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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Bei Saugetieren ist die Pheromonkommunikation entscheidend an der Kontrolle von
angeborenem Sozialverhalten beteiligt. Erkannt werden Pheromone vom olfaktorischen
System, welches aus mehreren sensorischen Subsystemen besteht. Das akzessorische
olfaktorische System mit dem Vomeronasalorgan als peripheren Pheromonsensor stellt
eines dieser Subsysteme dar. Es hat aufgrund seiner essentiellen Funktion in der
chemischen Kommunikation eine herausragende Bedeutung gewonnen. Das
Vomeronasalorgan  besitzt vomeronasale  Sinneszellen, die anatomisch  und
molekulargenetisch in eine apikale V1-Rezeptor/Gaj,-exprimierende und in eine basale V2-
Rezeptor/Ga,-exprimierende Sinneszellschicht unterteilt werden konnen. Ein Teil der V2-
Rezeptor/Ga,-exprimierenden Sinneszellen koexprimieren H2Mv, ein nicht klassisches
MHC-Molekil der Klasse Ib. Die Funktion der einzelnen Sinneszellschichten mit ihrer
unterschiedlichen anatomischen Lage, Rezeptorausstattung, G-Protein-Expression und
axonalen Projektion ist bisher unbekannt.

Die Dekonstruktion der physiologischen Pheromonwahrnehmung ermdoglicht die
Entschlisselung, wie chemische Kommunikationsmolekiile prozessiert werden und wie diese
Molektle anschlieRend tber neuronale Schaltkreise angeborene Verhaltensmuster auslosen
konnen. Die genetische Deletion definierter Signaltransduktionselemente erlaubt die
Charakterisierung der Funktion dieser Elemente in der Pheromonkommunikation.

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der Signaltransduktionsmolekile Ga, und H2Mv der
V2-Rezeptor-Sinneszellen im Rahmen der chemischen Kommunikation zu bestimmen. Dazu
wurden die gewebsspezifische Ga,-Knockoutmauslinie und die H2Mv-Knockoutmauslinie mit
ihren jeweils korrespondierenden Kontrollmauslinien detailliert elektrophysiologisch
untersucht. Neben der Bestimmung der Funktion von Ga, und H2Mv konnten bisher nicht
bekannte Stoffe als Liganden fir vomeronasale Sinneszellen in Wildtypmausen identifiziert

werden. Die Verwendung dieser neu-identifizierten Liganden in den Knockoutmauslinien
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ermdglichte die Eingrenzung der neuen Liganden auf die transduzierenden
Sinneszellsubpopulationen.

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung der vomeronasalen Sinneszellen wurde das
vomeronasale Sinnesepithel mit verschiedenen Agonisten stimuliert. Von der Oberflache des
aktivierten Sinnesepithels wurden dann die induzierten Potentialanderungen - die
sogenannten Elektrovomeronasogramme — abgeleitet.

Es zeigte sich, dass V2-Rezeptor-Agonisten in der Ga,-Knockoutmauslinie nahezu keine
Potentialanderungen mehr evozieren konnten, woraus geschlussfolgert wurde, dass das
G-Protein Ga, essentiell fur die Signaltransduktion in V2-Rezeptor-Sinneszellen ist. Die
Stimulation H2Mv-defizienter V2-Rezeptor-Sinneszellen erforderte die Applikation erhéhter
Konzentrationen der V2-Rezeptor-Agonisten, um physiologische Potentialanderungen zu
evozieren. Daraus konnte abgeleitet werden, dass H2Mv in den H2Mv-exprimierenden V2-
Rezeptor-Sinneszellpopulation essentiell fir deren ultrasensitive Chemodetektion ist. Ein
volatiles Amin und bisher nicht getestete formylierte und synthetische Peptide konnten
robuste Potentialanderungen im Wildtyp-Vomeronasalorgan evozieren, sodass diese Peptide
als neu-identifizierte Liganden des Vomeronasalorgans beschrieben werden konnten. Einige
dieser neu-identifizierten Agonisten werden Ga,- und H2Mv-abhangig transduziert.

In Zusammenschau mit weiteren physiologischen Untersuchungen und Verhaltens-
experimenten ermdglichen die hier dargestellten Ergebnisse die Entschlisselung der
Funktion von Ga, und H2Mv in der Pheromonkommunikation. Dariiber hinaus tragen die
Resultate entscheidend dazu bei, die neuronalen Schaltkreise der Pheromonkommunikation

in Saugetieren weiter aufzudecken.
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Summary

Role of signal transduction elements in the detection of

olfactory signals in the mouse vomeronasal organ:

Impact of the G-protein Ga, and MHC class Ib molecules

In mammals, pheromone communication is critically involved in the control of instinctive
social behaviours. Pheromones are detected by the olfactory system that is subdivided in
several subsystems. One of these subsystems, the accessory olfactory system and its
chemoreceptor unit the vomeronasal organ, has attracted particular attention due to its
pivotal function in chemical communication. The vomeronasal organ contains vomeronasal
sensory neurons that can be anatomically and molecularly subdivided. Apical sensory
neurons express V1-receptors and the G-protein Ga;;, and basal sensory neurons express
V2-receptors and Ga,. Moreover, a subset of the basal V2-receptor/Ga,-expressing sensory
neurons co-expresses H2Mv, a family of non-classical MHC Ib molecules. Therefore, the
layers of the vomeronasal sensory epithelium differ in anatomy, receptor-expression,
G-protein expression and axonal projections. The functional role of such segregation remains
unclear.

To understand how pheromones are processed and subsequently elicit innate social
behaviours, various approaches can be used. One of the most efficient strategies is genetic
deletion of defined signal transduction elements to determine their function in pheromone
communication. Particularly, the aim of this work was to elucidate the function that Ga, and
H2Muv play in VV2-receptor-expressing sensory neurons during pheromone detection.

To address these questions, a detailed electrophysiological analysis of two mutant mouse

models: a conditional, tissue specific Ga,-knockout mouse, and a H2Mv-knockout, and their
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corresponding controls was performed. In addition to the examination of Ga, and H2Mv
mutant mouse lines, a volatile amine and various formylated and synthetic peptides have
successfully been identified as agonists for vomeronasal sensory neurons. Application of
these new agonists to knockout vomeronasal organ preparations allowed to establish which
of these ligands are transduced by specific sensory neuron subpopulations.

To determine the electrophysiological sensory properties of the vomeronasal organ,
vomeronasal sensory neurons were stimulated with potential agonists and ligand-evoked
local field potentials (electrovomeronasograms) were recorded from the surface of the
sensory epithelium.

Responses of vomeronasal sensory neurons from Ga,-deficient mice to ligands known to
activate V2-receptors were virtually absent. Thus, it is concluded that Ga, is essential for
signaling in V2-receptor sensory neurons. Stimulation of vomeronasal sensory neurons from
H2Mv-deficient mice required the application of higher concentrations of V2-receptor ligands
to evoke comparative robust, physiological field potentials, as seen in control mice
preparations. Therefore, H2Mv is essential for ultrasensitive chemodetection in a subset of
V2-receptor sensory neurons. Robust field potentials could be elicited by a volatile amine,
and formylated and synthetic peptides in control vomeronasal organs, identifying these
stimuli as novel ligands for vomeronasal sensory neurons. Some of these new agonists
required both Ga, and H2Mv for signaling.

These results together with further physiological and behavioural analysis of the mutants
helped to unravel the function of Ga, and H2Mv in mammalian pheromone communication
and will provide significant insights to identify neuronal circuits that control instinctive

behaviours.
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2 Einleitung

2.1 Das Geruchsorgan

Riechen ist die Wahrnehmung von chemischen Signalen aus der Umwelt Gber die Nase und
gehort zu den funf Hauptsinnen. Fir viele ist das Riechen lediglich ein Sinn, der der
Erkennung von Gerichen dient, dabei sind die Funktionen des olfaktorischen System
mannigfaltig und unterliegende Mechanismen noch weitestgehend unbekannt. Wé&hrend die
elementaren Mechanismen beim Ho6r- und Sehvorgang bereits seit mehreren Jahrzehnten
entschlisselt sind und die Entdeckungen bereits in den 1970ern mit Nobelpreisen fir
Physiologie oder Medizin ausgezeichnet worden sind, wurde diese hdchste Auszeichnung
erst im Jahr 2004 an Wissenschaftler der Olfaktorik verliehen. Damit honorierte das
Nobelpreiskomitee den auBBergewdhnlichen Beitrag von Linda Buck und Richard Axel zur
Erforschung der Geruchsrezeptoren und der Organisation des olfaktorischen Systems aus
den 1990er Jahren. Die Grundlagenforschung im Bereich der olfaktorischen
Neurowissenschaften stellt daher einen noch relativ jungen Forschungsbereich mit vielen

interessanten, noch ungeklarten Fragestellungen dar.

Der Geruchssinn ermdglicht die Identifikation und Beurteilung von Nahrung, und unterstiitzt
den Geschmackssinn bei der Wahrnehmung von Aromen. Weiterhin dient das Riechen der
Erkennung von Gefahren und dem Meiden von potentiellen Toxinen. In der Tierwelt entfaltet
sich das Erkennungsspektrum dieses sensiblen Systems immens. Tiere identifizieren durch
das olfaktorische System Freund und Feind, Geschlecht und dartber hinaus den
genetischen- und den Reproduktionstatus potentieller Partner (Mombaerts, 2004a; Munger
et al., 2009). Die Fahigkeit des Geruchssinnes, verschiedenste chemische Stoffe zu
erkennen, macht ihn zu einem aufl3ergewdhnlichen Sensor der Auf3enwelt. Dass bis zu 4%
des Genomes fir Proteine des Geruchssinnes kodieren, reflektiert auch auf molekularer

Ebene dessen aul’enordentliche Bedeutung fur Lebewesen (Firestein, 2001). Lange galt die
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Annahme, dass Menschen mit ihrer Rezeptorausstattung mehrere Tausend Duftstoffe
unterscheiden konnen. Kurzlich zeigten Bushdid et al. (2014) jedoch, dass Menschen in der
Lage sind, diverse Duftstoffmixturen zu differenzieren und kalkulierten daraus, dass das
Geruchssystem des Menschen potentiell die Fahigkeit besitzt, mehr als 1 Billion Duftstoffe zu
diskrimieren (Bushdid et al., 2014).

Etabliert hat sich eine Trennung des olfaktorischen Systemes in ein hauptolfaktorisches
(main olfactory system, MOS) und ein akzessorisches olfaktorisches System (AOS), wobei
weitere Subsysteme sowohl innerhalb als auch auf3erhalb des MOS und AOS bekannt sind
(siehe Abbildung 1) (Breer et al., 2006; Munger et al., 2009). Die Klassifikation der Systeme
beruht auf der unterschiedlichen Anatomie, Rezeptorausstattung, Signaltransduktions-
kaskaden und Verschaltung in hohere Zentren. Trotz dieser Teilung stellen beide Systeme in
vielerlei Hinsicht ein Gberlappendes und ineinandergreifendes Funktionssystem dar, welches
chemische Signale komplex verarbeitet (Restrepo et al., 2004; Spehr et al., 2006; Zufall and

Leinders-Zufall, 2007).

Abbildung 1: Das olfaktorische System der
Maus besteht aus mehreren Subsystemen.
Zum hauptolfaktorischen System gehoren
» das hauptolfaktorische Epithel (MOE) und
der hauptolfaktorische Bulbus (MOB). Das
Vomeronasalorgan (VNO) gehort wie der
akzessorische olfaktorische Bulbus (AOB)
zum akzessorischen olfaktorischen System.
Das Grineberg-Ganglion (GG) und das
septale Organ von Masera (SO) stellen
weitere Subsysteme dar.

Modifiziert nach Spehr et al. (2006).
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2.2 Das hauptolfaktorische System

2.2.1 Funktion und Anatomie

Das MOS kann ein enormes Spektrum organischer Moleklle aus der Umwelt detektieren.
Die primére Funktion liegt in der Wahrnehmung von volatilen Geruchsstoffen (Munger et al.,
2009), wobei auch nicht volatile Molekile verarbeitet werden kénnen (Spehr, 2006). Durch
Unterbindung der physiologischen Verschaltung von der peripheren Chemodetektion zu
hoheren Zentren im Gehirn kommt es zu drastischen Verhaltensphanotypveranderungen in
Mausen. In unterschiedlichen Untersuchungen von genetisch veranderten Mauslinien zeigte
sich eine starke Verringerung bis Abwesenheit von weiblichem Aggressionsverhalten (Wang
and Storm, 2011), mannlichem Sexual- und Aggressionsverhalten (Wang, 2006) und Flucht-
und Kampfverhalten (Mandiyan et al., 2005).

Das Riechepithel (main olfactory epithelium, MOE) stellt den peripheren Geruchssensor des
MOS dar und projiziert die Sinnesinformationen tUber den hauptolfaktorischen Bulbus (main
olfactory bulb, MOB) zu héheren olfaktorischen Zentren im Gehirn (Munger et al., 2009). Das
MOE bedeckt die Conchae nasales (Nasenmuscheln) und das Septum in der postero-
superioren Nasenhohle. Es beinhaltet neben 6-10 Millionen olfaktorisch sensorischen
Neuronen (OSNSs) spezielle Stitzzellen mit Glia-&hnlicher Homdostase-Funktion und basal
gelegene Stammzellen, welche der Regeneration dienen (Firestein, 2001; Getchell, 1986).
Die OSNs sind primare Sinneszellen mit bipolarem Aufbau. Der singulare Dendrit besitzt
peripher eine knopfahnliche Verdickung mit 20-30 unbeweglichen Zilien, welche in den
Mucus der Riechschleimhaut ragen. In den Zilien befinden sich die Rezeptoren und Proteine
der Signaltransduktionskaskade (Buck and Axel, 1991).

OSNs entsenden dinne, nicht myelinisierte Axone durch die Lamina cribrosa des Siebbeines
zum dartber gelegenen MOB. Dort konvergieren hoch selektiv diejenigen OSNs, welche den
gleichen Rezeptor exprimieren, in wenigen Neuropil-Netzwerken, genannt Glomeruli. In
diesen Glomeruli findet die synaptische Verschaltung der Afferenzen aus dem MOE auf die

zweiten Neurone, die sogenannten Mitralzellen, statt (siehe Abbildung 2) (Mombaerts, 1996).
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Abbildung 2: Das hauptolfaktorische System.

A) Die olfaktorisch-sensorischen  Sinneszellen
(olfactory sensory neurons, OSNs) sind bipolare
Neurone und liegen mit Stitzzellen (supporting cells)
und basal gelegenen Stammzellen (basal cells) im
hauptolfaktorischen Epithel. Die Zilien der OSNs
(olfactory cilia) ragen in die Schleimhaut und dienen der
Chemodetektion.

B) Die Axone der OSNs (olfactory neuron axons)
penetrieren das Siebbein. OSNs, die den gleichen
Rezeptor exprimieren projizieren in gemeinsame
Glomeruli. Dort findet die Verschaltung auf die
Mitralzellen (mitral cells) statt, diese projizieren weiter
zum primaren Rhinokortex (lateral olfactory tract).
Laterale Prozessierung der Geruchsinformation durch
periglomerulare Zellen (periglomerular cells) und
Kdrnerzellen (granule cells).

Aus Firestein (2001), Nature .

Glomerulus i

Mitral cell

To lateral olfactory ract ———————3

Die Axone der Mitralzellen projizieren weiter zum primaren Rhinokortex (siehe 2.5

Verschaltung olfaktorischer Stimuli in héhere Zentren) (Dulac and Wagner, 2006).

2.2.2 Chemorezeptoren

In den Zilien der OSNs befinden sich zur Bindung der Duftstoffe G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (Menco et al., 1997). Die olfaktorischen Rezeptoren (ORs) sind in der Lage, eine
Vielzahl von volatilen chemischen Molekillen zu erkennen und zu unterscheiden (Firestein,
2001). Mit ungefahr 1000 intakten OR-Genen (1296 Gene, davon circa 20% Pseudogene)
stellt die Odorant-Rezeptor-Gen-Familie die gréte Gen-Superfamilie im Genom der
Nagetiere dar (Zhang and Firestein, 2002). Die ,one receptor — one neuron“ Hypothese —
welche bisher nicht eindeutig belegt ist — besagt, dass jedes olfaktorisch sensorische Neuron

lediglich einen dieser Geruchsrezeptoren exprimiert (Mombaerts, 2004b). Die ORs besitzen
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sieben transmembrandse Domé&nen mit einem extrazellularen Amino-Terminus und einem
intrazellularen Carboxyl-Terminus und &hneln damit auf molekularer Ebene den
Photorezeptoren (Pace et al., 1985).

Liberles et al. entdeckten im Jahr 2006 die sogenannten ,trace amine-associated receptors®
(TAARS), exprimiert in einer Subpopulation von OSNs des MOE. Diese TAARs erkennen

volatile Amine, welche im Urin nachgewiesen werden konnten (Liberles and Buck, 2006).

Eine weitere Subpopulation von OSNs, die Gberwiegend im posterioren MOE lokalisiert ist,
exprimiert eine Zellmembran-assoziierte Guanylylzyklase D (guanylyl cyclase-D, GC-D). Im
Gegensatz zu den OR und TAAR exprimierenden Neuronen, exprimieren die GC-D Neurone
kein Gag oder AC Il (siehe auch 2.2.3 Signaltransduktion). GC-D Neurone nutzen eine
cGMP spezifische Signaltransduktionskaskade und unterscheiden sich durch dieses
Merkmal von OR- und TAAR-Neuronen (Leinders-Zufall et al., 2007).

OSNs, die den gleichen Rezeptor an der Zelloberflache exprimieren, sind willktrlich im MOE
verteilt (Ressler et al., 1993), dennoch konvergieren die Axone dieser OSNs in einem oder
wenigen Glomeruli im MOB (Liberles and Buck, 2006; Wachowiak and Shipley, 2006). Damit
stellen die Glomeruli eine fundamentale Funktionseinheit zur Geruchskodierung dar, die

anschliel3end in hohere Gehirnzentren weitergeleitet wird (Munger et al., 2009).

2.2.3 Signaltransduktion

Die Signaltransduktion wird durch Andocken eines Duftstoffes an einen olfaktorischen
Rezeptor initiiert. Die chemische Bindung aktiviert in OR-OSNs die Dissoziation des
G-Proteins Gays in eine GTP-gebundene Ga-Untereinheit und eine GRy-Untereinheit
(Belluscio et al.,, 1998; Jones and Reed, 1989). Die Ga-Untereinheit aktiviert die
Adenylatzyklase Il (AC Ill), ein Enzym das ATP in den second-messenger cCAMP umwandelt
(Bakalyar and Reed, 1990; Wong et al, 2000). Zyklisches AMP (cAMP) erhoht
konzentrationsabhéngig die Offenwahrscheinlichkeit von CNG-Kanélen (cyclic nucleotide

gated channels), welche einen Einstrom von Natrium- und Kalzium-lonen zulassen (Kleene,

10



Einleitung

2008). Einstromende Kalziumionen aktivieren daraufhin den ANO2-Kanal, einen Kalzium-
aktivierten-Chlorid-Kanal, der Chlorid-lonen aus der Zelle herausstromen lasst (Stephan et
al., 2009). Billig et al. (2011) zeigten im ANOZ2-Knockoutmausmodell, dass ANO2 fir
elektrische Potentialanderungen im Flussigkeitsphase-Elektroolfaktogramm, nicht jedoch im
Luftphase-Elektroolfaktogramm von Bedeutung ist. Da die ANO2-Knockoutmauslinie
auBerdem keine offensichtlichen olfaktorischen Phanotypveranderungen zeigte, besteht die
Annahme, dass der der Kalzium-getriggerte Chloridaustrom nicht essentiell fir
physiologisches Riechverhalten ist (Billig et al., 2011).

Durch den Einstrom von Natrium- und Kalzium-lonen und den Ausstrom von Chlorid-lonen
kommt es elektrochemisch zur intrazellularen Abnahme des Membranpotentials. Bei
Uberschreitung des Schwellenpotentials wird ein Aktionspotential (AP) generiert. Das AP
breitet sich anschlieRend entlang des Axons zu den Mitralzellen im hauptolfaktorischen

Bulbus aus, wo die synaptische Transmission stattfindet (Kleene, 2008).
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2.3 Das akzessorische olfaktorische System

2.3.1 Funktion und Anatomie

Viele Saugetiere besitzen neben dem hauptolfaktorischen auch ein akzessorisches
olfaktorisches System (AOS). Das Vomeronasalorgan (VNO) stellt im AOS den peripheren
Chemosensor dar und dient der Erkennung von ,Kommunikationsmolekilen®. Diese
chemischen Botenstoffe stammen hauptséchlich aus dem Urin, dem Speichel sowie aus
Geschlechtsdrisen und Tranendrisen und kdnnen spezifische, instinktive, angeborene
Verhalten, wie Aggressions- und Sexualverhalten, auslésen. Uber Verschaltungen zum
Hypothalamus findet ferner eine Modulation des Hormonhaushaltes des Empféngers statt
(Liberles, 2014). Im Jahr 1813 beschrieb der dénische Anatom Ludvig Jacobson ausfuhrlich
die Anatomie des Vomeronasalorgans (Jacobson Organ). Das paarig auf dem Boden der
Nasenhdhle angelegte Organ besitzt eine tubulare Struktur. Eingeschlossen von einer
knorpeligen, teils knéchernen Kapsel liegt das VNO beidseits direkt dem Pflugscharbein
(Vomer) beziehungsweise dem nasalen Septum an (Jacobson et al., 1998). Charakteristisch
ist das halbmondférmige Lumen, welches im Koronarschnitt zur Geltung kommt (siehe
Abbildung 3). Medial in dem nach anterior offenen, schlauchférmigen Organ befindet sich
das Neuroepithel. Dort befinden sich die vomeronasalen sensorischen Rezeptor-Neurone
(VSNs, vomeronasale Sinneszellen), Stitzzellen und Basalzellen. Lateral des Lumens
befinden sich ein Schwellkérpergewebe und ein pragnantes Gefal3. Beide bilden zusammen
das laterale Kompartiment. Dieses ist auferordentlich stark durch das autonome
Nervensystem innerviert. Aktivierung Uber das Nervensystem induziert Vasokonstriktion
respektive Vasodilatation in den Gefa3strukturen und dadurch eine pumpenahnliche
Funktion in diesem Kompartiment. Dadurch soll der Zugang von Pheromonen in das VNO
erleichtert werden (Matsuda et al., 1996; Meredith, 1994). Bei Huftieren beispielsweise ist
das sogenannte Flehmen ein typisches Verhalten, um Duftstoffe aus der Mundhdhle in das
Vomeronasalorgan zu saugen, wodurch die beschriebene pumpenéhnliche Funktion

unterstitzt werden kann. (Muller-Schwarze, 1991). Man vermutet, dass das charakteristische
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Anheben der Oberlippe beim Flehmen den Zugang des Ductus nasopalatinus erweitert und
so bei der Inspiration eine optimale Stimulusaufnahme in das VNO gewahrleistet wird
(Ladewig and Hart, 1980). Die VSNs besitzen wie die OSNs einen bipolaren Aufbau. Der
apikale Dendrit der VSNs ist jedoch nicht mit Zilien, sondern mit speziellen Mikrovilli-
ahnelnden Strukturen ausgestattet, in denen sich die Rezeptor- und Signaltransduktions-
proteine befinden. Die Axone der VSNs vereinen sich, laufen in einem Bindel entlang des
nasalen Septums, durchbohren das Siebbein und ziehen anschlieBend zum dorso-
posterioren Aspekt des hauptolfaktorischen Bulbus, dem so genannten akzessorischen
olfaktorischen Bulbus (AOB) (Munger et al., 2009).

Zusammen mit den Gonadotropin-Releasing-Hormon-Neuronen (GnRH-Neurone) und
GABA-Neuronen entwickeln sich die VSNs aus der olfaktorischen Plakode. Die GnRH-
Neurone wandern durch den AOB zum medio-basalen Hypothalamus. Diese embryonale
Grundlage erklart die enge funktionelle Zusammengehdrigkeit von VNO und Hypothalamus
und begrindet den Einfluss des akzessorischen olfaktorischen Systems auf neuroendokrine

Funktionen und Verhalten (Keverne, 1999).

Septum Drusen

Sinnesepithel

Schwellkorper-

— gewebe Abbildung 3 Koronarschnitt durch
das Septum der Nase und beide
Blutgefat Vomeronasalorgane, die sich mit

einem halbmondférmigen Lumen
darstellen. Aus Doving and Trotier
(1998).
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2.3.2 Chemorezeptoren

Die Wahrnehmung von chemischen Stoffen durch das Vomeronasalorgan wird in erster Linie
durch zwei nicht Uberlappende Neuronen Subpopulationen vermittelt. Die VSNs der
apikalen, lumenwarts gelegenen Schicht exprimieren Rezeptoren der V1-Rezeptor-Familie
(V1R), die VSNs der basalen Schicht hingegen exprimieren Rezeptoren der V2-Rezeptor-
Familie (V2R). Diese anatomisch-raumliche Trennung Kkorreliert auch mit der
unterschiedlichen Expression von zwei G-Protein-Familien, Ga;; in V1R-Neuronen und Ga,
in V2R-Neuronen. Weiterhin bilden Axone der apikalen V1R-VSNs Synapsen in der
anterioren Halfte des AOB, die Axone der basalen V2R-VSNs hingegen in der posterioren
Hélfte des AOB (Munger et al.,, 2009). Auch auf hdéhere Ebene wird diese anatomische
Segregation zumindest zum Teil aufrechterhalten. Anteriorer und posteriorer AOB projizieren
jeweils zu unterschiedlichen spezifischen Bereichen der Amygdala (siehe auch 2.5

Verschaltung olfaktorischer Stimuli in héhere Zentren) (Mohedano-Moriano et al., 2007).

2.3.3 VIR

Die Vomeronasal-1-Rezeptor (V1R) exprimierenden Vomeronasalneurone (V1R-VSNSs) sind
fein abgestimmte, hochspezifische Sinneszellen. Insgesamt gibt es 187 intakte V1r Gene,
deren Transkription in monogener, monoallelischer Weise vorkommt. V1R-VSNs
koexprimieren das G-Protein Ga;,. Dieses gehort zur Klasse A der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren und &hneln damit dem Rhodopsin. Ein relativ kurzer extrazellularer
Aminoterminus fungiert wahrscheinlich als Bindungsstelle fir Liganden (Chamero et al.,
2012; Munger et al., 2009).

Mittels Koexpression des Grin-fluoreszierenden Proteines (GFP) in V1rb2-Neuronen
konnten Boschat et al. (2002) in Einzelzellexperimenten die Eigenschaften des V1rb2-
Rezeptors analysieren. Die Autoren identifizierten 2-Heptanon — ein Pheromon aus dem
mannlichen Urin — als hochspezifischen, im nanomolaren Bereich hochsensitiv-

detektierbaren Agonisten (siehe auch 2.6.2 Volatile Urinduftstoffe). Mit dieser Publikation
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wurde das bisher erste identifizierte Rezeptor-Agonist-Paar im Vomeronasalorgan
beschrieben (Boschat et al., 2002).

Dass die Rezeptor Aktivierung hochspezifisch fur bestimmte Pheromone ist, konnte bereits
im Jahr 2000 dargestellt werden. Eine Erh6hung der Stimuluskonzentration um ein
Vielfaches konnte das Bindungsspektrum eines VSN in den durchgefiihrten Experimenten
nicht auf zusatzliche Liganden erweitern (Leinders-Zufall et al., 2000). Diese hochspezifische
Aktivierung der Neurone durch Pheromone war Grundlage fur die Annahme, dass ein Defekt
im V1r-Gencluster zu charakterisitischen Verhaltensveranderungen bei Mausen fihrt. In
einer Mauslinie, in der ungeféahr 12% des V1r-Repertoires (16 V1r-Gene: Cluster V1ra und
V1rb) mittels Chromosome Engineering herausgeschnitten wurden, konnten einige Liganden
wie Isobutylamin keine Feldpotentiale mehr im Elektrovomeronasogramm (EVG) ausldsen.
Spezifische Verhaltensweisen wie mannliches Sexualverhalten und maternales
Aggressionsverhalten wurden ebenfalls untersucht. Beide waren in der genetisch
veranderten Mauslinie signifikant reduziert (Del Punta et al., 2002).

Zahlreiche volatile Molekile (siehe auch 2.6.2 Volatile Urinduftstoffe) und sulfatierte Steroide
(siehe auch 2.6.7 Steroidderivate) aus dem Urin sind die bisher bekannten, prototypischen

Agonisten der V1R-VSNs (Isogai et al., 2011; Leinders-Zufall et al., 2000).

2.3.4 V2R

Die Vomeronasal-2-Rezeptor (V2R) exprimierenden vomeronasalen Sinneszellen
(V2R-VSNs) detektieren unterschiedliche Peptide und Proteine, welche ebenfalls eine
essentielle Rolle in der chemischen Kommunikation und damit in der Regulation von
Sozialverhalten spielen. Die V2R-VSNs koexprimieren Ga,, ein G-Protein der Klasse C,
welches dem metabotropem Glutamatrezeptor ahnelt. Im Gegensatz zu den V1R-VSNs
zeichnen sich V2R-VSNs auf molekularer Ebene durch eine grol3en extrazellularen
Aminoterminus aus (Chamero et al., 2012).

Phylogenetisch werden die 122 intakten V2r Gene anhand ihrer Sequenzhomologie in vier
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Familien (V2ra - V2rd) unterteilt: insgesamt 115 Gene der Familien A,B und D und 7 Gene
der Familie C. Ishii und Mombaerts (2011) zeigten, dass in V2R-VSNs ein Gen der Familie C
mit einem Gen aus den Familien A, B oder D koexprimiert wird. Die Autoren vermuten eine
sequentielle und von Familie A, B oder D abhangige Expression der Familie-C Gene. Diese
koordinierte Koexpression konnte durch anschlielende Heterodimerisierung des V2R zur
Spezifitat der V2-Rezeptorneurone beitragen (Ishii and Mombaerts, 2011). Damit weichen
V2R-VSNs von der im MOS und in V1R-VSNs geltenden ,one receptor — one neuron®
Hypothese ab (Mombaerts, 2004b).

Ein Teil der V2R-VSNs koexprimiert Proteine einer weiteren Multigenfamilie, der
sogenannten H2Mv-Genfamilie. Diese H2Mv erhielten ihren Namen von ihrer
Chromosomenlokalisierung: dem H2-M Locus. Dieser ist der am weitesten distal gelegene
Genabschnitt der MHC-Klasse | Gene und kodiert fiir die nicht klassischen MHC-Molekiile
der Klasse Ib (Ishii et al., 2003). Auch Loconto et al. (2003) beschrieben die Entdeckung der
Expression von M1 und M10 Familien des H2-Locus. Sie arbeiteten mit Zellkulturen aus
Spermatogonien und zeigten, dass die Kotransfektion von M10 und beta-2-Mikroglobulin
(B2m) mit einem V2-Rezeptor zu einer verstarkten Oberflachenexpression fuhrte. Es wurde
geschlussfolgert, dass die Interaktion von V2R und M10s eine Rolle bei der zielgerichteten
Expression an der Membranoberflache spielen, und dass H2-M10 Proteine als
Escortmolekile fungieren (Loconto et al., 2003).

Ishii und Momaberts (2008) zeigten, dass anhand des H2Mv-Expressionsmusters die basale
Nervenzellschicht der V2R-Neurone raumlich-anatomisch unterteilt werden kann. Wahrend
die basalen V2R-Neurone Ga, positiv und H2Mv positiv sind, exprimieren die apikalen V2R
Neurone die H2Mv Gene nicht. Vergleichbar mit der klassischen Zweiteilung des VNO und
der Fortsetzung bis in den AOB setzt sich auch diese neue Dreiteilung auf hdheren Ebenen
fort. Die Axone der apikalen H2Mv negativen V2R-VSNs projizieren zum anterioren Teil des
posterioren AOB, und die basalen H2Mv positiven V2R-VSNs zum posterioren Teil des
posterioren AOB (Ishii and Mombaerts, 2008).

Das bisher bekannte Ligandenspektrum der V2R-VSNs umfasst Proteine und Peptide wie
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MUPs, ESP1 und MHC-Peptide (siehe auch 2.6.3, 2.6.4 und 2.6.5). Diese werden vor allem
Uber den Urin beziehungsweise die Tranenflissigkeit vom Empfanger an die Aul3enwelt
abgegeben (Chamero et al., 2012). Ein direkter physischer Kontakt zwischen Stimulus und
Nase des Empfangers ist notwendig, damit die Liganden das Vomeronasalorgan erreichen

(Luo, 2003).

2.3.5 FPR

Mause exprimieren mindestens sieben verschiedene Formyl-Peptid-Rezeptoren (FPRS):
mFprl und mFpr2 (auch mFpr-rs2) und funf weitere mFpr-rs (mFpr-rsi, -rs3, -rs4, -rs6, -rs7).
MFprl und mFpr2 werden wie die drei humanen FPRs (hFPR1, hFPR2, hFPRS3, auch als
FPR1, FPRL1, FPRL2 bezeichnet) vor allem von Immunzellen, wie neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen, exprimiert und unterstitzen das
Immunsystem bei der Abwehr von Pathogenen durch Induktion von Chemotaxis, Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies und die Freisetzung preoteolytischer Enzyme. Die insgesamt
sieben verschiedenen murinen Formyl-Peptid-Rezeptoren wurden aber auch in weiteren
Geweben wie Milz, Lunge, Leber, Muskel, Gehirn, Testikel, Herz und Pankreas
nachgewiesen, sodass weitere, bisher unbekannte Funktionen angenommen werden (Bufe
et al., 2012; Gao et al., 1998; Migeotte et al., 2006; Panaro et al., 2006).

Das prototypische Ligandenspektrum der FPRs umfasst formylierte Peptide aus Bakterien
und Mitochondrien, aber auch vielféaltige andere Krankheits-assoziierte Molekile und
synthetische Agonisten sind identifiziert worden (Migeotte et al., 2006). Im Jahr 2009
veroffentlichten zwei Arbeitsgruppen die Entdeckung der Expression der funf mFpr-rs im
VNO. Diese kodieren wie auch die V1R und V2R fir heptahelikale Transmembranproteine.
Sie werden monogen exprimiert und mFpr-rs-exprimierende VSNs exprimieren keine
weiteren mFpr-rs oder V1r- respektive V2r-Gene (Riviére et al., 2009).

Sensorische Neurone, die mFpr-rs3, -rs4, -rs6 oder -rs7 exprimieren, koexprimieren das

G-Protein Gaj,, wohingegen mFpr-rs1-VSNs Ga, koexprimieren (Liberles et al., 2009; Riviere
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et al., 2009).

Riviere et al. (2009) untersuchten bekannte FPR-Liganden humaner Immunzellen als
potentielle Agonisten der mFpr-rs im VNO. Das formylierte Tripeptid f-MLF wurde von mFpr-
rs-3, -rs4, -rs6, -rs7 exprimierenden VSNs detektiert, nicht jedoch von Ga,-positiven
mFpr-rs1-VSNs (Riviere et al., 2009). Bufe et al. (2012) exprimierten sowohl die drei
humanen als auch die sieben murinen FPRs in einem in vitro Assay und erweiterten die
Ligandensuche. Sie beobachteten eine ausgeprochen funktionelle Konservierung des
Bindungsspektrums von FPR1 und FPR2 in Mensch und Maus. Im Vergleich der
Agonistenprofile von mFprl und mFpr2 mit dem der vomeronasalen mFpr-rs zeigten sich
jedoch elementare Unterschiede. Das Tripeptid f-MLF aktivierte lediglich mFprl und mFpr2,
nicht jedoch mFpr-rs, sodass die Beobachtungen von Riviere et al. (2009) nicht bestatigt
werden konnten (Bufe et al.,, 2012; Riviére et al., 2009). Diskutiert wurden in diesem
Zusammenhang unbekannte Kofaktoren der in vivo Rezeptor-Liganden-Interaktion.
Verantwortlich sein konnten beispielsweise das Zellmembranprotein CD38 oder der

Scavenger-Rezeptor MARCO (Bufe et al., 2012).

2.3.6 Signaltransduktion

Die Signaltransduktionskaskade der VSNs ist noch weitestgehend unbekannt. Verschiedene,
teils aufeinander aufbauende und teils parallel existierende Modelle sind in der Literatur
aufgefuhrt. Erwiesen ist bisher, dass die Signaltransduktions-Molektle der OSNs nicht im
VNO exprimiert werden, und sich somit die Signaltransduktionskaskaden der beiden
olfaktorischen Systeme unterscheiden (Liman and Corey, 1996).

Die G-Proteine Gaj; und Ga, sind die quantitativ am hdchsten exprimierten G-Proteine im
VNO und in immunhistochemischen Farbungen in den apikalen respektive basalen VSNs
lokalisiert. Weitere G-Proteine wie Gas oder Gogi; werden entweder nur schwach oder
variabel exprimiert (Berghard and Buck, 1996). Die anatomische Trennung der G-Protein-

Expression in VSNs wird auch bei der Verschaltung auf die zweiten Neurone im
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akzessorischen olfaktorischen Bulbus aufrechterhalten. Gai,- und Ga,-VSNs projizieren zum
anterioren respektive zum posterioren AOB (Jia and Halpern, 1996).

Da die Stimulation von VSNs in Strumpfbandnattern eine Akkumulation des second-
messenger Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) induzierte (Luo et al., 1994), untersuchten
Inamura et al. (1997) die Wirkung einer IPs-Inhibitor-Applikation. Sowohl die Blockade des
IP; als auch die Blockade der vorgeschalteten Phospholipase C (PLC) verhinderten eine
Aktivierung der VSNs durch Urin, sodass eine IPz-abhangige Signaltransduktion in den
vomeronasalen Sinneszellen vermutet wurde (Inamura et al., 1997).

Aktivierung von VSNs fuhrt zu einem Anstieg der intrazellularen Kalzium-Konzentration.
Dieser Anstieg ist ausschlieBlich abhangig vom Vorhandensein von ausreichend
extrazellularem Kalzium; experimentelle intrazellulare Kalziumspeicher-Depletion verhinderte
nicht die Aktivierungsfahigkeit. Spehr et al. (2002) konnten auch zeigen, dass die PLC und
die DAG-Lipase essentiell an dem intrazellularen Kalziumanstieg beteiligt sind. PLC- und
DAG-Lipase-Inhibition blockierten eine Urin induzierte Aktivierung der VSNs. In ihren
Experimenten konnten sie eine gleichartige Wirkung durch IPs- und Porteinkinase C- (PKC)
Inhibition jedoch nicht erzielen. Da die DAG-Lipase endogenes DAG zu mehrfach
ungesattigten Fettsdure Metaboliten (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) umsetzt, wurden
anschlieRend Messungen mit Vertretern der PUFAs wie Arachidonsaure (arachidonic acid,
AA) durchgefihrt. AA war in der Lage — auch bei simultaner Stimulation mit dem
PLC-Inhibitor — nach einer Verzégerung von ungefahr 25 Sekunden einen transienten
intrazellularen Kalziumanstieg zu induzieren, sodass ein der PLC-nachgeschalteter
Mechanismus vermutet wird (Spehr et al., 2002).

Elektrophysiologische Untersuchungen in VSNs erbrachten keine Hinweise fir
Signaltransduktionsmechanismen, die abhéngig sind von zyklischen Nukleotiden.
Dementsprechend konnte eine dem MOE-&hnliche Signaltransduktionskaskade vorerst
ausgeschlossen werden. Genetische Analysen aus der Phototransduktion der Fliege
(Drosophila) und der chemischen Kommunikation des Fadenwurms (Caenorhabditis

elegans) hatten eine entscheidende Rolle des Transient-Rezeptor-Potential-Kanals TRPC2
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(nach alter Nomenklatur auch als TRP2 bekannt) in deren Signaltransduktion identifiziert
(Liman and Corey, 1996). Genetische Analysen im VNO zeigten eine starke Expression von
TRPC2 in den Mikrovilli, welche eine Funktion in der Signaltransduktion vermuten liel3
(Liman et al., 1999).

Im Jahr 2002 publizierten zwei Arbeitsgruppen (Leypold et al., 2002 und Stowers et al.,
2002) sowohl die elektrophysiologischen als auch die verhaltenstechnischen Charakteristika
von TRPC2-defizienten Mausen. In den elektrophysiologischen Untersuchungen waren
Antworten auf bekannte chemische Liganden signifikant reduziert (Leypold et al., 2002)
beziehungsweise nicht mehr auslosbar (Stowers et al., 2002). In den
Verhaltensexperimenten zeigten Mannchen kein Aggressionsverhalten gegeniber
Eindringlingen (Resident-Intruder-Assay). Aul3erdem waren die Mannchen scheinbar nicht
mehr in der Lage, das Geschlecht zu identifizieren, da es zu regelmaligen
Paarungsversuchen sowohl mit weiblichen als auch mit mannlichen Artgenossen kam. Im
Gegensatz zu den Angaben von Stowers et al. (2002) zeigten sich bei den
Verhaltensexperimenten von Leypold et al. (2002) jedoch trotz eingeschrankter
Geschlechtsdiskrimination eine Tendenz zum Paarungsversuch mit Weibchen (Leypold et
al., 2002; Stowers et al., 2002).

Lucas et al. (2003) gelang schlieBlich die Verbindung von zwei bis dahin einzelnen
Schliisselmechanismen der Signaltransduktion im VNO. Die Arbeitsgruppe identifizierte
einen Kalzium-Kanal in vomeronasalen Dendriten, der durch den second-messenger DAG
gedffnet wird. In TRPC2-defizienten Mausen war dieser DAG-gedffnete Kanal jedoch defekt.
Dies bedeutete, dass das TRPC2-Gen fiir eine wesentliche Untereinheit des
DAG-abhangigen Kalzium-Kanals kodiert und damit DAG den entscheidenden second-
messenger fir die Pheromon-Antwort darstellt. Im Gegensatz zu Spehr et al. (2002) konnte
der PLC-Inhibitor in den Experimenten von Lucas et al. (2003) die Pheromon-induzierte
Antwort nicht blockieren. Diskutiert wurden in diesem Zusammenhang die unterschiedlichen
Techniken, die benutzt wurden (Kalzium-Imaging gegen Elektrophysiologie) (Lucas et al.,

2003).
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VSNs reagieren auf Stimulation mit einem Anstieg des intrazellularem Kalziums. Dieser
Anstieg triggert daraufhin einen Chlorid-lonen-Ausstrom und amplifiziert damit das
elektrische Signal in den VSNs (Yang and Delay, 2010). Ausfihrliche Untersuchungen des
Chlorid-lonen-Stromes entlang der Zellmembran von VSNs zeigten, dass in Wildtypm&usen
Chlorid-lonen 70% und TRPC2 30% des generierten lonenstromes als Antwort auf Urin
tragen. Durch Blockade des Chlorid-lonen-Stromes waren die VSNs nicht mehr erregbar. In
TRPC2-defizienten Mausen hingegen zeigten sich die Strome auf 50% reduziert, woraus
sich synergistische Effekte aus intra- und extrazellularem Kalzium auf die Chloridleitfahigkeit

ableiten lassen (Kim et al., 2011).
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Abbildung 4: Signaltransduktionsmodell der V1- und V2-Rezeptorneurone. Etabliert ist
bisher, dass nach Dissoziation des aktivierten G-Proteins die Phospholipase C (PLC)
aktiviert wird. Diese spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in Diacylglycerin
(DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (Ins(1,4,5)Ps). DAG stimuliert den Kationeneinstrom
Uber TRPC2, wahrend Ins(1,4,5)P; intrazellulare Kalziumspeicher offnet.
Arachidonsaurederivate  (arachidonic acid) sind in der Lage verzdgerte
Kalziumkonzentrationsanstiege zu induzieren. Der Anstieg des intrazellularen Kalziums
stimuliert sowohl Kalzium-abh&ngige-Chlorid-Kandle (CaCC) als auch Kalzium-
abhangige-Kalium-Kanéle (SK3), welche die Aktivierung der Sinneszellen amplifizieren.
Der Komplex aus Kalzium und Calmodulin (CaM) entsteht konzentrationsabhéngig und
inhibiert als Adaptationsmechanismus den Kationeneinstrom Uber TRPC2. Modifiziert
nach Chamero et al. (2012).

Neben TRPC2 und Kalzium-aktivierten-Chlorid-Kanadlen (CaCC) wurden ein Kalzium-
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aktivierter- (SK3) und ein G-Protein-aktivierter- (GIRK) Kalium-Kanal als Teil der
Signaltransduktionskaskade identifiziert. Kim et al. (2012) verglichen den paradoxen Kalium-
lonen-Einstrom mit der Signallbertragung der Sinneszellen im Innenohr, wo ein hohe
exrazellulare Kaliumkonzentrationen zum Einstrom von Kalium-lonen in die Zellen hinein
fuhrt. Verhaltenstests sowohl in SK3- als auch in GIRK-defizienten Mausen zeigten ein
signifikant reduziertes Aggressionsverhalten und ein reduziertes Paarungsverhalten bei
sexuell unerfahrenen Knockout-Mausen. Diese Studie unterstutzte ein
Signaltransduktionsmodell, in dem TRPC2, CaCC, SK3 und GIRK an der in vivo
Depolarisation von VSNSs beteiligt sind (Kim et al., 2012).

Wie andere Sinneszellen auch besitzen Neurone im olfaktorischen System bestimmte
Adaptationsmechanismen. Diese Adaptationsmechanismen sind erforderlich, um die
Sensitivitat fur die Stimulusaktivierung der Rezeptorneurone zu modulieren. Prolongierte und
repetitive Stimulierungen von VSNs fuhren Uber Kalzium-loneneinstrom durch den TRPC2-
lonenkanal zur Bildung von Kalzium-Calmodulin-Komplexen (Ca**-CaM). Diese Komplexe
binden und inhibieren TRPC2 und stellen so einen negativen Feedbackmechanismus in der

Signaltransduktionskaskade der VSNs dar (siehe Abbildung 4) (Spehr et al., 2009).

2.3.7 Mogliche Funktionen von H2Mv

Obwohl bereits im Jahr 2003 zwei Arbeitsgruppen die Expression der nicht klassischen
MHC-Molekule in den basalen V2R-VSNs beschrieben, ist tber die in vivo Funktion bisher
nichts bekannt. Einige Hypothesen konnten bisher jedoch stellenweise untermauert

beziehungsweise entkraftet werden:

H2Mv Expression nach der Embryonalperiode

Wahrend der Embryonalzeit ist die H2Mv Expression in den entsprechenden V2R-
Subpopulationen noch nicht aktiv. Die ersten H2Mv RNA-Transkripte in vomeronasalen
Sinneszellen sind eine Woche nach Geburt der Maus detektierbar und die Zahl der H2Mv

exprimierenden V2R-VSNs steigt dann stetig bis zum Erwachsenenalter an, in dem
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schlieBlich ungefahr die Halfte der V2R-VSNs H2Mv koexprimieren. Diese spate Expression
spricht gegen eine Ubergeordnete Rolle von H2Mv in der Embryologie des
Vomeronasalorgans und lasst eher eine Funktion fiir reife vomeronasale V2R-Sinneszellen

vermuten (Ishii et al., 2003; Loconto et al., 2003).

Die Funktion von H2Mv im zentralen Nervensystem

Im frihen Entwicklungsstadium des Gehirns differenzieren sich am kranialen Ende des
Neuralrohres die Hirnblaschen und aus dem Zentralkanal entwickelt sich das
Ventrikelsystem des Gehirns. In der subventrikularen Zone des Seitenventrikels befindet sich
im nativen Gehirn eine Ansammlung von Progenitor-Zellen des Nervensystems, die sich
spater in Neurone und Gliazellen differenzieren. Dass MHC-Molekile sowohl im sich
entwickelnden als auch im adulten zentralen Nervensystem (ZNS) von Mausen exprimiert
werden, ist von Liu et al. (2013) gezeigt worden. In der frihen Entwicklung ist die MHC-
Expression in Zellen im Bereich der subventrikuléaren Zone des Seitenventrikels lokalisierbar,
spater im zerebralen Kortex, Aquadukt und Zerebellum und nach der Geburt im
olfaktorischen Bulbus, Hippocampus, Zerebellum und einigen Kerngebieten von Hirnnerven
(Liu et al., 2013). Obwohl die Funktion der MHC-Mokelile im ZNS noch weitestgehend
unbekannt ist, konnten einige Studie zeigen, dass die Expression von MHC fir die
Entwicklung von Nervenzellen und fir die neuronale Plastizitdt eine wichtige Rolle spielen
(Shatz, 2009): Axone retinaler Ganglienzellen ziehen als Tractus opticus in das Kerngebiet
des Corpus geniculatum laterale (CGL) und werden dort synaptisch auf die Radiatio optica
verschaltet, welche anschlieRend in die primare Sehrinde verlauft. Die postnatale Aktivitat
der Sehbahn reguliert die MHC-Expression dieser CGL-Neurone wéahrend der
entscheidenden Phase der finalen Remodellierung der synaptischen Verschaltung zwischen
Retina- Ganglienzellen und den CGL-Neuronen. Experimentelle Blockade der CGL-Neurone
fuhrte zu einer reduzierten MHC-Expression in diesen Neuronen. Vermutet wurde in diesem
Zusammenhang daher eine Funktion fur MHC bei der neuronalen Verschaltung und
aktivitatsabhangigen Konnektivitat (Corriveau et al., 1998). Experimente in einer genetisch

veranderten Mauslinie mit einer CD3-Defizienz, einer MHC | Untereinheit, konnten die
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vermutete Beeintrachtigung bei der Ausreifung dieser Synapsen illustrieren (Huh et al.,
2000). Ishii et al. (2008) identifizierten M10.2, eines der neun postnatal exprimierten H2Mv
Gene, in axonalen Enden von V2R-Sinneszellen, sodass auch hier eine Funktion bei der
Ausreifung von Synapsen zwischen vomeronasalen Sinneszellen und Mitralzellen im
akzessorischen olfaktorischen Bulbus denkbar waren, bisher aber nicht untersucht werden
konnten, da eine H2Mv-defiziente Mauslinie zur Untersuchung dieser Hypothese nicht

existierte (Ishii and Mombaerts, 2008).

Eine mdgliche Funktion von H2Mv bei der Antigenprasentation?

MHC-Molekiile der Klasse | werden in drei Gruppen gegliedert: (i) klassische MHC-Molekiile,
die auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden, (ii) nicht klassische MHC-Molekiile,
welche nur von bestimmten Zelltypen exprimiert werden und (i) nicht exprimierte
Pseudogene. Die klassischen MHC-Molekile der Klasse la werden von allen kernhaltigen
Zellen exprimiert und besitzen einen ausgesprochen hohen Polymorphismus. Sie haben eine
entscheidende Funktion im Immunsystem. Sie prasentieren an der Zelloberflache
Peptidfragmente aus dem Proteasom, sogenannte MHC-Peptide oder MHC-Antigene, die
vom T-Zell-Rezeptor CD8+-zytotoxischer T-Zellen erkannt werden. Bei Erkennung
zellfremder Strukturen wird dann die Apoptose induziert (Bjorkman and Parham, 1990;
Ploegh et al., 1981). Die Funktion der nicht klassischen MHC-Molekiile der Klasse Ib ist
jedoch weitestgehend noch unbekannt. H2-M3 Molekiile gehdéren zu den nicht klassischen
MHC-Molekiilen der Klasse Ib und sind wie die MHC-Klasse la in der Lage, Peptidfragmente
zu prasentieren.Sie spielen eine noch nicht vollends entschlisselte Rolle in der adaptiven
Immunabwehr. H2-M3 besitzt eine hohe Affinitat fur n-formylierte Peptide, die entweder von
endogenen mitochondrialen Proteinen oder von Bakterien stammen (Adams and Luoma,
2013; Lindahl et al., 1997). Nach Infektion einer Zelle werden die im endoplasmatischen
Retikulum zurtickgehaltenen, unbeladenen H2-M3 Molekiile rasch mit formylierten Peptiden
beladen und anschlielRend auf der Zelloberflache prasentiert. Dieses wurde beispielsweise
fur Listeria monocytogenes- als auch Mykobakterium tuberculosis-Infektionen gezeigt (Chun

et al.,, 2001; Kurlander et al., 1992; Pamer et al., 1992). Neben den bakteriellen Peptiden
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besitzen die mitochondrialen ND1- und COI- kodierten Peptide eine aul3erst starke Affinitat
fur H2-M3, gefolgt von den elf anderen mitochondrial kodierten Peptiden. Vermutlich
fungieren die mitochondrialen Peptide ebenfalls im Sinne der Wirtsabwehr der Zelle (Chiu et
al., 1999; Mir and Sharma, 2013; Shawar et al., 1995). Ob H2Mv der vomeronasalen
Sinenszellen ebenfalls Peptidfragmente von Mitochondrien oder Bakterien prasentiert, ist
bisher unbeantwortet. Fest steht, dass im VNO die Transportproteine TAP-1 und TAP-2 nicht
exprimiert werden. Diese dienen dem Transport von Peptidfragmenten aus dem Proteasom
zum endoplasmatischen Retikulum, wo die Beladung der MHC-Molekile stattfindet, bevor
diese auf der Zelloberflache prasentiert werden (Loconto et al., 2003).

Olson et al. (2005) untersuchten die Kristallstruktur von M10.5, einem der neun H2Mv Gene.
Sie zeigten, dass die Kristallstruktur der von klassischen MHC-Molekiilen stark &hnelt. Die
Bindungstasche von M10.5 zeigte sich jedoch offen und unbesetzt. Endogene Peptide waren
nicht in der Lage, mit M10.5 zu interagieren. Die geringe thermale Stabilitat liel3 die Autoren
der Studie aber vermuten, dass die Bindungstasche unter physiologischen Bindungen mit
bisher nicht identifizierten Peptiden besetzt ist beziehungsweise besetzt werden kann (Olson

et al., 2005).
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2.4 Weitere olfaktorische Subsysteme

Das septale Organ von Masera (SOM) ist eine kleine Insel mit olfaktorischem Epithel, die
sich au3erhalb des MOE im Bereich des ventralen Septums in der Nahe des Ductus
nasopalatinus befindet (siehe auch Abbildung 1). Es besitzt im Gegensatz zu den 6-8
Nervenzellschichten im MOE nur 1-3 Nervenzellschichten (Munger et al.,, 2009). Die
Hauptsignaltransduktionsmolekille und -mechanismen entsprechen dem des MOE. Die
OSNs im SOM exprimieren identische ORs, Ga,s und AC 1l (Ma et al., 2003). Neben einer
chemorezeptiven wurde auch eine mechanosensitive Funktion angenommen. Beide
Funktionen vermitteln ihre Informationen Uber die gleichen Signaltransduktionselemente

(Grosmaitre et al., 2007).

Im Jahr 1973 beschrieb Hans Grlineberg ein Ganglion in der Mukosa der Nase, welches er
im Rahmen von Untersuchungen von nasalen und anderen exokrinen Driusen zufallig
entdeckte (Grineberg, 1973). Das Grineberg-Ganglion (GG) liegt im Bereich der
Nasenspitze (siehe auch Abbildung 1) und seine Axone projizieren zum hauptolfaktorischen
Bulbus. Die biologische Funktion ist bis auf wenige Anséatze noch unbekannt, vor allem weil
keine Verbindung der Neurone zum nasalen Lumen besteht und somit eine
Stimulusaktivierung noch ungeklart ist. Brechbihl et al. (2008) untersuchten die Vermittlung
von Alarmpheromonen Uber das GG. Bestimmte Alarmpheromone sind in der Lage,
intrazellulare Kalziumkonzentrationsanstiege in GG-Nervenzellen zu evozieren. Diese
Aktivierung korrelierte mit dem Verhaltensphanotyp. Mause offenbarten Erstarrungsverhalten
bei Wahrnehmung der Alarmpheromone, welches nach Axotomie und anschlieRender
Degeneration des GG verschwand (Brechbihl et al., 2008). Schmid et al. (2010) zeigten,
dass GG-Neurone auf Kalte-Stimulation reagieren kénnen und etablierten damit eine

Temperatursensor-Funktion der GG-Neurone (Schmid et al., 2010).
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2.5 Verschaltung olfaktorischer Stimuli in h6here Zentren

Mitralzellen aus dem MOB projizieren hauptsachlich in die primére Riechrinde, bestehend
aus dem piriformen Kortex, dem Tuberculum olfactorium, dem Nucleus corticalis amygdalae
und dem entorhinalen Kortex (Shipley and Ennis, 1996). Das VNO hingegen verschaltet
eingehende Informationen Uber Mitralzellen aus dem AOB direkt zum limibischen System,
vor allem zur Amygdala. Die anatomische und funktionelle Trennung eingehender
Information in apikale und basale VSNs wird auch nach Verschaltung in den anatomisch
getrennten Regionen des akzessorischen olfaktorischen Bulbus partiell aufrechterhalten.
Stimuli der V1R-VSNs werden vor allem in Kern-Untergruppen des Nucleus striae terminales
verarbeitet. Die mediale Amygdala verarbeitet hingegen bevorzugt Stimuli der V2R-VSNs
(Mohedano-Moriano et al., 2007).

Von der medialen Amygdala und dem postero-kortikalen Nucleus der Aymgdala —
zusammen auch vomeronasale Amygdala genannt — findet eine weitere synaptische
Verschaltungen zum Hypothalamus und den dort befindlichen GnRH-Neuronen statt. Vom
VNO erkannte Pheromone kodnnen (ber diese Verschaltung Einfluss auf spezifische
Verhalten nehmen, denn das Gonadotropin-Realeasing-Hormon (GnRH) der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse ist einer der Hauptregulatoren im neuroendokrinen System der
Reproduktion (Boehm et al., 2005). Auch das MOS nimmt Einfluss auf die GhnRH-Regulation.
Das hauptolfaktorische System kann sowohl die Synthese als auch die Ausschittung von
GnRH modulieren. Dieses wird tber Aktivierung von spezifischen Neuronensubpopulationen
im MOE initiiert und das Signal Giber direkte Afferenzen aus dem MOE uber den MOB zu den

GnRH-Neuronen vermittelt (Yoon et al., 2005).
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2.6 Pheromone

2.6.1 Einleitung

Semiochemikalien (semeion: griechisch fir Signal, Hinweis) sind organische Molekiile,
welche der chemischen Kommunikation zwischen Lebewesen dienen. Die semiochemische
Kommunikation kann in eine interspezies spezifische (Individuen verschiedener Spezies)
und intraspezies spezifische (Individuen gleicher Spezies) Kommunikation unterteilt werden
(Law and Regnier, 1971). Im Jahr 1959 kreierten Karlson und Lischer den Terminus
.,Pheromon® fur die Botenstoffe, die der Kommunikation innerhalb (intra) einer Spezies
dienen. Der Begriff setzt sich aus den griechischen Worten pherein (ibermitteln) und hormon
(anregen) zusammen. Laut Definition von 1959 sind Pheromone ,Substanzen, die durch ein
Individuum nach auf3en sezerniert werden und von einem Individuum der gleichen Spezies
wahrgenommen werden und in diesem eine spezifische Reaktion auslosen® (Karlson and
Luscher, 1959). Die spezifischen Reaktionen umfassen einerseits unmittelbare
Verhaltensanderungen mit kurzer Latenz zwischen Detektion und Verhaltensinduktion. Zu
den von ,Releaser-Pheromonen® unmittelbar ausgeldsten Verhalten gehdren beispielsweise
das Flucht-, Angriffs- und Sexualverhalten. Als ,Primer-Pheromone® werden diejenigen
bezeichnet, die nachhaltige physiologische Verdnderungen neuroendokriner Systeme
bewirken und so beispielsweise den Reproduktionsstatus und den Ostrus-Zyklus von
Weibchen modulieren kdnnen (Bossert and Wilson, 1963). Viele Pheromon-Effekte wurden
nach ihrem Erstbeschreiber benannt. Einige dieser und weitere sind in Abbildung 5 mit ihrer
Herkunft und der transduzierenden Sinneszellpopulation dargestellt. Die der interspezies
spezifischen Kommunikation dienenden Allelochemikalien werden abhangig davon, wen sie
durch ihre Wirkung bevorteilen, noch weiter unterteilt. Kairomone sind vorteilhaft fir den
Empfanger, Allomone fir den Sender und Synomone nitzen sowohl Empfanger als auch

Sender (Wyatt, 2003).
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Verhalten Pheromone Herkunft Rezeptor
2,5-Dimethylpyrazin (DMP) weiblicher Urin VIR-VSNs
Lee Boot Effekt (Ostrus-Unterdriickung) aund B Farnesene Minnliche Vorhautdriise VIR-VSNs
n-Pentylacetat Urin V1R-VSNs
Whitten Effckt (Ostrus-Tnduktion wd Synchronisation) 2-Sec-buty1-4,5-dﬂ1ydﬁ.>ﬂna%ol (SBT) mﬁ@chﬁ Urfn VIR-VSNs
2.3-Dehydro-exo-brevicomin (DHB) mannlicher Urin VIR-VSNs
2-Sec-butyl-4,5-dihydrothiazol (SBT) mannlicher Urin VIR-VSNs
2.3-Dehydro-exo-brevicomin (DHB) mannlicher Urin VIR-VSNs
Vandenbergh Effekt (Pubertits-Beschleunigung) Isobutylamin mannlicher Urin VIR-VSNs
Isoamylamin mannlicher Urin 27?
MUPs miannlicher Urin V2R-VSNs
Bruce Effekt (selektiver Abort) MHC Peptide Urin V2R-VSNs
Ostrus-Verlangerung 2-Heptanon Urin VIR-VSNs (VIRb2)
Lordosierung in Weibchen ESP-1 mannliche Tranendriise V2Rp5
Inhibition von mannlichem Sexualverhalten ESP-22 Tranendriise V2R-VSNs
MUP-25 mannlicher Urin V2R-VSNs
Aggressionsverhalten 2-Sec-butyl-4,5-dihydrothiazol (SBT) mannlicher Urin VIR-VSNs
2.3-Dehydro-exo-brevicomin (DHB) mannlicher Urin VIR-VSNs
3 z e ——
Erkennung von Individualitit SRR Un'n s VSN_S
MUP Urin V2R-VSNs

Abbildung 5: Ubersicht tiber einige Pheromon-Effekte mit ihren auslésenden Pheromonen,
ihrer Herkunft und den transduzierenden Rezeptoren.

2.6.2 Volatile Urinduftstoffe (VUDSs)

Urin von Mausen beinhaltet viele verschiedene Komponenten, die als chemische Signale
fungieren kdénnen. Neben den major urinary proteins (siehe auch 2.6.3) sind viele volatile
organische Molekile von besonderem Interesse, da diese selektiv bestimmte VSNs (aber
auch OSNSs) aktivieren kdnnen und vielfaltige Verhaltensweisen regulieren.

Die Arbeitsgruppe von Novotny verdffentlichte viele Verhaltensexperimente mit
verschiedenen volatilen Urin-Duftstoffen (VUDs). Sie zeigten, dass zwei dieser VUDs
synergistisch wirken. DHB (Dehydro-exo-brevicomin) und SBT (2-sec-Butyl-4,5-
Dihydrothiazol) stimulieren aggressives Verhalten in Ma&nnchen nur, wenn beide
Komponenten simultan dem Urin von kastrierten Mannchen hinzugefigt werden. Das
Hinzufigen beider Komponenten in destilliertes Wasser zeigte keinen aggressions-

induzierenden Effekt, sodass daher DHB und SBT nur dann wirksam scheinen, wenn diese
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mit weiteren Duftstoffen des Urins detektiert werden (Novotny et al., 1985). Auch die
Attraktivitat eines Duftstoffes auf Weibchen wird nur bei simultaner Applikation von DHB und
SBT signifikant verstarkt. Die simultane Applikation verlangerte aul3erdem die
begattungsfahige Phase im Ostrus-Zyklus (Jemiolo et al., 1985). Dariiber hinaus sind DHB
und SBT in der Lage den Whitten-Effekt, eine Synchronisation des weiblichen Zyklus via
Ostrus-Induktion, zu induzieren (Jemiolo et al., 1986a).

2,5-Dimethylpyrazin (DMP) wird vorzugsweise von Weibchen in den Urin ausgeschieden,
wenn diese flr einen langeren Zeitraum zusammen mit weiteren weiblichen Artgenossen
gehalten werden. DMP verzdgert sowohl bei Weibchen als auch bei Mannchen die sexuelle
Reifung, indem die Pubertat beziehungsweise das Wachstum von Hoden und
geschlechtsspezifischen Drisen unterdriickt wird (Jemiolo and Novotny, 1994). Fir die DMP
Ausscheidung sind die Nebennieren von entscheidender Bedeutung (Novotny et al., 1986).
In ovarektomierten Mausen zeigte sich keine Veranderung beziiglich der Verzégerung der
sexuellen Reifung (Drickamer et al., 1978). In adrenalektomierten Mausen hingegen war die
Konzentration von einigen VUDs wie beispielsweise DMP und 2-Heptanon erheblich
reduziert. Urin dieser Mause war nur nach Anhebung der Konzentrationen auf die
physiologischen Spiegel in der Lage, seine biologische Aktivitat wieder zuerlangen (Novotny
et al., 1986).

Die meisten VUDs sind sowohl im Urin als auch im Korpergeruch der Mause vorhanden,
wobei einige Molekile spezifisch flr Urin oder Kérpergeruch zu sein scheinen (Rock et al.,
2006). Leinders-Zufall et al. (2000) etablierten die zellulare Grundlage der
Pheromonwahrnehmung des VNO. Verschiedene VUDs im nanomolaren, teils picomolaren
Konzentrationsbereich Iosten Potentialanderungen (Elektrovomeronasogramme) und
intrazellulare Kalziumkonzentrationsanstiege in VSNs aus. Damit wurde gezeigt, dass
vomeronasale Sinneszellen ultrasensitive Detektoren bestimmter Pheromone darstellen

(Leinders-Zufall et al., 2000).
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2-Heptanon

Die Konzentration von 2-Heptanon im Urin von adrenektomierten Weibchen ist drastisch
reduziert. Hohe Konzentrationen von bestimmten volatilen Ketonen, unter anderem
2-Heptanon, sind jedoch essentiell fur die Beschleunigung der Pubertat und Verlangerung
des Ostrus in jungen Weibchen. Trachtige und laktierende Weibchen sezernieren unter
anderem 120-230% mehr 2-Heptanon. Diese Konzentrationsspiegel sind ndétig, um die
pubertats-verzogernde Wirkung anderer VUDs aufler Kraft zu setzen. Dieser Aspekt
reflektiert, dass das quantitative Verhdaltnis der sezernierten VUDs die physiologischen
Pheromon-Wirkungen bestimmt (Jemiolo et al., 1989). Neben den genannten Funktionen
scheint 2-Heptanon in Mausen — ahnlich wie bei den Bienen (Shearer and Boch, 1965) —
eine Art Alarmfunktion auszulésen. Emotionaler Stress durch Angst und Verzweifelung flhrte
zu erhohten 2-Heptanon-Konzentrationen im Urin (Gutiérrez-Garcia et al., 2006, 2007).
Boschat et al. konnten 2002 durch eine Mauslinie mit einer tau-GFP-abhangigen Deletion
des V1rb2-Rezeptor diesen als einen spezifischen 2-Heptanon-Rezeptor definieren. Sie
beobachteten aber auch, dass andere VSNs 2-Heptanon detektieren konnen (Boschat et al.,
2002). Eine Knockoutmauslinie mit Deletion des Vl1ra- und V1rb-Genclusters (und damit
auch V1RDb2-Rezeptor-Deletion) war nicht mehr in der Lage Isobutylamin, jedoch
2-Heptanon zu detektieren (Del Punta et al., 2002). 2-Heptanon aktiviert jedoch nicht nur
mehrere V1R-Subpopulationen, sondern ist auch in der Lage, olfaktorische Neurone des
MOE zu stimulieren (Spehr et al., 2006). Das Keton 2-Heptanon stellt damit einen potenten

Stimulus des VNO und MOE dar (Wang, 2006).

2.6.3 Major Urinary Proteins (MUPS)

Major urinary proteins (MUPSs) gehdren zur Familie der Lipocalin-Proteine. Die MUPs werden
androgen-abhangig in der Leber synthetisiert und tGber die Niere in den Urin ausgeschieden
(Finlayson et al., 1965). Mause exprimieren ein definiertes Muster von vier bis sechs MUPs

(Beynon and Hurst, 2003). Ungefahr 21 verschiedene MUP-Gene kdnnen exprimiert werden.
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Ein Grof3teil dieser Gene besitzt eine Sequenzhomologie von gréRer 97% (Logan et al.,
2008). MUPs zeichnen sich molekulargenetisch durch eine beta-Faltblatt-Struktur mit
hydrophober Bindungstasche im Inneren aus. Diese Bindungstasche tragt typischerweise
kleine organische Liganden wie beispielsweise SBT (2-s-butyl-4,5-dihydrothiazole) (Bocskei
et al., 1992). Chamero et al. (2007) untersuchten die Funktion der MUPs selbst, indem sie
den hydrophoben Liganden der Bindungstasche vom MUP-Komplex trennten. Im Resident-
Intruder-Verhaltenstest (siehe auch 2.7.2 Aggressionsverhalten) Iosten die aufgereinigten
MUPs aggressives Verhalten aus, und Kalzium-lmaging Experimente zeigten, dass MUPs in
V2R-Ga, exprimierenden VSNs einen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
ausldosen. Damit konnten MUPs erstmals als eigenstandige Pheromone identifiziert werden,
die VNO-abhéngig aggressives Verhalten hervorrufen (Chamero et al., 2007). Bereits
Mucignat-Caretta et al. (1995) beschrieben den Funktionserhalt von purifiziertem MUP in
Verhaltensexperimenten. Neben mannlichem Urin beschleunigte auch purfiziertes MUP die
Pubertat. Fur die im Inneren gebundenen organischen Molekiile konnten sie diesen Effekt

hingegen nicht nachweisen (Mucignat-Caretta et al., 1995).

MUPs dienen &hnlich wie MHC-Peptide auch der Erkennung von Individualitdt. Man nimmt
an, dass sowohl das MUP- als auch das MHC-Peptid-Spektrum im Urin fur diese
Unterscheidung eine wichtige Rolle spielen (Hurst et al., 2001).

Neben der Pheromon-Funktion wurde vor kurzem auch eine Funktion der MUPs als
Kairomon beschrieben (Papes et al., 2010). Kairomone sind chemische Molekiile, die der
interspezies spezifischen Kommunikation dienen. Sie beglnstigen per definitionem den
Empfanger und benachteiligen den Sender (Tirindelli et al., 2009; Wyatt, 2003). Papes et al.
(2010) isolierten das MUP-Homolog ,Feld4“ aus dem Speichel von Katzen. Feld4 konnte
vomeronasale, nicht jedoch olfaktorische Sinneszellen in Mausen aktivieren. Wildtypmause
zeigten im Gegensatz zu funktionell VNO-defizienten TRPC2”-Mausen ein signifkantes
Vermeidungsverhalten gegenlber Feld4, sodass Feld4 als potenter Stimulator eines VNO-
abhangigen Vermeidungsverhaltens identifiziert werden konnte (Papes et al., 2010).

Roberts und Kollegen benannten ein spezifisches MUP in Anlehnung an Jane Austens
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Protagonist Mr. Darcy im Roman Pride and Prejudice als ,Darcin“. Darcin selbst ist in der
wissenschaftlichen Literatur redundant bereits als ,18893Da MUP“, ,MUP17% ,MUP24"
beziehungsweise ,MUP20“ klassifiziert worden. Roberts et al. (2010) beobachteten, dass
Darcin alleine die gleiche sexuelle Anziehungskraft auf Weibchen bewirkte wie vollstandiger,
intakter mannlicher Urin. Darlber hinaus stimulierte Darcin einen assoziativen Lerneffekt.
Andere von Mannchen abgesonderte volatile Duftstoffe wirkten sexuell anziehend auf
Weibchen, wenn diese die volatilen Duftstoffe zuvor mit Darcin zusammen wahrgenommen
hatten (Roberts et al., 2010). In einer Folgestudie zeigten Roberts et al. (2012), dass Darcin
auch in der Lage ist, Préaferenzen fur ein bestimmtes rdumliches Umfeld zu konditionieren.
Sowohl Weibchen als auch potentiell rivalisierende Mannchen verbrachten signifikant mehr
Zeit an einer mit Darcin markierten Stelle in einer Testarena als an anderen Stellen. Dieses
Verhalten zeigten die Mause auch weiterhin, selbst wenn die zuvor markierte Stelle nicht

mehr mit Darcin markiert war (Roberts et al., 2012).

2.6.4 Major Histocompatibility Complex Peptide (MHC-Peptide)

MHC-Klasse-I-Peptide haben klassischerweise eine Lange von acht bis zehn Aminosauren.
Von besonderer Bedeutung sind die Positionen der Aminoséauren. Sie reflektieren den MHC-
Gen-Polymorphismus und beeinflussen die Bindungseigenschaften der Peptide
(Rammensee, 1995). MHC-Peptide dienen dem Immunsystem zur Differenzierung von eigen
und fremd. Sie werden an der Zelloberflache exprimiert und vom T-Zell-Rezeptor der
CDg"-zytotoxischen T-Zellen registriert. Wird eine Zelle als fremd erkannt, so wird die
Apoptose induziert (Davis et al., 2007). Bereits in den 1980ern wurde beobachtet, dass das
Paarungsverhalten von Mausen mafigeblich davon abhangig war, welches MHC-Genom sie
exprimierten. Paarungspraferenzen bestanden zwischen denjenigen Mausen, bei denen sich
der H2-Chromosomenabschnitt des Partners (MHC entspricht H2 in M&ausen und HLA in
Menschen) vom eigenen grundlegend unterschied (Yamazaki et al.,, 1976). Die Resultate

von Singh et al. (1987) konnten diese Annahme stitzen. Sie wiesen nach, dass die
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MHC-Molekiile — also Zelloberflachen Glykoproteine — auch in den Urin sezerniert werden,
und dass untrainierte Ratten Urinproben unterschiedlicher Donoren anhand dieser Molekiile
differenzien kénnen (Singh et al., 1987).

Leinders-Zufall et al. (2004) entschlusselten V2R/Ga,-VSNs als MHC-Peptid-detektierende
Neurone. Dariliber hinaus dienten die MHC-Peptide in Verhaltensexperimenten der
Erkennung von Partnern, da diese den Bruce-Effekt vermitteln kénnen (siehe Abbildung 6

und 2.7.4) (Leinders-Zufall, 2004).

Das Signaltransduktionsmolekil TRPC2 ist jedoch nicht essentiell fir die Detektion der
MHC-Peptide, da in elektrophysiologischen Experimenten TRPC2-defizienter Mause die
MHC-Peptide noch immer VSNs aktivieren konnen. Ubereinstimmend damit ist auch der —
vermutlich MHC-Peptid-abhangige — Bruce-Effekt in dieser Mauslinie nicht beeinflusst
(Kelliher et al., 2006). Der Bruce-Effekt kann jedoch nicht nur durch nativen Urin von adulten
Mannchen, sondern auch durch Urin von kastrierten und juvenilen Mannchen ausgeldst
werden, sodass eine Androgen-abhéangige Produktion der Bruce-Effekt induzierenden
Molektle/MHC-Peptide unwahrscheinlich ist (Thompson et al., 2007). Nicht auszuschliel3en
sind jedoch auch andere Stoffe im Urin, die der Maus eine Unterscheidung von fremd und
nicht-fremd ermdglicht (Sturm et al, 2013). Die strukturellen Anforderungen fir die
Aktivierung der VSNs durch MHC-Peptide sind teilweise bekannt. V2R-VSNs im VNO
antworten auf MHC-Peptide. Zu diesen gehdren sowohl H2Mv positive als auch
H2Mv-negative V2R-Neurone. Verschiedene MHC-Peptide kénnen von einem definierten
VSN erkannt werden. Der Austausch einer Aminosaure im MHC-Nonamer veranderte bereits
die Bindungsaffinitat, sodass die V2R-Neurone hochspezifisch MHC-Peptide differenzieren
kénnen. Dass H2Mv-Molekile als Rezeptor fir MHC-Peptide fungieren, konnte durch diese
Studie weitestgehend ausgeschlossen werden: V2R1b-VSNs exprimieren kein H2My,
detektieren jedoch hochspezifisch MHC-Peptide (Leinders-Zufall et al., 2009).

Mause, denen das VNO chirurgisch entfernt wurde, interessieren sich immer noch signifkant
starker fur Urin mit MHC-Peptiden einer anderen Mauslinie. Im MOE kdénnen MHC-Peptide

negative Feldpotentiale im Elektroolfaktogramm auslosen, sodass ausgehend von diesen
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Resultaten eine essentielle Rolle des MOS bei der Detektion von MHC-Peptiden
angenommen wird (Spehr, 2006). Ohne VNO jedoch kénnen MHC-Peptide nicht den Bruce-
Effekt auslosen, sodass die Detektion der MHC-Peptide in zwei unterschiedlichen

Geruchssystemen auch unterschiedliche Funktionen vermuten lassen (Kelliher et al., 2006).

Abbildung 6 Der Bruce-Effekt. Urin und MHC-
Peptide des Partnermannchens in blau. Sowohl
die Detektion von intaktem Urin eines fremden
Méannchens (gelb) als auch der Zusatz von
MHC-Peptiden aus dem Urin fremder Mannchen
(gelb) in den Urin des Partnerménnchens (blau)
erhohen drastisch die Wahrscheinlichkeit eines
induzierten Schwangerschaftsabbruches (selek-
tiver Abort). Modifiziert nach Brennan und Zufall
(2006).

Nicht-Partner

Urin  Urin und Urin Urin und
Peptide Peptide

Selektiver Abort
(Bruce-Effekt)

2.6.5 Exocrine gland secreting Peptid (ESP)

Die von exokrinen Driisen sezernierten Peptide (exocrete gland secreting peptides, ESPS)
sind eine Gruppe von Peptiden, die Bestandteil von Tranenfllssigkeit und Speichel bei
Mausen sind. Man nimmt an, dass 24 der 38 Mitglieder der ESP-Gen-Familie fur ein
funktionierendes Transkript kodieren. Die anderen 14 Genabschnitte sind Pseudogene
(Kimoto et al., 2007). Fur einige ESPs konnten bereits spezifische Funktionen entschlisselt
werden. ESP1 wurde als erster Vertreter dieser Gruppe identifiziert. Es wird aus der
extraorbitalen Tranendriise von mannlichen Mausen in die Tranenflissigkeit sezerniert und
wird durch physischen Kontakt vom VNO eines Weibchens detektiert (Kimoto et al., 2005).

Im VNO erkennt der V2Rp5-Rezeptor das ESP1 und verstarkt tber direkte respektive
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indirekte Verschaltungen zur Amygdala und hypothalamischen Kernen das weibliche
Sexualverhalten, indem das Weibchen durch Lordosierung die Kopulation vereinfacht (Haga
et al., 2010).

ESP36 wird spezifisch von Weibchen der Wildtyplinie BALB/c exprimiert. In der Pubertat
(Alter < 4 Wochen) exprimieren sowohl Mannchen als auch Weibchen ESP36, jedoch nicht
ESP1. Ab der 4. - 5. Woche wird in Mannchen die ESP1-Expression Testosteron-abhangig
herauf und die ESP36-Expression herunter reguliert (Kimoto et al., 2007).

ESP22 wird von juvenilen Mausen wahrend der Pubertét in 50-fach héherer Konzentration in
die Tranenflussigkeit sezerniert als von erwachsenen Mausen. Wahrend der 2. und 3.
Lebenswoche ist die Expression maximal und nimmt ab der 4. Woche drastisch ab. Verlust
der ESP22-Produktion stimuliert mannliches Sexualverhalten gegentber jungerer Mause.
Auch TRPC2-defiziente Mause (funktionell defekte VNO-Signaltransduktion) zeigen ein
erhdhtes Sexualverhalten gegeniber jungeren Artgenossen. Das Verhalten in der global
geknockten TRPC2” kénnte jedoch auch neomorph bedingt sein und ist daher bedingt
interpretierbar. In Zusammenschau mit den Experimenten von Ferrero et al. (2013) besteht
die Annahme, dass ESP22 als effektiver Suppressor von mannlichem Paarungsverhalten

gegeniber juvenilen Artgenossen fungiert (Ferrero et al., 2013).

2.6.6 Formylierte Peptide und hFPR-aktivierende Peptide

N-formylierte Peptide sind klassische Chemokine des Immunsystems und vermitteln
Chemotaxis von Leukozyten via Formyl-Peptid-Rezeptor Aktivierung. N-formylierte Peptide
kommen als Protein-Spaltprodukte aus Bakterien und Mitochondrien vor, denn beide
Funktionseinheiten initiieren ihre Proteinbiosynthese mit einem n-formyl-Methionin Element.
Das formylierte Tripeptid f-MLF (n-formyliertes-Methionin-Leucin-Phenylalanin) aus
Escherichia coli ist als erster Agonist von FPRs beschrieben worden. Mit unterschiedlicher
Affinitat aktiviert er alle drei humanen FPRs (Le et al., 2002; Migeotte et al., 2006). Riviere et

al. (2009) konnten in mFpr-rs3, -rs4, -rs-6 und -rs-7 exprimierenden HEK293-Zellen mit
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f-MLF intrazellulare Kalziumkonzentrationsanstiege detektieren. Auch in einem en face
ex vivo Experiment konnte mittels konfokalem Kalziumimaging eine Aktivierung von VSNs
durch f-MLF registriert werden (Riviere et al., 2009). Bufe et al. (2012) hingegen konnten in
ihrem in vitro Assay weder das f-MLF noch andere von Riviere et al. (2009) getestete
Liganden als Agonisten fur mFpr-rs bestatigen. F-MLF aktivierte jedoch sowohl die humanen

als auch die murinen FPRs hFPR1, hFPR2, hFPR3, mFprl und mFpr2 (Bufe et al., 2012).

Das mitochondriale Genom der Maus kodiert fir 13 Proteine der Atmungskette (Bibb et al.,
1981). Gene spezifischer NADH-Dehydrogenase-Untereinheiten (ND) und der Cytochrom-
C-Oxidase | (COIl) kodieren fir Peptid-Derivate, die mit hoher Affinitat von hFPR1 und
geringerer Affinitat auch von hFPR2 erkannt werden kénnen. Die Aminoséuresequenzen
dieser Peptide beginnen einheitlich mit einem n-formylierten Methionin (Rabiet et al., 2005).
Interessanterweise binden n-formylierte Peptide von ND1-61 (f-MFFINILTL) und f-COI-3I
(-MFINRWLFS) ebenfalls mit sehr hoher Affinitéat an das nicht klassische MHC-Molekul der
Klasse Ib ,H2-M3“ Uber H2-M3 werden diese mitochondrialen Peptide zytotoxischen
T-Lymphozyten prasentiert und dienen der positiven und negativen Selektion im Thymus und
der CDg'-T-Zell-Aktivierung (siehe auch 2.3.7). Damit stellen einige formylierte Peptide
sowohl Kandidaten fur nicht klassische MHC-Molekille als auch fir Formyl-Peptid-
Rezeptoren dar (Byers and Lindahl, 1999; Chiu et al., 1999; Dabhi et al., 1998; Morse et al.,
1996).

Das synthetische Hexapeptid ,W-Peptid“ (WKYMVM) ist ein Agonist aller drei hFPRs und der
mFprs und ist besonders biologisch aktiv, wenn an Stelle 6 des Peptids das L-Methionin
durch ein D-Methionin ersetzt wird (WKYMVm) (Bufe et al., 2012; Christophe, 2001). Bufe et
al. (2012) identifizierten einige W-Peptid Derivate als Agonisten fiur den mFpr-rs1 und
konnten strukturelle Anforderung fir die Liganden-Rezeptorbindung charakterisieren (Bufe et

al., 2012).
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2.6.7 Steroidderivate

Sulfatierte Steroide aus dem Urin sind in der Lage VSNs zu aktivieren. Die Behandlung von
nativem Urin mit einer Sulfatase fuihrt zu einem drastischen Verlust der ausloésbaren Aktivitat,
sodass die Sulfat-Gruppe als eine entscheidende Komponente bei der Ligandenaktivierung
bestimmter Steroide angenommen wird (Nodari et al., 2008). Stress fihrt in Mausen zur
Ausscheidung einer erhoéhten Konzentration sulfatierter Glucocorticoide. Damit geben
Individuen ihren physiologischen und metabolischen Status preis (Hsu et al., 2008). Isogai et
al. (2011) zeigten, dass verschiedene V1R-VSNs unterschiedliche Steroid-Derivate
detektieren und so nicht nur Glucocorticoide, sondern auch Androgene und Ostrogene
differenzieren. Mause konnen damit eine weitere Facette ihres physiologischen Status

offenbaren (Isogai et al., 2011).
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2.7 Pheromon-induzierte Effekte

2.7.1 Ostrus-Modulation und Modulation der reproduktiven Phase

Isolierte Weibchen sind nach ungefahr 5 bis 6 Wochen geschlechtsreif und machen
regelmaBig Sexualzyklen (den sogenannten Ostrus-Zyklus) durch. Die vier Phasen
Progstrus, Ostrus, Metostrus und Didstrus werden normalerweise innerhalb von 4 bis 5
Tagen durchlaufen, wobei der Ostrus die begattungsbereite Phase darstellt und ungefahr 24
Stunden dauert (Caligioni, 2009). Im Jahr 1956 entdeckte Whitten als erster ein spezifisches
Verhalten in Mausen, das durch einen externen Stimulus ausgeldst wird, und veréffentlichte
damit per definitionem (nach Karlsson und Lischer 1959) den ersten wissenschaftlich
verfassten Pheromon-Effekt. Seither als Whitten-Effekt bekannt, beobachtete Wesley K.
Whitten, dass Urinbestandteile den Ostrus-Zyklus von gemeinsam gehaltenen Weibchen
synchronisieren (Whitten, 1956). Einige Bestandteile des weiblichen Urins werden
Nebennieren-abhangig in den Urin sezerniert und unterdriicken in Anwesenheit anderer
Weibchen deren Ostrus (Novotny et al., 1986). Die mannlichen VUDs SBT und DHB sind in
der Lage diese Ostrus-Suppression zu iiberwinden, die Ostrus-Induktion zu stimulieren und
damit den Whitten-Effekt auszulésen (Jemiolo et al., 1986b). Der Vandenbergh-Effekt (nach
John G. Vandenbergh 1969) beschreibt die Akzeleration des weiblichen Pubertatsbeginnes
durch mannliche Duftstoffe, sodass eine Geschlechtsreife bereits 4 Wochen nach Geburt

bestehen kann (Vandenbergh, 1969).

2.7.2 Aggressionsverhalten

Aggressives Verhalten kann bei Mausen beispielsweise anhand der Anzahl der Angriffe
(BeiRen, Treten und Schlagen), der kumulativen Angriffszeit und der Latenz zum ersten
Angriff quantifiziert werden. Zur Objektivierung wird haufig der Resident-Intruder-Assay (RIA)
angewandt. Bei diesem wird eine Maus in einem ,Heimat-Kafig“ fir 48 Stunden isoliert.
AnschlieRend wird ein kastriertes Mannchen in den Kéfig gesetzt. Fir 10 Minuten werden
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oben genannte Aggressions-Parameter gemessen und anschlieBend die Maus wieder
entfernt. Der erste Durchgang dient der Quantifizierung der Basis-Aggression. Das kastrierte
Mannchen wird dann entweder mit dem zu testenden Stimulus oder einer Kontroll-Lésung an
mehreren Stellen bedeckt und erneut in den Kafig gesetzt. Simultane Behandlung von
kastrierten Mannchen mit SBT und DHB oder mit bestimmten MUPs fuhrten zu einem
ausgepragten Aggressionsverhalten wie es Mannchen physiologischer Weise gegenuber
nicht kastrierten Mannchen aufbringen (Chamero et al., 2007; Novotny et al., 1985).
Unterbrechung der Signaltransduktionskaskaden sowohl im VNO aber auch im MOE fiihren
zu signfikant reduziertem bis ausbleibendem Aggressionsverhalten. Dieses gilt
beispielsweise fir CNGA2” und AC3” im MOE (Mandiyan et al., 2005; Wang, 2006), und fiir
TRPC2", SIRK” und GIRK™ im VNO (Kim et al., 2012; Leypold et al., 2002; Stowers et al.,

2002).

Ahnlich dem mannlichen Aggressionsverhalten gegeniiber einem mannlichen Eindringling
zeigen auch laktierende Weibchen ein aggressives Verhalten gegenidber mannlichen
Eindringlingen im Resident-Intruder-Assay (maternales Aggressionsverhalten) (Gandelman,
1972). Auch hier ist die Intaktheit des olfaktorischen Systems essentiell fiir physiologische
maternale Aggression. Chirurgische oder funktionelle Defekte fluhren zu drastisch
reduziertem Angriffsverhalten laktierender Weibchen (Bean and Wysocki, 1989; Leypold et
al.,, 2002). Da sowohl ein defektes MOE als auch VNO den Aggressionsphanotyp
beeinflussen kdnnen, wird bei Experimenten zur Untersuchung maternaler Aggression die
Intaktheit des maternalen MOS durch den pup retrieval test mitiiberprift. Ist das MOS intakt,
so sind Weibchen in der Lage, lhre Jungtiere nach willkiirichem Umsetzen im Kéfig

wiederzufinden (Wysocki and Lepri, 1991).

2.7.3 Sexualverhalten

Weibchen reagieren auf sexuelle Stimulation mit einer charakteristischen Lordosierung der

Wirbelsaule. Diese Lordosierung erleichtert die Kopulation. Das aus der Tranendriise von
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Mannchen sezernierte ESP1 ist in der Lage Uber Bindung an den V2Rp5-Rezeptor im
weiblichen VNO, dieses Lordose-Verhalten zu stimulieren. In V2Rp5-defizienten Mausen war
das Verhalten trotz ESP1-Stimulation stark reduziert, aber immer noch vorhanden (Haga et
al., 2010).

Urinbestandteile wie MUPs und VUDs spielen ebenfalls eine wichtige Rolle beim
Sexualverhalten: Weibchen praferieren nicht nur Darcin-haltigen Urin, sondern Darcin-
Detektion fuihrt auch zu einem assoziierten Lerneffekt von volatilen Duftstoffen. Weibchen
praferieren diese mit Darcin-konditionierten Volatila gegeniiber anderen Duftstoffen (Roberts
et al.,, 2010). Manche volatilen Urin-Duftstoffe (siehe auch VUDs) wurden als besonders
anziehend identifiziert. Zwei Komponenten aus der Vorhautdriise des Mannchens (a- und
B-Farnesene) werden in Stimulus-Praferenz-Tests besonders aktiv von Weibchen untersucht
(Jemiolo et al., 1991). Die Vorhautdriise sezerniert auch (Z)-5-tetradecen-1-ol in den Urin.
Olfr288 aus dem MOE wurde als Rezeptor flir den Testosteron-abhangig sezernierten
Liganden identifiziert. In Verhaltensexperimenten zeigt sich, dass der Ligand besonders
attraktiv auf Weibchen wirkt (Yoshikawa et al., 2013).

Defekte in der Signaliibertragung (CNGA2", AC3™) im hauptolfaktorischen System fiihrten in
einigen Studien dazu, dass Mause kein Paarungsverhalten mehr zeigten. Daher ist nicht nur
die Intaktheit des AOS, sondern auch die des MOS bedeutend fir das
Reproduktionsverhalten (Mandiyan et al., 2005; Wang, 2006).

Bei TRPC2-defizienten Mannchen mit einer funktionellen VNO-Blockade hingegen war das
Paarungsverhalten nicht reduziert. Jedoch schienen die Knockout-Mause nicht in der Lage
zu sein, die Geschlechter ihrer Artgenossen zu differenzieren. Sowohl Weibchen als auch
Méannchen wurden regelmallig bestiegen (Leypold et al., 2002; Stowers et al., 2002).
Pankevich et al. (2004) vermuteten, dass das VNO nicht der Geschlechter-Diskrimination
dient, sondern vielmehr, dass das VNO in der Lage ist, Urin-Kkomponenten des
entgegengesetzen Geschlechtes zu identifizieren, und dass diese Duftstoffe eine Bindung
von Mannchen und Weibchen stitzen. Diese Grundlage fehlt bei TRPC2-Defizienz

(Pankevich, 2004). Festzuhalten ist jedoch, dass die TRPC2" eine globale
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Knockoutmauslinie darstellt. TRPC2-Deletion im Bereich des AOS oder beispielsweise des
limbischen Systems kdnnte sowohl Verhaltensaktivitédten beeinflussen als auch neomorphes
Verhalten induzieren (Hasen and Gammie, 2009). SK3™- und GIRK1"-defiziente M&nnchen
besitzen ein reduziertes Sexualverhalten gegentber Weibchen. Ein TRPC2-SK3-Doppel-
Knockout zeigte ein reduziertes Mannchen-Weibchen-Sexualverhalten. Gegeniber
Mannchen zeigte sich jedoch wie beim Einzel-TRPC2-Knockout wieder eine signifikant
gesteigertes Sexualverhalten, sodass dieses gleichgeschlechtliche Paaren

TRPC2-Knockout-spezifisch sein kénnte (Kim et al., 2012).

2.7.4 Erkennen von Individualitat

Uber den Geruchssinn sind Mause in der Lage, Artgenossen zu unterscheiden. Sie erkennen
Eltern und Nachkommen, sodass Inzucht-Paarung verhindert werden kann. Der nach Hilda
M. Bruce benannte Bruce-Effekt (1959) beschreibt den selektiven Abort beziehungsweise die
Verhinderung der Nidation der befruchteten Eizelle, wenn innerhalb von 24 Stunden nach
der Kopulation das Weibchen in Kontakt mit einem fremden Mannchen respektive dessen
Urin kommt (Bruce, 1959). Die Norepinephrin-Ausschittung wéahrend der Paarung bildet in
Weibchen ein mehrere Wochen anhaltendes Gedachtnis. Auf diese Weise kann das
Weibchen Partner-Mannchen und Fremd-Mannchen unterscheiden (Brennan et al., 1990).
Der selektive Abort liegt einem drastischen Abfall der Prolaktin-Ausschiittung aus der
Hypophyse zu Grunde, sobald der fremde Duftstoff registriert wird. Die Schwangerschaft
kann nicht mehr aufrechterhalten werden (Keverne, 1983). Leinders-Zufall et al. (2004)
zeigten, dass MHC-Peptide den Bruce-Effekt vermitteln kdénnen (Leinders-Zufall, 2004).
Diese Peptide kénnen sowohl vom VNO als auch vom MOE detektiert werden (Spehr et al.,
2006). Das VNO ist jedoch — im Gegensatz zum MOE — essentiell an der Vermittlung dieses
Effektes beteiligt, wobei die genaueren molekularen Mechanismen noch unbekannt sind
(Brennan and Zufall, 2006). Wahrend eine funktionelle VNO-Blockade durch TRPC2-

Defizienz den Bruce-Effekt nicht beeinflusst, zeigt sich bei chirurgischen Lasionen im VNO
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der Bruce-Effekt drastisch gestoért. In diesem Zusammenhang zeigten Kelliher et al. (2006)
auch, dass MHC-Peptide von TRPC2-defizienten VSNs detektiert werden kénnen. Dieses
kann erklaren, warum trotz TRPC2-Defekt der Bruce-Effekt ungestort bleibt (Kelliher et al.,
2006).

Bereits 2001 betonten Hurst et al., dass nicht nur MHC-Peptide, sondern auch MUPs einem
ausgesprochen hohen genetischen Polymorphismus unterliegen. Sie zeigten, dass MUPs
eine wichtige Rolle bei der Erkennung von mannlichen Geschwistern spielen. Urin eines
Bruders mit einem MUP-Typ, der sich vom eigenen unterscheidet, wird signifikant aktiver
untersucht (Hurst et al., 2001). In weiteren Publikation um Hurst et al. (2007) werden MUPs
als wichtiges Erkennungssignal in den Vordergrund gestellt. Die Arbeitsgruppe bestatigte
jedoch, dass vielfaltige MHC-Peptide diskriminiert werden kénnen (Cheetham et al., 2007).
Sie zeigten, dass Mause in einer seminaturalen Umgebung (250m2 grol3es Gehege) nicht
Partner mit dem gleichen MHC-Haplotyp meiden, sondern Artgenossen mit dem gleichen
MUP-Haplotyp. Sie schlussfolgerten daraus, dass MUPs die genetische Basis fur die

Verhinderung von Inzucht darstellen (Sherborne et al., 2007).

Die Unterscheidung von Freund und Feind beziehungsweise die Identifikation von
potentiellen Gefahren ist von immenser Bedeutung fir das Uberleben einer Spezies.
Beutetiere haben viele Mechanismen entwickelt, um sich vor Raubtieren zu schiitzen. Der
Geruchssinn erm@glicht Beutetieren die Wahrnehmung von Raubtier-Duftstoffen, die diese
aus Speichel, Fell, Urin, Fakalien und Analdriisen an die Umwelt abgeben. Auf die Detektion
reagieren Mause mit prototypischen Verhaltensanderungen wie reduzierter Lokomotorik,
Flucht in geschutzte respektive duftfreie Zonen und Reduktion von Reproduktions- und
sonstigen Verhalten, welche nicht der Verteidigung dienen. Es kommt zu hormonellen
Veranderungen mit reduzierten Testosteron- und erhdohten ACTH- und Cortisol-
Plasmaspiegeln (Apfelbach et al., 2005).

Trimethylthiazon ist eines der Hauptbestandteile aus dem Sekret der Analdrise des
Rotfuchses (Vulpes vulpes) und wird vom MOE wahrgenommen. Es bewirkt Erstarrung

wahrend der Geruchswahrnehmung und fuhrt anschlieRend zur Bevorzugung von dunklen
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gegeniber beleuchteten Bereichen einer Testarena (Hebb et al., 2002). Das MUP-Homolog
Feld4, das aus dem Speichel von Katzen isoliert werden konnte, wird Gber das VNO der
Maus wahrgenommen. Es bewirkt defensives, duftvermeidendes Verhalten und einen
drastischen ACTH-Plasmaspiegel-Anstieg als Zeichen des induzierten Stresses. Da die
Maus als Empfanger von der Wahrnehmung profitiert und potentiellen Raubtieren
entweichen kann, erflllt Feld4 die klassischen Kriterien eines Kairomons (Papes et al.,

2010).
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2.8 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass die vomeronasalen Sinneszellen G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren exprimieren. Die G-Proteine Ga;; und Ga, sind die quantitativ haufigsten
G-Protein-Untergruppen im vomeronasalen Sinnesepithel und werden von der apikalen
respektive basalen Sinneszellschicht exprimiert. Bisher konnte jedoch nicht experimentell
untersucht werden, welche Rolle diese G-Protein-Expression fiur die jeweiligen
Sinneszellpopulationen darstellt. Erstes Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der konditionellen,
gewebsspezifischen Gay,-Knockoutmauslinie die Funktion des G-Proteins Ga, in der
Signaltransduktion zu bestimmen.

Im Jahr 2003 wurde die Expression von nicht klassischen MHC-Molekilen der Klasse Ib im
Vomeronasalorgan entdeckt. Die sogenannten H2Mv-Molekille werden von einer
Subpopulation der V2-Rezeptor-Sinneszellen exprimiert. Die Funktion der H2Mv-Expression
ist seither jedoch unbekannt. Das zweite Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Funktion
von H2Mv in der Signaltransduktion. Dazu stand eine H2Mv-Knockoutmauslinie zur
Verfligung.

Neben der V1- und V2-Rezeptor-Sinneszellpopulation konnte im Jahr 2009 eine weitere
Rezeptorpopulation im Vomeronasalorgan entschliisselt werden. Diese exprimieren Formyl-
Peptid-Rezeptoren. Prototypische Liganden der Formyl-Peptid-Rezeptoren stellen formylierte
und synthetische Peptide dar. Die Funktion und das Ligandenspektrum der Formyl-Peptid-
Rezeptoren im Vomeronasalorgan sind noch unbekannt. Das dritte Ziel dieser Arbeit war es
zu untersuchen, ob vomeronasale Sinneszellen formylierte und synthetische Peptide
detektieren kdnnen.

In dieser Arbeit wurden sowohl ein volatiles Amin als auch mehrere formylierte
beziehungsweise synthetische Peptide als neue Liganden der vomeronasalen Sinneszellen
identifiziert. Es entstand die Fragestellung, welche Sinneszellpopulation an der Erkennung
dieser Liganden beteiligt ist. Das vierte Ziel dieser Arbeit war es daher, diese neu-
identifizierten Liganden mit Hilfe der Ga,- und H2Mv-Knockoutmauslinie ihren
transduzierenden Sinneszellsubpopulationen zuzuordnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Einleitung

Zur Untersuchung der Funktion des G-Proteins Ga, und der Funktion von H2Mv in
vomeronasalen Sinneszellen wurden Elektro-Vomeronaso-Gramme (EVGS) erstellt. Diese
elektrophysiologische Messmethode &hnelt anderen Elektrogrammen wie dem Elektro-
Kardio-Gramm (EKG) des Herzens oder dem Elektro-Enzephalo-Gramm (EEG) des Gehirns.
Beim EVG werden von der Oberflache des vomeronasalen Sinnesepithels
Potentialanderungen abgeleitet, die durch lokale Stimulusapplikation induziert werden.
Mithilfe dieser Feldpotential-Messungen kann bestimmt werden, ob Stimuli in den
vomeronasalen Sinneszellen eine elektrische Aktivierung auslésen. Diese Methode
ermdglicht die Charakterisierung des elektrophysiologischen Phanotyps einer Mauslinie. Bei
Verwendung von  Mauslinien mit  definierten  genetischen  Deletionen  von
Signaltransduktionselementen kdnnen durch die Aktivierungsmuster Rickschlisse auf die

Funktion dieser ausgeldschten Elemtente gezogen werden.

3.2 Historie des Elektrovomeronasogramms

Das Elektrovomeronasogramm (EVG) entwickelte sich Ende der 1970er Jahre aus dem eng
verwandten Elektroolfaktogramm (EOG). Hosoya et al. veréffentlichten im Jahr 1937 in ihrer
Originalarbeit ,Uber die bioelektrischen Erscheinungen der Riechschleimhaut‘, dass
Potentialanderungen an der Riechschleimhaut des hauptolfaktorischen Epithels registriert
werden kdnnen (Hosoya and Yoshida, 1937). Sowohl Lord E.D. Adrian in England als auch
D. Ottoson in Schweden publizierten einige Jahre spéater wichtige Vorarbeiten des
Elektroolfaktogramms (Adrian, 1950; Ottoson, 1954). Beide zeigten, dass die Stimulation der

Riechschleimhaut auch zu Potentialdifferenzen im olfaktorischen Bulbus fuhrt. 1955
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publizierte E.D. Adrian das Elektroolfaktrogramm der Riechschleimhaut eines Kaninchens.
Er zeigte, dass die durch olfaktorische Stimuli ausgeldsten Potentialanderungen im
olfaktorischen Bulbus und der Riechschleimhaut ahnliche Charakteristika aufweisen und
miteinander korrelieren (Adrian, 1955). In seiner Dissertation ,Analyse der elektrischen
Aktivitdt des olfaktorischen Epithels® beschrieb D. Ottoson im Jahr 1955 ausflihrlich die
Charakteristika von Elektroolfaktogrammen. Diese sind auch heute noch akzeptiert und
gultig (Leinders-Zufall and Zufall, 2013; Leinders-Zufall et al., 2000; Ottoson, 1955): Ein EOG
ist eine monophasische, negative Potentialanderung, die durch Aktivierung der Rezeptoren
der Riechschleimhaut ausgeltst wird. Innerhalb bestimmter Grenzen ist die Amplitude des
Rezeptorpotentials proportional zum Logarithmus der Stimulusintensitat. Die wiederholte
Stimulation fuhrt auf Grund von Adaptationsmechanismen zu reduzierten Amplituden und
verminderter Erregbarkeit (Ottoson, 1955).

Altner und Miller leiteten in den spaten 1960ern Elektrovomeronasogramme in
verschiedenen Spezies ab. Sie verglichen in ihren Arbeiten die Potentialanderungen von
MOE und VNO, also EOG und EVG. Sie stellten fest, dass die bekannten Charakteristika

des EOGs und EVGs sich sehr &hnlich sind (Altner and Muller, 1968; Mdiller, 1971).
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3.3 Mauslinien

Die Versuche wurden getreu der Leitlinien des Tierethik-Komitees der Universitat des
Saarlandes durchgefiihrt. Die Tiere wurden unter zwolfstiindigen Tag-Nacht-Zyklen und mit

Wasser und Nahrung ad libitum im laboreigenen Tierstall gehalten.

3.3.1 Die konditionelle Ga,-Knockoutmauslinie cGa,”

Die cGao”-Mauslinie stellt eine gewebspezifische, konditionelle Ga,-Knockoutmauslinie dar
und wurde im Ga,-Projekt verwendet. Das G-Protein Ga, wird vor allem von Nervenzellen
exprimiert. Ein globaler Knockout fuhrt zu schwerwiegenden neurologischen Defiziten wie
Hyperalgesie, Hyperaktivitat und Beeintréachtigung der Motorik. Ferner weisen die Mause
eine deutlich reduzierte Lebenserwartung auf (Jiang et al, 1998). Um diese
Einschrankungen zu umgehen und ein interpretierbares Mausmodell zu generieren, wurde
eine gewebsspezifische Ga,-Knockoutmauslinie mit Hilfe des cre/loxP Systems produziert.
Das cre/loxP System erlaubt eine in vivo DNA-Rekombination. Eine von loxP-Sequenzen
beidseits markierte (gefloxte) definierte DNA-Sequenz wird durch das Enzym cre-
Rekombinase (cyclization recombination) entfernt und der DNA-Strang anschlieRend wieder

ligiert (Orban et al., 1992).

Das Gnaol Gen kodiert fur zwei Splice-Varianten von Ga,: Variante 1 ,Gay“ wird durch
Exons 1 bis 6, 7.1, 8.1 und 9 kodiert; Variante 2 ,Ga,,“ durch Exons 1 bis 6, 7.2 und 8.2
kodiert. Um beide Splice-Varianten zu eliminieren, wurden Exon 5 und 6 mit loxP Sequenzen
flankiert: In embryonalen Stammzellen wurde durch homologe Rekombination eine loxP
Sequenz in das Intron vor Exon 5 und in das Intron nach Exon 6 eingeflgt. Die
Nachkommen aus den Blastozysten, welche diese embryonalen Stammzellen erhalten

haben, wurden untereinander verpaart, um homozygot gefloxte Nachkommen zu
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produzieren (Gnaol™™). Diese gefloxte Mauslinie wurde im Labor von Lutz Birnbaumer
hergestellt (Jiang et al., 2002).

Peter Mombaerts produzierte die OMP-cre Mauslinie, die bei The Jackson Laboratory
kommerziell erwerblich ist. In der OMP-cre Maus ersetzt die cre-Rekombinase das OMP und
wird unter Kontrolle des OMP-Promoters exprimiert. OMP steht fir ,olfaktorisches Marker
Protein“ und wird in reifen olfaktorischen und vomeronasalen Neuronen exprimiert. Welche
Rolle OMP in diesen Neuronen einnimmt, ist noch nicht vollkommen entschlisselt. Bekannt
ist bisher eine Rolle bei der Reifung von olfaktorisch sensorischen Neuronen und bei

Modulation der Kalzium-Homdostase im MOE (Kwon et al., 2009).

Gnao1™™ OMP** Cre™

(Gnao1™™)

Gnao1** OMP™” Cre**
(OMP-cre)

N/

| Gnao1™* OMP*" Cre™

Gnao1™* OMP*" Cre™ Gnao1™* OMP*" Cre™

v

Gnao1™ OMP* Cre”

Gnao1™ OMP" Cre*

Gnao1* OMP *Cre’

Gnao1* OMP Cre*

Gnao1™ OMP* Cre

Gnao1™™ OMP** Cre™

Gnao1™™OMP* Cre™

Gnao1™* OMP** Cre™”

Gnao1™* OMP* Cre™

Gnao1™ OMP Cre*

Gnao1™ OMP™ Cre*"

Gnao1™™OMP™ Cre*"*

Gnao1™* OMP™ Cre*"

Gnao1™* OMP”Cre™

Gnao1* OMP* Cre

Gnao1”*OMP*"* Cre™

Gnao1"™ OMP*" Cre™*

Gnao1** OMP** Cre™

Gnao1"* OMP*"Cre™

Gnao1* OMP" Cre*

Gnao1”™OMP™ Cre*"

Gnao1*™ OMP™ Cre**

Gnao1** OMP™* Cre*"

Gnao1** OMP”Cre**

Abbildung 7: Verpaarung der Mauslinien zur Herstellung der gewebsspezifischen cGa,”.
A) Verpaarung der gefloxten Gnaol-Mauslinie mit der OMP-cre-Mauslinie zur Herstellung
der heterozygot gefloxten/heterozygoten OMP/heterozygoten cre-Mauslinie.

B) Die heterozygot gefloxte/heterozygote OMP/heterozygote cre-Mauslinie  wird
anschlieRend untereinander weiter verpaart. Diejenigen Nachkommen, die homozygot
gefloxt sind und Cre exprimieren (rot), stellen den gewebsspezifischen Ga,-Knockout dar.
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Zur Untersuchung der Funktion von Gao war eine Mauslinie gesucht, die eine auf das
olfaktorische System begrenzte Deletion dieses G-Proteins tragt. Daher wurden im Labor
von Professor Leinders-Zufall und Professor Zufall (Homburg, Universitat des Saarlandes)
die Mauslinien Gnao1™™ (Gnao1™/™ OMP*™* Cre”) und OMP-cre (Gnaol”* OMP™ Cre*")
miteinander verpaart. Die Nachkommen waren sowohl heterozygot gefloxt als auch
heterozygot fir OMP und cre (Gnaol™ OMP*" Cre”™) (siehe Abbildung 7 A). Diese
heterozygote Mauslinie wurde weiter untereinander verpaart, mit dem Ziel homozygot-
gefloxte und heterozygot OMP und cre exprimierende Mause zu erhalten (Gnao1™™ OMP™"
Cre™ beziehungsweise Gnao1™™ OMP”* Cre™), da in dieser Mauslinie der zu entfernende
Gnaol-Gen-Abschnitt auf beiden Allelen flankiert ist, und durch die Expression von cre
anschliel3end in allen OMP-exprimierenden Zellen (also VSNs und OSNs) der gefloxte DNA-
Abschnitt herausgeschnitten wird (siehe Abbildung 7 B). Daher stellt diese Mauslinie den
gewebsspezifischen Knockout fir Ga, in OMP-exprimierenden Neuronen dar. Dieser wird als
cGa,” (konditioneller Knockout) bezeichnet, da das G-Protein nicht in jungen, immaturen
Zellen, sondern erst in adulten, maturen olfaktorischen Zellen aufgrund der einsetzenden

OMP-Expression eliminiert wird.

3.3.2 C57BL/6 und Gnao1™™ als Kontrollmause der cGa,™

Sowohl die Gnaol™™

als auch die OMP-cre-Mauslinien besitzen einen genetischen
Mischhintergrund aus den Wildtypmauslinien C57BL/6 und 129/Sv. Neben der
Gnaol1™™-Kontrolimauslinie wurde die C57BI/6 Mauslinie als Wildtyp-Kontrolle im Ga,-Projekt

verwendet.

3.3.3 Die H2Mv-Knockoutmauslinie AH2Mv

Die H2Mv-Knockoutmauslinie wurde im Labor von Peter Mombaerts produziert. Fur die

Produktion der AH2Mv-Mauslinie wurde der H2Mv-Genlocus von Chromosom 17 mittels
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Chromosomen Engineering herausgeschnitten (Ramirez-Solis et al., 1995). Praparierte
embryonale Stammzellen wurden in C57BL/6-Blastozysten injiziert und die entstandenen
mannlichen Chimére mit 129/Sv Weibchen verpaart. Nach anschlieRender Weiterverpaarung
der gezuchteten Nachkommen entstanden anschlielend parallel mehrere H2Mv-
Knockoutmauslinien. Die in dieser Arbeit als AH2Mv bezeichneten M&use entstammen der
Linie C und werden daher in der zukunftigen Literatur auch als ,AH2Mv Strain C* bezeichnet

werden (Leinders-Zufall et al., 2014).

3.3.4 129/Sv: die Kontrollmauslinie der AH2Mv

Durch Ruckkreuzung der AH2Mv-Mauslinie Uber sieben Generationen wurde der
korrespondierende Wildtyp ,129/Sv* produziert. Die 129/Sv-Mauslinie wurde als Kontrolle im

AH2Mv Projekt verwendet.
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3.4 Losungen

3.4.1 Die extrazellulare S1-L6sung

Die extrazellulare Losung (S1-Losung) wurde sowohl zur Perfusion des ex vivo VNO-
Praparates verwendet als auch zur Verdinnung der Liganden auf bestimmte

Konzentrationen. Die S1-L6sung setzte sich wie folgt zusammen:

NacCl 120 mmol/l
NaHCO; 25 mmol/l
KCI 5 mmol/l
BES (N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure) 5 mmol/l
MgSO, (H,0) 1 mmol/l
CacCl, (*2H,0) 1 mmol/l
Glucose 10 mmol/l

Der pH-Wert der extrazellularen - BES-gepufferten - Losung S1 lag nach zehnminitiger
Begasung mit Carbogen (Gasgemisch 95 % O, und 5 % CO,) bei circa 7,3. Die Osmolaritat
wurde mit Glukose auf 300 mOsm angeglichen. Die Lésung wurde anschlie3end durch eine
Membran mit einer PorengrofRe von 0,2 pum filtriert, um etwaige Verunreinigungen zu
beseitigen. Die S1-Perfusionslosung wurde bei 4 °C maximal 6 Wochen aufbewahrt

beziehungsweise verwendet.
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3.4.2 Die extrazellulare S2-L6sung

Die extrazellulare Loésung (S2-Losung) wurde zur Herstellung von Agar-Gemischen flr

Ableitelektrode und Referenzelektrode verwendet. Die S2-LOsung setzte sich wie folgt

zusammen:
NacCl 145 mmol/l
KCI 5 mmol/l
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonséure) 10 mmol/l
MgSO, (*6H,0) 1 mmol/l
CacCl, (*2H,0) 1 mmol/l
Glucose 10 mmol/l

Der pH-Wert der extrazellularen - HEPES-gepufferten - Lésung S2 wurde mit NaOH auf 7,3
eingestellt. Die Osmolaritat wurde mit Glukose auf 300 mOsm angeglichen und die Lésung
anschlieend durch eine Membran mit einer Porengrof3e von 0,2 um filtriert, um etwaige
Verunreinigungen zu beseitigen. Die Losung wurde bei 4 °C héchstens zwei Monate

aufbewahrt und verwendet.
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3.5 Stimuli und Pharmaka

Alle Stimuli wurden direkt vor einem Experiment aus den Stocklésungen produziert. Die mit
S1-Loésung verdinnten Stimuli wurden anschlie3end mit Lebensmittelfarbe gefarbt, um die
Stimulusapplikation in der Perfusion des Praparates sichtbar zu machen. Benutzt wurde
Lebensmittelfarbe von McCornick (USA), welche keine potentiellen Liganden fir
olfaktorische Rezeptoren in der Maus besitzt, sodass Reaktionen auf die Lebensmittelfarbe
ausgeschlossen werden konnten. In Kontrollexperimenten bestatigte sich, dass olfaktorische
und vomeronasale Sinneszellen nicht durch die Lebensmittelfarbe aktiviert werden. Das

Verhaltnis Lebensmittelfarbe zu Stimulus lag stets bei < 1 zu 100.

3.5.1 Produktion des rekombinanten ESP1

Das ESP1 Plasmid wurde freundlicherweise von K. Touhara (Universitat Tokio) zur
Verfigung gestellt. Die ESP1-Sequenz wurde in einen Expressionsvektor subkloniert und
anschlieend in E. coli transformiert. Durch kinstliche Induktion des Expressionsvektors
wurde die Peptidsynthese stimuliert. Mit einem Aufreinigungs-Set hat Dr. Pablo Chamero
(Universitat des Saarlandes) durch Zelllysierung und Auswaschen schlie3lich rekombinantes

ESP1 (auch rESP1) gewonnen.

3.5.2 Produktion des rekombinanten MUP25

Das rekombinante MUP25 wurde mit einem Fusions-Protein-System produziert. Die cDNA
des MUP25 wurde aus der Leber einer mannlichen C57BL/6 Maus kloniert, anschlieRend in
einen Expressionsvektor subkloniert und in E.coli transformiert. Die Expression dieses DNA-
Abschnittes ergab ein Fusionsprotein aus MBP (Maltose-bindendes-Protein) und MUP25.
Durch mehrere Aufreinigungsschritte hat Dr. Pablo Chamero (Universitat des Saarlandes)

das Fusionsprotein gewonnen. Im Folgenden gleichbedeutend als MUP25 beziehungsweise
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rMUP25 bezeichnet. MBP wurde neben S1-Ldsung als weitere Kontrolle fur die MUP-

Stimulationen verwendet.

3.5.3 Produktion der formylierten Peptide und der MHC-Peptide

F-MFFINTLTL und f-MFFINILTL wurden initial in DMSO gelést und anschlieBend mit
S1-L6ésung zu einer 1 uM Stammldsung verdinnt (0,2% DMSO).

F-MFFINTLTL, f-MFFINILTL, f-MFINRWLFS und f-MLF (GeneScript), die MHC-Peptide
SYFPEITHI (freundlicherweise von Prof. T. Boehm, MPI Freiburg, zur Verfigung gestellt)
und SEIDLILGY (freundlicherweise von Prof. H.G. Rammensee, Tubingen, zur Verfigung
gestellt) und das synthetische Hexapeptid W-Peptid WKYMVm (GeneScript) wurden mit

S1-Ldsung zu 100 uM Stammlésungen verdinnt.

3.5.4 Produktion der volatilen Stimuli

Die Duftstoffe 2-Heptanon, Isoamylamin und Isobutylamin (Sigma-Aldrich) wurden in DMSO
geldst und anschlie@end mit S1-Losung verdiunnt. Die DMSO-Konzentration in den

applizierten Duftstoffen lag bei unter 0,1%.
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3.6 Stimulationspipette

Zur Herstellung der Multi-Stimulationspipette (multi-barrel pipette) wurden sieben
filamentfreie Borosilikatglas-Kapillare (Innendurchmesser 0,75 mm; Auf3endurchmesser
1,0 mm) mit Schrumpfschlauchen fixiert. AnschlieBend wurden die fixierten Kapillare im
automatischen Pipettenzieher (PMP-107 Puller, MicroData Instrument) in zwei Schritten erst
in der Mitte verdrillt und dann in zwei Pipetten-Rohlinge gezogen. Die sieben Kapillare des
nicht-verdrillten Endes wurden Uber dem Bunsenbrenner erhitzt, um die sieben Kapillare
anschlieRend mit einer Pinzette separieren zu kénnen (siehe Abbildung 8 A und 8 B). Dieses
ermdglichte spater die Anbringung von Silikonschlauchen auf die Kapillarenden. Per
Druckluft-Impuls (via Picospritzer® IlI) konnten so Stimuli aus den Kapillaren tber deren
Pipettenspitze lokal appliziert werden.

Mit Hilfe des Narishige EG-400 Microgrinder wurde die Pipettenspitze unter kontinuierlicher
Spulung mit destilliertem Wasser auf 45° offen geschliffen. Destilliertes Wasser auf dem
Schleifstein verhinderte die Akkumulation von Schleifpartikeln oder Schmutz in der
Pipettenspitze wahrend des Schleifvorganges. Durch Kapillarkrafte zog sich wéhrend des
Schleifens destilliertes Wasser in die Spitze. Der gewinkelte Schliff diente der Erh6hung des
Offnungsdurchmessers der Pipettenspitze. Da die Stimulationspipette wahrend des
Experiments gewinkelt in die Badapplikation gestellt wurde, konnte durch den Winkelschliff
auch verhindert werden, dass die Badperfusion unmittelbar in die Pipettenspitze gesplilt
wurde (siehe auch Abbildung 12 C).

Der Enddurchmesser der Siebener-Pipetten-Offnung betrug ungefahr 1,5 um. Zu groRe
Durchmesser hatten zu Leckage der Stimuli aus der Pipette fihren kdnnen, und somit
Adaptationsprozesse in den Sinneszellen auslésen kénnen. Die Stimulationspipette konnte
nach dem Schleifvorgang schlieRlich mit Stimulationslosungen beflllt werden. Bei der
Beflllung mittels selbst hergestellter Spritzenaufsetzer durch die separierten Kapillarenden
musste beachtet werden, dass Stimulusfullung und das destillierte Wasser (aus dem

Schleifvorgang) in der Pipettenspitze durch eine Luftphase getrennt blieben, sodass eine
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Verdinnung der Stimuli durch Vermischen mit dem destilliertem Wasser ausgeschlossen

werden konnte (siehe Abbildung 8 C).

Abbildung 8: Die Multi-Stimulationspipette. A) Mit Schrumpfschlauchen fixierte
Borosilikatglaskapillaren; zwei Pipetten Rohlinge aus dem automatischen Pipettenzieher;
praparierter Rohling mit separierten Enden fir die Anbringung von Schrumpfschlauchen. B)
Aufbewahrung der fragilen Multi-Stimulationspipette. C) Nach dem Schleifen der Offnung,
Fullung der einzelnen Kapillaren mit den zu applizierenden Stimuli. Die Spitze der Kapillaren
kann Durchmesser-bedingt nicht vollstandig befullt werden. D) Nach dem Anbringen der
Silikonschlauche des Druckluftspritzers und fixiert im linken Mikromanipulator, erfolgt das
Durchspiilen der Kapillaren. Die Pipettenspitze zeigt sich nun vollstandig beflillt, sodass die
Multi-Stimulationspipette einsatzbereit ist. Applikation von Druckluftimpulsen l6st so das
Ausstol3en gleichgroRRer Stimulusmengen Uber die angesteuerte Kapillarspitze aus.
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Am EVG-Messplatz wurden die separierten Enden der Stimulationspipette vorsichtig Uber
Silikonschlduche an den Druckluft-Applikator (Picospritzer® [I) angeschlossen und
anschlieRend im linken Mikromanipulator fixiert (siehe auch 3.8 Messplatz). Uber Impulse
definierter Dauer (verstellbar in Millisekunden bis > 99 Minuten; eingestellt wurden 500 ms)
und definierter Druckstarke (verstellbar von 1 bis 4 bar, verwendet wurde ungefahr 1,5 bar)
wurden kleine Volumina aus der Kapillare fokal appliziert. Das vorherige AusstofRen einer
Luftblase nach mehrmaliger Applikation der Pipette in S1-Losung garantierte, dass die
Wasserphase (aus dem Schleifvorgang) komplett ausgestoRen wurde (siehe Abbildung 8 C
und 8D), und dass Stimulus und Wasserphase stets getrennt waren. Die fertig préparierte
Stimulationspipette war anschlieBend bis zur Spitze durchgespilt und wurde in S1-Lésung

am Messplatz bis zur weiteren Benutzung aufbewahrt (siehe Abbildung 8 D).

3.7 Elektroden

3.7.1 Ableitelektrode

Als Ableitelektrode diente eine mit Agar befiillte Borosilikatglas-Kapillare, die mit S1-Lésung
aufgefullt dann mit einer chlorierten Silberdrahtelektrode verbunden wurde. Die feste
Agarphase als Ubergang von der in S1-Lésung liegenden chlorierten Silberdrahtelektrode
war noétig, da die Feldpotential-Messungen in einem kontinuierlich perfundierten Experiment
durchgefihrt wurden und eine wassrige Phase hier keine Messungen ohne
Perfusionsartefakte erlaubt hatte. Zur Produktion dieser Ableitelektrode wurde eine
filamentfreie Kapillare (Innendurchmesser 1,12 mm; Aul3endurchmesser 1,5 mm) aus
Borosilikatglas in zwei Schritten mit dem ,Narishige PP-830 Micropipette Puller® in zwei
Rohlinge gezogen. Die Spitzen der Rohlinge wurden anschlieend mit einem erhitzten
Gemisch aus 3% (w/v) Agar in S2-Lésung und griner Lebensmittelfarbe (McCormick Grin)

befullt.
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Abbildung 9: Die Ableitelektrode und die Referenzelektrode. A) und B) Borosilikatglas-
Kapillaren werden vom Mikropipetten-Zieher in Rohlinge gezogen. Die Spitzen der Rohlinge
werden mit 3% gefarbtem Agar befullt und anschlie3end in einem Gefald aufbewahrt. Dieses
wird anschlieBend mit S2-Lésung beflillt, damit der Agar nicht austrocknet. C) Herstellung
der Hulle fir die Referenzelektrode (Agarbriicke). Ein Gber dem Bunsenbrenner geformter
Silikonschlauch wird mit 4 % Agar befillt. D) In wassriger Phase: die Referenzelektrode
bestehend aus Agarbriicke und eingeschobener chlorierter Silberdrahtelektrode; die
chlorierte Silberdrahtelektrode der Ableitelektrode ist Uber eine wéssrige Phase in der
Borosilikatglas-Hiille mit der Agarspitze verbunden.

Dazu wurden aus Pipettierspitzen (200 pl) dinne Spritzenaufsidtze von Hand uUber dem
Bunsenbrenner gezogen. Der erhitzte, flissige Agar wurde in 1 ml Spritzen aufgezogen und
Uber die Spritzenaufsatze konnte der Agar in das untere Drittel der Borosilikatglas-Kapillare

gespritzt werden (siehe Abbildung 9 A). Die Lebensmittelfarbe enthielt weder Zucker-
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komponenten, welche die Osmolaritat hatten beeinflussen kdnnen, noch Zusatzstoffe,
welche ein artifizielles Rezeptorsignal in der elektrischen Ableitung héatten erzeugen kénnen.
Die bei Raumtemperatur abgekihlten Elektroden wurden anschlie@end unter dem
Microforge MF-830 Mikroskop auf eine korrekte Fillung Uberprift. Die Elektrode wurde
verworfen, wenn der Agar die Elektrodenspitze nicht komplett ausgefillt hatte, Luftblasen
enthielt oder Agar aus der Borosilikatglas-Spitze gelaufen war. Um die korrekt befllliten
Elektroden vor Austrocknung und Einschrumpfung zu schiitzen, wurden diese bei 4 °C in
S2-Ldsung eingetaucht aufbewahrt (siehe Abbildung 9 B). Vor einem Experiment wurde die
korrekte Agarfiillung der Spitze erneut unter dem Mikroskop kontrolliert. Anschliel3end wurde
die Elektrode mit Lésung aufgefullt, mit der chlorierten Silberdrahtelektrode verbunden und in
dem rechten Mikromanipulator (siehe 3.8 Messplatz) fixiert. In regelméRigen Abstanden
wurde die Silberdrahtelektrode vor Experimentbeginn mit Natriumhypochlorit (NaClO)

chloriert.

3.7.2 Referenzelektrode

Als Referenzelektrode wurde eine chlorierte Silberdrahtelektrode mit einer Agarbriicke
verbunden. Ein erhitztes Gemisch aus 4 % Agar in S2-Losung wurde mit Hilfe eines
Spritzenaufsatzes (siehe Ableitelektrode) in 4 cm lange, Uber dem Bunsenbrenner
rechtwinklig gebogene Polyethylen-Schlauche (Innendurchmesser 1,5 mm) geflllt (siehe
Abbildung 9 C). Die bei Raumtemperatur abgekihlten Agar-Briicken wurden in S2-Lésung
bei 4 °C aufbewahrt, und so vor Austrocknung und Einschrumpfung bis zur Verwendung
geschutzt. Auch die Referenz-Silberdrahtelektrode wurde in regelmafigen Abstanden mit

Natriumhypochlorit (NaCIlO) chloriert.
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3.8 Messplatz

Der schwingungsgedampfte Tisch (siehe Abbildung 11 I) des Messplatzes war von einem
Metallgitter umgeben (siehe auch Abbildung 11 J), um elektromagnetische Felder
abzuschirmen (Faradayscher Kafig). Auf dem Tisch befanden sich ein Mikroskop (Olympus
SZX12, Abbildung 11 C), zwei Mikromanipulatoren (MM), ein Verstarker und eine
Perfusionsvorrichtung. Die beiden Mikromanipulatoren dienten der Befestigung und
Steuerung der Stimulationspipette (linker MM, Abbildung 10 A) und der Ableitelektrode
(rechter MM, Abbildung 10 B).

Manuell konnten die Mikromanipulatoren in allen drei Ebenen Mikrometer-genau verstellt
werden. Zur Durchfihrung eines Experimentes wurde die Ableitelektrode Uber einen
chlorierten Silberdraht mit einem EPC-Verstarker (Abbildung 10 F) verbunden und im
rechten MM fixiert. Die Silberdrahtelektrode lag dabei in der wéassrigen S1-Phase der mit
S1-Ldsung aufgeflillten Agarhille (siehe auch 3.7.1). Der Vorverstarker war mit einem ITC16
Interface (Schnittstellen-Wandler fir analoge und digitale Signale) verbunden, welches das
Signal in den Computer (Macintosh Quadra 700) und das Oszilloskop (HITACHI VC-6523)
am Messplatz einspeiste.

Mit dem linken Mikromanipulator wurde die Stimulationspipette gesteuert. Silikonschlauche
(Abbildung 10 D und Abbildung 11 F) verbanden die separierten Kapillarenden der
Stimulationspipette mit dem Druckluft-Applikator (Picospritzer® Il). Uber ein Drei-Wege-
Hahn-System (Abbildung 11 L) wurden manuell einzelne Silikonschlauche angesteuert. Die
Stimulusapplikation wurde anschliel3end per Knopfdruck ausgeldst. Die
Perfusionsvorrichtung (50 ml Perfusorspritze mit Infusionsbesteck) hing Uber der
Mikroskopebene (Abbildung 11 D) und wurde vor einem Experiment mit S1-Lésung befiillt.
Die S1-Perfusionsldésung wurde bei Raumtemperatur kontinuierlich mit Carbogen (95 % O,
und 5 % CO,) begast und so mit Sauerstoff angereichert (Abbildung 11 E). Der

Perfusionsfluss lag bei etwa 60 ml/h.
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Abbildung 10: Nahansicht Messplatz. A) Linker Mikromanipulator fur die
Perfusionsapplikation und die Fixierung der Multi-Stimulationspipette. B) Rechter
Mikromanipulator zur Steuerung der Ableitelektrode. C) Perfusionsapplikation via
Spritzennadel. D) Silikonschlauche zur Leitung der Druckluftimpulse auf die
Multistimulationspipette. E) Verstellbare Fiberglasoptiken der externen Lichtquelle. F)
Verstarker. G) Absaugvorrichtung zur Entfernung verbrauchter Perfusionslosung.

Unter dem Tisch befand sich eine Absaugpumpe. Diese erlaubte die intermittierende
Absaugung verbrauchter Perfusionslésung aus der Ableitkammer (Abbildung 10 G und
Abbildung 11 H).

Die Ableitkammer wurde ebenfalls selbst hergestellt: eine 9 cm * 9 cm * 15 mm grol3e
guadratische Petri-Schale wurde mit dem Sylgard® 184 Silikon Elastomer Kit zur Halfte
aufgefillt. Nach Aushértung bildete das Silikongemisch eine optimale Grundlage, um das
Halbkopfpraparat mit drei speziellen rostfreien Stecknadeln auf dem ausgeharteten,
formfesten Silikon zu fixieren.

Uber dem Kafig war eine externe Lichtquelle (NCL 150) mit zwei individuell verstellbaren
Fiberglasoptik-Armen installiert (Abbildung 10 E). Die Positionierung der Lichtquelle

aulRerhalb des Kafigs gewahrleistete Artefakt-freie Potentialmessungen (Abbildung 11 G).
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Abbildung 11: Gesamtubersicht Messtisch mit Mikroskop. A) Rechter Mikromanipulator mit
fixierter Ableitelektrode. B) Linker Mikromanipulator mit Perfusionsapplikation und fixierter
Stimulationspipette. C) Tischmikroskop. D) Perfusionsvorrichtung hangend Uber der
Mikroskopebene. E) Carbogen-Zufuhr zum Perfusionsgefal®. F) Silikonschlauche vom Drei-
Wege-Hahn-System zur Stimulationspipette. G) Fiberglasoptik der externen Lichtquelle. H)
Steuerung der Absaugvorrichtung. I) Schwingungsgedampfter Messtisch. J) Metallgitter um
den Messplatz (Faradayscher Kéfig). K) Praparatposition (Experimentebene). L) Drei-Wege-
Hahn-System zur Steuerung der Stimulusapplikation.

3.9 Experiment

3.9.1 Préparation

Zur Anfertigung des Messpraparates wurden Tiere im Alter von 3 Wochen bis 6 Monaten
verwendet. Die Maus wurde 20 Sekunden mit CO, anasthesiert, anschlieRend erfolgte die
Dekapitation. Das Fell wurde vom Schéadelknochen entfernt. Die Schneidezdhne des

Oberkiefers und der gesamte Unterkiefer wurden entfernt. AnschlieRend wurde der
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praparierte Mauskopf - zwei bis drei Millimeter links-paramedian - sagittal halbiert (siehe
Abbildung 12 A). Die ertffnete rechte Préaparathélfte wurde mit dem linken Vomeronasal-
organ nach oben auf der Ableitkammer fixiert und unter das Mikroskop gelegt. Unter dem
Mikroskop wurde die mikrochirurgische Praparation durchgefihrt: Conchae nasales wurden
entfernt und Septum und Vomeronasalorgan vom respiratorischen Epithel befreit. Aus der
knéchern-knorpeligen Kapsel des Vomeronasalorgans wurde mit Hilfe einer Pinzette (Roboz
Dumont, Spitzendurchmesser 10 pum) ein ungefahr 800 um * 300 um grofRes Rechteck-
formiges Segment entnommen (siehe Abbildung 12 B). Dieses ermdéglichte den Zugang an
das laterale Kompartiment, bestehend aus Schwellkérpergewebe und Blutgefal? (siehe auch
2.3.1 Funktion und Anatomie des AOS, und Abbildung 3: Koronarschnitt durch das
Vomeronasalorgan). Das Schwellkérpergewebe wurde rostral mit der Pinzette gegriffen und

nach kaudal ziehend in einer Bewegung mitsamt des Blutgefal3es im Inneren entfernt.

A Sagittalschnitt B Vomeronasalorgan C Mess-Praparat

Abbildung 12: A) Anfertigung des Messpraparates. FuUr den Zugang zum
Vomeronasalorgan wird ein paramedianer Sagittalschnitt durchgefiihrt. B) Nach Entfernung
der Conchae nasales kommt das tubuldre Vomeronasalorgan (VNO) zum Vorschein. In rot
skizziert die zu entfernende knorpelig-kndcherne Kapsel des VNO fir den Zugriff auf das
laterale Kompartiment. C) Nach Entfernung der Kapsel und Resektion des lateralen
Komparimentes schaut man von oben auf das Sinnesepithel (glanzend scheinend). Die
Badapplikation (bath perfusion), die Stimultationspipette (stimulation pipette) und die
Ableitelektrode (electrode) werden in das Préaparat gefiihrt. Die roten Pfeile zeigen die
Flussrichtung der Badapplikation und damit auch die Richtung der Stimulusauswaschung
nach Stimulusapplikation; r = rostral, d = dorsal, ¢ = kaudal, v = ventral. Aus Leinders-Zufall
and Zufall (2013).
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Kompression des lateralen Kompartiments auf das sensorische Epithel wahrend der
Eroffnung der Kapsel oder Beriihren des sensorischen Epithels mit der Pinzettenspitze
fuhrten unweigerlich zur Schadigung der Dendriten der VSNs und beeinflussten das
Gelingen der EVGs erheblich, weshalb es diese Fehler zu vermeiden galt.

Abhangig von den Fliel3eigenschaften wahrend der Perfusion mit S1-Lésung im Experiment
wurden individuell weitere Préparationen vorgenommen: Einzelne Entfernungen von
Gaumenknochen, Siebbein, Schadelknochen und/oder Zdhnen waren geeignet, um einen

optimalen Fluss von rostral nach kaudal im Messpraparat zu erzeugen.

3.9.2 Versuchsablauf

Das angefertigte Messpraparat wurde auf der Ableitkammer unter dem Mikroskop platziert.
Die Perfusion wurde so eingerichtet, dass die S1-N&ahrldsung von rostral nach kaudal tber
das sensorische Epithel des VNO floss und so applizierte Stimuli sofort ausgewaschen
wurden. So konnten Adaptationsprozesse und artifizielle Signale bei Leckage weitestgehend
ausgeschlossen werden.

Die Stimulations-Pipette wurde mit dem linken Mikromanipulator mikroskopisch-assistiert an
das Sinnesepithel herangefihrt. Intermittierende repetitive Auslésung des Druckluftspritzers
mit griin eingefarbter Kontroll-Lésung (S1) als Stimulus zeigte die Flussrichtung im Praparat
an. Die Auswaschdauer des Kontrollstimulus zeigte, ob die Flussgeschwindigkeit adaquat
war oder weitere Praparationen notwendig waren. In optimaler Position stand die
Stimulationspipette im 45° Winkel so im perfundierten VNO, dass die 500 ms dauernde
Stimulusapplikation wolkenartig Uber das Sinnesepithel floss, keine mechanisch-bedingten
Artefakte ausloste und der Stimulus unmittelbar durch die Badperfusion ausgewaschen
wurde.

AnschlieRend wurde die Agarbriicke in der Ableitkammer positioniert. Als Referenzelektrode

musste sie Kontakt zu der Umgebungsphase (S1-Perfusionslosung) des Praparates haben.
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Die Ableitelektrode wurde durch den rechten Mikromanipulator mikroskopisch-assistiert an
das sensorische Epithel im VNO herangefuhrt. Das Oszilloskop wurde im roll-on Modus (live
Modus) gefuhrt und stellte die Potentialdifferenzen zwischen Ableit- und Referenzelektrode
in Echtzeit dar. Eine alleinige Adjustierung der Ableitelektrode via Mikroskop war auf Grund
der fehlenden Hochauflésung und fehlenden adaquaten drei-dimensionalen Visualisierung
nicht mdglich. Die optimale Position der Ableitelektrode Uber dem sensorischen Epithel
wurde daher mit Hilfe des Oszilloskops eingestellt. Die Elektrode wurde an das Sinnesepithel
herangefiihrt, bis ein minimales artifizielles Signal in Form von diffusen
Potentialschwankungen auf dem Oszilloskop erschien. Diese Schwankungen reflektierten
den mechanischen Kontakt von Elektrode und Sinnesepithel. Die Elektrode wurde daraufhin

so weit zurlickgezogen, bis das artifizielle Signal verschwand und die Baseline zuriickkehrte.

Nach optimaler Einstellung floss der applizierte Kontroll-Stimulus wolkenartig fir kurze Dauer
Uber einen kleinen definierten Bereich um die Ableitelektrode und l6ste in dieser keine
Artefakte aus. Dann konnte die Messung von EVGs begonnen werden. Im Abstand von vier
Minuten wurden die verschiedenen Stimuli aus der Multibarrelpipette appliziert. Bei gleichen
Stoffen unterschiedlicher Konzentrationen wurde mit der niedrigsten — dann aufsteigend —
begonnen. Als Negativ-Kontrollstimulus wurde eingefarbte S1-Losung appliziert. Diese
Applikation durfte keine mechanischen Artefakte ausldsen, ansonsten musste die
Stimulationspipette neu positioniert werden.

Bei Potentialanderungen zwischen den Applikationen musste kontrolliert werden, ob die
Elektrode noch optimal positioniert war oder Leckagen der Stimulationspipette sichtbar
waren. Veranderungen in der Hohe des Perfusionsbades, Abflussbehinderung oder
Turbulenzen im Praparat, abgebrochene Pipetten oder Elektrodenspitzen konnten diese
Schwankungen begulnstigen. Alle mdglichen Fehlerquellen mussten dann systematisch
ausgeschlossen werden, um das Experiment erfolgreich fortzusetzen. RegelméaRig wurde im
Abstand von ca. 10 bis 20 Minuten das Perfusionsgefald wieder mit S1-Nahrlésung aufgefiillt,

und die verbrauchte S1-Losung neben dem Préparat aus der Ableitkammer abgesaugt.
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Da die Stimuli im Praparat von rostral nach kaudal ausgewaschen wurden, wurden die
VSNs, die kaudal der stimulierten Region liegen, bei jeder Applikation unweigerlich
mitstimuliert. Um unndtige Stimulation oder Manipulationen von Sinneszellen zu verhindern,
wurden wahrend eines Experimentes sukzessiv Regionen von kaudal nach rostral
aufgesucht und stimuliert. So wurde gewahrleistet, dass neuaufgesuchte, rostrale Bereiche
weitestgehend nativ waren. Pro Experiment wurden ungefahr finf bis acht unterschiedliche

Regionen abgeleitet und das ex vivo Praparat wurde maximal fiir 90 Minuten verwendet.

3.10 Fehlereinschéatzung

Das Ausmald der Aktivierung des EVGs wird als maximale Amplitude der Potentialdifferenz
gemessen. Diese abgeleitete Potentialdifferenz ist abhéngig 1) von der Anzahl der
funktionsttichtigen Sinneszellen, die den Rezeptor fur den applizierten Stimulus exprimieren
und ferner nicht durch die Pré&paration, die Elektrode, die Stimulationspipette oder die
Perfusion beschadigt wurden; 2) vom Abstand der Elektrode zu aktivierten Sinneszellen, da
vor allem die lonenflisse im unmittelbaren Bereich der Elektrode das Feldpotential
beeinflussen 3) vom ausreichenden Vorhandensein und Einstrom positiver Kationen in die
Sinneszellen zur Generierung des Rezeptorpotentials.

Bereits 1971 Dberichtete Mdller in seinen Messungen am Vomeronasalorgan von
elektrochemischen Reaktionen zwischen Duftstoffen und Messelektroden (Miller 1971
Zeitschrift fur vergleichende Physiologie). Ottoson beschrieb &hnliche Ph&dnomene 1956
beim EOG und unterschied zwischen positiven und negativen Potentialen bei EOGs, wobei
die negativen Potentialdifferenzen das wahre EOG darstellten (Ottoson, 1955). Diese Idee ist
auch heute noch mal3gebend bei der Beschreibung der Entstehung der Potentialdifferenzen
(Leinders-Zufall et al., 2000). Artefakte kdnnen sowohl elektrochemisch als auch mechanisch
ausgelost werden. Leckage der Stimulationspipette, Mikro-Erschiitterungen des Praparates

oder der Elektrode, und Einschwemmungen von anderen Materialien aus der Nasenhohle
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des Préaparates konnen zu solchen Artefakten fihren. Um die Wahrscheinlichkeit von
Artefakten so gering wie moglich zu halten, wurden vor und wéhrend jedes Experimentes
Negativ-Kontrollen (S1-Lésung) und Positiv-Kontrollen (bereits bekannte Liganden wie
beispielsweise 2-Heptanon) appliziert. Eine weitere Differenzierung zwischen echter Antwort
und Artefakt war auch durch repetitive Stimulation mdglich. Physiologische Potentiale
wurden auf Grund von Adaptationsmechanismen bei repetitiver oder prolongierter
Stimulation kleiner, wohingegen artifizielle Antworten immer die gleiche Feldpotential-Form

aufwiesen.

3.11 Aussagekraft des EVG

Das EVG ist hervorragend geeignet, um elektrophysiologische Populationsphanomene im
vomeronasalen Sinnesepithel zu charakterisieren. Bestimmte Subpopulationen des
Neuroepithels reagieren auf die applizierten Liganden und antworten mit einem generierten
Rezeptorpotential. Die Potentialdifferenz entsteht durch einen Kationeneinstrom respektive
Anionenaustrom Uber die Zellmembran (Kleene, 2008). Die Summe der genenerierten
Rezeptorpotentiale kann als Summationspotential (Feldpotential) abgeleitet und als
Elektrovomeronasogramm dargestellt werden. Auf diese Weise lassen sich die Aktivierung
von Rezeptorneuron-Populationen ex vivo messen. Beim Elektrovomeronasogramm werden
jedoch nicht alle Nervenzellen des gesamten vomeronasalen Sinnespithels, sondern nur ein
Teil der VSNs stimuliert (lokale Stimulusapplikation). Aus Rezeptor-Bindungs-Studien ist
bekannt, dass maximale Antworten bereits durch submaximale Rezeptorbelegung erreicht
werden. Je nach Gewebeart sind Rezeptor-Bindungsraten von unter 10% ausreichend, um
maximale Antworten zu generieren (Kenakin, 1986; Lambert, 2004). Auf Grund der
Populationsstimulierung (im Gegensatz zur Einzelzellmessung) ist das EVG eine
Anndherung an die physiologische Stimulierbarkeit des gesamten VNO. Aussagen, die

getroffen werden kdnnen, beziehen sich vor allem auf das ,alles oder nichts“-Prinzip. Das
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heil3t, dass ein bestimmter Stimulus entweder in der Lage ist, ein Rezeptorneuron im VNO
zu aktivieren oder nicht. Detaillierte Abstufungen zwischen voll-aktivierbar und nicht
aktivierbar erfordern eine Vielzahl von durchgeflihrten Experimenten und eine statistische
Interpretation, welche die potentiellen Unterschiede zwischen den einzelnen Experimenten
beachtet.

Elektrophysiologische Techniken wie Patch-Clamp-Techniken (Hamill et al., 1981) messen
die Stimulierbarkeit auf Einzelzellniveau. Diese sind geeignet, um beispielsweise
Signaltransduktionselemente in  definierten  Subpopulationen zu charakterisieren.
Einzelzellmessungen lassen sich jedoch nicht auf die Gesamtpopulation tGbertragen, wenn
nur bestimmte Zell-Subpopulationen eine genetische Veranderung tragen.

Insgesamt ist zu beachten, dass diese Methoden keine Messung einer direkten Stimulation
von Rezeptoren darstellen. Eine dem Rezeptor nachgeschaltete Signaltransduktionskaskade
wird als Folge einer Ligandenapplikation aktiviert. Daraufhin entsteht durch Kationeneinstrom
und Anionenausstrom Uber die Zellmembran das Rezeptorpotential, welches als
Potentialdifferenz dargestellt wird. Die negative Potentialdifferenz wird nun als Reizantwort
beziehungsweise als Sinnzeszell-Aktivierung interpretiert. Quantifiziert wurden die
Potentialanderungen anhand der Maximalamplitude, die ausgelost wurde. Es wurden nur
solche Potentialdnderungen gewahlt, die als steile Negativ-Deflektion mit anschlieBender
Repolarisation zur Grundlinie ausgeldst wurden. Geringfige Variationen in der Kinetik der
Potentialanderungen beruhen vor allem auf dem experimentellen Design mit variabler
Praparation, Stimulusapplikation und Perfusionsapplikation. Da im EVG die Sensitivitat der
Sinneszellpopulation gemessen wird, sind detaillierte Aussagen Uber Unterschiede in der

Rezeptorkinetik mit EVG-Messungen nicht adaquat moglich.

3.12 Dosis-Wirkungs-Kurven

Zur Untersuchung der konzentrationsabhangigen Aktivierung vomeronasaler Sinneszellen
wurden unter anderem auch Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt. Hierfir wurde der zu testende
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Stimulus in verschiedene Konzentrationsstufen verdiinnt und in aufsteigender Konzentration
an einem definierten Bereich im VNO appliziert. Es wurden Stimulusintervalle von 4 Minuten
eingehalten, um Einfliisse von Adaptationsprozessen weitestgehend auszuschliel3en. Die flr
die aufsteigenden Konzentrationen erhaltenen Antworten wurden auf die Maximalantwort der

Maximalkonzentration an der jeweils gemessenen Stelle im VNO normalisiert.

3.13 Statistik und Mathematik

Zur statistischen Auswertung wurde eine kommerziell erwerbliche Software verwendet
(SPSS v21 IBM). Mehrere Gruppen wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) und mittels
Fisher’s least significant difference (LSD) als posthoc Vergleich analysiert. Sofern nicht

anders deklariert, wurden die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden mit der WaveMetrics IGOR Pro 6 Software erstellt. Die
Berechnung der ECso-Werte  wurde mit  folgender  Formel  durchgefihrt:
Emax — Eo

Hill
1+ (ECSO)

X

f(x)= Eo+

(Eo = Minimum; ECs, = halb-maximaler Effekt; Emax = Maximum; Hill = Hill-Koeffizient).
Mittels iterativen Levenberg-Marquardt Algorithmus (nicht linear) wurden die Dosis-
Wirkungs-Kurven angepasst. Zum Schatzen des ,besten Koeffizienten“ wurde in IGOR Pro 6
aus den Rohdaten beim Anpassen der Kurve das Chi-Quadrat ermittelt. Der iterative
Levenberg-Marquardt Algorithmus wurde benutzt, um aus wiederholten Schéatzungen den
Koeffizienten mit dem niedrigsten Chi-Quadrat zu finden. Der Koeffizient mit dem niedrigsten
Chi-Quadrat reprasentiert den besten Koeffizienten aus den vorhandenen Rohdaten

(Marquardt, 1963).
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3.14 Verwendete Stimuli mit Konzentrationen

Folgende Stimuli wurden in den Experimenten verwendet:

SYFPEITHI:
ESP1:

MUP25:

2-Heptanon:
Isobutylamin:
Isoamylamin:

F-MLF:

F-MFINRWLFS:

F-MFFINTLTL:
F-MFFINILTL :
W-Peptid:

SEIDLILGY:

101m

10 M, 3*10%° M, 10° M, 3*10° M, 10®% M, 3*10% M, 10'M
10 M, 3*101° M, 10° M, 3*10° M, 10® M, 3*10% M, 107 M,
3*10" M

10" M

10° M

10° M

10" M

10° M

10% M, 3*10% M, 107'M, 3*107 M, 10° M, 3*10° M

10° M

10° M

10 M, 3*<10 M, 10 M, 3*10° M, 102 M, 3*107? M,

10 ™, 3*10M, 10"° M
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4 Ergebnisse

4.1 Einleitung

Das sensorische Epithel des Vomeronasalorgans besteht aus mindestens zwei
Nervenzellschichten, die anhand der Expression von heterotrimeren G-Proteinen und
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren differenziert werden kénnen. Die apikalen, lumenwarts
lokalisierten VSNs exprimieren Ga;, und V1R, die basalen VSNs hingegen exprimieren Ga,
und V2R. Ein Teil der basalen V2R-VSNs koexprimiert eine weitere Multigenfamilie, die
H2Mv-Familie. Diese kodiert fur nicht klassische MHC-Molekile der Klasse Ib. Diese
MHC-Molekiile werden als Multirezeptorkomplex mit dem heterodimeren V2-Rezeptor auf
den Dendriten von V2R/H2Mv*-VSNs exprimiert. Die in vivo Funktion von H2Muv ist bisher
unbekannt. Neben der V1R und V2R-Rezeptorfamilie werden im VNO funf Formyl-Peptid-
Rezeptoren, die mFpr-rs-Familie, exprimiert. Diese sind wie V1R und V2R ebenfalls
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Wahrend mFpr-rs3, -rs4, -rs6 und -rs7 exprimierende
VSNs Gai, koexprimieren, koexprimieren mFpr-rs1-VSNs Ga, (siehe auch 2.3.2 - 2.3.5 fir
Chemorezeptoren des VNO).

Die Liganden 2-Heptanon und Isobutylamin sind bekannte Agonisten der V1R/Gaj,-VSNSs.
Mindestens drei verschiedene Protein- und Peptid-Familien aktivieren V2R/Ga,-VSNs. Dazu
gehdren MHC-Peptide, MUPs und ESPs mit ihren prototypischen Liganden SYFPEITHI,
MUP25 respektive ESP1. Das Ligandenspektrum der mFpr-rs ist noch weitestgehend
unbekannt. Erst eine Studie untersuchte Agonisten der humanen FPRs als potentielle
Liganden der mFpr-rs. Humane FPRs erkennen formylierte Peptide (f-Peptide) wie f-MLF,
f-MFFINILTL, f-MFFINTLTL, f-MFINRWLFS und das synthetische Hexapeptid ,W-Peptid“
(WKYMVm), aber auch Inflammations- und Krankheits-assoziierte Molekile wie Lipoxin A4,
CRAMP und uPAR. Als im Jahr 2009 erstmals die Expression der mFpr-rs im VNO
veroffentlicht wurde, entschliisselten Riviere et al. (2009) f-MLF, Lipoxin A4, CRAMP und

UPAR als Agonisten der mFpr-rs mit unterschiedlicher Spezifitat fur die finf murinen Formyl-
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Peptid-Rezeptoren (siehe auch 2.6.6 Formylierte Peptide und hFPR-aktivierende Peptide)

(Riviere et al., 2009).

Das Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Funktion definierter Elemente in der
Signaltransduktionskaskade von vomeronasalen Sinneszellen der Maus. Durch Kollaboration
mit molekulargenetischen Arbeitsgruppen standen genetisch verdnderte Mauslinien zur
Verfligung, in denen das zu untersuchende Element ausgeschaltet war.

Mittels Ableitung von Stimulus-induzierten Potentialdnderungen von der Oberflache des
vomeronasalen Sinnesepithels wurde die elektrische Aktivierbarkeit der VSNs gentechnisch-
veranderter Mauslinien gemessen und mit der Aktivierbarkeit der VSNs von
Kontrollmauslinien verglichen. Daraus konnten Ruickschlisse auf die Funktion der fehlenden
Elemente gezogen werden.

Fur die Fragestellungen (siehe auch 2.8 Fragestellungen und Ziele der Arbeit) standen eine
Ga,- und eine H2Mv-Knockoutmauslinie zur Verfligung, sodass die Funktionen von Ga, und
H2Mv in der Signaltransduktionskaskade von VSNs untersucht werden konnten.
AnschlieRend konnten auch die entsprechenden Rezeptorneuron-Subpopulationen von neu
identifizierten VNO-Liganden ihren transduzierenden Neuronensubpopulationen zugeordnet

werden.
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4.2 Bekannte Liganden der vomeronasalen Sinneszellen

evozieren robuste Feldpotentiale im VNO der Maus

Um zu zeigen, dass das in den Methoden beschriebene Vorgehen bei der Erstellung von
Elektrovomeronasogrammen erfolgreich Potentialanderungen ausldst, wurde das VNO der
Wildtypmauslinie B6 mit den bekannten V1R-Liganden 2-Heptanon und Isobutylamin und
den bekannten V2R-Liganden MUP25, ESP1 und SYFPEITHI stimuliert. Bei einwandfreiem
Experiment-Aufbau sollten durch fokale Stimulation neuronaler Subpopulationen lokale
Summationspotentiale (Rezeptorpotentiale der vomeronasalen Sinneszellen) abgeleitet
werden konnen. Diese entstehen durch Kationeneinstrom in und Anionenausstrom aus
VSNs und kénnen als Potentialanderung registriert werden. Wahrend die fokale Applikation
von S1-Perfusionslosung keine elektrische Antwort hervorrief, evozierten die applizierten
Liganden SYFPEITHI, ESP1, MUP25, 2-Heptanon und Isobutylamin robuste

Potentialanderungen.
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Abbildung 13 A) Lokal abgeleitete Potentialanderungen (EVGs) in B6-Wildtyp. 500 ms
Stimulusdauer, Applikation von S1-Kontroll-Stimulus, SYFPEITHI (10" M), ESP1 (107 M),
MUP25 (107 M), 2-Heptanon (107 M) und Isobutylamin (10”7 M). In rot eingezeichnet die
Maximalamplitude ausgeltst durch ESP1-Stimulation. B) Quantifizierung der EVGs anhand
der evozierten Maximalamplitude, Mittelwerte als S&ulendiagramm. Anzahl und
Standardfehler in Abbildung 15.
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Diese Potentialanderungen zeichneten sich durch eine steile Negativ-Deflektion mit
anschlieRender Repolarisation zur Grundlinie aus (siehe Abbildung 13 A). Diese beiden
Charakteristika reflektieren ein Stimulus-induziertes Generatorpotential in den Sinneszellen,
welches sich aus Kationeneinstrom in und Anionenausstrom aus den Sinneszellen
zusammensetzt (Kleene, 2008). AnschlieBend erfolgt die Rickkehr zum Ausgangspotential
der Zellmembran (Repolarisation). Daraus folgt, dass bekannte Liganden der V1R- und
V2R-VSNs, nicht jedoch die S1-Perfusionslésung (Kontrolle), eindeutige Elektrovomeronaso-
gramme ausldsen. Quantifiziert wurden die EVGs anhand der durch Stimulation maximal
ausgelosten Negativamplitude zur Grundlinie (siehe Abbildung 13 A rote Markierung).
Original-Elektrovomeronasogramme und ein Balkendiagramm mit den jeweiligen

Mittelwerten sind in Abbildung 13 dargestellt.
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4.3 Experimente in der konditionellen Gay-Knockout-

Mauslinie

4.3.1 Das G-Protein Ga, ist essentiell fur die elektrische Aktivierbarkeit von

vomeronasalen V2R-Sinneszellen

VSNs exprimieren G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der V1R-, V2R- und mFpr-rs-
Genfamilie. Neben den von apikalen und basalen VSNs quantitativ am meisten
koexprimierten G-Proteinen Ga;, respektive Ga, werden weitere G-Protein-Subfamilien wie
Gagi: und Gas im VNO exprimiert (Berghard and Buck, 1996; Wekesa, 2003). G-Proteine
kénnen sich sehr promiskuitiv verhalten und mit verschiedenen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren interagieren (Kostenis et al.,, 2005). Die Funktion der unterschiedlichen
G-Proteine in der Signaltransduktionskaskade von VSNs ist bisher unbekannt. Eine
Mauslinie mit einer globalen Ga,-Deletion stand zwar bereits zur Verfiigung, der Phanotyp
zeichnete sich jedoch durch schwerwiegende neurologische Defizite aus (Jiang et al., 1998),
sodass Resultate einer Untersuchung des Vomeronasalorgans dieser Mause nur stark
begrenzt hatten interpretiert werden kdénnen. Entsprechend sind auch die Ergebnisse von
Norlin et al. (2003) nur begrenzt interpretierbar. Die Autoren analysierten den vomeronasalen
Phanotyp und das Verhalten einer Mauslinie mit einer globalen Gaj,-Deletion (Norlin et al.,
2003). Untersuchungen von Mauslinien mit Deletionen definierter G-Proteine - begrenzt auf
das olfaktorische System - sind bisher nicht durchgefihrt worden, vor allem weil
entsprechende Tiere nicht zur Verfligung standen.

Eine Mauslinie mit einer isolierten Deletion von Ga, (cGao"' - konditioneller Ga,-Knockout) im
olfaktorischen System ermdoglichte deshalb erstmals die Entschlisselung der Funktion eines
G-Proteins in vomeronasalen Sinneszellen (VSNSs).

Falls Ga, eine Rolle bei der Signaltransduktion von VSNs spielt, dann sollte sich die
elektrische Aktivierbarkeit dieser Ga,-VSNs durch Deletion von Ga, verandern. Zu erwarten
ware ein reduziertes Summationspotential und damit eine Reduktion der Maximalamplitude

der EVGs, sofern kein anderer Mechanismus diesen Verlust kompensiert und das
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ausgeschaltete G-Protein keine inhibitorische Funktion bei der elektrischen Aktivierung
besitzt.

Um festzustellen, ob die Deletion des G-Proteins Ga, die Signaltransduktion von VSNs
beeinflusst, wurden VIR- und V2R-VSNs in cGa,” mit den bekannten V1R-Liganden
2-Heptanon und Isobutylamin respektive V2R-Liganden ESP1, MUP25, SYFPEITHI

stimuliert.

Wahrend die V1R-Liganden in der cGa,” robuste Feldpotentiale auslésten, waren die
Antworten auf die V2R-Liganden in der cGa,” drastisch reduziert beziehungsweise

abwesend (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Lokal abgeleitete Potentialanderungen (EVGs) in B6-Wildtyp und Gag-
Knockout. 500 ms Stimulusdauer, Applikation von SYFPEITHI (10" M), ESP1 (107 M),
MUP25 (107 M), 2-Heptanon (107 M) und Isobutylamin (107 M). Ga, ist essentiell fiir die
Aktivierung von V2R-Sinneszellen durch V2R-Liganden.

Da die konditionelle Knockoutmauslinie durch Verpaarung aus Ga,”™ mit OMP-cre
produziert wurde, stellt insbesondere die Ga,“™Mauslinie die molekulargenetisch korrekte
Kontrolle zur cGa,”-Knockoutmauslinie dar (siehe auch 3.3.1). Daher wurde die

Kontrollmauslinie Ga,”™ ebenfalls mit den V1R- und V2R-Liganden stimuliert. Sowohl V1R-
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als auch V2R-Liganden waren in der Lage, deutliche Potentialanderungen zu evozieren.
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HB6 82,6 79 40,3 49 69,1
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B GaoKO 2,1 8,8 46 46,5 62,3
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W GaoKO p s 3 2,3 43 5,6
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Abbildung 15: Mittelwert (M), Standardfehler (SF) und Anzahl (N) der Maximalamplituden:
VIR- und V2R-Liganden gemessen in B6, Ga,”™ & cGa,”. 500 ms Stimulusdauer,
Applikation von SYFPEITHI (10" M), ESP1 (107 M), MUP25 (10" M), 2-Heptanon (107 M)
und Isobutylamin (107 M). Ga, ist essentiell fiir die Aktivierung von V2R-Sinneszellen durch
V2R-Liganden. LSD: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; ns = nicht signifikant.

x/fx

Die EVGs der Kontrollmauslinie Ga,”" glichen denen der Wildtypmauslinie B6 aus 3.1.1

(LSD: p = 0,10 — 0,87). Die elektrophysiologische Ubereinstimmung der induzierten

Feldpotentiale in diesen beiden Mauslinien (Ga,™™

und B6) ist insofern von besonderer
Relevanz, da die Wildtypmauslinie B6 nun ebenfalls — unter Beriicksichtigung der
genetischen Unterschiede — als Referenzmauslinie der Knockoutmauslinie in Betracht

gezogen werden kann. Dieses ist fur die Beurteilung des Verhaltensphanotyps von

Bedeutung, auf den in der Diskussion genauer eingegangen wird (siehe 4.3). Da im
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Gegensatz zur Ga,™™ und B6 in der cGa,”-Mauslinie nahezu keine Feldpotentiale mehr mit
V2R-Liganden induziert werden konnten (siehe Abbildung 15), ist das G-Protein Ga,
essentiell fur die Signaltransduktion von V2R-VSNs. Die Stimulierung der V1R-VSNs via
2-Heptanon und Isobutylamin zeigte in cGa,” die gleichen starken Potentialdanderungen wie

in Ga, ™™

und B6 (LSD: p = 0,10 — 0,96), sodass — Ubereinstimmend mit der Nicht-Expression
von Ga, in VIR/ Gaj,-VSNs — diese apikal lokalisierten VSNs von der Ga,-Deletion
unbeeinflusst bleiben. In Abbildung 15 sind die Mittelwerte mit Standardfehler der
Maximalamplituden der finf applizierten Liganden fir die Wildtypmauslinie BS6,

fx/fx

Kontrollmauslinie Ga,™™ und Knockoutmauslinie cGa,” dargestellt.

Der V2R-Ligand MUP25 ist als Pheromon in der Lage, aggressives Verhalten in Mannchen
und laktierenden Weibchen zu induzieren. Da das G-Protein Ga, essentiell fir die
Signaltransduktion von V2R-VSNs ist, entsteht die Frage, welche Auswirkungen diese
elektrophysiologischen EinbuRen fir den Verhaltensphanotyp haben, und inwiefern der
elektrophysiologische Phanotyp den Verhaltensphanotyp bedingt. Dieser Aspekt wurde von
Chamero et al. (2011) untersucht (Chamero et al., 2011) und wird in Zusammenschau mit

den hier dargestellten Ergebnissen in Kapitel 4.3 diskutiert.
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4.3.2 Agonisten der humanen Formyl-Peptid-Rezeptoren aktivieren auch

vomeronasale Sinneszellen

Die Entdeckung einer dritten Rezeptorfamilie im VNO, der m-Formyl-Peptid-Rezeptor-Familie
(mFprs-rs), reprasentiert nicht nur eine Zunahme der Rezeptorvielfalt, sondern erweitert
hochst wahrscheinlich auch das Ligandenspektrum des akzessorischen olfaktorischen
Systems. FPRs werden vor allem von Immunzellen exprimiert. Sie sind benannt nach den
formylierten Peptiden, die als prototypische Agonisten dieser Rezeptoren fungieren. F-MLF,
CRAMP, uPAR und Lipoxin A4 sind als Liganden der humanen Formyl-Peptid-Rezeptoren in
der Literatur beschrieben und konnten durch konfokale Kalziummikroskopie auch als
Agonisten der mFpr-rs-Rezeptoren im VNO bestimmt werden (Riviere et al., 2009). Die
in vivo Funktion der mFprs-rs und das Ligandenspektrum dieser mFpr-rs-Rezeptoren sind
weiterhin unbekannt. Auch ist bisher nicht bekannt, inwiefern V1R- oder V2R-VSNs ebenfalls
an der Detektion von formylierten Peptiden respektive an der Detektion von hFPR-

aktivierenden Molekilen beteiligt sind.
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Abbildung 16: A) Lokal abgeleitete Potentialanderungen (EVGs) in B6-Wildtyp. 500 ms
Stimulusdauer, Applikation von Si-Kontrolle, f-MLF (107 M), f-MFFINTLTL (107 M),
f-MFFINILTL (10" M). B) Quantifizierung der EVGs anhand der evozierten
Maximalamplituden, Mittelwerte als Saulendiagramm. Anzahl und Standardfehler in
Abbildung 18.
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Um zu untersuchen, ob weitere Agonisten der humanen Formyl-Peptid-Rezeptoren (hFPRS)
in der Lage sind das VNO elektrisch zu aktivieren, wurde das VNO der Wildtypmauslinie B6
mit funf hFPR-aktivierenden Peptiden stimuliert. Die Applikation der hFPR-aktivierenden
Peptide f-MLF, f-MFINRWLFS, f-MFFINILTL, f-MFFINTLTL und W-Peptid konnte robuste
Elektrovomeronasogramme hervorrufen (siehe Abbildung 16).

Damit kbnnen diese Peptide, die als Aktivatoren der humanen Formyl-Peptid-Rezeptoren
fungieren, auch VSNs aktivieren. Offen ist, welche Rezeptoren und welche G-Proteine an
der Transduktion dieser Stoffe beteiligt sind, und ob die Erkennung dieser Molekille eine
in vivo Funktion besitzt. Original-Elektrovomeronasogramme und die Mittelwerte der

Maximalamplituden der funf applizierten Liganden sind in Abbildung 16 dargestellt.

4.3.3 Einige Agonisten der humanen Formyl-Peptid-Rezeptoren aktivieren

ausschlieBlich Ga,-exprimierende vomeronasale Sinneszellen

VSNs reagieren auf Stimulation mit hFPR-aktivierenden Peptiden mit robusten
Feldpotentialen. Welche Rezeptoren und welche G-Proteine an der Transduktion dieser
Peptide beteiligt sind, ist noch unbekannt. Mit der cGa,”-Mauslinie konnte die Funktion von
Ga, in V2R-VSNs bestimmt werden (siehe 4.3.1). Diese Mauslinie ist ebenfalls geeignet, um
die Funktion von Ga, bei der Signaltransduktion hFPR-aktivierender Peptide zu
entschlisseln. Sie kann Aufschluss dariber geben, ob Ga, essentiell fiur die
Signaltransduktion ist, oder ob andere G-Proteine wie beispielsweise Gai,, Gag11 oder Gas
fur die Signaltransduktion von Bedeutung sein missen.

Falls Ga, eine Rolle bei der Signaltransduktion dieser Liganden spielt, dann sollte sich die
elektrische Aktivierbarkeit dieser Ga,-VSNs durch Deletion von Ga, verandern. Zu erwarten
ware ein reduziertes Summationspotential und damit eine Reduktion der Maximalamplitude
der EVGs, sofern kein anderer Mechanismus diesen Verlust kompensiert und das
ausgeschaltete G-Protein keine inhibitorische Funktion bei der elektrischen Aktivierung
besitzt.
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Um festzustellen, ob die Deletion des G-Proteins Ga, die elektrische Aktivierbarkeit von
VSNs durch hFPR-aktivierende Liganden beeinflusst, wurden cGa,” mit den fiinf hFPR-

aktivierenden Peptiden f-MLF, f-MFINRWLFS, f-MFFINILTL, f-MFFINTLTL und W-Peptid

stimuliert.
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Abbildung 17: Lokal abgeleitete Potentialanderungen (EVGs) in B6-Wildtyp und
Ga,-Knockout. 500 ms Stimulusdauer, Applikation von f-MLF (107 M), f-MFFINTLTL (107 M)
und -MFFINILTL (107 M). Ga, ist essentiell fiir die Signaltransduktion von f-MFFINTLTL und
f-MFFINILTL.

Mit -MLF, -MFINRWLFS und W-Peptid losten drei der funf applizierten Liganden robuste
Feldpotentiale in cGa,” aus. Sowohl f-MFFINILTL als auch f-MFFINTLTL konnten hingegen
nur sehr geringe oder gar keine Potentialanderungen in cGa,” auslésen (siehe

Abbildung 17). In der Kontrollmauslinie Ga,™™

wiederum losten alle funf applizierten
Liganden, also auch f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL, eindeutige Potentialanderungen aus
(sieche Abbildung 18). Dass die Vomeronasalneurone der cGa,” nahezu nicht mehr durch
f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL aktiviert werden konnten, demonstriert, dass Ga, essentiell
fur die Signaltransduktion dieser beiden Peptide ist. Unbekannt ist jedoch noch, welche
Rezeptoren an der Ga,-abhéngigen Transduktion beteiligt sind. Sowohl die V2R- als auch

die mFpr-rs1-VSNs stellen potentielle Rezeptorneurone dar, da beide Rezeptorfamilien Ga,

koexprimieren.
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60 -

HB6
W Gaofx/fx
W GaoKO

maximale Potentialanderung in pV

f-MLF f-MFFINTLTL | f-MFFINILTL |f-MFINRWLFS| W-Peptid

HB6 35,8 321 30,8 48,1 50,9

M M Gaofx/fx 46,3 45 49,8 451 43,2
W GaoKO 29,9 1 | 24 26,6 32

HB6 57 5 42 46 74

SF W Gaofx/fx 6,9 3 8,9 6,5 123
W GaoKO 7 3,2 1,6 6,9 49

HB6 13 11 18 22 11

N W Gaofx/fx 8 3 10 17 12
W GaoKO 12 I 15 I 11 12 13

Abbildung 18: Mittelwert (M), Standardfehler (SF) und Anzahl (N) der Maximalamplituden:
hFPR-aktivierende Peptide gemessen in B6, Ga,™™ & cGa,”. 500 ms Stimulusdauer,
Applikation von f-MLF (107 M), f-MFFINTLTL (107 M), f-MFFINILTL (107 M), -MFINRWLFS
(107 M) und W-Peptid (10° M). Ga, ist essentiell fir die Signaltransduktion von
f-MFFINTLTL und f-MFFINILTL. LSD: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; ns = nicht
signifikant.

Die robusten EVGs von f-MLF, f-MFINRWLFS, f-MFFINILTL, f-MFFINTLTL und W-Peptid in
Ga,™™ und B6 gleichen sich (LSD: p = 0,08 — 0,683), sodass der elekrophysiologische
Phéanotyp der Kontrolimauslinie mit dem der Wildtypmauslinie Gbereinstimmt.

Die Feldpotentiale von f-MLF waren in Wildtyp, Knockout und Kontrollmauslinie statistisch
nicht verschieden (LSD: p = 0,06 — 0,43). Wéhrend sich fur -MFINRWLFS und W-Peptid in
cGa,”"-Knockout und Ga,”™-Kontrollmauslinie ebenfalls keine statistischen Unterschiede
zeigen (LSD: p = 0,32 respektive p = 0,22), sind die Mittelwerte der Maximalamplituden von
f-MFINRWLFS und W-Peptid in B6 gegeniiber cGa,” statistisch unterschiedlich. Der

Mittelwert von f-MFINRWLFS in cGa,” mit 26,64 pV (SEM = 6,92 pV; n = 12) entspricht
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ungefahr 55% des Mittelwertes von B6 (48,12 + 4,56 uV; n = 22; LSD: p < 0,01). Der
Mittelwert von W-Peptid in cGa,” mit 32,04 pV (SEM = 4,89 pV; n = 13) entspricht ungefahr
63% des Mittelwertes von B6 (50,90 puV = 7,44 puV; n = 11; LSD: p = < 0,05). Insgesamt
weisen die robusten Feldpotentiale von f-MLF, f-MFINRWLFS und W-Peptid in cGaO"‘ darauf
hin, dass diese drei Peptide in der Knockoutmauslinie transduziert werden. Dass sich die

™ sehr ghnlich sind und

Maximalamplituden in Knockoutmauslinie und Kontrollmauslinie Ga,
sich statistisch nicht signifikant unterscheiden, zeigt deutlich, dass Ga, nicht essentiell fir die
Signaltransduktion von f-MLF, f-MFINRWLFS und W-Peptid ist. Dass trotz kraftiger
Potentialanderungen dennoch statistisch signifikante Unterschiede fur f-MFINRWLFS und

W-Peptid zwischen Knockout- und Wildtypmauslinie B6 bestehen, kénnte entweder

genetisch bedingt oder Experiment-bedingt sein:

(1) Zwischen Knockoutmauslinie cGa,” und Kontrollmauslinie Ga, ™

gibt es bis auf die
Deletion der Exons 5 und 6 im Gnaol-Gen (siehe 3.3.1) und der heterozygoten respektive
homozygoten Expression von OMP und cre keine genetischen Unterschiede. Die Mauslinie
C57BI/6, welche eine urspriingliche Wildtypmauslinie darstellt, die seit den 1920er Jahren in
Laboren inziichtig verpaart wird und kommerziell erwerblich ist, unterscheidet sich genetisch
sehr viel starker von der Knockoutmauslinie als die entsprechende Kontrollmauslinie. Das
liegt daran, das die Knockout- und die gefloxte Kontrolimauslinie aus genetischen
Mischhintergriinden verpaart wurden, um die beabsichtigte genetische Verdnderung in das
Genom zu bringen. Daraus resultieren genetische Unterschiede in anderen Bereichen, die
ursachlich fir geringe nicht Ubereinstimmende Expressionen von Rezeptorneuronen,

Signaltransduktions- und/oder Zell-Homoostase-Moleklilen im Vomeronasalorgan sein

kénnten und damit die Signifikanzen begrinden kdonnten.

(2) Ebenso wahrscheinlich sind Experiment-bedingte Ursachen: Die induzierten
Summationspotentiale sind abhangig von der Anzahl der vitalen Neurone, welche den
Rezeptor fur den applizierten Stimulus exprimieren. Aulerdem ist die Lage der

Ableitelektrode zu den erfolgreich stimulierten Rezeptorneuronen von auf3erordentlicher
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Wichtigkeit fur die Maximalamplituden der abgeleiteten EVGs. Die Maximalamplitude der
induzierten Potentialanderung stellt die einzige valide Methode der EVG-Quantifikation dar.
Sowohl Praparations-bedingte Ursachen, die Lage der Stimulationspipette zum
Sinnesepithel als auch die biologische Variabilitdt der Rezeptorneuron-Expression im VNO
kénnen diese Mittelwert-Schwankungen hinreichend erklaren.

Wahrend der Experimente bestétigten Negativ-Kontrollen (S1-Lésung) und Positiv-Kontrollen
(Potentialanderungen ausgelést durch andere Liganden), dass die Versuche Kkorrekt
ablaufen. Dass die Maximalamplituden sich dennoch geringfligig, aber statistisch signifikant
unterschieden, kann daher als Experiment-bedingt interpretiert werden. Weitere Experimente

zur Erhdéhung der Anzahl der Messungen kénnen hier weiteren Aufschluss geben.

4.3.4 Der volatile Duftstoff Isoamylamin wird von vomeronasalen Sinneszellen

detektiert und Ga,-unabhangig transduziert

Die vomeronasalen Sinneszellen kdnnen ein weites Spektrum volatiler Duftstoffe detektieren.
Leinders-Zufall et al. (2000) und Del Punta et al. (2002) zeigten, dass beispielsweise
2-Heptanon, Isobutylamin und n-Pentylacetat robuste Elektrovomeronasogramme ausldsen
(Leinders-Zufall et al., 2000; Del Punta et al., 2002). V1Rb2 und V1R-Cluster Deletionen
bestatigten, dass V1R-VSNs die transduzierende Rezeptorneuron-Population im VNO
darstellt (Boschat et al., 2002; Del Punta et al., 2002).

Der VI1R-Ligand Isobutylamin (C4Hi3N) ist strukturell eng mit Isoamylamin (auch
Isopentylamin CsH3N) verwandt (siehe Abbildung 19 chemische Strukturen). Beide volatilen
Amine waren in Verhaltensexperimenten in der Lage, die Pubertat von Weibchen zu
beschleunigen (Nishimura et al., 1989). Wéahrend Isobutylamin von VNO erkannt wird, zeigte
eine Studie bisher, dass Isoamylamin vom mTAAR3-Rezeptor im hauptolfaktorischen Epithel
erkannt werden kann (Liberles and Buck, 2006).

Ob Isoamylamin auch von Sinneszellen im VNO erkannt wird, war bisher nicht untersucht.
Um festzustellen, ob dieser Ligand VSNs elektrisch aktivieren kann, wurde das VNO von
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Wildtypmausen (B6) mit Isoamylamin stimuliert. Isoamylamin-Applikation konnte kraftige
Feldpotentiale auslésen. AnschlieRend wurde Isoamylamin auch in cGa,” und Ga,™™
appliziert, um zu untersuchen, ob das G-Protein Ga, an der Signaltransduktion von
Isoamylamin beteiligt ist. In allen drei Mauslinien evozierte Isoamylamin wie sein
Strukturderivat Isobutylamin charakteristische, nahezu gleichgrof3e Potentialdnderungen
(siehe Abbildung 19; LSD: Isoamylamin p = 0,287 — 0,503; Isobutylamin p = 0,481 — 0,942).
Daraus folgt, dass die Signaltransduktion von Isoamylamin Ga,-unabhéngig verlauft und
damit héchstwahrscheinlich wie Isobutylamin Gber die apikalen V1R/Gai2-VSNs transduziert

wird.

Isobutylamin Isoamylamin

H3C CHs;
Y\NHE G /J\/\NH

2
CHs
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_ns —D— s ——
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Abbildung 19: Chemische Struktur Isobutylamin und Isoamylamin. Saulendiagramm mit
Mittelwerten + Standardfehler aus Stimulation mit Isobutylamin und Isoamylamin in B6,
Ga,”™ und cGa,”. LSD: ns = nicht signifikant. Pro Genotyp Anzahl = 3.
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4.4 Experimente in der H2Mv-Knockoutmauslinie

4.4.1 Einleitung

Die basal lokalisierten Sinneszellen im VNO exprimieren V2R/Ga,, wohingegen die apikal
lokalisierten vomeronasalen Sinneszellen V1R/Ga;, exprimieren. Etwa die Hélfte der basalen
V2R/Ga,-VSNs koexprimieren eine weitere Multigenfamilie, die H2Mv-Familie. H2Mv kodiert
fr neun nicht klassische MHC-Molekule der Klasse Ib und bestimmte Kombinationen dieser
Molektle werden mit V2R als Multirezeptorkomplex auf den dendritischen Verdichtungen von
V2R/Ga/H2Mv*-VSNs exprimiert. Die Soma dieser VSNs sind vor allem im unteren Drittel
des vomeronasalen Sinnesepithels lokalisiert. Anhand der anatomischen Lokalisation von
H2Mv-exprimierenden VSNs kann die basale Sinneszellschicht weiter unterteilt werden. Aus
der klassischen Zweiteilung entsteht eine Dreiteilung mit von apikal nach basal folgender
Schichtung: V1R/Gap,-VSNs, V2R/Ga,/H2Mv™-VSNs und V2R/Ga,/H2Mv*-VSNs. Die
Funktion von H2Mv im VNO war bisher nur wenig untersucht. Ergebnisse aus in vitro
Experimenten mit Uberexpression von H2Mv-Genen lieRen eine Rolle bei der
Oberflachenexpression vermuten (Dey and Matsunami, 2011; Loconto et al., 2003). Diese
Annahme l&asst sich jedoch nicht auf alle V2R-VSNs verallgemeinern, da nur etwa 50% der
V2R-VSNs H2Mv exprimieren. Eine weitere Hypothese involvierte H2Mv als Rezeptor bei
der Ligandenerkennung, insbesondere von MHC-Peptiden. Diese Hypothese konnte jedoch
zumindest fir MHC-Peptide ausgeschlossen werden, da der V2R1b-Rezeptor, der von
Ga/H2Mv-negativen VSNs exprimiert wird, das MHC-Peptid SYFPEITHI hochsensitiv
erkennen kann. Die Untersuchung der in vivo Funktion von H2Mv war bisher nicht moglich,

da eine entsprechende Mauslinie nicht existierte.
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4.4.2 H2Mv fungiert nicht als Rezeptor fur V2R-Liganden

Durch Kollaboration mit der molekulargenetischen Arbeitsgruppe von Peter Mombaerts (MPI
Frankfurt) konnte die in vivo Funktion von H2Mv im akzessorischen olfaktorischen System
untersucht werden. Mombaerts produzierte eine Mauslinie mit einer homozygoten Deletion
des H2Mv-Genclusters (AH2Mv-Mauslinie) und stellte diese mit der korrespondieren
Kontrollmauslinie 129/Sv zur physiologischen Charakterisierung zur Verfigung.

Falls H2Mv in den Mechanismus der Signaltransduktion und damit in die physiologische
Aktivierbarkeit von VSNs involviert ware, dann sollte sich die elektrische Aktivierbarkeit der
VSNSs durch Deletion der H2Mv-Molekiile verandern.

Um festzustellen, ob die H2Mv-Deletion die Signaltransduktion von VSNs beeinflusst,
wurden V1R- und V2R-VSNs in AH2Mv mit den bekannten V1R-Liganden 2-Heptanon und
Isoamylamin respektive V2R-Liganden ESP1, MUP25, SYFPEITHI und SEIDLILGY

stimuliert und mit den EVGs der korrespondierenden Kontrollmauslinie 129/Sv verglichen.

Jeder der sechs applizierten Liganden loste kraftige Potentialanderungen in der
Kontrollimauslinie 129/Sv aus. Wahrend die V1R-Liganden 2-Heptanon und Isoamylamin in
der AH2Mv ebenfalls robuste Feldpotentiale auslosten (LSD: p = 0,61 respektive 0,78),
waren die Antworten auf SEIDLILGY, ESP1 und rMUP25 in der AH2Mv gegenuber der
129/Sv drastisch reduziert (ANOVA: F; 178 = 23.22, p < 0,0001). Die Maximalamplitude der
durch rMUP25 ausgeldsten Feldpontentiale war in der AH2Mv wesentlich kleiner als in der
129/Sv, aber dennoch schwach auslosbar (LSD: p < 0,05). Ahnlich verhielten sich die
Maximalamplituden fir ESP1 und SEIDLILGY (LSD: p < 0,01).

Der V2R-Ligand SYFPEITHI zeigte bei einer fiur MHC-Peptide hohen, vermutlich geséttigten
Konzentration von 10™ M sowohl in 129/Sv-Kontrollmdusen als auch AH2Mv Mausen
robuste Feldpotentiale (LSD: p = 0,13) (siehe Abbildung 20).

Da die Maximalamplituden von SEIDLILGY, ESP1 und rMUP25 sich zwar erheblich
reduziert, aber dennoch auslosbar zeigten, kann ausgeschlossen werden, dass die H2Mv-

Expression allein der essentielle Faktor fur die Detektion dieser V2R-Liganden ist.
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2-Heptanon  Isoamylamin | SEIDLILGY SYFPEITHI ESP1 rMUP25
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Abbildung 20: Mittelwert (M), Standardfehler (SF) und Anzahl (N) der Maximalamplituden:
V1R- und V2R-Liganden gemessen in 129/Sv-Wildtyp und AH2Mv-Knockout. 500 ms
Stimulusdauer, Applikation von Heptanon (107 M), Isoamylamin (10”7 M), SEIDLILGY (10
M), SYFPEITHI (10" M), ESP1 (3*10° M), rMUP25 (10® M). LSD: * p < 0,05; ** p < 0,001;
*** p < 0,0001; ns = nicht signifikant. Antworten mehrerer V2R-Liganden reduziert in AH2Mv
gegenuber 129/Sv. Nur der V2R-Ligand SYFPEITHI bei einer gesattigten Konzentration zeigt
keine Reduktion in AH2Mv gegenlber 129/Sv, LSD: p = 0,13. Die Antworten auf V1R-
Liganden zeigen sich in AH2Mv gegenuber 129/Sv unverandert, LSD: p = 0,61 — 0,78).

Die nicht klassischen MHC-Molekule der Klasse 1b im VNO fungieren daher nicht als direkter
Rezeptor fur diese V2R-Liganden. Diese Beobachtung erweitert die Entdeckung von
Leinders-Zufall et al. (2009), dass H2Mv nicht essentiell far die Erkennung von
MHC-Peptiden ist (Leinders-Zufall et al., 2009), da H2Mv aufgrund der hier dargestellten

Ergebnisse auch nicht essentiell fir die Erkennung von MUP25 oder ESP1 ist.
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4.4.3 H2Mv tragt zur ultrasensitiven Chemodetektion von V2R-VSNs bei

Die Oberflachenexpression von H2Mv, die Assoziation von H2Mv zum V2R-
Rezeptorkomplex und die zwar auslosbaren, aber schwachen Potentialanderungen waren
Grundlage fir die Hypothese, dass H2Mv eine Rolle als Modulator des V2R-

Rezeptorkomplexes spielen kdnnte.

Um festzustellen, ob H2Mv-defiziente Mause Uberhaupt in der Lage sind, kraftige
Feldpotentiale auszubilden, wurde das VNO von AH2Mv mit aufsteigenden Konzentrationen
von rMUP25, ESP1 und SEIDLILGY stimuliert und die Antworten von AH2Mv mit den EVGs
der Kontrollmauslinie 129/Sv verglichen. Abbildung 21 zeigt Elektrovomeronasogramme, die
durch sukzessive Erhéhung der Stimulusapplikation (hier rMUP25) von einer definierten
Stelle im VNO der entsprechenden Mauslinie abgeleitet worden sind. Wahrend in AH2Mv
Potentialdnderungen erst mit 10°® M rMUP25-Stimulation evoziert werden konnten, zeigte die
Kontrollmauslinie 129/Sv bereits elektrische Antworten bei Applikation von 10° M. Eine hohe
Konzentration von 3*10® M Iéste in beiden Mauslinien in etwa gleich groRe Feldpotentiale
aus (siehe Abbildung 21).

Auch die Stimulation mit erhdhten Konzentrationen von ESP1 und SEIDLILGY induzierte in
AH2Mv kréaftige Feldpotentiale, deren Maximalamplituden denen der Kontrollmauslinie
129/Sv entsprachen. Daraus folgt, dass die Expression von H2Mv in V2R-VSNs zur

ultrasensitiven Chemodetektion von V2R-VSNs beitragt.

Um das Ausmald der Sensitivitditsdnderung durch H2Mv-Deletion zu quantifizieren, wurden
Dosis-Wirkungs-Kurven fur rMUP25, ESP1 und SEIDLILGY in AH2Mv und 129/Sv erstelit.
Dafur wurden in n 2 3 Tieren aufsteigende Konzentrationen eines definierten Liganden an
einer definierten Stelle im VNO appliziert. Die gemessenen Antworten wurden auf die
maximal evozierbare Amplitude des benutzten Liganden an dieser definierten Stelle

normalisiert.
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Abbildung 21:. Konzentrationsabhangige Potentialanderungen evoziert durch rMUP25 in
129/Sv und AH2Mv.

Die SEIDLILGY-Schwellenkonzentration zur Aktivierung der VSNs in 129/Sv lag bei ungefahr
10 M. Ab einer Applikation von ungefahr 10" M wurden Maximalamplituden erreicht,
welche sich durch eine weitere Erhdhung der Stimuluskonzentration nicht wesentlich
vergroRern lieRen. In der AH2Mv hingegen I6ste die Applikation von SEIDLILGY in einer
Konzentration von 10™? M lediglich sehr kleine Feldpotentiale aus. Durch Erhéhung der
Stimuluskonzentration jedoch konnten ebenfalls robuste Feldpotentiale in der AH2Mv
ausgeldst werden. Applikation von SEIDLILGY in einer Konzentration von 10™** M fiihrte in
AH2Mv zu gleich groRen Feldpotentialen, wie es 10™ M SEIDLILGY in 129/Sv auslésen
konnte. Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden mittels Hill-Gleichung und Levenberg-
Marquardt-Algorithmus an die gemessenen Mittelwerte und Standardfehler der
Potentialanderungen angepasst (x* Test: p = 0,96 — 0,99) (siehe 3.12 Dosis-Wirkungs-
Kurven). Der Hill-Koeffizient in AH2Mv war im Vergleich zu 129/Sv nahezu unverandert (Hill-
Koeffizient mit Standardabweichung: 129/Sv = 2,259 + 0,33 und AH2Mv = 2,51 + 0,572,
Berechnung nach 3.13 Statistik und Mathematik).

Der direkte Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven von AH2Mv und 129/Sv fir SEIDLILGY
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zeigte eine parallele Rechtsverschiebung (siehe Abbildung 22 A).
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Abbildung 22: A) bis C) Dosis-Wirkungskurven konstruiert aus den Maximalamplituden der
EVGs in 129/Sv und AH2Mv (pro Konzentration = 3 Messungen) fur A) SEIDLILGY, B) ESP1
und C) rMUP25. Die Antworten eines Liganden mit verschiedenen Konzentrationen wurden
an einer definierten Stelle evoziert und auf die Maximalantwort dieses Liganden an der
definierten Stelle normalisiert. lllustriert sind die Mittelwerte + Standardfehler. Die Dosis-
Wirkungskurven wurden angepasst an die Hill-Gleichung in Kombination mit einem iterativen
(nicht-linearen) Levenberg-Marquardt-Algorithmus (x2-Test p = 0,96 — 0,99). Gestrichelte
Kurve 129/Sv, kontinuierliche Kurve AH2Mv. ECs-Werte fur 129/Sv und AH2Mv entsprechen
jeweils: SEIDLILGY 1,4 + 0,1*10" M und 2,3 + 0,2*10™ M; ESP1 9,9 + 0,7*10™ M und 7,4
+0,7*10° M; rMUP25 1,1 + 0,1*10° M und 1 + 0,6*10°® M. LSD: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***p
< 0,0001. D) ECs-Quotient aus ECsy, (AH2MV/129Sv) quantifiziert die parallele
Rechtsverschiebung der Sensitivitdt von AH2Mv-gegenuber 129/Sv fur SYFPEITHI, ESP1
und rMUP aus A) — C).
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Damit sind Schwellenkonzentration und ECso-Konzentration in der AH2Mv gegentber der
129/Sv um den gleichen Faktor erhoht. Quantifiziert werden kann dieser Faktor anhand des
ECs0-Quotienten von AH2Mv zu 129/Sv (SEIDLILGY ECsq fur AH2Mv respektive 129/Sv: 2,3
+ 0,2*10™ M und 1,4 + 0,1*10*® M). Daraus lasst sich eine ungefahre Rechtsverschiebung
um den Faktor 16 errechnen (siehe Abbildung 22 D). Dieses bedeutet eine 16-fache
reduzierte Sensitivitat der V2R-VSNs fir SEIDLILGY durch die Deletion von H2Mv.

Die Dosis-Wirkungs-Kurven fir die V2R-Liganden ESP1 und rMUP25 wurden in analoger
Weise erstellt und analysiert (siehe Abbildung 22 B respektive Abbildung 22 C). Es zeigten
sich ebenfalls nahezu unveréanderte Hill-Koeffizienten zwischen AH2Mv und 129/Sv fur ESP1
und rMUP25 (ESP1 Hill-Koeffizient mit Standardabweichung: 129/Sv = 1,892 + 0,404 und
AH2Mv = 1,834 £ 0,278; rMUP25 Hill-Koeffizient mit Standardabweichung: 129/Sv = 2,68 +
1,06 und AH2Mv = 24 £ 0,98). Die AH2Mv-Konzentrationskurven — und damit
Schwellenkonzentration und ECsy-Konzentration — sind um den Faktor 8 und Faktor 10 fiir
ESP1 respektive rMUP25 nach rechts verschoben (ESP1 ECs, fir AH2Mv und 129/Sv: 7,4 +
0,7*10° M respektive 9,9 + 0,7*10"° M; rMUP25 ECs, fiir AH2Mv und 129/Sv: 1,0 + 0,6*10®
M respektive 1,1 + 0,1*10° M).

Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven erlaubte die Quantifizierung der Sensitivitats-
Modulation durch H2Mv. Durch den Verlust von H2Mv reduziert sich die Sensitivitat fur V2R-
Liganden um das 8- bis 16-fache (siehe Abbildung 22 D), wobei eine Erhdéhung der
Stimuluskonzentration dennoch die gleichen maximalen Antworten evozieren kann, die auch

in Kontrollmausen hervorgerufen werden.

Die V2R-Liganden rMUP25 und ESP1 sind wichtige Botenstoffe in der chemischen
Kommunikation. Beide sind in der Lage, spezifische Verhaltensmuster in der Maus zu
stimulieren. Wahrend rMUP25 Aggressionsverhalten in Mannchen und laktierenden
Weibchen induziert (Chamero et al.,, 2007, 2011), ist ESP1 als Stimulator des weiblichen
Lordose-Verhaltens beschrieben worden, welches die Kopulation vereinfacht (Haga et al.,
2010). Da die Sensitivitat fur beide Liganden in AH2Mv reduziert ist, stellt sich die Frage, ob

auch der Verhaltensphanotyp in dieser Mauslinie verandert ist. Sollten Aggressions- und
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Lordoseverhalten tatsachlich reduziert sein, wirde anschlieRend die Fragestellung
aufkommen, ob eine Erhdhung der Stimuluskonzentration das physiologische Verhalten
wieder induzieren kann und somit der elektrische Phéanotyp den Verhaltensphanotyp bedingt.
Dieser Aspekt ist von Leinders-Zufall et al. untersucht worden (Leinders-Zufall et al., 2014)

und wird in Zusammenschau der hier prasentierten Ergebnisse in 4.4 diskutiert.
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4.4.4 Einige hFPR-aktivierende Peptide sind V2R-Liganden und H2Mv tragt zur

ultrasensitiven Chemodetektion dieser Peptide bei

Vomeronasale Sinneszellen sind in der Lage, die funf hFPR-aktivierenden Peptide f-MLF,
f-MFINRWLFS, f-MFFINILTL, f-MFFINTLTL und W-Peptid zu erkennen (siehe 4.3.2). Die
Signaltransduktion der mitochondrialen n-formylierten Peptide der NADH-Dehydrogenase 1
(ND1) f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL ist abhangig von Ga,, wahrend f-MLF, f-MFINRWLFS
und W-Peptid Ga,-unabhangig transduziert werden kénnen (siehe 4.3.3). Unbekannt ist,
welche Ga,-VSNs an der Detektion von f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL beteiligt sind.
Potentielle Rezeptorneuron-Populationen stellen die Ga,-exprimierenden V2R-VSNs und die
mFpr-rs1-VSNs dar. Mit der AH2Mv-Mauslinie steht eine gentechnisch veranderte Mauslinie
zur Verfliigung, deren V2R-VSNs eine reduzierte Sensitivitdt besitzen (siehe 4.4.3). H2Mv
wird von einigen V2R-VSNs koexprimiert (Ishii et al., 2003).

Falls H2Mv entscheidend in den Mechanismus der Signaltransduktion von hFPR-
aktivierenden Peptiden involviert wéare, dann sollte die elektrische Aktivierbarkeit der VSNs

durch die hFPR-aktivierenden Peptide in der H2Mv-defizienten Mauslinie verandert sein.

Um festzustellen, ob die H2Mv-Deletion die elektrische Aktivierbarkeit von VSNs durch
hFPR-aktivierende Liganden beeinflusst, wurden AH2Mv mit den funf hFPR-aktivierenden
Peptiden f-MLF, f-MFINRWLFS, f-MFFINILTL, f-MFFINTLTL und W-Peptid stimuliert.

Die Ga,-unabhéngig transduzierten Peptide f-MLF, f-MFINRWLFS und W-Peptid Idsten in
AH2Mv kraftige Potentialanderungen aus, die den Antworten der Kontrollmauslinie 129/Sv
glichen (LSD: p = 0,25 — 0,94). Die beiden formylierten Peptide der mitochondrialen ND1
f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL hingegen konnten keine, allenfalls nur sehr schwache
Potentialanderungen hervorrufen (LSD:*** p < 0,0001) (siehe Abbildung 23). Daraus folgt,
dass H2Mv — zumindest bei der applizierten Konzentration von 107 M — essentiell fiir die
elektrische Aktivierbarkeit der VSNs in AH2Mv ist. Aus diesen Ergebnissen entstand die
Fragestellung, welche Funktion H2Mv bei der Detektion dieser beiden Peptide hat. Folgende
zwei Hypothesen waren denkbar:

97



Ergebnisse

ns *%k% *k%k ns ns
60 -
2 50 -
£
2 [
S i
§ |
=
T
£ 30 - T
g 129/Sv
[e]
o
© 20 - B AH2Mv
£
x
©
€ 10 -
0 i T
f-MLF f-MFFINTLTL | f-MFFINILTL |f-MFINRWLFS| W-Peptid
M 129/Sv 453 31,3 35,8 28,6 41,4
B AH2Mv 37,2 5,72 1 29,3 35
SE 129/Sv 7.4 3,7 49 3,7 6,2
N AH2Mv 6,2 3,2 1 2,1 9,2
N 129/Sv 20 20 16 12 16
W AH2My 15 21 12 8 6

Abbildung 23: Mittelwert (M), Standardfehler (SF) und Anzahl (N) der Maximalamplituden:
hFPR-aktivierende Peptide gemessen in 129/Sv-Wildtyp und AH2Mv-Knockout. 500 ms
Stimulusdauer, Applikation von f-MLF (107 M), f-MFFINTLTL (10" M), f-MFFINILTL (10" M),
f-MFINRWLFS (107 M) und W-Peptid (10°® M). LSD: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001;
ns = nicht signifikant.

(1) Die beiden Nonapeptide f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL &hneln MHC-Peptiden und
kénnten daher potentiell als V2R-Liganden fungieren. Da die Deletion von H2Mv die
Sensitivitat von V2R-VSNs reduziert, kénnte die jeweils applizierte Konzentration von 10”7 M
Zu niedrig sein, um die H2Mv-defizienten V2R-VSNs elektrisch zu aktivieren.

(2) H2Mv konnte als essentieller Rezeptor fir MHC-Peptide, ESP1 und rMUP25
ausgeschlossen werden, da trotz H2Mv Deletion robuste Feldpotentiale mit diesen Liganden
ausgelost werden konnen. Die den H2Mv verwandten nicht klassischen MHC-Molekiile
H2-M3 besitzen eine sehr hohe in vivo Affinitat fur formylierte Peptide und prasentieren

bakterielle und mitochondriale Peptide, unter anderem auch ND1-Peptide (siehe auch 2.3.7).

In diesem Zusammenhang wére eine Rezeptorfunktion von H2Mv fir f-Peptide vorstellbar.
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Sollte Hypothese (1) der Fall sein und f-MFFINILTL und f-MFFINTLTL als V2R-Liganden
fungieren, so sollte die Erhdohung der Stimuluskonzentration (wie fur die V2R-Liganden in
4.3.3) zur elektrischen Aktivierung der VSNs fihren.

Sollte hingegen Hypothese (2) zutreffen, und H2Mv als essentieller Rezeptor fur die
ND-1-Peptide fungieren, so wiuirde trotz Erhdéhung der Stimuluskonzentration keine
Potentialanderung in AH2Mv detektierbar sein.

Um festzustellen, welche der beiden Hypothesen zutrifft, wurde das VNO von AH2Mv mit
aufsteigenden Konzentrationen von f-MFFINTLTL stimuliert und die Antworten von AH2Mv
mit den EVGs der Kontrollmauslinie 129/Sv verglichen. Analog zu 4.3.3 wurden die

normalisierten Dosis-Wirkungs-Kurven errechnet.

Die f-MFFINTLTL-Schwellenkonzentration zur Aktivierung der VSNs in 129/Sv lag bei
ungefahr 3*10° M. Ab einer Applikation von ungefahr 107 M wurden Maximalamplituden
erreicht, welche sich durch weitere Erhéhung der Stimuluskonzentration nicht wesentlich
vergroRerte. Die Applikation von f-MFFINTLTL in einer Konzentration von 107 M konnte in
der AH2Mv jedoch nur sparliche respektive gar keine Feldpotentiale auslosen. Die Erhdhung
der Stimuluskonzentration auf ungefahr 3*10” M filhrte zur Auslésung von Feldpotentialen in
der AH2Mv. Applikation von f-MFFINTLTL in einer Konzentration von 10 M filhrte in AH2Mv
zu gleich groRen Feldpotentialen, wie sie in 129/Sv mit einer Konzentration von 107 M
ausgelost werden konnten. Der Hill-Koeffizient in AH2Mv war im Vergleich zu 129/Sv nahezu
unverandert (Hill-Koeffizient: 129/Sv = 2,37 £ 0,52 und AH2Mv = 2,034 + 0,236). Der direkte
Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven von AH2Mv und 129/Sv fur f-MFFINTLTL zeigte eine
parallele Rechtsverschiebung (siehe Abbildung 24 A).

Damit sind Schwellenkonzentration und ECso-Konzentration in der AH2Mv gegenuber der
129/Sv um den gleichen Faktor erhoht. Quantifiziert werden kann dieser Faktor anhand des
ECso-Quotienten von AH2Mv zu 129/Sv (f-MFFINTLTL ECs, fir AH2Mv respektive 129/Sv:
4,4 +0,3*10" M und 3,1 + 0,3*10°® M). Daraus lasst sich eine ungefahre Rechtsverschiebung
um den Faktor 14 errechnen (siehe Abbildung 24 B). Dieses bedeutet eine 14-fache

reduzierte Sensitivitdt der V2R-VSNSs fur f-MFFINTLTL durch die Deletion von H2Mv.
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A 129/Sv AH2Mv B
EC50AH2MVIECSO1293V

EC50 Quotient

normalisierte Antwort

10% 107 10% 10° f-MFFINTLTL
f-MFFINTLTL (M)

Abbildung 24: A) Dosis-Wirkungskurve konstruiert aus den Maximalamplituden der EVGs in
129/Sv und AH2Mv (pro Konzentration =2 3 Messungen) fur f-MFFINTLTL. Die Antworten mit
verschiedenen Konzentrationen wurden an einer definierten Stelle evoziert und auf die
Maximalantwort an der definierten Stelle normalisiert. lllustriert sind die Mittelwerte =+
Standardfehler. Die Dosis-Wirkungskurven wurden angepasst an die Hill-Gleichung in
Kombination mit einem iterativen (nicht-linearen) Levenberg-Marquardt-Algorithmus (x>-Test
p = 0,96 — 0,99). Gestrichelte Kurve 129/Sv, kontinuierliche Kurve AH2Mv. ECso-Werte flr
129/Sv und AH2Mv entsprechen jeweils 3,1 % 0,3*10® M und 4,4 + 0,3*107 M. LSD: * p <
0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,0001. B) ECs,-Quotient aus ECs, (AH2Mv/129Sv) quantifiziert die
parallele Rechtsverschiebung der Sensitivitat von AH2Mv-gegeniber 129/Sv  flr
f-MFFINTLTL aus A).

Dass die Erhohung der Stimuluskonzentration zur elektrischen Aktivierung der H2Mv
defizienten VNOs fihrt, bestatigt Hypothese (1) und widerlegt Hypothese (2). Da H2Mv nicht
essentiell fur die Erkennung des Peptides ist, kann H2Mv nicht als Rezeptor fir dieses
f-Peptid fungieren. Im Gegensatz dazu konnte f-MFFINTLTL als V2R-Ligand identifiziert
werden, der genau wie die V2R-Liganden ESP1, SEIDLILGY und rMUP25 weniger sensitiv

von V2R-VSNs erkannt wird, wenn H2Mv nicht exprimiert wird.
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5 Diskussion

Im Bereich der Pheromon-Kommunikation sind immer noch viele Fragen unbeantwortet.
Aufkommende Fragestellungen betreffen keineswegs nur einzelne, auf Olfaktorik
spezialisierte  Arbeitsgruppen, sondern binden Disziplinen wie Molekulargenetik,
Neurowissenschaften, Verhaltensbiologie und Immunologie. Im Zentrum der F&cher-
Ubergreifenden Diskussion der Pheromon-Kommunikation ,vom Gen zum Verhalten“ steht
die Signaltransduktion. Verschiedenste chemische Botenstoffe werden nach Bindung an ihre
Rezeptoren in ein elektrisches Signal umgewandelt und anschliel3end in héhere Zentren
fortgeleitet und integriert. Die Signaltransduktion des Vomeronasalorgans ist nicht nur auf
Grund der besonderen Rolle in der chemischen Kommunikation derzeit Gegenstand
intensiver Forschung, sondern auch wegen mannigfaltiger Schnittstellen zwischen den

Bereichen Neurowissenschaften und Immunologie, die sich in diesem Organ verbergen.

5.1 G-Proteine in der Signaltransduktion von

vomeronasalen Sinneszellen

5.1.1 Die Funktion von Ga, in vomeronasalen Sinneszellen

Einige Elemente der Signaltransduktionskaskade der vomeronasalen Sinneszellen (VSNSs)
sind bereits identifiziert worden und verschiedene, teils aufeinander aufbauende
Signaltransduktions-Modelle sind in der Diskussion (siehe 2.3.6 Signaltransduktion im AOS).
Das sensorische Epithel des Vomeronasalorgans (VNO) besteht aus mindestens zwei
Nervenzellschichten, die anhand der Expression von heterotrimeren G-Proteinen und

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren differenziert werden kénnen. Wahrend die apikalen,
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lumenwarts lokalisierten VSNs die V1-Rezeptorfamilie (V1R) und das G-Protein Gaj
exprimieren, wird von den basal gelegenen VSNs die V2-Rezeptorfamilie (V2R) und das
G-Protein Ga, exprimiert (Chamero et al., 2012). Innerhalb der basalen V2R/Ga,-
Nervenzellschicht kann eine weitere anatomische und zellulare Differenzierung
vorgenommen werden. Wéahrend die basalen VSNs des basalen Kompartiments eine weitere
Multigenfamilie, die H2Mv-Familie, koexprimieren, exprimieren die VSNs im apikalen Teil des
basalen Kompartiments diese Multigenfamilie nicht. H2Mv kodiert fur nicht klassische
MHC-Molekiile der Klasse Ib. Diese MHC-Molekiile werden als Multirezeptorkomplex mit
dem heterodimeren V2-Rezeptor auf den Dendriten von V2R/H2Mv'-VSNs exprimiert,
sodass aus der klassischen Zweiteilung der vomeronasalen Sinneszellschicht eine
Dreiteilung entsteht, mit von apikal nach basal folgender Schichtung: V1R/Gaj-VSNSs,
V2R/Ga/H2Mv'-VSNs und V2R/Ga,/H2Mv*-VSNs (Ishii and Mombaerts, 2008, 2011; Ishii et
al., 2003; Loconto et al., 2003). Die Funktion von H2Mv im VNO war bisher nur wenig
untersucht. Ergebnisse aus in vitro Experimenten mit Uberexpression von H2Mv Genen
lieRen eine Rolle bei der Oberflachenexpression vermuten (Loconto et al., 2003). Die in vivo
Funktion von H2Mv ist bisher unbekannt. Neben der V1R- und V2R-Rezeptorfamilie, werden
im VNO funf Formyl-Peptid-Rezeptoren, die mFpr-rs-Familie, exprimiert. Diese sind wie V1R
und V2R ebenfalls G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Gaj, wird von mFpr-rs3, -rs4, -rs6 und
-rs7 exprimierenden VSNs koexprimiert, Ga, hingegen von mFpr-rs1 exprimierenden VSNs
(Liberles et al., 2009; Riviére et al., 2009).

Neben den von apikalen und basalen VSNs quantitativ am meisten koexprimierten
G-Proteinen Gai, respektive Ga, werden weitere G-Protein-Subfamilien wie Gagq; und Gas
im VNO exprimiert (Berghard and Buck, 1996; Wekesa, 2003). G-Proteine kdénnen sich sehr
promiskuitiv  verhalten und mit verschiedenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
interagieren (Kostenis et al., 2005). Die Funktion der unterschiedlichen G-Proteine in der
Signaltransduktionskaskade von VSNs ist bisher unbekannt.

Fir Gagi: wird eine Beteiligung bei der Signaltransduktion von VSNs angenommen. Gag1

stellt ein Pertussistoxin (PTX) insensitives G-Protein dar, welches im Gegensatz zu Ga, und
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Ga;; durch PTX nicht ADP-ribosyliert — also inaktiviert — werden kann. Da trotz selektiver
Blockade von Ga, und Gaj, in VSNs durch PTX signifikante Konzentrationsanstiege des
second-messenger [IP; nach Urinstimulation detektiert wurden, scheint Gagi hierbei
involviert (Wekesa et al., 2003). Ein Gagi;-spezifischer Antikdrper konnte die Detektion der
V1R-Liganden 2-Heptanon und 2,5-DMP (siehe 1.2.2 Volatile Urin Duftstoffe) Dosis-
abhangig blockieren (Thompson et al., 2006). Aus den Verdffentlichungen von Wekesa et al.
(2003) und Thompson et al. (2006) lasst sich schlussfolgern, dass Gag:; an der
Signaltransduktion in V1R-VSNs-Liganden beteiligt ist. Inwiefern diese Beteiligung jedoch
physiologisch relevant ist, ist nicht untersucht worden. Eine Funktion von Gags, in der
Signaltransduktion von V2R-VSNs ist bisher ebenfalls ungeklart.

Eine andere Studie untersuchte eine Mauslinie mit einer globalen Deletion des G-Proteins
Gaj,. Neben einer zahlenmafligen Reduktion der apikalen VSNs auf ungeféahr 50%
verglichen mit Wildtypmausen, war auch die c-Fos-Immunoreaktivitat auf natirliche Stimuli
im akzessorischen olfaktorischen Bulbus (AOB) nicht mehr nachweisbar (Norlin et al., 2003).
C-Fos wird bei intakter Chemodetektion unmittelbar nach der Stimulation von VSNs in den
Mitral- und den Koérnerzellen des AOB exprimiert, und ist in diesem Kontext als
Aktivitdtsparameter des akzessorischen olfaktorischen Systems etabliert (Brennan et al.,
1992). Die globale Gaj-Deletion fihrte neben den bereits genannten zellularen
Veranderungen auch zu einem veranderten Verhaltensphanotyp mit signifikant reduzierten
weiblichen und mannlichen Aggressionsverhalten. In dieser Studie von Norlin et al. (2003)
wurden jedoch keine funktionellen Untersuchungen der apikalen VSNs vorgenommen,
sodass keine Rickschlisse auf die Funktion von Gaj, in der Signaltransduktion gewonnen
werden konnten (Norlin et al., 2003). Vor dem Hintergrund, dass Ga;, ubiquitér, vor allem
zentral-nervos exprimiert wird, ist die VNO spezifische Aussagekraft der Studie auf Grund
der globalen Gaj,-Deletion limitiert. Bei globaler Deletion eines ubiquitdr exprimierten
Proteins konnten auch Defekte in anderen zentral-nervésen Regionen den
Verhaltensphanotyp beeinflussen, sodass das reduzierte Aggressionsverhalten der globalen

Gai-Knockout nicht zwangslaufig durch die VNO Beeintrachtigung bedingt ist. Um den
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Einfluss anderer zentral-nervéser Defekte auf die  Signaltransduktion  und
Phéanotypbeurteilung ausschliellen zu kdnnen, sollte eine moglichst gewebsspezifische, also
hier VNO-spezifische Deletion der G-Protein-Klassen untersucht werden. Eine solche
isolierte  G-Protein Untersuchung im Vomeronasalorgan hatte bisher noch nicht

stattgefunden.

5.1.2 Die konditionelle Knockoutmauslinie cGao"'

Durch Verpaarung der gefloxten Mauslinie Gnao1™™ (Lutz Birnbaumer) und der OMP-cre-
Mauslinie (Peter Mombaerts) wurde die konditionelle Ga,-Knockoutmauslinie cGa,” in
Homburg produziert (siehe auch 3.3.1 die konditionelle Ga,-Knockoutmauslinie). Diese war
gesund, fertii und zeigte im Gegensatz zur globalen Ga,-Knockoutmaus keine
offensichtlichen  neurologischen Defizite wie Hyperalgesie, Hyperaktivitat oder
Beeintrachtigung der Motorik (Chamero et al., 2011; Jiang et al., 1998). In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Frau Professor Leinders-Zufall und Dr. Pablo Chamero wurde die
Funktion des G-Proteins Ga, im Vomeronasalorgan der Maus untersucht. Die von Chamero
et al. (2011) durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen bestatigten die Abwesenheit
von Ga,-Immunreaktivitdt des Ga,-Antikdrpers sowohl im Vomeronasalorgan (VNO) als auch
im akzessorischen olfaktorischen Bulbus (AOB) des konditionellen Knockouts.
Immunohistochemische Experimente mit Antikdrpern gegen die Phosphodiesterase 4A
(PDE4A) der apikalen VSNs und gegen die Familie C der basalen V2R-VSNs (V2R2-
Antikdrper) demaskierten einen selektiven Verlust von basalen vomeronasalen Neuronen auf
ungefahr die Halfte in Ga,-defizienten Mausen verglichen mit der Wildtypmauslinie B6. Die
Anzahl der apikalen VSNs hingegen war nicht verandert (Chamero et al., 2011). Ein Verlust
von Ga, verursacht also einen selektiven Verlust von basalen V2R-VSNSs.

Annliche Beobachtungen sind von Norlin et al. (2003) bei der globalen Gaj,-Deletion, von
Tanaka et al. (1999) bei der globalen Ga,-Deletion und von Stowers et al. (2002) bei TRPC2-

Deletion im VNO gemacht worden (Norlin et al., 2003; Stowers et al., 2002; Tanaka et al.,
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1999). Dieser Verlust konnte sekundar entstehen, wenn die vomeronasalen Sinneszellen in
ihrer Funktion beeintrachtigt werden oder ihre Funktion vollkommen einbtfRen. Festzuhalten
ist, dass eine ausreichende V2R-Population in c¢Ga,” vorhanden war, sodass Experimente

zur funktionellen Analyse Ga, in V2R-VSNs durchgefihrt werden konnten.

5.1.3 Elektrovomeronasogramme in cGa,”

Um die Funktion von Ga, in der Signaltransduktion zu untersuchen und um festzustellen, ob
der Verlust von Ga, die elektrische Aktivierbarkeit von vomeronasalen Sinneszellen
verandert, wurden  Elektrovomeronasogramme  (EVGs) erstellt. EVGs  sind
Potentialanderungen, die durch lokale Stimulusapplikation induziert und von der Oberflache

der vomeronasalen Sinneszellen abgeleitet werden.

In der cGa,"-Mauslinie konnten nahezu keine Feldpotentiale mehr mit den V2R-Liganden
SYFPEITHI, MUP25 und ESP1 ausgeldst werden. Im Gegensatz dazu evozierten die V2R-

Liganden in der Kontrollmauslinie Ga,™™

und Wildtypmauslinie B6 robuste Potential-
anderungen, sodass das G-Protein Ga, essentiell fur die Signaltransduktion von V2R-VSNs
ist. Die Stimulierung der VIR-VSNs via 2-Heptanon und Isobutylamin zeigte in cGa,” die

fx/fx

gleichen starken Potentialanderungen wie in Ga, " und B6, sodass diese apikal lokalisierten

VSNs von der Ga,-Deletion unbeeinflusst bleiben. Dieses war zu erwarten, weil das

G-Protein Ga, nicht in VIR/ Gaj,-VSNs exprimiert wird.

5.1.4 Kalziumimaging, Verhaltensexperimente und das hauptolfaktorische

System von cGa,”

Kalziumimaging in cGa,”

Chamero et al. (2011) untersuchten anschlieend in dissoziierten Zellen, ob das G-Protein

Ga, fur einen Stimulus-induzierten intrazellularen  Kalziumkonzentrationsanstieg
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(sogenanntes ratiometrisches Kalziumimaging) in den vomeronasalen Sinneszellen benétigt
wird. Wéahrend die Potentialanderungen in den Elektrovomeronasogrammen die Summe der
ausgelosten Rezeptorpotentiale widerspiegeln, so stellt der durch Stimulation ausgeléste
intrazellulare Kalziumkonzentrationsanstieg den Kalzium-Kationeneinstrom dar, welcher der
Rezeptoraktivierung nachgeschaltet ist. Die antwortenden vomeronasalen Sinneszellen
kénnen mittels posthoc durchgefihrter immunohistochemischer Farbungen mit Antikorpern
als V1R- beziehungsweise V2R-VSNs demaskiert werden. Die Resultate dieser Experimente
stimmten mit den elektrophysiologischen Untersuchungen (Elektrovomeronasogrammen)
Uberein: Ga,-defiziente VSNs antworteten nicht auf V2R-Liganden.

Chamero et al. (2011) applizierten neben isolierten Liganden auch vollstandig intakten Urin
und Urin-Fraktionen von maéannlichen B6-Mausen (Chamero et al.,, 2011). Mittels
Zentrifugation durch eine Membran wurde der B6-Urin in die low molecular weight (LMW < 3
kDa) und high molecular weight (HMW > 10 kDa) Fraktionen getrennt. Die LMW-Fraktion
enthalt unter anderem kleine Peptide und VUDs (siehe auch 2.6.2). Die HMW-Fraktion
hingegen enthalt die funf MUPs (B6-MUPs), die Mauslinien-spezifisch (hier B6) exprimiert
und in den Urin sezerniert werden. Bereits 2007 publizierten Chamero et al., dass sowohl
B6-MUPs als auch die LMW-Fraktion des Urins in der Lage sind, mé&nnliches
Aggressionsverhalten im Resident-Intruder-Assay auszulésen (Chamero et al., 2007) (siehe
auch 2.6.3 Major Urinary Proteins und 2.7.2 Aggressionsverhalten).

Die Kalziumimaging-Experimente in cGa,” zeigten, dass die HMW-Fraktion, also die
B6-MUPs, V2R-VSNs aktivierten und dass diese Aktivierung abhéngig von der
Go,-Expression war. Die LMW-Fraktion hingegen wurde auch von Nicht-V2R-VSNs
detektiert. Dementsprechend war auch nur ein Teil der LMW-aktivierten VSNs abhéngig von

Ga,-Expression (Chamero et al., 2011).
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Verhaltensexperimente in cGa,”

Aufgrund der in den EVGs und Kalziumimaging dargestellten drastischen Reduktion von
aktivierbaren VSNs sowohl auf MUP25 als auch auf alle B6-MUPs in der cGa,”-Mauslinie
entstand die Fragestellung, ob der Funktionsverlust im VNO einen Einfluss auf das MUP-
induzierte Aggressionsverhalten hat.

Der konditionelle Knockout zeigte im Vergleich zum Wildtyp B6 tatsachlich ein erheblich
reduziertes Aggressionsverhalten im Resident-Intruder-Assay bei Verwendung der
B6-MUPs. Dieses galt sowohl fur ménnliches als auch maternales aggressives Verhalten.
Darlber hinaus war jedoch auch die LMW-Fraktion des Urins nicht in der Lage,
physiologisch aggressives Verhalten in cGa,” zu stimulieren. In diesem Kontext kann die
Nicht-Erkennung Uber V2R/Ga, also nicht allein ursachlich fir die Verdnderung im
Verhaltensphanotyp sein. Elektrophysiologie und ratiometrisches Kalziumimaging stellten
einen Defekt in V2R-VSNs in Ga,-defizienten Mausen dar, die V1R-VSNs sind jedoch
unbeeinflusst. Dass LMW dennoch nicht in der Lage war, aggressives Verhalten zu
stimulieren, spricht dafir, dass das G-Protein Ga, eine entscheidende Rolle bei der
Demonstration von aggressivem Verhalten spielt, unabhangig davon, welcher Stimulus

dieses Verhalten auslost (Chamero et al., 2011).

Die Funktion des hauptolfaktorischen Systems von cGa,”

Auch olfaktorische Neurone des hauptolfaktorischen Systems exprimieren die Haupt-
G-Protein-Klassen des AOS. Gaj,-Expression lie3 sich in einer Neuronen-Subpopulation im
MOE darstellen. Ga, hingegen wurde ubiquitdr in Axonen der olfaktorischen
Rezeptorneurone des MOE und auch in den Glomeruli des MOB lokalisiert (Wekesa and
Anholt, 1999). Storungen im MOS, insbesondere in der Signaltransduktion des MOE, fuhrten
ebenfalls zu verandertem Aggressionsverhalten (Mandiyan et al., 2005; Wang, 2006). Da die

konditionelle Ga,-Knockout Maus OMP-abhangig cre exprimiert, ist das G-Protein Ga, in
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allen OMP-positiven Neuronen ausgeschaltet. Da auch reife hauptolfaktorische Sinneszellen
(OSNs) OMP exprimieren, sind diese OSNs ebenfalls Ga,-defizient (siehe auch 3.3.1). In
diesem Zusammenhang musste ausgeschlossen werden, dass das hauptolfaktorische
System (MOS) der cGa,” Defizite aufweist. Waren Defizite vorhanden, kénnte das MOS
genauso an dem veranderten Verhaltensphénotyp beteiligt sein wie das AOS. Die Analyse
von Geruchsinvestigation, Nahrungslokalisation und des olfaktorischen Habituation-
Dishabituations-Tests in cGa,” offenbarten keine signifikanten Unterschiede zur B6. Auch
das von einem intakten MOS abhangige Wiederauffinden des Nachwuchses im
pup retrieval-Test war in cGa,” gegeniiber B6 unverandert, und zeigte damit an, dass das
VNO-unabhangige maternale Verhalten ebenfalls unverandert war (Chamero et al., 2011;
Wysocki and Lepri, 1991). Diese Resultate bestatigen die Intaktheit des MOS und schlief3en
eine MOS-Dysfunktion als Ursache des reduzierten Aggressionsverhaltens aus. Es lasst sich
auch schlussfolgern, dass die entdeckte Ga,-Expression im MOS keine entscheidende Rolle
bei diesen getesteten Funktionen inne haben kann (Wekesa and Anholt, 1999). Die Funktion

von Gaj,- und Ga, im MOS ist dennoch weiterhin unbekannt.

5.1.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Aggressions-induzierende Liganden werden von unterschiedlichen neuronalen Schaltkreisen
des akzessorischen olfaktorischen Systems verarbeitet. Sowohl die volatilen Urinduftstoffe
SBT und DHB als auch MUPs sind in der Lage, Aggressionsverhalten zu stimulieren
(Chamero et al., 2007; Novotny et al., 1985). Wahrend die VUDs von apikalen V1R-VSNs
detektiert werden (Leinders-Zufall et al., 2000), werden MUPs von basalen V2R-VSNs
erkannt (Chamero et al., 2007, 2011). Sobald eines der individuellen Systeme beeintrachtigt
ist, beispielsweise das apikale System durch V1r-Cluster- (Del Punta et al., 2002) oder
Gai-Deletion (Norlin et al., 2003) oder das basale System durch beta-2-Mikroglobulin-
(Loconto et al., 2003) oder Ga,-Deletion (Chamero et al., 2011), kommt es zu ausgepragten

Verhaltensveranderungen mit drastisch reduziertem beziehungsweise abwesendem
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Aggressionsverhalten. Die Mauslinie von Norlin et al. (2003) fur das apikale und von Loconto
et al. (2003) fur das basale System waren globale Gaj,- respektive beta-2-Mikroglobulin
Knockout-Tiere, sodass hier nur eingeschrankt Interpretationen fir Informationsintegration
moglich waren (Loconto et al., 2003; Norlin et al., 2003). Im Gegensatz dazu sind die Daten
von Del Punta et al. (2002) und die hier prasentierten Daten aus Mauslinien mit isolierten
Deletionen im olfaktorischen System (Chamero et al., 2011; Del Punta et al., 2002) und
lassen deshalb folgende Schlussfolgerung zu:

Trotz individueller Stimulusdetektion und individueller Schaltwege scheinen beide Systeme
bei der Stimulation von Aggressionsverhalten eng zusammenzuarbeiten. Ein Defekt
entweder des apikalen oder des basalen Systems flihrte zu drastischen Phanotyp-
Veradnderungen. Es scheinen somit mehrere Aggressions-stimulierende Schaltkreise zu
existieren und die Integration jeder dieser Schaltkreise scheint essentiell fur die Generation
von Aggressionsverhalten. Nur die Intaktheit aller Schaltkreise gewahrleistet einen

physiologischen Phanotyp in M&usen.

Kirzlich veroffentlichten Oboti et al. (2014) die phanotypischen Charakteristika der
weiblichen, konditionellen Ga,-Knockout Maus. Sie zeigten, dass zahlreiche Pheromon-
stimulierte Sexual- und Reproduktionsverhalten wie der Vandenbergh-Effekt, der Whitten-
Effekt, das Lordosierungsverhalten und assoziatives Erkennen volatiler Duftstoffe in dieser
Mauslinie gestort sind (Oboti et al., 2014). Die drastisch reduzierte Aktivierbarkeit von
V2R-VSNs durch ESP1 respektive MUP25-Stimulation in den Elektrovomeronasogrammen
lie@ phanotypische Defekte beim Lordosierungsverhalten und Einschrankungen beim
assoziativen Duftstoff-Erkennen als sehr naheliegend voraussagen, denn ESP1 stimuliert
Uber V2Rp5 das Lordosierungsverhalten (Haga et al., 2010) und ein MUP (,Darcin®, siehe
auch 2.6.3) ist am assoziativen Erkennen von volatilen Duftstoffen beteiligt (Roberts et al.,
2012). Fir die Ostrus-Induktion/Synchronisation und Pubertatsbeschleunigung hingegen
sind Stimulatoren bekannt, die Uber die apikale V1R-Sinnesschicht vermittelt werden (SBT
und DHB) (Jemiolo et al., 1986; Mucignat-Caretta et al., 1995; Novotny and Wiesler, 1999).

Die Tatsache, dass sich auch Ostrus-Induktion und Pubertitsbeschleunigung in der

110



Diskussion

konditionellen Ga,-Knockoutmauslinie defekt zeigen, unterstiitzt das Modell einer parallelen
Prozessierung beziehungsweise Integration von Informationen tber mehrere Schaltkreise,
die ein intaktes apikales und basales System voraussetzen, um physiologische Verhalten zu
generieren. Um nun festzustellen, ob das Modell der parallelen Prozessierung
beziehungsweise Integration auch auf das Lordosierungsverhalten und das assoziative
Duftstoff-Erkennen zutrifft, ist die Untersuchung einer konditionellen Gaj,-Knockoutmauslinie
von besonderer Bedeutung. Sollten sich in dieser ,apikalen“ Knockoutmauslinie Pheromon-
Effekte defekt zeigen, die vom basalen System prozessiert werden (zum Beispiel
Lordosierungsverhalten, assoziatives Duftstoff-Erkennen), kann das hier dargestellte Modell

verallgemeinert beziehungsweise bestatigt werden.
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5.2 Die Funktion von H2Mv in vomeronasalen V2R-

Sinneszellen

5.2.1 Die H2Mv-Knockoutmauslinie erlaubt die Untersuchung der in vivo

Funktion von H2Mv

Im Jahr 2003 entdeckten Ishii et al. (2003) und Loconto et al. (2003) die H2Mv-Expression in
den basal-gelegenen V2R-Sinneszellen. Die in vivo Funktion der nicht klassischen MHC-
Molekile in den Sinneszellen ist seither jedoch unbekannt. Ergebnisse aus in vitro
Experimenten mit heterologen Zellen und Uberexpression lieB die Autoren zweier Studien
vermuten, dass H2-M10-Proteine als Escort-Molekill an der Oberflachenexpression der V2-
Rezeptoren beteiligt sind (Dey and Matsunami, 2011; Ishii et al., 2003; Loconto et al., 2003).
MHC-Molekiile sind im zentralen Nervensystem an der Ausbildung und Reifung synaptischer
Verschaltungen beteiligt (siehe auch 2.3.7). Ishii et al. (2008) identifizierten M10.2, eines der
neun exprimierten H2Mv Gene, in axonalen Enden von V2R-Sinneszellen, sodass auch hier
eine Funktion bei der Ausreifung von Synapsen zwischen vomeronasalen Sinneszellen und
Mitralzellen im akzessorischen olfaktorischen Bulbus denkbar war, bisher aber nicht
untersucht werden konnte, da eine H2Mv-defiziente Mauslinie zur Untersuchung dieser
Hypothese nicht existierte (Ishii and Mombaerts, 2008).

Sowohl die Ergebnisse von Loconto et. al (2003) und Olson et al. (2005) (siehe 2.3.7
Mdgliche Funktionen von H2Mv) schliel3en eine Funktion von H2Mv im Immunsystem zwar
nicht vollkommen aus, sind aber mit den aktuellen Erkenntnissen nur wenig vereinbar
(Loconto et al., 2003; Olson et al., 2005). Die Prasentation endogener Peptide durch H2Mv
ist daher eher unwahrscheinlich. Indes steht eine Rolle bei der Rezeption exogener Peptide
in der Diskussion. H2Mv kénnte entweder als direkter Rezeptor oder als Korezeptor
respektive Modulator in einem Multirezeptorkomplex fungieren. Unterstitzt wird diese
Hypothese durch zwei Aspekte: Zum einen beginnt die H2Mv-Expression erst postnatal und
lasst deshalb eher eine Funktion fur reife vomeronasale V2R-Sinneszellen vermuten (Ishii et

al., 2003; Loconto et al., 2003). Daruber hinaus offenbarte die konfokale en face Mikroskopie
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des Vomeronasalorgans der H2-M10.2-GFP-Mauslinie, welche das in 95% der H2Mv-VSNs
vorkommende M10.2 als Fusionsprotein mit dem grun-fluoreszierenden Protein (GFP)
exprimieren, dass M10.2 sehr stark in den Mikrovilli der vomeronasalen Sinneszellen
angereichert ist (Leinders-Zufall et al., 2014). Dieses bestétigte die Annahme von Loconto et
al. (2003), die in Western Blot Experimenten Multi-Rezeptorkomplexe von M10.7 mit V2R
und beta-2-Mikroglobulin darstellten (Loconto et al., 2003). Im Jahr 2004 veréffentlichten
Leinders-Zufall et al., dass vomeronasale V2R-Sinneszellen in der Lage sind, MHC-Peptide
zu detektieren (Leinders-Zufall, 2004). Dass H2Mv nicht als Rezeptor fir die MHC-Peptide
fungiert, konnte ebenfalls von Leinders-Zufall et al. (2009) gezeigt werden: Das MHC-Peptid
SYFPEITHI beispielsweise kann von H2Mv-negativen V2R1b-Sinneszellen in picomolaren
Konzentrationen erkannt werden, sodass H2Mv hier nicht als alleiniger Rezeptor fungieren
kann (Leinders-Zufall et al., 2009).

ESP1 aus der Tranendriise von mannlichen Mausen aktiviert V2Rp5-VSNs und kann
daruber Lordose-Verhalten in Weibchen stimulieren (Haga et al.,, 2010). Dass V2Rp5
variabel mit M10.1 - M10.6 exprimiert wird und ESP1 dennoch reproduktiv hochsensitiv von
diesen VSNs erkannt wird, spricht ebenfalls gegen eine direkte Rezeptor-Funktion von H2Mv
in der Detektion des V2R-Liganden ESP1 (Haga et al., 2007).

Wahrend Hypothesen wie Antigenprasentation oder Entwicklungsfunktion vorerst entkraftet
werden konnten, konnten Hypothesen wie Chaperon-Funktion oder Rezeptormodulation
hingegen durch in  vitro Experimente respektive Erkenntnisse  anderer
Multirezeptorinteraktionen partiell untermauert werden. Dennoch konnte die tatsachliche
Rolle von H2Mv bisher nicht entschlisselt werden. Urséachlich dafur war das Fehlen einer
Mauslinie mit einer Deletion des H2Mv-Genclusters, welche viele der entstandenen

Fragestellungen beantworten kdnnte.

Peter Mombaerts kreierte mittels Chromosomen Engineering die AH2Mv-Mauslinie. Diese

besaR eine Gencluster-Deletion des 530 Kilobasen groRen MHC-Locus H2Mv. Durch
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Ruckkreuzung der Tiere wurde die korrespondierende Kontrollmauslinie 129/Sv produziert.
In Kollaboration mit den Arbeitsgruppen von Frau Professor Leinders-Zufall, Professor Ishii
(Tokio, Department of Cell Biology and Center for Brain Integration Research), Professor
Zufall (Homburg, Institut fur Physiologie Universitat des Saarlandes), Dr. Pablo Chamero
(Homburg, Institut fur Physiologie) und Professor Mombaerts (Frankfurt, Max Planck Institut
fur Neurogenetik) konnte die in vivo Funktion von H2Mv im Vomeronasalorgan der Maus

untersucht werden, um schlief3lich einige Ratsel um H2Mv aufzuklaren.

5.2.2 Die Anatomie des AOS der AH2Mv

In-situ-Hybridisierung (ISH) mit H2Mv Sonden bestétigten die Abwesenheit der H2Mv
Expression in der AH2Mv. Die mit einer pan-MHC Sonde durchgefiihrte ISH offenbarte, dass
auch keine anderen MHC-Transkripte im VNO exprimiert werden, sodass die Deletion von
H2Mv keine kompensatorische Heraufregulation anderer MHC-Gene herbeifihrte. Die
Expression von Ga, zeigte sich gegenuber der Ga;,-Expression in der AH2Mv leicht reduziert
mit einem Ga/Gap,-Verhaltnis von 0,93 in der Knockoutmauslinie gegeniber 0,99 in der
Kontrolimauslinie 129/Sv, sodass die Deletion von H2Mv zu einem marginalen
Ga,-Sinneszell-Verlust  fuhrte. Drei-Farben ISH mit Sonden fir jede der drei
Sinneszellschichten illustrierte die Aufrechterhaltung der anatomischen Dreischichtung des
vomeronasalen Sinnesepithels, wie sie bereits von Ishii et al. (2008) vero6ffentlicht wurde
(Ishii and Mombaerts, 2008; Leinders-Zufall et al., 2014). Neben dem VNO zeigte auch der
akzessorische olfaktorische Bulbus (AOB) keine drastischen anatomischen Unterschiede in
der AH2Mv. Die axonalen Projektionen der VSNs zum AOB waren nicht auffallig verandert,
sodass eine ubergeordnete Rolle fir H2Mv in der axonalen Ausrichtung und synaptischen
Plastizitat — wie beispielsweise fur die Axone der retinalen Ganglienzellen (siehe auch 2.3.7
Mogliche Funktionen von H2Mv) — fir VSNs daher weitestgehend ausgeschlossen werden
konnte. Daher konnten diese Tiere auch benutzt werden, um die physiologische Rolle von

H2Mv zu untersuchen (Leinders-Zufall et al., 2014).
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5.2.3 Elektrovomeronasogramme in AH2Mv

Um eine mdogliche Funktion von H2Mv in der Signaltransduktion vomeronasaler Sinneszellen
zu untersuchen, wurde das VNO von AH2Mv und 129/Sv mit V1R- und V2R-Liganden
stimuliert. Die Maximalamplituden von drei der vier applizierten V2R-Liganden waren in der
AH2Mv gegenuber der 129/Sv stark reduziert, nur der V2R-Ligand SYFPEITHI |6ste bei der
hohen, geséttigten Konzentration von 10™* M gleich groRe robuste Potentialanderungen aus.
Im Gegensatz zu den V2R-Liganden evozierten die VI1R-Liganden gleich grol3e
Maximalamplituden in AH2Mv und 129/Sv.

Da die Antworten auf ESP1, rMUP25 und SEIDLILGY in AH2Mv sich zwar erheblich
reduziert aber dennoch auslosbar zeigten, kann eine essentielle Funktion von H2Mv fir die
Detektion dieser V2R-Liganden auf Grundlage der Elektrovomeronasogramme
ausgeschlossen werden. Dass H2Mv nicht als Rezeptor fir MHC-Peptid-Detektion fungiert,
wurde auch durch Leinders-Zufall et al. (2009) bestatigt (Leinders-Zufall et al., 2009). Dass
H2Mv auch nicht als Rezeptor fur ESP1 fungiert, wurde von Haga et al. (2007) aufgrund der
variablen H2-M10-Protein-Expression in V2Rp5-VSNs vermutet und konnte durch die EVGs
in AH2Mv nun bestéatigt werden (Haga et al., 2007). Neben MHC-Peptiden und ESP stellen
MUPs die dritte prototypische Peptid/Protein Familie dar, die als V2R-Liganden fungiert. Fir
MUPs kann in Analogie angenommen werden, dass H2Mv nicht essentiell fur die

Chemodetektion in vomeronasalen Sinneszellen ist.

Die Oberflachenexpression von H2Mv, die Assoziation von H2Mv zum V2R-
Rezeptorkomplex und die zwar ausldsbaren, aber schwachen Potentialanderungen waren
Grundlage fur die Hypothese, dass H2Mv eine Rolle bei der Sensitivitats-Modulation von
V2R-Sinneszellen spielen konnte. Um dieses zu untersuchen, wurden Dosis-Wirkungs-
Kurven fir die drei V2R-Liganden ESP1, rMUP25 und SEIDLILGY in AH2Mv und 129/Sv
erstellt. Es zeigte sich eine parallele Rechtsverschiebung der AH2Mv-Dosis-Wirkungs-
Kurven fir alle drei Liganden. Wahrend die Maximalamplituden sich in Knockout und Wildtyp

glichen, waren die Schwellenkonzentration und ECsy-Konzentration in AH2Mv um das 8- bis
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16-fache erhtéht. Demzufolge ist H2Mv nicht essentiell fir die Erzeugung physiologischer

Antworten, sondern fur die ultrasensitive Chemodetektion bestimmter basaler VSNSs.

5.2.4 Kalziumimaging in AH2Mv

Eine kleine Subpopulation von basalen V2R-VSNs exprimiert den V2Rf2-Rezeptor. Diese
Zellen koexprimieren neben V2Rf2 das G-Protein Ga, und H2Mv (V2Rf2*/Ga," /H2Mv") (Ishii
and Mombaerts, 2008). Das MHC-Peptid SEIDLILGY und das formylierte Peptid
f-MFFINTLTL wurden durch Leinders-Zufall et al. (2014) als V2Rf2 Agonisten identifiziert.
Deletion von V2Rf2 in diesen Zellen fiihrte dazu, dass keines der Peptide diese VSNs mehr
aktivieren konnte, sodass der V2Rf2 essentiell fir die Detektion der Liganden ist. Durch
Kreuzung der V2Rf2-markierten Mauslinie mit der AH2Mv-Mauslinie waren V2Rf2-markierte
VSNs zugéanglich, die kein H2Mv mehr exprimieren. Auch diese Zellen waren durch
SEIDLILGY und f-MFFINTLTL aktivierbar, sodass - (Ubereinstimmend mit den
Elektrovomeronasogrammen — eine essentielle Rolle von H2Mv fir die Chemodetektion
ausgeschlossen werden konnte. Eine detailierte Analyse der Dosis-Wirkungs-Kurven zeigte,
dass wie bei den Elektrovomeronasogrammen insgesamt hohere Konzentrationen
erforderlich waren, um die VSNs zu aktivieren. Es zeigte sich eine parallele
Rechtsverschiebung der Bindungskurven in AH2Mv Mausen gegenuber 129/Sv. Eine
25-fache respektive 34-fache Erhohung der Konzentration war nétig, um Antworten fir
f-MFFINTLTL und SEIDLILGY zu erhalten. Damit konnte die Schlussfolgerung aus der
Elektrophysiologie (EVGS) in Einzel-Zell-Kalziumimaging-Experimenten bestétigt werden
(Leinders-Zufall et al., 2014).

Da die Deletion des 530 Kilobasen H2Mv-Genclusters eine vergleichsweise grol3e
genetische Veranderung darstellt, hatten neomorphe Mutationen beispielsweise in nicht
H2Mv-exprimierenden VSNs auftreten kdnnen. Daher wurden H2Mv-negative V2R1b-VSNs
als Kontrolle untersucht:

Der V2R1b-Rezeptor wird von einer Subpopulation von basalen VSNs exprimiert. Diese

116



Diskussion

liegen apikal in der basalen Nervenzellschicht, sind H2Mv negativ und erkennen das MHC-
Peptid SYFPEITHI (V2R1b*/Ga,"/H2Mv") (Ishii and Mombaerts, 2008; Leinders-Zufall et al.,
2009). Durch Verpaarung der V2R1b-tauGFP-Mauslinie mit der AH2Mv konnten erweiterte
Kontrollexperimente durchgefiihrt werden. Eine Deletion der H2Mv Gene sollte keinen
Einfluss auf die Bindung von SYFPEITHI an den physiologisch H2Mv-negativen V2R1b
haben. Dieses wurde durch sich gleichende Kalziumimaging-Dosis-Wirkungs-Kurven in den
jeweiligen Knockout- und korrespondierenden Kontrollmauslinien bestatigt (Leinders-Zufall et
al., 2014). Die Elektrovomeronasogramme, die fir das MHC-Peptid SYFPEITHI in AH2Mv
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zur 129/Sv abbildeten, bekréftigten diese
Resultate und unterstiitzen die Aussage, dass die H2Mv Funktion Zell-autonom ist: H2Mv
bewirkt in H2Mv-positiven V2R-VSNs die ultrasensitive Chemodetektion ohne Einfluss auf
andere Neuronen-Subpopulationen.

Leinders-Zufall et al. (2014) untersuchten auch die Aktivierbarkeit von dissoziierten VSNs auf
verschiedene Konzentrationsstufen der HMW-Fraktion des B6-Urins. Es zeigte sich, dass die
HMW-Fraktion bei den Verdinnungsstufen 1/1000 und 1/300 in AH2Mv signifikant weniger
VSNs aktivieren konnte als in 129/Sv. Im Gegensatz dazu waren bei der Verdinnungsstufe

1/100 keine signifikanten Zellzahlunterschiede mehr vorhanden (Leinders-Zufall et al., 2014).

5.2.5 Der zellulare Phanotyp der AH2Mv

Die Ergebnisse aus den Elektrovomeronasogrammen, Einzelzell-Kalziumimaging und
dissoziierten Kalziumimaging-Experimenten erganzten sich und stellten einen
Ubereinstimmenden zelluldaren in vivo Phanotyp H2Mv-defizienter VSNs dar: Die
Maximalamplituden der Antworten auf einen chemischen Stimulus blieben gleich, wahrend
sich die Schwellenkonzentration zur Aktivierung und die ECsq Konzentrationen um das 8- bis
34-fache erhdhten. Daraus folgt, dass die vomeronasalen Sinneszellen durch die H2Mv-
Deletion eine reduzierte Sensitivitat aufweisen. Durch Erhéhung der Stimuluskonzentration

jedoch sind die vomeronasalen Sinneszellen genauso aktivierbar, wie es native VSNs sind.
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Leinders-Zufall et al. (2012) untersuchten auch die in vivo c-Fos Aktivierung im AOB nach
oronasaler ESP1-Exposition (Leinders-Zufall et al., 2014). C-Fos wird bei intakter
Chemodetektion unmittelbar nach der Stimulation von VSNs in den Mitral- und den
Kornerzellen des AOB exprimiert und ist in diesem Kontext als Aktivitatsparameter des
akzessorischen olfaktorischen Systems etabliert (Brennan et al., 1992). Wahrend in 129/Sv
bereits 1 uM ausgepragte c-Fos-Immunoreaktivitat in Neuronen des AOB induzierte, reichte
diese Konzentration in AH2Mv nicht fir die Induktion einer detektierbaren c-Fos Expression
aus. Die Erhohung der Konzentration auf 100 uM ESP1 hingegen produzierte eine signifikant
robustere c-Fos-Immunoreaktivitt, sodass der zellulare Phanotyp des VNO sich zumindest
teilweise auch auf den AOB ausbreitete (Leinders-Zufall et al., 2014).

Es entstand die Fragestellung, ob dieser kennzeichnende zellulare Phanotyp des
akzessorischen olfaktorischen Systems einen Einfluss auf den Verhaltensphanotyp hat

beziehungsweise mit einem veranderten VNO-abhangigen Verhaltensphanotyp assoziiert ist.

5.2.6 Verhaltensexperimente in AH2Mv

Im Resident-Intruder-Assay (siehe auch 2.7.2 Aggressionsverhalten) zeigten AH2Mv
Méannchen auf Urin, die LMW- und die HMW-Fraktion des Urins signifikant reduziertes
Aggressionsverhalten. Aufgrund des zelluldren Phanotyps mit einer reduzierten Sensitivitat,
aber gleichen maximalen Antworten bei Konzentrationserhohung, sowohl fur isolierte
Liganden als auch fur naturliche Stimuli wie die HMW-Fraktion, wurde der RIA erneut mit
vier-fach erhdhter HMW Konzentration durchgefuihrt. Dadurch konnte das Stimulationsdefizit
der AH2Mv im RIA in gleicher Weise wie in den zellularen Messungen Uberwunden werden,
und die Mannchen zeigten nahezu das gleiche Aggressionsniveau wie es die
Kontrollmauslinie 129/Sv prasentierte. Das Aggressionsverhalten laktierender Weibchen war
in AH2Mv ebenfalls drastisch reduziert. Die Funktion des MOS wurde im pup retrieval Test
(siehe auch 2.7.2 Aggressionsverhalten) in der Knockout- und Wildtypmauslinie untersucht

und zeigte keine Defizite, sodass das MOS intakt schien.
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Das ESP1-Peptid aus der Tranendrise von Mannchen ist in der Lage Uber V2Rp5 in
Weibchen Lordoseverhalten anzuregen. Die reduzierte Sensitivitdt der AH2Mv VSNs auf
ESP1 Stimulation in den Elektrovomeronasogrammen liel3 vermuten, dass dieses das
Verhalten beeintrachtigt, da eine physiologische zelluldre Detektion durch H2Mv-Deletion
nicht mehr gewahrleistet ist. AH2Mv Weibchen zeigten in der Tat ein signifikant reduziertes
Lordoseverhalten bei Paarungsversuchen durch Mannchen und bestéatigten damit die
Hypothese, die auf Grundlage des zellularen Ph&notyps aufgestellt worden ist.

Zusammenfassend zeigte sich in AH2Mv ein Verhaltensphanotyp mit stark reduziertem
VNO-abhéngigem Aggressions- und Sexualverhalten, wobei eine Erhoéhung der HMW-
Konzentration das mannliche Aggressionsdefizit Uberwinden konnte (Leinders-Zufall et al.,

2014).

5.2.7 Vergleich von Ga,- und H2Mv-Knockoutmauslinie

Im Ga,-Knockout zeigte sich ein funktioneller Defekt der basalen Sinneszellschicht und damit
einhergehend beeintrachtigte Pheromon-stimulierte Verhalten. Zusammen mit Ergebnissen
aus der Literatur entstand ein Modell, bei dem verschiedene Schaltkreise an der Induktion
bestimmter Verhalten involviert sind, und bei dem die Integration aller Schaltkreise essentiell
fur das physiologische Verhalten ist. In der H2Mv-Knockout zeigt sich ebenfalls das basale
System defizitar und der Verhaltensphanotyp stellte sich ebenfalls vermindert aggressiv dar.
Im Gegensatz zur Ga,-Knockout konnte dieses Defizit in der H2Mv-Knockout jedoch durch
Konzentrationserhohung tUberwunden werden. Dass die neuronalen Schaltkreise und die
Integration zumindest partiell intakt sind, konnte auf drei Ebenen von der Peripherie nach
zentral gezeigt werden:

(i) Erhdhung der Stimuluskonzentration konnte das Aktivierungsdefizit in VSNs Gberwinden
und gleichgrol3e Maximalantworten auslésen wie in nativen VSNs;

(i) Erhohung der Stimuluskonzentration konnte das c-Fos-Reaktivitatsdefizit partiell

Uberwinden und
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(iif) Erhéhung der Stimuluskonzentration konnte das Aggressionsdefizit Gberwinden.

5.2.8 Schlussfolgerungen aus den Experimenten in AH2Mv

Die Funktion von H2Mv ist Zell-autonom. Nur H2Mv-exprimierende VSNs verlieren durch
Deletion dieser Gene ihre Ultrasensitivat fir Agonisten. Dass das Aggressionsdefizit der
AH2Mv Mannchen durch Erhéhung der HMW-Konzentration um den Faktor vier bereits
Uberwunden werden konnte, zeigt an, dass vomeronasale Sinneszellen hochsensitive
Detektoren fur Pheromone darstellen, und dass H2Mv in nativen VSNs die Ultrasensitivitat
der Chemodetektion gewahrleistet (Leinders-Zufall et al., 2014). Die Stimuluskonzentration
scheint daher bei der Auslésung VNO-abhéangiger Verhaltensweisen durch nattrliche Stimuli
von aulRerordentlicher Wichtigkeit zu sein. Dieses ist vereinbar mit den natirlicherweise nur
sehr geringen Konzentrationen dieser Stimuli in der Umwelt, beispielsweise im Urin (Sturm et

al., 2013).

5.2.9 Ausblick

Durch Elektrophysiologie und Kalziumimaging in AH2Mv konnte erstmals die in vivo Funktion
von H2Mv in vomeronasalen Sinneszellen untersucht werden. Beide Methoden bilden dabei
jedoch Parameter ab, die der Rezeptor-Liganden-Interaktion nachgeschaltet sind. Es wird
also die Sensitivitat der nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade bestimmt. Ob die
Sensitivitdt auf Grund einer verdnderten H2Mv-V2R-Interaktion zustande kommt, oder durch
eine reduzierte V2R-Expression an der Zelloberflache begrindet wird, kann derzeit noch
nicht abschlieRend beantwortet werden. Die Beantwortung dieser Frage stellt eine groR3e
Herausforderung dar. Sowohl fir die Rezeptor-Korezeptor-Interaktion als auch fur die
Darstellung einer méglichen reduzierten Zelloberflachen-Rezeptorexpression in vivo ist noch

keine adaquaten experimentellen Herangehensweisen etabliert.
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Wie konnte eine mogliche Rezeptor-Korezeptor-Liganden-Interaktion untersucht
werden und welche Grundlage stlitz die Annahme einer mdglichen Modulation des

V2-Rezeptors?

Der HFE-Transferrin-Rezeptor-Komplex  reguliert  tGber  Transferrin-Bindung  die
Eisenhomoostase des Organismus. Das HFE (HLA-H) Protein ahnelt atypischen
MHC-Molekilen, ist wie MHC ebenfalls mit beta-2-Mikroglobulin (b2m) assoziiert, und
HFE-Mutationen und b2m-Knockout flihren zur Eisentiberladung des Organismus (Andrews
and Levy, 1998; Lebron et al, 1998; Rothenberg and Voland, 1996). In dem
Rezeptorkomplex bindet der Transferrin-Rezeptor (TfR) das Transferrin, und das
HFE-Protein dient der Modulation der Rezeptorsensitivitit (Feder et al., 1998). Bennett et al.
(2000) untersuchten mittels Kristallographie die Struktur des isolierten TfR und die Struktur
des HFE-TfR-Komplexes und fanden verschiedene Konformationen, sodass diese
Konformationsénderung durch HFE die Sensitivitat des Rezeptor-Komplexes begriinden
kann (Bennett et al., 2000). In Analogie kdnnte H2Mv als Modulator des V2-Rezeptors
fungieren, indem es die Konformation des Heterodimers so verandert, dass die Affinitat der
V2Rs erhdht wird. Kristallographie-Experimente kénnten also Aufschluss geben, ob die nicht
klassischen MHC-Molekile eine Modulationsfunktion im Rezeptorkomplex inne haben.
Kirzlich identifizierten Wu et al. (2014) das Kristallmodell des metabotropen
Glutamatrezeptors 1 (mGlul), welcher einen allosterischen Modulator bindet. Wie mGlul
stellt V2R ebenfalls einen Sieben-Transmembran und G-Protein-gekoppelten Rezeptor der
Klasse C dar, sodass hier elementare Vorarbeiten in der Kristallographie bereits beschrieben

sind (Wu et al., 2014).

Da b2m ein wichtiges Molekil im HFE-TfR-Rezeptorkomplex zu sein scheint — da auch b2m-
Knockout Tiere ein Rezeptordefizit aufweisen — ware es interessant, ob b2m-Knockout Tiere
den gleichen zellularen und Verhaltens- Phénotyp aufweisen wie die H2Mv-defiziente
Mauslinie. Ein stark vermindertes Aggressionsverhalten der b2m-Knockoutmauslinie ist von

Loconto et al. (2003) bereits gezeigt worden (Loconto et al., 2003). Eine ausfihrliche

121



Diskussion

anatomische und zellulare Phanotypcharakterisierung steht jedoch noch aus.

Neben der Hypothese der Modulation des V2-Rezeptorkomplexes stellten zwei Studien aus
heterologen Zellen mit Uberexpression die Hypothese auf, dass H2Mv als Chaperone
fungieren und an der Oberflachenexpression beteiligt sind (Dey and Matsunami, 2011;
Loconto et al., 2003). Die Beantwortung der Frage nach einer moglichen reduzierten
Rezeptorexpression an der Zelloberflache von AH2Mv benétigt einen Antikorper fur definierte
Rezeptoren. So konnte man theoretisch  AntikOrper-markierte  Rezeptoren in
Knockoutmausen und Wildtypméausen auf der Zelloberflache auszahlen und anschliel3end
vergleichen. Daflr muisste jedoch ein adaquater Antikorper zur Verfigung stehen, welcher
isoliert den Rezeptor an seiner Zelloberflache markiert. Kommerziell erwerblich ist so ein
Antikoérper bisher nicht und die Eigenentwicklung beansprucht h&aufig mehrere Monate bis
Jahre.

Die Aufklarung, Uber welche Mechanismen letztendlich die reduzierte Sensitivitdt der
vomeronasalen Sinneszellen durch H2Mv-Deletion zustande kommt, bleibt also abzuwarten.
Mit der Entschlisselung der in vivo Funktion von H2Mv konnte jedoch entscheidend dazu
beigetragen werden, die Rolle von nicht klassischen MHC-Molekilen in der Olfaktorik zu

identifizieren.
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5.3 Formyl-Peptid-Rezeptoren und die Erkennung

formylierter Peptide im Vomeronasalorgan der Maus

5.3.1 Eine immunologische Funktion des Vomeronasalorgans?

Die Entdeckung der Expression von Formyl-Peptid-Rezeptoren im Vomeronasalorgan
verkdrpert neben der MHC-Molekll-Expression und MHC-Peptid-Erkennung ein weiteres
Auftreten von Molekulen im Geruchssystem, welche klassischerweise aus dem Bereich der
Immunologie stammen.

In ihrer charakteristischen Funktion dienen MHC-Molekile und ihre Antigene, die
MHC-Peptide, dem Immunsystem. Der T-Zell-Rezeptor von CDg'-Lymphozyten differenziert
kernhaltige Zellen anhand ihrer vom MHC-Molekul prasentierten MHC-Peptidfragmente in
kérpereigen und fremd. In &hnlicher Analogie fungieren MHC-Peptide bei der chemischen
Kommunikation. Mause sind in der Lage, MHC-Peptide aus dem Urin Uber das olfaktorische
System zu detektieren. In diesem Kontext wurde gezeigt, dass das Wahrnehmen der
MHC-Peptide der Unterscheidung von Individualitdt dient. Ma&use erkennen so
Nachkommen, Artgenossen und mdgliche Paarungs-Partner (siehe auch 2.7.4 Erkennen von

Individualitat).

Die Elektrovomeronasogramme konnten zusammen mit weiteren Experimenten um
Leinders-Zufall et al. (2014) erstmals zeigen, dass die MHC-Molekile in vivo der Modulation
von Sensitivitat bestimmter vomeronasaler Sinneszellen dienen (Leinders-Zufall et al., 2014).
Ob und inwiefern die MHC-Molekl-Expression (H2Mv) und die MHC-Peptid-Erkennung eine
immunologische Funktion im oder Uber das Vomeronasalorgan vermitteln, ist noch

unbekannt.

Formyl-Peptid-Rezeptoren (FPRs) besitzen eine Ubergeordnete Rolle im Immunsystem im
Bereich der Inflammation und Bekdmpfung pathogener Zustéande. Die Aktivierung der FPRs
induziert in Phagozyten Chemotaxis, die Produktion reaktivier Sauerstoffspezies und die

Freisetzung proteolytischer Enzyme. Die Entdeckung der Expression von Formyl-Peptid-
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Rezeptoren im Vomeronasalorgan im Jahr 2009 lies weitere Hypothesen einer Verbindung
von Immunologie und Olfaktorik aufkommen (Liberles et al., 2009; Riviere et al., 2009).
Interessant war insbesondere, ob diese Rezeptoren auch im VNO ihr charakteristisches
Ligandenspektrum detektieren kénnen, und ob in diesem Zusammenhang der Geruchssinn
an der Erkennung von entziindlichen oder anderen pathogenen Zustanden von Artgenossen
involviert sein kénnte. Tatsachlich konnten Riviere et al. (2009) Agonisten humaner FPRs als
Agonisten der mFpr-rs-VSNs identifizieren. Dazu gehéren neben dem prototypischen FPR-
Agonisten f-MLF auch CRAMP, uPAR und Lipoxin A4 (Riviére et al., 2009). Die in vivo
Funktion der Erkennung dieser Molekile durch das Vomeronasalorgan ist jedoch weiterhin

unbekannt.

5.3.2 Verschiedene vomeronasale Sinneszellen erkennen prototypische

humane FPR-Agonisten

Prototypische Agonisten der FPRs im Immunsystem sind formylierte Peptide und das
synthetische Hexapeptid W-Peptid. Die Ableitung charakteristischer EVGs mit den flnf
hFPR-aktivierenden Peptiden f-MLF, f-MFINRWLFS, f-MFFINTLTL, f-MFFINILTL und
W-Peptid zeigte, dass vomeronasale Sinneszellen diese prototypischen Liganden des
Immunsystems detektieren kdnnen. Applikation dieser Liganden in genetisch veranderten
Mauslinien mit isolierter Ga,- respektive H2Mv-Deletion zeigte, dass diese fiinf Peptide von
unterschiedlichen Neuronenpopulationen transduziert werden.

Die von der mitochondrialen NADH-Dehydrogenase | (NDI) kodierten Peptid-Derivate
f-MFFINTLTL (NDI-6T) und f-MFFINILTL (NDI-61) unterscheiden sich nur in der Aminosaure-
Sequenz an Stelle 6. Beide Peptide waren nicht in der Lage, Ga,-defiziente VSNs zu
aktivieren. Damit kommen sowohl mFpr-rs1-VSNs als auch V2R-VSNs als transduzierende
Rezeptorpopulation infrage, da beide Sinneszellpopulationen physiologisch Ga, exprimieren.
In der AH2Mv waren ebenfalls drastisch reduzierte Antworten auf NDI-6T und NDI-6l
auffallig. Durch Applikation steigender Konzentrationen von NDI-6T glichen sich die

124



Diskussion

Antworten in AH2Mv jedoch bis an die physiologische Auspragung nativer VSNs an, sodass
bei der Detektion von f-MFFINTLTL die H2Mv-Expression eine entscheidende Rolle fur die
ultrasensitive Erkennung spielt. Dieses wurde zuvor fir die V2R-Liganden ESP1, rMUP25
und SEIDLILGY gezeigt (siehe 4.4.3). V2Rs-VSNs erkennen charakteristischerweise
verschiedene Protein- und Peptidmolekile (Chamero et al., 2012). In Zusammenschau mit
der Literatur konnte daher vermutet werden, dass dieses n-formylierte Nonamer (NDI-6T),
und mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auch das NDI-6l-Derivat, weitere Liganden der
V2R-Familie darstellen. Leinders-Zufall et al. (2014) bestéatigten diese Annahme durch
Einzelzell-Kalzium-Imaging-Experimente in markierten V2Rf2/Ga,/H2Mv*-VSNs (Leinders-
Zufall et al., 2014). Da nicht auszuschlie3en ist, dass auch andere Subpopulationen im VNO
f-MFFINTLTL und/oder f-MFFINILTL erkennen konnen: (beispielsweise die ebenfalls
Ga,-exprimierenden mFpr-rs1-VSNSs), sind weitere Experimente erforderlich. Mittels posthoc
Immunhistochemie- oder Doppel-In-Situ-Hybridisierung-Experimente mit  einem
Antikdrper/einer Sonde gegen mFprs-rsl, beispielsweise, kénnte diese Fragestellung
beantwortet werden. Stiinde beispielsweise eine Mauslinie mit einer Markierung der
mFpr-rs-1-VSNs zur Verfigung, konnten diese Rezeptor-Liganden idealerweise auch in
Einzelzelluntersuchung untersucht werden.

Die Experimente mit den drei hFPR-aktivierenden Peptiden f-MLF, f-MFFINRWLFS und
W-Peptid zeigten, dass diese Ga,- und H2Mv-unabhangig transduziert werden. Mehrere
Sinneszellpopulationen kommen dementsprechend als transduzierende Neurone infrage. Die
FPRs im Immunsystem sind vor allem Ga; gekoppelt, wobei auch andere G-Protein-
Koppelungen im Immunsystem gezeigt werden konnten (Migeotte et al., 2006). Auch im
VNO liegt auf Grund der Ga,-unabh&ngigen Transduktion (siehe 4.3.3) die Vermutung nahe,
dass diese drei Peptide von Gaj, exprimierenden mFpr-rs3, -rs4, -rs6 respektive —rs7 VSNs
erkannt werden koénnten. Die Untersuchung einer Mauslinie mit einem konditionellen
Gai,-Knockout (cGai,”) kénnte diese Fragestellung genauer beantworten. Sollten keine
Antworten mehr auslésbar sein, so sind neben den genannten mFpr-rs-VSNs nur noch

V1R-VSNs bekannte potentielle Rezeptorneurone. Das typische Ligandenspektrum der
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V1Rs sind jedoch volatile Duftstoffe, und eine Peptiddetektion konnte bisher nicht
nachgewiesen werden (Chamero et al., 2012), sodass dieses sehr untypisch ware. Zur
endgultigen Beantwortung der Frage, ob und welche mFpr-rs-Rezeptorneurone diese
Peptide transduzieren, mussten Einzelzellmessungen mit genetisch markierten mFpr-rs-
VSNs, Kalziumimaging mit posthoc Immunhistochemie oder Doppel-In-Situ-Hybridisierungs-
Experimente durchgefuhrt werden.

Sollten in einer cGaiz"' immer noch Antworten mit hFPR-Liganden auslésbar sein, kénnten
andere G-Proteine wie Gagy11 oder Gas an der Transduktion beteiligt sein (Berghard and
Buck, 1996; Wekesa, 2003). Ob dieses der Fall ist, kdnnte beispielsweise durch einen
konditionellen Ga;,/Ga,-Doppelknockout gezeigt werden, der trotz Verlust der quantitativ am
haufigsten exprimierten G-Proteine Ga;; und Ga, immer noch eine elektrische Aktivierbarkeit
aufweisen wiuirde. Ein limitierender Faktor bei dieser Herangehensweise ist jedoch
maoglicherweise ein ausgepragter Sinneszellverlust, da sowohl in der globalen Deletion von
Ga; und TRPC2 als auch bei der gewebsspezifischen Deletion von Ga, die vomeronasale
Sinneszellzahl quantitativ bis zu 50% reduziert ist (Chamero et al., 2011; Norlin et al., 2003;
Stowers et al., 2002; Tanaka et al., 1999). Initial mussten also anatomische Untersuchungen
des Doppel-Knockouts Aufschluss tber die Auspragung eines moglichen Sinneszellverlusts
geben.

Nicht vollkommen auszuschlieRen ist, dass diese drei hFPR-aktivierenden Peptide ebenfalls
von V2R-Subpopulationen detektiert werden kénnen, die nicht Ga, sondern ein anderes
G-Protein exprimieren, da der Ga,-Knockout Antworten auf diese Peptide zeigte.

Die H2Mv-unabhangige Transduktion der drei Peptide f-MLF, f-MFFINRWLFS und W-Peptid
wurde fur definierte Konzentrationen gezeigt. Es besteht daher auch die Mdglichkeit, dass
eine kleine V2R-VSN-Subpopulation — Ga,-unabhangig — auf Grund von Stimulation mit
gesattigten Konzentrationen auf diese drei Peptide mit kraftigen PotentialAnderungen

antwortet.
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5.3.3 Die Erkennung Krankheits-assoziierter Zustande Uber das

Vomeronasalorgan?

Es steht fest, dass Liganden der humanen FPRs in der Lage sind, vomeronasale
Sinneszellen elektrisch zu aktivieren, und dass diese funf applizierten hFPR-aktivierenden
Peptide unterschiedliche Sensitivitaten far unterschiedliche vomeronasale
Sinneszellpopulationen besitzen. Die Funktion der Erkennung von diesen Krankheits-
assoziierten Molekllen durch das Vomeronasalorgan ist bisher unbekannt. Riviere et al.
(2009) zeigten, dass Aktivatoren humaner FPRs auch bestimmte mFpr-rs-exprimierende
vomeronasale Sinneszellen aktivieren kdnnen und vermuteten daher, dass diese speziellen
olfaktorischen Neurone der Identifizierung von Pathogenen oder Krankheits-assoziierten
Zustanden dienen konnten (Riviere et al., 2009). Eine Studie zeigte bereits, dass Mause in
der Lage sind, Urin von gesunden und von Influenza-infizierten Artgenossen zu
unterscheiden. Der Duft von infizierten Méannchen loste kein aversives, vermeidendes
Verhalten aus. Vielmehr verlor der Urin seine Attraktivitat fur Weibchen im Vergleich zu nicht
infiziertem Urin (Penn et al., 1998). Insgesamt bevorzugen Weibchen nicht infizierte,
immunkompetente Partner (Beltran-Bech and Richard, 2014). Formyl-Peptid-Rezeptoren
kénnten bei der Erkennung und Zuordnung bestimmter pathogener Zustande involviert sein.
Der in 4.3.2 dargestellte Nachweis, dass weitere prototypische FPR-Liganden das VNO
aktivieren konnen, verstarkt die Vermutung einer Rolle der vomeronasalen FPRs, die der
klassischen FPR-Funktion aus dem Immunsystem nahekommt. Um dieses zu Uberprifen,
waren weitere Experimente mit den hFPR-aktivierenden Peptiden sinnvoll. Die
durchgefihrten Elektrovomeronasogramme erweitern das bisher bekannte
Ligandenspektrum im VNO um prototypische formylierte Peptide. Die transduzierenden
Sinneszellpopulationen konnten eingegrenzt werden. Weitere Experimente missen nun im
Detall aufzeigen, welche Sinnespopulationen die Peptide detektieren.
Verhaltensexperimente konnen aufzeigen, ob diese Peptide Vermeidungsverhalten
induzieren, oder ob Paarungs- oder Sexualverhalten beeinflusst werden. Sollte dieses der

Fall sein, wirde eine Verbindung von Stimulus und Verhalten etabliert werden koénnen.
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Weitere Versuche konnten daraufhin abbilden, welche ho6heren Zentren an der
Informationsverarbeitung und Integration beteiligt sind und kdnnten so bisher unerforschte
Funktionen von Formyl-Peptid-Rezeptoren oder Formyl-Peptid-Erkennung im zentralen

Nervensystem entschliisseln.

Vorerst bleibt die Frage nach der in vivo Funktion der FPRs und der Formyl-Peptid-
Erkennung im VNO jedoch unbeantwortet und stellt damit ein weiteres Ratsel in der

Pheromonkommunikation dar.
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