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1. Einleitung

1.1 Kommunikation zwischen Nervenzellen

Alle Lebewesen sind mit einer verdnderlichen Umwelt konfrontiert, auf die sie reagieren
miissen. Sie nehmen dazu die AuBenwelt mit speziellen Sinnesorganen wahr. Die Aufnahme
der unterschiedlichsten physikalischen und chemischen Reize erfolgt bei hoheren
Eukaryonten durch spezialisierte Zellen oder Zellmembranbereiche (Sensoren). Die Reize
werden in elektrische Potentiale (Sensorpotentiale, auch Rezeptor- oder Generatorpotentiale
genannt) umgewandelt und an nachgeschaltete Nervenzellen (Neuronen) weitergeleitet. Fiir
die Weitergabe der Informationen bilden Neurone sowohl untereinander als auch zu anderen,

nicht-neuronalen Zellen, Kontakte aus.

Der Informationsaustausch im Nervensystem erfolgt iiberwiegend durch die Umwandlung des
elektrischen in ein chemisches Signal. Die Erregung eines Neurons 10st ein Aktionspotential
aus, das sich entlang des Axons fortsetzt. Bei der elektro-chemischen Ubertragung fiihrt das
Aktionspotential zur Freisetzung von chemischen Botenstoffen (Transmittern) aus der
prasynaptischen Endigung des erregten Neurons. Solche Botenstoffe sind z.B. kleine
organische Molekiile (hdufig Aminosdurederivate) oder Peptide, die im Organismus als
Neurotransmitter, Neuromodulatoren oder Neurohormone wirken konnen. Einige Substanzen
besitzen mehrere der genannten Eigenschaften. Sie wirken lokal als synaptische Transmitter
und nach der Ausschiittung in die Blutbahn bzw. Himolymphe als Neurohormon an einem

weiter entfernten Zielorgan.

Die Botenstoffe binden an spezifische Rezeptorproteine, die auf bzw. in der Zellmembran von
Zielzellen lokalisiert sind. Die Interaktion des Botenstoffes mit seinem Rezeptor fiihrt
anschlieBend zu einer elektrischen oder biochemischen Antwort in der Zielzelle. Der

Gesamtprozel3 wird als neuronale Signaltransduktion bezeichnet.

Das chemische Signal 16st in den meisten Fillen in der Zielzelle Anderungen von
Membranpermeabilitdten aus, die zur elektrischen Erregung oder Hemmung der Zielzelle
fiihren konnen. Die postsynaptischen Permeabilititsinderungen werden von Ligand-
gesteuerten lonenkanélen (ionotrope Rezeptoren) vermittelt. Die Bindung der Transmitter an
ionotrope Rezeptoren fiihrt zur Offnung einer wiBrigen Kanalpore. Ionotrope Rezeptoren
konnen die Zielzelle entweder erregen oder inhibieren. Exzitatorisch wirkende Rezeptoren
(z. B.: nikotinische Acetylcholinrezeptoren, AchR und Glutamatrezeptoren, GIluR)
ermoglichen den Durchtritt mono-und divalenter Kationen. Die Zelle wird depolarisiert.
Demgegeniiber erhdhen inhibitorische Rezeptoren (z.B. GABA- und Glycinrezeptoren) die
Permeabilitdit von Anionen. Die Zielzelle wird hyperpolarisiert. Die durch das

Aktionspotential aus der prasynaptischen Endigung freigesetzten Neurotransmitter konnen



aber auch an Rezeptoren binden, deren Aktivierung in der Zielzelle zu Anderungen
intrazelluldarer Botenstoffkonzentrationen fiihrt. Diese Rezeptoren werden als metabotrope-
oder G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) bezeichnet. Die Bindung der Neurotransmitter
bewirkt die Aktivierung der Rezeptoren. Sie ist mit einer Konformationsdnderung des
Rezeptorproteins verbunden. Diese Konformationsianderung wird auf der intrazelluldren Seite
tiber Protein-Protein Wechselwirkungen an GTP-bindende (G)-Proteine weitergegeben. Die
aktivierten G-Proteine kdnnen verschiedene Zielproteine stimulieren oder inhibieren. Solche
Zielproteine sind in der Regel Enzyme, die die Konzentration intrazelluldrer Botenstoffe wie
z.B. cAMP und Ca*" kontrollieren. Diese sogenannten ,,sekunddren Botenstoffe sind an der
Regulation weiterer Enzyme beteiligt. Durch die Anderung der intrazelluliren
Konzentrationen von cAMP bzw. Ca”” wird die Aktivitit spezifischer Kinasen gesteuert. Die
Kinasen iibertragen Phosphatgruppen auf eine grofle Anzahl unterschiedlicher Zielproteine,
u.a. Rezeptoren, lonenkanidle oder Transkriptionsfaktoren. Die Phosphorylierung von
Ionenkanédlen kann bspw. die Permeabilititseigenschaften der Zellmembran dramatisch

verdndern.

1.2 Die Familie der G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR)

Inzwischen sind ~2000 verschiedene Gene bekannt, die fiir GPCR kodieren (Ji et al., 1998,
Bockaert und Pin, 1999). Die Mitglieder dieser "Supergenfamilie" werden durch so
unterschiedliche Signale, wie z.B. Photonen, Geruchsstoffe, Peptide und Neurotransmitter
aktiviert (Probst et al., 1992, Strader et al., 1995, Vernier et al., 1995, Hall et al., 1999). Die

Rezeptoren werden in drei grof8e Unterfamilien eingeteilt (Strader et al., 1995):

1. die Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren,
2. die peptidergen Rezeptoren und

3. die metabotropen Glutamatrezeptoren.

Aufgrund von  Hydrophobizititsuntersuchungen und  Sequenzéhnlichkeiten  zum
Bakteriorhodopsin, dessen Struktur seit lingerem bekannt ist (Henderson et al., 1990), wird
angenommen, dal alle GPCR als gemeinsames Strukturmerkmal ebenfalls sieben
transmembranale Segmente (TM) besitzen. Diese Annahme wird durch die kiirzlich ermittelte
Kristallstruktur des Rinder-Rhodopsins gestiitzt (Palczewski et al., 2000). In der Literatur
werden GPCR deshalb auch oft als 7-TM- oder heptahelikale Rezeptoren bezeichnet. Die
transmembranalen Segmente bestehen aus ca. 20 liberwiegend hydrophoben Aminosdure-
Resten. Sie werden durch drei intrazelluldre und drei extrazelluldre hydrophile Schleifen
verbunden (siehe Abb. 1.1). Haufig wird eine vierte intrazelluldre Schleife durch die Insertion
von posttranslational palmitoylierten Cystein-Resten des Carboxyterminus in die
Zellmembran gebildet (Jin et al., 2000). Der Aminoterminus befindet sich auf der
extrazelluldren - der Carboxyterminus auf der cytoplasmatischen Seite der Membran (siche
Abb. 1.1).
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Abb.1.1: Transmembranale Topographie eines G Protein-gekoppelten Rezeptors. GPCR besitzen sieben hydrophobe
transmembranale Segmente (TM 1-7). Die TM’s sind durch drei hydrophile extrazelluldre (EL 1-3) und drei intrazelluldre
Schleifen (IL 1-3) verbunden. Der N-Terminus befindet sich auf der extrazelluldren, der C-Terminus auf der intrazelluldren
Seite der Membran. Eine vierte intrazelluldre Schleife (IL 4) kann durch die Insertion palmitoylierter Cystein-Reste in die

Plasmamembran gebildet werden.

Obwohl die Aktivierung der Rezeptoren durch strukturell sehr unterschiedliche Liganden
erfolgt, beruht die Umsetzung in ein zelluldres Signal grundsétzlich auf einem gemeinsamen

Funktionsprinzip.

Die Bindung der Liganden bewirkt eine Konformationsianderung des Rezeptorproteins. Diese
Strukturdnderung wird auf trimere G-Proteine iibertragen. Die G-Proteine bestehen aus a-, -
und y-Untereinheiten. Im nicht aktivierten Zustand ist an die a-Untereinheit GDP gebunden.
Die Wechselwirkung des G-Proteins mit dem aktivierten Rezeptor fiihrt zum Austausch des
gebundenen GDP durch GTP. Das G-Protein dissoziiert in die - und Py-Untereinheiten. Die
dissoziierten Untereinheiten konnen anschlieBend die Aktivitdt verschiedener Zielproteine,
wie z.B. Phospholipase C (PLC) und Adenylatzyklase (AC), in der Zelle modulieren und

damit die Konzentration intrazelluldrer Botenstoffe regulieren.

Zu den wichtigsten GPCR-vermittelten Signalwegen gehoren die FErhohung bzw.
Erniedrigung der intrazelluliren cAMP Konzentration ([cAMP];) sowie die Synthese von
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3;). Das IP; bindet an spezifische
Rezeptoren am endoplasmatischen Retikulum und bewirkt die anschlieBende Freisetzung von

Ca”" aus intrazelluldren Speichern (siche Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der wichtigsten Signalwege G Protein-gekoppelter Rezeptoren. a) Rezeptor 1 (R1)
aktiviert nach der Bindung eines Liganden (Lig) ein heterotrimeres G Protein (Gg/o). Phospholipase C (PLC) wird stimuliert.
Das Enzym hydrolysiert 1-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat  (IP;) und
Diacylglycerol (DAG). Das IP; bindet an intrazellulire Rezeptoren, die die Freisetzung von Ca** bewirken. b) Rezeptor 2
(R2) aktiviert ein anderes heterotrimeres G-Protein (Gs), das eine Adenylatzyklase stimuliert. Das Enzym synthetisiert cAMP
aus ATP. Der Anstieg der [cCAMP]; aktiviert u.a. die cAMP-abhéngige Proteinkinase (PKA), die daraufhin z.B. Ionenkanile
und Transkriptionsfaktoren phosphoryliert. ¢) Rezeptor 3 (R3) aktiviert ein heterotrimeres G Protein (Gi). Die
Adenylatzyklase wird inhibiert und [cAMP]; sinkt.

In der groBten Unterfamilie der GPCR, der Gruppe der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren,
erfolgt die Bindung der Liganden in einer Bindetasche, die von den transmembranalen
Segmenten geformt wird (Strader et al., 1995). An der Wechselwirkung mit dem Liganden
sind Aminosdure-Reste beteiligt, die sich in den transmembranalen Segmenten befinden.
Durch Mutageneseuntersuchungen wurde gezeigt, dal ein Asparaginsdurerest in TM 3, Serin-
Reste in TM 5 sowie hydrophobe Aminosiure-Reste wie z.B. Phenylalanin-Reste in TM 6 an
der Ligandenbindung beteiligt sind (Strader et al., 1995, Valdenaire und Vernier, 1997).

Im N-Terminus der GPCR befinden sich Konsensussequenzen (N-X-S/T) fiir N-
Glykosylierungen. Es wird angenommen, da3 die Glykosylierung fiir die richtige Anordnung
des Rezeptors in der Zellmembran benétigt wird. In der dritten intrazelluldren Schleife und im
C-Terminus enthalten GPCR viele Serin- und Threonin-Reste, die potentielle

Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinasen wie z.B. PKA und Proteinkinase C (PKC) sind.



Die Phosphorylierung der Rezeptoren ist fiir die Abschaltung der Signalkaskade wichtig.
Durch die Phosphorylierung nimmt die Affinitdt der Rezeptor — G-Protein Wechselwirkung
stark ab und die Effizienz der Signaliibertragung sinkt. Arrestine konkurrieren mit dem G-
Protein um die Rezeptor-Bindestelle (Carman und Benovic, 1998, Chuang et al., 1996). Da
die Bindung der Arrestine an die phosphorylierten Rezeptoren stirker ist als die an nicht
phosphorylierte Rezeptoren, wird die Rezeptor-G-Protein-Interaktion schlieBlich vollig
verhindert. Obwohl der Rezeptor noch den spezifischen Liganden gebunden hat, kann das
Signal intrazelluldr nicht mehr verarbeitet werden. Der Rezeptor ist desensitisiert. Erst wenn
die Phosphatgruppen durch spezifische Phosphatasen vom Rezeptorprotein entfernt worden
sind, kann die Rezeptoraktivierung wieder durch die Wechselwirkung mit dem G-Protein zu

einer zellularen Antwort fuhren.

1.3 Biogene Amine

Biogene Amine sind kleine organische Molekiile. Sie werden in ein- bis mehrstufigen
Schritten aus essentiellen Aminosduren synthetisiert. Die biogenen Amine Dopamin,
Serotonin und Histamin kommen sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten vor.
Adrenalin und Noradrenalin sind funktionell nur bei Vertebraten (adrenerges System)
nachgewiesen worden. In Invertebraten sind diese biogenen Amine vermutlich durch Tyramin

und Octopamin funktionell ersetzt (siche Tab. 1).

Vertebraten Invertebraten
Dopamin Dopamin
Serotonin Serotonin
Histamin Histamin
Adrenalin Octopamin
Noradrenalin Tyramin

Tabelle 1.1: Gegeniiberstellung der bei Wirbeltieren und Wirbellosen physiologisch wirksamen
biogenen Amine

Biogene Amine kontrollieren und modulieren viele Prozesse wie z.B. bei Sdugetieren
Gefiihlszustdande, zirkadiane Rhythmen, Sexualverhalten, endokrine Sekretion sowie Lern-
und Gedichtnisvorgénge. Sie konnen zusitzlich die Differenzierung des Nervensystems

regulieren.

Die biogenen Amine Dopamin, Serotonin, Octopamin, Noradrenalin, Tyramin und Histamin

wurden 1im Nervensystem verschiedener Insektenarten mit biochemischen und



histochemischen Methoden nachgewiesen (Osborne, 1996, Monastirioti, 1999).
Interessanterweise synthetisieren jeweils nur wenige Interneurone im Insektengehirn die
entsprechenden biogenen Amine. So wurden z.B. nur ~100 Octopamin-immunreaktive
Somata im Gehirn der Honigbiene identifiziert (Kreissl et al., 1994). Da diese Neurone sich
jedoch erheblich verzweigen und in weite Bereiche des Gehirns projizieren, wird
angenommen, daB sie die Aktivitit groBer Gehirnbereiche beeinflussen koénnen. Ahnliche
Beobachtungen wurden bei verschiedenen Insekten auch fiir serotonerge und dopaminerge
Nervenfasern gemacht (Schiirmann und Klemm, 1984, Erber et al., 1991, Schiirmann et al.,
1989, Schéfer und Rehder, 1989).

Biogene Amine wirken bei Insekten als Neurotransmitter, Neuromodulatoren und
Neurohormone. Bei der Honigbiene ist die Wirkung biogener Amine auf verschiedene

Verhaltensweisen gezeigt worden (Bicker und Menzel, 1989; Erber et al., 1993).

1.4 Octopamin in vivo

Octopamin (OA) ist neben Tyramin das einzige biogene Amin, dessen physiologische
Wirkung auf Invertebraten beschréinkt ist. Octopamin wird aus der Aminosdure L-Tyrosin

tiber das Zwischenprodukt Tyramin synthetisiert.

COOH

. |
Tyrosin /@,CHZCENHZ
HO H

l

HO

l
OH

|
Octopamin @CHCHZNHZ
HO

Abb. 1.3: Syntheseweg des Octopamins. L-Tyrosin wird durch das Enzym Tyrosin Decarboxylase
(TDC) decarboxyliert, es entsteht Tyramin. Die Einfiihrung einer OH-Gruppe durch die Tyramin -
Hydroxylase (TPH) setzt Tyramin zu Octopamin um.

Seit der Entdeckung des Molekiils in den Speicheldriisen des Tintenfisches Octopus

(Erspamer und Boretti, 1951) wurde Octopamin in neuronalen und nicht-neuronalen Geweben



der meisten untersuchten Wirbellosen gefunden (Roeder, 1999). Octopamin hat demnach in
Wirbellosen periphere als auch zentrale Wirkung und wird daher auch als multipotente
Substanz bezeichnet (Axelrood und Saavedra, 1977; Roeder, 1999). Octopamin kann aber
auch Effektororgane wie beispielsweise das Leuchtorgan der ,,Glithwiirmchen® (Photuris)

stimulieren (Nathanson, 1979).

Es wird angenommen, da3 Octopamin als Stresshormon wirken kann. Es wurde gezeigt, da3
Temperaturerh6hungen, Nahrungsmangel und starke mechanische Reizung des ganzen Tieres
die OA-Konzentration in der Hamolymphe der Heuschrecke Schistocerca gregaria
(Davenport und Evans, 1984) und der Honigbiene (Harris und Woodring, 1992) erhohen. OA
vermittelt ebenfalls die Mobilisierung gespeicherter Diglyceride aus dem Fettkdrper der
Heuschrecke (Orchard et. al., 1993), die in den ersten Phasen des Fluges erfolgt.

In Insekten werden auch die beiden wichtigsten endokrinen Organe, die corpora cardiaca und
corpora allata durch Octopamin moduliert (Orchard et al., 1993, Rachinsky 1994, Kaatz et al.,
1994). Viele Sinnesorgane konnen bei Insekten durch Octopamin moduliert werden. Bei der
Honigbiene, Apis mellifera, erhoht die Applikation von OA die Sensitivitit der
Photorezeptoren (Erber et al., 1993). In vielen Wirbellosen wurde auch eine
verhaltensmodulatorische Wirkung von Octopamin gezeigt. Bei der Honigbiene wurde diese
Wirkung von Octopamin auf zwei Reflexe, den Riisselreflex und den optisch ausgeldsten
Antennenreflex besonders gut untersucht (Erber et al., 1993, Kloppenburg und Erber, 1995).
Die Injektion von Octopamin in den Dorsallobus fiihrt zu einer Erhdhung der antennalen
Abtastfrequenz (Pribbenow und Erber, 1996). Octopamin ist auch an der Erkennung von
stockfremden — und stockzugehdrigen Bienen (Robinson et al., 1999) und an der
Arbeitsteilung im Bienenvolk beteiligt (Schulz und Robinson, 2001). Bei der Drosophila
Mutante inactive, die einen erniedrigten OA-Spiegel besitzt, zeigen Méannchen ein gestortes,
erfahrungsabhéngiges Paarungsverhalten gegeniiber anderen Ménnchen (O’Dell, 1994). Auch
bei der Honigbiene spielt Octopamin eine wichtige Rolle bei Lern- und Gedéchtnisprozessen:
Bei einer olfaktorischen Konditionierung kann die Injektion von OA in die Pilzkorperkelche
oder den Antennallobus den unkonditionierten Stimulus (US) ersetzen (Hammer 1997,
Hammer und Menzel, 1998). Die instrumentelle Depolarisation des octopaminergen Neurons
VUM;x1, unmittelbar nach der Pridsentation des konditionierten Stimulus (CS), hat den
gleichen Effekt (Hammer, 1993).

Lern- und Gedichtnisprozesse bei Insekten (Drosophila melanogaster und Apis mellifera)
werden seit lingerem mit transienten Anderungen der intrazelluliren cAMP-Konzentration
neuronaler Zellen in Verbindung gebracht (Dubnau und Tully, 1998, Menzel und Miiller,
1996). In Drosophila Kopf-Homogenaten bewirkt Octopamin eine Aktivierung der
Adenylatzyklase (Uzzan und Dudai, 1982). Diese Wirkung wurde auch an
Membranpriparationen aus Bienengehirnen nachgewiesen (Blenau et al., 2000). Ein aus
Drosophila klonierter Octopamin-Rezeptor, OAMB (Han et al., 1998) bewirkt nach der



Aktivierung in heterologen Expressionssystemen einen Anstieg der intrazelluldiren cAMP-
Konzentration. Das zugehorige Rezeptorprotein wurde bei Drosophila vor allem in den
Pilzkérpern nachgewiesen. Die Pilzkorper sind Strukturen des Insektenhirns, von denen
angenommen wird, daf sie an Lern- und Gedachtnisprozessen entscheidend beteiligt sind (De
Belle und Heisenberg, 1994, Erber et al., 1980, Menzel et al., 1994). Es wurde vorgeschlagen,
daB der OAMB-Rezeptor an der Modulation der physiologischen Prozesse beteiligt ist, die fiir

das assoziative Lernen wichtig sind (Han et al., 1998).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Biogene Amine wirken bei Wirbeltieren und Wirbellosen als modulatorische
Neurotransmitter. Sie aktivieren spezifische membranstindige Rezeptoren und steuern
Signalkaskaden, die zu Konzentrationsdnderungen intrazelluldrer Botenstoffe fiihren. Das
Verstindnis der molekularen und funktionellen Eigenschaften biogener Amin-Rezeptoren ist
bei Wirbellosen im Vergleich zum Kenntnisstand bei Wirbeltieren immer noch begrenzt. Die
Honigbiene gilt seit langem als Modellsystem fiir verhaltensbiologische Untersuchungen.
Obwohl verhaltensmodulatorische Effekte biogener Amine an diesem System vielfach
beschrieben worden sind, ist iiber den Beitrag von biogenen Amin-Rezeptoren an diesen

Prozessen verhdltnismiBig wenig bekannt.

In unserer Arbeitsgruppe wurde deshalb mit der Klonierung und funktionellen
Charakterisierung biogener Amin-Rezeptoren aus der Honigbiene begonnen. Im Rahmen
dieser Arbeiten wurde ein Dopamin- und ein Tyramin-Rezeptor aus Apis mellifera kloniert
und funktionell charakterisiert (Blenau et al., 1998, 2000). Es konnte gezeigt werden, daf}
beide Rezeptoren die intrazelluliren cAMP-Spiegel beeinflussen. Der Dopamin-Rezeptor
bewirkt nach Aktivierung eine Erhohung, der Tyramin-Rezeptor eine Senkung der

intrazellulairen cAMP-Spiegel.

Die verhaltensmodulatorische Wirkung von Octopamin ist bei der Honigbiene sehr gut
untersucht (Braun und Bicker, 1992, Burell und Smith, 1995, Erber et al., 1993, Pribbenow
und Erber, 1996). Bislang wurde aber noch kein Octopamin-Rezeptor aus der Honigbiene
kloniert. Dies steht in einem deutlichen MiBBverhdltnis zur Bedeutung des octopaminergen

Systems bei Lern- und Gedéchtnisprozessen.

Das primére Ziel dieser Arbeit war daher die Klonierung eines Octopamin-Rezeptors aus Apis
mellifera. Anhand von Sequenzvergleichen sollte gepriift werden, welcher Unterfamilie der
GPCR-Gene das klonierte Gen zuzuordnen ist. Die funktionelle Kopplung des Rezeptors an
intrazellulire Botenstoffwege sollte in einem heterologen Expressionssystem untersucht
werden. Das zellulire Expressionsmuster des Rezeptor-Gens sollte durch in situ-
Hybridisierungen aufgeklart und die Verteilung des Rezeptor-Proteins im Bienengehirn mit

spezifischen Antikérpern bestimmt werden.



2. Methoden

2.1 Allgemeine Methoden

Alle nicht detailliert beschriebenen molekularbiologischen Methoden sind Standardmethoden
der Laborpraxis (Sambrook et al., 1989).

2.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.2.1 Priparation von Plasmid-DNA

2.2.1.1 Mini-Prdiparation von Plasmid-DNA
Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA wurden Plasmid-Minipriaparationen durchgefiihrt.

5 ml LB-Medium (10 g Bacto Tryptone; 10 g NaCl; 5 g Hefeextrakt; ad 1 1 HO,
autoklavieren) wurden mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt (Ampicillin:
100 pg/ml; Kanamycin: 30 pg/ml), mit einer Einzelkolonie beimpft und fiir mindestens 6 h im
Rollschiittler bei 37°C inkubiert. 1,5 ml der Kulturfliissigkeit wurden in ein
Eppendorfreaktionsgefd3 (ER) {iberfiihrt und fiir 1 min bei Raumtemperatur (RT) und
14.000 rpm in einer Eppendorfzentrifuge (EZ) zentrifugiert. Alle weiteren Zentrifugationen
erfolgten ebenfalls in der EZ.

Der Uberstand wurde dekantiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 ul Lésung 1 (50 mM
Glukose; 25 mM Tris-HCL, pH 8,0; 10 mM EDTA; autoklavieren) durch vortexen
resuspendiert. Die Suspension wurde sofort mit 200 pl Lésung IT (0,2 M NaOH; 1 % SDS)
versetzt und durch vortexen gemischt. Die klare, viskose Losung wurde mit 150 pl Lésung II1
(60 ml 5M Kac; 11,5 ml Essigsdure; pH 4,8 mit konz. HCI einstellen; ad 100 ml H,O)
versetzt, auf dem Vortex durchmischt und anschlieend 3 min bei Raumtemperatur (RT) und
14.000 rpm zentrifugiert. Die wéBrige Phase wurde zu 200 pul Phenol/CHCIl; (1:1 Mischung,
TE-gesittigt), das in ein sauberes ER vorgelegt worden war, pipettiert und gevortext. Es
folgten 2 min Zentrifugation bei RT und 14.000 rpm. Die wilrige Phase wurde in ein ER
tiberfiihrt, in das 200 ul CHCI; vorpipettiert wurden. Die Phasen wurden durchmischt. Es
wurde 1 min bei 14.000 rpm und RT zentrifugiert. Die wélrige Phase wurde in ein sauberes
ER iberfiihrt, mit 1 ml 100% Ethanol versetzt, gevortext und 3 min bei RT und 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Das Nukleinsiurepellet wurde mit 100 - 200 pl
70% Ethanol gewaschen. Nach einer 1 min Zentrifugation bei 14.000 rpm und RT wurde der
Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde fiir maximal 1 min in der Vakuumzentrifuge
getrocknet und anschlieBend in 20 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA;

autoklaviert) aufgenommen.



2.2.1.2 LiCl-Prdiparation von Plasmid-DNA

Zur Praparation besonders reiner Plasmid-DNA, z.B. fiir eine anschlieBende Sequenzreaktion,

wurden LiCl-Priparationen durchgefiihrt.

50 ml LB-Medium wurden mit Antibiotikum (siche Methoden 2.2.1.1) versetzt, mit ca. 50 ul
einer Vorkultur beimpft und {iber Nacht im Warmluftschiittler (185 UpM) bei 37°C inkubiert.

Die Kulturfliissigkeit wurde in Falcon-Rohrchen (FR) tiberfiihrt und fiir 10 min in der Sigma-
Zentrifuge bei 5.500 rpm und 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde dekantiert und das Bakterienpellet in 4 ml Losung I (siehe Methoden
2.2.1.1) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit 8 ml Losung II (siehe
Methoden 2.2.1.1) versetzt und durch Invertieren des Rohrchens vorsichtig vermischt. Es
wurden 8 ml Losung III (sieche Methoden 2.2.1.1) zugegeben, gemischt und anschlieBend
5 min bei 5.500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch ein Faltenfilter in ein
sauberes FR filtriert und die Nukleinsduren durch Zugabe von 25 ml Isopropanol gefillt. Es
folgte eine 10 min Zentrifugation bei 5.500 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde dekantiert.
Der Niederschlag wurde in 1,45 ml ddH,O gelost. Die Losung wurde mit 2,5 ml 4 M LiCl
und 50 pl 1 M Tris-HCI, pH 7,5 versetzt, gut durchmischt und 5 min bei 5.500 rpm und 4°C
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf zwei Greiner Réhrchen (GR) verteilt, mit 2,5 Vol. 100% Ethanol
versezt, gut durchmischt und fiir 10 min bei 5.500 rpm und 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde dekantiert. Der Niederschlag wurde kurz in der Vakuumzentrifuge
getrocknet, in 200 - 300 ul TE-Puffer resuspendiert, mit 2 - 3 pul RNase-Cocktail (Ambion)
versetzt und in ER {iberflihrt. Der RNase-Verdau erfolgte fiir mindestens 30 min bei 37°C.

Nach der Zugabe von 1 Volumen Phenol/Chloroform (sieche Methoden 2.2.1.1) wurde
durchmischt und fiir 2 min bei 15.300 rpm und RT zentrifugiert. Die wélrige Phase wurde in
ein sauberes ER pipettiert und die Phenol/Chloroform-Extraktion wiederholt. Die wiBrige
Phase wurde mit 1 Volumen CHCl; versetzt, durchmischt und 1 min bei 15.300 rpm und RT
zentrifugiert. Die wélrige Phase wurde in ein sauberes ER pipettiert und die Chloroform-

Extraktion wiederholt.

Die wiBrige Phase wurde in ein sauberes ER pipettiert und mit je 1/10 Volumen 3 M LiCl
und dem 3-fachen Volumen 100% Ethanol versetzt, gevortext und 5 min bei 15.300 rpm und
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet mit ca. 200 pl 70% Ethanol
gewaschen (Vortex). Es wurde 1 min bei 15.300 rpm und RT zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Das Pellet wurde fiir maximal 1 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und
anschlieBend in 100 — 200 pl TE-Puffer (siche Methoden 2.2.1.1) {iber Nacht gelost.
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2.2.2 DNA-Restriktionen

Zur Spaltung von DNA mit einem Restriktionsenzym wurden 15 pl-Ansitze, fiir

Doppelrestriktionen 25 ul gro3e Restriktionsansitze verwendet.

Fiir den 15 pl-Ansatz wurden 2 pl (100-500 ng) préparierte DNA in ein ER pipettiert, mit
13 pl Restriktionsmix [1,5 pl 10xRD-Puffer (600 mM KAc, 100 mM Mg(Ac),, 330 mM Tris-
HAc, pH 7,4); 1 ul Restriktionsenzym (10 U/ul); 10,5 pul dH,O] versetzt und fiir mindestens 1
h bei 37°C inkubiert.

Fiir den 25 pl-Ansatz wurde die DNA mit 24 pl Restriktionsmix (2,5 pl 10xRD-Puffer; 0,75
ul Restriktionsenzym 1; 0,75 pl Restriktionsenzym 2; 20 pl dH,O) versetzt und fiir
mindestens 1,5 h bei 37°C inkubiert.

2.2.3 DNA-Restriktionsfragment-Isolierung

DNA-Fragmente wurden nach der Restriktion (oder PCR) in einem 0,75% Agarosegel mit
Ethidiumbromid aufgetrennt. Das Agarosegel wurde im Geltrdger auf einen UV-Leuchttisch
gelegt und das gewiinschte DNA-Fragment moglichst exakt mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Uberstehende Agarosebereiche, die keine DNA enthielten, wurden

abgeschnitten. Das Gelstiick wurde in ein ER tiberfiihrt.

Ein sauberes ER wurde in der Mitte durchtrennt und der untere Teil mit einer heilen Kantile
durchstoBBen. Das Loch wurde mit silikonisierter Glaswatte verschlossen und das Gelstiick auf
die Glaswatte in dem halbierten ER tiberfiihrt.

Das halbierte ER wurde in ein intaktes ER gesteckt. Die DNA-Fragmente wurden durch 5
min Zentrifugation bei 6.000 rpm und RT isoliert.

Das Eluat wurde anschlie8end fiir weitere Inkubationen eingesetzt.

2.2.4 DNA-Ligationen
DNA-Ligationen wurden in standardisierten 15 pl-Ligationsansitzen durchgefiihrt.

Ein Ligationsansatz enthielt 5 ul Fragment-Eluat (bzw. PCR-Produkt), 1 pl restringierte
Vektor-DNA (z.B. pBluescript), 1,5 ul 10x Ligase-Puffer, 1,5 pl ATP, 1 ul T4-DNA-Ligase
(1 U/ul; Boehringer) und wurde fiir 2 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der
Ligationsansatz zu 100 pl kompetenten Zellen (XL-1 Blue) gegeben, fiir ca. 30 min auf Eis
inkubiert und auf LB-Amp-Platten ausgestrichen.

2.2.5 Subklonierungen

Geleluierte Restriktionsfragmente oder PCR-Produkte wurden zur Subklonierung in

entsprechend geschnittene Vektoren ligiert. Die Subklonierungen erfolgten {iberwiegend in
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pBluescript-Vektoren (Stratagene). Die Plasmide wurden in XL-1 Blue-Zellen transformiert

und anschlieflend vermehrt.

2.2.6 PCR-Bedingungen

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten sowie zur Mutagenese wurden PCR-Reaktionen
durchgefiihrt. Die zu amplifizierende DNA wurde mit PCR-Mix (dNTP‘s, spezifische
Oligonukleotid-Paare, Taqg-Polymerase, dH,O) versetzt. Es wurden 100 pl-Ansitze
verwendet. Ein Ansatz bestand aus: x pl DNA (1-10 ng), x pl Primerpaare (10 ng/Base + pl),
1 ul ANTP*s (20 mM), 10 pl 10xRD-Puffer, 1 ul Tag-Polymerase (1 U/ul, Boehringer-Roche)
ad 100 pl dH,O. Die Reaktion erfolgte in Thermocyclern (Perkin Elmer) nach 2 min
Denaturierung bei 94°C fiir 30-35 Zyklen: 40 s 94°C; 40 s Tm-2°C des verwendeten

Primerpaares; 1 min 70°C.

2.2.7 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem ,,Thermo Sequenase fluorescent-labeled primer cycle
sequencing kit“ (Amersham-Pharmacia) durchgefiihrt. Pro Reaktion wurden zwischen 70-
120 ng DNA/kb eingesetzt. Die Sequenzierprimer wurden auf eine Konzentration von
2 pmol/ul eingestellt. Fiir einen Voransatz wurde folgendes Pipettierschema verwendet:
DNA: x pl; DMSO (50%): 0,7 pl; Primer (2 pmol/ul): 0,6 ul; dH,O: 5,7-x pl, so daB ein
Gesamtvolumen von 7 ul resultiert. Von diesem Voransatz wurden je 1,5 ul auf 4 PCR-
Reaktionsgefdle verteilt und mit 1,5 pl Terminationsmix (0,75 pl Mix + 0,75 ul dH,O)
versetzt. Jeder Ansatz wurde mit 20 pl ,,Chill out wax* iiberschichtet. Die PCR-Reaktion
wurde nach 2 min Denaturierung bei 94°C nach folgendem Temperaturprotokoll
durchgefiihrt:

40 s Denaturierung bei 94°C; 40 s ,,Annealing” bei 52°C; 1 min Synthese bei 70°C. Die
Amplifizierung erfolgte fiir 30-35 Zyklen. Die Reaktionen wurden danach auf 4°C abgekiihlt.
Durch das Abkiihlen hartet das Wachs aus. Auf das Wachs wurden 3 pl Stopp-Puffer
pipettiert. Vor dem Auftragen auf ein Sequenziergel wurden die Proben fiir 2 min bei 70°C
denaturiert. Die Proben wurden mit dem LICOR Elektrophoresesystem (MWG Biotech)

analysiert.
2.3 Spezielle molekularbiologische Methoden

2.3.1 Verwendete Bienen-DNA-Bibliotheken und Klone

Bibliotheken:
e Genomische Bienenlarven-DNA in Cosmid-Vektor ,,Lawrist 7 (Beye et al., 1998)
e Bienen-cDNA (Gehirn) in Lambda-Zap II (Blenau et al., 1998)
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Klone:

e AmBARI, Bienen cDNA-Klon, der fiir ein Protein der Familie der GPCR kodiert, zur
Verfligung gestellt von Dr. P. Ebert (University of Queensland, Australien)

e Dmoct1A/B, Drosophila-cDNA-Klone, Splicevarianten des Drosophila-

Octopaminrezeptorgens Dmoct1, zur Verfiigung gestellt von Dr. A. Baumann (FZ Jiilich)

2.3.2 Hybridisierung der Bienen Cosmid-DNA-Bibliothek

Die genomische Bienen-Cosmid-DNA-Bank (Beye et al., 1998) wurde vom Ressourcen-
zentrum (RZPD) bezogen. Die Bibliothek enthdlt auf vier Filtermembranen ca. 110.000
Klone. Dies entspricht etwa einer 22fachen Genomabdeckung. Vorteil solcher
Genbibliotheken ist, da3 die Klone aus sogenannten ,,masterplates” automatisiert immer
doppelt auf die Membran {ibertragen werden. Dadurch wird die Zuordnung einzelner Klone
zu einer spezifischen X-Y-Position im Koordinatenkreuz moglich. Diese X-Y-Position fiihrt
zur schnellen Identifizierung gewlinschter Klone, die iiber das Ressourcenzentrum (RZPD)

bezogen werden konnen (Zehetner und Lehrach, 1994).

Zum Durchmustern der Bibliothek wurden Restriktionsfragmente benutzt, die von einem

alternativ gespleifiten Drosophila-Octopamin-Rezeptorgen stammen.

Die zur Hybridisierung eingesetzten Fragmente wurden mit der ,,random priming*“-Methode
radioaktiv markiert (Amersham, RPN 1601). Die DNA-Fragmente wurden denaturiert und
mit synthetisch hergestellten Hexameren hybridisiert. In der nachfolgenden Markierungsreak-
tion benutzt eine DNA-Polymerase diese Oligonukleotide als Startpunkte fiir die DNA-
Neusynthese. Wihrend der Synthese wird radioaktiv markiertes Deoxycytidin-5¢-[o->*P]-
triphosphat (Amersham, AA0005) in die DNA eingebaut. Fiir die Markierungsreaktion
wurden 25 ng DNA und 5pl Deoxycytidin-5‘-[o-""P]-triphosphat pro 50 pl ,random-
priming“-Ansatz verwendet. Zur Abtrennung nicht-eingebauter Nukleotide wurde der
Markierungsansatz iiber eine Sephadex-Sdule (Nick-Column, Amersham-Pharmacia, 17-
0855-01) gereinigt.

Die Hybridisierung der Filter wurde in 5x SET (20x SET: 3 M NaCl, 0,4 M Tris-HCL, pH 7,5,
0,02 M EDTA), 5x Denhardts-Losung (100x Denhardts-Lsg.: 2% BSA, 2% Ficoll 400,
2% Polyvinylpyrrolidon), 100 pg/ml autoklavierte Heringssperma-DNA, 0,1% SDS,
10° cpm/ml denaturierter, radioaktiv markierter Sonden-DNA bei 58°C im Rotorofen
(Biometra) iiber Nacht durchgefiihrt. Die Filter wurden 2x fiir 30 min in 2x SET, 0,1% SDS
bei 58°C gewaschen. Die Exposition der Rontgenfilme wurde fiir 2 Tage bei -80°C unter
Verwendung von Verstirkerfolien durchgefiihrt. Positive Signale wurden anhand der X-Y-

Position auf den Filtern Klonen zugeordnet und die Klone vom RZPD bezogen.
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2.3.3 Anzucht der cosmidtragenden Bakterien

Bei den vom RZPD bezogenen Klonen handelt es sich um Bakterienstimme, die mit
Cosmiden transformiert sind. Die Cosmide vermitteln den Bakterien eine Kanamycin-

Resistenz.

Es wurde ein Verdiinnungsausstrich auf LB-Agarplatten (30 pg Kanamycin/ml) hergestellt.
Die Platten wurden {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden
einzelne Kolonien ,,gepickt” und 5 ml LB-Medium (30 pg Kanamycin/ml) in einem 25 ml-
Erlenmeyerkolben beimpft. Die Anzucht der Bakterien erfolgte fiir 16 h bei 37°C auf einem
Schiittler.

2.3.4 Priparation von Cosmid-DNA

Die Cosmid-DNA wurde anhand eines modifizierten Protokolls von Ivens und Little (1995)

isoliert.

1,5 ml stationdre Bakteriensuspension wurde in ein ER pipettiert und in einer EZ fiir 1 min
bei 14.000 rpm und RT pelletiert. Alle nachfolgenden Zentrifugationen erfolgten ebenfalls in
einer EZ. Der Uberstand wurde dekantiert. Die Zellen wurden in 200 pl kalter Lsg. I
(25% (w/v) Glukose, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA) vorsichtig resuspendiert und
5 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 400 pl Lsg. II (0,2 M NaOH, 1% SDS) wurde
die Suspension durch dreimaliges Invertieren der R6hrchen gemischt und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden 200 ul kalte Lsg. III (3 M K-Acetat pH 4,8) zugegeben und
durch Schiitteln gemischt. Es wurde 10 min auf Eis inkubiert und danach 10 min bei
14.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit einem sterilen Zahnstocher

entfernt.

Nach der Zugabe von 480 pl Isopropanol wurde ,,gevortext™ und anschlieBend fiir 30 min bei
-80°C inkubiert. Es wurde fiir 10 min bei 14.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und die R6hrchen einige Minuten zum Abtropfen kopfiiber gestellt. Das
Pellet wurde in 100 pl dH,O bei 65°C fiir 10 min resuspendiert. Nach der Zugabe von 100 pl
eiskaltem 5 M LiCl wurde kurz ,,gevortext und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es wurde fiir
10 min bei 14.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein sauberes ER
iiberfiihrt, mit 2 Volumen EtOH vesetzt und die DNA fiir mind. 15 min bei 14.000 rpm und
RT prizipitiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70% EtOH gewaschen. Es
wurde 5 min bei 14.000 rpm und RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die DNA
wurde luftgetrocknet und danach in 10 pul TE-Puffer resuspendiert. Pro 5 ml

Bakteriensuspension wurden ca. 1,5 pg Cosmid-DNA isoliert.
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2.3.5 Hybridisierung der Bienengehirn cDNA-Bibliothek

Zur Isolierung von cDNA-Klonen wurde eine Honigbienen cDNA-Bibliothek (Blenau et al.,
1998), die aus Gehirn-spezifischer mRNA hergestellt worden war, mit einem radioaktiv
markierten 900 bp-groflen EcoRI/Xbal Fragment des AmBAR1-cDNA-Klons durchmustert.

Das Fragment wurde mit der ,Random Priming“-Methode radioaktiv markiert (siche
Methoden 2.3.2).

Die Hybridisierung erfolgte unter hoch stringenten Bedingungen in 5x SET, 5x Denhardts-
Losung, 100 pg/ml Heringssperma-DNA, 0,1% SDS, 10° cpm/ml markierter Sonden-DNA
bei 61°C iiber Nacht. Die Filter wurden fiir 5 min bei RT, anschlieend fiir 2x 30 min in
1x SET, 0,1% SDS bei 61°C gewaschen. Die Exposition der Filme erfolgte iiber Nacht bei

-80°C mit Verstirkerfolien.

2.3.6 Restriktionsanalyse der Rekombinanten, Subklonierung und Sequenzierung

Die DNA einzelner genomischer Cosmid-Klone wurde mit EcoRI verdaut. Die DNA-
Fragmente wurden in 0,8%igen Agarosegelen in einer Biometra-Gelkammer aufgetrennt und
anschlieBend durch alkalischen Transfer auf Nylonmembranen iibertragen (,,Southern-Blot®).
Die ,,Southern Blots* wurden mit radioaktiv markierter Sonden-DNA des Drosophila-
Octopamin-Rezeptorklons (sieche Methoden 2.3.2) hybridisiert. Der Nachweis gebundener
Sonden-DNA erfolgte autoradiographisch.

Plasmid-DNA positiver cDNA-Klone wurde nach dem ,in vivo Excision“-Protokoll
(Stratagene) isoliert. Plasmid-DNA dieser Klone wurde mit EcoRI geschnitten und

gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Der AmBAR1-Klon wurde in pBlueskript Vektoren (Stratagene) kloniert und doppelstringig

sequenziert.
2.3.7 Konstruktion von Expressionsvektoren

2.3.7.1 Konstruktion des Expressionsvektors pcAmoct1

Zur heterologen Expression in eukaryontischen Ammenzellen wurde die cDNA modifiziert.
Durch eine Mutagenese-PCR wurde vor das Start-Kodon (ATG) des offenen Leserahmens
eine singuldre HindIII-Schnittstelle sowie die Kozak-Konsensussequenz eingefiigt. Folgende

Oligonukleotide wurden als PCR-Primer verwendet:

5¢-0ligo: 5°-GATAAGCTTCCACCATGCGATCCGTATTC (fiigt eine Hindlll-

Schnittstelle {fett} sowie die Kozak-Konsensussequenz {unterstrichen} ein)

3¢-Oligo: 3°-ATGGATCCTCAAGGTCAA (enthilt eine BamHI-Schnittstelle)
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Das PCR-Fragment wurde HindIll/Xbal geschnitten, die geschnittene DNA
gelelektrophoretisch aufgetrennt und das resultierende ~800 bp grofle Fragment aus dem Gel

eluiert.

Die Amoctl-cDNA in pBluescript wurde mit Xbal/EcoRI geschnitten, ebenfalls
gelelektrophoretisch aufgetrennt und das Xbal/EcoRI-Fragment eluiert. Das PCR-Fragment
(HindIII/Xbal) und das Restriktionsfragment (Xbal/EcoRI) wurden in HindIIlI/EcoRI
geschnittenem pcDNA 1.amp-Vektor (Invitrogen) subkloniert. Der Klon wurde als pcAmoct1

bezeichnet.

2.3.7.2 Konstruktion des Expressionsvektors pcAmoct1-HA-Tag

Zum Nachweis der Expression des Rezeptorproteins in HEK 293-Ammenzellen wurde die
Amoctl-cDNA am 3°‘-Ende modifiziert. Das Stop-Kodon des offenen Leserahmens wurde
entfernt und durch eine Sequenz ersetzt, die fiir ein Nonapeptid kodiert, das im
Héamagglutinin A vorkommt (YPYDVPDYA). Zum Ersetzen des Stop-Codons und Einfiigen
der Hémagglutinin A-(HA)-Tag codierenden Sequenz wurde eine PCR auf pcAmoctl
durchgefiihrt. Fiir die PCR wurden folgende Oligonucleotide verwendet:

5"-0Oligo: 5'-CGGGAGCTCACTCAAGTCA (enthilt eine Sacl-Schnittstelle)
3’-Oligo: 5"-ATCTCGACTCGCTCTGCGA

Das Fragment wurde in die EcoV-Schnittstelle des pBK-T7-Stop-Klons (zur Verfiigung
gestellt von R. GauB, FZ-Jiilich), der die HA-kodierende Sequenz bereits trdgt, kloniert.
Direkt hinter der HA-kodierenden Sequenz schlieBt sich in pBK-T7-Stop eine Xbal-
Schnittstelle an.

Die korrekte Orientierung des eingefligten Fragmentes wurde durch Restriktion mit Sacl
bestimmt. Der ,,Zwischenklon® wurde sequenziert. Aus dem Klon wurde das 3’-Sacl/Xbal-
Fragment (enthilt die HA-Sequenz) ausgeschnitten und zusammen mit dem 5'-Fragment, das
durch den Verdau von pcAmoctl mit HindIll/Sacl erhalten wurde, in HindIIl/Xbal
geschnittenen pcDNA 1.amp Vektor kloniert.

2.3.7.3 Konstruktion des Fusionsprotein- Vektors FUSGEXAmoct1

Zur Konstruktion des Fusionsprotein-Vektors FUSGEXAmoctl,wurde eine PCR auf
pcAmoctl durchgefiihrt. Folgende Oligonukleotide wurden eingesetzt:

5'-AGCGGATCCTTCCGGTTCGCGTTCAAA (fiigt eine BamHI-Schnittstelle ein)
3’-ACGGAATTCTCATCTCGACTCGCTCTG (fiigt eine EcoRI-Schnittstelle ein)
Das Fragment (bp 1545-1778) kodiert fiir den C-terminalen Abschnitt des Rezeptorproteins.

Das Fragment wurde mit EcoRI/BamHI geschnitten, geleluiert und ,,in frame* hinter den
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offenen Leserahmen des Glutathion-S-Transferase (GST)-Proteins in pGEX-2T-Vektor
(Pharmacia Biotech) kloniert.

2.3.7.4 Konstruktion des Fusionsprotein- Vektors FUSMalAmoct1

Zur Konstruktion des Fusionsprotein-Vektors FUSMALAmoctl wurde eine PCR auf
pcAmoct] durchgefiihrt. Folgende Oligonukleotide wurden eingesetzt:

5'-AAGGAATTCCGGTTCGCGTTCAAA (fiigt eine EcoRI-Schnittstelle ein)
3’-ACGTCTAGATCATCTCGACTCGCTCTG (enthélt eine Xbal-Schnittstelle)
Das Fragment (bp 1548-1778) kodiert fiir den C-terminalen Abschnitt des Rezeptorproteins.

Das Fragment wurde mit EcoRI/Xbal geschnitten und ,,in frame* hinter den Leserahmen des
Maltose Bindeproteins (MBP) in den pMal-C2-Vektor (NEB) kloniert.

2.3.8 Heterologe Expression des Rezeptorproteins in HEK 293 Zellen

Exponentiell wachsende HEK 293 Zellen (~2x10° Zellen je 5Scm-Petrischale) wurden mit
10 ug pcAmoct1-DNA pro Schale transfiziert.

Die Transfektion erfolgte nach einer modifizierten Calciumphosphat-Koprézipitations-
Methode (Chen und Okayama, 1987).

Nach 20-22 h Inkubation im Brutschrank (35°C, 3% CO;) wurden die Zellen in 1x PBS, 1x
PBS/EDTA, 1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden entweder auf Poly-D-Lysin beschichtete
Glasplittchen umgesetzt (fir Immuncytochemie, Ca®’-Imaging) oder in den Petrischalen
belassen (fiir Membranproteinpréparationen, Pharmakologie) und anschlieBend mit frischem
M10-Medium [MEM (1x), 31095-029; 10% fotales Kélberserum, 10106-078; L-Glutamin
(0.2 M = 100x), 25030-024; Antibiotika/Antimykotika—Mix (1x) und MEM nichtessentielle
Aminoséuren (100x), 11140-035; alle Produkte von GIBCO] ,,geflittert™.

Nach 7-8 stiindiger Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO;) wurde 3 mM Butyrat zur
Steigerung der Expressionsrate zugesetzt. Die Zellen wuchsen anschlieBend fiir weitere 16-
18 h im Brutschrank. Die Zellen wurden 3x in 1x PBS gewaschen und anschlieBend weiter

verarbeitet.
2.3.9 Funktionalititsnachweis des exprimierten Rezeptorproteins

2.3.9.1 cAMP-Assay

Mit  pcAmoctl-transfizierte Zellen (siche Methoden 2.3.8) wurden 2x in
I1x PBS/100 uM IBMX gewaschen und anschlieBend fiir 20 min in PBS/IBMX-L6sungen
inkubiert, die verschiedene Konzentrationen der Test-Liganden enthielten. Die

Ligandenlosung wurde abgesaugt und die Reaktion mit 1,5 ml eiskaltem Ethanol gestoppt.
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Zur Freisetzung der gebildeten Botenstoffe wurden die Schalen fiir 2 h bei 4°C auf einem
Taumler inkubiert. Die Zelllysate wurden in 2 ml-ER pipettiert. Die Deckel wurden mit einer

Kaniile durchstochen. Das EtOH wurde tiber Nacht in der Vakuumzentrifuge verdampft.

Die cAMP-Konzentration der Zelllysate wurde mit dem ,,TRK 432 cAMP assay kit*
(Amersham) bestimmt. Fiir jeden Mefwert wurden Doppelbestimmungen von mindestens
zwel unabhingigen Transfektionen durchgefiihrt. Die intrazelluliren cAMP-Konzentrationen
der Lysate wurden anhand einer Eichgerade, die parallel aus Standardkonzentrationen von

radioaktiv markiertem cAMP erstellt wurde, abgelesen.

2.3.9.2 Ca’*-Imaging

Die Verinderung der intrazelluliren Ca’’-Konzentration nach Ligandenapplikation wurde

fluoreszenzspektroskopisch gemessen.

Mit pcAmoct] transfizierte Zellen wurden mit dem Ca®’-sensitiven Farbstoff Fura-2-AM

(Fura-2-acetomethylester, 5 uM) geladen.

Der Anstieg der intrazelluldren Ca*-Konzentration wurde mit einer Ca’ -Imaging-Apparatur
(Applied Imaging) registriert. Unmittelbar nach der Applikation des Liganden wurden
ausgewihlte Zellen fiir 400 s beobachtet und die Ca”"-Signale registriert.

2.3.10 In situ-Hybridisierung

Es wurden Gehirne aus Arbeitsbienen pripariert und fiir zwei Stunden in 1x PBS/4%
Paraformaldehyd bei 4°C fixiert. Die Gehirne wurden 4x 15 min in 1x PBS gewaschen und
iiber Nacht in PBS/25% Saccharose bei 4°C inkubiert.

Fir die in situ-Hybridisierungen wurden 12 pm dicke Kryotomschnitte der fixierten
Bienengehirne angefertigt und auf Poly-D-Lysin-beschichtete Objekttriger (Sigma, S4651)
iiberfiihrt. Die Préparate wurden in einer Alkoholreihe entwiéssert. Die Schnitte wurden fiir
5 min in 2x SSC (20x SSC: 3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,4) bei RT equilibriert. Zum
Ablosen unzureichend fixierter Schnitte wurden die Priparate in 2x SSC bei 70°C fiir 20 min
inkubiert. Die Praparate wurden zur besseren Zugianglichmachung mit Proteinase K (4 ug/ml
in DEPC-H,0) fiir 2 min bei RT behandelt. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS/0,2%
Glycin fiir 2 min bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden in PBS/4% Paraformaldehyd fiir
20 min bei RT fixiert und anschlieBend erneut {iber eine Alkoholreihe dehydriert.

Die Hybridisierung der Gewebeschnitte wurde mit Digoxygenin-markierten RNA-Sonden
durchgefiihrt.
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Fiir die Herstellung eines Plasmids zur in vitro-Transkription der Ribosonden wurde zunichst
eine PCR auf pcAmoctl durchgefiihrt. Als PCR-Primer wurden die folgenden

Oligonukleotide eingesetzt:
5¢-Oligo: 5°-TGAGGATCCATCGTGGC (enthdlt BamHI-Schnittstelle)
3¢-Oligo: 5°‘-CGTGAATTCATACGACACCGAGATTTTA (fiigt EcoRI-Schnittstelle

ein)
Die PCR-Produkte wurden prazipitiert und anschliefend mit EcoRI/BamHI geschnitten. Das
121 bp lange EcoRI/BamHI-Fragment, das fiir einen Teilbereich der dritten intrazelluldren
Schleife des Rezeptors kodiert (Basenpaare 919-1.040), wurde in EcoRI/BamHI-
geschnittenen pBlueskript-Vektor (Stratagene) subkloniert.

Zur Vermeidung von Kreuzhybridisierungen wurde anschlieend die GC-reiche pBluescript
Polylinker-Region deletiert. Dazu wurden zwei Doppel-Restriktionen angesetzt: Eine
Restriktion mit Sacl/Xbal fiir die spitere Transkription mit der T3-Polymerase und eine
Kpnl/HindIII-Restriktion fiir die spétere Transkription mit T7-Polymerase. Anschliefend
wurden die Schnittstellen aufgefiillt und die Konstrukte religiert. Mit den religierten, GC-
deletierten Konstrukten wurden kompetente XL-1 Blue-Zellen transformiert. Die
Transkription der ,antisense“- bzw. ,sense“-Sonde erfolgte (auf dem entsprechend

linearisierten Plasmid) mit T7- bzw. T3-Polymerase.

Die prozessierten Schnitte (sieche oben) wurden mit 0,5 pg/ml Dig-markierter RNA-Sonde
hybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte in 50% Formamid, 5x SSC, 100 pg/ml autoklavierte
Heringssperma-DNA, 50 pg/ml Heparin, 0,1% Tween 20 iiber Nacht bei 45°C. Es wurden
100 ul Hybridisierungslosung pro Objekttrager aufgetragen und ein Deckglas aufgelegt.

Die Hybridisierung wurde in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Als Equilibrierungsldsung
wurde 1 ml 50% Formamid/5x SSC pro cm”* Kammerboden verwendet. Die Priiparate wurden
fir 1 h und anschlieBend 2x 1,5h in Waschlosung (50% Formamid, 2x SSC) bei 37°C

gewaschen.

Die Schnitte wurden zum Nachweis der Hybride mit einem gegen Digoxigenin gerichteten
Antikorper inkubiert, der an das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt ist (Anti-Dig-AP
Fab-Fragmente, Boehringer, 1093274).

Die Priparate wurden 2x 1min in P1 (0,1 M Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5) inkubiert und
anschlieBend 30 min in P2 (P1 mit 0,5% Blocking-Reagenz, Boehringer, 1096176) blockiert.
Die Schnitte wurden mit je 100 pl Antikorperlosung (Anti-Dig-Fragmente 1:500 in P2) unter
einem Deckglas bei RT in einer feuchten Kammer (Equilibrierungslosung ist P1) iiber Nacht
inkubiert.

Die Préparate wurden 2x 15min bei RT in Pl gewaschen. Die Schnitte wurden zur
Einstellung des pH-Wertes fiir 1 min in P3 (0,1 M Tris-HCI, 100 mM NacCl, 50 mM MgCl,,
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pH 9,5) inkubiert. Die Schnitte wurden anschlieBend im Dunkeln in Farbelosung (175 pg/ml
BCIP, 337,5 pg/ml NBT, 1 mM Levamisol in P3) inkubiert. Die Farbreaktion wurde fiir
45 min bis 1h durchgefiihrt und anschlieBend mit TE-Puffer abgestoppt. Der TE-Puffer
wurde 3x gewechselt und die Priparate liber Nacht bei 4°C in TE-Puffer inkubiert. Zur
Dokumentation wurden die Praparate in Glycerin-Gelatine (1:1) eingedeckt. Die Auswertung

der Farbreaktionen erfolgte am Lichtmikroskop.
2.4 Immunologische Methoden und Proteinbiochemie

2.4.1 Uberexpression und Aufreinigung der Fusionsproteine

Kompetente Zellen wurden mit dem entsprechenden Plasmid (BL21-Zellen mit
FUSGEXAmoctl, XL1 Blue-Zellen mit FUSMALAmoct1l) transformiert. Eine 5 ml-
Ubernachtkultur wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37°C im Rollinkubator
bebriitet. 500 ml LB-Amp-Medium wurden mit der Vorkultur beimpft und bis zu einer ODggp
von 0,4-0,6 im Warmluftschiittler bei 37°C inkubiert. Die Induktion der Fusionskonstrukte
erfolgte durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 0,5 mM). Die Kulturen wurden fiir
weitere 2-3 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend fiir 10 min bei 5.500 rpm und 4°C in GSA-
Bechern zentifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml PBS resuspendiert und anschlieend fiir 5x
45 s mit einem Stabsonifizierer sonifiziert. Das Solubilisat wurde auf ER verteilt (je 1 ml) und
zur Abtrennung der unldslichen Bestandteile fiir 20 min bei 15.300 rpm und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit Proteingelprobenpuffer versetzt und gelelektrophoretisch

aufgetrennt.

Das Gel wurde in 0,3 M Kupfersulfat gefarbt. Die iiberexprimierte Proteinbande wurde
ausgeschnitten und in einen Dialyseschlauch mit 5-10 ml Dialysepuffer (0,5 M
Ammoniumhydrogenphosphat, 100 mM Natriumhydrogencarbonat) iiberfithrt. Das
tiberexprimierte Protein wurde {iber Nacht gegen 100 mM Natriumhydrogencarbonat
dialysiert. Die Proteinmenge der Dialysate wurde nach der Methode von Bradford (1976)

bestimmt.

2.4.2 Herstellung polyklonaler Antikorper gegen den C-Terminus von AmOCT1

Die Herstellung der polyklonalen Antikorper wurden bei der Firma ,,Pineda Antikorper-
Service® (Berlin) in Auftrag gegeben. Es wurden zwei Kaninchen mit dem MBP-OCT-
Fusionsprotein immunisiert. Fiir die Immunisierung wurden insgesamt 250 ug MBP-OCT-
Fusionsprotein pro Tier bendtigt. Die Immunisierung erfolgte nach einem Standardprotokoll

der Firma Pineda und kann iiber das Internet unter www.pineda-abservice.de bezogen werden.

Die Qualitdt der Seren wurde anhand von Tiipfelblots (,,dot blots*) mit Verdiinnungsreihen
von MBP-OCT und GST-OCT (100 ng-10 pg) Fusionsproteinen getestet.
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2.4.3 Tiipfelblots

Fiir die Tipfelblots wurden Fusionsproteinverdiinnungen in 10er Schritten von 100 ng/ul -
10 pg/ul hergestellt. Je 1 pl der Verdiinnungen wurde auf eine Nitrocellulosemembran
aufgetragen und getrocknet. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Membranen fiir 30 min bei RT in PBS/5% Milchpulver auf einem Taumler inkubiert.

Das Serum wurde 1:3.000 in PBS/0,05% Tween 20 verdiinnt und die Membran fiir 1 h bei RT
mit der Serumverdiinnung inkubiert. Alternativ wurden die Serumproben 1:10.000 verdiinnt
und {iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde 3x S5min bei RT in
PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. Es folgte die Inkubation in a-rabbit-HRP (Sigma, A9169)
1:2.000 in PBS/5% Milchpulver/0,05% Tween 20 fiir 30 min bei RT.

Anschlieend wurde die Membran 2x 10 min in PBS/0,05% Tween 20 und 1x 5 min in PBS
gewaschen, da das Detergenz die Peroxidasereaktion hemmt. Die Detektion der Signale
erfolgte mit dem ECL-System (Amersham-Pharmacia, RPN 2106; sieche auch Methoden
2.4.5).

2.4.4 Membranprotein-Isolierung aus transfizierten Zellen

Das Kultur-Medium der 5 cm-Schalen wurde abgesaugt und die Zellen 2x mit sterilem 1x
PBS gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und 1 ml steriles PBS in die Zellkulturschale
pipettiert.

Die Zellen wurden mit einem Gummiwischer vom Schalenboden abgelost und die
Zellsuspension in ein ER pipettiert. Die Zellen wurden durch 5 min Zentrifugation bei
2.000 rpm und RT sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet entweder
in fliissigem N, eingefroren und bei -80°C gelagert oder sofort zur Membranpréiparation
eingesetzt.Zur Lyse der Zellen wurde das Zellpellett in 0,2 ml Puffer A (10 mM NacCl, 25 mM
HEPES, pH 7,5, 2 mM EDTA, Protease-Inhibitor [Pefablock (500 mg/ml); Verdiinnung

1:250]) resuspendiert und anschlieend mit einem Pistill homogenisiert.

Das Homogenat wurde 10 min auf Eis inkubiert und in einer Sigma-Zentrifuge fiir 30 min bei
15.300 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die cytosolischen Proteine, wurde
abpipettiert und aufbewahrt.

Das Membran-Sediment wurde in 30 ul Puffer B (200 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH 7,5,
[Pefablock (500 mg/ml); Verdiinnung 1:250]) vollstindig resuspendiert.

Zu der Suspension wurden tropfenweise 30 ul einer 2%igen CHAPS-Losung gegeben und auf
dem Vortex gemischt. Zum Solubilisieren der Membranproteine wurde die Losung 10 min

auf Eis inkubiert. Es folgten 10 min Zentrifugation bei 10.100 rpm und 4°C.

Der Uberstand enthilt die Membranproteine und wurde in ein sauberes ER pipettiert.
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Die Konzentration der Membranproteine wurde durch eine Amido Schwarz-Proteinbestim-

mung ermittelt.

2.4.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf ,,Western-Blots*

Proteinproben wurden gelelektrophoretisch in 10%igen, denaturierenden Polyacrylamidgelen
(SDS-Page) in einer Biometra Gelkammer (010-300) aufgetrennt. Als Molekulargewichts-
standard wurde der ,Prestained SDS molecular weight marker von Sigma (SDS-7B)
verwendet. Die Proteine wurden nach der Gelelektrophorese durch Elektroblotting (Fastblot,
Biometra 014-800) auf eine PVDF-Membran iibertragen (,,Western-Blot*). Die Markerspur
wurde nach dem Transfer abgeschnitten und aufbewahrt. Die Membran wurde fiir 1 min in 1x
PBS/0,05% (w/v) Tween 20 equilibriert. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch die
Inkubation in Blockierungslosung (1x PBS/5% Magermilchpulver/0,05% Tween 20) bei RT
fiir mindestens 30 min abgeséttigt. Der Primérantikorper (Serum gegen AmOCT1 - C-
Terminus) wurde 1:10.000 in Blockierungslosung verdiinnt, auf die Membran gegeben und
fiir eine Stunde bei RT, oder alternativ liber Nacht bei 4°C, auf einem langsam eingestellten
Schiittler inkubiert. Die Membran wurde 2x 5 min in 1x PBS/0,05% Tween 20 und 1x 5 min
in 1x PBS bei RT gewaschen.

Der Sekundédrantikérper (goat anti-rabbit-Peroxidasekonjugat, Sigma A9169) wurde 1:5.000
(in 1x PBS/ 0,05% Tween 20) verdiinnt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Detektion der
gebundenen Antikdrper erfolgte mit dem ECL- System (ECL Western blotting detection
reagents, Amersham-Pharmacia RPN 2109). Zur Detektion wurde die feuchte Membran in
einem 1:1 Gemisch aus ECL-Lésung 1 und ECL-L6sung 2 ohne Schiitteln fiir 1 min bei RT
inkubiert, vorsichtig abgetropft und in eine Prospekthiille tiberfiihrt. In der Dunkelkammer
wurden anschlieBend ECL-Filme (Amersham-Pharmacia, RPN1674K) unterschiedlich lang
(z. B. 1 min, 5 min), aufgelegt und entwickelt. Das Molekulargewicht der detektierten Banden

wurde anhand des Molekulargewichtstandards bestimmt.

2.4.6 Immuncytochemie an transfizierten HEK 293-Zellen

Die mit pcAmoctl-HA transfizierten Zellen wurden in die Vertiefungen von 4-Loch-
Mikrotiterplatten ausgesét. Das Zellkultur-Medium wurde abgesaugt und die Zellen 2x kurz
mit 500 pl 1x PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd-
Losung fiir 15 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden 3x 10 min mit je 500 pl 1x PBS bei RT
gewaschen. In jede Vertiefung wurden 200-300 pl Priinkubationsldsung (45 ml 1x PBS, 5 ml
normales Ziegenserum (NGS, Sigma G 9023) und 0,25 g Triton X100) pipettiert und fiir 30-
60 min bei RT inkubiert.
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Der primidre Antikorper (rat anti-HA, Boehringer-Roche) wurde 1:200 in PBS (47,5 ml PBS,
2,5 ml NGS, 0,25 g Triton X100) verdiinnt, je 200 ul in jede Vertiefung pipettiert und bei RT
fiir 60 min inkubiert.

Die Zellen wurden anschlieBend 3x 15 min mit je 500 pl 1x PBS gewaschen.

Der sekundire Antikorper (sheep anti-rat-HRP, Amersham-Pharmacia) wurde 1:100 in PBS

verdiinnt.

Je 200 pl der Verdiinnung wurden in jede Vertiefung pipettiert und fir 30 min bei RT
inkubiert. Die Zellen wurden 3x 15 min mit je 500 ul 1x PBS bei RT gewaschen. In jede
Vertiefung wurden 200 pl Féarbelosung (3 ml 1x PBS; 74 ul DAB; 9 ul H,0O,) pipettiert und
das Einsetzen der Farbreaktion am Mikroskop beobachtet. Die Reaktion wurde mit 1x PBS
gestoppt. AnschlieBend wurde das Verhéltnis von gefirbten zu ungefirbten Zellen

mikroskopisch bestimmt.

Alternativ wurde das gegen den C-Terminus von AmOCTI1 gerichtete Serum in einer
Verdiinnung von 1:200 als Primérantikorper eingesetzt. In diesem Fall wurde die Bindung des
Antikorpers liber einen fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikdrper (goat anti- rabbit-Cy3,

Sigma C 2306) nachgewiesen.

Fir die Co-Lokalisation wurden mit pcAmoctl-HA transfizierte Zellen wie oben
beschrieben fixiert, gewaschen und anschlieBend in einer Primirantikdrpermischung aus
100 ul des gegen den C-Terminus von AmOCT]1 gerichteten Serums (1:200 in PBS) und
100 pl rat anti-HA (1:200 in PBS) inkubiert. Zur Detektion des anti-HA-Antikdrpers wurde
nun ebenfalls ein fluoreszenzmarkierter Zweitantikorper (goat anti rat-FITC, Sigma F 6258)
eingesetzt. Zur Detektion der gebundenen Antikorper wurden 200 pl einer
Zweitantikdrpermischung (goat anti-rat-FITC (1:100), sheep anti rabbit-Cy3 (1:50), 1:1) in
jede Vertiefung pipettiert. Die Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei Rot- und
Griinlichtanregung betrachtet. Es wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die bei beiden

Wellenléngen fluoreszierten.

2.4.7 Immuncytochemie an Vibratomschnitten von Bienengehirnen

Frisch aus Arbeiterinnen préparierte Bienengehirne wurden fiir 2h in Fixativ:
2% Paraformaldehyd, 1% Glutaraldehyd in 0,1 M Sorensen Phosphat Puffer [SPB] (0,2 M
SPB, pH 7,4: 6,8g KH,PO4 und 21,3g NaHPO4 in 500 ml Aqua dest. 16sen, pH Wert

kontrollieren und filtrieren) bei 4°C inkubiert.

Die Gehirne wurden 4x 15 min in 0,1 M SPB bei RT gespiilt und iiber Nacht bei 4°C in
frischem 0,1 M SPB aufbewahrt. Die Gehirne wurden in Gelatine (1,2 g in 10 ml SPB, 16sen
durch Erhitzen auf 50-60°C) eingebettet. Am Vibratom wurden 50 pm dicke Gewebeschnitte

angefertigt und mit einem Pinsel in 0,1 M SPB aufgenommen. Die Schnitte wurden 2x 15

23



min in 0,1 M SPB bei RT gewaschen. Es folgten 20 min Inkubation in 1% Natriumborohydrid
in 0,1 M SPB. Die Schnitte wurden 6x 5 min in 0,1 M SPB gespiilt und anschlieBend fiir 2 h

in Antikdrpermedium (5 ml normales Ziegenserum, 3 g BSA in 0,1 M TSPB [SPB mit
0,3% Triton X100]) inkubiert.

Die Inkubation in Primérantikorpers (Serum, 1:10 in Antikorpermedium) erfolgte tiber Nacht
bei 4°C. Die Schnitte wurden danach 4x 30 min in TSPB gewaschen und fiir 4 h mit dem
sekunddren Antikorper (anti-rabbit-IgG-Cy3, Sigma ) 1:50 in Antikérpermedium inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte 6x 15 min in 0,1 M SPB gewaschen.

Die Schnitte wurden unter dem Mikroskop mit einem Pinsel auf Objekttriger {iberfiihrt
(2 Schnitte pro Objekttridger) und mit einem Gemisch aus 50% Glycerin und 50% 0,1 M SPB
unter Deckgldschen eingedeckt. Die Auswertung der Signale erfolgte am Fluoreszenz-

mikroskop. Die Schnitte wurden zur Dokumentation der Ergebnisse photographiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung genomischer Cosmid-Klone eines Octopamin-Rezeptorgens
aus Apis mellifera

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klonierung und funktionelle Charakterisierung
eines Octopamin-Rezeptors der Honigbiene (Apis mellifera). Da alle bisher bekannten
Octopamin-Rezeptoren zur Supergenfamilie der G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR)
gehoren, sollte die Sequenzhomologie innerhalb der Genfamilie genutzt werden, um das neue
Gen zu isolieren. Diese Strategie wurde bereits zweimal erfolgreich zur Klonierung biogener

Amin-Rezeptoren der Honigbiene eingesetzt (Blenau et al., 1998, 2000).

DNA-Sonden, die fiir zwei Splice-Varianten des Drosophila Octopamin-Rezeptorgens
Dmoctl (DmoctlA und Dmoct1B) kodieren (Arnd Baumann, 1999), wurden zum
Durchmustern einer genomischen Bienen-Cosmid-Bibliothek (Beye et al., 1998) verwendet.
Fiir die Hybridisierung der ,,Array“-Filter wurden Restriktionsfragmente benutzt, die sowohl
Sequenzabschnitte enthalten, die in beiden Rezeptoren gemeinsam vorkommen (~TM 3 - TM
5) als auch Sequenzabschnitte, die jeweils fiir spezifische Teilbereiche der Rezeptoren
kodieren (G-Protein-Bindestelle - TM 7) [siche Abb. 3.1 und Methoden 2.3.2].

Dmoct1 A Dmoct1B
C NN W W] 0 N B I N | |
[ s
0 Dmoct1A spezifischer Bereich B Dmoct1B spezifischer Bereich
=== Dmoct1A spezifische Sonde = Sonde enthilt Teilsequenzen des

Dmoct1 A/B gemeinsamen
5‘Genbereichs (grau) sowie Dmoct1B

Gemeinsamer Sequenzabschnitt spezifische Sequenzen (blau)

B Transmembran-Segmente

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der beiden Splicevarianten des Dmoct1-Gens und der zur
Hybridisierung der Cosmid-Bibliothek eingesetzten Sequenzabschnitte.

Die Filter wurden unter méBig stringenten Bedingungen hybridisiert (siche Methoden 2.3.2).
Nach der Autoradiographie wurden ca. 40 Signale gefunden, von denen sechs spezifischen

Klon-Nummern eindeutig zugeordnet wurden.
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Die Klone (N16214Q3, 00753Q3, G1564Q3, N0748Q3, P01259Q3, J2452Q3) wurden vom
Resourcenzentrum Primérdatenbank (RZPD) in Berlin bezogen. Zur Eingrenzung der
Sequenzabschnitte, die zu den benutzten Sonden homolog sind, wurden Restriktionsanalysen
durchgefiihrt. Die Cosmid-DNA wurde mit EcoRI geschnitten, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Der ,,Southern-Blot“ wurde mit den
gleichen Sonden hybridisiert, die auch fiir die Hybridisierung der ,,Array“-Filter verwendet

worden waren.
Die Dmoct1B Sonde markierte drei Fragmente (N16: ~5,5 kb; O07: ~6 kb; G15: ~6 kb).
Zwei dieser Fragmente (O07: ~6 kb; G15: ~6 kb) hybridisierten auch mit der Dmoct1A-

spezifischen Sonde.

M N16 007 G15 NO7 P01J24

kb

23,1 [ ¥ " !H' Dmoct1B Dmoct1A
9.4 R e al o IT

6,6 I II L 4 .‘ }

> -

43

-

2.3
2,0

Abb. 3.2: Restriktion der priparierten Cosmid-DNA und Autoradiografie des ,,Southern Blots* nach
Hybridisierung mit Dmoct1A- und Dmoct1B-spezifischen Sonden. Die EcoRlI-restringierte Cosmid-
DNA der Klone N16, O07, G15, NO7, P01, J24 wurde in einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt
(links) und die DNA anschlieBend auf eine Nylonmembran {ibertragen. Die Hybridisierung des
»Southern Blots® mit der Dmoct1B-Sonde lieferte fiir die Klone N16, O07 und G15 starke
Hybridisierungssignale (blauer Kasten Mitte): Im Klon N16 wurde ein ~5,5 kb groBles Fragment
detektiert. In den Klonen O07 und G15 wurde jeweils ein ~6 kb groBes Fragment erkannt. Die ~6 kb
groflen Fragmente der Klone O07 und G15 wurden auch von der Dmoct1 A-Sonde detektiert (blauer
Kasten rechts).

Die restringierte DNA der drei weiteren Klone (NO7, POI, J24) lieferte kein

Hybridisierungssignal. Diese Klone wurden daher nicht weiter untersucht.
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Von den Klonen N16, O07, und G15 wurden Glycerin-Kulturen der cosmidtragenden
Bakterien hergestellt und bei -80°C gelagert. Ausgehend von diesen Glycerin-Kulturen
wurden die Bakterien vermehrt. Die Cosmid-DNA wurde prépariert, mit EcoRI geschnitten
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Restriktionsmuster der DNA unterschieden sich
deutlich von den Mustern, die nach der ersten Restriktion erhalten wurden. Die Fragmente
wurden danach auf eine Nylonmembran {ibertragen und erneut mit radioaktiv markierter

Sonden-DNA der Drosophila Octopamin-Rezeptoren hybridisiert.

Mit der Dmoct1B-Sonde wurde im Klon N16 ein 2,5 kb groBBes Fragment detektiert. Das
5,5 kb-Fragment (siche Abb. 3.3) wurde nicht mehr erkannt. Das 2,5 kb-Fragment wurde aus
dem Agarosegel eluiert und in pBluescript-Vektor (Stratagene) subkloniert. Die nachfolgende
Sequenzierung ergab, dafl das Fragment lediglich Homologie zur Vektorsequenz (Lawrist 7),
aber keine Homologie zu der Dmoct1-Sonde aufwies. Es ist moglich, daB3 dieses Ergebnis auf
die Rekombination der Cosmid-DNA zuriickzufiihren ist. Cosmide sind fiir das haufige
Auftreten von ,rearrangements bekannt, in deren Verlauf Teile der klonierten Fremd-DNA

verloren gehen oder in anderen Bereichen des Inserts neu integriert werden (Ivens et al.,
1995).

Im Klon O07 wurden mit der Dmoct1A-Sonde jetzt vier Fragmente markiert. In der
Autoradiographie wurde eine sehr schwache Bande bei 6 kb und drei sehr intensive Banden
bei ~2,2 kb, ~900 bp, ~450 bp gefunden.

Das 6 kb-Fragment wurde aus dem Agarosegel eluiert und in pBluescript subkloniert. Die
anschlieBende Sequenzierung zeigte, daBl das genomische Fragment Sequenzabschnitte
enthilt, die zur 3°-Sequenz des Drosophila Octopamin-Rezeptors (OAMB, Han et al., 1998)
ca. 75% Sequenzhomologie aufwies. Die Sequenzhomologie ist in dem genomischen
Fragment von einem Intron unterbrochen. Dieses Ergebnis zeigt, daB3 das Bienen Octopamin-
Rezeptorgen gespleiit wird. Mit der Isolierung des Klons O07 ist die Vorraussetzung

geschaffen, die Amoct1-Genstruktur in Zukunft aufzuklaren.

Im Klon G15 wurde mit der Dmoct1 A Sonde ebenfalls das 6 kb-Fragment erkannt. Der Klon
wurde aufgrund der bereits vorhandenen Sequenzinformation fiir den Klon O07 nicht weiter

untersucht.
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3.2 Isolierung der Amoctl-cDNA

Etwa zeitgleich zur Isolierung des genomischen Octopamin-Rezeptorgenfragments, wurde
von Dr. Paul Ebert (Australien) ein Bienen cDNA-Klon zur Verfligung gestellt. Ebenfalls
wurde die dazugehorige Sequenz bereitgestellt. Der cDNA-Klon AmBARI1 (A4pis mellifera
biogenic amine receptor 1, siche Methoden 2.3.1 und Ebert et al., 1998) kodiert fiir einen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor. Diese Aussage stiitzt sich auf Sequenzvergleiche der

abgeleiteten Aminosdure-Sequenz mit den Sequenzen anderer biogener Amin-Rezeptoren.

Die funktionelle Charakterisierung dieser cDNA wurde nicht durchgefiihrt (Ebert et al.,
1998). Restriktionsfragmente des AmBAR 1-Klons wurden in pBluescript-Vektor (Stratagene)
subkloniert und vollstindig sequenziert. Die neu ermittelte Sequenz unterschied sich im 5°-
Bereich des Gens von der Sequenz, die von Dr. P. Ebert zur Verfligung gestellt worden war.
Aus diesem Grund wurden Teilbereiche des AmBARI1-Klons nochmals zum Durchmustern
einer Bienengehirn-spezifischen cDNA-Bibliothek (Blenau et al., 1998) verwendet. Ein 2 kb-
EcoRI/Xbal-Fragment, sowie ein 900 bp-EcoRI/Xbal-Fragment wurden radioaktiv markiert
und fiir die Hybridisierung der Bienengehirn cDNA-Bibliothek eingesetzt (siche Methoden
2.3.5). Drei positive Klone wurden isoliert und anschlieBend sequenziert. Die Klone wurden
als AmoctA, AmoctB2, und AmoctD2 bezeichnet.

Die isolierten Klone sind unterschiedlich lang. Der AmoctA-Klon ist am 3‘-Ende 71 bp lédnger
als der AmBAR1-Klon. Die AmoctA-cDNA besitzt einen poly(dA)-Schwanz von 15 Resten.
AmoctB2 und AmoctD2 reichen in 3°-Richtung bis zur Position 2979 des AmBAR1-Klons.
Am 5°-Ende ist der AmBARI1-Klon ldnger als die neu isolierten Klone. AmoctB2 startet an
Position 868 der AmBAR1-Sequenz, AmoctD2 an Position 904.

Das Startkodon (ATG) des offenen Leserahmens befindet sich in der AmBAR1-cDNA an
Position 1065-1067. Dieser Translationsstart ist ebenfalls in den beiden Klonen AmoctB2 und
AmoctD2 enthalten. Der offene Leserahmen des AmBARI1-Klons wird durch ein Stopp-
Kodon an Position 2826-2828 beendet. Das Stopp-Kodon ist in AmocfB2 und AmoctD2
konserviert. Demnach kodieren beide neu isolierten cDNA-Klone fiir vollstindige Rezeptor-

Proteine.

AmoctA ist am 3°-Ende identisch zu AmoctB2 und AmoctD2. Im 5°-Bereich besitzt die
AmoctA-cDNA keine Ubereinstimmung zu AmoctB2, AmoctD2 und AmBARI1 Vermutlich
handelt es sich bei dem klonierten Sequenzabschnitt um ein Intron, das von einem

unvollstindig gespleiiten mRNA Molekiil bei der cDNA Synthese abgeschrieben wurde.

Die rezeptorkodierenden Sequenzabschnitte sowie die flankierenden 5°- und 3‘-nicht-
kodierenden Regionen sind durch zwei (AmoctB2/D2) bzw. drei (AmoctB2/D2/A)
unabhingige cDNA-Klone abgesichert. Im folgenden wird deshalb der c¢cDNA-Klon
AmBARI1 als Amoctl (Apis mellifera Octopamin-Rezeptor 1) bezeichnet.
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Der cDNA-Klon besteht aus 3031 bp. Der ldngste offene Leserahmen ist 1.761 bp lang. Das
Start-Kodon (ATG), das den Translationsstart des ldngsten offenen Leserahmens markiert,
befindet sich an Position 1065-1068 (siche Abb. 3.3). In 5°-Richtung sind vor dem
Initiationskodon dieses offenen Leserahmens in allen drei Leserahmen Stopp-Kodons

vorhanden.

Fiir eukaryotische Gene wurden im Bereich des Translationsstarts charakteristische
Nukleotidabfolgen  beobachtet. Bei  Wirbeltieren lautet die Konsensussequenz:
CCACCATGG (Kozak, 1984). Im Vergleich zu dieser Sequenz sind in der Basenfolge, die
das ATG-Triplett von Amoct1 umgibt (GATCCATGC), zwei Positionen unmittelbar vor dem

ATG-Kodon konserviert. Bei Drosophila Genen ist hiufig eine abgewandelte Konsensus-
Sequenz (CCAAA/CATGG) gefunden worden (Cavener und Ray, 1991).

An Position 2.287-2.290 befindet sich das Stopp-Kodon (TGA), das den offenen Leserahmen
beendet. Der offene Leserahmen wird demnach von einer 201 bp langen, nicht-kodierenden
3-Sequenz und einer 1.064 bp langen, nicht-kodierenden 5°-Sequenz flankiert. Die Amoct1-
cDNA besitzt einen poly-(dA) Schwanz von 40 Resten.

GAATTCGGCACGAGAAATAATTGGACAGGACGAGGGGAGGGGCGGTAATAGAAATTCAATCCCGGAACTCGAAAATTTCTATCTATCCTCGACGGATAATAATTTCGAGGAATTTATCAA- 120
CACGCTCTTCGAAGCGTGAAAACGGGAGGGATTCTTGTATTCCTTTCGGCAGGAAATGAAGAAACTTTTCTTCTGGAAAACCGGTTATCGAATACTGATATTTCCAGGTGTATCTATCCC- 240
CAGTGCTTTCTATTCTCGAAACAAAGAAAAAGGGGTTCTCGGATCGAGAATATTTCTCCATTTCGTATGGAGAACGTTCTTGGACACGTGATATATCCTGAATCAAGTGGACGAGTCAAA- 360
TTTGTGTTTAAGACAGTGTGAAATATTGTTTAAATTTTAAGGACGATGCGAGGAAGAGGACGGTGAAAATAATTTTTTGGTGATGATAAATAAAGGAAGGTTGAGATAATTATAGACCGA- 480
TTTCGAATTGAATGAGGAGTGAACGAGACAATAAGGAAAATCAGACGACGAAAGTGAAAAAGAAAAGGAAAGGATGGCGTTTGTCGAGGATGAATGGTAAATCTCGAAGGTGCTAATAGT- 600
TTTAATTGTTCTTTTCTGGAACGTTTTGGAGGAGGATTGAACGAGGTGCATGATTCGAAGCTAATTTTATCATTCATCATTTAAAAATTTCCTCTGAACATCGATCAGTTGTTTTATAAT- 720
TCTCTTAATCTCCGATTATAAGCTGAATCC. G. TCAAGAAGAACCTAACCTCTAAATCTAACCTCAAAAAACTTGCATGAAACAATCGAGCAAAAATAATTGATCAAACAC- 840
GTGTAAAAATAAGGAAGCTGCGAAACGAACCTAACCTCAAAATAAAAAGAACAGTATCTTCCTCCAAAGACCAAACAAAACGAATAGAACCTAACCTCAAAAACCTAATTAAAAATTCCT- 960
GAACGAACAAAGATATACAAAGAAGAGAGAAAAGAATCGATCAACGATGATCTCAGGATTTGCAAAGGATCGATGATCGAATCGTTGCCGTGATGGAGGCGATCCATGCGATCCGTATTC-1080
GTCGCTTTTCTTCCAGTGARATCGTTTCGCGAGAGTCGTTGTTCGGTGCGTTGTTCGGCAGCAAGCGGTCTGAGATGGTTCGAGATTTGGCGCGACAGCTTGCCAACTAAAATGCGAGAG-1200
CTGAACGCGACCGCATGTGCTGCCCTTTACGAGCGCGTCGAGTGGTCCGGACCGTGGATCCTGGTTACCCTGATCGTGCTCGCGATAGTGAACGTGATGGTGGTGCTGGGCAACGTGCTC-1320
GTGATACTCGCTGTCTATCACACGAGCAAGCTGCGAAACGTGACGAATATGTTCATCGTTAGCCTCGCGGTGGCGGATCTGATGGTCGGCCTGGCTGTCCTTCCGTTTAGCGCTACGTGG-1440
GAGGTTTTCAAGGTGTGGATATTCGGTGATCTATGGTGCTCCATCTGGCTGGCGGTCGACGTATGGATGTGCACCGCGTCGATATTGAATTTGTGCGCCATCAGCCTGGATAGATACTTA-1560
GCTGTGACCAGGCCAGTCAGTTATCCTCAGATCATGTCGCCGAGGAGAGCAAGGCTGCTGGTTGCAACCGTGTGGATCTTGAGCTTCGTCATCTGCTTCCCACCCCTGGTCGGCTGGAAA-1680
GACAAACGGTCTCATCCCGCGTACAACATGACGTTTGCTCAAAACGGACCGTTCAACACCACCACCATCTTCGTCCCCGTGAAACCGTGTCCTTGGATCTGCGAGCTGACCAACGATGCC-1800
GGCTACGTCGTTTATAGCGCTCTTGGTTCTTTCTATATACCGATGTTGGTCATGCTGTTTTTCTACTGGAGGATCTATAACGCGGCCGTCTCCACCACAAAGGCTATTAATCAAGGCTTC-1920
CGCACGACAAAGAGTTCGAAAATGTTTGGCTCTAGATTCGACGAAGAGAGGTTGACCTTGAGGATCCATCGTGGCCGAGGAAGCGTGCACAATGGGAGCAACAACGGAAGTCCGAGGAGC-2040
CCCGAGTCGAACAGTCGGTGCTCGGTG GGGAGAAGAT. TCTCGGTGTCGTATCCGAGCACGGAGACGTTGAATACAAAGTGTAACACCCTCGAAAGAACGCCATCCAAGTGT-2160
TCTCAGACCTCTGTGCATTACAGCAATGGGCAGACGCACAGCCAATTGTGTCCAACCCCCAGAAGCACTCATTTAAAGGTGAGCGGCATCAACAGGGTTGGAAGCACCAGAAGACCTAGC-2280
AGGAGGAACAGCTGCGAGAGTCAAATGATGGGTGATGAGATGTCGTTGCGGGAGCTCACTCAAGTCACCGAGGAGAAGCCAAGGGTGATGAAGATGGGGAAGAGAAATATTAAAGCTCAG-2400
GTGAAGAGATTTCGAATGGAGACGAAGGCGGCGAAGACACTGGGCATCATCGTCGGCGGGTTCATCCTCTGCTGGCTTCCTTTCTTCACAATGTACTTGGTGCGCGCCTTTTGCCGCAAC-2520
TGCATCCACCCCACTGTGTTTAGCGTACTGTTTTGGCTAGGCTACTGCAACTCCGCAATAAATCCGTGTATCTACGCGCTGTTTAGCAAGGACTTCCGGTTCGCGTTCAAAAGTATCATC-2640
TGCAAGTGCTTCTGCAAACGGCGGACGAACACTTTGAGACGCGGCAGCGATGGAAGTCAATTAGCGATGAGAAACGATCGGAGCCCAAGCTACTCGATGCAAGTTCCCCAACAGGGGGCG-2760
TCCATCGACGACTCGGACCCGGACCCAAGCTCAGAACCGACTGTGCATTCGCAGAGCGAGTCGAGA-CTGTAGCGTGCCAGGTGTGGCGCTCAGCGCGTCACCTTCGATCCTAGAACC*Z 880
TCGAAAGTGAGGATCCAATCTTTCTAAGGATTTCACGTTTCGTGCCGCGAAATCGAGCACGACGAGAATCGAGTGCGAAAGGATGGACGTGGAATTCGCGACAAAAAAAAAAAAAAAAAA-3000
AARAAAAAAARAAAARAAAARAACTCGAGGGG -3031

Abb. 3.3: Nukleinsduresequenz des Amoctl-cDNA-Klons. Die Nukleotidabfolge ist in 5°-3°-
Richtung angegeben. Die Position des letzten Nukleotids jeder Zeile ist rechts neben der Sequenz
angegeben. Das Startkodon ist griin, das Stopp-Kodon violett unterlegt.
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3.3 Strukturelle Eigenschaften der abgeleiteten Aminosiuresequenz

Die abgeleitete Aminosduresequenz der Amoct1-cDNA besteht aus 587 Aminosdure-Resten
(AS). Das errechnete Molekulargewicht betrigt 66,5 kD. Das Hydropathie-Profil von
AmOCT]1 zeigt sieben hydrophobe Bereiche, die die Membran durchspannen konnen.

HI
3.0

2.0
1.0
0.0 —

-1.0

100 200 300 400 00

Abb. 3.4: Hydrophobizititsprofil der abgeleiteten AS-Sequenz des AmOCT1-Rezeptors. Der
Hydrophobizitits-Index (HI) wurde nach Kyte und Doolittle (1982) mit einer Fensterweite von
19 Aminosduren ermittelt und gegen die jeweilige Aminosdure-Position aufgetragen. HI-Werte > 1,6
gelten als Indiz fiir die Existenz einer mdglichen Transmembranregion (TM). Die potentiellen TM*s
des AmOCT1-Rezeptors sind als Balken eingezeichnet.

In allen Rhodopsin-dhnlichen GPCR ist der N-Terminus extrazelluldr lokalisiert. Dieser
Abschnitt ist bei AmOCT1 65 Aminosduren lang (Position 1-65). Zwischen dem fiinften und
sechsten  transmembranalen Segment liegt die dritte intrazellulire  Schleife.
Mutageneseuntersuchungen haben gezeigt, dall dieser Bereich der Rezeptoren an der
Interaktion mit dem G-Protein beteiligt ist (sicheEinleitung 1.2). Beit AmOCT] ist die dritte
intrazelluldre Schleife 184 AS lang. Der Bereich hinter dem siebten transmembranalen
Segment liegt intrazelluldr und wird als C-Terminus bezeichnet. Der C-Terminus ist ebenfalls
an der Interaktion mit dem G-Protein beteiligt. Er besitzt bei vielen GPCR Konsensusstellen

fiir die Phosphorylierung durch Proteinkinasen, wie z.B. PKC.

Zusatzlich konnen Cystein-Reste in diesem Abschnitt der Proteine posttranslational
palmitoyliert werden. Durch die ,,Verankerung®“ dieser Fettsduren in der Plasmamembran
entsteht eine zusétzliche intrazelluldre Schleife (IL 4, siehe Einleitung, Abb. 1.1). Der C-
Terminus von AmOCT]1 ist 72 Aminosduren lang und besitzt Cysteine die potentiell

palmitoyliert werden kénnen.
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AmOCTT]1 enthélt drei potentielle Konsensusstellen fiir N-Glykosylierung (Konsensusmotiv:
NXS/T)‘ Das erste Sequenzmotiv befindet sich an Position 47-49 (N47AT) im N-Terminus.

Die nachfolgenden Konsensusstellen liegen dicht hintereinander im Bereich der zweiten
extrazelluldren Schleife bei Position 214-216 (N,;4MT) und Position 224-226 (N24TT).

AmOCT!1 weist flinf potentielle Konsenssustellen fiir die Phosphorylierung durch PKC
(Konsensusmotiv: S/T-X-R/K) auf. Die erste Konsensusstelle liegt an Position 93-95 (T¢3SK).
Die drei ndchsten Sequenzmotive liegen im Bereich der dritten intrazelluldren Schleife an den
Positionen 322-324 (S3;2PR), 333-335 (S333VK) und 384-386 (Ts34PR). Eine weitere
Konsensusstelle befindet sich an Position 536-538 (Ts36LR) im C-Terminus (siche Abb. 3.5).

MRSVFVAFLPVKSFRESRCSVRCSAASGLRWFEIWRDSLPTKMRELNATACAALYERVEW 60
v
™ 1 ™ 2
SGPWILVTLIVLAIVNVMVVLGNVLVILAVYHTSKLRNVTNMFIVSLAVADLMVGLAVLP 120

0‘0

™ 3
FSATWEVFKVWIFGDLWCSIWLAVDVWMCTASILNLCAISLDRYLAVTRPVSYPQIMSPR 180

™ 4
RARLLVATVWILSFVICFPPLVGWKDKRSHPAYNMTFAQNGPFNTTTIFVPVKPCPWICE 240
v v
™ 5
LTNDAGYVVYSALGSFYIPMLVMLFFYWRIYNAAVSTTKAINQGFRTTKSSKMFGSRFDE 300

ERLTLRIHRGRGSVHNGSNNGSPRSPESNSRCSVKREKIKISVSYPSTETLNTKCNTLER 360

® *
0’0 0.0

TPSKCSQTSVHYSNGQTHSQLCPTPRSTHLKVSGINRVGSTRRPSRRNSCESQMMGDEMS 420

™ 6
LRELTQVTEEKPRVMKMGKRNIKAQVKRFRMETKAAKTLGIIVGGFILCWLPFFTMYLVR 480

™ 7
AFCRNCIHPTVFSVLFWLGYCNSAINPCIYALFSKDFRFAFKSIICKCFCKRRTNTLRRG 540

.
0.0

SDGSQLAMRNDRSPSYSMQVPQQGASIDDSDPDPSSEPTVHSQSESR 587

Abb. 3.5: Abgeleitete Aminosiuresequenz des Amoct1-Klons

Die Position der letzten AS jeder Zeile ist rechts neben der Sequenz angegeben. Die potentiellen
Transmembran-Segmente sind blau unterlegt und nummeriert (TM 1-7). Konsensusstellen fiir N-
Glykosylierung sind mit (V) gekennzeichnet. Potentielle Konsensusstellen fiir Phosphorylierung
durch PKC sind durch (%) gekennzeichnet.
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Die Aminosduresequenz des AmOCT1-Rezeptors wurde mit AS-Sequenzen verglichen, die in
der Protein-Datenbank (SWISS-PROT) veréffentlicht sind. Die Sequenz weist grofle
Ahnlichkeiten zu biogenen Amin-Rezeptorsequenzen verschiedener wirbelloser aber auch
Vertebraten-Spezies auf. Die groBte Ahnlichkeit der AmOCT1-Sequenz besteht jedoch zum
Drosophila-DmOCT1B-Octopamin-Rezeptor. Insgesamt sind 49,4% aller Aminosduren
identisch. Zusitzlich sind 15% der Aminosduren konservativ ausgetauscht. Die
Gesamthomologie betrigt demnach 64,4%. Zwischen der Splicevariante DmOCTIA (=
OAMB, Han et al., 1998) und AmOCT] besteht eine Sequenzidentitit von 47,4%. Unter

Berticksichtigung konservativer AS-Austausche betrigt die Gesamthomologie 59,5%.

AS-Sequenzen identischeAS | konservativ Gesamthomologie (%)
(%) ausgetauschte
AS (%)
AmOCT1 : DmOCT1B 49,4 15 64,4
AmOCTI1 : OAMB 47,4 12,1 59,5
AmOCTI1 : LymOA1 36,5 19,1 55,6
AmOCT1 : AmTYRI1 36,6 18,5 55,1
AmOCT1 : AmDOP1 32,6 20,9 53,5

Tabelle 3.1: AS-Sequenzvergleiche zwischen AmOCT1 und verschiedenen biogenen Amin-
Rezeptoren. In Spalte 1 ist angegeben mit welcher Sequenz AmOCT1 verglichen wurde. In Spalte 2
ist der Anteil identischer AS (in %) angegeben. Spalte 3 zeigt den Anteil (in %) konservativ
ausgetauschter AS. In Spalte 4 wird die Summe aus identischen AS und konservativ ausgetauschten
AS als Gesamthomologie (in %) angegeben. AmDOP1: Apis mellifera Dopamin-Rezeptor (Blenau et
al., 1998); AmTYRIL: Apis mellifera Tyramin-Rezeptor (Blenau et al.,, 2000); DmOCTI1B:
Drosophila Octopamin-Rezeptor; Splicevariante B (Baumann, personliche Mitteilung); LymOATL:
Lymnea stagnalis Octopamin-Rezeptor (Gerhardt et al., 1997); OAMB: Drosophila Octopamin-
Rezeptor, (Han et al., 1998).
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Abb. 3.6: Vergleich der abgeleiteten AS-Sequenz von AMOCTL1 mit anderen biogenen
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Amin-Rezeptoren.

DmOCT1A/B, AmMTYR1, AmDOP1 und LymOALl entsprechen den Drosophila Octopamin-
Rezeptoren (Baumann, personliche Mitteilung), den Apis mellifera Tyramin- (Blenau et al., 2000)
und -Dopamin-Rezeptoren (Blenau et al., 1998) sowie dem Lymnea stagnalis Octopamin-
Rezeptor (Gerhardt et al., 1997a). Die potentiellen Transmembranregionen sind mit TM 1-TM 7
markiert. Die Position des letzten Restes jeder Zeile ist am rechten Rand angegeben. Liicken, die
zur Maximierung der Homologien eingefuhrt wurden, sind durch Bindestriche gekennzeichnet.

Das Dendrogramm (siehe Abb. 3.7) zeigt die stammesgeschichtliche Verwandtschaft
zwischen verschiedenen biogenen Amin-Rezeptoren. Die AmOCT1-Rezeptorsequenz

gruppiert eindeutig in der Familie der Octopamin-Rezeptoren.
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Abb. 3.7: Dendrogramm: Sequenzhomologie von AmOCT1 mit klonierten biogenen Amin-
Rezeptoren aus Wirbellosen. Der Sequenzvergleich wurde mit dem CLUSTAL Programm der
PCGENE-Anwendung erstellt. Die abgeleitete AS-Sequenz des AmOCT 1-Rezeptors wurde mit
vollstdndigen AS-Sequenzen von:

a) Octopamin-Rezeptoren aus Aplysia (ApOCT]1, swiss prot acCession nr. QINHF3), Drosophila
(OAMB, nr. 061730, DmOCT1B, Baumann pers. Mitteilung), Bombyx (BomOCT]I, nr. Q17232),
Lymnea (LymOCT1, nr. 077408) und Heliothis (HelOCT]1, nr. Q25188); b) Dopamin-Rezeptoren
aus Apis mellifera (AmDOP1, nr.044198) Drosophila (DAMB, nr.Q24563, DmDOP1., nr.P41596,);
¢) Tyramin-Rezeptoren aus Apis (AmTYRI, nr. QINGO02), Locusta (LocTYRI1, nr. Q25321,
LocTYR2, nr.Q25322), Boophilus (BooTYRI, nr. 077254); d) Serotonin-Rezeptoren aus Heliothis
(Hel5HT1, nr. Q25190), Balanus (BalSHT1, nr. Q93127), Bombyx (Bom5HT1, nr.Q17239), Lymnea
(LymSHT1, nr. 061232), Drosophila (Dm5HTdro1, nr. P20905, Dm5SHTdro2A, nr. P28285,
Dm5HTdro2, nr. P28286). Die Abkiirzungen entsprechen: Am: Apis mellifera, Dm: Drosophila
melanogaster, Ap: Aplysia, Bal: Balanus, Lym: Lymnea, Bom: Bombyx, Hel: Heliothis, Loc : Locusta,
Boo: Boophilus.
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3.4 Konstruktion des Expressionsvektors pcAmoctl

Zur Expression des Rezeptorproteins in eukaryotischen Ammenzellen wurde eine verkiirzte
und am 5°-Ende modifizierte Version der Amoctl-cDNA in einen Séugerzellen-
Expressionsvektor subkloniert. Am 5°-Ende des Amoctl-cDNA-Klons wurde in einer
Mutagenese-PCR (sieche Methoden 2.3.7.1) eine singuldre HindIII-Schnittstelle sowie die
Kozak-Konsensussequenz (CCACC; Kozak, 1984) vor dem ATG-Kodon (Position 1065-
1067) eingefiigt. Als PCR-Primer wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

5¢-Oligo: 5‘GATAAGCTTCCACCATGCGATCCGTACCT;
3¢-Oligo: 5’ ATGGATCCTCAAGGTCAA

Das PCR Fragment wurde HindIIl/Xbal geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und das
resultierende ~800 bp Fragment aus dem Gel eluiert. Die Amoct1-cDNA in Bluescript-Vektor
wurde Xbal/EcoRI geschnitten, im Gel aufgetrennt und das 900 bp grofe Xbal/EcoRI-
Fragment aus dem Gel eluiert. Die eluierten Fragmente wurden anschlieBend in
HindIII/EcoRI-geschnittenen pcDNA1.lamp-Vektor (Invitrogen) subkloniert. Die Richtigkeit

des Konstruktes wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung tliberpriift.

3.5 Konstruktion des Expressionsvektors pcAmoct1-HA-Tag

Zum Ersetzen des Stopp-Kodons und Einfiigen der HA-Tag kodierenden Sequenz wurde eine
Mutagenese-PCR auf dem pcAmoct1-Konstrukt durchgefiihrt (siche Methoden 2.3.7.2). Die
HA-Sequenz kodiert fiir ein Nonapeptid (YPYDVPDYA), das im Hémagglutinin A
vorkommt. Gegen dieses sogenannte ,,HA-Tag* sind Antikérper kommerziell erhéltlich. Fiir

die PCR wurden folgende Oligonukleotide verwendet:
5¢-Oligo: 5°- CGGGAGCTCACTCAAGTCA (enthélt eine Sacl-Schnittstelle)
3¢-Oligo: 5°- ATCTCGACTCGCTCTGCGA

Das PCR-Fragment wurde in die EcoRV-Schnittstelle des pBK-t7-Stop-Klons (bereitgestellt
von R. GauB}, FZ-Jiilich), der die HA-kodierende Sequenz bereits tragt, subkloniert. Im
Polylinkerbereich des Vektors befindet sich 3¢ zur HA-kodierenden Sequenz eine Xbal-
Schnittstelle.

Die korrekte Orientierung des Konstrukts wurde durch Restriktion mit Sacl und
Sequenzierung tiberpriift. Aus dem Klon wurde das Sacl/Xbal-Fragment (enthélt die HA-
Sequenz) ausgeschnitten. Aus dem pcAmoctl-Klon wurde das 5'-Ende des Gens mit
HindIII/Sacl ausgeschnitten. Die Restriktionsfragmente wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt, eluiert und in HindIII/Xbal-geschnittenen pcDNA1.1amp-Vektor kloniert.
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3.6 Heterologe Expression des Rezeptorproteins AmOCT1 in HEK 293
Zellen

Die ,,HA-Tag" modifizierte pcAmoctl cDNA wurde transient in HEK 293 Zellen transfiziert
(s. Methoden, 2.3.8). Die Expression des Rezeptorproteins wurde an fixierten Zellen mit anti-
HA-Antikorpern untersucht (siche Methoden 2.4.6). In Abhdngigkeit von der transfizierten
DNA-Menge wurden bis zu fiinfzig Prozent der Zellen gefirbt. Die beste Expressionsrate

wurde bei der Verwendung von 10 ug pcAmoct1-HA pro Transfektionsansatz erzielt.

Zur Bestimmung der relativen Molmasse des heterolog exprimierten Rezeptorproteins wurden
Membranfraktionen Amoct1-HA-Tag transfizierter Zellen prapariert (siche Methoden 2.4.4),
gelelektrophoretisch getrennt und auf eine PVDF Membran iibertragen (,,Western Blot®, siche
Methoden 2.4.5). Mit dem anti-HA-Antikorper wurden vier Protein-Banden detektiert: Zwei
starke Banden von ~100 kD und ~67 kD sowie zwei schwichere Banden von ~40 kD und
~30 kD. Das aus der abgeleiteten Aminosduresequenz errechnete Molekulargewicht des
AmOCT1-Rezeptors betrigt 66,5 kD. Die Bande bei 67 kD stimmt recht gut mit dem

erwarteten Molekulargewicht eines nicht-modifizierten Rezeptorproteins iiberein.

In der Sequenz des AmOCTI1-Rezeptors befinden sich drei Konsensusstellen fiir N-
Glykosylierung. Alle Konsensusstellen liegen in extrazelluliren Bereichen des Proteins (siche
Ergebnisse 3.3) Die posttranslationale Glykosylierung des Proteins kann die Mobilitédt in
denaturierenden Polyacrylamid Gelen stark beeinflussen. Ob die 100 kD-Bande eine
glykosylierte Form des Rezeptorproteins repriasentiert wurde in einem weiteren Experiment

gepriift.

Membranfraktionen pcAmoct1-HA-Tag transfizierter Zellen wurden mit PNGaseF behandelt.
Dieses Enzym entfernt alle N-glykosidisch gebundenen Zuckerreste von einem modifizierten
Protein. Gleiche Mengen glykosylierter sowie deglykosylierter Membranproteine wurden auf
ein denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen (siche Methoden 2.4.5). Die Proteine
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF Membran iibertragen und mit dem
anti-HA-Antikorper inkubiert. In der glykosylierten Membranfraktion wurden, wie bereits
oben beschrieben, vier Banden von ~100 kD, ~67 kD, ~40 kD und ~30 kD gefunden. In der
deglykosylierten Membranfraktion wurden Banden bei ~67 kD, ~40 kD und ~30 kD
detektiert. Die ~100 kD-Proteinbande fehlt nahezu vollstindig. In HEK 293-Zellen wird das
HA-Tag modifizierte Rezeptorprotein demnach glykosyliert und die Zuckerreste werden
durch Behandlung mit PNGaseF entfernt.
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Abb. 3.8: Western Blot mit Membranproteinen pcAmoctl1-HA-Tag-transfizierter HEK 293
Zellen. In der linken Spur sind PNGaseF-behandelte Membranproteine aufgetragen worden
(Deglykosylierte Fraktion, Deglyk). In der rechten Spur wurde unbehandelte Membranproteinfraktion
(Glykosylierte Fraktion, Glyk) aufgetragen. Das Rezeptorprotein wurde mit einem anti-HA-
spezifischen Antikorper nachgewiesen. Der Molekulargewichtsstandard (kD) ist rechts angegeben.

Welche Proteine bei ~40 kD und ~30 kD angefarbt werden, ist gegenwirtig unklar. Beide
Banden werden sowohl in glykosylierten als auch in deglykosylierten Proben erkannt. Es ist
moglich, da die Banden Abbauprodukte des Rezeptors reprisentieren, die bei der
Praparation der Membranfraktion entstanden sind. Da sie von dem anti-HA-Antikorper

erkannt werden, miissen sie C-terminale Sequenzabschnitte des Rezeptorproteins enthalten.

3.7 Funktionelle Expression des Rezeptorproteins in HEK 293 Zellen

Die Aktivierung G Protein-gekoppelter Rezeptoren fiihrt in Zellen zu Konzentrationsdnde-
rungen intrazelluldrer Botenstoffe (second messenger). In den meisten Féllen 16sen biogene
Amine enzymatische Reaktionskaskaden aus, die entweder zu einer Erhéhung oder Senkung
der [cAMP]; fiihren. Dariiber hinaus bewirken einige biogene Amin-Rezeptoren die Anderung
der [Ca®™];.

Von Octopamin-Rezeptoren ist bekannt, dal sie entweder einen Anstieg [cAMP]; oder der
[Ca®"]; bewirken (Roeder, 1999). Welcher Signalweg vom AmOCT 1-Rezeptor reguliert wird,
sollte an transient mit pcAmoctl transfizierten HEK 293 Zellen (siche Methoden 2.3.8)

untersucht werden.

3.7.1 AmOCT1 Aktivierung fiihrt zur Erhohung der [Ca™);

Die mit pcAmoctl-cDNA transfizierten HEK 293-Zellen wurden mit dem Ca®'-sensitiven
Farbstoff FURA-2-AM geladen. Nach Zugabe der Testsubstanzen (siche Methoden 2.3.9.2)

wurden an einzelnen Zellen die Verdnderungen in der [Ca®"]; untersucht.

Die Ausgangskonzentration der [Ca*']; betrug in allen untersuchten Zellen etwa 50 nM.
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Nach der Zugabe von 1 uM Octopamin wurde in den transfizierten Zellen ein Anstieg der
[Ca®"); auf bis zu 275 nM gemessen. Die Inkubation mit 1 pM Tyramin (siche Abb. 3.9) 15ste

nur in einer einzigen Zelle einen sehr geringen Anstieg der [Ca®"]; auf 75 nM aus.

Nicht-transfizierte HEK 293 Zellen reagierten weder auf die Zugabe von Octopamin (1 pM)
noch auf die Zugabe von Tyramin (1 uM).

Die Zugabe von Octopamin loste in den transfizierten Zellen eine regelméfige Oszillation der
[Ca®); aus (siche auch Diskussion 4.2). Diese Ca’"-Oszillationen wurden ab Octopamin-
Konzentrationen von 0,1 pM beobachtet (siche Abb. 3.10). Das erste Ca”*-Signal wurde nach
ca. 100 s registriert. Bei hoheren Octopamin-Konzentrationen (1 uM) trat das erste Ca*'-
Signal bereits deutlich friiher (nach ca. 50 s) auf. Zusitzlich nahm die Frequenz der Ca®'-

Signale zu.

Die Ca*"-Antwort der transfizierten Zellen auf die Zugabe von Octopamin ist demnach
abhingig von der Konzentration des Liganden. Eine weitere Erhohung der Octopamin-
Konzentration auf 10 uM fiihrte zu einer nochmaligen Frequenzsteigerung der Ca®"-Signale.
Zusitzlich stieg auch die Amplitude des gemessenen Ca**-Signals (siche Abb. 3.10).

Die Inkubation in 100 pM Octopamin fiihrte zu einem schnell einsetzenden, anfénglich
starken und danach langsam schwicher werdenden Ca®"-Signal. Nach ca. 200 - 300s
erreichte die [Ca®']; wieder den Basalwert von etwa 50 nM. Die transienten Ca%-Signale, die
bei niedrigeren Octopamin-Konzentrationen beobachtet wurden, traten bei der Inkubation mit

100 uM Octopamin bei den meisten Zellen nicht mehr auf.
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Abb. 3.9: Octopamin (1 pM), aber nicht Tyramin (1uM) bewirkt in HEK 293 Zellen, die
AmOCT]1 exprimieren einen Anstieg der [Ca**];. Zellen wurden mit 1uM Tyramin inkubiert und
die Verinderung von [Ca®].. fiir 400 Sekunden aufgezeichnet (tiirkis). Die Tyraminldsung wurde
abgesaugt und die gleichen Zellen wurden anschlieBend nach der Zugabe von Octopamin (1 pM)
aufgezeichnet (magenta). Der Pfeil markiert die Zugabe der Liganden. Der erste transiente Anstieg
entsteht versuchsaufbaubedingt durch die Zugabe der Liganden.
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Abb. 3.10:  Octopamin  bewirkt in  pcAmoct-transfizierten HEK  293-Zellen
konzentrationsabhiingige Verinderungen der [Ca’']. Calcium-Antworten fiinf reprisentativer
Zellen auf die kontinuierliche Stimulation mit 0.01-100uM Octopamin. Die Ca**-Signale wurden fiir
jeweils vierhundert Sekunden aufgezeichnet. Der Pfeil markiert die Zugabe der Octopaminlésung. Der
erste transiente Anstieg entsteht versuchsaufbaubedingt durch die Zugabe des Liganden.
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3.7.2 AmOCT1-Aktivierung fiihrt zu einem Anstieg der [cAMP]i

Transient mit pcAmoct! transfizierte Zellen wurden in Anwesenheit von IBMX (100 uM),
einem Inhibitor der Phosphodiesterase, mit verschiedenen biogenen Aminen inkubiert. Die
Menge des von den Zellen gebildeten cAMP wurde bestimmt (sieche Methoden 2.3.9.1).

Abbildung 3.11 zeigt die nach der Inkubation mit den verschiedenen Liganden von den Zellen
produzierte Menge des cAMP. Alle Prozentangaben beziehen sich auf den gemessenen
[cAMP]; -Maximalwert (in Gegenwart von 10 uM Octopamin) abziiglich des Kontrollwertes
(nur IBMX im Ansatz).

Die Inkubation mit 1 uM Octopamin fiihrte zu einem deutlichen Anstieg (37,7%) der cAMP-
Produktion. Die Inkubation mit 10° M Serotonin, Dopamin oder Tyramin bewirkte dagegen
in den transfizierten Zellen keinen oder nur sehr geringe Anderungen des cAMP-Haushalts

(Serotonin: 5,8%; Dopamin: 0%; Tyramin: 2,6%).
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Abb. 3.11: Octopamin filhrt konzentrationsabhingig zu einem Anstieg von [cAMP]; in
pcAmoctl-transfizierten HEK 293-Zellen. Die Konzentration des cAMP ist in pM/Schale
angegeben. Die Prozentangaben (relative Anderung) beziehen sich auf den ermittelten Maximalwert
(10uM  Octopamin) abziiglich des Kontrollwertes (nur IBMX). Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte aus Doppelmessungen von je zwei unabhéingigen Transfektionen. Alle Messungen
erfolgten in Gegenwart von IBMX (100 uM). Fiir Octopamin (OA; magenta) und Tyramin (Tyr;
tiirkis) wurden Konzentrationen von 1 nM — 10uM eingesetzt. Dopamin (DA; griin) und Serotonin (5-
HT; blau) wurden in einer Konzentration von 1 pM eingesetzt. Der Kontrollwert (Kontr.; weil3)
enthielt nur IBMX.
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Dosis-Wirkungskurven fiir Octopamin und Tyramin iiber einen Bereich von 1 nM - 10 uM
zeigten, daB3 der Anstieg des cAMP nach Octopamin-Applikation konzentrationsabhingig
erfolgt. Die Inkubation mit 10° M Octopamin bewirkt keinen Anstieg (0%) der [cAMP];.
Inkubationen in 10® M bzw. 107 M Octopamin bewirken nur einen sehr geringen Anstieg
(4,8%, 4,3%). Tyramin bewirkt selbst bei Konzentrationen von 10 uM keinen Anstieg (1,6%)
des cAMP. Die groBle Schwankungsbreite der cAMP-Werte (kleiner als 10%) resultieren
moglicherweise aus den unterschiedlichen Mengen des bereits vor Versuchsbeginn
intrazelluldr in den Zellen vorhandenen cAMP. Fiir diese Annahme spricht unter anderem,
daB der fir 107 M Tyramin gemessene Wert (7,4%) iiber dem fiir 10° M Tyramin
gemessenen Wert (2,6%) und auch iiber dem fiir 10> M Tyramin (1,6%) liegt.

3.8 Expressionsmuster des Amoct1-Gens

Das Verteilungsmuster der Amoct1-mRNA im Gehirn von Apis mellifera wurde durch in situ-
Hybridisierungen untersucht. Dazu wurden 12 um dicke Gefrierschnitte (frontal) der Gehirne
adulter Arbeiterinnen hergestellt. Zur Hybridisierung wurden Digoxigenin-markierte
Ribosonden eingesetzt. Die Sonde war 121 bp lang und kodiert fiir einen Teilbereich der

dritten intrazelluldren Schleife des Rezeptors (siche Methoden 2.3.10).

Spezifische Markierungen wurden in den Somata vieler Gehirnbereiche gefunden (sieche Abb.
3.12.a) Besonders auffillig waren die Markierungen in den Somata intrinsischer
Pilzkorperzellen (Kenyon-Zellen). Deutliche Markierungen finden sich aber auch in Somata
die den Antennallobus umgeben und in Somata der Optischen Loben. Weitere Markierungen

wurden im Unterschlundganglion und im Protocerebrum gefunden.

Dieses Verteilungsmuster der Amoct1-mRNA ist im Vergleich zum Expressionsmuster des
Drosophila-Octopaminrezeptors (OAMB, Han et al., 1998) besonders interessant: Die
Expression der OAMB-mRNA ist fast ausschlielich auf die intrinsischen Pilzkdrperzellen,
den Ellipsoidkérper des Zentralkomplexes und einzelne Somata der Medulla beschrinkt.
Besonders auffillig ist die Inhomogenitdt der gefundenen Markierungen fiir die Amoct1-
mRNA: Insbesondere in den Somata der Kenyon-Zellen, aber auch in den Somata, die den
Antennallobus umgeben, sind einige Somata sehr stark angefdarbt. Die direkt benachbarten

Somata sind hingegen nur dullert schwach angefarbt.

Interessanterweise ist das Expressionsmuster der Amoct1-mRNA nahezu identisch mit dem
Expressionsmuster eines kiirzlich aus der Biene klonierten Tyramin-Rezeptors (Amtyrl,
Blenau et al., 2000). Ein deutlicher Unterschied im mRNA-Expressionmuster der beiden
Rezeptoren besteht jedoch bei den Markierungen der Somata der intrinsischen
Pilzkorperzellen: Fiir die Am#yr1-mRNA wurde ein sehr homogenes Fiarbemuster gefunden,
alle Somata sind nahezu gleich stark gefarbt. Wie oben beschrieben, ist das Farbemuster fiir
die Amoct1-mRNA demgegeniiber sehr inhomogen, einige Somata sind nur duBBerst schwach,
andere sind sehr stark geféarbt (siche Abb. 3.12.b)
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Abb. 3.12 a): In situ-Hybridisierung an frontalen Gefrierschnitten von Gehirnen
adulter Arbeiterinnen. Die Pfeile zeigen spezifische Markierungen in den Somata
der intrinsischen Pilzkérperzellen, der optischen Ganglien und dem Deutocerebrum.

Abb.3.12 b) : In situ-Hybridisierung; Detailaufnahme der Pilzkérperkelche.
Die Pfeile zeigen starker, Pfeilspitzen schwacher markierte Somata intrinsischer
PK-Zellen; MC: medianer Calyx, LC: lateraler Calyx.
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3.9 Immunologischer Nachweis des AmOCT1-Rezeptors auf ,,Western
Blots“ von Bienengehirn-Homogenaten

Das heterolog in HEK-Zellen exprimierte Rezeptorprotein wurde liber das angefiigte ,,HA-
Tag®* immunologisch auf ,,Western-Blots*“ von HEK-Membranfraktionen nachgewiesen
(siehe Ergebnisse 3.6).

Zum Nachweis des Rezeptorproteins in Bienengehirnhomogenaten und zur spiteren
immunhistochemischen Lokalisierung des Rezeptorproteins im Bienengehirn wurden
polyklonale Antikorper gegen Fusionsproteine hergestellt, die einen Teil des C-Terminus des

Rezeptorproteins trugen (siche Methoden 2.4.2).

Das polyklonale Serum erkennt auf ,,Western-Blots“, die mit Membranpridparationen von
Bienengehirnhomogenaten hergestellt wurden, drei Proteinbanden. Die Banden entsprechen
Proteinen mit Molekulargewichten von ~100 kD, ~67 kD und ~40 kD. Das Praiimmunserum
erkannte ebenfalls das ~40 kD-Protein. Dieses Bandenmuster korrespondiert recht gut mit
dem Muster, das nach der heterologen Expression des HA-Tag-modifizierten
Rezeptorproteins in HEK 293-Zellen mit dem anti-HA-Antikorper gefunden wurde (siehe
Ergebnisse 3.6).

Mit dem anti-HA-Antikorper wurden zwei Proteine gleicher Gréfle von ~100 kD und ~67 kD
spezifisch markiert. Die Intensitit der ~100 kD-Bande war nach der Behandlung mit
PNGaseF deutlich reduziert. Es handelt sich demnach bei der ~100 kD-Bande um die
glykosylierte Form des exprimierten Rezeptors (siehe 3.6). Da das polyklonale Serum auf
»Western-Blots® von Bienenhirnhomogenaten Proteine mit identischen Molmassen von 100
und 67 kD spezifisch markiert, kann davon ausgegangen werden, dafl die ~100 kD-Bande
dem glykosylierten Rezeptorprotein und die ~67 kD-Bande dem nicht-modifizierten
Rezeptorprotein entspricht.
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Abb. 3.13 Western Blots mit Membranproteinen pcAmoctl-HA-transfizierter HEK 293-Zellen
und Membranproteinen aus Bienengehirnhomogenat. In Spur 1 sind PNGaseF-behandelte
Membranproteine aus pcAmoctl-HA-transfizierten HEK 293 Zellen aufgetragen (Deglyk). In Spur
zwei wurde die gleiche Menge unbehandelter Membranproteine aufgetragen (Glyk). Das
Rezeptorprotein wurde in Spur 1 und 2 mit einem anti-HA-spezifischen Antikérper nachgewiesen. In
Spur 3 wurden Membranproteine aus Bienenhirnhomogenat aufgetragen (Bienengehirn). Das
Rezeptorprotein wurde in Spur 3 mit dem polyklonalen anti-AmOCT 1-Antikorper detektiert. In Spur
vier wurde der Molekulargewichtsstandard (kD) aufgetragen.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob das rezeptorspezifische Serum auch das
heterolog in HEK 293-Zellen exprimierte Rezeptorprotein erkennt. Es wurden gleiche
Mengen glykosylierter und deglykosylierter Membranfraktionen pcAmoctl-transfizierter
HEK 293-Zellen sowie Bienenhirnhomogenat auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF
Membran iibertragen. Der ,,Western-Blot* wurde mit dem rezeptorspezifischen polyklonalen
Serum (siche Methoden 2.4.5) inkubiert. In der glykosylierten Membranfraktion werden zwei
Banden von ~100 kD und ~67 kD erkannt. In der deglykosylierten Fraktion wird nur noch das
~67 kD grofe Protein markiert. Dieses Ergebnis bestdtigt somit die Untersuchung, die mit
dem HA-modifizierten, heterolog exprimierten Rezeptorprotein durchgefiihrt wurde: Die
~100 kD-Bande ist in der deglykosylierten Membranfraktion nicht mehr nachzuweisen (siche
Ergebnisse 3.6). Da das Serum in der glykosylierten Membranfraktion nur zwei, in der
deglykosylierten nur noch eine Bande erkennt, sind die zwei weiteren Banden (bei ~40 kD
und ~30 kD), die mit dem anti-HA-Antikérper gefunden wurden, wahrscheinlich auf eine
Kreuzreaktivitét des anti-HA-Antikorpers mit Abbauprodukten des Rezeptors zuriickzufiihren
(siche Ergebnisse 3.6). In der Spur, in der das Bienenhirnhomogenat aufgetragen wurde,
erkennt das Serum drei Banden: ~100 kD, ~67 kD und ~40 kD. Zwei Proteine identischer
GroBe (~100 kD, ~67 kD) wurden vom Serum ebenfalls in der Membranfraktion pcAmoct1-
transfizierter Zellen erkannt. Die ~100 kD-Bande entspricht wieder dem glykosylierten
Rezeptorprotein, die ~67 kD-Bande entspricht dem nicht-modifizierten Rezeptorprotein. Die
Identitdt des ~40 kD grof3en Proteins ist gegenwértig unbekannt.
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3.9.1 Immunhistochemischer Nachweis des Rezeptorproteins an pcAmoctl-HA

transfizierten HEK 293-Zellen

Zum Nachweis der Antikorperspezifizitit wurden pcAmoct1-HA-transfizierte HEK 293-
Zellen gleichzeitig mit den beiden Erstantikdrpern (anti-HA-Antikorper, polyklonales anti-
AmOCT1-C-Terminus-Serum) inkubiert. Die beiden primédren Antikdrper wurden mit zwei
unterschiedlichen sekundiren Antikdrpern nachgewiesen, an die verschiedene Fluoreszenz-
Farbstoffe gekoppelt waren (siche Methoden 2.4.6). Alle Zellen, die mit dem anti-HA-
Antikorper gefarbt wurden, wurden auch mit dem polyklonalen Anti-AmOCT1-Serum
gefarbt.

Abb. 3.14: Co-Lokalisation des anti-HA-spezifischen AK und des rezeptorspezifischen AK an
pcAmoctl-HA-transfizierten HEK 293 Zellen. Aufnahme der gleichen Zellen: Der FITC-
konjugierte anti-HA 2.AK wurde durch Rotlichtanregung sichtbar gemacht (links). Der Cy3-
konjugierte anti-rabbit AK wurde durch Griinlichtanregung sichtbar gemacht (rechts).

3.10 Lokalisation des Rezeptorproteins im Bienengehirn -
Immunhistochemie

Die Verteilung des Octopamin-Rezeptors im Bienengehirn wurde an Vibratomschnitten von
Gehirnen adulter Arbeiterinnen untersucht. Zur Detektion des Rezeptors wurden die
rezeptorspezifischen polyklonalen Antikorper eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen
primdren Antikdrper erfolgte iiber Cy3-konjugierte anti-Kaninchen-Sekundérantikorper (siehe
Methoden 2.4.7).

Starke Immunreaktivitdt wurde in den optischen Loben, den Pedunculi und a-und B-Loben
der Pilzkorper sowie im Antennallobus detektiert. Weiterhin wurde Immunreaktivitit im
Unterschlundganglion, im Zentralkomplex und in den Pilzkdrperkelchen gefunden.
Kontrollfarbungen von Gehirnschnitten mit dem Praimmunserum zeigten keine spezifischen
Fluoreszenzsignale (siche Abb. 3.15—-3.19).

Diese immunhistochemischen Ergebnisse stimmen gut mit dem Expressionsmuster der
Amoct1-mRNA iiberein (siche Ergebnisse 3.8). Demnach ist das Rezeptorprotein in fast allen

Gehirnregionen vorhanden.
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Abb. 3.15 Anti-AmOCT1-Immunreaktivitit.
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Abb.: 3.17 a): Optische Loben; Anti-AmOCT1-IR

Abb.: 3.17 b): Optische Loben; Kontrolle (Praimmunserum)



Abb. 3.18 Anti-AmOCT1-IR im Unterschlundganglion (USG)
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Abb. 3.19 Horizontal-Schnitt, Anti-AmOCT1-IR im o—und -Lobus




Abb. 3.15 — 3.19 siehe Seite 47-50: Anti AmOCT1-Immunreaktivitit (IR) in Gehirnen adulter
Arbeitsbienen. Abb. 3.15 — 3.18: Frontalschnitte (50um) von Gehirnen adulter Arbeiterinnen. Abb.
3.19: Horizontalschnitt (50pum).

Abb. 3.15: Ubersicht der anti-AmOCT-IR, Pilzkérper, optische Loben, Unterschlundganglion;

Abb. 3.16 a): Zentralhirn, Anti- AmOCTI1-IR; b): Kontrolle, Inkubation in Prdimmunserum, die
Pilzkdrperumrisse sind schematisch eingezeichnet;

3.17 a): anti-AmOCT1-IR in den optischen Loben; b): Kontrolle, optische Loben nach der Inkubation
mit Praimmunserum, der Umrif3 der Medulla ist schematisch eingezeichnet;

Abb. 3.18: anti-AmOCT1-IR im Unterschlundganglion (USG);

Abb. 3.19: Horizontalschnitt, anti-AmOCT1-IR im a- und 3-Lobus.
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4. Diskussion

Die folgende Diskussion wird in vier thematische Abschnitte unterteilt: Im ersten Teil werden
die strukturellen Eigenschaften des klonierten Octopamin-Rezeptors (AmOCT1) erlautert. Im
zweiten Abschnitt wird die funktionelle Kopplung des Rezeptors an intrazellulére Botenstoff-
Wege diskutiert. Teil drei beschreibt die Expression der rezeptorspezifischen mRNA und die
Verteilung des Rezeptors im Bienengehirn. Der vierte Abschnitt gibt einen Ausblick, welche
Funktion der Rezeptor im adulten Tier haben kénnte.

4.1 Strukturelle Eigenschaften des klonierten AmOCT 1 Rezeptors

Aus pharmakologischen Untersuchungen an verschiedenen Insektenspezies ist bekannt, daf3
Octopamin-Rezeptoren (OA-R) sowohl im ZNS als auch in der Peripherie, beispielsweise auf
Muskeln, exprimiert werden. Eine Einteilung in OA 1-, OA 2- und OA 3-Rezeptoren wurde
aufgrund spezifischer Radioligandenbindungseigenschaften vorgenommen (Roeder, 1999).
Diese pharmakologisch unterscheidbaren Rezeptorsubtypen koppeln auf der intrazelluldren
Seite an zwe unterschiedliche, intrazellulare Signalwege. Die Aktivierung von OA 1-
Rezeptoren bewirkt einen Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration ([Ca’*];). OA 2-
und OA 3-Rezeptoren fuhren zu einer Erhdhung der intrazelluldren cAMP-Konzentration
([CAMPY).

Obwohl die pharmakologischen Eigenschaften und die zelluléren Aktivierungswege schon
langere Zeit bekannt sind, wurden Octopamin-Rezeptoren erst in jlingster Zeit kloniert.

Inzwischen sind (7) Octopamin-Rezeptor-Sequenzen bekannt: Zwel aus Lymnea stagnalis
(Gerhardt et a., 1997a, Gerhardt et al., 1997b), zwei aus Drosophila melanogaster (Han et al.,
1998, Baumann pers. Mitteilung), eine aus Aplysia californica (Li et al., 1994), eine aus
Heliothis virescens und eine aus Bombyx mori (von Nickisch-Rosenegk et al., 1996).

Eswar das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine Octopamin-Rezeptor-cDNA aus der Honigbiene
zu klonieren, funktionell zu charakterisieren und das Expressionsprofil im Gehirn
aufzuklaren. Alle bislang beschriebenen Octopamin-Rezeptoren gehdren zur Supergenfamilie
der G Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie besitzen untereinander, wie die meisten Mitglieder
anderer GPCR-Genfamilien, grofie Sequenzhomologie. Diese Sequenzéhnlichkeiten sind in
der Vergangenheit schon oft benutzt worden, um homol oge Sequenzen aus derselben oder aus
anderen Spezies zu klonieren (Blenau et al., 1998, 2000, Gotzes et al., 1994).

Mit einer Sonde der Drosophila Octopamin Rezeptor cDNA (siehe Ergebnisse 3.1) wurden
aus einer genomischen Bienenlarven Cosmid-DNA-Bibliothek drei positive Klone isoliert
(siehe Ergebnisse 3.1). In einem 6 kb grof3en EcoRI-Fragment des Klons O07 wurden zwei
Sequenzabschnitte identifiziert, die zum 3‘-Bereich des Drosophila Rezeptors homolog sind.
In dem genomischen Bienen DNA-Fragment sind zwel kodierende Bereiche von einer nicht-
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kodierenden Sequenz unterbrochen. Es ist daher anzunehmen, dal3 das Bienen-Octopamin-
Rezeptorgen — wie das Drosophila-Rezeptorgen — gespleift wird. Das 6 kb grof3e
Restriktionsfragment des Klons O07 wurde bislang nur ansequenziert. Sowohl von der 5°- als
auch von der 3'-Seite des Restriktionsfragments wurden je ca. 1000 bp sequenziert. Ob sichin
den verbleibenden ca. 4 kb genomischer DNA, die im Rahmen dieser Arbeit nicht sequenziert
wurden, weitere Exonabschnitte des Bienen Octopamin-Rezeptorgens befinden, sollte in
Zukunft geprift werden. Die Aufklarung der Genstruktur des Bienen Octopamin-
Rezeptorgens konnte zu einem Vergleich mit der bekannten Genstruktur des Drosophila
Octopamin-Rezeptorgens benutzt werden. Dabei wiirde sich zeigen, ob die Spleildmuster der
Gene konserviert sind oder in welchen Bereichen mogliche Unterschiede auftreten.

Etwa zeitgleich zur Aufklarung der genomischen DNA-Sequenzen (siehe oben) wurde von
Dr. P. Ebert (Australien) ein cDNA-Klon (AmBARL) zur Verfligung gestellt, der fir einen
bisher unbekannten GPCR kodiert. Die funktionellen Eigenschaften des Rezeptorproteins
waren nicht untersucht worden. Ein Vergleich der mitgelieferten AMBARL Sequenz mit den
oben angegebenen genomischen Sequenzabschnitten sowie den Drosophila Octopamin-
Rezeptorsequenzen zeigte, dal3 der Bienen cDNA-Klon AMBAR1 mit den kodierenden
Bereichen des genomischen Fragmentes bis auf wenige Nukleotidaustausche Ubereinstimmte
und auch zur Drosophila-Sequenz ~ 75 % identisch war.

Dieses Ergebnis lield vermuten, dal3 der AMBAR1-cDNA-KIlon fir einen Octopamin-Rezeptor
kodiert. Die kodierende Region des AMBAR1-Klons wurde nochmals sequenziert, da sich
nach den ersten Restriktions— und Sequenzanalysen Unterschiede zur mitgelieferten Sequenz-
information ergeben hatten. Parallel wurden cDNA-Klone aus der Bienengehirn cDNA-
Bibliothek isoliert (Amoct B2 und Amoct D2, siehe Ergebnisse 3.2). Die Sequenziiberprifung
ergab, dal} auch Amoct B2 und Amoct D2 fur vollstdndige Rezeptoren kodieren. Die
abgeleiteten AS-Sequenzen sind identisch zur AmMBAR1-Sequenz. Die Uberprifte AmMBAR1-
Sequenz wurde schliefdlich in Amoctl (Apis mellifera Octopamin-Rezeptor 1) umbenannt.

Die abgeleitete Aminosduresequenz der Amoct1-cDNA besteht aus 587 Aminosiuren (siehe
Ergebnisse 3.3) und entspricht einem berechneten Molekulargewicht von 66,5 kD. Das
Hydropathieprofil (siehe Abb. 3.4) zeigt, wie fur alle GPCR (Ublich, sieben potentielle
transmembranale Segmente (Strader et al., 1995, Vadenaire und Vernier, 1997).

Die Rezeptoren besitzen haufig eine oder mehrere Konsensusstellen fur N-Glykosylierung,
die meist im N-terminalen Abschnitt liegen. Es wird angenommen, dal3 diese Modifikation fr
die richtige Anordnung des Rezeptors in der Zellmembran und mdglicherweise auch fur den
gerichteten Transport zur Zellmembran bendtigt wird (Clagett-Dame und McKelvy, 1989).

AmOCT1 enthdlt drei Konsensusstellen fir N-Glykosylierung (siehe Abb. 3.5). Mindestens
eine dieser Konsensusstellen wird bei der heterologen Expression des Rezeptors in HEK 293
Zéellen glykosyliert (siehe Ergebnisse 3.6). Diese Aussage stiitzt sich auf die Ergebnisse der
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Western Blot-Analysen von Membranproteinen die aus pcAmoctl-transfizierten HEK 293
Zellen isoliert wurden. In den Membranproteinen pcAmoctl-transfizierter Zellen wurden
zwel Proteine von ~67 und ~100 kD mit dem polyklonalen AK spezifisch erkannt. Die
Behandlung der Proteinfraktion mit dem Enzym PNGaseF, das spezifisch alle N-glykosidisch
gebundenen Zucker von Proteinen entfernt, fihrte zum nahezu vollsténdigen Verschwinden
der ~100 kD Bande. Die ~67 kD Bande wird unverandert detektiert (siehe Ergebnisse 3.9).
Dieses Ergebnis zeigt, dald das 100 kD Protein die glykolysierte Form des exprimierten
Rezeptors darstellt.

Die Lange der Aminotermini biogener Amin-Rezeptoren von Wirbellosen ist sehr variabel. Es
ist bislang noch nicht gezeigt worden, dal3 langere N-Termini die Bindungseigenschaften
biogener Amin-Rezeptoren beeinflussen (Probst et al., 1992). Vielmehr wurde fir den
Drosophila Dopamin-Rezeptors DmDOPL (Gotzes und Baumann, 1996) durch Mutagenese-
Experimente gezeigt, dal3 fur die Integration des Rezeptors in die Zellmembran und die
funktionelle Kopplung an intrazelluldre Botenstoffwege nur 16 Aminosduren vor TM1
notwendig sind. Der AmMOCT1 Rezeptor besitzt 65 AS vor der TM1 (siehe Abb. 3.5). Im
Vergleich zu den bereits aus Apis klonierten biogenen Amin-Rezeptoren, AMDOPL (34 AS
vor TM1) und AmTYR1 (40 AS vor TM1) ist der N-Terminus von AmOCT1 etwa 20 AS
langer.

Im C-Terminus vieler GPCR wurden Cystein-Reste identifiziert, die posttransational palmi-
toyliert werden (Jin et al., 1999). Es wird angenommen, dal3 diese Modifikation zur
Stabilisierung des Rezeptorproteins beitrégt. Der hydrophobe Schwanz der Palmitinsdure
inseriert in die Plasmamembran und fihrt so zur Ausbildung einer vierten intrazelluléren
Schleife, die, zumindest in einigen Féllen, an der Interaktion mit dem G-Protein beteiligt ist
(Jin et a., 2000). Im C-Terminus von AmOCT1 liegen drei Cysteing(Cszs, Cszs, Csao), die
potentielle Kandidaten fur die Palmitoylierung sind (siehe Abb. 3.5).

Die Bindung des Liganden erfolgt bei allen biogenen Amin-Rezeptoren in einer Bindetasche,
die von den transmembranalen Segmenten geformt wird. An der Bindung des Liganden sind
einzelne Aminosauren betelligt, die in diesen Segmenten liegen. Durch Mutagenese-
untersuchungen konnte gezeigt werden, dal’ ein Asparaginsaurerest in TM3, der in allen
biogenen Amin-Rezeptoren konserviert ist, an der Wechselwirkung mit der protonierten
Aminogruppe des Liganden beteiligt ist. Dieser Asparaginsaurerest findet sich auch in TM3
von AmOCT1 (Di4s). Weitere an der Ligandenbindung beteiligte Aminosdure-Reste sind
Serin-Reste in TM5 und aromatische Aminosaure-Reste (z.B. Phenylalanin) in TM6. Die
Serin-Reste (Ss; und Spss) in TM5 von AmOCTL sind potentielle Kandidaten fur die
Wechselwirkung mit der Hydroxylgruppe des Benzolrings des Octopamins.



GPCR desensitisieren, wenn sie langere Zeit durch Agonisten aktiviert werden. Die schnelle
Desensitisierung erfolgt durch Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten in der
dritten intrazelluldren Schleife (IL3) und im C-Terminus durch second messenger-abhangige
Proteinkinasen wie beispielsweise PKA und PKC (Vadenaire und Vernier, 1997). Ein
weiterer Mechanismus ist die Phosphorylierung durch rezeptorspezifische Kinasen, soge-
nannte G- Protein-gekoppel te Rezeptor-Kinasen (GRK, Palczewski, 1997, Penn et al., 2000).

Die Phosphorylierung bewirkt, dal3 die Wechselwirkung zwischen Rezeptor und G-Protein
schwécher wird. So sinkt die Effizienz der SignalUbertragung auf nachgeschaltete Effektor-
enzyme. Parallel zur sinkenden Affinitét zwischen Rezeptor und G-Protein steigt aber die
Bindungsaffinitdt von Arrestin-Proteinen (B-Arrestine, Carman und Benovic, 1998, Chuang et
al., 1996) an den phosphorylierten Rezeptor. G-Proteine und Arrestine konkurrieren um
dieselben Bindestellen. Da die Bindung der Arrestine an den phosphorylierten Rezeptor
jedoch begunstigt ist, wird nachfolgend die Signaltransduktionskette (Rezeptor — G-Protein)
abgeschaltet. AmOCT1 enthdlt funf Konsensusstellen fir die Phosphorylierung durch PKC
(siehe Abb. 3.5). Ob AmOCT1 durch die Phosphorylierung dieser Aminosaure-Reste von der
nachfolgenden Signalkaskade entkoppelt wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht.

4.2 Funktionelle Charakterisierung von AmOCT1

Zur funktionellen Charakterisierung des Bienen Octopamin-Rezeptors wurde das Bienen
Octopamin-Rezeptorgen transient in Ammenzellen (HEK 293 Zellen) transfiziert. Die
Anderung der Konzentration von intrazelluldren Botenstoffen wurde anschlieRend an dem
heterolog exprimierten Rezeptor bestimmt.

Die Aktivierung von AmOCT1 durch Octopamin bewirkt in HEK 293 Zellen die Erhéhung
der [C&%"]; und [CAMP];. Die Inkubation pcAmoctl-transfizierter Zellen mit den biogenen
Aminen, Dopamin, Serotonin und Tyramin bewirkt demgegentber keine, oder nur eine sehr
geringe Veranderung von [C&’']; und [CAMP]; (siehe Ergebnisse 3.7.1 und 3.7.2). Esist daher
anzunehmen, dal3 AmMOCT1 ein funktioneller Octopamin-Rezeptor ist. Die Zellantwort
Amoctl-transfizierter HEK 293 Zellen auf Octopamin ist konzentrationsabhéngig. Die
Ergebnisse des Ca®*-Imagings (siehe Ergebnisse 3.7.1) zeigen, daB erste Ca?*-Signale schon
bei 0,01 puM Octopamin auftreten. Die Akkumulation von intrazelluldarem cAMP ist
demgegeniiber erst ab Octopaminkonzentrationen von 1 uM nachweisbar (siehe Ergebnisse
3.7.2). Die Erhdhung der [Ca’]; und [CAMP]; wurde auch fiir den heterolog exprimierten
Drosophila Octopamin-Rezeptor beschrieben (OAMB; Han et a., 1998). Die
Aktivierungseigenschaften des AmOCT 1-Rezeptors unterscheiden sich jedoch deutlich von
denen des Drosophila Rezeptors:
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Bel OAMB |6st schon 0,01 uM Octopamin eine Zunahme des [cCAMP); aus. Demgegeniber
bewirkt diese Konzentrationen bei AmOCT1 noch keine Zunahme des [CAMP]; (siehe
Ergebnisse 3.7.2). Erst 1 uM Octopamin fuhrt bei AmOCT1 zu einem Anstieg von [CAMP);.
Auch fir OAMB ist die Zunahme von [cCAMP]; im Bereich von 0,01-100 pM
konzentrationsabhangig.

Die Ergebnisse des Ca?*-Imagings (siehe Ergebnisse 3.7.1) sind besonders interessant: Schon
bei 0,01 uM Octopamin-K onzentrationen wurden in einzelnen pcAmoctl transfizierten HEK
293 Zellen Calciumsignale gemessen. Die Ca®*-Antwort der Zellen auf die Aktivierung des
AmMOCT 1-Rezeptors setzt also schon bei submikromolaren Octopamin-Konzentrationen und
damit vor der cAMP-Antwort ein. Auch fir den Drosophila-Octopamin-Rezeptor OAMB
wurde ein Anstieg der [Ca’*]i nach der Aktivierung des Rezeptors in HEK 293 Zellen
beschrieben (Han et al., 1998). Im Gegensatz zum AmOCT1-Rezeptor wurde die
Bestimmung der [Ca?]; jedoch nicht an einzelnen Zellen, sondern an Zellsuspensionen in
Kuvetten durchgefiihrt. Dies ist eine weit weniger sensitive Methode, da bel der
Einzelzellaufzeichnung gezielt die Zellen ausgewahlt werden, die den Rezeptor tatséchlich
exprimieren. Weiterhin wurden die OAMB-transfizierten Zellen ausschlieffdlich mit einer
hohen Konzentration (100 uM) Octopamin inkubiert. Es ist denkbar, dal3 auch fir OAMB,
unter entsprechend veranderten Versuchsbedingungen, eine Konzentrationsabhangigkeit fir
die Erhdhung der [Ca?*]; nachweisbar wére. Es ist ebenfalls nicht auszuschlieen, dai? auch
fiur OAMB die Calcium-Antwort vor der cAMP-Antwort der Zellen einsetzt. Fur diese
Annahme spricht, dal’ dies fur die Splicevariante 1B des Drosophila-Rezeptors (DmOCT1B)
beobachtet wurde (Baumann, personliche Mitteilung).

Vergleichbare Dosis-Wirkungsbeziehungen wurden auch fir einen Octopamin-Rezeptor aus
Lymnea (Lymoa1, Gerhardt et al., 1997a) gefunden. Die Rezeptoraktivierung fuhrt in HEK 293
Zellen zu einem Anstieg von [IPs]; und [cCAMP]i. Auch bei Lymgs bewirkt schon eine
submikromolare Octopamin-Konzentration (0,1uM) einen Anstieg von [IP3]; um ca. 10%,
wohingegen diese Konzentration noch keinen Anstieg des [CAMP]; bewirkt.

Die Kopplung eines Rezeptors an zwei unterschiedliche intrazelluldre Signalwege kann
mehrere Ursachen haben:

1.) Das Rezeptorprotein koppelt an zwei unterschiedliche G-Proteine, wie z.B. Gg/o und
Gs

2.) Das Rezeptorprotein koppelt an ein spezifisches G-Protein, das eine PLC aktiviert. Im
AnschluR wird eine AC indirekt (iber aktivierte PKC oder die erhthte Ca?*-Konzentration
in der Zelle aktiviert.

3.) Das Rezeptorprotein koppelt an ein spezifisches G-Protein, dessen a-Untereinheit die
AC und dessen By-Untereinheit die PLC aktiviert.
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Die von AmMOCT1 regulierten intrazelluldren Signawege werden in unterschiedlichen
K onzentrationsbereichen von Octopamin ausgel 6st. Es ist deshalb davon auszugehen, dal3 die
Ca’*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern die direkte Zellantwort auf die Aktivierung
von AmMOCT1 darstellt (Hypothese 2). In einer nachfolgenden Reaktion kénnte dann das
gebildete Calcium z.B. eine Ca?*/Calmodulin abhéngige AC stimulieren und so einen Anstieg
der [CAMP]; auslosen. Es ist unklar, ob diese Beobachtungen auch fir die Expression in
einem anderen Expressionssystem oder sogar fir den Octopamin-Rezeptor in vivo gelten: Es
konnte gezeigt werden, da’ die Ansteuerung von zwei unterschiedlichen intrazelluléren
Botenstoff-Wegen durch einen Rezeptor sowohl abhangig von der Rezeptordichte as auch
von der verwendeten Zellinie ist (Zhu et a., 1994, Perez et a., 1993, Reale et d., 1997). Es
wére daher interessant zu prufen, ob das fur AmOCT1 in HEK 293 Zellen gefundene
»Doppelsignal“ auch in einer anderen Ammenzelllinie ausgel 6st wird.

Ein besonderes Merkmal der Ca?*-Antwort Amoctl-transfizierter HEK 293 Zellen ist das
Auftreten von Ca®*-Oszillationen nach der Zugabe von Octopamin. Ca?*-Oszillationen sind
universelle intrazelluldre Signale, die in den unterschiedlichsten Zelltypen auftreten (Thomas
et a., 1996, Berridge et a., 2000). Die Oszillationen wurden in Amoctl-transfizierten HEK
293 Zellen ab Octopamin-Konzentrationen von 0,01 pM beobachtet. Mit zunehmender
Konzentration des Liganden steigt die Frequenz dieser Ca?*-Signale (siehe Abb. 3.10). Bei
hoher Octopamin-Konzentration (100uM) wurden die transienten Calciumsignale in den
meisten Zellen nicht mehr beobachtet. Die charakteristische Zellantwort war statt dessen ein
schnell einsetzendes, starkes, dann langsam schwécher werdendes Ca**-Signal. Diese
Zellantwort  spiegelt vermutlich die massive Rezeptoraktivierung durch den hoch
konzentrierten Liganden und damit eine standige Produktion von IP; durch die PLC wieder.
Das in der Zelle im UberschuB vorhandene IP; verursacht dann die starke Aktivierung von
IPs-Rezptoren in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums. Es resultiert die
Entleerung der intrazellularen Ca?*-Speicher. Der Riicktransport von Ca* ist im Vergleich
zur Freisetzung deutlich langsamer und die Ca®* -Oszillationen kénnen nicht mehr ausgeldst
werden.

Was konnte die molekulare Ursache der beobachteten Ca?*-Oszill ationen sein?

Moglicherweise entstehen sie durch die rasch aufeinanderfolgende Desensitisierungen und
Aktivierungen der Rezeptoren. Fir einen metabotropen Glutamat-Rezeptor der Ratte
(mGIuR5) wurden &hnliche Oszillationen der intrazelluldren Calcium-Konzentrationen
beschrieben (Kawabata et al., 1996). Ein homologer Glutamat-Rezeptor (MGIuR1) bewirkte
nur ein einzelnes, transientes Calcium-Signal. Es wurde gezeigt, dal3 die Beschaffenheit der
Caciumsignale durch die Phosphorylierung der Rezeptoren beeinflufd wird. Der mGluR5-
Rezeptor enthdlt im C-Terminus, kurz hinter TM7, eine Konsensusstelle fur die
Phosphorylierung durch Protein Kinase C (PKC). Dieses Motiv fehlt im mGlul-Rezeptor.
Durch gerichtete Mutagenese wurde die PKC-Phosphorylierungsstelle in die Sequenz des
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MGIuR1-Rezeptors eingebaut. Die Aktivierung des ,, mutierten“ Rezeptors |6ste intrazellulére
Ca”*-Oszillationen aus, die von denen des mGIuR5-Rezeptors kaum zu unterscheiden sind
(Kawabata et al., 1996). Auch AmOCT1 besitzt im C-Terminus eine Konsensusstelle fur die
Phosphorylierung durch PKC (TsgLR, siehe Abb. 3.5). Ob die Phosphorylierung von
AmOCT1 an der Generierung der Ca**-Oszillationen beteiligt ist, kénnte durch gerichtete
Mutageneseexperimente, durch die die Phosphorylierungsstelle zerstort wird, aufgeklart
werden.

Eine interessante funktionelle Rolle der Ca?*-Osrillationen wurde in T-Lymphozyten gezeigt.
Die Freisetzung von intrazellulérem Calcium bewirkt in T-Lymphozyten die Stimulation der
Ca’*-abhangigen Transkriptionsfaktoren NF-At, Oct/OAP und NFkB. Es wurde beschrieben,
daR Ca*-Oszllationen die [Ca™]i -Schwelle, die fir die Aktivierung dieser
Transkriptionsfaktoren nétig ist, senkt (Dolmetsch et al., 1998). Darlber hinaus wurde
nachgewiesen, dal3 die Frequenz der Ca®*-Oszillationen eine spezifische Zellantwort
vermittelt: Hochfrequente Ca’*-Oszillationen aktivieren ale drei Transkriptionsfaktoren,
niederfrequente Ca®*-Oszillationen bewirken demgegeniiber ausschlieRlich die Aktivierung
von NF«B.

Kirzlich konnte auch eine Beteiligung der Erhthung der [Ca?*]; an der Expression eines
neuronalen Na'-Kanalgens nachgewiesen werden. Der Nervenwachstumsfaktor (NGF)
stimuliert in vitro und in vivo unter anderem die Expression des PN1-Gens (peripheral nerve
type 1 voltage-dependent sodium channel gene), das fir einen spannungsgesteuerten Natrium-
Kanal codiert (D' Arcangelo et al., 1993, Gould et a., 2000). Es wurde gezeigt, dal3 fur die
Genexpression die anhaltende Aktivierung von PLCy notwendig ist (Choi et al., 2001). Die
Erhohung der [Ca?"]; induziert die Genexpression von PN1. In Zellen, die mit dem Calcium-
Chelatbildner BAPTA-AM beladen wurden, konnte die NGF-vermittel ete Genexpression von
PN1 fast vollstandig unterdriickt werden (Choi et al., 2001).

Es wére moglich, dal’ auch Octopamin Uber die Wechselwirkung mit AmOCTL1 in einigen
Zellen des Bienengehirns die Genexpression steuert, indem z.B. Ca?*-abhangige Transkrip-
tionsfaktoren stimuliert werden. Alternativ konnte Uber das gebildete cCAMP die Proteinkinase
A aktiviert werden, die anschlief3end die Phosphorylierung und damit Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie z.B. CREB bewirkt.
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4.3 Vertellungsmuster der Amoctl-mRNA und Lokalisation des
Rezeptor proteinsim Bienengehirn

Octopamin wird haufig als zentrale modulatorisch wirksame neuroaktive Substanz bei
Invertebraten bezeichnet. So sind auch fur die Biene verschiedene verhaltensmodulatorische
Wirkungen von Octopamin beschrieben worden (Braun und Bicker 1992, Erber et al., 1993,
Menzel et al., 1994, Blenau und Erber, 1998). Fir das bessere Versténdnis der Wirkungen
von Octopamin im Bienengehirn ist die genaue Kenntnis der neuronalen Komponenten, die
an der octopaminergen SignalUbertragung beteiligt sind, wichtig. Eine erste Voraussetzung
fUr die octopaminerge Signaltransduktion ist das Vorhandensein von Octopamin-Rezeptoren
auf synaptischen Neuronen. Deshalb wurde in dieser Arbeit das Expressionsmuster der
Amoctl-mRNA durch in situ-Hybridisierungen an Gefrierschnitten der Gehirne adulter
Arbeitsbienen bestimmt. Das Octopamin-Rezeptorgen wird in allen Gehirnbereichen
exprimiert (siehe Ergebnisse 3.8). Das Verteilungsmuster der Amoctl-mRNA unterscheidet
sich damit deutlich von dem der Drosophila OAMB-mRNA (Han et a., 1998). Han et al.
(1998) konnten zeigen, dal3 die Expression der OAMB-mRNA fast ausschliefdlich auf die
Somata der intrinsischen Pilzkorperzellen (Kenyon-Zellen) beschrankt ist. Daneben fanden
sie OAMB-mRNA-Markierungen nur noch im Ellipsoidkérper des Zentralkomplexes und in
einzelnen Somata der Medulla. Han et al. (1998) nahmen daher an, dal3 die Spezifizitét der
OAMB-mRNA Expression Ruckschltsse auf die mogliche Rezeptorfunktion zulief3e: Die
Pilzkorper sind fur das olfaktorische Lernen von Apis (Erber et a., 1980, Menzel et al., 1994)
und Drosophila (Davis, 1993, de Belle und Heisenberg, 1994) von besonderer Bedeutung.
Weiterhin wird die Modulation der [CAMP]; mit Lern - und Gedéchtnisprozessen in
Verbindung gebracht (Davis und Méeller, 1995, Dubnau und Tully, 1998, Menzel und Mdller,
1996). Die Aktivierung von OAMB bewirkt in einem heterologen Expressionssystem einen
Anstieg der [CAMP]; (Han et al., 1998). Daher sollte ein hauptsachlich in dieser Gehirnregion
exprimierter Rezeptor, der positiv an die AC koppelt, eine Schltsselposition bel Lern - und
Gedéachtnisprozessen besitzen konnen (Han et al., 1998).

Aus der Biene ist bislang nur das Verteilungsmuster der mRNA eines Tyramin-Rezeptorgens
(Amtyrl, Blenau et a., 2000) und eines Dopamin-Rezeptorgens (Amdopl, Blenau et al.
1998) bekannt. Auch diese beiden Rezeptorgene werden, wie Amoctl, ubiquitér im Gehirn
exprimiert. Besonders starke Markierungen werden in den intrinsischen Pilzkorperzellen
gefunden. Das Vertellungsmuster von Amdopl-, Amtyrl- und Amoctl-mRNA ist nahezu
identisch. Alle drei Rezeptoren modulieren die [CAMP]; nach ihrer Aktivierung durch die
entsprechenden biogenen Amine, wenn sie in HEK 293 Zellen exprimiert werden. Der
Dopamin-Rezeptor bewirkt eine Erhéhung, der Tyramin-Rezeptor dagegen die Abnahme von
[cCAMP];. Der Octopamin-Rezeptor bewirkt neben der Erhdhung von [Ca®']; ebenfalls eine
Erhdéhung von [CAMP);. Es ist daher denkbar, daf3 die bisher aus der Biene klonierten
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Rezeptoren fur biogene Amine eine Rolle bei der Integration/ Verarbeitung hoherer
sensorischer Informationen spielen.

Die Expression rezeptorspezifischer mRNA gibt jedoch nur einen Anhaltspunkt fur das
Vorhandensein dieses Rezeptors in der entsprechenden Gehirnregion, sagt aber nichts Uber
die subzelluléare Verteilung des Rezeptorproteins aus. Insbesondere bei der Untersuchung von
Nervenzellen ist dies ein grof3er Nachtell, da Neurone weit verzweigt sein konnen und viele
Kontakte untereinander ausbilden. Darum wurde in dieser Arbeit die Vertellung des
AmOCT 1-Rezeptorproteins im Gehirn mit einem polyklonalen Antikdrper, der gegen den C-
terminalen Abschnitt des Rezeptors gerichtet ist, an Vibratomschnitten von Gehirnen adulter
Arbeiterinnen untersucht (siehe Ergebnisse 3.10). Das Rezeptorprotein wurde in vielen Zellen
des Bienengehirns gefunden. Starke Immunreaktivitéat (IR) wurde in den optischen Loben,
den Stielen (Pedunkuli), a- und B-Loben der Pilzkdrper, im Antennallobus, im Zentralkorper
und im Unterschlundganglion gefunden. Schwéchere Immunreaktivitét wurde in den Kelchen
der Pilzkorper und den Somata der intrinsischen PK-Zellen gefunden. Die Lokalisation des
Bienen Octopamin-Rezeptors korreliert recht gut mit der Verteilung von [*H]Octopamin
Bindungsstellen im Bienengehirn (Erber et a., 1991), die potentielle Octopamin-Rezeptoren
darstellen. Hier wurde die grofite [®H]Octopamin-Bindungsdichte (>250 fmol/mg) in den
Stielen und den a- und B-Loben der Pilzkdrper sowie im Zentralkorper gefunden (Erber et al.,
1991). Demgegeniber bestehen deutliche Diskrepanzen zur Verteilung der Octopamin-IR
(Kreisd et a., 1994). Die Stiele und B-Loben der Pilzkorper sind frei von OA-IR. Die grofite
OA-IR wurde firr die Pilzkorperkel che gefunden. Ahnliche gravierende Unterschiede wurden
auch fir [*H]Serotonin-Bindungsstellen und Serotonin-IR im Bienengehirn beschrieben: Die
Calyces der Pilzkorper sind frei von Serotonin-IR wohingegen in dieser Region eine hohe
[*H] Serotonin-Bindungsdichte nachgewiesen wurde (Schiirmann und Klemm, 1984, Erber et
al., 1991). Es wird daher angenommen, dal3 freigesetzte biogene Amine Uber relativ weite
Strecken diffundieren missen, um entfernt exprimierte Rezeptoren zu erreichen (Bicker und
Menzel, 1989, Homberg, 1994).

Esist bemerkenswert, dal3 die anti-AmOCT 1-Immunreaktivitédt in den Kelchen, der Eingangs-
region der Pilzkorper, nur vergleichsweise schwach ist. Weiterhin ist auffallig, da3 die
Kragenregion der Kelche frei von Immunreaktivitdt, wohingegen deutliche Farbungen in der
Lippenregion und dem Basalring nachgewiesen wurden. Dieses Ergebnis korreliert nur
teilweise mit der Verteilung von [*H]Octopamin Bindungsstellen im Bienengehirn. In den
Regionen der Lippe und des Basalringes innerhalb der Pilzkorperkelche wurden hohe
[*H] Octopamin-Bindungsdi chten bestimmt (>100-250 fmol/mg). In der Kragen-Region wurde
eine geringere Bindungsdichte (50-100 fmol/mg) gefunden. Der Vergleich der Verteilung von
AmOCT1-IR im Bienengehirn und der Bindungsdichte von [®H]Octopamin |43t deshalb
vermuten, dal3 noch ein weiterer (oder mehrere weitere) Octopamin-Rezeptor(en) im Bienen-
gehirn exprimiert wird (werden).
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Fur diese Annahme sprechen auch Verdrangungsexperimente mit nichtmarkierten Liganden:
Die Spezifizitat der [*H]Octopamin-Bindung betrégt im Bienegehirn 94%. Phentolamin, ein
OA-Rezeptor-Antagonist, kann in alen Gehirnregionen (aul3er in den Pilzkorpern), die
[*H]Octopamin-Bindung um 93% verdrangen. In den Pilzkérpern wird die [®H]Octopamin-
Bindung jedoch nur um 70% reduziert (Scheidler, 1991). Eine gewisse Ubereinstimmung
bestent zwischen der Verteilung des AmOCT1-Rezeptors im Bienengehirn und der
Verzweigung des octopaminergen Neurons VUM, (Hammer, 1993, Kreisd et a., 1994),
das ein neuronales Substrat fir die appetitive Verstarkung bei der olfaktorischen
Konditionierung der Biene darstellt (Menzel et a., 1999, Menzel, 2001). Das VUM ya—
Neuron (Hammer, 1993) wird durch die Applikation von Zuckerwasser an die Antennen
erregt. Bei einer olfaktorischen Konditionierung der Biene kann die Depolarisation des
Neurons die Zuckerwasserbelohnung ersetzen (Hammer, 1993). Dies ist alerdings nur dann
der Fall, wenn die Bedingung der Vorwartspaarung von konditioniertem Stimulus (CS) und
unkonditioniertem Stimulus (US) erflllt ist, d.h. der Duft muf3 direkt vor der Depolarisierung
des Neurons prasentiert werden. Das VUM, Neuron projiziert in die Antennalloben, das
laterale Protocerebrum und in die Kelche der Pilzkérper. Dies sind Gehirnregionen, die eine
bedeutende Rolle bei der olfaktorischen Konditionierung der Biene spielen (Erber et al., 1980,
Mauelshagen, 1993, Menzel und Miller, 1996). Der AmOCT 1-Rezeptor wurde in allen drei
Gehirnregionen mit dem anti-AmOCT1 Antikdrper nachgewiesen. |nteressanterweise werden
von VUM (Hammer, 1993) nur die Lippen und der Basalring der Pilzkorperkelche
innerviert. Auch AmOCT1 wurde nur in der Lippenregion und dem Basalring der Calyces
nachgewiesen. Es ist deshab denkbar, da3 AmOCT1 as Tell ener octopaminergen
Signalkette die appetitive Verstarkung beim olfaktorischen Lernen der Biene unterstitzt.

4.4 M ogliche Funktion des aus Apis mellifera klonierten Octopamin-
Rezeptorsin vivo: Ein Ausblick

Biogene Amine sind bei Insekten an der Steuerung bzw. Modulation von Neuronen beteiligt,
die das Verhalten und Lern- und Gedéachtnisprozesse beeinflussen kénnen. Die Aufklérung
der molekularen Grundlagen dieser Prozesse ist Gegenstand intensiver Forschungsarbeit.
Insbesondere die Untersuchung von Drosophila-Mutanten hat zum Verstdndnis der
molekularen Signaltransduktionswege im Insektengehirn einen grofden Beitrag geleistet
(Davis, 1996, Dubnau und Tully, 1998).

Fur das olfaktorische Lernen wurden zwei notwendige Komponenten beschrieben:

1.: Der cAMP-Signalweg ist entscheidend an der normalen olfaktorischen Konditionierung
beteiligt. Tiere, denen das Gen fur die Ca?*/Calmodulin abhangige Adenylatzyklase (rut,
Livingstone et al., 1984), die Phosphodiesterase (dnc, Dudai et al., 1976) oder die katalytische
Untereinheit der Proteinkinase A (DCO, Kalderon und Rubin, 1988) fehlt, zeigen Lerndefekte
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(Davis et al., 1995, Méller und Davis, 1996, Dubnau und Tully, 1998). Es konnte kirzlich
gezeigt werden, dald die Lerndefekte der rutabaga (rut)-Mutante durch das Einbringen des
Wildtyp-Gens, nahezu vollstéandig behoben werden konnten (Zars et al., 2000).

Die grof3e Bedeutung des cAMP-Signalweges wurde auch fur das olfaktorische Lernen der
Honigbiene gezeigt (Hildebrandt und Miiller, 1995, Menzel und Miiller, 1996).

2.: Die Pilzkorper sind fur das olfaktorische Lernen, sowohl bel Drosophila als auch bei Apis,
von entscheidender Bedeutung (Erber et al., 1980, Davis, 1993, Menzel und Miiller, 1996).
Drosophila-Mutanten, die Abberationen der Pilzkorper aufweisen, zeigen Defizite beim
olfaktorischen Lernen (Heisenberg et al., 1985, Dubnau und Tully, 1998).

Der im Rahmen dieser Arbeit klonierte Octopamin-Rezeptor wird in alen Gehirnregionen
exprimiert. Eine besonders starke Expression des Rezeptorproteins wurde fir die Somata
intrinsischer Pilzkorperzellen gefunden. Das Rezeptorprotein wurde in allen Gehirnregionen
lokalisiert. In einem heterologen Expressionssystem bewirkt AmOCT1 den Anstieg von
[Ca®']; und [CAMPY];. Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dai? die Injektion von
Octopamin in die Pilzkorper den US bel einer olfaktorischen Konditionierung ersetzen kann
(Menzel et al., 1994). Eine jingere Untersuchung zeigte, dal3 Octopamin-Injektionen in das
Gehirn Reserpin-behandelter Tiere (Reserpin entfernt biogene Amine aus intrazelluléren
Speichern), die Defekte beim appetitiven Lernen zeigen, diese Lerndefizite aufheben kénnen
(Menzel et al., 1999). Weithin konnte gezeigt werden, dal? Octopamin die Aquisition, nicht
aber die Abrufbarkeit der gelernten Information, verbessern kann. Dieses Ergebnis wurde so
interpretiert, da3 Octopamin selektiv an der Verstdrkung des Belohnungsreizes
(Zuckerwasser) beteiligt ist (Menzel et al., 1999). Fir den Drosophila Octopamin-Rezeptor
wurde vorgeschlagen, dal3 er an der Modulation der synaptischen Plastizitét der Pilzkorper-
Neurone beteiligt sein konnte Han et al., 1998).

Octopamin-Injektionen in die optischen Loben der Honigbiene bewirken eine Verstarkung
des visuellen Antennen-Reflexes (Erber und Pribbenow, 1996). Es ist daher denkbar, dal3
AmOCT1 eine Rolle bei der Verarbeitung hoherer sensorischer Informationen im
olfaktorischen und visuellen System spielt.

Untersuchungen an Fliegen, die mit Formamidinen gefittert wurden, stitzen die vielfach
postulierte wichtige Rolle von Octopamin fir die Verhatensplastizitét in Drosophila und
anderen Insekten: Formamidine binden an Octopamin-Rezeptoren und haben eine
antagonistische Wirkung auf die Octopamin-induzierte cAMP-Produktion (Dudai et al.,
1987). Fliegen, die mit diesen Substanzen gefittert wurden, zeigen Lerndefizite bel der
olfaktorischen Konditionierung (Dudai et al., 1987).

Demgegeniiber stellt die Untersuchung der Drosophila-Mutante tgh, der das Gen fir die
Tyramin B-Hydroxylase fehlt (Monastirioti et al., 1996), die Bedeutung des octopaminergen
Systems bei Drosophila algemein in Frage. Mutanten, denen das Gen fehlt, konnen kein
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Octopamin synthetisieren. Die Tiere weisen aber Uberraschenderweise einen fast vallig
normalen Phanotyp auf. Die Weibchen kdnnen jedoch keine Eier ablegen. Wird den Fliegen
Octopamin verfittert, sind die Weibchen normal fortpflanzungsfahig (Monastirioti et al.,
1996). Die Mutanten weisen gegentber Wildtypfliegen einen erhéhten Tyramin-Titer auf. Es
kann vermutet werden, dal3 es aufgrund dieses erhdhten Tyramin-Titers zur Bindung von
Tyramin an Octopamin-Rezeptoren kommt, was moglicherweise die Auswirkungen der
Mutation abschwécht. Es ist jedoch nicht bekannt, ob die Bindung von Tyramin an
Octopamin-Rezeptoren die Auswirkungen der Mutation tatséchlich beeinflussen kann.
Ebenso ist die Auswirkung der tBh-Mutation auf Lern— und Gedéachtnisprozesse bislang noch
nicht untersucht worden.
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5. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit wird das erste Octopamin-Rezeptorgen (Amoctl) aus Apis
mellifera beschrieben. Die rezeptorkodierende cDNA wurde funktionell in Ammenzellen
(HEK 293) exprimiert und der Rezeptor auf seine funktionelle Kopplung an intrazellulére
Botenstoff-Wege untersucht. Die Aktivierung des Rezeptors mit spezifischen Liganden
bewirkt in HEK 293 Zellen eine konzentrationsabhangige Erhoéhung der [Ca®]; und der
[CAMP];. Die Ca?*-Antwort der Zellen erfolgt bereits bei submikromolaren Konzentrationen
Octopamin. Die cAMP-Akkumulation setzt erst bel  mikromolaren Octopamin-
Konzentrationen ein.

Das Expressionsmuster der Amoctl-mRNA im Gehirn der Biene wurde durch in situ-
Hybridiserungen aufgeklart. Amoctl-mRNA wurde in den Somata aller Gehirnbereiche
nachgewiesen. Besonders starke Markierungen wurden in den Somata der intrinsischen
Pilzkorperzellen gefunden.

Die zellulare Lokalisation des Octopamin-Rezeptors, AmOCT1, wurde mit spezifischen
polyklonalen Antikdrpern an Gehirnschnitten adulter Arbeiterinnen bestimmt. Das
Rezeptorprotein ist in den meisten Gehirnregionen vorhanden.

Neben den bereits aus Apis mellifera klonierten Tyramin- und Dopamin-Rezeptoren ist mit
der Klonierung und funktionellen Charakterisierung des Octopamin-Rezeptors, AmOCT1,
nun eine weitere wichtige Grundlage fur die Untersuchung der molekularen Mechanismen
von Lern- und Gedéachtnisprozessen geschaffen worden.
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7. AbkuUrzungsver zeichnis

oL
Abb.

AC

Ach

AK
AmDOP1
Amdopl
AmOCT1
Amoctl
AmTYR1
Amtyrl
ApOCT1
AS

ATP
BaOCT1
bp

BSA
bspw.

°C

Ca2+
[Ca2+ i
cAMP
[CAMP];
cDNA
cpm

CS
C-Terminus
DA

DAB
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anti, Préfix bel Antikorpern

Abbildung

Adenylatzyklase

Acetylcholin

Antikorper

Apis mellifera Dopamin-Rezeptor 1

Gen des Apis mellifera Dopamin-Rezeptors 1
Apis mellifera Octopamin-Rezeptor 1

Gen des Apis mellifera Octopamin-Rezeptors 1
Apis mellifera Tyramin-Rezeptor 1

Gen des Apis mellifera Tyramin-Rezeptors 1
Aplysia Octopamin-Rezeptor 1

Aminosaure

Adenosin-5' -triphosphat

Balanus amphitrite Octopamin-Rezeptor 1
Basenpaare

Rinderserumalbumin

beispielsweise

Temperatur in Grad Celsius

Calciumion

intrazellulére Calcium-Konzentration

3, 5'-zyklisches Adenosinmonophosphat

intrazellulare cAM P-K onzentration

komplementdre DNA (doppelstrangige DNA-Kopie einer mRNA)

Zerfallsereignisse pro Minute (counts per minute)
bedingter Reiz (conditioned stimulus)
Carboxylterminus einer Polypeptidkette
Dopamin

Diaminobenzidin



DAG
DmOCT1A
Dmoct1A
DmOCT1B
Dmoct1B
DNA
dNTP
EDTA

EL
G-Protein
GABA
GDP
GPCR
GTP

HEK 293
S-HT
IBMX

IL

IP3

IR

kb

kD
LymOA1
M

MRNA
N-Terminus
OA

OA-R

PAA

PCR

Diacylglycerin

Drosophila melanogaster Octopamin-Rezeptor1A (Spleil3variante 1A)
Gen des Drosophila melanogaster Octopamin-RezeptorlA
Drosophila melanogaster Octopamin-Rezeptor1B (SpleiRvariante 1B)
Gen des Drosophila melanogaster Octopamin-RezeptorlB
Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukl eotidtriphosphat
Ethylendiamin-tetraessigsaure

extrazelluldre Schleife (extracellular loop)

GTP/ GDP-bindendes Protein

y-Aminobuttersdure

Guanosin-5° -diphosphat

G Protein-gekoppelte Rezeptoren

Guanosin-5' -triphosphat

embryonale Nierenzelllinie des Menschen

5-Hydroxy Tryptamin, Serotonin
3-1sobutyl-1-methylxanthin

intrazelluldre Schieife (intracellular loop)
Inositol-1,4,5-triphosphat

Immunreaktivitét, immunreaktiv

1000 Basen (paare)

1000 Dalton (Molekulargewicht von Proteinen)

Lymnea stagnalis Octopamin-Rezeptorl

molar

Boten-RNA (messenger RNA)

Aminoterminus einer Polypeptidkette

Octopamin

Octopamin-Rezeptor

Polyacrylamid

Polymerase K ettenreaktion (polymerase chain reaction)
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PKA cAMP-abhangige Proteinkinase

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

Poly(A)*-RNA Polyadenylierte RNA

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RT Raumtemperatur

Tab. Tabelle

Tm Schmelztemperatur von Nukleinsduren

™ Transmembranregion

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl) 1,3-propandiol

Tyr Tyramin

UpM Umdrehungen pro Minute

usS unbedingter Reiz (unconditioned stimulus)

VUM identifiziertes Neuron (ventral unpaired medium cell of maxillary
neuromere 1)

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem
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