches Expressionsmuster der
S-HT-Rezeptoren in der Speicheldriise vorliegt. Das Genom der Schmeif’fliege ist
leider bisher noch nicht sequenziert. Erste Sequenzinformationen tiber den Cv5-HT>
und Cv5-HTzq-Rezeptor wurden deshalb durch PCR-Experimente mit degenerierten
Oligonukleotid-Primern erhalten. Hierfar wurden hoch-konservierte
Sequenzbereiche, die zur Konstruktion geeigneter degenerierter Primer nétig sind,
durch Sequenzvergleich bekannter Serotonin-Rezeptoren verschiedener Dipteren
identifiziert. Die Primer wurden so gestaltet, dass sie in stark konservierten

Bereichen der Transmembrandoménen sowie des C-Terminus lagen.

3.1 Der Cv5-HT,-Rezeptor

3.1.1 Isolierung und Charakterisierung der Cv5-HT2-Rezeptor-cDNA

In PCR-Experimente mit den degenerierten Primern 5’Cv5-HT2-F2 und
3’Cv5-HT2-R3 (Tabelle 6.6, Anhang), welche in welche in Bereichen annealen, die
fir TM 2 und TM 6 des Rezeptors kodieren (an den entsprechenden konservierten
Aminosduren VSL(F/I)VMP und VATEQKA), wurde ein 1193 bp langes Fragment
amplifiziert. Dieses wies eine hohe Sequenzdhnlichkeit mit 5-HT»:-Rezeptoren
anderer Spezies auf und diente als Grundlage fur die Konstruktion spezifischer
Primer, die in der sich anschlieBRenden RACE-PCR verwendet wurden. Die

RACE-PCR-Experimente erfolgten mit dem SMART™ RACE cDNA Amplification Kit



3. Ergebnisse 44

und ermoglichten es, die fehlenden cDNA-Sequenzbereiche des Rezeptors zu
vervollstdndigen (verwendete RACE-Primer siehe Tabelle 6.6, Anhang). Mit den
spezifischen Primern fullCv5-HT2-F und fullCv5-HT2-R konnte die vollstédndige

Rezeptor-cDNA amplifiziert werden.

3.1.2 Generelle Eigenschaften der Cv5-ht2a-cDNA

Die vollstandige Cuv5-ht2a-cDNA besteht aus 4.114 Nukleotiden (Sequenz siehe
Abb. 6.1, Anhang). Der langste offene Leserahmen (open reading frame, ORF) wird
von einem Start-Kodon (ATG, Position 214-216) eingeleitet, vor welchem
Stopp-Kodons in allen Leserahmen auftreten. Im Bereich des Translationsstarts
wird far eukaryotische Gene meist eine charakteristische Nukleotidabfolge
beobachtet. Diese Konsensussequenz lautet bei Drosophila melanogaster
(C/A)AA(C/A)ATG (Cavener, 1987) bzw. CAACATGGCCG (Weir & Rice, 2010). Im
Vergleich zu dieser Sequenz ist die Nukleotidabfolge welche das ATG-Triplett von
Cv5-ht2a (ATGAAATGGATT) umgibt, nur teilweise konserviert. Das Stopp-Kodon
(TAA) des ORF befindet sich an Position 3.826-3.828. Die Rezeptorsequenz wird von
einer 213 bp langen 5- und einer 286 bp langen 3’-nichtkodierenden Region
eingerahmt. Die Cuv5-ht2a-cDNA Sequenz weist zwei Polyadenylierungssignale
(AATAAA, 3.904-3.909 und 3.946-3.951) und einen Poly-(dA)-Schwanz (Position
4.082-4.112) auf. Neben der in dieser Arbeit beschriebenen und né&her
untersuchten 4.114 bp langen Cv5-ht2a-cDNA konnte noch eine weitere verktirzte
cDNA-Variante identifiziert werden. Diese umfasst insgesamt 3.469 bp und besitzt
eine um 645 bp verklrzte dritte zytoplasmatische Schleife, sonst sind beide
Sequenzen identisch. In der Sequenz der ladngeren cDNA-Variante konnte ein
konserviertes Spleifs-Donor (C2.415TTGG|gtg) und -Akzeptor (gsoss| GATA)-Motiv
(siehe Abb. 6.1, Anhang) nachgewiesen werden, welches bei Exzision einer

Intronssequenz zu genau der verklirzten Variante fihren wiirde.

3.1.3 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosauresequenz

Der langste offene Leserahmen der Cv5-ht2a-cDNA umfasst 3.615 bp und kodiert
fur ein 1204 Aminosduren (AS) langes Protein mit einem Molekulargewicht von
134,1 kDa (Cv5-HTaq). Ein Hydropathieprofil nach Kyte und Doolittle (1982) und
eine Transmembrandomanenvorhersage mit dem TMHMM-Server Version 2.0
(Abb. 3.1) zeigen einen 533 AS langen extrazelluldren N-Terminus. Daran schliefsen

sich sieben hydrophobe Doménen an, welche die Membran durchspannen kénnen.
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Diese hydrophoben Bereiche sind alternierend durch intrazelluldre und
extrazellulare Schleifen miteinander verbunden. Im Gegensatz zu den anderen
relativ kurzen Schleifen ist die dritte intrazellulare Schleife mit 413 AS besonders
lang. An die TM 7 schliefst sich ein 18 AS langer intrazellular lokalisierter

C-Terminus an.
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Abb. 3.1: Strukturelle Eigenschaften der abgeleiteten Aminosiduresequenz des
Cv5-HT2qa-Rezeptors
A Hydropathieprofil nach Kyte und Doolittle (1982)
(http:/ /www.expasy.ch /tools/protscale.html). Die Fensterweite betrug 19 AS.
Hydrophobizitadtswerte >1,6 deuten auf moégliche Transmembrandoménen hin.
B Die putative Transmembrantopologie wurde mit Hilfe des TMHMM-Servers
Version 2.0 erstellt (http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Die
vorhergesagten Transmembranbereiche sind hellgrau hinterlegt.

Die translatierte Rezeptorsequenz weist viele der fur 5-HT-Rezeptoren
hoch-konservierten Aminosduren (Tabelle 3.1) auf. Interessanterweise liegt das in
GPCRs konservierte DRY-Motiv, welches wichtig flir die Aufrechterhaltung der
dreidimensionalen Struktur (Wang et al,, 1993) und die Kopplung an G-Proteine ist
(Ohyama et al., 1992; Moro et al., 1993), bei Cv5-HTa, als GRY vor. In den nur
gering konservierten Bereichen im N-Terminus, C-Terminus und in der ICL3 lassen
sich einige Motive finden, die postranslationell modifiziert werden koénnen. Im
N-Terminus sind 17 Konsensusstellen fiir potentielle N-Glykosylierung (N-x-S/T) zu
finden: NiooNT, Ni93TT, N214ST, No2iLS, N2ssET, N24sSS, NossNT, Nz4sSS, NazesLS,
N375SS, NaosLS, Na43AS, N470QS, N402ST, N497SS, Ns1:MT und Nsi4sLT. In der 413 AS
langen ICL3 befinden sich zehn Konsensussequenzen (S/T-x-R/K) fuar die
Phosphorylierung durch eine Proteinkinase C: T740lR, S774aNR, Ts0oSR, Ss16GR,
Tg4oCR, SsesLR, Ss7sFK, Sos6VR, Si00oLR, Ti0s1RR. Zudem existieren zwei
Konsensusstellen (R-R/K-S/T) fur die Phosphorylierung durch die PKA: RsgoRIS
und Ri1011RNS. Zuséatzlich finden sich Konsensusstellen fir die Phosphorylierung
durch die PKC in der ICL2 (Se41TK, Te42KR) und dem C-Terminus (T1:180FR). Auffallig

ist die Haufung von kurzen Poly-AS-Bereichen in der dritten intrazellularen
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Schleife:

Q738QQQ, S797SSSS, Dsg3sDDD, AgsAAA, SgesSSSS, HoosHHHH,

No77NKNKNNNINSNSNNNNN und HiogseHHHH. Im C-Terminus befindet sich ein

Cysteinrest (Ci200), welcher palmitoyliert werden kénnte.

Tabelle 3

.1: Konservierte Aminosdurereste im Cv5-HT2.-Rezeptorprotein

Die einzelnen Aminosdurereste innerhalb der Transmembrandominen
wurden nach der Nomenklatur von Ballesteros & Weinstein (1995)
bezeichnet. TM - Transmembrandoméne; ECL - extrazellulare Schleife;
ICL - intrazellulare Schleife

Domane As/-Motiv As-Position Domine As/-Motiv As-Position

™1 G1.49N1.50 546-547 T™M5 F5.47xxPs.50 698-701
Vi3 550 Ys.s8 709

T™2 S2.45L2.46A2.47 570-572 ICL3 ExKAxxxL 1.124-1.131
Doa.s0 575 T™M6 Fe.44 1.138
V2.57Ma2.58P2.59 582-584 Ce.47We.48 1.141-1142

ECL1 w 595 Ps.50F6.51F6.52 1.144-1.146

T™3 D332 609 ECL3 C 1.155
S3.3913.40 616-617 T™M7 W7.40L7.41G7.42 1.170-1.172

ICL2 R3.50Y3.51 627-628 Y7.a3 1.173

T™M4 Wa.s0 654 S7.46 1.176

ECL2 C 682 N7.49P7.50xxY7.53 1.179-1.182

Abb. 3.2: Vergleich der Aminosiduresequenz des Cv5-HT2q.-Rezeptors mit orthologen

5-HT2q-Rezeptoren

Dargestellt ist der Vergleich der Aminosduresequenz des CvS5-HTaq-Rezeptors mit
den Sequenzen orthologer Rezeptoren aus Drosophila melanogaster (DmS5-HTaq,
CAAS57429) und Apis mellifera (AmS-HT2,, CBX90120). Identische Aminos&ure-
reste wurden schwarz hinterlegt, konservativ ausgetauschte Reste wurden grau
hinterlegt. Die putativen Transmembrandoméanen (TM) sind durch graue Balken
oberhalb der Sequenz gekennzeichnet. Die Position des letzten Aminosdurerestes
jeder Zeile entspricht der rechts angegebenen Zahl. Potentielle
N-Glykosylierungsstellen (¥) und putative Phosphorylierungsstellen fir die PKC
(*) und die PKA (o) sind tber der Sequenz markiert. Lticken, die zur Maximierung
der Homologien eingefiihrt wurden, sind durch schwarze Bindestriche
gekennzeichnet. Die unterstrichenen Sequenzbereiche im N-Terminus sowie in
der ICL3 wurden als Antigene fir die Antikorperherstellung verwendet. Rote
Aminosduren fehlen in der kiirzeren Cv5-HTaq-Rezeptorvariante.
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Vergleicht man die abgeleitete Aminosduresequenz von Cv5-HTz. mit den
Sequenzen anderer 5-HT-Rezeptoren (insbesondere 5-HT»-Rezeptoren) aus
Datenbanken, zeigt sich eine ausgepragte Homologie zu
Insekten-Serotonin-Rezeptoren (Abb. 3.2). Héchste Identitét und Ahnlichkeit (ID/S)
konnte zu den 5-HT:-Rezeptoren der holometabolen Insekten Drosophila
melanogaster (DmS5-HTz,, ID/S 36 %/46 %) wund Apis mellifera (AmS-HTa,,
25 %/30 %) festgestellt werden. Aber auch zu den 5-HT.-Rezeptoren von
Aplysia californica  (Ac5-HT2, 20 %/32 %), Lymnaea stagnalis  (LymS-HTo,
19 %/30 %) und Caenorhabditis elegans (Ce5-HT2, 13 %/23 %) besteht grofde

Sequenzahnlichkeit.

Analysiert man die Aminosduren verschiedener Serotonin-Rezeptoren von
Vertebraten und Invertebraten phylogenetisch, zeigt sich das der Cv5-HT2q-Rezeptor
mit allen ausgewahlten 5-HT>-Rezeptoren eine gemeinsame Gruppe bildet
(Abb. 3.3). Dabei formt er mit den 5-HT2.-Rezeptoren von Drosophila und Apis eine

gemeinsame Untergruppe.

Abb. 3.3: Stammbaumrekonstruktion von Serotonin-Rezeptoren verschiedener

Organismen

Zur Erstellung der phylogenetischen Analyse mit der Neighbor-Joining-Methode
wurden die stark konservierten Regionen der Aminosduresequenzen verwendet.
Die nachfolgenden Rezeptorsequenzen, aufgelistet in ihrer dargestellten
Reihenfolge, wurden fiur die Analyse verwendet: human 5-HT:r (NP_000857),
human 5-HT:g (NP_000856), human 5-HTip (NP_000855), human S5-HTig
(NP_000854), human 5-HTia (NP_000515), Lymnaea stagnalis (Ls5-HT;,
AAA29290), Manduca sexta (Ms5-HTig, DQ840516, Bombyx mori (BmS5-HTi,
CAA64862), Apis mellifera (Am5-HT;, CBI75449), Procambarus clarkii (Pc5-HT;,
ABX10973), Panulirus interruptus (Pi5-HT:1, AAS18607), Penaeus monodon (Pm5-
HT.:, AAV48573), Periplaneta americana (Pa5-HT;, CAX65666), Ms5-HTq
(ABI338269, Papilio xuthus (Px5-HT:, BAD72868), Drosophila melanogaster
(Dm5-HT g, CAA77571; Dm5-HTia, CAA77570), human 5-HT7, (NP_000863),
human 5-HT7, (NP_062874), human 5-HT7¢ (NP_062873), Am5-HT7 (CAJ28210),
Aedes aegypti (Aa5-HT7, AAG49292), DmS5-HT; (AAF57104), Calliphora vicina
(Cv5-HT7, CCF77366), Pi5-HTo (AASS57919), Pc5-HTos (ABX10972), DmS5-HTog
(AAN13390), AmS-HTos (CBX90121), human 5-HT2a (NP_000612), human 5-HTac
(NP_000859), human 5-HT2s (NP_000858), Ls5-HT2 (ACC16969), AmS5-HTzq
(CBX90120), Dm5-HTaq (CAAS7429), Cv5-HTaq (CCF77376),
Drosophila melanogaster ninaE-encoded rhodopsin 1 (DmninaE, AFF55712) und
Drosophila melanogaster FMRFamide receptor (DmFR, AAF47700). Die Nummern
an den Verzweigungen reprasentieren den Bootstrap-Prozentsatz aus
10.000 Bootstrap-Replikationen, mit dem jede Verzweigung unterstitzt wird. Mit
Hilfe der Skalenangabe kann die Lange der einzelnen Verzweigungen in eine
genetische Distanz umgerechnet werden.
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3.1.4 Expressionsmuster des Cv5-ht2a-Gens

Die Expression der Cuv5-ht2a-mRNA in verschiedenen Geweben wurde
semiquantitativ mittels RT-PCR untersucht. Hierfir wurden Primer (RT-Cv5-HT2-F;
RT-Cv5-HT2-R, siehe Tabelle 6.6, Anhang) verwendet mit denen ein Fragment, das
fir einen Teil der dritten intrazelluldren Schleife des Rezeptors kodiert, amplifiziert
wird. Diese Region ist aufSerordentlich variabel und weist nur sehr geringe
Homologien zu anderen aminergen Rezeptoren auf, wodurch die Spezifitat
gewahrleistet ist. Das Transkript des Cv5-ht2a-Gens wird im Gehirn stark und in
der Speicheldriise wesentlich schwécher exprimiert (Abb. 3.4). In den Proben der
Malpighischen GefafSe und der Flugmuskulatur hingegen konnte das Transkript
des Cuv5-ht2a-Gens nicht detektiert werden (Abb. 3.4). Als Kontrolle fiur die
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Intaktheit der RNA-Proben und der eingesetzten RNA-Mengen dienten
Kontroll-Experimente mit dem konstitutiv exprimierten Gen pB-Actin (Cuvactin,
Primer: RT-Cuv-Actin-F, RT-Cuv-Actin-R, siehe Tabelle 6.6, Anhang). In Proben, die
mit RNase behandelt wurden, konnte erwartungsgemafs kein Transkript

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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200 bp -

Cv5-ht2a
100 bp -

300 bp - Cvactin
200 bp -

Abb. 3.4: Expression von Cv5-ht2a und Cvactin in verschiedenen Geweben von

Calliphora vicina

Die elektrophoretische Analyse der RT-PCR-Produkte, die mit RNA-Préparationen
aus verschiedenen Geweben erhalten wurden, ermoglicht eine semiquantitative
Auswertung der Transkriptionsstédrke. Die amplifizierten Fragmente haben die
erwartete Grofie von 150 bp fur Cv5-ht2a und 269 bp fir Cvactin. Das hier
abgebildete Expressionsmuster wurde in drei unabhéingigen Experimenten
bestétigt. Marker: 100 bp DNA-Leiter

3.1.5 Nachweis der Expression des Cv5-HT2q-Rezeptorproteins in
HEK 293-Zellen

Die Expression des Cv5-HTa.-Rezeptors in stabil transfizierten HEK 293-Zellen
sollte sowohl immunozytochemisch an fixierten Zellen als auch mittels
Western-Blot-Analyse an Membranproteinprédparationen Uberprift werden.
Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Expression des vollstindigen Rezeptors
wurde fur die pharmakologischen Experimente eine verklrzte Version des
Rezeptors (Cv5-HTaan, neuer Start des Rezeptors jetzt bei Mass) in HEK 293-Zellen
exprimiert. Das Protein, fir das die modifizierte cDNA kodiert, ist 744 Aminosaduren
lang wund Dbesitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 82,94 kDa. Die
Immundetektion des Cv5-HTaun sollte Uber den durch den Vektor angefligten
His-Tag stattfinden. Wie in Abbildung 3.5 ersichtlich, konnte mit Hilfe des

anti-6x-His-Antikdérpers in Membranpraparationen von transfizierten und
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nicht-transfizierten Zellen nur ein komplexes Bandenmuster detektiert werden.
Dies lasst auf eine starke Kreuzreaktion des anti-6x-His-Antikdrpers mit anderen

Membranproteinen, die ebenfalls multiple Histidine besitzen, schliefsen.

HEK Cv5-HT,, Abb. 3.5: Western-Blot-Analyse mit Membran-
293 proteinen von HEK 293-Zellen
200— o 2 Es wurden pro Spur 20 ug Membran-
protein aufgetragen. Die Proben wurden
116: vor der Auftragung mit (+) oder
97 ohne (-) PNGase F behandelt. Zur
66— T3 Immundetektion wurde mit dem anti-
4 6xHis- (1:1.000) und dem sekundéren
Antikorper Goat-anti-rabbit-HRP
45— - -

(1:20.000) inkubiert. Die Angabe des

& - Markers befindet sich links (in kDa).
PNGase - + -

Aufgrund der uneindeutigen Daten in den Western-Blot-Analysen bzw. der geringen
Spezifitat des anti-6x-His-Antikorpers wurde auf eine immunzytochemische Analyse

der transfizierten Zellen verzichtet.

3.1.6 Funktionelle Charakterisierung des Cv5-HT2an-Rezeptorproteins

Die Aktivierung von GPCRs fiihrt in der Regel tiber die Kopplung an G-Proteine zu
einer Konzentrationsdnderung intrazelluldrer Botenstoffe wie zum Beispiel Ca2* und
cAMP. Solche GPCRs binden entweder inhibitorische (Gi o) oder aktivierende
G-Proteine (Gs, Gq, G11). 5-HT2-Rezeptoren koppeln an Gg/11-Proteine und fiihren zu
einer Aktivierung einer PLC, welche dann Uber IP; eine Freisetzung von Ca2* aus
dem ER Dbewirkt (Blenau & Baumann, 2001). Aufgrund der hohen
Sequenzahnlichkeit des Cv5-HTa.an zu bereits charakterisierten S-HT.-Rezeptoren
wurde angenommen, dass dieser sich funktionell ebenso verhalt. Zum Nachweis der
Funktionalitdt werden die Zellen mit einem Agonisten inkubiert. HEK 293-Zellen,
die stabil mit dem Expressionsvektor pcCv5-ht2a-His transfiziert wurden, sollten
daher bei einer Inkubation mit Serotonin oder einem anderen Agonisten zu einer
Freisetzung von Ca2?* aus intrazellularen Speichern flihren, welche Uber
Calciumfluorometrie (siehe Abschnitt 2.7.3) detektiert werden kann.

Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass die Expression von Cv5-HT.y die basale
intrazellulare Ca2+-Konzentration [Ca2*]; der Zellen nicht beeinflusst (Abb. 3.6).

Zur Uberpruifung der Ligandenspezifitit wurden sowohl nicht-transfizierte als auch

den Cv5-HTaun-Rezeptor-exprimierende HEK 293-Zellen mit 1 uM der biogenen
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Amine Serotonin, Octopamin, Tyramin, Dopamin und Histamin inkubiert. Dabei
16ste 1 uM 5-HT eine signifikante Anderung der [Ca2*]; in den transfizierten Zellen
aus, welche in den nicht-transfizierten Zellen nicht zu beobachten war (Abb. 3.6).
Eine Inkubation mit Octopamin, Tyramin und Dopamin fihrte in
Cv5-HTaan-exprimierenden Zellen zu einer schwach signifikanten Abnahme des
Fluoreszenzsignals im Vergleich zur Kontrollbehandlung. In der
HEK 293-Kontrollzellinie resultierte die Inkubation ebenfalls in einer geringeren
Ca2+-Freisetzung im Vergleich zu den Basalwerten. Dies galt auch fur die
Inkubation mit 1 uM 5-HT. Interessanterweise flihrte die Applikation von 1 uM
Histamin sowohl in HEK 293-Zellen als auch Cv5-HT; qn-exprimierenden Zellen zu
einer stark signifikanten Erhéhung der [Ca2*];. In der Literatur finden sich Hinweise
fur die Expression einer Reihe endogener Rezeptoren in HEK-Zellen, darunter sind
auch einige aminerge Rezeptoren (Atwood et al, 2011). So wurde gezeigt, dass
HEK 293 Zellen endogene H;-Histamin-Rezeptoren besitzen, welche eine Anderung
in der [Ca2*|; hervorrufen kénnen (Vetter & Lewis, 2010).

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Cv5-HTaun-exprimierenden
Zellen spezifisch durch 5-HT aktiviert werden und der Rezeptor somit als

funktioneller Serotonin-Rezeptor klassifiziert werden kann.

5,0 x 106 22
P )
% 4,0 x10> [ HEK 293 ==
& 3,0 x1001 . CvS-HToan |7
8
S 2,0 x105
[x,
04

1,0 x 106 e s s

0- ) Ml Wl H.

Abb. 3.6: Einfluss verschiedener biogener Amine auf die intrazellulire Ca2*-

Konzentration

Nicht-transfizierte (in weifs dargestellt) und Cv5-HTaun-exprimierende (in schwarz
dargestellt) HEK 293-Zellen wurden mit 1 uM verschiedener biogener Amine
inkubiert und der Effekt auf die Anderung der [Ca2*]; (relative fluorescence units,
RFU/mg protein) verfolgt. Die dargestellten Daten repréisentieren den Mittelwert
aus einer Messung mit acht Replikaten. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler dar. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
transfizierten und nicht-transfizierten Zellen werden durch Sternchen Uber den
Balken angezeigt (ungepaarter t-Test). Statistisch signifikante Unterschiede
(one way ANOVA, gefolgt von Tamhane Test) zur Kontrollbehandlung der
jeweiligen Zelllinie sind durch Sternchen innerhalb der Balken gekennzeichnet.
***P < 0,001; **P < 0,01; *P < 0,05
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3.2 Der Cv5-HT ,-Rezeptor

3.2.1 Isolierung und Charakterisierung der Cv5-HT7-Rezeptor-cDNA

Serotonin 16st in der Speicheldriise von Calliphora nicht nur die Aktivierung des
Ca2*-Signalweges aus, sondern aktiviert auch den cAMP-Signalweg und die
V-ATPase. Daher war es von Interesse, neben dem 5-HT2.-Rezeptor auch den
S-HT7-Rezeptor aus Calliphora vicina zu klonieren, um die physiologischen Effekte
mit den spezifischen Rezeptoren in Verbindung zu bringen. Analog zu dem
Cv5-HTae-Rezeptor wurden zu Beginn PCR-Experimente mit degenerierten Primern
durchgeftihrt. Mit Hilfe der Primer 5’Cv5-HT7-F1 und 3’Cv5-HT7-R1 (Tabelle 6.6,
Anhang), welche in Bereichen annealen, die fir die flir Abschnitte innerhalb der
TM 2 (CVA(L/V)LVM) bzw. des C-Terminus (DFRKPF) kodieren, konnte ein 857 bp
langes Fragment amplifiziert werden. BLAST-Analysen offenbarten eine hohe
Sequenzdhnlichkeit mit 5-HT7-Rezeptoren anderer Spezies. Daher diente das
Fragment als Grundlage fir die Konstruktion spezifischer Primer fir sich
anschlieffende RACE-PCR-Experimente. Unter Verwendung des 5’RACE-CvSHT7-R-
und des 3'RACE-CvSHT7-F-Primers konnten die fehlenden cDNA-Sequenzbereiche
in 5~ und 3’ Richtung vervollstdndigt werden. Die vollstdndige Rezeptor-cDNA
konnte mit den spezifischen Primern fullCv5-HT7-F und fullCvS-HT7-R (Tabelle 6.6,

Anhang) amplifiziert werden.

3.2.2 Generelle Eigenschaften der Cv5-ht7-cDNA

Die vollstandige Cv5-ht7-cDNA besteht aus 2.363 Nukleotiden (Sequenz siehe
Anhang, Abb. 6.2). Vor dem Start des ldngsten offenen Leserahmens, beginnend mit
dem Start-Kodon ATG (Position 146-148), befinden sich Stopp-Kodons in allen
Leserahmen. Der Translationsstart der Cv5-ht7-cDNA (TTTATATGG) ist im Vergleich
zur Konsensussequenz aus Drosophila und &hnlich zur Cv5-ht2a-cDNA, nur
teilweise konserviert. Das Stopp-Kodon (TGA) des ORF befindet sich an Position
2.144-2.146. Eingerahmt wird die Rezeptorsequenz von einer 145 bp langen 5- und
einer 217 bp langen 3’- nichtkodierenden Region. Die Cv5-ht7-cDNA Sequenz weist
kein Polyadenylierungssignal auf. Allerdings findet sich zwischen Position 2.291-

2.316 ein 26 bp-langer Poly-(dA) Bereich.
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3.2.3 Eigenschaften der abgeleiteten Aminosiauresequenz

Die Cuv5-ht7-cDNA besitzt einen 2.001 bp langen ORF, der fir ein 666 AS langes
Protein mit einem Molekulargewicht von 73,1 kDa kodiert (Cv5-HT7) kodiert. Das
Hydropathieprofii und die Transmembrandomé&nenvorhersage (Abb. 3.7)
identifizieren neben sieben hydrophoben Bereichen, die ausreichend grofs sind, um
die Membran zu durchspannen, einen 276 AS langen N-Terminus der eine weitere
hydrophobe Region enthéalt. Die Transmembrandomé&nen sind alternierend durch
intrazellulare und extrazellulare Schleifen miteinander verbunden. An die TM 7

schliefst sich ein 54 AS langer intrazellular lokalisierter C-Terminus an.
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Abb. 3.7: Strukturelle Eigenschaften der abgeleiteten Aminosiduresequenz des
Cv5-HT7-Rezeptors
A Hydropathieprofil nach Kyte und Doolittle (1982)
(http:/ /www.expasy.ch /tools/protscale.html). Die Fensterweite betrug 19 AS.
Hydrophobizitadtswerte >1,6 deuten auf mégliche Transmembrandoménen hin.
B Die putative Transmembrantopologie wurde mit Hilfe des TMHMM-Servers
Version 2.0 erstellt (http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Die
vorhergesagten Transmembranbereiche sind hellgrau hinterlegt.

Viele der hoch-konservierten und flir 5-HT-Rezeptoren typischen Aminosduren
konnten in der Cv5-HT7-Aminosauresequenz identifiziert werden (Tabelle 3.2).

In den nur gering konservierten Bereichen im N-Terminus, C-Terminus und in der
dritten intrazelluldren Schleife sind einige Motive vorhanden, an denen eine
postranslationale Modifizierung stattfinden konnte. Insgesamt 11 Konsensustellen
fur potentielle N-Glykosylierung (N-x-S/T: NioKS, N3sTS, N41AT, Ns4AT, NeiFS,
N127IS, N161FT, N16sKT, N174ST, NigsGS, N24:LS) lassen sich N-terminal vor der TM 1
beiderseits der zusatzlichen hydrophoben Region finden. In der ICL2 (Tss7PR) und
im C-Terminus (Se+0QR) ist jeweils eine Konsensusstelle flir die Phosphorylierung

durch die PKC vorhanden. Im C-Terminus befindet sich ein konservierter
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Cysteinrest (Cezs) welcher palmitoyliert werden koénnte. Auffillig ist auch eine

Haufung von Glycinresten in der ICL3: Gs513GLSASQAGGGGGGSGSSGLLGs34.

Tabelle 3.2: Konservierte Aminosiurereste im Cv5-HT7-Rezeptorprotein
Die einzelnen Aminoséurereste innerhalb der Transmembrandomédnen wurden
nach der Nomenklatur von Ballesteros & Weinstein (1995) bezeichnet.
TM - Transmembrandoméne; ECL - extrazellulare Schleife; ICL - intrazelluléare

Schleife
Domane As/-Motiv As-Position Domine As/-Motiv As-Position
™1 G1.49N1.50 291-292 TMS Fs5.47xxPs5.50 443-446
Viss 295 Ys.s8 454
T™M2 So.45L2.46A2.47 315-317 ICL3 ExKAxxxL 548-555
Da.so 320 TM6 Fe.44 562
Va2.57M2.58P2 59 327-329 Ce6.47We.48 565-566
ECL1 W 340 Pe.50F6.51F6.52 568-570
T™3 D3.32 354 T™7 W7.40L7.41G7.42 596-598
S3.3013.40 361-362 Y7.43 599
ICL2 R3.50Y3.51 372-373 S7.46 602
TM4 Wa.s0 399 N7.49P7.50xxY753 605-609
ECL2 C 426

Des Weiteren zeigt der Cv5-HT7-Rezeptor grofSe Sequenziibereinstimmungen mit
dem orthologen Rezeptor aus Drosophila melanogaster (Dm5-HT7, Identitat
58%/Ahnlichkeit 64%; Witz et al, 1990), Aedes aegypti (Aa5-HT7, 47%/55 %;
Pietrantonio et al., 2001) und Apis mellifera (AmS5-HT7, 37%/45%; Schlenstedt et al.,
2006) nachweisen (Abb. 3.8). Auch zu 5-HT-Rezeptoren von Mollusken wie
Helisoma trivolvis (Ht5-HT7, 28%/40%; Mapara et al., 2008) und Saugetieren wie
dem Menschen (h5-HT7m, 23%/35 %; Bard et al, 1993) und Mus musculus
(Mm5-HT7, 24%/35%; Gellynck et al.,, 2008) sind erstaunliche Sequenzhomologien
erkennbar. Diese hohen Sequenzhomologien innerhalb der Rezeptorklasse sind
typisch fur 5-HT7-Rezeptoren. Zu anderen 5-HT-Rezeptorklassen weisen sie nur
geringe Ahnlichkeit auf (Hannon & Hoyer, 2008). So besitzen alle charakterisierten
5-HT7-Rezeptoren der Insekten einen identischen C-Terminus (ESFL).
Moglicherweise stellt dieses Motif eine PDZ-Bindedoméne dar. Die Aminosauren
Glu-Ser-Phe-Leu passen gut zur Konsenssequenz flir Klasse I PDZ-Doménen
(X-Ser/Thr-X-®, X=unspezifische Aminosdure, ®=hydrophobe Aminosdure, oft
Val oder Leu; Hung & Sheng, 2002). Bei einer phylogenetischen Analyse
verschiedener Serotonin-Rezeptoren von Vertebraten und Invertebraten fligt sich
der Cv5-HT7-Rezeptor in den Zweig der 5-HT7-Rezeptoren ein und bildet mit den

anderen Insekten-5-HT7-Rezeptoren eine gemeinsame Untergruppe (Abb. 3.3).
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Abb. 3.8: Vergleich der Aminosiauresequenz des Cv5-HT7-Rezeptors mit orthologen

5-HT7-Rezeptoren

Dargestellt ist der Vergleich der Aminosduresequenz des Cv5-HT7-Rezeptors mit
orthologen Rezeptoren aus Drosophila melanogaster (DmS-HT7, AAF57104),
Aedes aegypti (AaS5-HT7, AAG49292) und Apis mellifera (AmS-HT7, AAM19330).
Alle identischen Aminosdurereste wurden schwarz hinterlegt, konservativ
ausgetauschte Reste wurden grau hinterlegt. Die Transmembrandomé&nen (TM)
sind durch graue Balken oberhalb der Sequenz gekennzeichnet. Die zusatzliche
achte hydrophobe Region im N-Terminus wurde mit einem schraffierten Balken
Uber der Sequenz markiert. Die Position des letzten Aminosdurerestes jeder Zeile
entspricht der rechts angegebenen Zahl. Licken, die zur Maximierung der
Homologien eingefithrt wurden, sind durch schwarze Bindestriche
gekennzeichnet. Die unterstrichenen Sequenzbereiche im N-Terminus sowie in
der ICL3 wurden als Antigene fir die Antikdrperherstellung verwendet.
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3.2.4 Expressionsmuster des Cv5-ht7-Gens

Fuar das Cuv5-ht7-Gen wurde das gewebsspezifische Expressionsmuster ebenfalls
semiquantitativ mit Hilfe von RT-PCR-Experimenten untersucht. Die hierflr
verwendeten Primer (RT-Cv5-HT7-F; RT-Cuv5-HT7-R, siehe Tabelle 6.6, Anhang),
amplifizieren ein 256 bp langes Fragment, welches einen Bereich der dritten
intrazellularen Schleife des Rezeptors kodiert. Das Transkript des Cuv5-ht7-Gens
wird im Gehirn stark und in der Speicheldriise wesentlich schwécher exprimiert
(Abb. 3.9). In den Proben der Malpighischen Gefafle und der Flugmuskulatur
konnte das Transkript des Cv5-ht7-Gens nur sehr schwach detektiert werden
(Abb. 3.9). Die Intaktheit der verwendeten RNA-Proben wurde durch
Kontroll-Experimente mit dem konstitutiv exprimierten Gen Cuvactin bestéatigt. Fur

Negativkontrollen wurden die RNA-Proben mit RNase behandelt (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 3.9 Expression von Cv5-ht7 und Cvactin in verschiedenen Geweben von
Calliphora vicina
Die Abbildung zeigt die elektrophoretische Analyse der RT-PCR-Produkte, die mit
RNA-Praparationen aus verschiedenen Geweben erhalten wurden. Die
amplifizierten Fragmente haben die erwartete Grofse von 256 bp fur Cv5-ht7 und
269 bp fur Cuvactin. Das hier abgebildete Expressionsmuster wurde in drei
unabhingigen Experimenten bestéatigt. Marker: 100 bp Leiter

3.2.5 Nachweis der Expression des Cv5-HT7-Rezeptorproteins in
flpTM-Zellen

Fur die pharmakologische Charakterisierung des Cv5-HT7-Rezeptors wurde dieser
in flpTM-Zellen (modifizierte HEK 293-Zellen, siehe Abschnitt 2.7) transfiziert und
exprimiert. Der Nachweis einer erfolgreichen Expression im heterologen Zellsystem

erfolgte sowohl immunozytochemisch an fixierten Zellen als auch mittels
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Western-Blot-Analyse an Membranproteinpréaparationen. Fur die
immunzytochemische Analyse wurden Cv5-HT7-Rezeptor-exprimierende sowie
nicht-transfizierte flpTM-Zellen fixiert und mit dem anti-HA-Antikérper inkubiert
(Abb. 3.10). Der Antikorper erkennt das Rezeptorprotein in der Cv5-HT7-Zelllinie
und markiert Bereiche in der Peripherie der Zellen. Der Rezeptor liegt vorwiegend in
der Zellmembran aber auch im Zytoplasma vor. In Kontrollexperimenten mit nicht-

transfizierten Zellen, welche unter vergleichbaren Bedingungen aufgenommen

wurden, konnten keine Markierungen detektiert werden.

Abb. 3.10: Immunzytochemischer Nachweis des Cv5-HT7-Rezeptors in stabil

transfizierten flpTM-Zellen

Die identisch fixierten Zellen der Cv5-HT7-Zelllinie (A; und Ai) und
nicht-transfizierte flpTM-Zellen (B; und Bi) wurden mit anti-HA (1:100) und
Goat-anti-rat-Alexa488 (1:500) inkubiert und mit differentiellem
Interferenzkontrast (A;i und Bi) und Fluoreszenz (Ajund Bi) analysiert. Der
Alexa488-konjugierte sekundare Antikérper wurde durch Blaulicht-Anregung
sichtbar gemacht (in der Abbildung grtin, A; bzw. Bj). Der angegebene
MafSstabsbalken entspricht 20 um.

Zum Nachweis der Expression des Cv5-HT7-Rezeptors im Western-Blot kamen der
anti-HA-Antikérper und anti-Cv5-HT7-Antikérper zu Einsatz (Abb. 3.11). Somit
konnte der Rezeptor Uber den angefliigten HA-Tag und durch einen spezifischen
Antikérper, welcher am N-Terminus des Rezeptors bindet, detektiert werden. Zur
Herstellung des anti-Cv5-HT7-Antikérpers wurde ein polyklonales Antiserum,
welches gegen den N-Terminus des Cv5-HT7-Rezeptor gerichtet war, generiert und
dann affinitdtschromatographisch aufgereinigt (anti-Cv5-HT7-Antikérper, siehe
Abschnitt 2.5.8). Fur die Immundetektion wurden die Membranproteine
transfizierter und nicht-transfizierter Zellen prapariert und ein Teil der Proteine mit
PNGase F inkubiert. Beide Antikoérper markieren auf den Blots deglykosylierter
Membranproteine der Cv5-HT7-Zelllinie einen Bereich zwischen 60 und 80 kDa
(errechnetes Molekulargewicht des Cv5-HT7-Rezeptors: 73,1 kDa), der aus
mindestens drei Einzelbanden besteht. Desweiteren markieren sowohl der anti-HA-

als auch der anti-Cv5-HT7-Antikérper eine Proteinbande bei ~50 kDa in Blots
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sowohl von glykosylierten als auch deglykosylierten Proteinfraktionen. Der
anti-HA-Antikérper markiert noch eine weitere Proteinbande bei ~32 kDa,
unabhéngig davon, ob die Proben einer PNGase Behandlung unterzogen wurden
oder nicht. Wahrend der anti-HA-Antikérper in der nicht deglykosylierten Fraktion
einen Proteinbereich bei ~100 kDa markiert, welcher nach der Deglykosylierung auf
ein Molekulargewicht von 60-80 kDa schrumpft, erkennt der anti-Cv5-HT7-
Antikoérper dort keine Proteinbanden. In nicht-transfizierten flpTM-Zellen sind diese
Markierungen nicht zu erkennen, lediglich eine Proteinbande bei ~50 kDa wird vom
anti-HA-Antikérper erkannt. Alle Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Rezeptor

im heterologen Zellsystem stark glykosyliert vorliegt.

anti-HA anti-Cv5-HT,
flp Cv5-HT, flp Cv5-HT,
™ ™
116—
97— .
s - - i =
66— £
— w
45—
Rl
29—
PNGase F + - + -

Abb. 3.11: Western-Blot-Analyse mit Membranproteinen von flpTM-Zellen

Es wurden pro Spur 20 ug Membranprotein aufgetragen. Die Proben wurden vor
dem Auftragen mit (+) oder ohne (-) PNGase F behandelt. Zur Immundetektion
wurde mit dem anti-HA- (1:1.000) und dem anti-Cv5-HT7-Antikérper (1:10.000)
inkubiert. Als sekundére Antikérper wurden der Goat-anti-rat-HRP (1:10.000)
und der Goat-anti-rabbit-HRP (1:20.000) verwendet. Die Groflienangabe des
Markers befindet sich links (in kDa). Cv5-HT7 - mit dem Cv5-HT7-Rezeptor
transfizierte flpTM-Zellen; flpTM — nicht-transfizierte Zellen

3.2.6 Nachweis des Cv5-HT7-Rezeptorproteins in verschiedenen

Geweben

Nachdem die heterologe Expression des Cv5-HT7-Rezeptorproteins in flpTM-Zellen
Uberzeugend nachgewiesen werden konnte, sollte nun Uberprift werden, ob der
spezifische anti-Cv5-HT7-Antikérper den Rezeptor auch im nativen Gewebe
(Speicheldrtise) erkennt. Hierfir wurden transfizierte und nicht-transfizierte

flpTM-Zellen, sowie Speicheldriisen und Gehirne von Calliphora homogenisiert und
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einer Western-Blot-Analyse mit dem anti-HA- und dem anti-Cv5-HT7-Antikérper
unterzogen. Im Vergleich zur Cv5-HT7-Zelllinie, bei der der glykosylierte Rezeptor
bei etwa 100 kDa detektiert wird, markiert der anti-Cv5-HT7-Antikérper in den
Speicheldriisen zwei Proteinbanden. Wahrend das Signal bei ca. 130 kDa sehr stark
ist, wird bei etwa 70 kDa eine wesentlich schwachere Bande erkannt (Abb. 3.12 A).
Allerdings variierten die Signalstdrken der beiden Banden zwischen verschiedenen
Western-Blot-Analysen sehr stark. Gehirn- und Speicheldriisenhomogenate zeigten

identische Markierungen (Abb. 3.12 A, B).

A anti-HA anti-Cv5-HT, B anticvsHT,
SD Cv flp SD Cv flp G SD
5-HT, TM 5-HT, TM
200— 200—

116 — - -
97— - 116 —

pU— 97—
66— - o
66—
45— -
29— — 45—

Abb. 3.12: Western-Blot-Analyse mit dem anti-Cv5-HT7-Antikorper
A Es wurden pro Spur jeweils Proteinhomogenate aus vier Speicheldriisen-
aquivalenten bzw. 80 ug Gesamtprotein aus heterologen Zellen aufgetragen.
B Proteinhomogenat eines 1/10 Calliphora-Gehirns. Zur Immundetektion wurde
mit dem anti-HA- (1:1.000) und dem anti-Cv5-HT7-Antikérper (1:10.000)
inkubiert. Als sekundarer Antikoérper wurden der Goat-anti-rat-HRP (1:10.000)
und der Goat-anti-rabbit-HRP (1:20.000) verwendet. Die Groflienangabe des
Markers befindet sich jeweils links (in kDa). SD - Speicheldrtisen, Cv5-HT7 - mit
dem Cv5-HT7-Rezeptor transfizierte flpTM-Zellen, flpTM — nicht-transfizierte
Zellen, G - Gehirn
Die in den Speicheldrisen und im Gehirn detektierte etwa 70 kDa grofse
Proteinbande korrespondiert gut mit dem errechneten Molekulargewicht des
Rezeptors von 73,1 kDa, die zweite Bande ist jedoch schwerer zu interpretieren.
Das apparente Molekulargewicht ist mit ca. 130 kDa geringer als es fur ein
Rezeptordimer zu erwarten ware. Da flir den heterolog exprimierten Rezeptor eine
Glykosylierung nachgewiesen werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass auch
native Rezeptoren glykosyliert vorliegen. Wenn es sich um eine Glykosylierung
handelt, ist diese allerdings starker ausgepragt als bei heterolog exprimierten
Rezeptoren. In einigen Experimenten, in denen die Speicheldriisenproteine mit
PNGase F deglykosyliert wurden, verschwand die 130 kDa-Bande zum Teil

vollstdndig und es wurde nur noch die ca. 70 kDa grofSe Proteinbande detektiert
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(Abb. 3.13). Zumeist konnte aber kein Unterschied zwischen glykosylierten und
deglykosylierten Proben festgestellt werden. Beide Banden lagen weiterhin mit
gleicher Intensitat und identischem Molekulargewicht vor. Insgesamt verdeutlichen
die Ergebnisse jedoch, dass der anti-Cv5-HT7-Antikérper den nativen Rezeptor

erkennt und dieser wahrscheinlich stark glykosyliert vorliegt.

Abb. 3.13: Western-Blot-Analyse zur Glykosylierung

200— des Cv5-HT7-Rezeptors
Es wurden pro Spur 60 ug Gesamtprotein
116 — eines  Speicheldriisenhomogenats  bzw.
97— - einer Membranproteinisolierung aufge-
tragen. Die Proben wurden vor der
66—. Auftragung mit (+) oder ohne (-) PNGase F
be behandelt. Zur Immundetektion wurde mit

dem anti-Cv5-HT7-Antikérper (1:10000)
inkubiert. Als sekundarer Antikorper
45— wurden der mouse-anti-rabbit-HRP
(1:20000) verwendet. Die GréfRenangabe
des Markers befindet sich links (in kDa).

PNGase + -

Nachdem gezeigt wurde, dass der anti-Cv5-HT7-Antikérper den nativen Rezeptor im
Western-Blot detektieren kann, sollte nun die Verteilung des Cv5-HT7-Rezeptors
immunzytochemisch in Speicheldriisen untersucht werden. Abbildung 3.14 zeigt
konfokalmikroskopische Aufnahmen der immunzytochemischen Markierung von
F-Aktin, der Na*/K*-ATPase und dem Cv5-HT7-Rezeptor. Die Aktinmarkierung zeigt
die Organisation des Zytoskeletts mit den tiefen Einfaltungen der Apikalmembran
in Form von Canaliculi. Der Cv5-HT7-Antikdérper markiert in den Drlsen
ausschliefSlich die basolaterale Plasmamembran (Abb. 3.14 A;und As). Zum
Vergleich ist in Abbildung 3.14 C; und C; die Na*/K*-ATPase markiert. Wie in
Zimmermann et al. (2003) gezeigt, werden hier die basolaterale Membran und
laterale Bereiche der Plasmamembran gefarbt. Fiur keinen der beiden Antikérper
konnte eine Immunreaktivitdt in der Apikalmembran nachgewiesen werden. Die
gezeigten Ergebnisse konnten in mehreren unabhingigen Experimenten repliziert

werden.
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F-Aktin anti-Na-K-ATPase Uberlagerung
C,

Abb. 3.14: Verteilung des Cv5-HT7-Rezeptors in Calliphora-Speicheldriisen

Dargestellt sind konfokalmikroskopische Aufnahmen von immunzytochemisch-
gefadrbten Langs- und Querschnitten der Speicheldriisen von Calliphora. Es
wurden Antikérper gegen den Cv5-HT7-Rezeptor (1:2.000, griin, Aj, A, Di, Dii )
und die Na*/K*-ATPase (10 pg/ml, rot, C;, Ci, Dj, Dii ) verwendet. Als sekundéare
Antikorper wurden der Goat-anti-rabbit-Cy3 (1:200) und Goat-anti-mouse-Alexa
635 (1:1.000) verwendet. Das AlexaFluor-488-markierte Phalloidin markiert
F-Aktin (1:40, blau, B;, Bij, Di, Dijj). Die Immunfluoresenz der Basallamina, die
das Drusenepithel umgibt, wird durch nicht spezifische Bindung der sekundéren
Antikorper hervorgerufen. Der Mafistabsbalken entspricht 20 um.

3.2.7 Funktionelle Charakterisierung des Cv5-HT7-Rezeptorproteins

Fur 5-HT7-Rezeptoren ist bekannt, dass diese Uiber Gs-Proteine Adenylylzyklasen
aktivieren konnen und somit zu einer Erhohung der intrazellularen
cAMP-Konzentration ([cAMP];) fihren (Hoyer, 2002). Um festzustellen, ob die
Cv5-HT7-cDNA fur einen funktionellen Rezeptor kodiert, wurden flpTM-Zellen stabil
mit dem Expressionsvektor pcCv5-ht7-HA transfiziert. Die Inkubation mit einem
Agonisten (z. B. 5-HT) sollte daher zu einer messbaren Erhéhung der [cAMP];
fihren.

Die Ligandenspezifitit des Cv5-HT7-Rezeptors sollte mit Hilfe verschiedener
biogener Amine ermittelt werden. Es zeigte sich, dass bei einer Konzentration von
1 uM nur Serotonin zu einer signifikanten Erhéhung der [cAMP]; in der
Cv5-HT7-Zelllinie fahrt (Abb. 3.15). Octopamin, Tyramin, Dopamin und Histamin

zeigten keine Wirkung.
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Abb. 3.15: Einfluss verschiedener biogener Amine auf die intrazellulire cAMP-

Konzentration

Cv5-HT7-exprimierende flpTM-Zellen wurden mit verschiedenen biogenen
Aminen inkubiert und die Menge an gebildetem cAMP pro mg/Protein ermittelt.
Alle Messungen erfolgten in Gegenwart von 100 uM IBMX. Die basale [cAMP];
wurde in Abwesenheit jeglicher Liganden ermittelt. Alle dargestellten Daten
reprasentieren den Mittelwert aus einer Messung, die als Vierfachbestimmung
durchfiihrt wurde. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. Statistisch
signifikante Unterschiede (one way ANOVA, gefolgt von Dunnett’s multiple
comparison Test) zur Kontrollbehandlung der Zelllinie sind durch Sternchen
innerhalb der Balken gekennzeichnet. ***P < 0,001

Interessanterweise lo6ste 10 mM Histamin ebenfalls einen signifikanten Anstieg der
[CAMP]; in Cuv5-ht7-transfizierten Zellen aus (Abb. 3.16). Die verwendete
Konzentration ist jedoch unphysiologisch hoch und wurde deshalb zur

Einschatzung der Ligandenspezifitat nicht weiter beachtet.
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Abb. 3.16: Einfluss von 10 mM Histamin auf die intrazellulare cAMP-Konzentration
Cv5-HT7-exprimierende flpTM-Zellen wurden in Gegenwart von 10 uM IBMX mit
10 mM Histamin und 1 pM 5-HT inkubiert und die Menge an gebildetem cAMP
ermittelt. Es ist der Mittelwert aus einer Vierfachbestimmung dargestellt. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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Auch fur den Cv5-HT7 konnte somit eine Spezifitdt fir 5-HT gezeigt werden. Daher

kann dieser Rezeptor als funktioneller Serotonin-Rezeptor angesehen werden.

3.3 Pharmakologische Charakterisierung des Cv5-HT, ;- und
des Cv5-HT  -Rezeptors

Fur die klonierten und heterolog exprimierten Rezeptoren aus Calliphora vicina
konnte gezeigt werden, dass es sich um funktionelle 5-HT2.- bzw. 5-HT7-Rezeptoren
handelt. Im Rahmen dieser Arbeit war die genauere pharmakologische
Charakterisierung dieser Rezeptoren von besonderem Interesse. Dazu wurde
zunédchst zur Untersuchung der Konzentrationsabhéngigkeit der Ca2*- bzw.
cAMP-Produktion  Dosis-Wirkungskurven  fir  Serotonin  erstellt  (siehe
Abschnitt 3.3.1) und danach die Wirkungen verschiedener Agonisten (siehe

Abschnitt 3.3.2) und Antagonisten (siehe Abschnitt 3.3.3) getestet.

3.3.1 Konzentrationsabhiangigkeit der Ca2*- bzw. cAMP-Produktion

Zur Untersuchung der 5-HT-Wirkung auf die Erhoéhung der intrazelluldren
Ca2*- bzw. cAMP-Konzentration wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt, bei denen
S5-HT-Konzentrationen zwischen 10-1© M und 104 M untersucht wurden (Abb. 3.17).
Fur beide Rezeptoren konnte dabei eine sigmoidale Konzentrationsabhéngigkeit
festgestellt werden. Die halbmaximale relative Fluoreszenzédnderung (ECso) fir den
Cv5-HTaan-Rezeptor wurde bei 24 nM beobachtet. Fir eine maximale 5-HT-Antwort
waren etwa 1 uM 5-HT notig. Bei dem Cv5-HT7-Rezeptor hingegen ruft 4,1 nM eine
halbmaximale relative Fluoreszenzidnderung hervor. Die Sattigung wird bei etwa
100 nM erreicht. Die getesteten 5-HT-Konzentrationen zeigten keinen Einfluss auf

nicht-transfizierte Zellen.
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Abb. 3.17: Abhingigkeit der Ca2*- bzw. cAMP-Produktion von der 5-HT-Konzentration
Die Cv5-HTaan- und Cv5-HT7-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien sowie
nicht-transfizierte Zellen wurden mit verschiedenen 5-HT-Konzentrationen
(10-10M bis 10+ M) inkubiert. Die angegebenen Werte reprasentieren die
Mittelwerte und mittleren Standardfehler aus zwei unabhingigen Experimenten
mit  Achtfachbestimmungen, normiert auf die maximale relative
Fluoreszenzanderung flir den jeweiligen Rezeptor.

3.3.2 Wirkung von Agonisten

In weiteren Experimenten wurden verschiedene 5-HT-Rezeptoragonisten auf ihre
Wirkung bezlglich des Cv5-HTaan- bzw. Cv5-HT7-Rezeptors untersucht und
verglichen (Abb. 3.18 und Tabelle 3.3).

Von den wunterschiedlichen getesteten Agonisten sind die 5-HT-Derivate
S-Methoxytryptamin (5-MeOT), ein nicht selektiver S5-HT-Rezeptoragonist, und
S-Carboxamidotryptamin (5-CT), ein selektiver Agonist fir 5-HT:;- wund
S5-HT7-Rezeptoren in Saugetieren (Hoyer et al.,, 1994), in der Lage beide Calliphora-
Rezeptoren zu aktivieren. Wahrend flir den Cv5-HTaun-Rezeptor ein ECso-Wert von
67 nM far 5-MeOT und 51 uM far 5-CT ermittelt werden konnte, zeigte der
Cv5-HT7-Rezeptor nahezu gleiche ECso-Werte fir beide Substanzen, 0,95 uM far
5-MeOT und 0,43uM fur 5-CT. 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin
(8-OH-DPAT) ein 5-HT:-Rezeptoragonist (Arvidsson et al, 1981) mit moderater
Affinitat fir 5-HT7-Rezeptoren (Hoyer, 2002) wirkte an beiden Rezeptorsubtypen nur
schwach agonistisch mit ECso-Werten von 62,2 uM fir Cv5-HTzuw und 7,87 uM far
Cv5-HT7. Fur AS 19 hingegen, einen selektiven S5-HT7-Rezeptoragonist bei
Saugetieren (Sanin et al, 2003) konnte ein agonistischer Effekt nur far Cv5-HT;
beobachtet werden. Allerdings war die Wirksamkeit der Substanz dort nur moderat
und der ECso-Wert mit 30,3 uM recht hoch. Methysergid und R-(+)-Lisurid 16sten

ebenfalls nur in den Cv5-HT7-exprimierenden Zellen eine cAMP-induzierte
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Ca2*-Antwort aus. Obwohl der ermittelte ECso-Wert fir R-(+)-Lisurid mit 1,8 nM
sehr niedrig ist, war die Effektivitat dieses Agonisten nur gering (Abb. 3.18 C und
Tabelle 3.3).
Antagonist fur 5-HT;- und 5-HT2-Rezeptoren der Sdugetiere beschrieben wird, einen

agonistischen Effekt fir Cv5-HT7 mit einem ECso-Wert von 0,77 nM. Auch diese

Interessanterweise
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Abb. 3.18: Dosisabhingige Effekte putativer 5-HT-Rezeptoragonisten auf die [Ca2*];

Cv5-HTaun-exprimierende HEK 293-Zellen (A und B) und Cv5-HT7-exprimierende
flpTM-Zellen (C und D) wurden fir 10 min mit verschiedenen Konzentrationen
(3 x 10-10 bis 104 M) der putativen Agonisten inkubiert. Alle Messungen flir die
flpTM-Zellen fanden in Gegenwart von 100 uM IBMX statt. Die dargestellten
Werte reprasentieren die Mittelwerte und mittleren Standardfehler aus zwei bis
vier unabhéngigen Experimenten mit Achtfachbestimmungen, normiert auf die
maximale relative Fluoreszenzanderung des jeweiligen Rezeptors. Zum besseren
Vergleich der Dosis-Wirkungskurven wurde in jedem Graph die 5-HT-Antwort

mit einer dinnen durchgehenden Linie eingeftigt.

eigentlich als
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Tabelle 3.3: Pharmakologisches Profil putativer Agonisten des Cv5-HT2an- und Cv5-
HT7-Rezeptors
ECso-Wert und logECso-Wert verschiedener Agonisten fiir heterolog exprimierte
5-HTaan- und 5-HT7-Rezeptoren von Calliphora vicina. Die angegebenen Werte
stellen Mittelwerte von einem Experiment mit Achtfachbestimmungen dar. Die
Zelllinien wurden mit ansteigenden Agonistkonzentrationen (3 x 10-10—
1 x 10+ M) inkubiert.

Agonist Cv5-HT2an Cv5-HT~
ECso (uM) | logECso ECso (uM) | logECso

S5-HT 0,024 -7,62 £ 0,03 | 0,004 -8,39 £ 0,03
8-OH-DPAT 62 -4,21+0,11 | 7,9 -5.10 £ 0,04
AS 19 kein Effekt 0,30 -6,52 £ 0,04
5-MeOT 0,067 -7,17 £ 0,05 | 0,95 -6,02 £ 0,04
5-CT 51 -4,29 £ 0,05 | 0,43 -6,37 £ 0,02
R(+)-Lisurid kein Effekt 0,002 -8,75 £ 0,05
Methysergid kein Effekt 0,77 -6,11 = 0,09

Bezogen auf die pharmakologischen Ergebnisse der heterolog exprimierten
Rezeptoren scheinen AS 19, R-(+)-Lisurid und Methysergid selektive Agonisten des
Cv5-HT7-Rezeptors zu sein, allerdings mit nur niedriger bis moderater Effektivitat.
S5-CT hingegen koénnte diesen moglicherweise bei Konzentrationen von < 3 uM
selektiv und relativ effizient aktivieren. Der Cv5-HTaun-Rezeptor kénnte vielleicht

durch 5-MeOT in Konzentrationen von < 100 nM aktiviert werden.

3.3.3 Wirkung von Antagonisten

Zur weiteren pharmakologischen Charakterisierung wurden auch die Wirkungen
verschiedener Antagonisten auf den Cv5-HTauw- bzw. den Cv5-HT7-Rezeptor
untersucht und gegenuibergestellt (Abb. 3.19 und Tabelle 3.4.). Sowohl Ketanserin,
Mianserin und Cyproheptadin, welche als 5-HT»>-Rezeptorantagonisten bei
Saugetieren wirken (Hoyer et al., 1994), blockierten effektiv die 5-HT-induzierte
[Ca2*|i-Antwort in den Cv5-HTaan-exprimierenden HEK 293-Zellen (Abb. 3.19 A, B,
E). Allerdings wirken sie ebenfalls antagonistisch auf den in flpTM-Zellen
exprimierten Cv5-HT7-Rezeptor (Abb. 3.19 C, D, F), hier sogar mit etwas niedrigeren
ICso-Werten als sie fur Cv5-HTaan ermittelt wurden (Tabelle 3.4). Prazosin und
Phentolamin stellen fiir beide Rezeptortypen nur schlechte Antagonisten mit hohen
ICso-Werten und nur geringer Effektivitidt dar. Der in Sdugetieren selektive 5-HT7-

Antagonist SB269970 (Hagan et al.,, 2000) zeigt auch fiir den 5-HT7-Rezeptor aus
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Calliphora vicina eine antagonistische Wirkung mit einem aufierst niedrigen ICso-
Wert von 9 nM. Fur Cv5-HTaan liegt der ICso-Wert mit 53 uM deutlich hoéher. Die
Effektivitdt, mit der die 5-HT-Antwort blockiert werden konnte, war allerdings flr
beide Rezeptoren nur gering. Die durch Serotonin induzierte cAMP-Produktion
konnte in den Cv5-HT7-exprimierenden Zellen durch Clozapin, Cinanserin und
Spiperon effektiv inhibiert werden (Clozapin: ICso= 0,08 uM; Cinanserin:
IC50=0,40 uM; Spiperon: ICso= 0,28 uM). Fur den gleichen inhibitorischen Effekt in
Cv5-HTaan-exprimierenden Zellen werden etwa 70 bis 200mal hohere
Konzentrationen von Cinanserin (ICso= 30 uM) und Clozapin (ICso= 15 uM) benétigt.
Spiperon hingegen hatte keinen antagonistischen Effekt auf Cv5-HTaun
(Abb. 3.19 A). Fur Methiothepin, Methysergid und Yohimbin konnte eine hdéhere
Affinitat fir Cv5-HTaan als fir Cv5-HT7 festgestellt werden. Im Vergleich zu den
Cv5-HTaan-exprimierenden Zellen ist die Dosis-Wirkungskurve fir Methiothepin in
Cv5-HT7-exprimierenden Zellen weit nach rechts verschoben (Abb. 3.19 C, D).
Yohimbin blockierte den  Cv5-HTauwn-Rezeptor (ICso= 2,9 uM) schon bei
Konzentrationen die 150mal niedriger sind, als sie fir den Cv5-HT7-Rezeptor
(ICso= 192 uM) benoétigt werden. Die Effektivitat dieser Substanz ist aber ebenfalls
nur sehr gering. Methysergid wirkte als moderater Antagonist auf den
Cv5-HTaan-Rezeptor (ICso= 20 uM) und =zeigte auf den Cv5-HT7-Rezeptor keine
antagonistische Wirkung (Abb. 3.19 E, F). Im Gegenteil, dort konnte eher ein
agonistischer Effekt nachgewiesen werden (Abb. 3.19 F und 3.18 D, Tabelle 3.3).
Vergleicht man die Effektivitdten der einzelnen Substanzen miteinander, so lasst

sich far Cv5-HTaan folgendes Profil erstellen:

Methiothepin > Clozapin > Mianserin > Cyproheptadin > Methysergid > Cinanserin >>

Ketanserin = Phentolamin = SB26997 > Prazosin ~ Yohimbin >>> Spiperon.

Far den Cv5-HT7-Rezeptor lassen sich die putativen Antagonisten nach

absteigender Effektivitdt wie folgt einordnen:

Clozapin > Cinanserin > Spiperone > Prazosin > Phentolamin = Mianserin =

Cyproheptadin > Yohimbin >> Methiothepin > SB26997 = Ketanserin >>> Methysergid.
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Tabelle 3.4: Pharmakologisches Profil putativer Antagonisten des Cv5-HT2an- und
Cv5-HT7-Rezeptors
ICs0-Wert und log ICso-Wert verschiedener Antagonisten auf die heterolog
exprimierten 5-HToan- und S-HT7-Rezeptoren von Calliphora vicina. Die
angegebenen Werte stellen Mittelwerte von einem Experiment mit
Achtfachbestimmungen dar. Die Zelllinien wurden mit ansteigenden

Antagonistenkonzentrationen (3 x 10-19-1x 104 inkubiert. n. b. - nicht

berechenbar
Cv5-HT2an Cv5-HT~

Antagonist ICso (uM) | log ICso ICso (uM) | log ICso
Cinanserin 30 -4,53+0,16 0,40 -6,40 = 0,04
Clozapin 15 -4,82 £ 0,07 0,080 -7,10 £ 0,03
Cyproheptadin 1,6 -5,80 £ 0,05 0,073 -7,14 £ 0,08
Ketanserin 14 -4,85 £ 0,32 1,5 -5,84 £ 0,33
Methiothepin 1,2 -5,92 + 0,06 n. b.
Methysergid 20 -4,71 £ 0,12 | agonistische Wirkung
Mianserin 0,73 -6,14 £ 0,05 0,067 -7,17 £ 0,07
Phentolamin 198 -3,70 £ 0,58 4,7 -5,33 £ 0,08
Prazosin 29 -4,54 + 0,35 5,7 -5,25+0,13
SB269970 53 -4,27 + 0,30 0,009 -8,06 + 0,21
Spiperon kein Effekt 0,28 -6,56 = 0,06
Yohimbin 2,9 -5,54 £ 0,28 192 -3,72 0,10

Zusammenfassend scheint Spiperon ein selektiver Antagonist flir den
Cv5-HT7-Rezeptor zu sein. Aufderdem kénnen Clozapin bei Konzentrationen < 1 yM
und Cinanserin bei Konzentrationen < 10 uM fir diesen Rezeptor als selektive und
relativ effiziente Antagonisten betrachtet werden. Methiothepin hingegen scheint

selektiv den Cv5-HTaan-Rezeptor zu inhibieren.
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3.4 Elektrophysiologische Untersuchungen zur Wirkung

verschiedener 5-HT-Rezeptoragonisten und -antagonisten

Mit Hilfe der pharmakologischen Experimente an den heterolog exprimierten
S-HT-Rezeptoren von Calliphora vicina konnte ein erster Eindruck tuber die
Eigenschaften und potentielle Moglichkeiten zur selektiven Beeinflussung der
einzelnen Rezeptoren erhalten werden. Um festzustellen, ob diese Ergebnisse auch
auf native Rezeptoren bzw. auf ein intaktes Insektenorgan Ubertragen werden
konnen, wurden TEP-Messungen an Calliphora-Speicheldriisen durchgefiihrt. Das
unmittelbare Ziel dieser Arbeit war es, Substanzen oder Moéglichkeiten zu finden, in
einem Gewebe, in dem beide Rezeptorensubtypen vorliegen, selektiv entweder den
Cv5-HTaq- oder den Cv5-HT7-Rezeptor zu aktivieren bzw. zu inhibieren. Daher
wurden fUr die folgenden Experimente solche Substanzen ausgewahlt, die sich bei
den pharmakologischen Untersuchungen im  heterologen System als
subtypspezifisch herausgestellt hatten (siehe Abschnitt 3.3.2 und 3.3.3). Nach
Applikation von 30 nM Serotonin zeigten die Speicheldrisen bei den
TEP-Messungen die typische biphasische Antwort (Abb. 2.4 und 3.30 A-E). Diese
besteht aus einer negativen Phase, die wahrend der 5-HT-Applikation vorliegt, und
einer positiven Phase, die nach dem Auswaschen von 5-HT eintritt
(Berridge & Prince, 1972). Die negative Phase wird durch den Ca2*-induzierten
transepithelialen Transport von Cl-Ionen ins Driisenlumen hervorgerufen. Die
positive Phase wird hingegen durch den cAMP-aktivierten Transport von Kationen
Uber die Apikalmembran ausgelést und héalt auch noch fir eine Weile nach dem
Auswaschen von Serotonin an. Wahrend die selektive Aktivierung des
[P3/Ca2+-Signalweges Uber Cv5-HTaq bzw. Hemmung des cAMP/PKA-Signalweges
via Cv3-HT7; im TEP zu einer negative Phase flihren sollte, wiirde man bei der
selektiven Aktivierung des Cv5-HT7-Rezeptors bzw. Inaktivierung des Cv5-HTaq-
Rezeptors nur die positive Phase erwarten.

Die Applikation der putativen CvS-HT7-Agonisten AS 19 bzw. R-(+)-Lisurid l6sen im
TEP nur eine Positivierung aus (Abb. 3.20 A, B). Obwohl die Substanzen in einer
Konzentration appliziert wurden, die in den Cv5-HT7-exprimierenden flpTM-Zellen
eine sattigende Antwort ausgelost haben, fallt die TEP-Antwort geringer aus als bei
Applikation von 30 nM 5-HT. AufSerdem sind die Antworten (besonders bei AS 19)
in ihrer Amplitude AufSerst variabel und im Fall von R-(+)-Lisurid irreversibel. Die
Applikation von 300 nM 5-CT 16st im TEP ebenfalls nur eine Positivierung aus. Dies

lasst vermuten, dass S5-CT in der Lage ist, bei dieser Konzentration den
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Cv5-HT7-Rezeptor selektiv zu aktivieren. Die von 5-CT induzierte TEP-Antwort war
reversibel, mit De- wund Repolarisationsgeschwindigkeiten, die denen von
5 HT-induzierten Antwort vergleichbar waren (Abb. 3.20 C). Bei Konzentrationen
> 1 uM loste 5-CT eine biphasische TEP-Antwort aus (Abb. 3.20 D). 30 und 100nM
5-MeOT Il6sten in den Speicheldrisen lediglich eine Negativierung aus
(Abb. 3.20 E). Methysergid (3 uM) produzierte hingegen eine sehr komplexe TEP-
Antwort in den  Speicheldrisen (Abb. 3.20 F). Ausgehend von den
pharmakologischen Daten, die mit den heterolog exprimierten Rezeptoren erhalten
wurden, sollte Methysergid bei dieser Konzentration lediglich einen agonistischen
Effekt auf den Cv5-HT7-Rezeptor austiben. In den Speicheldriisen konnte jedoch
eine negative Phase beobachtet werden, die beim Auswaschen der Substanz Uber
Ozillationen in eine transiente Positivierung Ubergeht. Interessanterweise konnte
bei einer nachfolgenden Stimulation mit 30 nM 5-HT ausnahmslos eine vergrofSerte
negative TEP-Phase beobachtet werden, wahrend die positive Phase anscheinend
unverdndert blieb (Abb. 3.20 F).

Die pharmakologischen Untersuchungen mit den heterolog exprimierten Cv5-HTaan-
und Cv5-HT7-Rezeptoren deuteten far einige Antagonisten eine
Rezeptorsubtypen-Selektivitdit an. Es wurden verschiedene Substanzen getestet
(Clozapin, Cyproheptadin, Methysergid, Methiothepin und Spiperon). Von allen
getesteten Substanzen war lediglich Clozapin (1 uM) in der Lage, die positive
TEP-Phase vollstandig und selektiv zu blockieren (Abb. 3.21 A). Die Hemmung war
zwar reversibel, es dauerte allerdings etwa 40 min bis die biphasische Antwort auf
den Teststimulus mit 30 nM 5-HT wieder vollstédndig hergestellt war. Ftir Spiperon
konnte bei einer Konzentration von 1 uM, welche im heterologen System die vom
Cv5-HT7-Rezeptor induzierte Antwort vollstdndig blockierte, eine geringe Hemmung
der positiven Phase beobachtet werden (Abb. 3.21 B). Die Starke der Inhibition war
zwischen den einzelnen Driisen sehr variabel. Cyproheptadin (1 uM) zeigte einen
ausgepragten inhibitorischen Effekt auf beide TEP-Phasen (Abb 3.21 C). Die
Applikation von 1 uM Methiothepin, welches im heterologen System als
Cv5-HTaan-Antagonist wirkte, hemmte die positive TEP-Phase der 5-HT induzierten
Antwort vollstandig. Auf die negative Phase hingegen hatte Methiothepin keinen
oder nur einen geringen Einfluss (Abb. 3.21 D). Die Speicheldriisen zeigten aber auf

nachfolgende 5-HT-Stimuli keine Antwort.
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Abb. 3.20: Wirkung von AS 19, R-(+)-Lisurid, 5-CT, 5-MeOT und Methysergid auf den
Verlauf des TEP in den Speicheldriisen von Calliphora vicina
Eine initiale Perfusion der Driisen mit 30 nM 5-HT l6ste die typische biphasische
TEP-Antwort aus. Die Zeitpunkte und die Dauer der Applikation der einzelnen
Substanzen jeweils durch Balken gekennzeichnet. Die gezeigten TEP-Antworten
konnten in mindestens drei unabhéngigen Experimenten repliziert werden. Alle
Experimente wurden in Normal-Ringer durchgeftihrt.
A Die Applikation von 100 uM AS 19 fiihrte zu einer reversiblen Positivierung.
B 30 nM R-(+)-Lisurid 16ste eine irreversible TEP-Positivierung aus.
C Wahrend 300 nM 5-CT eine reversible Positivierung auslést, wird bei
D Konzentrationen von = 1uM 5-CT ein biphasisches TEP ausgelost.
E Eine Negativierung im TEP liefS sich nach der Applikation von 30 und 100 nM
5-MeOT beobachten. F Wenn 3 uM Methysergid appliziert wurde, kam es zu
einer biphasischen Antwort mit Oszillationen.
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Abb. 3.21 Wirkung einiger der 5-HT-Rezeptorantagonisten auf den Verlauf des TEP

Dargestellt sind die Wirkungen verschiedener Antagonisten auf den Verlauf der
durch 30nM 5-HT ausgelésten TEP-Anderungen in Speicheldriisen von
Calliphora vicina. Die Dauer der Applikation der einzelnen Substanzen ist jeweils
durch Balken gekennzeichnet. Die gezeigten TEP-Antworten konnten in
mindestens vier unabhangigen Experimenten repliziert werden. Alle Experimente
wurden in Normal-Ringer durchgefthrt.

A 1 uM Clozapin fuhrte zu einer kompletten, aber reversiblen Hemmung der
positiven Phase der 5-HT-induzierten TEP-Antwort.
B Spiperon (1 uM)  verringerte die  Positivierung der S5-HT-Antwort.
C1uM Cyproheptadin blockierte beide Phasen des TEP.
D) Die Applikation von 3 uM Methiothepin blockierte irreversibel beide Phasen der
S5-HT-Antwort.
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4. Diskussion

In der Schmeifsfliege Calliphora vicina stimuliert 5-HT als Neurohormon die
Elektrolyt- und Flussigkeitssekretion in den Speicheldriisen (Berridge & Patel,
1968). Sir Michael Berridge und Kollegen untersuchten in den 1970igern und
80igern die intrazelluldren Vorgange, die zwischen der Aktivierung der
Oberflachenrezeptoren durch S5-HT und der Aktivierung der
Ionentransportmechanismen stattfinden. Dabei vermuteten sie, dass der
gleichzeitige Anstieg der [Ca2*]; und [cAMP]; in den sekretorischen Zellen durch die
Aktivierung von mindestens zwei verschiedenen Serotoninrezeptorsubtypen
ausgelost wird. Wahrend einer tiber die Phospholipase C den IP3/Ca2+-Signalweg
aktiviert, ist der andere Uber eine Adenylylzyklase an den cAMP/PKA-Signalweg
gekoppelt (Berridge, 1981; Berridge & Heslop, 1981). Neuere Studien
(Schmidt et al.,, 2008; Voss et al, 2010; Heindorff et al., 2012) lassen zudem
vermuten, dass die beiden Signalwege nicht unabhangig voneinander agieren,
sondern sich gegenseitig durch positive crosstalk-Mechanismen beeinflussen.
Berridge und Heslop beschrieben schon 1981 Substanzen, mit denen sich
vornehmlich entweder eine Ca2+-vermittelte oder cAMP-vermittelte Antwort auslosen
lassen. Trotz der intensiven Arbeit zur Aufklarung der intrazelluldren Signalwege in
den Speicheldrisen von Calliphora vicina war bislang die molekulare Identitat der
S-HT-Rezeptorsubtypen unbekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,
die cDNAs serotonerger Rezeptoren aus Calliphora Speicheldriisen zu klonieren, die
Rezeptoren funktionell zu charakterisieren und Substanzen zur selektiven
Aktivierung oder Inaktivierung eines Rezeptorsubtypes zu identifizieren.

In der folgenden Diskussion sollen zunéchst die strukturellen Eigenschaften der
cDNAs und Aminosduresequenzen dieser Rezeptoren betrachtet werden. Weiterhin
wird  diskutiert, ob durch alternatives  SpleifSen die Vielfalt an
S-HT-Rezeptorvarianten weiter erhoht wird. Neben der Expression der
Rezeptor-mRNAs und der Verteilung der Rezeptorproteine in der Speicheldriise wird
die funktionelle Kopplung der Rezeptoren an intrazelluldre Signalwege sowie die
Pharmakologie der Rezeptoren ausfihrlich diskutiert und verglichen. Dabei soll
besonders auf die Ubertragbarkeit der pharmakologischen Daten, die mit Hilfe des
heterologen Expressionssystems erhalten wurden, auf native Gewebe eingegangen
werden. Abschlieffend werden in einem Ausblick Ansatzmoglichkeiten far

weiterfihrende Experimente aufgezeigt.



4. Diskussion 76

4.1 Strukturelle Eigenschaften der cDNAs sowie der
Aminosauresequenzen

Im Gegensatz zu vielen anderen Modellorganismen (z. B. Apis mellifera,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und Tribolium castaneum) ist das
Genom von Calliphora vicina bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sequenziert. Zur
Identifizierung von Rezeptorsequenzen konnte deshalb keine Genomanalyse genutzt
werden, sondern die Sequenzen mussten alternativ ermittelt werden. In
PCR-Experimenten mit degenerierten Primern konnten erste rezeptorspezifische
Fragmente amplifiziert werden. Mit dem Einsatz weiterer PCR-Techniken gelang
dann die Amplifikation der vollstdndigen cDNAs eines S5-HT.- und eines
S5-HT7-Rezeptors. In der abgeleiteten Aminosduresequenz beider Rezeptoren finden
sich viele konservierte Aminosdurereste bzw. Sequenzbereiche, die fir die
strukturelle Stabilitdt, die Aktivierung und die Signaltransduktion von G-Protein-
gekoppelten 5-HT-Rezeptoren essentiell sind. Einige davon sollen im Folgenden

naher betrachtet werden.

4.1.1 Die heptahelikale Struktur

Ein grundlegendes Merkmal aller GPCRs ist das Vorhandensein von sieben
hydrophoben, membrandurchspannenden a-Helices. Diese Transmembran-
doménen sind durch alternierende intra- und extrazelluldre Schleifen verbunden.
Der N-Terminus liegt extrazellular und der C-Terminus ist im Zytosol lokalisiert.
Strukturelle Analysen bestédtigten das Vorhandensein dieser charakteristischen
Merkmale sowohl fiir den Cv-5HT2q- als auch den Cv5-HT7-Rezeptor und erlauben
somit die Einordnung der Rezeptoren in die GPCR-Supergenfamilie.

Interessanterweise offenbarte die Hydropathieanalyse fir den Cv5-HT7-Rezeptor im
N-Terminus die Existenz einer weiteren hydrophoben Doméne. Diese Besonderheit
lasst sich auch bei anderen GPCRs mit langem N-Terminus nachweisen. So
besitzen der Dm5-HT7 (Witz et al,, 1990) und der Aa5-HT7 (Pietrantonio et al., 2001)
aber auch eine Vielzahl anderer GPCRs der Klasse A, wie der Tyraminrezeptor aus
Drosophila melanogaster (Saudou et al, 1990) oder der Thyrotropinrezeptor aus
Canis lupus (Parmentier et al, 1989) einen achten hydrophoben Bereich in ihrer
Aminosduresequenz. Die Funktion dieser zuséatzlichen hydrophoben Region ist
unbekannt. Es wird spekuliert, dass dieser Bereich eine Signalsequenz darstellt, die

moglicherweise abgespalten wird (Baxter & Barker, 1999; Saudou et al., 1992).
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Als weitere strukturelle Besonderheiten sollen noch die ungewohnliche lange dritte
zytoplasmatische Schleife des Cv5-HT., sowie die Uberdurchschnittlich langen
N-Termini beider Rezeptoren erwdhnt werden. Wahrend die ICL3 bei den meisten
GPCRs eine Lange von etwa 70-80 Aminosdureresten aufweist, umfasst sie beim
Cv5-HT2q 413 Reste. Eine dhnlich lange ICL3 besitzen auch die 5-HT»>-Rezeptoren
von Lymnaea stagnalis (Gerhardt et al., 1996) und Drosophila melanogaster
(Colas et al., 1995). Mutationsstudien an muskarinischen Rezeptoren zeigten, dass
nur die N- und C-terminalen Bereiche der Schleife fir eine funktionelle Kopplung
an G-Proteine notwendig sind (Wess et al, 1997). Lange Schleifen kénnen
zahlreiche Phosphorylierungsstellen enthalten. An diesen kann eine Agonist- oder
second-messenger-abhéangige Phosphorylierung stattfinden (Liggett et al, 1992;
Lembo & Albert, 1995; Namkung & Sibley, 2004), welche zur Desensitisierung des
Rezeptors fihrt (Tsuga et al.,, 1998; Haga et al, 2002). Moéglicherweise enthalt der
zentrale Bereich der ICL3 auch Interaktionsstellen flir regulatorische Proteine,
welche die SignalUbertragung beeinflussen. So wurde nachgewiesen, dass
RGS-Proteine (regulators of G-protein signalling) und Gg, direkt an die ICL3 von
5-HTia-und 5-HT2a-Rezeptoren (Ghavami et al, 2004) und Gg, an die ICL2 von
5-HTia-Rezeptoren (Kushwaha et al, 2006) binden wund dadurch die
Signalweiterleitung tiber Gq-Proteine modulieren.

Beide Calliphora-5-HT-Rezeptoren besitzen eine relativ lange N-terminale Region,
die bei Cv5-HT.q 533 Aminosaurereste und bei Cv5-HT7; 276 Amniosdurereste
umfasst. Dies ist ungewo6hnlich, da aminerge Rezeptoren zumeist einen kurzen N-
Terminus besitzen (Strader et al., 1995; Probst et al., 1992). Allerdings weisen auch
die 5-HT»-Rezeptoren von Lymnaea stagnalis und Drosophila melanogaster einen
auflerst langen N-Terminus auf. Moglicherweise enthalten diese Bereiche

Signalpeptide, die abgespalten werden.

4.1.2 Betrachtungen zu einigen konservierten Sequenzmotiven

Vergleicht man die Aminosduresequenzen der beiden Rezeptoren mit denen von
anderen bekannten Serotoninrezeptoren, lassen sich in den TM 2, 5 und 7 viele der
bei 5-HT-Rezeptoren konservierten Aminosdurereste identifizieren. Diese
konservierten Aminosduren spielen unter anderem fir die Rezeptorstabilitat, die
Ligandenbindung und die G-Protein-Aktivierung eine wichtige Rolle. Das bei GPCRs
hoch-konservierte NPXXY-Motiv am zytoplasmatischen Ende der TM7 besitzt eine
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Schlusselfunktion bei der Rezeptoraktivierung. Erwartungsgemaf 1asst sich dieses
Motiv auch in beiden Rezeptoren nachweisen.

Erstaunlicherweise enden alle bislang charakterisierten Insekten-5-HT7-Rezeptoren
auf der Aminosaurenabfolge Glu-Ser-Phe-Leu. Dieses Motiv konnte auch in der
Sequenz des Cv5-HT7 identifiziert werden und stellt moglicherweise ein Klasse I
Bindemotiv fir PDZ-Domaéanen-Proteine dar (Sheng & Sala, 2001). Dies lasst
vermuten, dass der Rezeptor als Adapter fungiert und Signalmolektile zu einem
Signaltranduktionskomplex organisiert (Sheng & Sala, 2001; Bockaert et al., 2003).
PDZ-Doménen Proteine beeinflussen die Lokalisation, die Signaltransduktion sowie
die Desensitisierung und Internalisierung von GPCRs (Sheng & Sala, 2001;
Bockaert et al, 2003). Bechamel et al (2004) konnten fir humane
S5-HT2a,c-Rezeptoren eine PDZ-Bindedoméne im C-Terminus und deren Interaktion
mit PDZ-Proteinen nachweisen. Fur Insekten-5-HT7-Rezeptoren wurde eine solche
Interaktion noch nicht untersucht.

Die zytoplasmatischen Bereiche der TM 3 und TM 6 sind in inaktiven GPCRs in
rdumlicher Néahe, bei Rezeptoraktivierung findet eine Konformationsdnderung statt,
welche die TM auseinanderrticken lasst (Kroeze et al.,, 2002; Shapiro et al., 2002).
Das konservierte DRY-Motiv an der Grenze der TM 3 zur ICL2 ist an der
Vermittlung dieses Vorgangs mafdgeblich beteiligt. Der konservierte Argininrest (R)
in TM 3 interagiert dabei mit dem benachbarten Aspartatrest (D) und einem
konservierten Glutamat in der TM 6. Mutationen, die diese Triade verandern, 16sten
in Saugetierrezeptoren konstitutive Aktivitdt aus (Shapiro et al, 2002). Die
Konservierung der einzelnen Aminosdurereste dieses Motivs ist sehr
unterschiedlich. Flur das Arginin ist die Konservierung mit 96 % am hdéchsten. Die
Positionen des Aspartats und Tyrosins sind dagegen nur mit 66 bzw. 67 %iger
Wahrscheinlichkeit konserviert (Mirzadegan et al, 2003). Wéahrend im
Cv5-HT7.Rezeptor das DRY-Motiv unverdndert vorliegt, ist beim Cv5-HT2q-Rezeptor
der Asparaginrest durch einen Glycinrest (Ge2s) ersetzt. Eine dhnliche Substitution
wurde auch fir den Dm5-HT2, und den AmS-HTsq berichtet und ist méglicherweise
ein typisches Merkmal fir Insekten-5-HT..-Rezeptoren. Interessanterweise findet
man das QIYATL-Motiv aus der TM 5 des Cv5-HT7-Rezeptors ausschliefSlich in
Invertebraten-5-HT7 Rezeptoren (Lee et al, 2009). Welche Funktion dieses stark

konservierte Motiv haben kénnte, ist bisher unbekannt.
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4.1.3 Alternatives Spleifien

Die Gene fir Serotoninrezeptoren lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Solche,
die durch ein einzelnes Exon kodiert werden wie z.B. die 5-HTia..r-Rezeptoren des
Menschen (Kobilka et al., 1987; Fargin et al., 1988) und solche, die durch Introns
unterbrochen werden wie z. B. der menschliche 5-HT2-Rezeptor (Chen et al., 1992).
Fur Rezeptoren die Introns enthalten, kénnen durch alternatives SpleifSen der
pra-mRNA verschiedene Spleifivarianten eines Rezeptorsubtypes produziert werden
(Heidmann et al.,, 1997). Bei dieser posttranslationalen Modifikation kénnen aus der
pra-mRNA ein oder mehrere komplette Exons entfernt werden, Introns beibehalten
werden oder auch alternative Exons verwendet werden (Black, 2003). Durch diesen
Prozess wird die Rezeptorvariabilitdt entscheidend erhéht. Alternatives SpleifSen
wurde fir eine Vielzahl von Vertebraten-Rezeptor-mRNAs beschrieben (Matthes et
al.,, 1993; Monsma et al, 1993; Canton et al.,, 1996; Heidmann et al., 1997), aber
auch bei Invertebraten konnte diese Form der mRNA-Prozessierung nachgewiesen
werden. So werden zum Beispiel die AmS-HTaq- und AmS-HTog-Rezeptoren (Thamm,
2009) sowie der PeaDop2-Rezeptor (Troppmann, 2009) alternativ gespleifst. Far
Cv5-HT2q konnten zwei verschiedene Varianten des Rezeptors kloniert werden, die
sich in der Lange der ICL3 unterscheiden. In der klrzen Variante des
Cv5-HTaq-Rezeptors fehlt ein Bereich aus der Mitte der ICL3. Alle fur die Struktur
und Funktion wichtigen Aminosduren sind jedoch vorhanden. Daher ist davon
auszugehen, dass diese Variante funktionsfihig ist. Die ICL3 der langen
Cv5-HTae-Variante ist mit 413 Aminosdureresten Uberdurchschnittlich lang. Es
kann daher vermutet werden, dass es sich um eine unvollstdndig prozessierte
Rezeptorvariante handelt. Bei PCR-Experimenten wurde die langere Variante
durchgéangig deutlich starker amplifiziert. Moglicherweise ist die Synthese der
Rezeptor-pra-mRNA deutlich schneller als die mRNA-Editierung, wodurch die
langere Variante der Rezeptor-mRNA akkumuliert.

Fur den Cv5-HT7-Rezeptor wurden keine alternativ gespleifSten mRNAs gefunden.
Dies ist kongruent zu den Ergebnissen fir den AmS5-HT7-Rezeptor. Obwohl dieser
aus mehreren Exons gebildet wird, konnte fir diesen Rezeptor ebenfalls kein

alternatives Spleifien nachgewiesen werden (Schlenstedt, 2005).
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4.1.4 Posttranslationale Modifikationen

In lebenden Zellen unterliegen synthetisierte Proteine oft vielfaltigen
posttranslationalen = Veranderungen wie zum  Beispiel Glykosylierungen,
Palmitoylierungen, Methylierungen, Ubiquitinierungen und Phosphorylierungen.
Diese Proteinmodifikationen kénnen unter anderem die Funktionalitat und Aktivitat
von Membranproteinen mafsgeblich beeinflussen.

Bei der Glykosylierung werden einem Protein an bestimmten Aminos&dureresten
Oligosaccharidketten hinzugefligt. Man unterscheidet dabei, je nachdem an
welchem  Aminosdurerest dies  geschieht, O- und  N-Glykosylierung.
N-Glykosylierungen finden an  Asparaginresten innerhalb konservierter
Konsensussequenzen statt. Es wird vermutet, dass diese Modifikation eine wichtige
Rolle fur Proteinfaltung, -stabilitat, -targeting sowie fur Zell-Zellkontakte spielt und
moglicherweise auch eine regulatorische Rolle bei der Signaltransduktion
Ubernimmt (Rands et al., 1990; Davis et al, 1995). Fur beide in dieser Arbeit
untersuchten Rezeptoren konnten im N-Terminus Konsensusstellen far
N-Glykosylierungen (17 fir Cv5-HTz, und 11 far Cv5-HT7) identifiziert werden. In
Western-Blot-Analysen konnte eine Glykosylierung des heterolog exprimierten
Cv5-HT; nachgewiesen werden. Uber den  Glykosylierungsstatus des
Cv5-HTaq-Rezeptors ist keine Aussage moglich. In Ermangelung eines selektiven
Antikérpers konnte der Rezeptor weder in HEK-Zellen noch im nativen Gewebe
eindeutig identifiziert werden. Aufgrund der vielen putativen
N-Glykosylierungsstellen liegt aber die Vermutung nahe, dass auch dieser Rezeptor
glykosyliert wird.

Eine andere weit verbreitete posttranslationale Modifikation stellt das Anfligen von
langen Fettsdureketten, meist Palmitinsdure, im C-Terminus dar. Uber eine
kovalente Thioesterbindung wird die Fettsdure an konservierte Cysteinreste des
Proteins gebunden. Im C-Terminus von Cv5-HT:, und Cv5-HT7 befinden sich
konservierte Cysteine, die méglicherweise palmitoyliert werden kénnten. Uber eine
Palmitoylierung wiirde der C-Terminus in der Plasmamembran verankert werden.
Dies wurde zur Bildung einer zusatzlichen intrazelluldren Schleife fihren
(Ponimaskin et al, 2002). Funktionell kann eine solche Palmitoylierung die
Kopplung an G-Proteine (Moffett et al., 1993; Hayashi & Haga, 1997;
Papoucheva et al., 2004) und den korrekten Transport der Rezeptorproteine zur
Plasmamembran beeinflussen (Ng et al., 1994; Renner et al, 2007). Weiterhin
konnte fir die Cystein-Palmitoylierung eine modulierende Funktion auf

Desensitisierungsvorgange (Moffett et al., 1993; Ponimaskin et al., 2005) oder die
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Rezeptoroligomerisierung (Kobe et al., 2008) nachgewiesen werden. Ob die in dieser
Arbeit untersuchten 5-HT-Rezeptoren von Calliphora palmitoyliert werden und
welche Funktion diese Palmitoylierung erfallt, musste in weiterfihrenden
Experimenten untersucht werden.

Zusatzlich  werden GPCRs haufig durch unterschiedliche Kinasen
(second messenger-abhéngige Proteinkinasen wie PKA und PKC sowie GRKs)
phosphoryliert. Eine solche Phosphorylierung wird meist als Antwort auf die
Bindung eines Agonisten ausgelost (Ferguson, 2001). Die Analyse der
Aminosduresequenz des Cv5-HTz« und Cv5-HT7; ergaben eine Vielzahl von
Konsensussequenzen fir die Phosphorylierung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
experimentell nicht untersucht, ob und durch welche Enzyme Phosphorylierungen
stattfinden. Funktionell wirkt eine Phosphorylierung meist regulatorisch auf die
Rezeptordesensitisierung (Raymond & Olsen, 1994) und -internalisierung
(Ferguson & Caron, 1998). Es ware aber auch moglich, dass Agonist-induzierte
Phosphorylierungen die Rezeptoren von den G-Protein-abhingigen Signalkaskaden
entkoppeln. Dadurch kénnen G-Protein-unabhéngige Signalwege aktiviert werden,
wie far den PB.-adrenergen Rezeptor gezeigt werden konnte (Luttrell & Letkowitz,

2002).

4.2 Funktionelle Charakterisierung der heterolog
exprimierten 5-HT-Rezeptoren

Fur die funktionelle Charakterisierung und pharmakologische Analyse wurden die
Cv5-ht2a- und Cuv5-ht7-cDNAs stabil in das Genom von HEK 293-Zellen integriert.
Dieser experimentelle Ansatz wurde in der Vergangenheit schon erfolgreich in
mehreren anderen Studien zur Charakterisierung verschiedener aminerger
Rezeptoren von Insekten angewendet (Blenau et al., 1998; 2000; Grohmann et al.,
2003; Schlenstedt et al., 2006; Rotte et al.,, 2009; Troppmann et al., 2010; Thamm
et al., 2010). Far den Cv5-HT2.-Rezeptor gestaltete sich die Transfektion und stabile
Expression des Rezeptors in seiner gesamten Linge als &auflert schwierig.
Moglicherweise beeinflusst der lange N-Terminus des Rezeptors eine erfolgreiche
Expression. Fur andere Serotoninrezeptoren mit einem tiberdurchschnittlich langen
N-Terminus wurden ebenfalls Expressionsprobleme berichtet (Saudou et al., 1992;
Gerhardt et al., 1996). Eine Verkurzung der N-terminalen Bereiche flihrte sowohl
fur die 5-HTia- und S5-HTis-Rezeptoren aus Drosophila als auch fur den

5-HT2-Rezeptor aus Lymnaea stagnalis zu einer deutlichen Erhéhung der
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Expressionsraten (Saudou et al.,, 1992; Gerhardt et al, 1996). Es wurde daher fir
den Cv5-HTae-Rezeptor eine trunkierte Variante konstruiert, bei welcher der
Rezeptor N-terminal um 468 Aminosduren verklirzt wurde. Der noch verbliebene
Bereich vor Beginn der ersten Transmembrandoméne entsprach nun in etwa der
Lange anderer 5-HT.-Rezeptoren. Mit der trunkierten Rezeptorvariante Cv5-HTaan
gelang letztlich die stabile Expression des Rezeptorproteins in HEK 293-Zellen.
Studien an D1-Rezeptoren von Drosophila (Gotzes & Baumann, 1996) und
5-HT»>-Rezeptoren der Ratte (Buck, 1991) zeigten, dass eine Deletion der
N-terminalen Bereiche bis kurz vor Beginn der ersten Transmembrandoméane die
funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften der Rezeptoren nicht
mafdigeblich beeinflusst. Beim DmS5-HT., hingegen fiihrte eine einzelne
Punktmutation (Schaerlinger et al, 2007) oder die vollstindige Trunkierung des
N-Terminus (Colas et al.,, 1997) zu einer signifikanten Zunahme der Affinitat far
Serotonin. Dies lasst vermuten, dass der N-Terminus indirekt an der
Ligandbindung beteiligt ist, z. B. durch die Beeinflussung der Konformation der
Ligandenbindungstasche fiir Serotonin.

Im heterologen System konnte die Rezeptorexpression nur fur Cv5-HT7 durch
Western-Blot-Analysen und immunzytochemisch nachgewiesen werden. Der
Nachweis der Expression von Cv5-HTauw konnte in Ermangelung eines geeigneten
Antikérpers nur Uber einen funktionellen Assay erfolgen. Mit Hilfe von Calcium-
Imaging wurde daher Uberprift, ob die untersuchten Zellen auf die Gabe eines

Agonisten mit einer Erhéhung der [Ca2*]; reagierten.

4.2.1 Der Cv5-HT2an-Rezeptor ist ein funktioneller Serotoninrezeptor

Rezeptoren der 5-HT.-Klasse koppeln tiber Gq/11-Proteine an die PLC und 16sen bei
Aktivierung IPs-vermittelt eine Erh6hung der [Ca2*]; aus (Hoyer, 2002).

Eine spezifische Erhéhung der [Ca2*|; konnte in Cv5-HTaun-exprimierenden Zellen
nur von S-HT ausgelost werden. Interessanterweise verursachte Histamin in
transfizierten und nicht transfizierten HEK-Zellen ebenfalls einen signifikanten
Anstieg der [Ca?*];. Dies ist hochstwahrscheinlich auf die Aktivierung von
endogenen Rezeptoren in den HEK 293-Zellen zurlUckzufiihren. Die von
Atwood et al. (2011) untersuchten Expressionsprofile endogener Rezeptoren in
HEK 293-Zellen zeigten, dass u. a. auch aminerge Rezeptoren (verschiedene
Dopamin-, Serotonin- und Histaminrezeptoren) exprimiert werden. Eine Erhéhung

der [Ca2?*]; kann in HEK 293-Zellen z. B. durch die Aktivierung des endogenen Hi-
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Histamin-Rezeptor hervorrufen werden (Vetter & Lewis, 2010). Zusatzlich sind die
HEK 293-Zellen in der Lage sich aufgrund des geringen Selektionsdrucks zu
verdndern (Friedman et al.,, 2002, Clark & Baro, 2007) und neben den bekannten
endogenen Rezeptoren noch weitere Rezeptoren zu exprimieren (A. Baumann,
personliche Mitteilung). Dies kann zum Beispiel auch zur Expression von
endogenen aminergen Rezeptoren flihren, welche einen Dopamin- bzw. Octopamin-
induzierten Anstieg der [cAMP]; verursachen (Rotte et al, 2009). Auf nicht
transfizierte HEK 293-Zellen der in dieser Arbeit verwendeten Zellcharge zeigte
Serotonin keinerlei Wirkung. Die beobachtete selektive Affinitdt far S5-HT
ermoglichte eine pharmakologische Analyse der transfizierten Cv53-HTaun-Zellinie.
Serotonin bewirkt eine konzentrationsabhangige Zunahme der [Ca2‘]; mit einem
ECso-Wert von 24 nM. Cv5-HTawv kann daher als funktioneller 5-HT»>-Rezeptor
eingestuft werden. Der ermittelte ECso-Wert des CvS-HTauwn-Rezeptors liegt im
Bereich der ECso-Werte, die fir 5-HT:-Rezeptoren anderer Invertebraten
beschrieben wurden. Die Werte der Rezeptoren aus Panulirus interruptus (5-HT2gpan)
und Procambarus clarkii (5-HTagpro) sind mit 52 bzw. 27 nM (Spitzer et al, 2008)
dem far Calliphora sehr dhnlich. Lymnaea stagnalis besitzt mit 113,9 nM (Gerhardt
et al., 1996) einen 4-mal so hohen ECso-Wert. AmS5-HToq und AmS-HTsg mit ECso-
Werten mit 27 nM und 17 nM werden bei &hnlichen Konzentrationen wie Cv5-HTaan

halbmaximal aktiviert (M. Thamm, personliche Mitteilung).

4.2.2 Der Cv5-HT7-Rezeptor ist ein funktioneller Serotoninrezeptor

Es konnte gezeigt werden, dass der Cv5-HT7-Rezeptor spezifisch auf Serotonin mit
einer Erh6hung der [cAMP]; reagiert, wobei der ECso-Wert fir 5-HT bei 4,1 nM liegt.
Dieser Wert ist rund sechsfach geringer als der fir den Cv5-HTaan-Rezeptor, ist aber
mit den ECso-Werten anderer 5-HT7-Rezeptoren aus Vertebraten und Invertebraten
vergleichbar. Von allen bisher charakterisierten Invertebraten-5-HT7-Rezeptoren
liegt der ECso-Wert fir Apis mellifera mit 1,06 nM (Schlenstedt et al, 2006) am
niedrigsten. Der 5-HT7-Rezeptor von Aedes aegypti zeigt eine halbmaximale
Stimulierung bei 39,5 nM 5-HT (Lee & Pietrantonio, 2003). Fur den orthologen
Rezeptor von Drosophila wurde ein Wert von 60 nM 5-HT ermittelt (Witz et al,
1990). Die ECso-Werte flir den 5-HT: Rezeptor des Nematoden
Caenorhabditis elegans und der Meeresschnecke Aplysia californica sind mit
7,53 nM (Hobson et al.,, 2003) bzw. 6 nM (Lee et al., 2009) sogar fast identisch mit

dem fur Calliphora vicina ermittelten Wert. 5-HT7-Rezeptoren aus Saugetieren
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hingegen scheinen erst bei wesentlich héheren 5-HT-Konzentrationen halbmaximal
aktiviert zu werden (Bard et al., 1993; Shen et al., 1993; Adham et al., 1998).
Physiologische Untersuchungen an der Speicheldriise von Calliphora vicina haben
gezeigt, dass Histamin in millimolaren Konzentrationen sowohl den cAMP-Weg als
auch den [Ca?*|;-Weg aktiviert (Schmidt, 20006). Interessanterweise 16ste Histamin in
den Cv5-HT7-exprimierenden Zellen in der unphysiologisch hohen Konzentration
von 10 mM eine signifikante Erhéhung der [cAMP]; aus, die in etwa der durch
1 uM 5-HT ausgelosten Antwort entspricht. Der in den Speicheldriisen beobachtete
Histamineffekt kénnte Uber die Aktivierung eines spezifischen Histaminrezeptor
erfolgen. Bislang wurde jedoch noch kein metabotroper Histaminrezeptor von
Invertebraten kloniert und charakterisiert. Die extrem hohe Histaminkonzentration,
die zur Auslésung einer Ca2+*-Antwort nétig ist und die Tatsache, dass bisher keine
Histaminrezeptoren in den Speicheldriisen von Calliphora nachgewiesen werden
konnten, spricht allerdings daftir, dass Histamin wunspezifisch Uber die
5-HT-Rezeptoren wirkt.

Viele 5-HT-Rezeptoren der Vertebraten und Invertebraten zeigen konstitutive
Aktivitat (Krobert & Levy, 2002; Seifert & Wenzel-Seifert, 2002; Hobson et al., 2003;
Schlenstedt et al.,, 2006; Troppmann et al, 2010). Die im Rahmen dieser Arbeit
gewonnen Ergebnisse lassen jedoch keinen Ruckschluss auf eine konstitutive

Aktivitat zu.

4.2.3 Pharmakologie der rekombinanten Rezeptoren

Fur beide rekombinanten Rezeptoren wurde ein umfangreiches pharmakologisches
Profil erstellt. Bei den getesteten Rezeptorliganden handelt es sich hauptsachlich
um bekannte Agonisten und Antagonisten von 5-HT-Rezeptoren der Vertebraten,
die teilweise auch schon zur Charakterisierung von 5-HT-Rezeptoren verschiedener

Invertebraten eingesetzt wurden.

Agonisten

Von den verwendeten synthetischen Agonisten zeigen nur 5-CT, 5-MeOT und
8-OH-DPAT eine deutliche agonistische Wirkung am Cv5-HTaw-Rezeptor. Im
Vergleich zu Serotonin besitzen sie allerdings eine geringe Affinitdt und Effektivitat.
Untersuchungen an 5-HT»>-Rezeptoren aus Apis mellifera (AmS-HTz,; Thamm,
2009), Panulirus interruptus (5-HTogpan) und  Procambarus clarkii  (5-HTappro)

ermittelten dhnliche Affinitdten fir diese Rezeptorliganden (Spitzer et al.,, 2008).
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Keine der getesteten Substanzen scheint als selektiver Agonist fir den
Cv5-HTaan-Rezeptor zu wirken. Allerdings zeigt 5-MeOT eine hohere Affinitat fir
Cv5-HTaun als far Cv5-HT7. Konzentrationen von <100 nM wirden daher nur den

S5-HT»-Rezeptor aktivieren.

Auf den Cv5-HT7-Rezeptor wirkten alle getesteten Sustanzen aktivierend. Die
Effektivitdten waren jedoch &ufSerst niedrig. Wahrend fir 5-HT und R-(+)-Lisurid
nanomolare ECso-Werte ermittelt wurden, liegt die Affinitdt des Rezeptors flr alle
weiteren Substanzen deutlich niedriger, mit 10 bis 1500fach héheren ECso-Werten.
Alle bisher charakterisierten 5-HT7-Rezeptoren der Wirbeltiere besitzen eine héhere
Affinitat fur 5-CT als fur 5-HT (Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997). Bei
S5-HT7-Rezeptoren von Invertebraten hingegen ist die Affinitat fir 5-HT am héchsten
(Witz et al., 1990; Lee & Pietrantonio, 2003; Schlenstedt et al., 2006). Dies konnte
auch fur den Cv5-HT7 ermittelt werden.

Fur den Cv5-HT7-Rezeptor konnten die 5-HT-Rezeptorliganden AS 19, R-(+)-Lisurid
und Methysergid als selektive Agonisten identifiziert werden. Der 5-HT7-Rezeptor
zeigte flur 5-CT eine hohere Affinitat als der 5-HTaon-Rezeptor. Bei Konzentrationen
<1 uM sollte deshalb eine selektive Aktivierung des 5-HT7-Rezeptor moglich sein.
Interessanterweise wirken alle getesteten Agonisten fur beide Rezeptoren als

partielle Agonisten.

Antagonisten

Der durch Serotonin induzierte Effekt auf den heterolog exprimierten
Cv5-HTaan-Rezeptor kann durch Methiothepin, Mianserin und Cyproheptadin
deutlich inhibiert werden. Wahrend Mianserin und Cyproheptadin den 5-HT-Effekt
um ca. 70 % reduzieren, inhibiert Methiothepin den Effekt fast vollstandig.

Im Vergleich mit anderen Invertebraten weist der 5-HT2un-Rezeptor flir Antagonisten
ein nahezu identisches pharmakologisches Profil wie die 5-HT2.-Rezeptoren aus
Drosophila melanogaster, Lymnaea stagnalis und Apis mellifera auf (Colas et al,
1995; Gerhardt et al., 1996; Thamm, 2009).

Eine selektive antagonistische Wirkung auf Cv5-HT.un-Rezeptoren zeigten nur
Methiothepin und Methysergid. Im Vergleich ist Methiothepin schon in viel
geringeren Konzentrationen wirksam und zudem deutlich effektiver als
Methysergid. In hoheren Konzentrationen (210 uM) wirkt Methiothepin allerdings
auch auf den Cv5-HT7-Rezeptor leicht inhibierend.
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Der stimulierende Effekt von 5-HT am heterolog exprimierten Cv5-HT7-Rezeptor
lasst sich durch Clozapin, Cinanserin, Prazosin und Spiperon, SB269970
blockieren. Die starkste inhibitorische Wirkung wurde mit Clozapin erzielt
(Reduzierung der Serotonin-Antwort um 77 %). Obwohl Methysergid normalerweise
bei Saugtieren als 5-HT>- und 5-HT:-Rezeptorantagonist wirkt, ist auf den
Cv5-HT7-Rezeptor erstaunlicherweise eine agonistische Wirkung zu beobachten.
Solche agonistischen Effekte wurden auch schon fir verschiedene
S5-HT-Rezeptorsubtypen beschrieben (Colpaert et al., 1979).

Das pharmakologische Profil des Cv5-HT7-Rezeptors unterscheidet sich deutlich
von dem anderer Invertebraten. So zeigen z. B. der AmS-HT7 und CeS-HT; eine
deutlich hohere Affinitat flir Methiothepin, wohingegen Clozapin am AmS-HT7 keine
Wirkung zeigte (Schlenstedt et al., 2006, Hobson et al., 2003).

In Konzentrationen von <1 uM sollten Cinanserin, Spiperon und Clozapin nur den
Cv5-HT7-Rezeptor blockieren. Der in Sdugetieren hochwirksame 5-HT7-Antagonist
SB269970 wirkt zwar schon bei nanomolaren Konzentrationen inhibierend auf
Cv5-HTy7, die Effektivitat ist allerdings &ufderst gering. Daher wurde diese Substanz

nicht als putativer Antagonist im nativen System getestet.

4.3 5-HT-Rezeptoren in den Speicheldriisen von Calliphora
vicina

4.3.1 Lokalisation der 5-HT-Rezeptoren

In RT-PCR-Analysen konnte die Cv5-ht2a-mRNA im Gehirn und in den
Speicheldriisen von Calliphora vicina nachgewiesen werden. Die Cv5-ht7-mRNA liefd
sich zuséatzlich noch in den Malpighischen Gefafien und der Flugmuskulatur
detektieren. Bei Periplaneta americana und Apis mellifera konnten in diesen
Geweben ebenfalls die Transkripte orthologer Rezeptoren nachgewiesen werden
(Schlenstedt et al, 2006; Troppmann, 2009). Im Gegensatz zur Cv5-ht2a-mRNA
konnten allerdings auch geringe Mengen der Am5-ht2a-mRNA in den Malpighischen
Gefaflen und der Flugmuskulatur identifiziert werden (Schlenstedt et al., 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten spezifische Antiseren gegen Teilstiicke des
N-Terminus und der ICL3 der Cv5-HT-Rezeptoren generiert werden. Mit Hilfe dieser
Antikorper sollte die Verteilung der Rezeptorproteine in der Speicheldriise
untersucht werden. Es konnte jedoch nur ein Antiserum genutzt werden, da nur

dieses spezifisch das Cv5-HT7-Protein in transfizierten HEK 293-Zellen und



4. Diskussion 87

Speicheldriisen- bzw. Gehirnhomogenaten erkennt. Das Antiserum gegen Epitope
im N-Terminus von Cv5-HT; markiert in den HEK-Zellen mehrere Proteinbanden
zwischen 60-80 kDa und eine weitere Bande bei etwa 50 kDa. Identische Banden
werden von einem anti-HA-Tag-Antikorper detektiert. Dagegen wird in
Speicheldriisengewebe sehr prominent ein Protein mit einem Molekulargewicht von
ca. 130 kDa detektiert. Wesentlich schwéacher wird eine weitere Proteinbande bei
ca. 70 kDa markiert. In Gehirnhomogenaten findet man zuséatzlich noch eine Bande
bei ca. 50 kDa. Die 70 kDa Proteinbande entpricht dabei in etwa dem errechneten
Molekulargewicht des Rezeptors (73,1 kDa). Es ist nicht ungewéhnlich, dass GPCRs
bei Western-Blot-Analysen aufgrund zahlreicher posttranslationaler Modifikationen
einen GrofSenunterschied zu ihrem erwarteten Molekulargewicht aufweisen. Die
Glykosylierung der 11 putativen N-Glykosylierungstellen im N-Terminus des
Rezeptors konnte die beobachtete Groflenzunahme erklaren. Meist wird das
Molekulargewicht durch Glykosylierungen um etwa 20-40 kDa erhoht. Die
N-Glykosylierung des orthologen 5-HT7-Rezeptors aus Apis mellifera fihrte zu einer
Molekulargewichtszunahme von ca. 14 kDa (Schlenstedt et al, 2006). Obwohl es
ungewOhnlich ist, dass Proteine so stark glykosyliert sind, dass ihr
Molekulargewicht verdoppelt wird, kann diese Moglichkeit nicht vollends
ausgeschlossen werden. Allerdings konnte durch ein PNGase F-Verdau keine
Verringerung des Molekulargewichts oder die Abnahme der Intensitdt der
hochmolekularen Bande festgestellt werden, wie es nach einer Deglykosylierung zu
erwarten ware.

Eine Oligomerisierung des Rezeptors konnte gegebenenfalls die groéfdere
Proteinbande erklaren. Dabei ware eine Homodimerisierung mit einem weiteren
Cv5-HT7-Rezeptormolektil oder eine Heterodimerisierung mit einem anderen
Rezeptor (z. B. Cv5-HT.q) denkbar. Erst kiirzlich wurde die Heterodimerisierung
eines 5-HT7-Rezeptors mit einem 5-HT:a-Rezeptor beschrieben (Renner et al., 2012).
Far andere 5-HT-Rezeptorsubtypen sind Homo- und Heterodimerisierungen
ebenfalls beschrieben worden (Xie et al., 1999; Herrick-Davis et al.,, 2004; 2005).
Trotz verschiedenster Behandlungen und Praparationsvarianten konnte bei den
Western-Blot-Analysen keine Verdnderung in der Intensitidt der 130- und der
70-kDa-Bande  detektiert  werden. Oft sind GPCR-Aggregate, deren
Molekulargewicht dem eines Dimers entspricht, nach einer SDS-Gelelektrophorese
noch im Gel detektierbar (Milligan, 2004). Falls dies auch hier der Fall ware, muisste
man ausgehend vom detektierten Verhéaltnis der beiden Banden annehmen, dass

der Grofdteil des Rezeptors als SDS-resistentes Dimer vorliegt.
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In Gewebeschnitten markiert derselbe Antikdérper ausschliefSlich die basolaterale
Plasmamembran und entspricht der Markierung fur die ebenfalls basolateral
lokalisierte Na*-K*-ATPase (Zimmermann et al., 2003). Diese Verteilung war so zu

erwarten.

4.3.2 Effekte der Agonisten und Antagonisten auf das TEP der
Speicheldriisen

Durch die pharmakologischen Experimente an den heterolog exprimierten
S-HT-Rezeptoren konnten Substanzen identifiziert werden, mit denen eine selektive
Aktivierung oder Inaktivierung des Cv5-HTaq bzw. Cv5-HT7-Rezeptors moglich ist.
Es galt nun herauszufinden, inwieweit sich diese Ergebnisse auch auf ein intaktes
Insektenorgan  Ubertragen lassen. Dies wurde Uber Messungen des
transepithelialen Potentials der Speicheldriisen von Calliphora vicina realisiert. Das
Ziel war einen Wirkstoff zu finden, der in einem Gewebe, in dem beide
Rezeptorsubtypen vorliegen, selektiv entweder auf den Cv5-HT.o- oder den
Cv5-HT7-Rezeptor wirkt. Von den getesteten Pharmaka wurden deshalb fir die
TEP-Messungen nur solche ausgewdhlt, die an den heterolog exprimierten
Rezeptoren subtypspezifsch wirkten.

In Folge einer Stimulation mit 30nM 5-HT zeigt das TEP von
Schmeifdfliegen-Speicheldriisen ein typischen biphasischen Verlauf.

Durch die 5-HT-Applikation wird zunéchst eine Ca2t*-abhangige Erhéhung der
Cl--Leitfahigkeit des Epithels ausgelost und fihrt zu einer Negativierung des TEPs.
Die sich anschliefSende Positivierung, welche beim Auswaschen der Liganden zu
beobachten ist, wird durch den cAMP-gesteuerten Kationentransport Utber die
Apikalmembran ausgeldést. Diese zeitlich verzégerten Anderung wird durch die
schnelle Aktivierung und Inaktivierung des Ca2+-Signalweges und die verzogerte
Aktivierung und Inaktivierung des cAMP-Signalweges hervorgerufen (Berridge &

Prince, 1971; 1972).

Agonisten

Die Pharmakologie der heterologen Rezeptoren liefS vermuten, dass 5-MeOT in
nanomolaren Konzentrationen eine selektive Aktivierung des Cv5-HT.. Rezeptors
ermoglicht. Mit Hilfe der TEP-Messungen an Speicheldrisen konnte diese
Vermutung bestéitigt werden. In Konzentrationen von 30-100 nM fahrt 5-MeOT

ausschliefSlich zu einer Negativierung des TEPs.
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AS 19 (100 uM) und R-(+)-Lisurid (30 nM), die im heterologen System als
Cv5-HT7-Agonisten identifiziert wurden, fihrten zu einer Positivierung des TEP.
Dies ist im Einklang mit einer selektiven Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges
Uber Cv5-HT7. Obwohl diese Substanzen in Konzentrationen appliziert wurden, die
in den Cv5-HT7-exprimierenden HEK 293-Zellen eine sattigende Antwort
hervorgerufen haben, war die beobachtete TEP-Antwort geringer als nach
Stimulation mit 30 nM 5-HT. Ebenso wie im heterologen System wirken beide
Substanzen nur als partielle Agonisten der Rezeptoren in den Speicheldriisen.

Die pharmakologischen Ergebnisse in HEK 293-Zellen liefSen vermuten, dass 5-CT
in niedrigen Konzentrationen selektiv den Cv5-HT7-Rezeptor aktiviert. Dies konnte
so auch in den Speicheldriisen beobachtet werden. Bei Konzentrationen von <3 uM
war nur ein positives TEP messbar, wihrend bei héheren Konzentrationen durch
Aktivierung beider Rezeptoren ein biphasisches TEP beobachtet wurde.

Wahrend AS 19 und 5-CT als reversible Agonisten wirken, 16st R-(+)-Lisurid eine
irreversible = TEP-Positivierung aus. Bei  Sekretionsmessungen an den
Speicheldriisen von Schaben flihrte R-(+)-Lisurid ebenfalls zu einer dauerhaften
Aktivierung der Speichelsekretion (Marg et al., 2004). Dies lasst vermuten, dass
R-(+)-Lisurid den Rezeptor entweder in einer permanent aktiven Konformation

stabilisiert oder die Ligandenbindung nahezu irreversibel ist.

Antagonisten

Methiothepin und Methysergid erméglichen in HEK 293-Zellen eine selektive
Hemmung des heterologen Cv5-HTaun-Rezeptors. In den Speicheldriisen fihrt die
Applikation von 1 uM Methiothepin zu einer nahezu vollstdndigen Blockierung der
positiven Phase der 5-HT-induzierten TEP-Antwort und zur partiellen Inhibierung
der negativen Phase. Bei nachfolgenden 5-HT-Applikationen konnte keine
Positivierung mehr nachgewiesen werde. Dies ldsst vermuten, dass Methiothepin
entweder irrversibel bindet oder aber schiadigende Einflisse auf die Speicheldriisen
ausubt. Eine inhibitorische Wirkung von Methiothepin wurde auch fur die
orthologen 5-HT7-Rezeptoren aus Caenorhabditis elegans (Hobson et al, 2003),
Apis mellifera (Schlenstedt et al, 2006) und dem Menschen (Knight et al, 2009)
gezeigt. Wider Erwarten fihrt die alleinige Applikation von Methysergid in den
Speicheldriisen von Calliphora vicina zu einer raschen Negativierung, die in
Oszillationen Utibergeht und zu einer langsamen Positivierung fihrt. Dies lasst sich
nur durch eine agonistische Wirkung der Substanz auf die beiden nativen
Rezeptoren erklaren und stellt einen deutlichen Widerspruch zu den an heterolog

exprimierten Rezeptoren etablierten pharmakologischen Profilen dar.
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Ausgehend von den pharmakologischen Profilen der Rezeptoren im heterologen
System sollten Clozapin, Cinanserin und Spiperon als spezifische Antagonisten des
Cv5-HT7-Rezeptors wirken. Von diesen Substanzen zeigte jedoch nur
Clozapin (1 uM) eine vollstdndige und selektive Hemmung der cAMP-induzierten
Positivierung des TEP. In Konzentrationen, die im heterologen System zu einer
vollstdndigen Inhibierung der Serotonin-Antwort fihrten, bewirkten Spiperon und
Cinanserin in der Speicheldriise nur eine partielle Inhibition der positiven Phase
des TEP und =zeigten mitunter auch schwache inhibitorische Effekte auf die

Negativierung des TEP.

Berridge und Heslop (1981) haben flir eine Reihe von Antagonisten deren Wirkung
auf die Sekretionsrate und IPs-Freisetzung bei Calliphora-Speicheldriisen getestet.
Die dabei verwendeteten Substanzen lieffen sich in zwei Gruppen unterteilen.
Antagonisten der einen Gruppe, z. B. Phentolamin, Cinanserin und Spiperon,
beeinflussten vornehmlich Rezeptoren, die tiber den cAMP-Weg wirken, wahrend die
andere Gruppe von Antagonisten, z. B. Methysergid und Yohimbin, hauptsachlich
die Aktivitat der Rezeptoren verringerten, die Ca2+-Signale auslosen. Die in dieser
Arbeit etablierten pharmakologischen Profile der heterolog exprimierten
S5-HT-Rezeptoren sowie die Ergebnisse der TEP-Experimente bestatigen die
Beobachtungen der klassischen Arbeit von Berridge und Heslop (1981)

weitestgehend.

4.4 Wie iibertragbar sind die pharmakologischen Daten der
heterologen Rezeptoren auf die in vivo-Pharmakologie?

In den Speicheldrtisen von Calliphora vicina 16sen 1-6 nM 5-HT eine halbmaximale
Antwort der cAMP-Produktion, der elektrischen Antwort und der
Flussigkeitssekretion aus (Berridge & Prince, 1972; Heslop & Berridge, 1980;
Rein et al., 2006). Dieser Wert ist in guter Ubereinstimmung mit den ECso-Wert von
4,1 nM, der fuar die Stimulation der cAMP-Synthese durch den heterolog
exprimierten Cv5-HT7 -Rezeptors ermittelt wurde. Im Gegensatz dazu benoétigt die
halbmaximale Aktivierung der S5-HT-induzierten Ca2+-Antworten in
Cv5-HTaan-exprimierenden HEK-Zellen etwa 10mal mehr Serotonin (ECso=24 nM)
als in Speicheldrtisen (ECs0=2,8 nM; Zimmermann & Walz, 1997). Die Expression
eines weiteren 5-HT»-Rezeptor mit einer hoéheren Affinitdt fir 5-HT wéare als

Erklarung fur diese Unterschiede durchaus denkbar. In vielen Zellen und Geweben
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konnten Wechselwirkungen zwischen dem I[P3/Ca2*- und dem cAMP-Signalweg
nachgewiesen werden (Rasmussen, 1980; Mons et al, 1998; Bruce et al., 2003).
Zahlreiche Indizien deuten darauf hin, dass auch in den sekretorischen Zellen der
Speicheldriisen von Calliphora eine Interaktion der beiden Signalwege auf
unterschiedlichen Stufen stattfindet (Heslop & Berridge, 1980; Schmidt et al., 2008;
Voss et al, 2010). So sensitisiert z. B. cAMP tber die PKA die IPs-regulierte
Ca2+-Freisetzung (Schmidt et al, 2008). Auch in Abwesenheit von 5-HT fahrt die
Erhéhung der [Ca2*]; zu einer Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges (Voss et al.,
2010). Eine Kopplung der beiden Signalwege, moglicherweise tiber ein komplexes
Netz von biochemischen Signalkaskaden, kann somit zu einer Potenzierung oder

Abschwachung der durch 5-HT oder andere Agonisten ausgeldsten Signale fihren.

Haufig sind die pharmakologischen Eigenschaften heterolog exprimierter
Rezeptoren nicht 1:1 auf komplexe physiologische Effekte in intakten Geweben,
Organen oder im Gesamtorganismus Ubertragbar. Dies wurde unter anderem auch
fir den menschlichen 5-HTip-Rezeptor (Zgombick et al.,, 1996) gezeigt. Fur die
beobachteten pharmakologischen Unterschiede der in dieser Arbeit untersuchten
nativen und heterolog exprimierten S5-HT-Rezeptoren lassen sich verschiedene
Grunde diskutieren. So kénnte die fir die Expression in den HEK-Zellen bendétigte
N-terminale VerklUrzung des Cv5-HTy, die Pharmakologie des heterolog
exprimierten Rezeptors beeinflusst haben. Eine einzelne Punktmutation im
N-terminalen Bereich, aber auch die vollstdndige Deletion des N-Terminus eines
Rezeptors kénnen z. B. zu einer deutlichen Zunahme der Serotonin-Affinitat fihren
(Colas et al., 1997, Schaerlinger et al., 2007).

Auch Rezeptoroligomerisierungen in nativen Geweben kénnen die Pharmakologie
eines Rezeptors mafdgeblich beeinflussen. Renner et al. (2012) zeigten, dass die
Heteromerisierung von 5-HT:a und 5-HT7 die Internalisierungsgeschwindigkeit und
die G-Protein-Aktivierung des 5-HTia-Rezeptors beeinflusst. Dies wurde auch in
einem nativen Gewebe, in welchem beide Rezeptoren gemeinsam vorkommen,
nachgewiesen (Renner et al, 2012). Fur die beiden Calliphora-Rezeptoren konnte
bislang allerdings noch keine Dimerisierung nachgewiesen werden.

Es ist bekannt, dass Drosophila melanogaster (Brody & Cravchik, 2000;
Hauser et al.,, 2006; Blenau & Thamm, 2011), Apis mellifera (Thamm, 2009) und
Panulirus interruptus (Clark et al.,, 2004) neben dem 5-HT.s noch einen zweiten
S-HT»>-Rezeptorsubtyp exprimieren. Die Existenz eines zweiten S5-HT.-Rezeptors
ware auch bei Calliphora vicina denkbar und kénnte ebenfalls zu den beobachteten

Unterschieden in den Affinitaten fir die verschiedenen Rezeptorliganden beitragen.
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Jedoch konnte bisher trotz Verwendung geeigneter PCR-Strategien, durch die
theoretisch auch mRNA eines putativen Cv5-HTg-Rezeptors zu amplifiziert werden
kann, die Existenz eines solchen Rezeptors nicht nachgewiesen werden. Leider sind
die pharmakologischen Eigenschaften der 5-HT.z-Rezeptoren von Drosophila und
Apis noch nicht untersucht worden. Im Gegensatz dazu sind fur Panulirus und
Procambarus nur die pharmakologischen Eigenschaften der S5-HT.z-Rezeptoren
publiziert. Eine Aussage dartber, ob sich die jeweiligen 5-HT>-Subtypen
pharmakologisch unterscheiden, ist daher zurzeit nicht moéglich. Die ware durchaus
denkbar, da die zwei 5-HT;-Rezeptoren der Fruchtfliege zwar grundsatzlich ein
ahnliches pharmakologisches Profil besitzen, sich jedoch in den Affinitaten far
einzelne Substanzen, wie z.B. 5-HT oder Dihydroergocryptin unterscheiden
(Saudou et al., 1992; Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997).

Die meisten Liganden koénnen mehrere Rezeptorsubtypen aktivieren. Es ist daher
durchaus denkbar, dass bisher uncharakterisierte Calliphora-Rezeptoren an den

beobachteten Effekten in den Speicheldriisen beteiligt sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die pharmakologischen Profile der
heterolog exprimierten Cv5-HTao- und Cv5-HT7-Rezeptoren ein wichtigen Schritt auf
dem Weg zur Identifizierung von Rezeptorliganden zur selektiven Manipulation von
Signalwegen in vivo darstellen. Vielversprechende Substanzen sollten jedoch immer
auch auf ihren Effekt und die Spezifitdt in einem nativem System Uberprift werden.
Dieser kann zuweilen stark von dem im heterolgen System beobachteten Effekt
abweichen.

Durch Anwendung dieses zweistufigen Ansatzes konnte gezeigt werden, dass
5-MeOT in Konzentrationen von 30 — 100 nM als selektiver 5-HT2.-Agonist in den
Speicheldrtisen von Calliphora vicina wirkt. In Konzentrationen bis zu 300 nM wirkt
S-CT als selektiver 5-HT7-Agonist, wohingegen 1 uM Clozapine effektiv den Effekt
von 5-HT auf den Cv5-HT7-Rezeptor inhibiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erméglichen zukinftig prazisere Untersuchungen der

Rezeptoren und den Wechselwirkungen zwischen den intrazellularen Signalwegen.
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4.5 Ausblick auf mogliche weiterfithrende experimentelle
Aspekte dieses Projekts

Diese Arbeit beschreibt die Klonierung der Serotoninrezeptoren CvS-HTa, und
Cv5-HT7, deren Expression im Speicheldriisengewebe nachgewiesen werden konnte.
Durch Kombination einer molekularen Charakterisierung der heterolog
exprimierten Rezeptoren mit physiologischen Messungen in vivo konnten selektive
Rezeptorliganden identifiziert werden. Die beschriebenen Eigenschaften der beiden
Rezeptoren erklaren weitestgehend die von 5-HT ausgelosten physiologischen
Effekte in der Speicheldrise. Einige Diskrepanzen zwischen den Eigenschaften der
heterologen Rezeptoren und den nativen Serotoninrezeptoren in den Speicheldriisen
liefSen sich jedoch nicht abschliefSend erklaren.

Zuklnftige Arbeiten mussen daher klaren, ob noch weitere 5-HT-Rezeptorsubtypen
in der Speicheldrise vorkommen. Méglicherweise liegt neben dem Cv5-HT2q- noch
ein 5-HTxg-Rezeptor vor. Nach einem Sequenzvergleich von 5-HT2z-Rezeptoren
anderer Insekten koénnte tUber eine PCR-Strategie mit degenerierten Primern
moglicherweise die cDNA dieses Rezeptors isoliert werden.

Bei der Klonierung des Cv5-HT2.-Rezeptors konnte eine Variante des Rezeptors
identifiziert werden, die im Bereich der dritten zytoplasmatischen Schleife deutlich
kuirzer ist. Die Bedeutung dieser Spleifdivariante ist noch unklar. Ob die Verklirzung
zu einer veranderten Pharmakologie fiihrt, kdnnte durch eine heterologe Expression

dieser Variante geklart werden.

Die Fahigkeit, Oligomere zu bilden, wurde bislang in vitro und in vivo fir 5-HT:-
und 5-HT»-Rezeptoren nachgewiesen. Es ware spannend herauszufinden, ob auch
der Cv5-HTae- und Cv5-HT7-Rezeptor oligomerisieren. Wie von Renner et al. (2012)
gezeigt, kann dies die Rezeptorpharmakologie und die Signaltransduktion tber G-
Proteine mafSgeblich beeinflussen. Eine mogliche Oligomerisierung koénnte mittels
Immunoprazipitations- und FRET-Experimenten experimentell besonders gut in
einem heterologen System nachgewiesen werden. In der Speicheldriise kénnte eine
Dimerisierung tiber Ko-Immunopréazipitation mit spezifischen Antikérpern gegen die

verschiedenen Rezeptoren nachgewiesen werden.

Fur den anti-Cv5-HT7-Antikoérper sollte unbedingt die Identitdt der beiden in der
Speicheldriise detektierten Proteinbanden geklart werden. Mit Hilfe einer
2D-Gelelektrophorese und anschlieffender Massenspektrometrie koénnten die

Proteine identifiziert werden. Sollten die beiden Banden den Rezeptor
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(als Monomer/Homodimer) oder den Rezeptor im Komplex mit einem weiteren
Protein reprasentieren, konnte der Antikorper eingesetzt werden, um genauere
Einblicke in die Rezeptorverteilung bzw. -expression in anderen Geweben zu

erhalten.

Mit der Speicheldriise von Calliphora liegt ein System vor, in dem Serotonin
mindestens zwei Serotoninrezeptoren aktiviert. Eine dhnliche Situation kénnte man
auch im heterologen System simuliert werden, indem man Cv5-HTz, und Cv5-HT?
ko-exprimiert. Durch den Vergleich der Ligandeneffekte kann modglicherweise
geklart werden, ob in der Speicheldriise noch weitere Rezeptoren vorhanden sind
oder eventuell noch weitere Komponenten der Signalkaskade beeinflusst werden.

Die in dieser Arbeit identifizierten Rezeptorsubtyp-spezifischen Agonisten bzw.
Antagonisten koénnten zukuUnftig helfen, Fragen bezlglich der Wechselwirkungen
zwischen den beiden S5-HT-aktivierten Signalwegen aufzuklaren. Durch Blockierung
des cAMP-Signalweges oder selektive Aktivierung des selbigen kdénnten genauere
Informationen Uber den Einfluss von cAMP auf den Ca2*-Signalweg und vice versa
erhalten werden. Durch Kombination mit Inhibitoren nachgeschalteter Enzyme
bzw. Proteine wie z.B. U73122 fuar PLC, H-89 oder KT 5720 fuir PKA und
Bafilomycin A1l fir die V-ATPAse kann der Einfluss der einzelnen Komponenten auf

den crosstalk beider Signalwege besser verstanden werden.

Es ware ebenfalls interessant zu Uberprifen, ob noch weitere posttranslationale
Modifikationen, wie z. B. Phosphorylierungen, vorliegen. Dabei ware es spannend
zu klaren, ob die PKA tuber die Phosphorylierung des Cv5-HTa.-Rezeptors
modulierend auf die Rezeptoraktivitdit und den IPs*/Ca2+-Signalweg wirkt. Dies
kéonnte Uber die Farbung der phosphorylierten Serin-, Threonin- und Tyrosin-Reste
mit dem Fluoreszenzfarbstoff ProQ Diamond wund der Applikation eines
PKA-Inhibitors bzw. die gerichtete Mutation der PKA-Phosphorylierungsstellen
untersucht werden.

Eine Palmitoylierung wulirde sowohl Cv5-HT7; als auch Cv53-HT.. in lipid rafts
positionieren und somit die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion mit anderen
Proteinen sehr wahrscheinlich machen. Desweiteren besitzt der Cv5-HT7-Rezeptor
eine PDZ-Bindedomidne wodurch eine G-Protein-unabhéngige Regulation
verschiedener intrazellularer Signalwege moglich ist bzw. der Rezeptor in grofiere
Signalkomplexe eingebunden sein kann. Die Identifizierung modglicher

Interaktionspartner des Rezeptors wére Uber einen Hefe-Doppelhybrid-Assay oder
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eine Ko-Immunopréazipitation moéglich. Dies kénnte bei der weiteren Aufklarung der

Signalkomplexe in der Speicheldriise helfen.
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6.1. Abkiirzungsverzeichnis

Allgemein gebrauchliche Abkluirzungen und Mafieinheiten werden nicht gesondert

aufgefiihrt.

5-CT
5-HT
5-MeOT
8-OH-DPAT
AC
ANOVA
APS

AS

ADP
ATP
BLAST
bp

BSA
[Ca2*];
cAMP
[cCAMP];
CCD
cDNA
CHAPS
C-Terminus
DAG
DDC
DEPC
DIC
DMSO
DNA
dNTP
DTT
ECso
ECL

E. coli
EDTA
ER
FRET
GDP
GIP
GRK
G-Protein
GPCR
GTP
HRP
IBMX
ICL
IP3/InsP3
IPTG

5-Carboxamidotryptamin
S-Hydroxytryptamin, Serotonin
5-Methoxytryptamin
8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)-Tetralin
Adenylylzyklase

Analysis of Variance

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaare

bovine serum albumin, Rinder-Serumalbumin
freie, intrazellulare Ca2*-Konzentration
cyclisches Adenosinmonophosphat
intrazellulare cAMP-Konzentration
Charge-coupled Device

complementary DNA, komplementare DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
Carboxylterminus

Diacylglycerol

DOPA-Decarboxylase

Diethylpyrocarbonat

differentieller Interferenzkontrast
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

mittlere effektive Konzentration
extracellular loop, extrazellulare Schleife
Escherichia coli
Ethylendiamin-Tetraessigsaure
Endoplasmatisches Reticulum
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
Guanosindiphosphat

GPCR interagierende Proteine
GPCR-regulierende Kinase
Guaninnukleotid-bindendes Protein

G protein-coupled receptor, G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Horseradish Peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
3-Isobutyl-1-methylxanthin

intracellular loop, intrazellulare Schleife
Inositol-1,4,5-triphosphat
Isopropyl-Thio-D-Galaktopyranosid
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kb Kilobasenpaare

MAO Monoaminooxidase

MBP Maltosebindeprotein

MQ-H-O bidestilliertes Wasser in Millipore-Qualitat
mRNA messenger RNA

NCBI National Center of Biotechnology Information
N-Terminus Aminoterminus

OD optische Dichte

ORF open reading frame, offener Leserahmen

PBS phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlésung
PCR polymerasechain reaction, Polymerasekettenreaktion
PIP, 1-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKA Proteinkinase A, cAMP-abhangige Proteinkinase
PKC Proteinkinase C, Ca2*-abhéangige Proteinkinase
PLC Phospholipase C

PVDF Polyvinylidenfluorid

RACE-PCR rapid amplification of cDNA ends-PCR

RG Reaktionsgefafs

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur (~23 °C)

RT-PCR reverse transcription PCR

SDS sodium dodecyl sulfate, Natrium-Dodecyl-Sulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ser Serin

SERT Serotonintransporter

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TEP transepitheliales Potential

Thr Threonin

™ Transmembrandoméne

TRH Tryptophan-Hydroxylase

Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaureat

U Units

UpM Umdrehungen pro Minute

V-ATPase vakuolare H+-ATPase

Vol

Volumen
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6.2. Nukleotidsequenzen der untersuchten Rezeptoren

81
161
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601
1681
1761
1841
1921
2001
2081
2161
2241
2321
2401
2481
2561
2641
2721
2801
2881
2961
3041
3121
3201
3281
3361
3441
3521
3601
3681
3761
3841
3921
4001
4081

ATTGGAACATTACTGACACCCTCAGAAACAAAAAATTTTIGTCATTTTGGCAGCTAAAAACAATTAAACTCAATTGCTATT
GTTACAATTAAAATATACTGATTTATTCTGGCTGTTTAAACAAGCAAAAAAAAACAATTGATTACGAAGATTTAAACCAT
AAAGGAGAGAAAAGAAATTCAATTCACAGCTTGTCAAACAGCTTTAGAATGAAATGGATTTGCAACAAAGACTTGGTICCT
AGACCAACAACAACAACAACTAGAGAAGCATCAGAAACAGCGACAGCATCAAGGACAACAACAGCATCACTACTATATGA
CACAAAGGCAGCAACAAAACATACATCAGCATTTCAAACGTTACACAAACTGTCAACGACATCCAATTCATTTGCAACAA
CTGCAACACCAGCAACTACAACAACAACAAATGCCCCTAACAGCGCCAGCAATAATAAAAACAATGAAGAATTTTACGAT
ACTGTCTGTTGGCAAGAGACTAAAACCGACATGGATGTCAACGATAATAATGACAACGCGGAAAATGAAGTACTTGCTAG
AGAACAGGAACACGAACAAAAAGAATCGCITTTTAAAATATGGTGTGAACAGGCAGCTGGCACATCACCTATGGAAAATG
ATGAAACTGAAAGACCGGAAATCACCCGCCATTATGCTGATGATAAAGATAAGCCGGGCGTTGAGGAGGGGGCAACAAAA
AGTTTGGCACAAACATTCCGTTGTATACTTIGAAACATTCGAAACTACAGCAGCAAAGACTACGACGAACAATACTACAAT
ACAATATAGTTGTTATAATACTGATATGCCTGATTATTTATACTATCCCTCCAATTCCACCTCCAACACCAACAACTTGT
CATCCTTCACTCATCAACATGAACATCAGCAATTACAATTTIGTTAATGAAACTGAAAGGAATGTTAACAGCAGCATCAGT
AGTAGTATTAGCAATAGCATCAGCAATAACACAATCCTGCCATCATTTAATAGTCATGAACATGAACAGCAGCAAACTTC
CACTACGAATACATTTTTGCAAAAATGTAGGACTCATATAAAATTAATAGTGGAAGATGTAGCAGAACCCATTAAAGAAT
TCCAAATATCATTGAAATCAAAACCTCACCAAGAGCGTCTACATCCTCCTCTGCAGCAACATTTATATGCGGCAACGGAA
GCAACACAAAGTTGGCAAACTGATCATTATTCAACAGCCACCAGCAATAGTAGTAGTAGTAGTTTCTTAACACCGAGTGA
TACATTTATAAATCCTAACCAACCTAATCTITAGTGATAGTCAAATAATTTTACAAAACTCTTCTTTCGAGTCCCTAATAC
CTGCAGCTTTTAACAGCCCCTCATCATCTCTAGCTAATCGCTGTCAACCTGTAGTACAAAATCTCTCCATATATTGTCAA
CAACCTTCAGCCATCTTCTCATCCCTACCCTCGCCCACCAACATTCTGCCGCATAAAGTCAAGTGCTTTCTTACGAATAC
CCTGACTGAGTTAACCACAAATGCTTCCTATTCAGCTCAACTACAGGATTATTTACCCACATTGGGTCTGGCCTCAGTCG
CAAATGCTGAGGATCATATGAATCAATCATTGTACTCTAGCAGCAATTGGTTGGAAGATCCATGGCCTTGGAGTATGGCT
GTCATGAACTCAACTCTTIGTCAATTCATCATCTACATTGTCIGCCTTAAGTTCTGCTGATACAAATATGACAAATTTAAC
CACCTTGGATGGAGATCTCACAGTGCCAATCAAAGGTTTTGATTGGAGTTTTCTATTTGTAATATTITTTTATATTTGCGG
GCGGACTGGGAAATATTTTGGTGTGTICTGGCTGTGGCTTTAGATCGTCGTTTGCAAAATGTCACCAATTATTTCTTATIC
TCACTGGCCATAGCTGATCTIGTTGGTGAGTTTGTTTGTGATGCCGCTGGGAGCGATACCGGCTTTTTTGGGTTATTGGCC
ATTAGGTTTTACATGGTGCAATATATATGTGACCTGCGATGTTATGGCATGTTCATCCAGCATCCTGCATATGTGCTTCA
TCAGTTTGGGTCGTTATTTGGGTATACGAAATCCGTTGGGTTCACGGCATCGTTCAACGAAACGTTTGGCTGGCATGAAA
ATTGCCATTGTCTGGTTAATGGCCATGATTGTATCCAGCTCGATAACAGTATTGGGTCTTGTGAATGAAAAGAATATCAT
GCCCCAGTCAAATGTTTIGTIGTCATTAACAATCGTGCATTTTITIGTTTTCGGTTICGTTGGTGGCATTTTATATACCCATGG
TAATGATGGTAATCACGTACGCTCTGACAATACCATTGTTAAGGAAAAAGGCACGATTTGCAGCTGAACATCCGGAAAGC
GAATTATTTCGTCGCTIGGGTGGTCGTTTCACTATACGTCCTCAACATTCCCAACAGCAGCTGCAAATGCACAGTAGTTT
TAGCAGCAACAGCAGCTACAACAAATATTIGTTTGGGCGGTGGTGCCAGCGATTCCAATCGCAATTTCAACAATGACTATA
ACGATAAACAACATCAACAGCAGCAGTACCAGCATCATCGTITCTTCATCCTCGTCAAATTTCTCTAATGGCACTGCCACC
AGCCGTCTCGGAGCAGGCAGTGGTCGTAATGGTCGTCAGGGCAATGGCAGTAATGGCGGTGGCATTGTTGGCAATGATGA
TGATGATGGACCAATGGCTGCTGCCGCCACAGCCAACACCTGTCGCAATGCTGCGAATTTTCGTAGCGGTATTTTACGCC
ATTCATCTTCATCATCTTTACGCAATAAACCCACTAGTTTTAAGGTTATAGTTGCATCGCCAACAAACGAACGTAACAAT
GATAAACGACGCATATCATCACACACCCACTCGCAGCAGCATTCGCACCAGCTTCAGCAACAGACCACCAATCTGTCCAC
CTCATCGTCAGCGTTGCTAACGCCCCACCACCACCACCATCAGGAAACAAATAACTATTGGCGTTCATCGCATGCTGGTA
ATGCGAATCTAATGGATAGCCATCCAAATAGAAGTTCCTCGGTGCGTATTAACCGAAGCAACAATCTAACACAATTAGGT
TTTGCTAGCAGCAGCACCCCCAACAACAAAAACAAAAACAACAACATAAATAGCAACAGCAATAACAACAACAACAAACG
TAACAAAACCTCATTGTCTATGCAGCCATTIGCGTTTTTCGTTACGCCGCAATAGTCCAGATGAARAGAGGTGGAGGACGTG
TGGGCGCTGATGTTGGCATAGCCACTCTCACTGGCAACAGCAATATGGGCAATTGTTCGCCGTCTGTTATGGCTGATGGT
CATCATACGAGCTTTCAGCATCATCATCATCATTTGCACTATAGCACGACCTGTGAACAAAGCACTCAAACGCCAAATTC
GATTAGTCGTGAAACGCGTAGAAACCGCAAATTAAAAGTATTAAGATTTAATTTTAATAAAGTGGCAACACCAACATTGA
ATTTGCGCTTCCTGAATAATCGCAATAAACGCAATAACCTTTCCGCCAACGCGGTTGCCACCGAACAAAAGGCAACCAAA
GTGCTGGGTTTAGTCTICTITTACATTCGTITTTGTGCTGGTCACCGTTTTTTATACTCAACATTATATTTGCCGCCTGTCC
GGAGTGCGAAGTACCCGAGCATGTTGTTAATACTTGCCTGTIGGTTGGGTTACGTTTCCTCCACCATAAATCCAATCATTT
ATACAATATTCAATCGAACATTTCGTGCTGCATTTATACGTITTGCTCAAGTGTAATTGTGAAAGGTAAGTAAGTGAAGAA
GGGCGGTTATGGAGGAGGAGGAGGAGGGAAAGATGAATGGATGGATGGTTGGTTGGTTAGATGAATAAATAAATGATGGA
GTTTGAAAAACAAGGGCAAAGTAAAAATAAATGAGCAGAAATAAAGATTAAAGATACAATTTTGTAACTAAGTTAAGGGA
AATTAAAAAAGGGTAAATGCAATGTTGATGTICTTAATTAAGGTTGGGGTTTGTGTGTTITTTTTTTTATATAGACATACTT
CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGT

Abb. 6.1: Nukleinsduresequenz des Cv5-ht2-cDNA-Klons.

Die Nukleotidabfolge ist in 5’-3’-Richtung dargestellt. Die Position des ersten
Nukleotids jeder Zeile ist links neben der Sequenz angegeben. Das Start-Kodon
(ATG, Position 214-216) sowie das Stopp-Kodon (TAA, Position 3.826-3.828) ist
grau unterlegt. Ein putatives Spleif3s-Donor-Akzeptor-Paar welches zu einer
verkiirzten cDNA-Variante fihren kénnte ist farbig hinterlegt (der Donor in tirkis
und der Akzeptor in gelb). In der verktirzten cDNA Variante (3469 bp) fehlt der

Bereich (645 bp) zwischen Spleifidonor und -akzeptor.
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81
161
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601
1681
1761
1841
1921
2001
2081
2161
2241
2321

GCGGGATTTCAAACAATTATTAATTAAATCGTAACCAAAGAAAGTTAAGGATATCATAATAGAATCATTAAACACATACA
CACACCACAAACCTCTCCCAATAAACCCAAAATTTCCTCAACATTTTATACATAAAACGTITTATATGGATTCGTTAGTT
GAAAACAAGTTGAACAAAAGCTTAAAGTTTTCTTCTTTACACGCTTCTGGCGTGTTTTATACTACAACTATCGCAACTAC
TACTACTAATACTTCAAAAGCTATTAACGCTACCACCACTTATGCCCACAAATCCTCGACTTCAAATGCAACTAATGCTG
TTAAGAATTTCAGTTTCAATACAAATCATCGCCAGCTATCTACTAAAGTTATACTGCGAAACATCTGCGAAAAATTTAAA
CATTGCATATTGACAATTGTTCGTTITTTTGTTICTATATATTITTGATATTAAGCCTGACAGATGGTTTCAATTTGGGTAC
AGTATTGGCTGTAAACGAAATTAAATCGAGACCAGATTTTTTAAATATTTCGACAGCCTCATCGTCCTTGCTGACAGCGT
TATCGTCTTCTCAACTGCCAGTTGAAGCTCTGATTTTGGAAGCCAACACAAATTTAGATGTACACAATTTCACCAGCAAC
AAAACGGCAAACAATGGCTTTAGTAACAGTACCTACCACAAACTGCATAGCAATAACAACGGCAGCAGCAACAACAACAT
CATGTTTAATACAGACACAGCAGTGCACGGGTCAACATTTAGCAACAGCAACACAATCAATAGCATCACCTCTACCCTIGT
CATCACTGTCCCTCTCACCATTGCCACCACCAGCTTCCTCCTCTTCATCATATTTACAGCATGACAACTTIGTCATCTACG
CTTTACTCATCTACAACATTTGAGCCTGCCTCACCATCTGCCTCGTCTGAAGCAAGCGTTGAATTTACCATGCCCGCAGT
CCACACAGTACTCGTICTGCATTGTTICTGCTCTTTGTCATCTTIGGGTACGATTGTCGGCAATGTGTTGGTCTGCATTGCCG
TTTGTATGGTACGCAAATTACGGCGTCCCTIGTAATTATCTGCTGGTGTICTTTGGCTTTGTCGGATCTTTGTGTGGCTGTT
TTAGTTATGCCGATGGCGTTGCTCTACGAAGTATTGGAAAAGTGGAATTTTGGCCCAGTTTTATGTGACATTTGGGTGTC
GTTTGATGTTCTGTGTTGTACAGCATCCATATTGAATTTGTGCGCCATTTCAGTCGACCGTTACTTGGCCATAACAAAAC
CTCTGGAGTACGGTGTCAAACGTACACCACGACGCATGATGTTGTGTGTGGCATTAGTTTGGCTGGCTGCCGCATGTATA
TCATTACCACCGCTACTCATACTGGGCAATGAACACGAAGATGAACATGGCAATCCAATGTGTTCAGTTTGTCAAAATTT
TGCATATCAAATTTATGCAACGCTTGGTTCCTTTTACATACCCCTGGCCGTAATGCTGTTTGTGTACTATCAGATATTTA
GAGCAGCACGTCGCATTGTGTTGGAGGAGAAGAGAGCACAGACGCATTTACAGCATGCTCTTAATGGAACCGGCTCACCG
CCCGGCCACACCGATTTGGGTGGCAATGGCCAACATCGTCACAGTAGTTATGGCAACACTTCCCTTAATTATTCCACCTG
TGGTGGTCTCTCTGCCAGCCAGGCTGGTGGCGGTGGAGGCGGTTCGGGCTCAAGTGGTCTTCTAGGTTCGCCGCATCAAA
AGAAGTTACGCTTTCAATTGGCCAAAGAGAAGAAGGCCTCCACTACGCTGGGCATTATAATGTCTGCGTTTACCATATGC
TGGCTGCCATTTTITTATTTTAGCTCTTATACGTCCATTTGTGGAGAACGAGACCACTCATGTGCCACAGTCATTATCTTC
TTTGTTCCTATGGCTGGGTTATGCCAACTCATTGCTCAATCCCATCATTITATGCCACCCTAAATCGTGACTTCCGTAAAC
CATTTCAGGAAATTCTCTACTTCCGTTGTTCTAGTCTTAATACCATGATGCGTGAAAACTATTATCAGGATCAGTATGGC
GAACCACCCTCGCAGCGTGTTATGTTGGGCGATGAAAGGCATGGTGCCCGGGAAAGTTTTCTCTGAAATTAGGTATTATA
AAGGGTCGAGGTTGGCCGGGTCGAGTTCCACAGGGTTTAAATCCTTAAGCCCTTTATATTCCTAAAAACCAACACACACT
TACATAACAATTATGCACACATTCACACGCCTTTAAGAAAACCTAACACGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTAC
TCTGCGTTGATACCACTGCTTACCCTATAGTGAGTCGTATTAG

Abb. 6.2: Nukleinsduresequenz des Cv5-ht7-cDNA-Klons.

Die Nukleotidabfolge ist in 5-3-Richtung dargestellt. Das Start-Kodon (ATG,
Position 146-148) sowie das Stopp-Kodon (TGA, Position 2144-2146) sind grau
unterlegt.
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6.3. Ubersicht iiber verwendete Bakterienstimme, Enzyme,
Vektoren, Gerate, kommerzielle Kits und

Rezeptorliganden

Tabelle 6.1: Verwendete Bakterienstimme

Bakterienstimme
E.coli JM109 Promega (Mannheim)
E.coli T7 Express lys Y BL21-Derivat NEB(Frankfurt am Main)

Tabelle 6.2: Verwendete Enzyme

Enzyme
Bioline-X-ACT™ Short Bioline (Luckenwalde)
Dnase I Ambion (Huntingdon, UK)

Dnase I from bovine pancreas
FastDigest® Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonuklease BstZI
RNase-Cocktail

RNase H

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
PNGase F

Taq-Polymerase

T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Ligase

Sigma (Mtnchen)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Promega (Mannheim)
Ambion (Austin, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)
Finnzymes, Espoo, Finland
NEB (Frankfurt am Main)
roboklon (Berlin)

Promega (Mannheim)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Tabelle 6.3: Verwendete Vektoren

Vektoren

pBluescript II SK (-) fur Klonierung, Lagerung Stratagene (Amsterdam)
pcDNA3.1 (+) fr eukaryotische Expression Invitrogen (Karlsruhe)
pcDNA6/myc-His A fr eukaryotische Expression Invitrogen (Karlsruhe)
pET-30a fir prokaryotische Expression Novagen (Darmstadt)
pGEM-T far T/A-Klonierung Promega (Mannheim)

pMal-c2X flir prokaryotische Expression

NEB (Frankfurt am Main)




6. Anhang

A6

Tabelle 6.4: Gerite

Gerate

Agarose-Horizontalgelelektrophorese HoeferTM HE33

Binokular Stemi 2000
Electrophoresis Power Supply - EPS 600

Fluoreszenz-Lesegerat FluoStar Galaxy
Gefriermikrotom HM 500 OM.
Gel-Dokumentation Gelsystem 8 Entry
GeneQuant 1300

Gradientenmischer

inverses Mikroskop Axiovert 135TV

konfokales Mikroskop LSM510

Kuhlzentrifuge Biofuge Primo R

Labor-pH-Meter 766

Milli-Q Reference Ultrapure Water Purification System
Mini Protean IITM System

PCR-Maschine T3 Thermocycler

Peristaltikpumpe Pump P-1

Spektralphotometer GeneQuant 1300
Stabsonifizierer /Ultraschallprozessor UP S0H

Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge UECI

Trans-Blot SD Cell
Vakuumzentrifuge
Warmluftschtuittler Shaker ES-70
UV-Illuminator

Varioklav Dampfsterilisator)
Variomag Electronicriihrer Mono
Wippschiittler

Amersham Bioscience
(Freiburg)

Zeiss (Jena)

Phamacia Biotech
(Dubendor)

BMG Labtech (Ortenberg)

Microm (Edgewater, USA)

Biostep (Jahnsdorf)

GE-Healthcare (Uppsala,
Schweden)

Bio-Rad (Munchen)

Zeiss

Zeiss

Thermo Fischer (Schwerte)

Knick (Berlin)

Millipore (Schwalbach)

Bio-Rad (Munchen)

Biometra (Go6ttingen)

Pharmacia Biotech
(Dtbendorf)

GE Healthcare (Mtinchen)

Hielscher Ultrasonics GmbH
(Teltow)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Hanau)

UniEquip (Martinsried)

Bio-Rad (Munchen)

Bachofer (Reutlingen)

Peqlab (Erlangen)

Vilber Lourmat (Marne La
Vallee, Frankreich)

Thermo Scientific (Bonn)

H&P Labortechnik (Minden)

Cat (Staufen)

Tabelle 6.5: Verwendete kommerzielle Kits

Vom Hersteller bezogene Chemikalienzusammenstellungen (Kits)

AccuScript™ High Fidelity st Strand cDNA Synthesis

BD SMART™ RACE cDNA Amplification Kit
cAMP Screen System

High Pure PCR Product Purification Kit
Micro-FastTrack TM 2.0

pPGEM®-T Vector Systems
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I

Superscript III™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
SuperScript™ One-Step RT-PCR mit Platinum® Taq Systems

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate

Stratagene (Amsterdam,
Niederlande)

Clontech (Heidelberg)
Applied Biosystems
(Darmstadt)

Roche Applied Sience
(Mannheim)

Invitrogen (Karlsruhe)
Promega (Mannheim)
peqlLab (Erlangen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Thermo Fischer Scientific
(Bonn)
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Tabelle 6.6: Verwendete Rezeptorliganden

biogene Amine

Konzentration der Stammlésung

Serotonin 100 mM in H,O
Dopamin 100 mM in H,O
Histamin 100 mM in H,O
Octopamin 100 mM in H-O
Tyramin 100 mM in H,O
Agonisten

R-(+)-Lisurid 10 mM in DMSO

S-Carboxyamidotryptamin (5-CT)
S-Methoxytryptamin (5-MT)
8-OH-DPAT

10 mM in DMSO
10 mM in DMSO
10 mM in H-O

AS 19 10 mM in 100 % EtOH
Antagonisten

Cinanserin 10 mM in H,O
Clozapin 10 mM in H,O
Cyproheptadin 10 mM in H2O
Ketanserin 10 mM in H,O
Methiothepin S mM in H,O
Methysergid 10 mM in H,O
Mianserin 10 mM in H,O
Phentolamin 10 mM in H>O
Prazosin 10 mM in DMSO
SB269970 10 mM in H,O
Spiperon 10 mM in DMSO
Yohimbin 10 mM in DMSO
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6.4. Molekularbiologie

Tabelle 6.7: Primersequenzen

Bezeichnung

Sequenz

degenerierte Primer
S’Cv5-HT2-F2
5’Cv5-HT7-F1
3’Cv5-HT2-R3
3’Cv5-HT7-R1

GTIGGIYTIWTHGTIATGCC
GYGTIGCIBTIYTIGTIATG
GCYTTYTGYTCIGTIGCIAC
AABGGYTTSCGGAARTC

spezifische Primer
5’RACE-Cv5HT2-R1
S5’RACE-Cv5HT2-R2
S5’RACE-Cv5HT2-R3
S’RACE-Cv5HT2-R4
5’RACE-Cv5HT7-R
3’RACE-Cv5SHT2-F
3’RACE-Cv5HT7-F

fullCv5-HT2-F
fullCv5-HT7-F
fullCv5-HT2-R
fullCv5-HT7-R

RT-Cv-SHT2-F
RT-Cv-5HT2-R
RT-Cv-SHT7-F
RT-Cv-SHT7-R
RT-Cv-Actin-F
RT-Cv-Actin-R

HA-Oligo 1

HA-Oligo 2

3'-RACE CDS Primer A
5'-RACE CDS Primer
10X Universal Primer A

Mix

Nested Universal Primer A
BD SMART II A Oligo

CGTATACCCAAATAACGACCCAAACTG
CAAGAGTTGAGTTCATGACGGCCATAC
GATGCTGCTGTTAACATTCCTTTCAGTTT
CAGCATAATGGCGGGTGATTTCC
GTACAACACAGAACATCAAACGACACCC
CGCAATAAACGCAATAACCTTTCCG
GTCTGCGTTTACCATATGCTGGCTGCC

CACAGCTTGTCAAACAGC
GAATCATTAAACACATACACACACCAC
CCCTTCTTCACTTACTTACCTTTCAC
CCAACCTCGACCCTTTATAATACC

CGTTACGCCGCAATAGTCC
GATGATGATGATGATGCTGAAAGC
CAGTAGTTATGGCAACACTTCC
GAGGCCTTCTTCTCTTTGG
GGTAATGAACGTTTCCGTTGC
CATACGGAGTATTTGCGTTCTGG

AAATCTAGATACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTTAAGCG
GCCGCTTTTT
AAAAAGCGGCCGCTTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGT
ATCTAGATTT

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30VI

(T)25VI

lang: CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAAC
GCAGAGT

kurz : CTAATACGACTCACTATAGGGC

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG

Y=CoderT;D=AGoderT; H=A,Coder T; R=Aoder G; V=A, G, oder C

Inosin (I) = A,G,C, oder T
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Tabelle 6.8: mRNA-Expressionsprofil der Rezeptoren fiir biogene Amine in den
Speicheldriisen von Drosophila melanogaster laut FlyAtlas.org

Fir jeden Rezeptor von Drosophila melanogaster ist die Zugangsnummer
genannt. Bei einer Expression in den Speicheldriisen adulter Fruchtfliegen ist

auch die Anreicherung der mRNA in der Driise im Vergleich zum Gesamttier

aufgefihrt. Ist die Expression in den Speicheldrtisen fraglich, so ist die
mRNA-Anreicherung in Klammern gesetzt. Die Tabelle wurde anhand von
Daten auf FlyAtlas.org erstellt (CHINTAPALLI et al., 2007).

mRNA-Expression in .
Zugangsnummer den Spei(fhel driisen mRNA-Anreicherung

5-HTia CAA77570 ja 1.75
5-HTis CAA77571 nein -
5-HT2a CAAS57429 ja 95.10
5-HT28 AAN13390 nein -
5-HT~ AAF57104 ja 39.16
DOP1 P41596 nein -
DOP2 024563 nein -
D2R AAXS52462 fraglich (2.50)
TyrRI NP_001163494 nein -
TyrRII NM_142394 nein -
Oamb NP_524669 ja 0.64
OA2 NP_001034064 nein -
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nicht Bestandteil der Online-Veroffentlichung.
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