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1 Einleitung

1.1 Lernen und Gedachtnis

Lernen und Gedé&chtnisbildung sind evolutionar alte Prozesse, die es Tieren ermdgli-
chen, Informationen Uber ihre Umwelt zu erhalten und zu speichern. Die beim Lernen
erworbenen Informationen stehen auch noch nach langerer Zeit als Gedachtnis far
die Regulation des Verhaltens zur Verfiigung. Dies ermdglicht es den Tieren, sich an
wechselnde Umweltbedingungen anzupassen und ihr Verhalten erfahrungsabhangig
zu verandern. Die gedachtnisbildenden Prozesse beruhen dabei auf Verdnderungen
von Neuronen und ihren Verknipfungen. Daflr werden unter anderem lonenkandle
moduliert, Enzymkaskaden aktiviert bzw. inaktiviert oder die Struktur der Verbindun-
gen zwischen Neuronen verandert. Untersuchungen an verschiedenen Modellorganis-
men wie Aplysia californica, Drosophila melanogaster, Apis mellifera und Mus muscu-
lus haben gezeigt, dass diese neuronale Plastizitat sowohl in Vertebraten als auch in
Invertebraten funktionelle Homologien besitzt[105:109],

1.1.1 Assoziative und nicht-assoziative Lernformen

Bei den Lernformen wird zwischen hdéheren Lernformen wie kognitiven Leistungen und
Spracherwerb des Menschen und den einfachen Lernformen differenziert. Bei letzte-
ren wird grundsatzlich zwischen assoziativen und nicht-assoziativen Lernformen un-
terschieden.

Zu den nicht-assoziativen Lernformen gehéren die Sensitisierung und die Habitua-
tion[®%, Sensitisierung beschreibt die Verstarkung einer Reflexantwort aufgrund eines
zusatzlichen starken Reizes. Die Fahigkeit eines Tieres, sich an einen wiederholt auf-
tretenden Reiz, der weder mit positiven noch mit negativen Folgen verbunden ist, zu
gewoOhnen und nicht mehr darauf zu reagieren, wird als Habituation bezeichnet. Bei
den nicht-assoziativen Lernformen wird etwas Uber einen einzelnen Stimulus gelernt,
wahrend es bei dem assoziativen Lernen zur Verknipfung eines neutralen Reizes mit
einem Belohnungs- oder Strafreiz kommt.

Das bekannteste Beispiel fur assoziatives Lernen ist die klassische Konditionierung
an Hunden, wie sie 1927 von Pawlow untersucht wurde™*!l. Die Hunde sondern beim
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Anblick eines Stick Fleisches (US) Speichel ab (UR). Ertont kurz vor der Darbietung
des Futters ein Glockenton (CS), ist dieser Ton nach wiederholten Trainingsdurchldufen
ausreichend, um bei dem Hund den Speichelfluss auszulésen (CR).

Dieses Prinzip des assoziativen Lernens - die zeitliche Paarung zweier Reize (CS
und US) - ist auch beim appetitiven Duftlernen der Honigbiene Apis mellifera vorhan-
den. Appetitiv bedeutet, dass der US einen positiven Wert besitzt und beispielsweise
eine Zuckerwasserbelohnung darstellt. Ist der US von negativer Bedeutung, handelt es
sich um eine aversive Konditionierung. Zu beobachten ist dies bei Fruchtfliegen (Dro-
sophila melanogaster) oder beim Furchtlernen bei Mausen (Mus musculus), wobei ein
Duft bzw. Ton mit einem Elektroschock assoziiert wird.

Bei Lernprozessen wird zwischen dem initialen Lernvorgang selbst, der die Akquisi-
tion des Gedéachtnisses beinhaltet, und den darauf folgenden unterschiedlichen Pha-
sen der Gedachtnisbildung unterschieden. Das direkt nach der Akquisition vorhande-
ne Kurzzeitgedachtnis (STM) wird Gber Konsolidierungsprozesse letztlich in ein stabi-
les Langzeitgedachtnis (LTM) Uberfuhrt. Beim Kurzzeitgedachtnis, welches sich durch
eine begrenzte Speicherkapazitat und Storanfalligkeit gegenliber neuen Ereignissen
auszeichnet, werden bereits vorhandene Proteine und Signalkaskaden modifiziert. Das
Langzeitgedachtnis ist hingegen von der Proteinbiosynthese abhangigi®l, da es u.a.
zu einem strukturellen Umbau von bestehenden Synapsen und zu Neubildungen von
Synapsen kommt!12l,

1.1.2 Molekulare Grundlagen von Lernen und Gedachtnis

Wie sich in den letzten Jahrzehnten gezeigt hat, sind die molekularen Prozesse, die
dem Lernen und der Gedachtnisbildung unterliegen, in den verschiedenen Modellor-
ganismen sehr ahnlich. So konnte bei Aplysia californica, Drosophila melanogaster,
Apis mellifera und Mus musculus gezeigt werden, dass die CAMP-PKA-Kaskade eine
zentrale Rolle spielt?*18%174 Die Hemmung dieses Signalweges fiihrt zu Defekten in
der Gedachtnisbildung®l. In Abbildung 1 (S. 3) ist zu erkennen, dass die Adenylat-
zyklase (AC) einen Koinzidenzdetektor darstellt, an dem verschiedene Signale zusam-
menlaufen. Wird die Aktivitat der AC erhoht, steigt der cAMP-Spiegel in der Zelle an
und aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die daraufhin Zielproteine phosphoryliert.
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CS STM
>AC—>cAMP—>PKA<
us CREB—LTM

Abbildung 1: Signaliibertragung entlang des cAMP-Weges.

Zum einen werden Gedachtnisse gebildet, die nur von kurzer Dauer sind (STM).
Dabei wird die Durchlassigkeit von lonenkanalen verandert, was zu einer kurzfristigen
Modulation der Transmitterauschiittung fiihrt[30.180.26],

Fur einen langzeitigen Gedachtniseffekt (LTM) kommt es zum anderen zu einer Ver-
anderung in der Genexpression. Hierbei findet eine Translokation der PKA in den Zell-
kern statt. Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB durch PKA leitet die
Genexpression einl*010.781 ynd fiihrt letztendlich zu einer morphologischen Verande-
rung der Synapsen. Wird die Induktion der Transkription durch CREB nach dem as-
soziativen Lernen verhindert, kann kein Langzeitgedachtnis gebildet werden?2?l, Die
Expression einer CREB-Aktivator-Isoform flhrt dagegen nach nur einer Trainingsein-
heit zur Bildung eines Langzeitgedachtnisses 9.

Die cAMP-PKA-Kaskade ist jedoch nicht der einzige Signalweg, der fur das Lernen
essentiell ist. Es hat sich gezeigt, dass auch die Ca?*-CaMK-CREB-Kaskade (Abb. 2)
eine wichtige Funktion in der Gedachtnisbildung hat.

Diese verknupft den bei neuronaler Aktivitat auftretenden Ca?*-Anstieg mit der Gen-
expression1°1182l Dabei wird zunéchst das in die Zelle einstromende Ca?* von Cal-
modulin (CaM) gebunden. Dieser Ca?*/Calmodulin-Komplex (Ca?*/CaM) aktiviert dar-
aufhin nicht nur allosterisch die CaMKK, sondern bindet ebenso deren Substrate, z.B.
die CaMKIV™ um die Phosphorylierungsstelle zuganglich zu machen. Letztendlich
kann die CaMKIV als CREB-Kinase die Transkription regulieren. Wie Untersuchungen
zeigten, kann der Mangel einer CaMKK im Hippocampus zum Verlust des raumlichen
Langzeitgedachtnisses fiihren[243,

Ca?* —> CaM—> CaMKK—> CaMKIV—CREB —LTM

Abbildung 2: Signaliibertragung entlang des CaMK-Weges.
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1.1.3 Gedachtnisbildung und Belohnung

Bei der appetitiven Konditionierung ist die Gedéachtnisbildung nicht nur von der Anzahl
der Stimuli abhangig, sondern auch von Faktoren wie Motivation und Belohnung in
Nahrungsform. Dies fuhrt dazu, dass hungrige Tiere besser lernen, da bei ihnen der
Belohnungswert des Futters hoher ist als bei satten Tieren!®3l. Dieses Wissen machen
sich die Menschen seit jeher bei der Domestizierung von Tieren zu Nutze.

Die VerknlUpfung des Lernprozesses mit dem Sattigungszustand ist ein weit ver-
breitetes Phanomen im Tierreich. Auch bei Bienen korreliert komplexes Verhalten wie
beispielsweise das appetitive olfaktorische Lernen mit dem Sattigungszustand der Tie-
rel*8l. Bienen, die wahrend einer Konditionierung hungrig sind, sind in der Lage, ein
von der Genexpression abhangiges Langzeitgedachtnis zu bilden. Werden die Bienen
hingegen vor dem Training gefiittert, wird dieses Gedachtnis nicht ausgebildet 6],

1.1.4 Neuronale Belohnungssysteme

Bei Vertebraten wird die Belohnungsinformation in bestimmten Gehirnbereichen durch
spezielle Neurone, die dopaminergen Neurone, verarbeitet. Obwohl diese Neurone in
wenigen Fallen durch aversive Reize erregt werden kénnen, werden sie doch haupt-
sachlich durch appetitive Reize aktiviert!*'3l, Dafiir erzeugen sie innere Belohnungs-
signale, welche dann Gehirnaktivitaten beeinflussen, durch die Entscheidungen und
andere Handlungsweisen kontrolliert werden. Die dopaminergen Neurone zeigen be-
spielsweise eine erhthte Aktivitat als Antwort auf einen Nahrungsreiz, wenn dieser ei-
ne Belohnung darstellt!*”2]. Fallt diese Belohnung hingegen aus, ist die Aktivitat dersel-
ben Neurone kurzzeitig unterdriickt!*”?l, Gleiches geschieht bei Reizen, die mit einem
Ausbleiben der Belohnung verbunden sind*62°7:1121 Bej satten Tieren zeigen die Neu-
rone, die auf Nahrungsreize als Belohnung reagieren, eine geringere Aktivitat7:161,
Dies deutet darauf hin, dass die Reaktion der Neurone die Belohnungsstarke und nicht
den Futterreiz widerspiegelt. Andere Gehirnregionen reagieren hingegen unabhéngig
vom Sattigungszustand auf den Futterreiz 1581,

In der Evolution scheint sich die Funktion des dopaminergen Systems interessanter-
weise verandert zu haben. So konnte bei Invertebraten wie der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster gezeigt werden, dass Dopamin fir die aversive, nicht fur die appetitive
Konditionierung von essentieller Bedeutung ist*”3l. Werden bei Fruchtfliegen die dopa-
minergen Neurone wahrend des Trainings blockiert, bei dem ein Duft (CS) mit einem
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Elektroschock (US) gepaart wird, fuhrt dies zu einem deutlich schlechterem Lernen.
Wird die Dopaminfreisetzung hingegen bei der appetitiven Konditionierung unterdrtickt,
bleibt die Gedachtnisbildung unverandert.

Bei der Honigbiene Apis mellifera wird die Belohnungsinformation tber ein Neuron,
das VUMmx1, vermittelt®, Eine kiinstliche Depolarisierung dieses Neurons ist in der
Lage, die Zuckerbelohnung als US wéahrend des Trainings zu ersetzen®, Wie sich
herausgestellt hat, ist dieses Neuron octopaminerg®. Wird das octopaminerge Sy-
stem wahrend des Trainings bei Fruchtfliegen abgeschaltet, hat dies bei der aversiven
Konditionierung keinen Einfluss auf die Gedachtnisbildung*”3l, Beim belohnungsorien-
tierten Lernen findet hingegen keine Gedachtnisbildung statt. Dies lasst darauf schlie-
Ren, dass Dopamin fir die Vermittlung negativer Reize und Octopamin fur die positive
Assoziation wahrend des Lernprozesses zustandig ist.

Was die Belohnungsstarke wahrend der appetitiven Assoziation auf molekularer
Ebene in den Neuronen festlegt, ist bis heute noch unklar und soll deshalb in dieser
Arbeit untersucht werden.

1.1.5 Zellularer Energiehaushalt und Motivation

Appetitives gustatorisches Lernen findet nur bei ausreichender Motivation statt. Welche
Signale sind nun fur die erhéhte Motivation bei hungrigen Tieren verantwortlich?

Hungrige Tiere leiden unter einem Energiedefizit. Ausgeldst durch hohe Aktivitat und
N&ahrstoffmangel sinkt der Gehalt an zellularer Energie (ATP), welcher sich in einem
Anstieg des AMP-Spiegels aulRert. Da Neurone besonders empfindlich auf Energie-
mangel reagieren, mag es nicht Gberraschen, dass die 5-Adenosinmonophosphat-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) liberall im ZNS vorkommt*%83 Hungrige Saugetiere
weisen eine hohere AMPK-AKktivitat im Hypothalamus auf als satte Tiere*', AuRer-
dem haben Untersuchungen gezeigt, dass die AMPK-Aktivitat im Hypothalamus das
Verhalten bei der Nahrungsaufnahme beeinflusst, um den gesamten Organismus vor
Energiemangel zu schitzen. Die kinstliche AMPK-Aktivierung im Hypothalamus fuhrt
beispielsweise bei Ratten zu einer erhéhten Nahrungsaufnahme!®l.

Nun stellt sich die Frage, ob zwischen der AMPK und dem Lernprozess eine Verbin-
dung besteht. Damit kbnnte beantwortet werden, warum hungrige Tiere besser lernen
als satte Tiere.
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1.2 Die 5’-Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkina se
(AMPK)

Die 5’-Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist ein entwicklungs-
geschichtlich sehr altes und hoch konserviertes Schliisselenzym im Stoffwechsel der
eukaryotischen Zelle. Es reguliert die Energiebalance einerseits auf dem zelluléaren
Niveau und andererseits im gesamten Organismus. Wird es durch einen niedrigen
Energie-Niveau, d.h. Erhéhung des AMP : ATP-Verhéltnisses in der Zelle, aktiviert, re-
guliert es den Metabolismus zugunsten der ATP regenerierenden, katabolischen Stoff-
wechselwege (Abb. 3). Eine Vielzahl von ATP verbrauchenden, anabolischen Stoff-
wechselwegen wird dagegen eingeschrankt, zum Beispiel Zellwachstum und Biosyn-
thesen von Fettsduren und Cholesterin. In vielzelligen eukaryotischen Organismen
wird AMPK zusatzlich durch Hormone wie zum Beispiel Leptin und Ghrelin reguliert
und ist deshalb in der Lage, den zellularen Energiestoffwechsel mit dem des gesam-
ten Organismus zu verknupfen.

Anabolismus

ATP —— AMPK «——— AMP «— ADP

Katabolismus

Abbildung 3: Ubersicht {iber die Kontrollfunktion der AMPK.
Wird AMPK durch AMP aktiviert, welches ein Signal fur einen niedrigen Energiestatus der
Zelle ist, hemmt es ATP verbrauchende Prozesse (Anabolismus) und férdert ATP regene-
rierende Prozesse (Katabolismus).
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1.2.1 Nukleotide als Signale des Energiestoffwechsels

Im Jahr 1964 erkannte Daniel Atkinson, dass Nukleotide diejenigen Signale sind, die
die Regulation des Energiestoffwechsels kontrollieren*48l, Zu dieser Zeit war eine klei-
ne Gruppe von Enzymen bekannt, zum Beispiel die Phosphorylase und Phosphofruk-
tokinase, deren Aktivitat allosterisch tber die Adenin-Nukleotide AMP und ATP wech-
selseitig reguliert wird. Atkinson lGiberdachte diese anfanglichen Ergebnisse und schlug
die Adenin-Nukleotide als Regulationssignale fur alle Verzweigungsstellen zwischen
anabolischen und katabolischen Stoffwechselwegen vor. Er formulierte dies als Hypo-
these der ,,Adenylat-Kontrolle®.

Warum ist AMP und nicht ADP das Signalmolekul fir die Regulation des Energie-
stoffwechsels? Eukaryotische Zellen besitzen eine sehr aktive Adenylat-Kinase, wel-
che ATP, ADP und AMP ineinander umwandelt (2 ADP <> ATP + AMP) und diese Re-
aktion im Gleichgewicht halt®. Unter idealen Bedingungen halten gesunde Zellen mit
Hilfe der ATP-Synthase (ADP + P, — ATP) ein ADP : ATP-Verhaltnis von 1:10 aufrecht.
In diesem Fall arbeitet die Adenylat-Kinase von rechts nach links und halt AMP niedrig
(AMP : ATP = 1:100). Wenn die ATPase (ATP — ADP + P;) bedingt durch zellularen
Stress den Umsatz der ATP-Synthase Ubersteigt, steigt das ADP : ATP-Verhaltnis an
und die Adenylat-Kinase arbeitet von links nach rechts und erzeugt AMP. Steigt bei-
spielsweise das ADP : ATP-Verhaltnis auf das 5fache (5:10) an, wird das AMP : ATP-
Verhéltnis auf das 25fache (25:100) erhoht. Deshalb ist es fiir jedes System zur Uber-
wachung des zellularen Energiestatus sinnvoll, auf AMP oder das AMP : ATP-Verhaltnis
zu reagieren, da dies, wie von Hans Krebs im Jahr 1963 dargelegt wurde!®!, fiir eine
starkere Veranderung der AMP-Konzentration als fir ATP oder ADP sorgt.

Die AMPK wurde zuerst als ein Enzym beschrieben, welches in der Lage ist, die
Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)-Reduktase und die Acetyl-CoA-Carboxylase
(ACC) zu phosphorylieren und zu inaktivieren!*¢-2°l, Beides sind Schliisselenzyme in
der Synthese von Cholesterin und Fettsauren. 1980 wurde von Kim’'s Forschungs-
gruppe herausgefunden, dass die ACC durch AMP stimuliert wird. Sie kamen zu dem
Schluf3, dass die Fettsduresynthese aufgrund des fallenden Energieniveaus in der Zel-
le gehemmt wird?8, Funf Jahre spater wurde von Hegardt's Gruppe berichtet, dass
die HMG-CoA-Reduktase-Kinase ebenso durch AMP stimuliert werden kann#3l, Kurz
darauf lieferte die Arbeitsgruppe von Hardie den Beweis, dass es sich hier um ein und
dasselbe Enzym handelt?®]. Als sich herausstellte, dass diese Kinase verschiedenste
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physiologische Substrate hat, wurde sie nach ihrem allosterischen Aktivator AMP als
AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) benannt 58I,

1.2.2 Struktur der AMPK

Die AMPK ist ein heterotrimeres Enzym, das aus einer katalytischen a-Untereinheit
und zwei regulatorischen 8- und y-Untereinheiten besteht!*®4. Orthologien aller drei
Untereinheiten wurden bis heute in allen eukaryotischen Arten gefunden, deren Ge-
nomsequenz verfiigbar ist35%1, Auch das AMPK-Ortholog in Drosophila melanogaster
ist durch AMP aktivierbar*3¢!, was zeigt, das dieser regulatorische Mechanismus auch
bei Insekten und Saugern konserviert ist. Ebenso weist es darauf hin, dass dieses
System der Energieregulation schon sehr frith in der eukaryotischen Evolution auftrat.

Bei Saugetieren wird jede Untereinheit durch mehrere Gene verschlisselt (al,a2,
Bl, B2, v1, v2, ¥3), was zu 12 verschiedenen heterotrimeren aBvy-Kombinationen
fuhrt®%], Die a-Untereinheit beinhaltet am N-Terminus eine herkémmliche Serin/Threo-
nin-Kinase-Domaéne, welche die Threonin-Struktur besitzt, deren Phosphorylierung fur
die Aktivierung notwendig istl®”). Der C-Terminus der a-Untereinheit ist fiir die Kom-
plexbildung mit der 8- und y-Untereinheit notwendig8l. Die B-Untereinheit beinhaltet
einen C-Terminus, welcher fur die Komplexbildung zustandig ist, und eine Glycogen
bindende N-lsoamylase-Domane!®°144. Obwohl diese Struktur die erste Region des
AMPK-Komplexes war, deren Kristallstruktur aufgeklart wurde#%, ist ihre physiologi-
sche Rolle noch unklar. Die y-Untereinheit besitzt eine variable N-Terminale Region,
gefolgt von vier ,Tandem-Repeats®, einer Sequenz, die als CBS-Motiv bekannt ist™4,
Diese treten in Paaren auf und formen zwei Module, die als Bateman-Domane bezeich-
net werden und als AMP-Bindestellen dienen!®],

Die Regulation der AMPK durch AMP geschieht auf drei verschiedenen Wegen2!:
a) allosterische Aktivierung durch AMP, b) Phosphorylierung von Thr 172 durch ei-
ne ,upstream“-Kinase und c¢) Hemmung der Dephosphorylierung von Thr 172 durch
Phosphatasen. Dieser dreifache Mechanismus macht das AMPK-System hochemp-
findlich, um auf kleinste Anderungen in der AMP-Konzentration zu reagieren®l. Der
Effekt der allosterischen Aktivierung durch AMP allein ist sehr gering. Je nhach AMPK-
Isoformen steigt sie maximal auf das Fiinffache oder weniger an®3. Auf das 50- bis
100fache steigt die Aktivitat, wenn die a-Untereinheit am Thr 172 phosphoryliert ist53],
was aber eine Bindung von AMP an der «y-Untereinheit voraussetzt. Gehemmt wird
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die Dephosphorylierung durch Protein-Phosphatasen am Thr 172, wenn AMP an der
~-Untereinheit gebunden ist*1163], Diese Phosphorylierungsstelle am Thr 172 bietet
die Mdglichkeit zur Regulation und ist in dieser Arbeit Angriffspunkt fir die kinstliche
Modulierbarkeit.

Darlber hinaus ist die Bateman-Doméne in der Lage, ATP zu binden. Die Affinitat
dieser Domane zu AMP ist aber deutlich héher als zu ATP, wobei sich ein gleichzeitiges
Binden von AMP und ATP gegenseitig ausschlieRt’®!. Obwohl die ATP-Bindung zu kei-
ner der drei aktivierenden Effekte durch AMP fiihrt, kbnnen hohe ATP-Konzentrationen
zu einer Hemmung der Aktivierung von AMPK fuhren, indem die Phosphorylierung am
Thr 172 unterbunden wird 7,

1.2.3 Regulation der AMPK

Fur die Phosphorylierung am Thr 172, die fur die Aktivierung der AMPK notwendig ist,
kommen vier Kinasen (AMPKKSs) in Frage (Abb. 4, S. 10): LKB1[81782121 CaMKKa,
CaMKK3[59:64.71.211] ynd TAK1 1201,

Die LKB1-vermittelte Phosphorylierung findet wahrend eines Energiedefizites in der
Zelle statt, indem AMP an der y-Untereinheit bindet?®l. Die CaMKK vermittelte Akti-
vierung wird durch verschiedene Zelloberflachen-Liganden initiiert, die zu einer intra-
zellularen Ca?*-Konzentrationserhéhung fiihren 20959,

Neben Thr 172 wurden noch weitere Phosphorylierungsstellen an der a- und (G-
Untereinheit identifiziert. Ihre Funktion ist bis heute allerdings noch nicht vollstandig
aufgeklart[t14.185.2032131 AMPK-a 1 Ser 485 (aquivalent zu AMPK-a2 Ser 491) wurde als
Autophosphorylierungsstelle identifiziert®”], die eine tiberhéhte AMPK-Aktivitat verhin-
dert und als Ziel fur die Proteinkinase B (PKB/Akt) dient7:1831  Die Phosphorylierung
von AMPK-a Ser 485/491 durch PKB/Akt ist voraussichtlich an der durch Insulin ver-
mittelten AMPK-Hemmung beteiligt[1548.87.208]

Viele Studien zeigen, dass extrazellulare Liganden wie Leptin, Adiponektin, Ghre-
lin, Bradykinin und Katecholamine die AMPK-Aktivitat regulieren knnen®l. Dies ver-
deutlicht, in welchem MalRe der zellulare Energiestoffwechsel mit der Stoffwechsel-
regulation des gesamten Organismus verknupft ist. Viele metabolische Stoffwechsel-
wege wie zum Beispiel der Kohlenhydrate, Fette und Eiweil3e werden ebenfalls Gber
cAMP-Signalwege reguliert. Bewegung oder Hungern fihren zu einer Anregung der
cAMP-abhéangigen Proteinkinase (PKA) und der AMPK wie auch hormonelle Stimu-
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Abbildung 4: Regulation der AMPK.

lation (iber B-adrenerge Rezeptoren.[®377991 Beide Kinasen kénnen in Zusammenar-
beit Enzyme regulieren, die im Glycogen-Stoffwechsel, in der Cholesterin-Synthese
und im Fettsaure-Metabolismus eine Schliisselrolle einnehmen[?2:33:42.127.2051  Ehenso
konnen beide Kinasen antagonistisch arbeiten, zum Beispiel bei der Regulation von
Hormonsensiblen Lipasen (HSL), welche die Lipolyse im Fett- und Muskelgewebe re-
gulieren®%4, Zudem wurde eine direkte Verbindung von PKA zu AMPK[?l und eine
PKA-vermittelte CaMKK-Hemmung nachgewiesen, die wiederum zu einer reduzierten
Phosphorylierung am Thr 172 der a-Untereinheit fiihrt["2.

1.2.4 AMPK-regulierte Stoffwechselprozesse

Welche Proteine werden von der AMPK phosphoryliert? Um diese Proteine zu identi-
fizieren, machte man sich einen Wirkstoff namens AICAR zu nutzte, der in der Lage
ist, AMPK zu aktivieren. AICAR, ein Adenosin-Analogon wird Uber einen Adenosin-
Transporter in die Zellen aufgenommen”l und von einer Adenosin-Kinase in ein mono-
phosphoryliertes Nukleotid, das ZMP, umgewandelt?°Y, Diese Moglichkeit der AMPK-
Aktivierung wurde von van den Berghe entwickelt!s%l, Seine Arbeitsgruppe fand heraus,
dass ZMP fahig ist, alle drei durch AMP verursachten Auswirkungen auf das AMPK-
System zu simulieren, einschlieRlich der erhéhten Phosphorylierung am Thr 17285,
AICAR st allerdings nicht ganz spezifisch fur AMPK, da ZMP auch andere AMP-
sensiblen Enzyme wie Fruktose-1,6-Bisphosphatase?°!! und die Glykogen-Phosphory-
lase im Muskel reguliert®®!, Deshalb sollten alle durch AICAR erlangten Riickschliis-
se durch zusatzliche molekulare Methoden abgesichert werden, zum Beispiel durch
AMPK-Knockouts oder siRNAs. Aul3erdem ist es moglich, einen AMPK-Inhibitor (Com-
pound C) zu nutzen??*l, Dieser kann zwar auch andere Kinasen in ihrer Wirkung regu-
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Abbildung 5: AMPK-regulierte Schliisselprozesse des Energiestoffwechsels.

lieren (Hardie, unveréffentlicht), dennoch liefert er einen guten Beweis fur eine AMPK-
Funktion, wenn einem AICAR-Effekt entgegengewirkt werden kann, da nicht bekannt
ist, dass AICAR andere Proteinkinasen aktiviert.

Die aktivierte AMPK hemmt eine Vielzahl von ATP verbrauchenden anabolischen
Stoffwechselwegen. Durch AMPK kontrollierte Schliisselprozesse des Energiestoff-
wechsels sind die Synthesen von Fettsauren[t87:35604594] ' proteinen[?1.73:83.88,66]  Cho-
lesterin®56% ynd Glykogen!?”:"®l. Ebenso kann die Glukoneogenese durch erhéhte
AMPK-Aktivitat auf dem Wege der Genexpression herunterreguliert werden!®8l,

AMPK kann nicht nur anabolische Stoffwechselwege hemmen, um ATP zu konser-
vieren, sondern auch katabolische Stoffwechselwege fordern, die ATP regenerieren,
beispielsweise die Fettsaure-Oxidation1%2% Dariiber hinaus ist AMPK fahig, die Auf-
nahme der Fettsauren in die Zellen zu erh6hen!*%?l und die Glukoseaufnahme zu stimu-
lieren!*1991 Apbildung 5 zeigt eine Zusammenfassung dieser Funktionen der AMPK.

1.2.5 Physiologische Prozesse, an denen AMPK beteiligt ist

Bei Saugetieren kontrolliert der Hypothalamus die Nahrungsaufnahme und den Ener-
gieverbrauch des Organismus, indem er Informationen tber den Ernahrungszustand
und den Energiebedarf integriert und verarbeitet. Dies wird durch Signale wie zirkulie-
rende Nahrstoffe (Glukose, Fettsduren) und Hormone wie Leptin, Insulin und Ghrelin
ermdglicht. Es hat sich herausgestellt, dass AMPK die Nahrungsaufnahme durch Inte-
gration verschiedener hormoneller Signale im Hypothalamus regulieren kann. Leptin,
ein anorexigenes Hormon, ist in der Lage, die hypothalamische AMPK-Aktivitat her-
unterzuregulieren®'18 wahrend das orexigene Hormon Ghrelin die AMPK-Aktivitat
im Hypothalamus erhoht®88, Ebenso wird bei Hunger die hypothalamische AMPK-
Aktivitat erhoht, wahrend eine Nahrungsaufnahme diese senkt!*'Y. Dariiber hinaus
fuhrt die direkte Aktivierung der AMPK im Hypothalamus zu einer gesteigerten Nah-
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rungsaufnahme mit einer Zunahme der Koérpergewichtes®%, Eine Hemmung dage-
gen reduziert die Nahrungsaufnahme und als Folge das Korpergewicht[©®2:1111,

Da die Nahrungsaufnahme an den Hell-Dunkel-Zyklus gebunden ist, wurde untersucht,
ob die AMPK ebenso die zirkadiane Rhythmik beeinflussen kann*%l. Der Hauptschritt-
macher fur das rhythmische Verhalten befindet sich bei Saugetieren im Suprachiasma-
tischen Nucleus (SCN) des Hypothalamus™®?!. Dieser enthalt einen wichtigen Regula-
tor fur die 24-Stunden-Periode, die Casein-Kinase le (CKle)*4. AMPK ist in Fibrobla-
sten der Zelllinie Ratl in der Lage, die CKle durch Phosphorylierung zu aktivieren und
die zirkadiane Dauer zu verkiirzen*®®l, Ebenso wurde gezeigt, dass eine Verande-
rung im Essverhalten die zirkadiane Rhythmik beeinflussen kann. So neigen Mause
mit einem Leptinmangel dazu, sich nicht nur zu tberfressen und eine Fettleibigkeit
auszubilden, sondern auch dazu, das Schlafverhalten und die zirkadiane Dauer zu
verandern[®3,

Eine verklrzte Tageslange oder zunehmende Dunkelheit ist ein moglicher Signal-
geber fur die Einleitung des Winterschlafes. Durch Untersuchungen an Mausen, die
nur im Dunkeln gehalten wurden, wurde herausgefunden, dass der AMP-Spiegel unter
zirkadianer Kontrolle liegt??%l, Der AMP-Gehalt ist im Blut von im Dunkeln gehaltenen
Mausen héher als bei Mausen, die einem Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt sind?%, In
diesem Fall ist die AMPK indirekt an der zirkadianen Rhythmik beteiligt und hilft eine
Dunkelphase zu Uberdauern, indem etwa Fettreserven verbraucht werden, um Energie
ZuU gewinnen.

Im Nervensystem tragt AMPK zur Neuroprotektion bei, indem sie durch Phosphory-
lierung von GABAg-Rezeptoren die Erregbarkeit der Neurone herunterreguliert™, ~-
Aminobuttersaure (GABA) ist ein wichtiger inhibitorischer Neurotransmitter im ZNS.
Dieser bindet an GABA,- (ionotrop) oder GABAz- (metabotrop) Rezeptoren. Die Bin-
dung an GABA-Rezeptoren vermittelt eine postsynaptische Offnung der Kaliumkana-
le, die zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran fuhrt. Zudem wird vermutet, dass
die Transmitterauschiittung prasynaptisch gehemmt wird, indem das Offnen von Kalzi-
umkanalen verhindert wird®4,

Durch starke neuronale Aktivitait kommt es zu einem Anstieg der inneren Ca?*-
Konzentration und des AMP-Spiegels. Das Ca’" aktiviert die CaMKKg, die wieder-
um AMPK aktivieren kann. Ein AMP-Anstieg in der Zelle sorgt fur die Aktivierung
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der AMPK durch LKB1. Beides lauft letztendlich darauf hinaus, dass AMPK die R2-
Untereinheit des GABAg-Rezeptors phosphoryliert und dadurch die Wirkung von GA-
BA am Rezeptor fordert.

Desweiteren spielt AMPK in der Individualentwicklung eine Rolle. In Abhangigkeit vom
Energiestatus beeinflusst sie die Zellstruktur und die Mitose!®¢:841, Bei Larven von Dro-
sophila melanogaster fuhrt der AMPK-Verlust zu Stérungen in der Zellpolaritat, die von
einem desorganisierten Aktin-Zytoskelett begleitet werden®®l. Bei der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae wurde gezeigt, dass das AMPK-Homolog SNF1 bei Glukosemangel
fur die Segregation der Chromosomen wahrend der Zellteilung verantwortlich ist65],
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1.3 Ziel dieser Arbeit

Im vorhergehenden Abschnitt wurde dargelegt, wie stark physiologische Prozesse wie
Nahrungsaufnahme, zirkadiane Rhythmik und Entwicklung von der Aktivitat der AMPK
abhangen. Bis heute ist allerdings unbekannt, ob diese hochkonservierte Kinase einen
Einfluss auf das Lernen, die Gedachtnisbildung oder die Belohnungsinformation hat.
Die AMPK nimmt in der Regulation des Zellenergiehaushaltes und bei der Steuerung
des Verhaltens wahrend der Nahrungsaufnahme eine Schlisselrolle ein. Aufgrund die-
ses Verhaltensaspekts ist es moglich, dass die AMPK beim appetitiven gustatorischen
Lernen eine ebenso grof3e Rolle spielt, indem sie die Belohnungsstarke in Abhéangig-
keit vom Energiezustand des Organismus reguliert. Dies wirde einen Zusammenhang
zwischen dem zellularen Energiespiegel und dem Lernen herstellen und die Frage kla-
ren, warum hungrige Tiere besser lernen als satte Tiere.

Diese Frage soll zu Beginn dieser Arbeit am Beispiel der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster und spater im Hauptteil dieser Arbeit mit der Honigbiene Apis mellifera
beantwortet werden. Da fir Verhaltensexperimente die schnelle Manipulation von En-
zymaktivitaten aul3erst wichtig ist, war es erstrebenswert die AMPK-AKktivitat gezielt im
Gehirn oder in einzelnen Regionen und zeitlich zu modulieren. Um dies zu erreichen,
wurden in dieser Arbeit Methoden entwickelt, die eine schnelle Regulation gestatten
und eine schnelle Aktivitatsmessung der AMPK erlauben.

Mit dieser gezielten Manipulation konnte gezeigt werden, dass Verhaltensreaktionen
aufgrund sensorischer Wahrnehmungen bei Bienen von der Aktivitat der AMPK ab-
hangen. Dabei schlieen sich folgende Fragen an:

Welche Gehirnregionen sind an der Regulation der Zuckerwasserempfindlichkeit auf-
grund des Sattigungszustandes beteiligt?

Welchen Einfluss hat eine Aktivitatsveranderung der AMPK wahrend des Lernprozes-
ses auf das Gedachtnis?

Spielt der zellulare Energiesensor AMPK eine Schlisselrolle bei der Verknipfung von
Motivation und Prozessen des appetitiven Lernens?
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2 Methoden und Material

2.1 Methoden

2.1.1 Larvenfitterungsexperiment mit  Drosophila melanogaster

Bei diesem Experiment soll untersucht werden, inwieweit die Menge in der Nahrungs-
aufnahme durch Zusatzstoffe bei Fruchtfliegenlarven-L3 (Drosophila melanogaster,
Wildtyp Canton S) beeinflusst werden kann. Zunéchst werden Fliegen in einem Plastik-
Rohrchen mit Maismehl-Fliegenfutter gehalten, wo sie einen Tag lang Eier ablegen
kénnen. Die Larven, die aus diesen Eiern schlipfen, entwickeln sich im Fliegenfut-
ter. Aus einem Rohrchen mit finf Tage alten Larven (3. Larvenstadium) wird ein Loffel
entnommen und das restliche Futter in einem Sieb mit Hilfe einer mit Wasser gefuill-
ten Spritzflasche abgewaschen. Diese Larven werden nun mit einem Pinsel auf eine
Agaroseplatte (3 %) gesetzt, auf der sich eine Futterpaste befindet, in die sie sich hin-
einfressen.

Die erste Futterpaste hat folgende Zusammensetzung:
0,8 g Trockenhefe; 0,2 g Tafelzucker; 1,1 ml Wasser +/- 52 mg AICAR (0,1 M)

Diese Menge ergibt drei haselnussgrofRe Stiicke Paste. Die Larven bleiben 25 Minu-
ten in diesem Futter, wobei sich die verdeckelten Agarose-Schalchen in einer dunkel
gehaltenen Schale Uber einem Wasserbad befinden, damit die Luftfeuchtigkeit hoch
genug ist und die Larven nicht austrocknen. Nach dieser Zeit werden die Larven er-
neut mit Wasser in ein Sieb gesptilt, um die Futterreste zu entfernen. Mit einem Pinsel
werden die gewaschenen Larven in den Deckel eines EppendorfgefaRes gesammelt,
um dann zusammen in eine neue Futterpaste gesetzt zu werden, die dieses Mal rot
gefarbt und mit NaCl versetzt ist.

Die darauffolgende zweite Futterpaste hat folgende Zusammensetzung:
0,8 g Trockenhefe; 0,2 g Tafelzucker; 1 ml NaCl-Lésung (0,1 g NaCl auf 1 ml, ca. 2 M);
0,1 ml E 124-Loésung (0,2 g E 124/1 ml Wasser) +/- 52 mg AICAR (0,1 M)
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Das Salz soll die Bereitschaft zur Nahrungsaufnahme verringern, um die Wirkung des
AICAR deutlich demonstrieren zu kdnnen. In einer Kontrollgruppe wird in beiden Futter-
pasten kein AICAR verwendet. Nach 20 bzw. 40 Minuten werden die Larven zunachst
wieder gewaschen und anschlieRend mit dem Pinsel aus dem Sieb in Eppendorfge-
falle Uberfuhrt (je 7 Larven pro Gefal3), die sich in einem Kuhlblock auf Eis befinden.
Auf diese Weise erfolgt ein schnelles Immobilisieren der Larven, damit die Tiere nicht
ihren Darminhalt entleeren.

Zur Anfertigung der Homogenate werden je 7 Larven in 100 ul PBS homogenisiert,
da der Lebensmittelfarbstoff E 124 im alkalischen Milieu instabil ist. Die Homogena-
te werden auf Eis gelagert, bis sie fur 7,5 Minuten bei 16300 g zentrifugiert werden
konnen. Danach werden 70 ul vom Uberstand entnommen und in die Vertiefung einer
transparenten 96iger Zellkulturplatte mit flachem Boden pipettiert. Um den restlichen
Farbstoff aus dem Pellet zu I6sen, werden 70 ul PBS ins Eppendorfgefal3 pipettiert
und das Pellet suspendiert. Anschlielend erfolgt eine zweite Zentrifugation mit den
gleichen Parametern wie zuvor. Zuletzt werden wieder 70 ul Uberstand entnommen
und in die entsprechende Vertiefung pipettiert. Danach erfolgt die Messung der Ab-
sorption des roten Farbstoffes bei 510 nm vs. 640 nm mit dem Tecan safire?. Zum
statistischen Vergleich zweier unterschiedlich behandelter Gruppen wurde der T-Test
angewandt. Das Experiment wurde im Zeitraum 12.2005 bis 01.2006 durchgefihrt.

2.1.2 Vorbereitung der Versuchstiere ( Apis mellifera carnica L.)

Fur die Untersuchungen an der Honigbiene Apis mellifera carnica L. dienten aus-
schlie3lich Sammlerbienen. Diese wurden etwa 15 Minuten nach dem Abfangen vom
Stock mit Hilfe einer Plexiglaspyramide in Plastikréhrchen mit Schaumpfropfen auf Eis
bis zur Bewegungsunfahigkeit gekuhlt. Die immobilisierten Tiere wurden per Hand mit
Textilklebeband in Metallréhrchen so fixiert, dass die Mundwerkzeuge freilagen und
dass das Abdomen eine gewisse Bewegungsfahigkeit hatte. Der Kopf wurde zusatz-
lich mit Hilfe von Dentalwachs auf dem Textilklebeband fixiert, um ein spateres Offnen
der Schadelkapsel zu erleichtern und eine gezielte Photofreisetzung von Nukleotiden
zu ermoglichen (s. Kap. 2.1.2.5). Die Schadelkapsel wurde mit Hilfe einer Rasierklinge
soweit gedffnet, dass Antennen, Komplexaugen und die Ocellen nicht verletzt wurden
(Abb. 6, S. 17). Dabei war darauf zu achten, dass die Antennen ihre Bewegungsfrei-
heit behielten. Bienen, bei denen die durch die Kasten bedingten Futterdriisen das Ge-
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Abbildung 6: Biene mit getffneter Schadelkapsel.

hirn verdeckten, wurden vom Experiment ausgeschlossen, da bei ihnen keine gezielte
Photofreisetzung von Pharmaka im Gehirn moglich ist. Die Bienen wurden in einem
dunklen und mit feuchtem Papier ausgelegten Behalter aufbewahrt (70 % rel. Luft-
feuchtigkeit, 20-25°C). Als Futter diente eine 1 M Sucrosel6sung, die mit einer Spritze
in Tropfchenform verabreicht wurde. Pro Tag wurden 6 Tropfen auf den Morgen und
Abend verteilt geflttert.

2.1.2.1 Empfindlichkeit der RUsselreflexes

Um die Empfindlichkeit auf einen Zuckerwasserstimulus zu testen, wurden die Anten-
nen der Bienen mit einem in Sucroselésung getauchten Zahnstocher berihrt, wobei
beobachtet wurde, ob der Rissel herausgestreckt wird.

Die Zuckerempfindlichkeit wurde einerseits bei satten und andererseits bei hungri-
gen Bienen getestet. Fir das erste Experiment wurden die Tiere bis zur Sattigung ge-
futtert (1 M Sucrose) bevor ihnen NPE-caged ADP oder NPE-caged ATP injiziert wur-
de. Vor der Freisetzung von Nukleotiden im Gehirn mit Hilfe von Licht (s. Kap. 2.1.2.5)
wurden die Tiere mit einer Sucroselésung (0,3 M) getestet. Die Bienen, die den Rissel
herausstreckten, wurden vom Experiment ausgeschlossen. Nach der Photofreisetzung
wurde die Empfindlichkeit der Bienen wiederholt zu bestimmten Zeiten getestet.

Im zweiten Versuch sollte bei hungrigen Tieren die Empfindlichkeit nach Freisetzung
von ATP im Gehirn getestet werden. Daflr wurden die Bienen vor der Injektion nur mit
zwei bis drei Zuckertropfen (1 M Sucrose) gefiittert. Genau wie beim ersten Versuch
wurde die Empfindlichkeit der Bienen wiederholt nach der Freisetzung der Nukleo-
tide getestet: zunachst mit verschiedenen Zuckerkonzentrationen (30 mM, 100 mM,
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300 mM und 1000 mM Sucrose), spater dann mit 30 mM Sucrose. Die Experimen-
te wurden gréRtenteils im Winter 06/07 (Bienen aus dem Winterquartier) und Frih-
ling/Sommer 2007 durchgefiihrt. Zur statistischen Analyse wurde der Exakte Fisher-
Test angewandt.

2.1.2.2 Habituation und Dishabituation des Rlsselreflexes

Zur Habituation des Russelstreckreflexes (PER) wurden die Bienen im Abstand von
einer Sekunde mit einem vorher in Sucroselésung (1 M) getauchten Zahnstocher wie-
derholt an derselben Antenne bertihrt. Dabei wurde beobachtet, ob der Rissel heraus-
gestreckt wird. Wird der Russel bei finfmaliger Stimulation der Antenne hintereinander
nicht mehr herausgestreckt, gilt der Riisselreflex als habituiert!*'”], Beriicksichtigt wur-
den nur die Tiere, die bei der ersten Stimulation einen Risselreflex zeigten und sich
durch anschlie3ende einmalige Stimulation der kontralateralen Antenne dishabituieren
lieBen, also den Russel wieder herausstreckten.

Damit die Tiere einen relativ konstanten Sattigungszustand aufweisen, wurden die
Bienen einen Tag vor der Habituation gefangen, an dem Abend und 25 Minuten vor
der ersten Habituation mit vier Tropfen Sucroselosung (1 M) gefuttert. Zur statistischen
Analyse wurde fur jedes Tier die Anzahl der Stimulationen gezéhlt, die zu einer Ha-
bituation des Reflexes fuhrten. Jede Biene wurde einmal vor und einmal nach einer
Freisetzung von Nukleotiden im Gehirn (s. Kap. 2.1.2.5) habituiert und dishabituiert.
Aus der Anzahl der fur die Habituation notwendigen Stimuli wurde fir jedes Tier ein
Quotient berrechnet (notwendige Stimulation nach Behandlung / notwendige Stimula-
tion vor Behandlung). Die Bienen fir diese Experimente stammten aus dem Sommer
2006. Zum statistischen Vergleich zweier unterschiedlich behandelter Gruppen wurde
der Wilcoxon Rang-Test angewandt.

2.1.2.3 Olfaktorische Konditionierung des Russelreflexes

Bei der klassischen olfaktorischen Konditionierung wurde ein Duftreiz als zu konditio-
nierender Stimulus (CS) mit einem belohnenden Zuckerwasserreiz als unkonditionier-
tem Stimulus (US) gepaart. Fir den Duftreiz wurde Nelkendl (Apotheke) benutzt, wel-
ches zunachst auf ein Filterpapier getropft, Uber eine Plastikspritze an beide Antennen
geblasen und Uber einen Abzug direkt hinter der Biene rasch abgesaugt wurde. Der
Zuckerwasserreiz (0,3 oder 1 M Sucrose) wurde mit Hilfe eines Zahnstochers an bei-
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de Antennen (Reizdauer 0,5 s) gegeben und anschliel3end an den herausgestreckten
Russel appliziert. Der Duft (CS) wurde fir funf Sekunden prasentiert. Drei Sekunden
nach Beginn des Duftreizes wurde der US fur finf Sekunden appliziert. Je nach Kon-
ditionierungsprozedur wurden eine oder drei CS-US-Paarungen durchgefihrt, letztere
mit einem zeitlichen Intervall von zwei Minuten.

Zum Gedachtnisabruf wurden die Bienen wieder vor den Abzug gestellt und ihnen
der Duftreiz fur funf Sekunden prasentiert. Dann wurde beobachtet, ob der Rissel
herausgestreckt wird. FUr die Auswertung wurden auch die Bienen beriicksichtigt, die
wahrend des Trainings nicht auf den Zuckerwasserreiz reagierten, da je nach Experi-
ment die Tiere teilweise 35 Minuten vor dem Training satt gefuttert wurden (1 M Sucro-
se). Diesen Tieren wurde dennoch das Zuckerwasser auf dem Zahnstocher auf den
nicht ausgestreckten Rissel appliziert. Ausgeschlossen wurden die Tiere, die schon
bei der ersten CS-US-Paarung positiv auf den Duft reagierten. Zur statistischen Analy-
se der Akquisition und des Gedachtnisabrufes wurde die Anzahl der Reaktionen jedes
Tieres gezahlt. Fur den Vergleich mehrerer unterschiedlich behandelter Gruppen wur-
de der Exakte Fisher-Test angewandt. Die AICAR-Experimente wurden mit Bienen aus
dem Sommer 2005/2006 durchgefiihrt, alle weiteren Experimente erfolgten im Sommer
2007.

2.1.2.4 Injektion der Pharmaka und NPE- caged Nukleotide

Alle Substanzen wurden manuell mit spitz ausgezogenen 5 ul Glaskapillaren in den
Thorax injiziert. AICAR (1 wl, 0,2 M) wurde in PBS gelost und 30 Minuten vor der
Konditionierung injiziert. Das NPE-caged ADP (5 bzw. 10 mM) bzw. NPE-caged ATP
(10 mM) wurde in PBS gel6st, wovon 1 pl 30 Minuten vor der Photofreisetzung injiziert
wurde (s. Kap. 2.1.2.5). Je nach Experiment wurden mit den Nukleotiden gleichzei-
tig verschiedene Pharmaka injiziert. Genutzt wurden der AMPK-Blocker Compound C
(3,5 mM in PBS und DMSO, 1:1), der P2X/Y-Rezeptor-Antagonist PPADS (2 mM in
PBS), der CaMKK-Blocker KN-93 (1 mM in PBS und DMSO, 1:1), der PKA-Blocker
KT5720 (0,2 mM in PBS und DMSO, 1:1) und der PKA-Aktivator BrcAMP (1 mM in
PBS).
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2.1.2.5 Photofreisetzung der caged Nukleotide

Die Freisetzung der Nukleotide (ADP und ATP) wurde mit Hilfe eines Xenon-Blitz-
lampen-Systems Uber ein Binokular durchgefiihrt. Geblitzt wurden entweder das ganze
Gehirn (jeweils sechsmal pro Hemisphéare) oder ausgewéhlte Bereiche wie Pilzkorper,
Antennalloben, optische Loben und das laterale Protozerebrum (zehnmal durch eine
Blende). Die Energie pro Blitz betrug 12,5 mJ. Bei Experimenten, in denen eine Grup-
pe geblitzt wurde, war darauf zu achten, dass nicht nur die zu blitzende Gruppe Bienen
keine kastenbedingten Futterdrisen Uber dem Gehirn besaf3, sondern auch die ande-
ren Gruppen in dem Experiment drisenfrei waren.

2.1.3 Immunchemische und immunhistologische Techniken
2.1.3.1 Préaparation des Bienengehirns

Fir die Entnahme des Gehirns wurde der Kopf mit einem Skalpell abgeschnitten und
mit Hilfe eines Lotkolbens in ein Schalchen mit Wachs eingebettet und sofort auf Eis
gekuhlt. Die Kopfkapsel wurde dann mit einer Rasierklinge getffnet. Der Schnitt er-
folgte waagerecht, vor den Antennen beginnend bis zu den Ocellen. Anschliel3end
konnten die Tracheen und Drisen mit einer feinen Pinzette entfernt werden. Zur Anfer-
tigung von Gehirnhomogenaten wurde das Gehirn nach dem Abschneiden der Ocellen
und Retinae innerhalb von 30 Sekunden herausgeholt und in Homogenisationspuffer
auf Eis Uberfihrt. In einem 1 ml Glas-Glashomogenisator wurde das Gewebe auf Eis
homogenisiert.

Zur Anfertigung histologischer Préaparate wurde das Gehirn in der Kopfkapsel zu-
nachst 30 Minuten in 4 % Formaldehydldsung vorfixiert, dann herausprépariert und in
dieser L6ésung nochmals fur 3,5 Stunden auf Eis fixiert.

2.1.3.2 Immunhistologie

Die wie im vorherigen Punkt beschriebenen fixierten Bienengehirne wurden anschlie-
Bend dreimal fur 15 Minuten mit 0,1 M Phosphat-Puffer ausgewaschen. Zum Entwas-
sern wurden die Gehirne zunachst mit 60 % Isopropanol behandelt. Dies kann fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht auf einem Schittler in der Kuhlzelle bei
6°C erfolgen.
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AnschlieRend wurden die Gehirne in einer aufsteigenden Isopropanolreihe behan-
delt (90 %, 100 % fur je 1 h). Das absolute Isopropanol wurde in der Zeit zweimal
erneuert. Danach wurden die Gehirne fir jeweils eine Stunde bei 45°C in absolutem
Isopropanol und bei 70°C in einem Paraffin-Isopropanolgemisch (1:1) inkubiert. An-
schlie3end erfolgte die Behandlung der Gehirne tGber Nacht bei 60°C mit Paraffin. Am
nachsten Morgen wurde das Paraffin erneuert und nach zwei Stunden konnten die
Gehirne ausgeblockt werden.

Fur die Mikrotom-Paraffinschnitte wurden kleine Paraffinblocke zurechtgetrimmt und
7 wm diinne Serienschnitte angefertigt, die auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten
Glasobjekttrager mit Hilfe von Aqua dest. Ubertragen und anschlieRend bei 40°C auf
einer Heizplatte gestreckt und getrocknet wurden. Danach fand die Inkubation der
Schnitte Uber Nacht bei 45°C im Trockenschrank statt.

Um eine Antikorperfarbung durchzufihren, mussten die Schnitte auf dem Objekttra-
ger zunachst entparaffiniert werden. Zunéchst wurden die Objekttrager in Xylol (2 mal
5 min), dann in eine absteigende Ethanolreihe tberftihrt (96 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50 %
fur je 2 min). Anschlieend erfolgte die Demaskierung. Daftir wurden die Objekttrager
eine Minute in 0,1 M Na-Citratpuffer (pH 6) gekocht und weitere neun Minuten unter
dem Siedepunkt inkubiert. Nach 20minutigem Abkuhlen wurden die Objekttrager funf
Minuten in Aqua dest. gewaschen und anschliel3end fir 30 Minuten mit Blockpuffer-
Tx behandelt. Daraufhin wurde der primare Antikorper (P-AMPK-a Thr 172, AMPK-a)
in Blockpuffer-Tx (1:200) aufgetragen und die Schnitte bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Nach Abspulen des ersten Antikorpers wurden die Schnitte mit PBS-Tx gewaschen (3
mal 5 min) und anschlieRend mit dem sekundaren Antikorper Anti-Rabbit IgG Alkaline
Phosphatase in Blockpuffer-Tx (1:400) fur 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde noch einmal alles mit PBS-Tx gewaschen (3 mal 5 min) und dann die
Farbelosung aufgetragen. Nach erfolgreicher Farbung erfolgte ein erneutes Waschen
mit PBS-Tx (3 mal 5 min).

Samtliche Behandlungen ab der ,Blockierung” der Schnitte erfolgten in einer dunklen
Schale. Zum Eindecken und Konservieren der gefarbten Schnitte wurden diese kurz
mit Aqua dest. gewaschen und in einer Ethanolreihe hochgefihrt (50 %, 70 %, 80 %,
96 %, 100 % fur je 2 min). Zum Schluss wurden sie fur funf Minuten in Rotihistol inku-
biert. Dann wurde ein Tropfen Roti-Histokitt mit Hilfe einer Glaspipette auf die Schnitte
gebracht und schlie3lich alles mit einem Deckglaschen abgedeckt.
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2.1.3.3 Proteinquantifizierung mittels ELISA

Die zu testenden Gehirnhomogenatproben wurden in die Vertiefungen der ELISA-
Platte pipettiert und mit Hilfe einer Multikanal-Pipette wurde fur jede Probe auf der
Platte eine Verdinnungsreihe angefertigt, so dass jede Probe in finf verschiedenen
Verdunnungsschritten aufgetragen wurde. AnschlielRend wurden alle Reaktionsvertie-
fungen mit 100 pl Homogenisationspuffer aufgefillt. Nach einer Inkubationszeit von
einer Stunde im Kuhlschrank, in der die Proteine der Probe an die Kammerwande
binden konnten, wurden die Proben ausgeschuttet und alle Vertiefungen komplett mit
Blockpuffer befullt, um die restlichen freien Stellen der Kammerwande zu blockieren
(1,5 h im Kihlschrank). Nach dem Ausschitten des Blockpuffers wurden je 50 ul des
primaren Antikorpers, geldst in Blockpuffer (1:1000), in jede Vertiefung gegeben und
uber Nacht bei 6°C inkubiert.

Am nachsten Morgen wurden nach dem Waschen mit PBS (3 mal 3 min) 100 ul
des Biotin-gekoppelten sekundaren Antikérpers Antirabbit 1gG, gel6st in Blockpuffer
(1:4000), aufpipettiert. Nach einstundiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde wie-
derum drei mal drei Minuten mit PBS gewaschen und in jede Vertiefung 100 ul Avidin-
gekoppelte alkalische Phosphatase pipettiert (1:10.000 in Blockpuffer). Nach 45 Minu-
ten bei Raumtemperatur wurde nochmals drei mal drei Minuten mit PBS gewaschen
und jeweils 200 ul ELISA-Farbeldsung pro Vertiefung aufpipettiert. Anschlie3end wur-
den die Platten mit Alufolie vor Licht geschitzt und bei 37°C im Warmeschrank tber
Nacht inkubiert. Wahrend dieser Zeit setzte die Phosphatase das in der Farbeldsung
vorliegende para-Nitrophenylphosphat als Substrat um, was zu einer Gelbfarbung fuhr-
te.

Am nachsten Tag wurde die optische Dichte jeder Vertiefung mit Hilfe eines ELISA-
Readers bei 405 nm gegentuber 640 nm Hintergrund gemessen, da die Intensitét der
Farbung Aufschluss lber die Menge der zu detektierenden Proteine gibt. Als Kontrolle
wurden Proben ohne Homogenat aufgetragen. Die Verdiunnungsstufen der Gehirnho-
mogenate wurden so gewahlt, dass die Messergebnisse einen linearen Zusammen-
hang zwischen dem Wert fur die optische Dichte und der Verdiinnungsstufe ergaben.
So war es maglich, die Steigungen jeder Verdunnungsreihe zueinander in Beziehung
zu setzen und die Antigen-Mengen einer getesteten Platte relativ zueinander zu quan-
tifizieren. Um Steigungen von verschiedenen Platten miteinander vergleichbar zu ma-
chen oder zusammenzufassen, mussten diese zuvor auf die Platte normiert werden.
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Schlie3lich wurde das Verhaltnis zwischen phosphorylierten Antigenen und der Ge-
samtmenge der Antigene (P-AMPK-a Thr 172 / AMPK- ) berechnet, um Anderungen
im Phosphorylierungszustand des Enzyms festzustellen. Dieses Verhaltnis ist aussa-
gekraftiger als die alleinige Analyse der einzelnen Antikorper und die daraus folgen-
de relative Mengenbestimmung, da diese von der préaparierten Gehirngréf3e abhangt.
Zur statistischen Analyse zweier Gruppen wurde der T-Test angewandt. Die ELISA-
Experimente wurden im Sommer 2006 und 2007 durchgeftihrt.

2.1.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Als Gelelektrophorese bezeichnet man die Wanderung elektrisch geladener Teilchen
in einer Tragermatrix im Gleichstromfeld. Dabei wandern die Proteine mit unterschiedli-
cher Geschwindigkeit, da die Wanderungsgeschwindigkeit eines Proteins von der Mo-
lektilgréRe und der Ladung abhéngt. Wird ein Proteingemisch einer Elektrophorese
unterzogen trennen sich die verschiedenen Proteine in einzelne Banden auf.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auftrennung der Proteine in SDS-Gelen. Die
Seife SDS (Sodiumdodecylsulfat), mit der die Homogenate im Probenpuffer behandelt
werden, bindet Proteine zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen mit konstan-
tem Ladungs-zu-Masse-Verhaltnis. SDS denaturiert die Proteine, insbesondere nach
vorheriger Reduktion mit Disulfidbriicken aufspaltendem Mercaptoethanol, und unter-
bindet Protein-Protein-Wechselwirkungen (Quartarstrukturen). Zusatzlich enthalt der
Probenpuffer die Puffersubstanz Tris und Bromphenolblau, das als wasserunléslicher
Farbstoffmarkierer fungiert. Im Unterschied zu den ELISA-Homogenaten wurde dem
Homogenisationspuffer kein Harnstoff zugefuigt. Dieser wirde aus konzentrierten Lo-
sungen und auch unter Raumtemperatur auskristallisieren, zudem carbamyliert er Pro-
teine und stort die Bindung von SDS. Das im Homogenisationspuffer geldoste EDTA
dient als Komplexbildner fir zweiwertige Kationen (Ca?*, Mg?™).

Die Elektrophoreseapparatur besteht aus zwei Glasplatten (10 x 10 cm). Zwischen
diese wird an die seitlichen Rander und an den unteren Rand ein 0,5 mm dicker Teflon-
streifen als Abstandshalter gelegt. Die Platten werden mit Buchhalterklammern zusam-
mengepresst und die Rander mit erhitzter Agarose (0,5 % mit 0,1 % SDS) abgedichtet.
Bei der angewandten diskontinuierlichen Gelelektrophorese (nach Laemmli 1970) wur-
de ein Trenngel mit 10 % Acrylamid (pH 8,8) von einem Sammelgel mit 4 % Acrylamid
(pH 6,8) Uberschichtet. Dazu wurde das Trenngel zunachst bis zu einer Héhe von 3 cm
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eingefullt und mit wassergesattigtem n-Butanol Uberschichtet. Nach der Polymerisa-
tion des Gels wurde das n-Butanol mit Aqua dest. ausgespult und das Spilwasser
mit Filterpapier aufgesogen. Anschlie3end wurde das Sammelgel eingefiillt und eine
Schablone in Form eines Kammes aus Teflon eingesetzt, um im Sammelgel zehn , Ta-
schen” fur die Proben zu erzeugen. Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war,
wurden die Buchhalterklammern, der untere Abstandshalter und die Schablone ent-
fernt. Die Geltaschen und die untere Offnung wurden mit Laufpuffer gespilt, um Aga-
rosereste zu entfernen. Nachdem das Gel in eine Elektrophoreseapparatur eingesetzt
wurde, konnten jeweils 20 ul Probe bzw. 5 ul des Molekulargewichtsmarkers (SeeBlue
Plus2 Pre-Stained) pro Tasche eingefullt werden.

Die Proben wurden zuvor mit Probenpuffer (5:1) behandelt und fur finf Minuten bei
95°C erhitzt, um die Proteine vollstandig zu denaturieren, wobei Proteasen inaktiviert
und Sekundar- und Tertiarstrukturen zerstort werden, da die Wasserstoffbriicken auf-
brechen. Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur und konstanter Stromstéarke
(20 mA/Gel). Dafir wurden die denaturierten Proteine auf der Katodenseite in die Gel-
taschen pipettiert, so dass sie beim Anlegen des Stroms aufgrund ihrer negativen La-
dung zur Anode hin wanderten. Sobald die Farbstofffront (Bromphenolblau) das untere
Ende des Gels erreichte, wurde die Gelelektrophorese gestoppt und das Gel geblottet.

2.1.3.5 Westernblot und Immunféarbung von Proteinen

Beim Westernblot werden Proteine von einem SDS-Gel elektrophoretisch auf eine
Membran aus Nitrocellulose tbertragen. Dazu wurden das Trenngel, die Nitrocellu-
losemembran und sechs Lagen Whatman-Papier in Blotpuffer Gberftihrt. In einer semi-
dry-Transferzelle wurde das Gel unter die Membran gelegt und mit jeweils drei Lagen
Whatman-Papier Uber- und unterschichtet. Nachdem der Uberflissige Blotpuffer vor-
sichtig herausgepresst wurde, konnte der Transfer der Proteine vom Gel in die Mem-
bran beginnen (U=20V, 1=0,4 A, P=8 W, T=40 min).

AnschlieRend wurde die Membran fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler in Blockpuffer, dem 0,1 % Tween 20 (Blockpuffer-Tw) beigemischt war, in-
kubiert. Diese Lésung diente als Blocker, der die restlichen Proteinbindungstellen der
Blotmembran absattigt. Der Blot wurde dann tUber Nacht bei 6°C mit dem entspre-
chenden primaren Antikérper in Blockpuffer-Tw (1:1000) auf einem Schiuittler inkubiert.
Am nachsten Morgen wurde der Blot nach dem Waschen mit PBS (3 mal 5 min) far
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eine Stunde auf dem Schuttler mit Anti-Rabbit-lgG-Peroxidase (HRP) in Blockpuffer-
Tw (1:10.000) inkubiert. Nach dem nochmaligen Waschen mit PBS auf einem Schiitt-
ler (3 mal 5 min) konnte die Chemolumineszenz-Detektion begonnen werden. Daflr
wurden gleiche Volumen von Luminol-Reagenz und Peroxid-Losung (Millipore) auf die
Blotmembran aufgetragen und fir funf Minuten wirken gelassen. Die Peroxidase ka-
talysiert Luminol in seine oxidierte Form, bei der eine Lumineszenz detektiert werden
kann. Das Uberschissige Substrat wurde abgegossen und der Blot in einen klaren Pla-
stikbeutel gelegt, um den Rontgen-Film nicht zu befeuchten. Der Réntgen-Film wurde
in einer Dunkelkammer auf den Blot gelegt und der Leuchtkraft entsprechend lang be-
lichtet. Danach wurde der Film entwickelt (2 min), kurz mit Wasser gespdlt und fixiert
(5 min). Am Ende wurde dieser nochmals unter flieBRendem Wasser gewaschen und
getrocknet.

2.1.4 Ca’'-Imaging

Mit Hilfe des Ca?"-Imaging ist es mdglich, intrazellulare Veranderungen der Ca?*-Kon-
zentration zu detektieren. Daflr wurden pro Versuchsansatz jeweils drei Bienengehirne
préapariert, um einzelne Zellen zu isolieren. Die extrazellulare Matrix, die bei Tieren aus
Kollagenen und Glykoproteinen besteht, musste zunachst entfernt werden. Dazu wur-
de das isolierte Gehirn fiir 30 Minuten bei 32°C in 0,5 ml Kollagenase/Dispase-LAsung
inkubiert. Um das Abldsen der Zellen zu unterstitzen, wurde die Losung mehrmals
wahrend der Inkubation durchgemischt. Nach der Zentrifugation (1400 g fir 3 min)
wurde das Pellet fur 45 Minuten in 0,25 ml Bienenringer/Fluo-4-Losung im Dunkeln in-
kubiert. Wahrend dieses Vorgangs wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff be-
laden. Nach erneuter Zentrifugation (1400 g fur 3 min) wurde das Pellet einmal in 0,5 ml
Bienenringer-Ca?*-Lésung gewaschen und anschlieRend in 0,5 ml Bienenringer-Ca?* -
Losung resuspendiert. Von dieser Losung wurden je 20 ul in die Vertiefungen einer
384-well-Platte pipettiert und den Zellen 30 Minuten Zeit gelassen, um sich abzuset-
zen. Mit dem Mikroplattenreader wurde dann direkt vor und ca. 30 Sekunden nach
einer Stimulation der Zellen mit Transmittern die Fluoreszenz bei A=516 nm nach einer
Anregung mit A=495 nm gemessen.

Der Kalziumindikator Fluo-4 kann durch die Zellmembran diffundieren. Anschliel3end
wird der Acetoxymethylester des Farbstoffes durch zelleigene Esterasen gespalten. In
diesem Zustand ist der Farbstoff fur die Membran undurchlassig geworden und kann
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intrazellulares Kalzium binden, wobei dies die optischen Eigenschaften des Farbstoffes
verandert.

Die Stimulation der Zellen wurde mit ATP (10 uM) bzw. Acetylcholin (10 M) durch-
gefuhrt, indem 1 ul einer Stammlésung (dH,O und Bienenringer-Ca?*-Lsg., 1:4) dazu-
pipettiert wurde. Um die inhibitorische Wirkung von PPADS mit einer Endkonzentration
von 2,5 uM (IC50=0,1-5 M) zu untersuchen, wurde auch hier 1 ul einer Stammlésung
(dH,O und Bienenringer-Ca?*-Lsg., 1:4) dazupipettiert. Als negative Kontrolle wurde
nur Bienenringer-Ca?"-Lésung benutzt.

Fur die Auswertung wurden pro Vertiefung je fiinf Emissionswerte vor und nach der
Stimulation gemessen. Aus diesen wurde der Mittelwert berechnet und anschlieRend
ein Verhaltnis gebildet (nach Stimulation / vor Stimulation). Fir den Vergleich der un-
terschiedlichen Gruppen wurden diese auf die Kontrolle normiert und zuerst mit dem
Kruskal-Wallis-Test und danach mit dem Wilcoxon Rang-Test ausgewertet. Das Expe-
riment wurde mit Bienen aus dem Sommer 2007 durchgefihrt.
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2.2 Material

2.2.1 Chemikalien
1-Butanol (wassergesattigt) Z-Chem
2-Mercaptoethanol Merck
Acetylcholin Sigma
Agar Agar Z-Chem
APS (Ammoniumperoxodisulfat) Z-Chem
ATP (Adenosintriphosphat) Sigma
BCIP (5-Brom-4-Clor-3-Indolylphosphat) Appli Chem
Bromphenolblau (3',3",5,5"-Tetrabromphenolsulfonphthalein-Na-Salz) Appli Chem
BSA (Rinder Albumin Fraktion V) Roth
CaCl, (Calciumchlorid) Z-Chem
Chemolumineszenz-HRP-Substrat (Luminol Reagenz, Peroxid) Millipore
DMSO (Dimethylsulfoxid) Z-Chem
E 124 (Lebensmittelfarbstoff) Z-Chem
EDTA (Dinatriumsalz-Dihydrat) Z-Chem
Ethanol Z-Chem
Fluo-4-AM (Fluoreszenzfarbstoff) Invitrogen
Glucose Z-Chem
Glycerin Z-Chem
Glycin Roth
KCI (Kaliumchlorid) Merck
KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat) Merck
Kollagenase/Dispase Roche
Methanol Z-Chem
MgCl, 6H,O (Magnesiumchlorid) Merck
NaCl (Natriumchlorid) Z-Chem
NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat) Z-Chem
Na,HPO, 2H,0 (Dinatriumhydrogenphosphat-2-Hydrat) Z-Chem
NaOH (Natriumhydroxid) Z-Chem
NBT (Nitroblue-Tetrazoliumchloride) Appli Chem

Nelkendl

Apotheke
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para-Formaldehyd Z-Chem
p-NPP (para-Nitrophenylphosphat-Dinatriumsalz-Hexahydrat) Appli Chem
Paraffinwachs Fluka
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich
Roti-Histokitt Roth
Rotihistol Roth
Rotiphorese Gel 30 (0,8 % Bisacrylamid, 30 % Acrylamid) Roth

SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth
Temed (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) Appli Chem
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Sigma
Triton X-100 (Polyethylen-glycol-tert-octylphenylether) Fluka
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) Appli Chem
Urea Z-Chem
Xylol Z-Chem

2.2.2 Puffer und Lésungen

Bienenringer-Ca?*-Losung:

Bienenringer/Fluo-4-Losung (2 uM):

Blockpuffer:
(fir ELISA)

Blockpuffer-Tw:
(fir Westernblot)

145 mM NacCl
5,6 mM KCI

1,7 mM CacCl,
2,4 mM NaHCO3
14 mM Glucose

10 wl Fluo-4 Stammlsg. (s.u.)
in Bienenringer-Ca?*-Lsg.

0,5 % BSA
in PBS (s.u.)

0,5 % BSA
0,1 % Tween 20
in PBS (s.u.)
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Blockpuffer-Tx:
(fir Immunhistologie)

Blot-Puffer:

Kollagenase/Dispase-L6sung:

Kollagenase/Dispase-Stammldsung:

Féarbelosung:
(fir ELISA)

Farbelbsung:
(fir Immunhistologie)

Fluo-4-Stammldsung:

Formaldehydlésung:
(fir Immunhistolgie)

Homogenisationspuffer:
(fur ELISA)

0,5 % BSA
0,1 % Triton X-100
in PBS (s.u.)

0,2 M Glycin
20 % Methanol
0,25 M Tris

100 wl Koll./Dis.-Stammlsg. (s.u.)
in 9,9 ml PBS

10 mg Kollagenase/Dispase
in 100 ul dH,O

1 mM p-NPP
in RxN-Puffer (s.u.)

1 mg NBT

in 10 ml RxN-Puffer (s.u.)
2 mg BCIP

in 50 ul DMSO

50 ug Fluo-4
in 45,6 ul DMSO

50 ml 8 % para-Formaldehyd
50 ml 0,2 M Phosphatpuffer (s.u.)
mit 1 M NaOH gelost

1 M UREA
1 mM EDTA
in PBS (s.u.)
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Homogenisationspuffer:
(fir SDS-Page)

Laufpuffer (10 x konzentriert):

(fur SDS-Page)

PBS:

Phosphatpuffer:
Stammldsung A
Stammldsung B
2 Teile Stammldésung A + 8 Teile Stammldsung B

Probenpuffer pH 6,8 HCI (5fach konzentriert):

(fur SDS-Page)

R x N-Puffer:

Sammelgel 4 % (2 ml):
(fir SDS-Page)

1 mMEDTA
in PBS (s.u.)

2 M Glycin
1% SDS
0,25 M Tris

2,7 mM KClI

1,8 mM KH,PO,
137 mM NacCl

10,1 mM Na,HPO,

0,2 M KH,PO,
0,2 M Na,HPO, 2H,0

10 mM 2-Mercaptoethanol
0,05 % Bromphenolblau
20 % Glycerin

10 % SDS

0,2 M Tris

1 mM MgCl, 6H,0
0,1 M Tris-HCI pH 8,7

1,193 ml Aqua dest.

0,010 ml 10 % APS

0,267 ml Rotiphorese Gel 30
0,500 ml Sammelgelpuffer (s.u.)
0,025 ml 20 % SDS

0,005 ml Temed
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Sammelgelpuffer pH 6,8 HCI:

(fir SDS-Page)

Trenngel 10 % (4 ml):
(fur SDS-Page)

Trenngelpuffer pH 8,8 HCI:
(fur SDS-Page)

2.2.3 Antikodrper und Pharmaka

Primare Antikorper:
AMPK-a Antibody

0,5 M Tris

1,617 ml Aqua dest.

0,020 ml 10 % APS

1,333 ml Rotiphorese Gel 30
1,000 ml Trenngelpuffer (s.u.)
0,020 ml 20 % SDS

0,010 Temed

1,5 M Tris

Cell Signalling

Phospho-AMPK-a (Thr 172) (40H9) Rabbit mAb Antibody Cell Signalling

Sekundare Antikorper:

Anti-Rabbit IgG Biotin Conjugate (ELISA)

Enzyme:

Sigma

Anti-Rabbit IgG Alkaline Phosphatase Conjugate (Histo)  Sigma

Anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugate (Westernblot) Sigma

ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase (ELISA)

caged Nukleotide:

NPE-caged ADP (Adenosine 5’-diphosphate,

Sigma

Invitrogen

P2-(1-(2-nitrophenyl)ethyl) ester, monopotassium salt)

NPE-caged ATP (Adenosine 5'-triphosphate,
P3-1-(2-Nitrophenyl)ethyl Ester, 2Na)

Calbiochem
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Molekulargewichtsmarker:
SeeBlue Plus2 Pre-Stained

Pharmaka:

8-BrcAMP (PKA-Aktivator)

AICAR (AMPK-Aktivator)

Compound C (AMPK-Inhibitor)
KN-93 (CaMKK-Inhibitor)

KT5720 (PKA-Inhibitor)

PPADS (P2X/Y-Purinrezeptorblocker)

2.2.4 Verbrauchsmaterialien

384-well-Platten (schwarz)

96-well-Platten Immulon 1B (medium binding)
Capilettor Stick (1 - 5 ul)

Capilettor Tips Glaskapillaren (1 - 5 ul)
Deckglaser (24 x 50 mm)

Dentalwachs (medium)

Eindeckmedium Roti-Histokitt
Fliegenfutter

Luminol-Reagenz und Peroxid-Lésung
Nitrocellulose-Membran (Optitran BA-S 85)
Objekttrager Super Frost weil3
Pasteurpipetten

Pinsel (klein)

Plastik-Rohrchen (Fliegen)
Reaktionsgefal3e (1,5 ml)

Rontgenfilm BioMax Xar Film
Rontgenfilm-Entwickler REF 103482
Rontgenfilm-Fixierer REF 103655

Silikon (Baysilone-Paste mittelviskos)
Tafelzucker (Sucrose)

Invitrogen

Calbiochem

Sigma-Aldrich

Calbiochem
Calbiochem
Calbiochem

Sigma-Aldrich

Nunc

Thermo Labsystems
Selzer

Selzer

Roth

Ubert

Roth

eigene Herstellung
Millipore

Schleicher und Schuell
Roth

Roth

Geschaft

Greiner

Eppendorf

Kodak

Tetenal

Tetenal

Bayer

Geschaft
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Teesieb

Trockenhefe
Whatman-Papier
Zahnstocher
Zellkulturplatten (96-well)

2.2.5 Gerate

Geschéft
Drogerie
Schleicher und Schuell

Drogerie

TPP

1 ml-Glashomogenisator mit Glas-S-Stof3el

Bienenrdhrchen (Kupfer)
Bienenracks
Binokular S6D

Block-Heizgerat (Accu Block)

Blotkammer
ELISA-Reader safire?
Folienschweil3gerat

Gelelektrophoreseapparatur
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

Lotkolben

Mikropipetten Puller Model

Mikroskop Leitz DMRB
Mikrotom Autocut 2040

Operation Manual Xenon Flashlamp System JML-C2

pH-Meter (inoLab pH 730)
Powerstation 300 PLUS

Ruhrheizgerat IKA RCT basic

Schuttler KS501 digital

Switching Power DPS-4005 PFC

Vortex VX 100

Waage CP3202S und CP225D
Zentrifuge (Spectrafuge 24D)

Braun

eigene Herstellung
eigene Herstellung
Leica

Labnet

Owl

Tecan

Severin

eigene Herstellung
Schott

eigene Herstellung

P-87 Sutter Instrument Co.

Leica
Reichert-Jung
Rapp PtoElectronic
WTW

Labnet
IKA-Labortechnik
IKA-Labortechnik
Voltkraft

Labnet

Sartorius

Labnet
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit soll die Rolle des ,Zellenergiesensors* AMPK bei Lern- und Gedacht-
nisprozessen untersucht werden, um die Ursache fur den Zusammenhang zwischen
dem Sattigungszustand und dem appetitiven Lernen zu finden.

Bis heute ist nur eine Methode der kiinstlichen Aktivierung von AMPK bekannt: die
Verwendung von AICAR. Damit ist es zum Beispiel bei Ratten gelungen, die AMPK im
Hypothalamus zu aktivieren und die Tiere dadurch kiinstlich ,hungrig® zu machen®l.
Dafur wird AICAR, ein Adenosin-Analogon, Uber einen Adenosin-Transporter in die Zel-
len aufgenommen®’! und durch die Adenosin-Kinase zu einem AMP-Analogon (ZMP)
umgesetzt?%l, Bei Insekten ist bis dato keine Wirkung durch AICAR bekannt. Aus
diesem Grund soll nun untersucht werden, ob AICAR bei Insekten ebenfalls zu einer
Veranderung hinsichtlich des Verhaltens bei der Nahrungsaufnahme und der Gedéacht-
nisbildung fahrt.

3.1 Einleitende Untersuchungen zur Wirksamkeit von AICAR b el
Insekten

3.1.1 AICAR erhoht die Nahrungsaufnahme bei Larven von Drosophila
melanogaster

Ziel des Experimentes war es, durch AICAR verursachte Veranderungen in der Nah-
rungsaufnahme der Drosophila melanogaster-Larven (L3) festzustellen. Dies sollte mit
Hilfe rot gefarbter Hefepaste untersucht werden, die mit AICAR behandelt wurde. Da-
fur wurden die Larven auf das gefarbte Futter gesetzt und nach definierten Zeiten
abgesammelt und homogenisiert, um den Farbstoff aus dem Darminhalt herauszul6-
sen. Letztendlich wird die Absorption des roten Farbstoffes gemessen, der ein relatives
Malf3 fur den Darminhalt darstellt.

Voruntersuchungen hatten ergeben, dass hungrige Larven (2 h ohne Futter) tber
einen Zeitraum von zwei Stunden stetig Nahrung zu sich nehmen, wenn sie auf das
gefarbte Futter gesetzt werden (ohne Abb.). Damit wurde der Zeitraum festgelegt, in
dem eine Veranderung im Fressverhalten detektiert werden kann. Um die Bereitschaft
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Abbildung 7: Veranderung der Menge des Darminhaltes bei Drosophila melanogaster als Veranderung
des Absorptionssignals nach Einsatz von AICAR.
Dargestellt ist die relative Veranderung der Menge des Darminhaltes nach 20 Minuten und
zwischen 20 und 40 Minuten auf gefarbter und mit 2 M NaCl behandelter Futterpaste. Eine
zusatzliche Kontrollgruppe, die nur mit der ersten farblosen und unbehandelten Hefepa-
ste fur 25 Minuten behandet wurde, um ein Maf3 fir die natirliche Absorption der Larven
zu erhalten, ist bei den beiden gezeigten Gruppen herausgerechnet. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Absorptionen und die s.d.. In den Balken ist die Anzahl der Proben fir die
jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifi-
kant voneinander unterscheiden (T-Test p < 0,05).

zur Nahrungsaufnahme zu verringern, wurde den Larven eine salzige Hefepaste vor-
gesetzt, damit die Wirkung von AICAR, das zur tiberméssigen Nahrungsaufnahme fuh-
ren soll, nachgewiesen werden kann. Zunachst musste die richtige NaCl-Konzentration
festgestellt werden, bei der die Larven kaum noch Nahrung zu sich nehmen. Zu die-
sem Zweck wurden Fltterungsexperimente mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen
in der gefarbten Futterpaste durchgefuhrt. Die verschiedenen Pasten enthielten entwe-
der kein Salz oder 1, 2 und 4 M NaCl-Lésung. Es stellte sich heraus, dass die Larven
in Abhangigkeit von der jeweiligen NaCl-Konzentration in der Paste unterschiedlich viel
von diesem Futter aufnahmen (ohne Abb.). Mit héherem NaCl-Gehalt sank die Nah-
rungsaufnahme auf dieser Futterpaste innerhalb von 20 Minuten. Die Larven nahmen
Uberhaupt kein Futter mehr auf, wenn die Futterpaste 4 M NaCL enthielt. Aus diesem
Grund wurde fir anschlieRende Experimente eine Hefepaste mit 2 M NaCl genutzt.
Im Anschluss an die beschriebenen Vorversuche wurde das AICAR eingesetzt. Da-
fur wurden die Larven zun&chst mit einer neutralen Paste, die weder Farbe noch Salz
enthielt, fir 25 Minuten vorbehandelt. Da das AICAR nur schlecht in die Larven inji-
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ziert werden kann, wurde dieser Wirkstoff bei einer Gruppe sowohl in der ersten als
auch in der zweiten Futterpaste gelost. Das AICAR wurde also nicht injiziert und konn-
te so nicht sofort ins Gewebe gelangen, sondern musste mit dem Futter aufgenom-
men werden. Somit hatte der Wirkstoff gentigend Zeit, seine Wirkung zu entfalten.
Zudem bestand die Moglichkeit, einen erst nach langerer Zeit auftretenden Effekt auf
das Fressverhalten zu beobachten. Wirden die Tiere von Beginn an gefarbtes Sub-
strat aufnehmen, ware es nicht mehr mdglich, nach langerer Zeit einen Unterschied im
Fressverhalten festzustellen, da der Darm bei jedem Tier gleich voll gefullt ware.

Aus Abbildung 7 (S. 35) geht hervor, dass es in den ersten 20 Minuten auf der rot
gefarbten und salzigen Futterpaste keinen Unterschied in der Aufnahme der Nahrungs-
menge zwischen beiden Gruppen gibt. Nach weiteren 20 Minuten ist aber ein grof3er
Unterschied zwischen den beiden Larvengruppen zu erkennen. Die Tiere, die mit den
beiden Futterpasten zusatzlich das AICAR aufgenommen hatten, zeigen eine tlberma-
Bige Nahrungsaufnahme. Somit ist nachgewiesen, dass das AICAR etwa 45 Minuten
nach der Aufnahme zu wirken beginnt und die Nahrungsaufnahme erhoht.

3.1.2 AICAR verbessert das Lernen bei  Apis mellifera

Im Kapitel zuvor wurde erstmalig gezeigt, dass eine AICAR-Behandlung auch bei Lar-
ven von Drosophila melanogaster wirkt, indem es ihren ,Appetit‘ anregt. Bei Apis mel-
lifera sollte nun getestet werden, ob eine AICAR-Behandlung und eine dementspre-
chend erwartete Appetitanregung zu einer Verbesserung des Lernens fuhrt. Schliel3-
lich ist das gustatorische Lernen bei der Biene eng mit dem Sattigungszustand ver-
bunden. Dies ist daran zu erkennen, dass hungrige Bienen besser lernen als satte
Bienent®l, Im folgenden Experiment wurde erwartet, dass gefiitterte Bienen, denen
AICAR vor dem Training appliziert wurde, ein besseres Gedachtnis bilden als die un-
behandelten Tiere.

Die folgende Abbildung 8 (S. 37) erlautert den Versuchsaufbau fir die Konditionie-
rung mit AICAR-Behandlung. Die Bienen wurden circa zwei Stunden vor dem Training
mit drei Tropfen Zuckerwasser (1 M Sucrose) gefuttert. Etwa eine halbe Stunde vor
dem Training wurde eine Halfte der Bienen mit PBS (Kontrolle), die andere mit in PBS
geléstem AICAR behandelt, welches in den Thorax injiziert wurde.
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Abbildung 8: Versuchsaufbau fiir die klassische Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera
mit AMPK-Stimulation durch AICAR vor der Konditionierung.
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Abbildung 9: 1-Trial-Konditionierung (a) und 3-Trial-Konditionierung (b) des Russelreflexes bei Apis mel-
lifera mit und ohne AICAR-Behandlung 30 Minuten vor dem Training bei gefiitterten Tieren.
a) Der Einsatz von AICAR fiihrt einen Tag nach der 1-Trial-Konditionierung zu einem ver-
besserten Gedachtnis. b) Bei der 3-Trial-Konditionierung hingegen fiihrt AICAR zu keiner
Gedachtnisverbesserung. Dargestellt ist der PER [%)] der Bienen, die auf den Nelkenduft
(CS) reagiert haben. In den Balken ist die Anzahl der Bienen fur die jeweilige Gruppe
angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander
unterscheiden (Chi-Quadrat-Test p < 0,05)
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Auf diese Weise hat die Droge Zeit, bis ins Gehirn zu gelangen und die AMPK zu
stimulieren. Schlief3lich wurden die Bienen konditioniert: in einem Experiment nur ein
einziges Mal, in einem zweiten wurde dagegen eine 3-Trial-Konditionierung mit einem
Trainingsintervall von zwei Minuten durchgefuhrt. Nach zwei Stunden sowie einen Tag
spater wurde das Gedachtnis abgerufen.

Abbildung 9a (S. 37) zeigt die Lernquote der Bienen zwei Stunden sowie einen Tag
nach der 1-Trial-Konditionierung. Es ist zu erkennen, dass beide Gruppen zwei Stun-
den nach dem Training ein Gedachtnis von fast 40 % zeigen. Nach einem Tag aller-
dings weisen die mit AICAR behandelten Bienen eine Lernquote von fast 30 % dieser
CS-US-Paarung auf, wahrend bei der Kontrollgruppe nur von 15 % diese Assoziation
abgerufen werden kann (p; 4= 0,0481). Bei der 3-Trial-Konditionierung gibt es keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abb. 9b). Beide Gruppen zeigen nach
zwei Stunden eine Lernquote von etwa 40 % und nach einem Tag von etwa 55 %.

Wabhrscheinlich ist es sehr schwierig bis gar unmdéglich, einen Gedachtniseffekt durch
AICAR zu verursachen, wenn die Bienen von vornherein schon ein gutes Gedacht-
nis bilden wirden, wie dies in der 3-Trial-Konditionierung zu beobachten war. Dies
ist auch ein Grund dafir, warum die Tiere zwei Stunden vor dem Training gefittert
wurden. Werden beispielsweise hungrige Bienen trainiert und dies erfolgt in einer 3-
Trial-Konditionierung, kann kaum ein noch besseres Gedachtnis ausgebildet werden.

3.1.3 AICAR hat keinen Einfluss auf den Gedéachtnisabruf bei Apis mellifera

Im folgenden Test sollte untersucht werden, ob eine erwartete AMPK-Aktivierung bei
gefltterten Bienen einen Einfluss auf den Gedéachtnisabruf hat. Dazu fand die AMPK-
Behandlung nicht vor dem Training sondern danach statt, und zwar 30 Minuten vor dem
2-Stunden-Gedéachtnisabruf. Das Schema (Abb. 10, S. 39) zeigt den Versuchsaufbau.
Damit die Bienen gut lernen, wurden sie 16 Stunden lang nicht geflttert und danach
dreimal hintereinander im Abstand von zwei Minuten konditioniert. Nach 90 Minuten
erfolgte die AICAR-Behandlung, ein paar Minuten spater die Fiutterung und anschlie-
Rend der Gedachtnisabruf. Die Ftterung sollte dabei den Gedachtnisabruf verringern,
der dann wiederum mit der AICAR-Behandlung erhdht werden sollte.
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Abbildung 10: Versuchsaufbau fir die klassische Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera
mit AMPK-Stimulation durch AICAR 30 Minuten vor dem 2-Stunden-Gedéachtnisabruf.
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Abbildung 11: 3-Trial-Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera mit AICAR-Behandlung 30
Minuten vor dem 2-Stunden-Gedachtnisabruf bei gefutterten Tieren.
Die Behandlung mit AICAR 30 Minuten vor dem 2-Stunden-Abruf, fihrt zu keiner Verén-
derung im Gedéachtnis und hat auch einen Tag nach der Konditionierung keinen weiteren
Einfluss auf das Gedéachtnis. Dargestellt ist der PER [%] der Bienen, die auf den Nelken-
duft (CS) reagiert haben. In den Balken ist die Anzahl der Bienen fiir die jeweilige Gruppe
angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander
unterscheiden (Chi-Quadrat-Test p < 0,05).

Es ist zu erkennen (Abb. 11), dass die AICAR-Behandlung in diesem Fall keinen
Einfluss auf das Gedachtnis hat. Weder nach zwei Stunden noch einen Tag spater
unterscheiden sich die Gedachtnisse der beiden Gruppen voneinander. Dies kdnnte
sogar bedeuten, dass die AMPK-Stimulation wahrend eines Gedachtnisabrufes keinen
Einfluss auf den Rekonsolidierungsprozess des Gedéachtnisses hat. Um dies zu kléaren,
sind weitere Kontrollexperimente notwendig. Es lasst sich auch noch nicht beurteilen,
inwieweit die Gedachtnisverbesserung einen Tag nach der 1-Trial-Konditionierung von
der AMPK-Aktivitat abhangt.
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Jetzt ware es winschenswert mit diesem Pharmakon weiterzuarbeiten, um verschie-
dene Gedachtnisprozesse zu untersuchen. Bei der Beurteilung, ob dies mit AICAR
maglich ist, spielen folgende Fragen eine entscheidende Rolle:

Wie soll mit einer AICAR-Injektion in den Thorax ganz gezielt nur das Gehirn be-
handelt werden? Selbst bei Injektion in den Kopf wirde das AICAR nach gewisser Zeit
durch den ganzen Bienenkorper diffundieren und die AMPK stimulieren. Aul3erdem ist
diese Methode viel zu langsam, um die Aktivitat in kurzer Zeit zu verandern.

Wie soll untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt die AMPK-Aktivierung beim Ler-
nen eine wichtige Rolle spielt, wenn es nicht mdglich ist, ein genaues Aktivierungsfen-
ster festzulegen? Ob zum Beispiel eine Aktivierung der AMPK wéhrend oder nach dem
Training notwendig ist, ware mit dieser Behandlung schwer nachweisbar.

Es ist letztendlich also nicht méglich, die AMPK mit dem gewohnlichen Einsatz von
AICAR gezielt in gewiinschten Regionen und zum gewtnschten Zeitpunkt - was fur
Verhaltensexperimente auf3erst wichtig ist - zu manipulieren. Aus diesem Grund wurde
in dieser Arbeit erstmalig eine Methode angewendet, die es ermdglicht, AMPK am ge-
winschten Ort und zur geforderten Zeit zu aktivieren: die Freisetzung von Nukleotiden
mit Hilfe von Lichtbestrahlung. Dazu wird den Bienen biologisch inaktives ADP (NPE-
caged ADP) in den Thorax injiziert, von wo aus es Uber die Hamolymphe in das Gehirn
diffundieren kann. Diese modifizierte Form von ADP ist membrangangig und priméar
wirkungslos. Durch ein Fenster im Kopf, welches ungehinderten Zugang zum Gehirn
ermdglicht, kann das ADP durch Lichtblitze gezielt im Gehirn und sogar in ausgewahl-
ten Regionen freigesetzt werden. Dabei wird aus dem inaktiven Nukleotid in der Zelle
biologisch aktives ADP, wobei die ADP-Konzentration lokal erhdht wird, was zu einer
AMPK-Aktivierung fuhrt. Somit ergibt sich die Moglichkeit, gezielt rAumlich und zeitlich
die Aktivitat der AMPK zu manipulieren und mit dem Verhalten der Tiere zu korrelieren.

Des Weiteren stellt sich die Frage nach der Aktivititsmessung der AMPK. Es muss
maoglich sein, kurzfristige Veranderungen in der Aktivitat zu detektieren. Die Ublichen
Methoden der Immunprazipitation, bei denen zur darauffolgenden AMPK-AKktivitats-
messung ein spezifisches Peptidsubstrat (SAMS) umgesetzt wird?'%, sind zu langwie-
rig. Die AMPK konnte sich wahrend der Messung in ihrer Aktivitat verandern, da sie
durch andere Kinasen beeinflusst wird. Dies hat dann nichts mehr mit dem urspringli-
chen Zustand zur Zeit der gewiinschten Messung zu tun.
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Um die AMPK-Aktivitat zeitlich genau eingrenzen zu kénnen, wurde nicht diese lang-
wierige Methode genutzt, sondern das Gehirn zum fraglichen Zeitpunkt schnell isoliert
und sofort in Homogenisationspuffer mit Harnstoff auf Eis Uberfuhrt, um alle enzymati-
schen Reaktionen zu stoppen. Die Harnstoffbehandlung wirde zudem die gewdhnliche
Umsetzung des Peptidsubstrates verhindern. Somit kann der ,eingefrorene” Aktivitats-
zustand der AMPK bestimmt werden.

Danach ist es mit der ELISA-Technik mdglich, mit Hilfe von Antikérpern die Gesamt-
menge der AMPK-a-Untereinheit zu bestimmen und den Anteil, der am Threonin 172
phosphoryliert ist. Da der Phosphorylierungszustand dieser Region ein Indikator fir
die Aktivitat des Enzyms ist®53178 koénnen die beiden Antikorper ins Verhaltnis ge-
setzt (P-AMPK-a (Thr 172) / AMPK-a) genutzt werden, um Aktivitatsunterschiede zu
finden. Vor dem Einsatz der Antikdrper missen diese zunachst auf die Spezifitat gegen
die AMPK-a-Untereinheit getestet werden.
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3.2 Die AMPK- a-Untereinheit: Detektion und Lokalisation im
Gehirn von Apis mellifera

3.2.1 Spezifitdt der verwendeten Antikérper bei  Apis mellifera

Um die Spezifitat der Antikdrper zu testen, wurde zunachst ein Sequenzabgleich durch-
gefuhrt. Dabei wird die Aminosaure-Sequenz, die der kommerzielle Antikdrper detek-
tiert (zum Beispiel Mensch, Ratte), mit der Aminoséure-Sequenz des Proteins im Ziel-
organismus, in diesem Fall der Biene, verglichen. Im Folgenden sind die Ubereinstim-
mungsbereiche der Sequenzen fur die zwei verwendeten Antikorper aufgefihrt. In der
obersten Reihe ist die Sequenz zu sehen, die der Antikorper im Menschen detektiert,
in der untersten Reihe die zu testende Region in der Biene und dazwischen die Uber-
einstimmung beider Sequenzen. Der erste Antikérper (Phospho-AMPK-a (Thr 172)
(40H9) Rabbit mAb Antibody) ist in der Lage, die AMPK-a-Untereinheit zu detektieren,
wenn diese am Threonin 172 phosphoryliert ist. Dies ist im Zustand einer erhéhten
Aktivitat des Enzyms der Fall. Es ist zu erkennen, dass bei beiden Spezies eine voll-
standige Ubereinstimmung im Bereich des Threonin (T) vorliegt, die der Antikorper
detektiert.

Phospho-AMPK- a (Thr 172) (40H9) Rabbit mAb Antibody

H. sapiens 166 DGEFLRTSCGSPNYA 180
Ubereinstimmung DGEFLRTSCGSPNYA
A. mellifera 169 DGEFLRTSCGSPNYA 183

Ebenso wichtig ist es, einen Antikorper zu verwenden, der die AMPK-a-Untereinheit
unabhéngig von Phosphorylierungen detektiert, um die Gesamtmenge der AMPK-a
bestimmen zu kbnnen. Dazu ist der zweite Antikérper (AMPK-a Antibody) in der Lage.

AMPK-a Antibody

H. sapiens 22 VKIGHYILGDTLGVGTFGKVKVGKHELTGHKVAVKILNR 60
Ubereinstimmung VKIGHY LG TLGVGTFGKVK+G+H LT HKVAVKILNR
A. mellifera 14 VKIGHYTLGQTLGVGTFGKVKIGEHVLTKHKVAVKILNR 52

Der Vergleich des N-terminalen Endes der AMPK-a des Menschen, die dieser Anti-
korper detektiert, zeigt ebenfalls eine groRe Ubereinstimmung mit dem N-terminalen
Ende der in der Biene gefundenen Sequenz fir AMPK-a. Mit Hilfe der beiden Antikor-
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Abbildung 12: Westernblot-Analyse von Gehirnhomogenaten der Ratte (Rattus norvegicus) und der Ho-
nigbiene (Apis mellifera), bei Verwendung von P-AMPK-a (Thr 172) (40H9) Rabbit mAb-
(links) und AMPK-a-Antikdrpern (rechts). Die Proben stammten bei der Ratte aus ein-
gefrorenen Praparaten, bei der Biene einerseits aus frisch praparierten und andererseits
aus mit 50 % Ethanol vorfixierten Gehirnen.

per ist es nun maoglich festzustellen, wie viel von der Gesamtmenge der a-Untereinheit
am Threonin 172 phosphoryliert ist, um Aktivitatsunterschiede zu messen. Allerdings
sagt dies noch nichts tber die Verwendbarkeit der Antikdrper in der Biene aus. Um zu
testen, ob die zwei Antikbper auch wirklich die entsprechenden Antigene in der Biene
nachweisen konnen, wurde ein Westernblot durchgefihrt. Abbildung 12 zeigt, dass die
AMPK-a-Untereinheit im Bienengehirn nachgewiesen werden kann.

Zum einen wurde ein unbehandeltes Bienengehirn-Homogenat als Probe verwen-
det, welches nur mit dem Homogenisationspuffer behandelt wurde, zu dem sofort nach
der Homogenisation der Probenpuffer gegeben wurde. Zum anderen wurden - um eine
noch schnellere Fixierungsmethode zu erproben - Bienen vor der Homogenisation ei-
ner Ethanolfixierung unterworfen. Dafir wurde das Bienengehirn noch in der Kopfkap-
sel liegend zunéchst fir 10 Minuten bei -5°C mit 50 % Ethanol behandelt, anschlieRend
herauspréapariert und ohne Drusen fir weitere 30 Minuten bei -5°C in 50 % Ethanol in-
kubiert. Als Kontrolle diente das Homogenat eines Rattencortex, welches nur mit dem
Homogenisationspuffer und anschliel3end mit dem Probenpuffer behandelt wurde. Der
Rattencortex war eine bei -20°C eingefrorene Gehirnprobe unbekannten Alters.

Im Westernblot (Abb. 12) ist zu erkennen, dass der Antikorper, der die phosphory-
lierte AMPK-a am Thr 172 detektiert, bei dem unbehandelten Gehirnhomogenat der
Biene nur eine Bande detektiert. Bei dem mit Ethanol behandelten Bienengehirn ist
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kein Signal zu erkennen. Fir nachfolgende ELISA-Messungen ist diese Fixierungs-
methode deshalb ungeeignet, da diese Behandlung das Epitop des Antigens zu stark
denaturiert und fir den Antikérper unzuganglich macht. Der Rattencortex lieferte aller
Wahrscheinlichkeit nach deshalb kein Signal, da er zu alt war. Bei -20°C tiefgefroren,
ist es Phosphatasen immer noch méglich, biologisch aktiv zu sein.

Der Antikorper, welcher generell AMPK-a. detektiert, zeigt eine Bande fur das mit
Ethanol unbehandelte Bienengehirn-Homogenat an und kann somit verwendet wer-
den. Bei dem in Ethanol vorfixierten Bienengehirn sind zwei Banden zu erkennen, die
zwei verschiedene a-Isoformen nachweisen. Diese Auftrennung fand bei den unbehan-
delten Bienen nicht statt, was auch an dem starkeren Signal zu erkennen ist. Auffallig
ist, dass die Probe des Rattengehirns eine AMPK-a-Untereinheit von etwa 62 kDa be-
sitzt, wahrend die a-Untereinheit bei der Biene kleiner zu sein scheint (>50 kDa). Diese
Abweichung in der Grol3e der AMPK-a-Untereinheit im Westernblot wird dadurch er-
klart, dass das C-terminale Ende bei der Biene klrzer als bei Saugetieren ist, wie ein
Vergleich der AS-Sequenzen der AMPK-a-Untereinheit ergeben hat (ohne Abb.).

Selbst beim Vergleich des C-terminalen Endes der AMPK-a-Untereinheit der Biene
mit dem des Menschen und des Menschen mit dem der Biene, ist keine Ubereinstim-
mung zu finden. Dies ist ein sehr wichtiger Aspekt, da bei Sdugern eine zweite Phos-
phorylierungsstelle vorhanden ist: Serin 485 bzw. 491, je nach Isoform. Ebenso wie
Threonin 172 ist sie in der Lage, die Aktivitat der a-Untereinheit zu regulieren.

Da bei den Bienenproben beide Antikérper verwendet werden missen, um die Ge-
samtmenge sowie den phosphorylierten Anteil am Thr 172 der a-Untereinheit bestim-
men zu kénnen, wurde die Ethanolfixierung aufgrund der Ergebnisse (Abb. 12, S. 43)
als Methode abgelehnt, da sie nur bei einem einzelnen Antikérper anwendbar sein
wirde.

3.2.2 Die Lokalisation der katalytischen  «a-Untereinheit von AMPK im Gehirn
von Apis mellifera

Um Informationen uber die lokale Verteilung von AMPK im Bienengehirn zu erhal-
ten, wurden Frontalschnitte des Gehirns angefertigt und die AMPK-a- und P-AMPK-a
Thr 172-Immunreaktivitat Uber eine enzymatische Farbreaktion sichtbar gemacht. Da-
fur wurden NBT und BCIP als Farbesubstanzen verwendet, welche zu einer blaulichen
Farbung der vom Antikdrper markierten Bereiche fuhren.
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Die Abbildungen 13 (S. 46) und 15 (S. 48) zeigen, dass im gesamten Gehirn vor
allem die Zellkorper geféarbt sind. Im Neuropil sind nur schwache Farbungen zu er-
kennen. Das bedeutet, dass die AMPK-a-Untereinheit im gesamten Bienengehirn ex-
primiert wird. Eine sehr kraftige Farbung weisen die Kenyonzellen der Pilzkérper auf
(Abb. 14, S. 47). Die gefarbten Somata sind inner- und auf3erhalb der Kelche sichtbar
und auch im Zytosol und Zellkern angefarbt. Die Kelche der Pilzkérper, die aus den
dendritischen Verzweigungen der Kenyonzellen gebildet werden, sind am starksten in
der Lippenregion (olfaktorischer Eingang) und in der Kragenregion (visueller Eingang)
gefarbt (Abb. 14 und 15, S. 47 und 48).

Dagegen lassen sich in den a-Loben, einer Ausgangsregion der Pilzkérper, in denen
die Kenyonzellaxone terminieren, nur schwach geféarbte Banden unterscheiden. Im An-
tennallobus treten leichte Farbungen auf, wobei einige Glomeruli starker geféarbt sind
als andere (Abb. 14, S. 47). Das laterale Protozerebrum zeigt ebenfalls nur eine schwa-
che Immunreaktivitat. Hingegen gibt es eine sehr starke Farbung weniger Zellen (ca.
15), die zwischen dem lateralen Kelch, dem optischen Lobus und dem lateralen Proto-
zerebrum liegen (weil3er Pfeil, Abb. 13, S. 46). In einer tieferen Schnittebene (Abb. 15,
S. 48) ist zu sehen, dass auch der Zentralkorper teilweise sehr kraftig gefarbt ist.

Die histologische Farbung bei Verwendung des Antikorpers gegen P-AMPK-a Thr 172
fallt dagegen deutlich schwécher aus (Abb. 16, S. 49). Die Farbung des Neuropils und
vor allem der Zellkorper ist deutlich reduziert. Eine starke Farbung liegt im Bereich der
Kelche vor. Interessanterweise weisen die Kenyonzellsomata, die im auf3eren Bereich
der Kelche liegen, eine starkere Farbung als die innen liegenden auf. Zudem ist im
Neuropilbereich der Kelche ausschlie3lich die Lippenregion gefarbt. Zusatzlich treten
schwache Farbungen im Umfeld des lateralen Protozerebrums auf.

Die Immunhistologie zeigt ein Vorkommen von AMPK-a im Zellsomata sowie im
Neuropil in fast allen Regionen des Bienengehirns, die dartber hinaus fur die olfak-
torische Gedachtnisbildung notwendig sind.
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Abbildung 13: Bienengehirn, immunhistologisch gegen AMPK-a geféarbt, frontal geschnitten.
a) medianer Kelch, b) a-Lobus und laterales Protozerebrum und c) Antennallobus. Detai-

laufnahmen auf Seite 47.
a: a-Lobus, AL: Antennallobus, LP: laterales Protozerebrum, MK: medianer Kelch, OL:

optischer Lobus.



3 Ergebnisse 47

Abbildung 14: Ausschnitte des Bienengehirns aus Abbildung 13.
a) medianer Kelch, b) a-Lobus und laterales Protozerebrum und ¢) Antennallobus.

a: a-Lobus, AL: Antennallobus, K: Kenyonzellsomata, L: Lippe, LP: laterales Protozere-
brum, MK: medianer Kelch.
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Abbildung 15: Bienengehirn, immunhistologisch gegen AMPK-a: gefarbt, frontal geschnitten mit vergré-
Bertem Ausschnitt der Zentralregion.
PK: Pilzkorper, Z: Zentralregion.
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Abbildung 16: Bienengehirn, immunbhistologisch gegen P-AMPK-a gefarbt, frontal geschnitten.
a) medianer Kelch und b) a-Lobus. Detailaufnahmen auf Seite 50.
a: a-Lobus, AL: Antennallobus, LK: lateraler Kelch, LP: laterales Protozerebrum, MK:
medianer Kelch, OP: optischer Lobus.
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Abbildung 17: Ausschnitte des Bienengehirns aus Abbildung 16.
a) medianer und lateraler Kelch und b) a-Lobus und laterales Protozerebrum.
Innerhalb der Kelche liegen die Kenyonzellsomata (K), wobei die duf3eren Kenyonzellen
eine starke Farbung als die inneren aufweisen. Im Neuropilbereich der Kelche zeigt die
Lippenregion (L) eine starke Farbung gegeniber dem schwach geféarbten Kragen und
dem ungefarbten basalen Ring der Kelche.

a: a-Lobus, AL: Antennallobus, K: Kenyonzellsomata, L: Lippe, LP: laterales Protozere-
brum, MK: medianer Kelch.
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3.3 AMPK-Aktivitat

3.3.1 AMPK-AKktivitat: hungrig vs. satt

Da die AMPK-Aktivitat im Hypothalamus bei Ratten mit dem Sattigungszustand kor-
reliert! soll in diesem Kapitel dargestellt werden, ob es auch einen Unterschied
in der Aktivitat von AMPK-a im Gehirn von hungrigen und satten Bienen gibt. Die
ELISA-Technik wird mit den zuvor getesteten Antikbrpern aus Kapitel 3.2.1 genutzt,
um die relative Aktivitat von AMPK zu messen, indem ein Verhaltnis zwischen der
phosphorylierten AMPK-a-Untereinheit am Thr 172 und der Gesamtmenge der AMPK-
a-Untereinheit berrechnet wird. Diese Phosphorylierung sorgt fur eine Erhéhung der
Aktivitat'®3 und ist auch von dieser abhéngig® 178, Deshalb ist es méglich, vom Ver-
haltnis der phosphorylierten AMPK-a-Untereinheit am Thr 172 zur Gesamtmenge der
AMPK-a-Untereinheit auf relative AMPK-Aktivitaten zu schliel3en.

Eine Gruppe der Bienen hungerte 18 Stunden lang, die andere Gruppe wurde dage-
gen 30 Minuten vor der Tétung und AMPK-Aktivitatsmessung bis zur Sattigung gefut-
tert. In Abbildung 18 (S. 52) ist zu sehen, dass der Anteil an phosphorylierter AMPK-a
im Gehirn hungriger Bienen signifikant hoher ist als bei gesattigten Bienen (p=0,027,
A=15 %). Dies bedeutet, dass die AMPK bei hungrigen Bienen aktiver ist, da die un-
tersuchte Phosphorylierungsstelle Thr 172 in der a-Untereinheit essenziell fir den ak-
tivierten Zustand des Enzyms ist. Die Messungen haben ergeben, dass es hinsichtlich
der Gesamtmenge an AMPK-a keine Unterschiede zwischen den beiden Bienengrup-
pen gibt (ohne Abb.).

3.3.2 Aktivierung der AMPK durch Photofreisetzung von ADP

Die bisher durchgefiihrten Experimente haben ergeben, dass es bei Bienen eine mit
dem Sattigungszustand korrelierte AMPK-AKktivitat im Gehirn gibt. Im folgenden Expe-
riment wurde versucht, die Aktivitatsdnderung der AMPK (hungrig vs. satt) kinstlich
bei gesattigten Tieren herbeizuflhren. Ziel war es, die Aktivitat in kurzer Zeit zu ma-
nipulieren, indem durch Photofreisetzung von ADP ein niedriger zellularer Energiesta-
tus erzeugt wird, aufgrund dessen AMPK aktiviert wird, obwohl die Bienen zuvor bis
zur Sattigung gefittert wurden. Um den AMPK-Einfluss beim Lernen zu untersuchen,
konnten dann Verhaltenstests durchgefuhrt werden, bei denen eine schnelle und lokale
kinstliche AMPK-Aktivierung im Bienengehirn durchgefuhrt wurde.
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Abbildung 18: Quantifizierung der Aktivitat von AMPK (P-AMPK-a (Thr 172) / AMPK-a) im Gehirn von
Apis mellifera bei hungrigen und gesattigten Tieren.
Das Gehirn von hungrigen (18 h ohne Fitterung) und gesattigten Bienen (30 min vor
der Toétung geflttert) wurde homogenisiert und mit Hilfe der ELISA-Technik die P-AMPK-
a (Thr 172)- und AMPK-a-Mengen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (auf die
Kontrolle ,satt* normiert) und die s.d.. In den Balken ist die Anzahl der Proben fir die
jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Mittelwerte, die sich
signifikant voneinander unterscheiden (T-Test p < 0,05).

In Abbildung 19 (S. 53) ist der Versuchsablauf dargestellt. Die Bienen wurden zu-
nachst mit Sucroselésung gesattigt und bekamen danach eine Injektion mit NPE-caged
ADP. Nach 30 Minuten fand die Freisetzung des ADP im gesamten Bienengehirn mit
Hilfe von Lichtblitzen statt. Zehn Sekunden, drei oder acht Minuten nach der Photofrei-
setzung wurden die Bienen getttet, um die relative AMPK-Aktivitat im Gehirn mit Hilfe
der ELISA-Technik zu bestimmen.

Abbildung 20 (S. 53) zeigt die relativen AMPK-Aktivitaten zu unterschiedlichen Zeiten
nach der Photofreisetzung des ADP im gesamten Gehirn. Die hellgraue Gruppe kenn-
zeichnet die mit Licht behandelten Tiere, die schwarze Gruppe die Kontrollgruppe ohne
Photofreisetzung des ADP. Es ist zu erkennen, dass kurz nach der Photofreisetzung
kein Unterschied zwischen beiden Gruppen besteht. Bei den nachsten Versuchen, der
Messung drei und acht Minuten nach der Photofreisetzung, stellte sich heraus, dass die
Aktivitat der AMPK nach der ADP-Freisetzung angestiegen ist. Im ersten Fall ist die Ak-
tivitat um ca. 15 %, im zweiten Fall um ca. 10 % gestiegen (ps ni»= 0,038; pg min= 0,016).
Einen Unterschied in der Gesamtmenge der a-Untereinheit zwischen den jeweiligen
Bienengruppen eines gemessenen Zeitpunktes gibt es nicht (ohne Abb.).
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Abbildung 19: Versuchsaufbau fur die AMPK-Aktivitatsmessung nach Photofreisetzung der caged Nu-
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Quantifizierung der Aktivitédt von AMPK (P-AMPK-a (Thr 172) / AMPK-a) im Gehirn von

Apis mellifera nach der Photofreisetzung von ADP.

Das Gehirn der Bienen wurde zehn Sekunden, drei oder acht Minuten nach der Photo-
freisetzung des ADP entnommen und homogenisiert, um mit Hilfe der ELISA-Technik die
P-AMPK-a (Thr 172)- und AMPK-a-Mengen zu bestimmen. Die Kontrolle wurde auf die
gleiche Weise behandelt, aber ohne geblitzt zu werden. Dargestellt sind die Mittelwerte
(auf die Kontrolle normiert) und die s.d.. In den Balken ist die Anzahl der Proben fiir die
jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Mittelwerte, die sich
signifikant voneinander unterscheiden (T-Test p < 0,05).
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Da die Nukleotide intra- sowie extrazellular freigesetzt werden, konnte zu diesem
Punkt noch nicht ausgeschlossen werden, dass die ADP-Freisetzung indirekt zu ei-
ner Aktivierung der AMPK flihrt. Deshalb mussten zusatzliche Kontrollexperimente
durchgefihrt werden. Es ist mdglich, dass das extrazellular freigesetzte ADP an P2X/Y-
Rezeptoren bindet. Dies sind Oberflachenrezeptoren fur extrazellulare Nukleotide, wel-
che sowohl Pyrimidin- als auch Purin-Nukleotide binden. Dabei wird zwischen ionotro-
pen (P2X) und metabotropen (P2Y) purinergen Rezeptoren unterschieden, die weit-
gehend im ZNS verbreitet und an der Regulierung verschiedener neuronaler Syste-
me beteiligt sind!2251471, Um auszuschlieRen, dass die AMPK-Aktivierung tber P2-
Rezeptoren gesteuert wird, missen die P2-Rezeptoren blockiert werden. Dies ist mit
Hilfe von PPADS, einem P2X/Y-Antagonisten, moglich®?. Sollte trotz der Verwendung
von PPADS eine Aktivierung der AMPK messbar sein, geschieht dies ohne Beteiligung
der P2-Rezeptoren.

In einem zweiten Kontrollexperiment sollte getestet werden, ob die durch ADP-Frei-
setzung verursachte AMPK-Aktivierung mit Hilfe des AMPK-Blockers (Compound C)
verhindert werden kann. Compound C ist ein starker zellpermeabler, reversibler und
ATP-kompetitiver AMPK-Inhibitor (K;= 109 nM)?24, Er verhindert die Bindung von AMP
an der regulatorischen ~y-Untereinheit. Infolgedessen wird eine Aktivierung, die Phos-
phorylierung des Thr 172 an der AMPK-a-Untereinheit, verhindert. Wird nun zusétzlich
Compound C in die Biene injiziert und das ADP freigesetzt, sollte keine Erhéhung in
der Aktivitat der AMPK detektierbar sein.

Abbildung 21 (S. 55) zeigt sehr deutlich die Wirkung des AMPK-Inhibitors Com-
pound C. Trotz der ADP-Freisetzung ist keine Aktivitatssteigerung der AMPK zu ver-
zeichnen. In der ohne Compound C behandelten Gruppe (Ringer) gibt es hingegen
eine Erhdéhung der Aktivitat von tber 9 %, verglichen mit der ungeblitzten Kontrolle
(Pringer= 0,018). Ebenso ist in Abbildung 21 (S. 55) eine Aktivitatssteigerung trotz Ver-
wendung des P2-Antagonisten PPADS zu erkennen (ca. 9 %, pppaps= 0,02). Dies
bedeutet, dass die AMPK-Aktivierung nicht unter der Kontrolle von P2X/Y-Rezeptoren
liegt. Somit kann die Aktivierung der AMPK als direkte Folge der Photofreisetzung
von ADP im Zeitraum von drei und acht Minuten nach der Lichtbehandlung angese-
hen werden. Wie gezeigt wurde, wird dieser Effekt durch den AMPK-Blocker Com-
pound C spezifisch unterdriickt und ist unabhangig von eventuell vorhandenen P2X/Y-
Rezeptoren. Ob diese Rezeptoren im Bienengehirn Gberhaupt vorkommen und wenn
ja durch PPADS gehemmt werden kénnen, wird in Kapitel 3.4 untersucht.
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Abbildung 21: Quantifizierung der Aktivitdat von AMPK (P-AMPK-a (Thr 172) / AMPK-a) im Gehirn von
Apis mellifera nach der Photofreisetzung von ADP sowie Wirkung von Compound C und

PPADS.

Das Gehirn der Bienen wurde acht Minuten nach der Photofreisetzung des ADP enthom-
men und homogenisiert, um mit Hilfe der ELISA-Technik die P-AMPK-a (Thr 172)- und
AMPK-a-Mengen zu bestimmen. Die Kontrolle wurde auf die gleiche Weise behandelt,
aber ohne geblitzt zu werden. Dargestellt sind die Mittelwerte (auf die Kontrolle normiert)
und die s.d.. In den Balken ist die Anzahl der Proben fur die jeweilige Gruppe angege-
ben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Mittelwerte, die sich signifikant voneinander

unterscheiden (T-Test p < 0,05).

Es stellt sich also die Frage nach dem Wirkungsmechanismus der ADP-Freisetzung
und der AMPK-Aktivierung. Da die AMPK durch AMP und nicht durch ADP aktivierbar
gemacht wird, wird vom folgenden Mechanismus ausgegangen:

Das inaktive ADP (NPE-caged ADP) dringt durch die Zellmembran in die Zelle ein.
Bei Photoaktivierung wird die NPE-Gruppe abgespalten und das ADP liegt biologisch

aktiv in der Zelle vor und kann diese nicht mehr verlassen. Die Adenylat-Kinase kon-
vertiert das ADP zu ATP und AMP (2 ADP <« ATP + AMP)Bl. AMP bindet an die
regulatorische «y-Untereinheit. Dadurch wird die Phosphorylierung des Thr 172 an der
AMPK-a durch AMPKKs ermdglicht, was die Aktivitat steigert.[®53178 Obwohl auch
ATP entsteht, kann die AMPK aktiviert werden, da die Kinase wesentlich empfindlicher

auf AMP als auf ATP reagiert!*75],
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3.4 P2X/Y-Rezeptoren: Nachweis und Inhibition durch PPADS

Im vorherigen Kapitel 3.3.2 wurde PPADS[®?l verwendet, um eine mogliche Beteiligung
von P2X/Y-Rezeptoren an der Regulation der AMPK-Aktivitdt auszuschlielen. Um die
vorherigen Ergebnisse zu stitzen, soll in diesem Kapitel untersucht werden, ob PPADS
bei Bienen die Oberflachenrezeptoren blockiert.

Proteinsequenzanalysen (Mensch vs. Biene) haben keine Ubereinstimmung fur die
P2X-Rezeptoren erbracht, die ihre Aktivitat als Ca?*-Kanal steuernl. Bei Sequenz-
vergleichen von P2Y-Rezeptoren gab es hingegen gewisse Ahnlichkeiten*?8], Dies laRt
vermuten, dass diese Rezeptoren, die tiber G-Protein gekoppelt die Ca?"-Freisetzung
aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) steuern, in der Biene vorkommen. Den-
noch kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Oberflachenrezeptoren nicht durch
PPADS blockierbar sind.

Um nachzuweisen, dass die P2Y-Rezeptoren im Bienengehirn vorkommen, soll ein
durch ATP stimulierter Ca?*-Einstrom in das Cytosol aus dem ER mit Hilfe des Ca?*-
Imaging sichtbar gemacht werden. Zu diesem Zweck wurden Bienenneurone aus dem
Gehirn gewonnen, welche mit Acetylcholin als positive Kontrollgruppe und mit ATP sti-
muliert wurden. Acetylcholin kann erstens nikotinische (ionotrope) und zweitens mus-
karinische (metabotrope) Acetylcholinrezeptoren stimulieren. Die metabotropen Re-
zeptoren wirken Uber eine IP3/DAG-Kaskade. Das Inositoltriphosphat (IP3) bindet an
IP;-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums und sorgt fur einen Ausstrom des
Kalziums ins Cytosol[??2],

Das durch ATP freigesetzte Kalzium soll durch Wirkung des PPADS gehemmt wer-
den. Somit ist die Wirksamkeit des Antagonisten PPADS bewiesen und die Ergebnisse
aus Kapitel 3.3.2 sind gestutzt.

Die Abbildung 22 (S. 57) zeigt einen intrazellularen Anstieg des Kalzium-Spiegels als
Reaktion auf die Acetylcholin-Stimulation (Pachvs. ringer= 0,001). Dies bestatigt, dass
die ausgewdahlte Methode fur die Detektion des Kalziumanstieges infolge einer Sti-
mulation gut geeignet ist. Werden die Zellen mit ATP stimuliert, ist ebenfalls eine
Erhdhung der internen Kalziumkonzentration zu beobachten (parps. ringer= 0,001).
Dies deutet an, dass die P2Y-Rezeptoren auf der Zellmembran vorhanden und durch
ATP stimulierbar sind. Beim Einsatz von PPADS ist zwar ein leichter Anstieg in der
Ca?*-Konzentration zu erkennen (Abb. 22), doch der Unterschied zur Kontrolle (Rin-
ger) ist nicht signifikant. Werden die Neurone gleichzeitig mit ATP und dem P2X/Y-
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Abbildung 22: Veréanderung der intrazellularen Kalziumkonzentration in Gehirnneuronen von Apis melli-

fera als Veranderung des Fluoreszenzsignals nach Einsatz von PPADS, ATP und Acetyl-
cholin.
Dargestellt sind die Quotienten der Fluoreszenzsignale (nach Behandlung/vor Behand-
lung), Werte auf die Kontrolle normiert. In den Balken ist die Anzahl der Proben fiir die
jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich si-
gnifikant voneinander unterscheiden (Wilcoxon Rang-Test p < 0,05, Kruskal-Wallis-Test
p =0,0).

Antagonisten PPADS behandelt, ist ebenfalls kein Unterschied zur Kontrollgruppe zu
erkennen, aber eine signifikante Abnahme des Ca?*-Signals gegentiber der ATP-Sti-
mulation (pprapsiatrvs. aTP=0,020; prpaps vs. aTp= 0,039). Dies bedeutet, dass PPADS
in der Lage ist, die P2Y-Rezeptoren zu blockieren und die stimulierende Wirkung von
ATP zu verhindern, durch die eine intrazellulare Kalziumfreisetzung herbeigefuhrt wird.
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3.5 Verhaltensuntersuchungen zu den Auswirkungen einer
AMPK-Aktivierung / -Deaktivierung durch Photofreisetzun g
von caged Nukleotiden im Gehirn von Apis mellifera

3.5.1 Regulation der Empfindlichkeit des Risselreflexes

3.5.1.1 Durch ADP aktivierte AMPK erhdht die Empfindlichkei tdes
Russelreflexes

Hungrige Bienen haben gewdhnlicherweise in ihrer Verhaltensreaktion eine hohere
Empfindlichkeit gegeniiber Zuckerwasser als gesattigte Bienen™3°! und weisen gegen-
Uber diesen auch eine hohere AMPK-Aktivitdt im Gehirn auf. Diese Tatsache wird in
Abbildung 18 (S. 52) verdeutlicht. In den folgenden Experimenten sollte Uberpruft wer-
den, ob die kinstliche Aktivierung der AMPK durch ADP-Freisetzung eine Veréande-
rung in der Zuckerwasserempfindlichkeit nach sich zieht. In diesem Zusammenhang
stellt sich folgende Frage: Was geschieht, wenn eine Biene ,satt” ist und zusatzlich der
Zellenergiesensor AMPK kunstlich aktiviert wird? Es ist eine Empfindlichkeitserhéhung
zu erwarten, da im Gehirn der Bienen dadurch eine AMPK-Aktivierung erreicht wird,
wie sie bei hungrigen Tieren auftritt.

Der Versuchsaufbau (Abb. 23, S. 59) zeigt, wie die Empfindlichkeit des Risselre-
flexes bei gesattigten Bienen nach Freisetzung von ADP im Gehirn der Tiere unter-
sucht wurde. Hierzu wurden die Bienen zunachst bis zur Sattigung mit einer Zucker-
l6sung gefittert (1 M Sucrose). Darauf folgte direkt die Injektion des NPE-caged ADP
in den Thorax. Bevor die Nukleotide mit Hilfe des Lichtes im Gehirn freigesetzt wur-
den, wurde die Sattigung der Tiere durch das Aufbringen einer Sucroselésung (0,3 M)
mit Hilfe eines Zahnstochers auf die beiden Antennen getestet. Diejenigen Bienen, die
den RuUssel herausstreckten, wurden vom Experiment ausgeschlossen, um vollkom-
men gesattigte Tiere zu testen. Zehn Minuten nach der Photofreisetzung wurde die
Empfindlichkeit der Bienen erneut getestet, indem ein Zuckerwasserstimulus auf beide
Antennen gegeben wurde. Um sicher zu sein, dass dieser Effekt ausschliel3lich Gber
AMPK reguliert wird, wurde auch hier ein AMPK-Blocker (Compound C) verwendet
und ein Antagonist fir P2X/Y-Rezeptoren (PPADS) genutzt, um Effekte von extrazellu-
lar freigesetzten Nukleotiden ausschliel3en zu kdnnen.
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Abbildung 23: Versuchsaufbau fur die Messung der Empfindlichkeit des Risselreflexes bei geséttigten
Bienen nach der Photofreisetzung von ADP.

In Abbildung 24a (S. 60) ist zu erkennen, dass die Tiere ohne ADP-Freisetzung (Kon-
trolle) kaum auf den angebotenen Zuckerwasserstimulus reagieren. Bienen hingegen,
bei denen das ADP im gesamten Gehirn freigesetzt wurde, zeigen eine erhéhte Emp-
findlichkeit von tber 35 % (Pginger= 0,037). Sie wurden somit nicht nur auf zellularem
Niveau im Gehirn hungrig gemacht, sondern reagieren auch in ihrem Verhalten so, als
waren sie vorher nicht gesattigt worden. Um auszuschlie3en, dass dieser Effekt mog-
lichweise nur durch die Lichtblitze allein ausgeldst wird, wurde in einem Kontrollexperi-
ment weniger NPE-caged ADP injiziert, was zu keiner Erhéhung in der Zuckerempfind-
lichkeit fihrte (ohne Abb.). Bienen, denen zusatzlich der AMPK-Blocker Compound C
injiziert wurde, zeigten keine Veranderung in der Empfindlichkeit, obwohl bei einer
Gruppe ADP im Gehirn freigesetzt wurde. Somit kann davon ausgegangen werden,
dass diese Verhaltenséanderung von der AMPK-Aktivitat abhangt. Um auch hier aus-
zuschlieRen, dass dies Uber P2X/Y-Rezeptoren vermittelt wird, die durch extrazellular
freigesetztes ADP stimuliert werden, wurde PPADS eingesetzt. In Abbildung 24a ist zu
sehen, dass die Anwendung des P2X/Y-Antagonisten zu keiner Verringerung der Emp-
findlichkeit fihrt, wenn ADP freigesetzt wird, um AMPK zu aktivieren (pppaps= 0,019).
Der Unterschied in der Empfindlichkeitserhbhung nach ADP-Freisetzung mit und oh-
ne PPADS (Abb. 24a, S. 60) konnte darauf zurtickzufihren sein, dass im ersten Fall
Bienen aus einem Winterquartier im Glashaus (Winter 05/06) genutzt wurden und die
mit PPADS behandelten Bienen aus dem Freien stammten (Fruhling 2007). Diese Bie-
nen hatten mit dem Trachteintrag begonnen und waren wahrscheinlich von Natur aus
sensibler und hungriger. Um die Wirkung von Compound C in Abbildung 24a zu stit-
zen, wurde ein weiteres Experiment durchgefihrt. In Abbildung 24b ist zu sehen, dass
einerseits die Freisetzung von ADP zu einer Empfindlichkeitserhéhung fiihrt und ande-
rerseits bei zusatzlicher Gabe des AMPK-Blockers trotz Freisetzung von ADP dieser
Effekt verloren geht (pcom.c= 0,049). Somit wurde bestatigt, dass die durch eine ge-
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Abbildung 24: Empfindlichkeit des Risselreflexes zehn Minuten nach Photofreisetzung von ADP im ge-
samten Gehirn von gesattigten Bienen.
a) Photofreisetzung von ADP fiihrt zu erhéhter Empfindlichkeit auf den Zuckerwassersti-
mulus. ADP-induzierte erhéhte Empfindlichkeit wird durch AMPK-spezifischen Inhibitor
(Compound C) geblockt, aber nicht durch Behandlung mit PPADS. b) ADP-induzierte er-
héhte Empfindlichkeit wird durch AMPK-spezifischen Inhibitor (Compound C) geblockt.
Dargestellt ist der PER [%] der Bienen, die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M) rea-
giert haben. In den Balken ist die Anzahl der Bienen fiir die jeweilige Gruppe angegeben.
Mit einem Stern gekennzeichnet sind Gruppen, die sich signifikant voneinander unter-
scheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).

Zielte ADP-Freisetzung hervorgerufene AMPK-Aktivierung im Bienengehirn zu einer
Erhohung der Zuckerwasserempfindlichkeit der Bienen fuhrt. Im nachsten Kapitel wird
der Empfindlichkeitstest bei Bienen nach Freisetzung von ATP beschrieben.

3.5.1.2 ATP-Freisetzung reduziert die Empfindlichkeit des Russelreflexes

Hohe Konzentrationen von ATP fiihren zu einer Hemmung der AMPK-Aktivierung®7l.
In diesem Experiment sollte deshalb die Empfindlichkeit des Riusselreflexes bei Bienen
nach Freisetzung von ATP im Gehirn untersucht werden. Durch die ATP-Freisetzung
im Gehirn und die damit verbundene Erh6hung des zellularen Energiegehaltes sollten
hungrige Bienen kinstlich geséttigt werden. Im Versuchsablauf (Abb. 25, S. 61) ist zu
sehen, nach welcher Vorgehensweise die Empfindlichkeit der hungrigen Tiere getestet
wurde. Zu Beginn wurden die Tiere mit zwei Zuckertropfen gefittert (1 M Sucrose).
Sie sind danach noch hungrig, reagieren aber nicht mehr auf kleinste Reize. Daraufhin
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Abbildung 25: Versuchsaufbau fir die Messung der Empfindlichkeit des Russelreflexes bei hungrigen
Bienen nach der Photofreisetzung von ATP.

folgte sofort die Injektion des NPE-caged ATP in den Thorax. Nach 30 Minuten fand
die Freisetzung des ATP im Gehirn durch Lichtblitze statt. Zehn Minuten nach der ATP-
Freisetzung wurden die Empfindlichkeiten in aufsteigender Zuckerkonzentration (30,
100, 300 und 1000 mM) im zeitlichen Intervall von 30 Sekunden getestet, indem der
Zuckerwasserstimulus auf beide Antennen gegeben wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, die Tiere kinstlich zu sattigen (Abb. 26,
S. 62). Durch die Freisetzung von ATP ist es bei hungrigen Bienen gelungen, die Reak-
tion auf einen Zuckerwasserstimulus (30 mM) weitgehend zu unterdriicken (Abb. 26a,
S. 62, p3omm= 0,004). Die Kontrollgruppe ohne ATP-Freisetzung zeigt noch eine Re-
aktion auf den Zuckerreiz in Héhe von tber 40 %. Mit steigender Zuckerkonzentrati-
on nimmt der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ab. Um zu kontrollieren, ob
dieser Effekt moglicherweise durch P2X/Y-Rezeptoren vermittelt wird, wurde PPADS
eingesetzt. Es ist zu erkennen (Abb. 26b), dass trotz dieses P2X/Y-Antagonisten die
Empfindlichkeit fur den 30 mM Zuckerreiz reduziert werden kann (pppaps= 0,0). So-
mit ist auch dieser Effekt von den ATP-detektierenden P2X/Y-Rezeptoren unabhéngig.
Der Unterschied zwischen beiden mit 30 mM getesteten Gruppen in Abbildung 26a
und b kdnnte ebenfalls darauf zuriickzufihren sein, dass es sich bei der ersten Grup-
pe um Bienen aus dem Winterquartier handelte und bei der zweiten Gruppe um Tiere
aus dem Freien, wo sie die Tracht einholten und aus diesem Grund eine ganz andere
naturliche Grenzschwelle zum Zucker hatten.

Als letzte Kontrolle wurde ATP bei gesattigten Bienen im Gehirn freigesetzt (Abb. 26c¢,
S. 62). ATP fungiert als Neurotransmitter und konnte bei den Bienen zu einer Verande-
rung in der Empfindlichkeit fihren. Die Bienen wurden dafur wie in Abbildung 23 (S. 59)
dargestellt behandelt. Abbildung 26c¢ zeigt, dass die ATP-Freisetzung im Gegensatz
zur ADP-Freisetzung nicht zu einer Veranderung der Zuckerwasserempfindlichkeit bei
gesattigten Bienen fuhrt.
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Abbildung 26: Empfindlichkeit des Russelreflexes zehn Minuten nach der Photofreisetzung von ATP im

gesamten Bienengehirn von a) hungrigen Tieren mit aufsteigender Sucrosekonzentration,
b) hungrigen Tieren auf 30 mM Sucroseldsung und mit zusétzlicher PPADS-Behandlung
und c) satten Tieren auf 300 mM Sucroselésung.
a) Photofreisetzung von ATP fiihrt zu einer reduzierten Empfindlichkeit gegeniiber einem
niedrigen Zuckerwasserstimulus (30 mM Sucrose), der auf beide Antennen gegeben wird.
Bei jeder Biene wurden im Abstand von jeweils 30 Sekunden vier verschiedene Zucker-
konzentrationen von 30 mM bis 1000 mM Sucrose getestet. b) Photofreisetzung von ATP
fuhrt trotz Verwendung von PPADS zu reduzierter Empfindlichkeit bei hungrigen Bienen.
¢) Photofreisetzung von ATP fuihrt bei gesattigten Bienen zu keiner erhéhten Empfindlich-
keit auf den Zuckerwasserstimulus. Dargestellt ist der PER [%] der Bienen, die auf den
Zuckerwasserstimulus reagiert haben. ,Kontrolle* kennzeichnet die Bienengruppe ohne
Photofreisetzung des ATP. In den Balken ist die Anzahl der Bienen fir die jeweilige Grup-
pe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Gruppen, die sich signifikant von-
einander unterscheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).
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3.5.1.3 Gehirnregionen, die die Empfindlichkeit des Rissel reflexes nach
AMPK-Aktivierung erhéhen

Die Ergebnisse der zwei vorangehenden Kapitel haben gezeigt, dass Bienen kinstlich
hungrig (ADP) und satt (ATP) gemacht werden kdénnen, wenn die Nukleotide im ge-
samten Gehirn freigesetzt werden. In diesem Kapitel sollen diejenigen Gehirnregionen
ermittelt werden, die daran beteiligt sind. Dazu wird ADP mit Licht gezielt symmetrisch
in verschiedenen Gehirnregionen freigesetzt und die Zuckerempfindlichkeit wie in Ka-
pitel 3.5.1.1 beschrieben getestet. Die Tiere, die finf Minuten vor der Lichtbehandlung
positiv auf das Zuckerwasser reagierten, wurden auch in diesem Fall vom Experiment
ausgeschlossen. Aulerdem wurden die Bienen zu vier verschiedenen Zeitpunkten (5,
10, 15 und 20 min) nach der Photofreisetzung mit 0,3 M Sucrose getestet (Abb. 27,
S. 64).

Als Gehirnregionen wurden diejenigen ausgewabhlt, die durch das VUMmx1-Neuron
innerviert werden, welches eine zentrale Rolle in der Belohnungsbewertung wahrend
des appetitiven gustatorischen Lernens spielt®. Die kiinstliche Depolarisierung die-
ses Neurons kann die Zuckerbelohnung wéhrend dieses assoziativen Lernprozesses
ersetzen®, Die Dendriten des VUMmxZ1-Neuron verzweigen sich symmetrisch im Ge-
hirn und laufen mit den olfaktorischen Bahnen zusammen: zunachst mit dem Antennal-
lobus (AL), in dem die Geruchsinformationen der Antennen verarbeitet werden, dann
mit der Lippen-Region der Pilzkérper (MB), dem Eingang der MB fur die olfaktorischen
Informationen, und zuletzt mit dem lateralen Protozerebrum (LP), einer pramotorischen
Ausgangsregion des Gehirns'%l. In der olfaktorischen Konditionierung spielen die Pilz-
korper eine zentrale und herausragende Rolle . Sie erhalten die olfaktorischen, visuel-
len und mechanosensorischen Eingange getrennt in verschiedene Strukturen*®l und
sind schon deshalb in gewisser Weise fiir die Gedachtnisbildung verantwortlich. Der
zum Pilzkorper gehdrige a-Lobus wurde ebenfalls ausgewéhlt, da diese Ausgangsre-
gion des Pilzkérpers Neurone (PE1) enthalt, die in den Peduncle und in das laterale
Protozerebrum hinein Verzweigungen zeigen und mit dem olfaktorischen Lernen in
Verbindung gebracht wurden!*®, In Abbildung 28 (S. 64) sind diese Regionen sche-
matisch dargestellt[°7],
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Abbildung 27: Versuchsaufbau fur die Messung der Empfindlichkeit des Risselreflexes bei gesattigten
Bienen nach der Photofreisetzung von ADP.

Abbildung 28: Das Bienengehirn nach Menzel1%7],

Die Abbildung zeigt die bedeutenden Neuropile des Bienengehirns und die olfaktorischen
Leitungsbahnen. Der Antennallobus (AL) empfangt Eingange von tber 60.000 chemo-
sensorischen Axonen in die 156 kugelférmigen Glomeruli. Die Kelche (MC und LC), Ein-
gange des Pilzkérpers (MB), teilen sich in drei Regionen. Der obere Teil ist der olfaktori-
sche, der mittlere der visuelle und der untere Bereich der mechanosensorische Eingang.
Die Ausgéange der MB sind die a- und (-Loben. Projektions-Neurone (PN, blaue Pfeile)
Uberliefern olfaktorische Informationen vom AL in die MB. Das laterale Protozerebrum
(LP), ebenfalls ein olfaktorisches Neuropil, erhélt Informationen aus dem AL und indirekt
Uber die MB (linke Seite, violette Pfeile). Absteigende Fasern laufen von hier zum motori-
schen Zentrum im Unterschlundganglion (SOG). Das Ausgangsneuron des SOG ist das
VUMmx1 (ventrales unpaares medianes Neuron der Maxille 1, rot). CB: Zentralregion;
LO: Lobula und ME: Medulla, zwei visuelle Neuropile; OC: Ocellen; Pe: Peduncle; MC:
medianer Kelch und LC: lateraler Kelch der Pilzkdrper.



3 Ergebnisse 65

Abbildung 29a-d (S. 66) zeigt die Empfindlichkeitsveranderungen nach ADP-Frei-
setzung in vier verschiedenen Gehirnregionen: a) optische Loben, b) Antennalloben,
c) a-Loben und d) laterales Protozerebrum. Es ist eindeutig zu erkennen, dass die
ADP-Freisetzung mit anschlieRender AMPK-Aktivierung im optischen Lobus der Biene
keinen Einfluss auf die Zuckerwasserempfindlichkeit hat (Abb. 29a).

Die ADP-Freisetzung im Antennallobus ist hingegen ausreichend, um die Bienen
kinstlich hungrig zu machen (Abb. 29b). Finf Minuten nach ADP-Freisetzung ist ein
Anstieg der Empfindlichkeit zu erkennen, 10 bis 20 Minuten danach eine eindeutige
Empfindlichkeitserhohung (pio min= 0,011; Pismin= 0,0; P2omin= 0,012). Wé&hrend die
Kontrollgruppe kaum oder tberhaupt nicht auf den Zuckerstimulus reagiert, zeigt die
mit Licht behandelte Gruppe einen Anstieg von tber 30 %.

Im a-Lobus sieht es ahnlich aus. Die Kontrollgruppe reagiert kaum auf das Zucker-
wasser (ca. 10 %), die behandelte Gruppe hingegen zeigt zu allen vier verschiede-
nen Zeitpunkten eine erhdhte Zuckerempfindlichkeit, die von 30 bis Uber 46 % reicht
(Abb. 29c; ps min= 0,005; p1gmin= 0,002; P15 min= 0,031; Promin= 0,022). Wahrend die
Empfindlichkeit bei Lichtbehandlung des Antennallobus mit der Zeit zunimmt, fallt die-
se bei ADP-Freisetzung im a-Lobus ab.

Wird ADP im lateralen Protozerebrum freigesetzt, ist eine Erhéhung in der Zucker-
empfindlichkeit nur zu Beginn, und zwar funf Minuten nach der Photofreisetzung, zu
erkennen (Abb. 29d; ps »i,= 0,024). Danach nimmt die Empfindlichkeit wie bei der ADP-
Freisetzung im a-Lobus kontinuierlich ab.

In den Pilzkérpern fihrt die ADP-Freisetzung in den ersten zehn Minuten zu keiner
Verédnderung in der Empfindlichkeit (Abb. 30a, S. 67). Erst nach 15 Minuten ist ein
Anstieg in der Zuckerempfindlichkeit zu erkennen, die nach 20 Minuten auf fast 50 %
angestiegen ist (pPxg min= 0,035).

Werden hingegen die medianen oder lateralen Kelche der Pilzkdrper gezielt einer
ADP-Freisetzung unterworfen, ist nur nach funf Minuten, aber nicht wie bei Behand-
lung der gesamten Pilzkdrperregion nach 20 Minuten eine Empfindlichkeitserhéhung
zu beobachten (Abb. 30b und ¢, S. 67; pmeqs.= 0,01; p/ax.= 0,01).
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Abbildung 29: Empfindlichkeit des Risselreflexes bei gesattigten Bienen nach Photofreisetzung von

ADP im a) optischen Lobus, b) Antennallobus, c) a-Lobus und d) lateralen Protozere-
brum.
a) Photofreisetzung von ADP fiihrt im optischen Lobus zu keiner erhdhten Empfindlichkeit
auf den Zuckerwasserstimulus. b, ¢ und d) Photofreisetzung von ADP fiihrt im Anten-
nallobus, a-Lobus und im lateralen Protozerebrum zu unterschiedlichen Zeiten zu einer
erhéhten Empfindlichkeit auf den Zuckerwasserstimulus. Dargestellt ist der PER [%] der
Bienen, die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M) reagiert haben. ,Kontrolle" kennzeich-
net die Bienengruppe ohne Photofreisetzung des ADP. Die Werte in Klammern geben
die Anzahl der Bienen in der jeweiligen Gruppe an. Mit einem Stern gekennzeichnet sind
Werte, die sich signifikant voneinander unterscheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).
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Abbildung 30: Empfindlichkeit des Risselreflexes bei gesattigten Bienen nach Photofreisetzung von
ADP im a) Pilzkérper, b) medianen Pilzkérper und c) lateralen Pilzkérper.
a) Photofreisetzung von ADP fihrt im Pilzkérper zu einer erhéhten Empfindlichkeit auf
den Zuckerwasserstimulus. b und c¢) Photofreisetzung von ADP fihrt im medianen und
lateralen Kelch der Pilzkdrper zu einer erhéhten Empfindlichkeit auf den Zuckerwassersti-
mulus. Dargestellt ist der PER [%)] der Bienen, die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M)
reagiert haben. ,Kontrolle” kennzeichnet die Bienengruppe ohne Photofreisetzung des
ADP. Die Werte in Klammern geben die Anzahl der Bienen in der jeweiligen Gruppe an.
Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander unterschei-
den (Exakter Fisher-Test p < 0,05).
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3.5.1.4 Gehirnregionen, die die Empfindlichkeit des Rissel reflexes nach
ATP-Freisetzung reduzieren

In Kapitel 3.5.1.2 wurde gezeigt, dass die ATP-Freisetzung im gesamten Bienengehirn
nach zehn Minuten zu einer Senkung der Zuckerwasserempfindlichkeit fihrt. Im Weite-
ren soll ATP gezielt und symmetrisch in zwei verschiedenen Gehirnregionen hungriger
Bienen freigesetzt werden. Dabei handelt es sich um den Antennallobus und das la-
terale Protozerebrum. Es sollte untersucht werden, ob diese Regionen ebenfalls flr
eine Verringerung der Zuckerempfindlichkeit verantwortlich sind und nicht nur fur die
in Kapitel 3.5.1.3 gezeigte Erhdhung der Empfindlichkeit nach ADP-Freisetzung. Die
Empfindlichkeiten wurden auch hier zu vier verschiedenen Zeitpunkten (5, 10, 15 und
20 min) nach der Photofreisetzung mit 30 mM Sucrose getestet (Abb. 31, S. 69).

Bei der ATP-Freisetzung im Antennallobus (Abb. 32a, S. 69) ist zehn Minuten nach
der Lichtbehandlung eine Verringerung der Zuckerempfindlichkeit zu erkennen (p1g min=
0,021). 15 und 20 Minuten nach der ATP-Freisetzung tritt kein Unterschied zur Kontroll-
gruppe, in der kein ATP freigesetzt wurde, auf (ohne Abb.). Wird im Antennallobus ge-
sattigter Bienen ADP freigesetzt, findet ebenfalls nach zehn Minuten eine Verdnderung
statt. In diesem Fall ist eine Erhéhung der Empfindlichkeit zu beobachten (Abb. 29b,
S. 66).

Eine ebenfalls gegenlaufige Reaktion ist im Fall des lateralen Protozerebrums zu
beobachten. Dort fuihrt die AMPK-Aktivierung durch die ADP-Freisetzung nach funf
Minuten zu einer Erhéhung der Zuckerwasserempfindlichkeit (Abb. 29d, S. 66). Umge-
kehrt sorgt die ATP-Freisetzung in dieser Region und zum selben Zeitpunkt nach der
Photofreisetzung daflr, dass die Bienen weniger auf 30 mM Zuckerwasser reagieren
(Abb. 32b, S. 69; ps min= 0,01). Zu spateren Zeitpunkten ist kein Unterschied zwischen
beiden hungrigen Bienengruppen festzustellen (15 und 20 min ohne Abb.).

Diese ,Kartierungsexperimente” haben gezeigt, dass die verschiedenen Gehirnregio-
nen die Zuckerwasserempfindlichkeit zu unterschiedlichen Zeiten beeinflussen oder
wie im Fall des optischen Lobus gar keinen Einfluss darauf haben. Interessant ist dar-
Uber hinaus, dass die ADP- bzw. ATP-Freisetzung in derselben Gehirnregion (Anten-
nallobus und laterales Protozerebrum) zum selben Zeitpunkt zu einer Erhéhung (ADP-
Freisetzung) bzw. zu einer Erniedrigung (ATP-Freisetzung) der Zuckerwasserempfind-
lichkeit fahrt.
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Abbildung 31: Versuchsaufbau fir die Messung der Empfindlichkeit des Russelreflexes bei hungrigen
Bienen nach der Photofreisetzung des ATP.
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Abbildung 32: Empfindlichkeit des Russelreflexes bei hungrigen Bienen nach Photofreisetzung von ATP
a) im Antennallobus und b) im lateralen Protozerebrum.
a und b) Photofreisetzung von ATP im Antennallobus und im lateralen Protozerebrum
fuhrt zu einer verringerten Empfindlichkeit fir den Zuckerwasserstimulus (30 mM). Dar-
gestellt ist der PER [%] der Bienen, die auf den Zuckerwasserstimulus (30 mM) reagiert
haben. ,Kontrolle* kennzeichnet die Bienengruppe ohne Photofreisetzung des ATP. Die
Werte in Klammern geben die Anzahl der Bienen in der jeweiligen Gruppe an. Mit einem
Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander unterscheiden (Exak-
ter Fisher-Test p < 0,05).
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3.5.1.5 AMPK-Aktivierung in einer Hemisphare macht auch di e andere
Hemisphéare ,hungrig”

Die meisten sensorischen und neuronalen Systeme sind bilateralsymmetrisch ange-
legt, so dass seitenspezifische und lberzéhlige Informationen erfasst werden. Den-
noch werden einige Wahrnehmungsfunktionen vorwiegend oder ausschlie3lich in ei-
ner Gehirnhélfte verarbeitet, obwohl der sensorische Eingang bilateralsymmetrisch
vorliegt. Beim Menschen gibt es viele Bereiche, zum Beispiel Sprache, Musik oder
Emotionen, bei denen eine Hemisphére iiber die andere dominiert®+1%° Bei Bienen
wurde gezeigt, dass Gedachtnisse von einer Hemisphare in die andere Ubertragen
werden, wenn sie beispielsweise bei einer Konditionierung nur einseitig mit einem Duft
stimuliert werden!*®4l, Bienen sind aber auch in der Lage, olfaktorische Informationen
seitenspezifisch zu unterscheiden*%4. Ebenso kann ein einseitiger Zuckerstimulus auf
die Antenne eine unilaterale Sensitisierung verursachen, wahrend ein Zuckerstimulus
auf den Russel der Biene eine bilaterale Sensitisierung bewirkt™%. Welche Auswir-
kungen hat nun die ADP-Freisetzung in nur einer Hemisphare auf die Zuckerwasser-
empfindlichkeit? Es soll untersucht werden, ob fir dieses Verhalten eine Lateralitat
existiert und ob eine Ubertragung des kiinstlichen Hungersignals in die jeweils ande-
re Gehirnhalfte stattfindet. Zu diesem Zweck wurde bei gesattigten Bienen das ADP
ausschliellich in einer Hemisphére freigesetzt. Anschlie3end wurden die Tiere entwe-
der ipsilateral oder kontralateral getestet. Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, wurden
auch hier diejenigen Tiere aus dem Experiment ausgeschlossen, die schon beim Test
funf Minuten vor der Photofreisetzung des ADP positiv auf den auf beide Antennen
gegebenen Zuckerwasserstimulus reagierten.

| sofort 25 min | 5 min | 5oder10 min -
[ I I I I >
sees o . Zeit
Sattigung Injektion Test Photofreisetzung Test
der Bienen (1 pl, 10 mM NPE- (0,3M des ADP in einer (0,3 M
caged ADP) Sucrose) Gehirnhalfte Sucrose)

Abbildung 33: Versuchsaufbau fur die Messung der Empfindlichkeit des Risselreflexes bei gesattigten
Bienen nach der Photofreisetzung von ADP in einer Gehirnhélfte.
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Abbildung 34 zeigt, dass die ADP-Freisetzung nach funf Minuten nur dann zu einer
Erhohung (ca. 30 %) der Zuckerwasserempfindlichkeit fuhrt, wenn die Bienen ipsila-
teral getestet werden, d.h. auf der Seite, auf der auch das ADP im Gehirn freigesetzt
wurde (p;vs.«= 0,012; p;vs. k= 0,013). Werden die Bienen hingegen auf der kontrala-
teralen Seite getestet, gibt es keinen Unterschied zur Kontrollgruppe, in der kein ADP
freigesetzt wurde (beide ca. 5 %). Beim Testen der Bienen zehn Minuten nach der
ADP-Freisetzung ist kein Unterschied zwischen der ipsi- und der kontralateral geteste-
ten Gruppe zu beobachten (beide 50 %). Sie unterscheiden sich aber deutlich von
der Kontrollgruppe, welche tberhaupt nicht auf den Zuckerwasserstimulus reagiert
(pivs. k= 0,002; px,s. k= 0,002). Somit wird deutlich, dass es einen Transfer des ,Hun-
gersignals” von einer Hemisphare in die andere gibt, und dass es nur eine Frage der
Zeit ist, bis dieser stattfindet.

O satt: ADP-Freisetzung + ipsi-Test
O satt: ADP-Freisetzung + kontra-Test

60 1 W satt: Kontrolle %
.

40 - 1

PER

20 1

0 37 | |87 a 16 | [16 ] 15

5 10
Zeit nach ADP-Freisetzung [min]

Abbildung 34: Empfindlichkeit des Russelreflexes nach Photofreisetzung von ADP in einer Gehirnhélfte.
Photofreisetzung von ADP flihrt nach funf Minuten im ipsilateralen Test zu einer erhdhten
Empfindlichkeit gegeniiber dem Zuckerwasserstimulus, verglichen mit der Kontrolle und
der kontralateral getesteten Gruppe. Nach zehn Minuten gibt es keinen Unterschied zwi-
schen der ipsi- und der kontralateral getesteten Gruppe. Dargestellt ist der PER [%] der
Bienen, die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M) reagiert haben. ,Kontrolle* kennzeich-
net die Bienengruppe ohne Photofreisetzung des ADP. In den Balken ist die Anzahl der
Bienen fir die jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Mittel-
werte, die sich signifikant voneinander unterscheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).
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3.5.2 AMPK-Aktivierung verlangert den Vorgang der Habitua  tion des
Russelreflexes

Die Habituation, eine Form des nicht-assoziativen Lernens, ist eng mit der Zucker-
wasserempfindlichkeit und dem Sattigungszustand der Bienen verknlpft. Bienen mit
einer hohen Empfindlichkeit gegeniiber Sucrose lassen sich schwieriger habituieren
als Bienen mit einer verminderten Zuckerwasserempfindlichkeit!*”!l, genauso wie sich
gesattigte schneller als hungrige Bienen habituieren lassen?*l. Es soll nun untersucht
werden, ob die AMPK-AKktivitat, die die Empfindlichkeit modulieren kann, auch die Ha-
bituation beeinflusst. Damit sich die Tiere schneller habituieren lassen, wurden sie
zuvor mit vier Tropfen Sucroselésung gefittert. Unmittelbar danach erfolgte die Injek-
tion der NPE-caged Nukleotide bzw. PBS als Kontrolle. Nach 25 Minuten wurden die
Bienen habituiert und funf Minuten spéater bei den gewlnschten Gruppen die Nukleoti-
de freigesetzt. Nach weiteren finf Minuten wurden die Tiere erneut habituiert, um eine
maogliche Veranderung im Habituationsvorgang zu erkennen (Abb. 35).

Da hungrige Tiere mehr Stimulation benétigen, um habituiert zu werden*"1, wiirde
man erwarten, dass sich die mit AMPK stimulierten Bienen wie hungrige Tiere verhal-
ten. Schlielich fuhrt bei gesattigten Tieren im gesamten Bienengehirn freigesetztes
ADP funf und zehn Minuten spéater zu einer Erhéhung der Zuckerwasserempfindlichkeit
(s. Abb. 24a, S. 60 und Abb. 34, S. 71). Im Fall von Bienen, bei denen ATP freigesetzt
wird, kdnnte sich dementsprechend die Habituation beschleunigen, da freigesetztes
ATP zu einer Erniedrigung der Zuckerempfindlichkeit fuhrt (s. Abb. 26a, S. 62).

Betrachtet man das Habituationsverhalten der Tiere funf Minuten nachdem ADP im
ganzen Gehirn freigesetzt wurde (Abb. 36, S. 74), ist zu erkennen, dass diese Tiere
mehr Zuckerwasserstimuli auf die Antenne benétigen um habituiert zu werden, als vor
der ADP-Freisetzung. Der Unterschied zur Kontrollgruppe, in der das ADP nicht frei-
gesetzt wurde, betragt fast 60 % (papr= 0,01). Wird wiederum ATP freigesetzt, &ndert

1 sofort | 25 min | 5 min | 5 min | —
[ I I I I >
.. L . Zeit
Futterung Injektion 1. Hab. Photofreisetzung 2. Hab.
4 Tropfen — (1 pl, 10 mM caged der Nukleotide im
1M Sucrose  Nukleotide) Gehirn

Abbildung 35: Versuchsaufbau fir die Habituation des Risselreflexes bei Apis mellifera nach Photofrei-
setzung der caged Nukleotide.
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sich nichts am Habituationsverhalten. Um einen mdglichen Einfluss des Lichtes al-
lein auf das Habituationsverhalten auszuschlie3en, wurde in einem Kontrollexperiment
PBS ohne NPE-caged Nukleotide injiziert und eine Gruppe mit Licht behandelt. Dabei
stellte sich heraus, dass es keinen durch Licht allein hervorgerufenen Effekt gibt. Die
Habituation wurde Uberdies 3, 10 und 20 Minuten nach der ADP-Freisetzung getestet.
Zu den ersten beiden Zeiten treten um 40 % erhohte Habituationsraten auf, die sich
aber nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterscheiden, nach 20 Minuten ist kein
Unterschied mehr zu erkennen (ohne Abb.).

Im nachsten Versuch wurden erneut zwei verschiedene Gehirnstrukturen der Ho-
nigbiene ausgewahlt, die beim assoziativen und beim nicht-assoziativen Lernen eine
wichtige Rolle spielen: der Antennallobus und der mediane Pilzkorper. Der Antennallo-
bus erhalt die Duftinformation zuerst und leitet diese ,verschlisselt* an den Pilzkdrper
weiter. Hier wird die Duftinformation beispielsweise mit einer Belohnung assoziiert. Um
zu testen, ob die Aktivierung der AMPK im Antennallobus geniigt, um eine Veréande-
rung in der Habituation hervorzurufen, wurde in dieser Region ADP freigesetzt und
funf Minuten darauf erneut eine Habituation durchgefiihrt. Wie in Abbildung 37 (S. 74)
zu sehen ist, ist kein signifikanter Unterschied im Habituationsverhalten erkennbar.
Wird das ADP dagegen nur in den medianen Pilzkérperregionen freigesetzt, missen
die Bienen haufiger mit dem Zuckerwasser stimuliert werden, um sich habituieren zu
lassen (Abb. 37, S. 74; p,, = 0,023). Zusatzlich wurden die Tiere zehn Minuten nach
der Freisetzung des ADP habituiert. Hier trat jedoch weder bei der Behandlung der An-
tennalloben noch der medianen Pilzkorper eine signifikante Habituationsveranderung
auf, es war lediglich eine ansteigende Tendenz bei der mit Licht behandelten Gruppe
festzustellen (ohne Abb.).

In Hinblick auf den den medianen Pilzkdrper bedeutet dies, dass eine Korrelation mit
der Zuckerwasserempfindlichkeit existiert. Wie Abbildung 30b (S. 67) zeigt, fuhrt die
ADP-Freisetzung in dieser Region nach funf Minuten zu einer Empfindlichkeitszunah-
me, bei zehn Minuten allerdings nicht mehr. Im Falle des Antennallobus ist zu erken-
nen, dass die ADP-Freisetzung nach zehn Minuten zu einer Erhéhung der Empfind-
lichkeit fuhrt (Abb. 29b, S. 66), dies aber keinen Einfluss auf das Habituationsverhalten
hat.
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Abbildung 36:

Abbildung 37:

1.8 1 * O Nukleotid-Freisetzung

16 1 H Kontrolle

1.4
1.2

1.0 1
0.8

2.Hab /1. Hab

0.6
0.4

0.2

12 19 1 1

0.0
ADP ATP PBS

Habituation des Risselreflexes nach Injektion der caged Nukleotide mit bzw. ohne Pho-
tofreisetzung im gesamten Gehirn von Apis mellifera.

ADP-Freisetzung fuhrt nach finf Minuten zu einer Erh6hung der Habituationsrate. ATP-
Freisetzung und nukleotidfreies PBS zeigen trotz Lichteinwirkung keine Veranderung in
der Habituation. Dargestellt sind die Mittelwerte des Ratio (2.Hab./1.Hab.), normiert auf
die Kontrolle (ohne Photofreisetzung). In den Balken ist die Anzahl der Tiere fur die je-
weilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Mittelwerte, die sich
signifikant voneinander unterscheiden (Wilcoxon Rang-Test p < 0,05).

16 | m ADP-Freisetzung *

14 1 H Kontrolle

1.2 1

1.0

0.8 1

0.6

2.Hab/1.Hab

0.4

0.2
22 17 16

0.0
AL m MB

Habituation des Risselreflexes nach Injektion der caged Nukleotide mit und ohne Photo-
freisetzung im Antennallobus (AL) und im medianen Pilzkdrper (m MB).
ADP-Freisetzung fiihrt nach fiinf Minuten zu einer Erhéhung der Habituationsrate, wenn
sie in den medianen Pilzkérpern erfolgt. Wird ADP im Antennallobus freigesetzt, ist trotz
Lichteinwirkung keine Veranderung in der Habituation zu erkennen. Dargestellt sind die
Mittelwerte des Ratio (2.Hab./1.Hab.) normiert auf die Kontrolle (ohne Photofreisetzung).
In den Balken ist die Anzahl der Tiere fur die jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem
Stern gekennzeichnet sind Mittelwerte, die sich signifikant voneinander unterscheiden
(Wilcoxon Rang-Test p < 0,05).
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3.5.3 Klassische olfaktorische Konditionierung: Die Roll e der AMPK bei der
Gedachtnisbildung

Bei Bienen korreliert komplexes Verhalten wie das assoziative Lernen mit dem Sat-
tigungszustand der Tiere. Gesattigte Bienen haben einen niedrigeren Lernindex als
hungrige Tiere!!%!. Dariiber hinaus sind Bienen, die wéahrend einer 3-Trial-Konditionier-
ung hungrig sind, in der Lage, translations- (nach 1 bis 2 Tagen) und transkriptionsab-
hangige (ab 3 Tagen) Gedéachtnisse zu bilden!*8l, Werden die Bienen hingegen vier
Stunden vor dem Training gefiittert, werden diese Gedéchtnisse nicht ausgebildet*6],

In diesem Kapitel soll untersucht werden, ob die Aktivierung der AMPK wéahrend
des Trainings bei gesattigten Bienen zu einer Gedachtnisverbesserung fihrt, um eine
Verbindung zwischen der AMPK und dem appetitiven gustatorischen Lernen zu finden.
Schliel3lich zeigen hungrige Bienen verglichen mit gesattigten eine erhohte AMPK-
Aktivitat im Gehirn, wie in Abbildung 18 (S. 52) dargestellt wird.

Um dies zu zeigen, wurde eine schwache Trainingsprozedur gewahlt, die 1-Trial-
Konditionierung. Dies war sinnvoll, da in vorangegangenen Experimenten nach einer
3-Trial-Konditionierung keine Unterschiede im Ged&achtnisabruf gefunden wurden, wie
Abbildung 9b (S. 37) zeigt.

Zunéchst soll der Unterschied beim Lernen und dem Gedéchtnis von Bienen dar-
gestellt werden, die wéhrend des Trainings hungrig bzw. satt sind. In einem zweiten
Experiment wurden gesattigte Bienen trainiert, bei denen die AMPK vor oder nach
dem Training aktiviert wurde. Damit kann getestet werden, ob eine AMPK-Aktivierung
wahrend der Gedachtnisbildung oder erst in der Konsolidierungsphase notwendig ist.
Die Abbildungen 38 und 39 (S. 76) zeigen, wie die jeweiligen Versuche durchgefihrt

wurden.
1 sofort | 30 min | 10 min 1 2h,1-2d -
[ I I I T >
e o . Zeit
Sattigung Injektion Photofreisetzung Konditio- cS
der Bienen (1 pl, 10 mM NPE- von ADP im nierung (Nelkenduft)
caged ADP) Gehirn (US,0,3M
Sucrose)

Abbildung 38: Versuchsaufbau fir die klassische Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera
mit Photofreisetzung des ADP vor der Konditionierung.
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| sofort 20 min | 10 min 1 2h,1-2d | -
[ I I I T >
reigs s e . Zeit
Sattigung Injektion Konditio- Photofreisetzung CS
der Bienen (1 pl, 10 mM NPE- nierung von ADP im (Nelkenduft)
caged ADP) (US,0,3M  Gehirn
Sucrose)

Abbildung 39: Versuchsaufbau fir die klassische Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera
mit Photofreisetzung des ADP nach der Konditionierung.

In Abbildung 40a (S. 77) wird verdeutlicht, dass gesattigte Bienen wahrend des Trai-
nings kein Gedachtnis bilden, da diese Tiere ein und zwei Tage spater nicht auf den
Duft reagieren, obwohl sie zum Zeitpunkt des Gedachtnisabrufes hungrig sind. Bei
den hungrigen Bienen hingegen fuhrt die 1-Trial-Konditionierung zur Ausbildung eines
Kurzzeitgedachtnisses (2 h) von tber 43 %, welches nach zwei Tagen auf 16 % abfallt,
wobei diese Gruppe sich nicht mehr von der gesattigten Bienengruppe unterschei-
det (p,,= 0,0; p14= 0,0). Es ist zu erkennen, dass die hungrigen Tiere wahrend des
Trainings sehr stark (80 %) auf die Zuckerwasserbelohnung (US, 0,3 M Sucrose) rea-
gieren, wahrend die 30 Minuten vor dem Training gesattigten Tiere wesentlich geringer
auf den Zuckerreiz antworten (34 %; pys= 0,0).

Wie verhélt sich nun die Gedachtnisbildung bei gesattigten Bienen, bei denen zehn
Minuten vor und zehn Minuten nach dem Training im gesamten Gehirn ADP freige-
setzt wird, um die AMPK zu aktivieren? Aus Abbildung 40b (S. 77) geht hervor, dass
diejenigen Tiere, bei denen die AMPK nach dem Training aktiviert wurde, genausowe-
nig ein Gedachtnis bilden wie die gesattigte Bienengruppe aus Abbildung 40a (S. 77).
Die Gruppe hingegen, bei der die AMPK vor dem Training durch die Freisetzung von
ADP aktiviert wurde, zeigt nach zwei Stunden ein Gedéachtnis von 23 %, welches nach
zwei Tagen auf 47 % ansteigt (p,,= 0,002; p; 4= 0,039; p,,= 0,001). Bemerkenswer-
terweise unterscheiden sich die beiden Gruppen nicht hinsichtlich der Reaktion auf die
Zuckerwasserbelohnung wahrend des Trainings: die Empfindlichkeit, auf den Zucker
Zu reagieren, betragt bei beiden etwa 45 % (US, 0,3 M Sucrose). Warum gibt es in
diesem Fall keinen Unterschied in der Zuckerwasserempfindlichkeit, der doch zuvor
nachgewiesen wurde? Eine moégliche Erklarung ist die Tatsache, dass bei den Kondi-
tionierungsexperimenten nicht wie bei den Empfindlichkeitstests diejenigen Tiere vom
Experiment ausgeschlossen wurden, die schon vor dem Freisetzen der Nukleotide auf
das Zuckerwasser reagierten (s. Abb. 23, S. 59).
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Abbildung 40: 1-Trial-Konditionierung des Risselreflexes bei a) hungrigen und geséttigten Bienen und

b) mit Photofreisetzung von ADP im gesamten Gehirn von Apis mellifera bei gesattigten
Tieren zehn Minuten vor bzw. nach der Konditionierung.
a) Die 1-Trial-Konditionierung fuhrt bei hungrigen Tieren zur Ausbildung eines Kurzzeit-
gedachtnisses (2 h) von Uber 43 % und fallt nach zwei Tagen auf 16 % ab. b) Die ADP-
Freisetzung zehn Minuten vor dem Training flhrt zu einem Anstieg in der Gedéachtnis-
bildung (von 23 % auf Gber 47 % nach 2 d). Die ADP-Freisetzung zehn Minuten nach
dem Training fuhrt zu keiner Gedachtnisbildung. Dargestellt ist der PER [%)] der Bienen,
die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M) im Falle des US sowie auf den Nelkenduft
(CS) reagiert haben. In den Balken ist die Anzahl der Bienen fir die jeweilige Gruppe
angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander
unterscheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).
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I sofort | 30 min | 10 min | 2d | -
[ I I I I »
siees o . " Zeit
Sattigung Injektion Photofreisetzung Konditio- CS
der Bienen (1 pl, 10 mM NPE- von ADP im nierung (Nelkenduft)
caged ADP +/- Droge) Gehirn (US,0,3M
Sucrose)

Abbildung 41: Versuchsaufbau fir die klassische Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera
mit Photofreisetzung des ADP vor der Konditionierung inkl. verschiedener Inhibitoren oder
Stimulanzen von Kinasen.

Dies bedeutet, dass wahrend der Gedéachtnisbildung AMPK-abhangige Prozesse in
Gang gesetzt werden missen, um einen Langzeiteffekt im Gedéachtnis auszubilden.
Eine Aktivierung der AMPK kurz nach dem Training fuhrt zu keinen gedachtnisfordern-
den Prozessen und scheint deshalb wéhrend der Konsolidierung keine Rolle zu spie-
len. Dies wird dadurch gestitzt, dass die AMPK-Aktivierung durch AICAR vor einem
2-Stunden-Gedachtnisabruf bei geflitterten Bienen ebenso wenig zu einer Verbesse-
rung des Gedachtnisses fuhrt (s. Abb. 11 auf S. 39).

Um zu testen, ob dieser Effekt tatsachlich Gber die AMPK gesteuert wird, wurde auch
hier der AMPK-Blocker Compound C eingesetzt. Der Versuchsablauf wird in Abbil-
dung 41 verdeutlicht. Eine Gruppe der Bienen wurde wahrend der Injektion von NPE-
caged ADP zusatzlich mit Compound C behandelt. Dieser blockiert wie bereits gezeigt
(s. Abb. 21 auf S. 55) die Phosphorylierung der Aktivierungstelle (Thr 172) an der a-
Untereinheit.

Bei Verwendung des AMPK-Blockers Compound C wird die Empfindlichkeit gegen-
Uber der Zuckerwasserbelohnung wéahrend des Trainings vermindert (pys= 0,043), ob-
wohl das ADP im gesamten Gehirn freigesetzt wird. Diese betragt dennoch tber 40 %
(Abb. 42, S. 79) und unterscheidet sich nicht von der Reaktion der gesattigten Bienen
aus den Versuchen zuvor (Abb. 40b, S. 77). Trotz der Reaktion auf den Zucker wird
eine Gedachtnisbildung zwei Tage nach dem Training verhindert, wahrend die ohne
Compound C behandelte Bienengruppe ein Gedéachtnis von 50 % ausbildet (p, ,= 0,0).
Dies bedeutet, dass dieses Gedachtnis von der AMPK-Aktivitat zur Zeit des Trainings
abhangt.
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Abbildung 42: 1-Trial-Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera mit bzw. ohne AMPK-Blocker

Compound C und mit Photofreisetzung von ADP im gesamten Gehirn geséattigter Tiere
zehn Minuten vor der Konditionierung.
Der Einsatz von Compound C fiihrt zu einer verminderten Empfindlichkeit gegentber der
Zuckerwasserbelohnung wéahrend des Trainings und verhindert die Gedéachtnisbildung
durch Hemmung der AMPK nach zwei Tagen. Dargestellt ist der PER [%] der Bienen,
die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M) im Falle des US sowie auf den Nelkenduft
(CS) reagiert haben. In den Balken ist die Anzahl der Bienen fir die jeweilige Gruppe
angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander
unterscheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).

3.5.4 CaMKK-Hemmung verhindert die Ausbildung des AMPK-ab hangigen
2-Tage-Gedachtnisses

In diesem Kapitel soll sich damit auseinander gesetzt werden, wie das AMPK-abhangige
2-Tage-Gedachtnis mit anderen bekannten Signalkaskaden wéhrend der Gedachtnis-
bildung verknupft ist.

In Frage kommen die an der Regulation der AMPK beteiligten Kinasen CaMKK und
PKA (s. Abb. 4, S. 10). Die PKA fungiert im Zellkern als Aktivator fur den Transkriptions-
faktor CREB. Diese Signaltransduktion tber den ,second messenger‘ cAMP und PKA
zur Aktivierung von CREB ist bedeutsam fir die Langzeiterinnerung in Nervenzellen,
wie bereits in Kapitel 1.1.2 erlautert wurde. Dabei kommt es zur Genexpression, welche
eine Modifikation der Synapsenmorphologie nach sich zieht (synaptische Plastizitat).
Wie die PKA ist auch CaMKK fahig, CREB zu phosphorylieren*!l, wird aber von PKA
durch Phosphorylierung herunterreguliert®®!, Die CaMKK wird aktiviert, nachdem sie
Ca?* gebundenes Calmodulin (Ca?*-CaM) detektiert hat. Ca?* wird eng mit neurona-



3 Ergebnisse 80

ler Aktivitat in Verbindung gebracht, da es bei Depolarisierung in Neurone einstromt
und als intrazellularer zweiter Botenstoff wirkt, indem es Lernvorgénge einleitet. Es ist
nicht nur in der Lage, die CaMKK zu aktivieren sondern auch die NOS (NO-Synthase),
welche als Signal NO produziert und retrograd auf die Prasynapse wirkt.

Um die Vernetzung zwischen dem Zellenergiesensor AMPK und PKA bzw. CaMKK
in gedachtnisbildenden Prozessen zu untersuchen, wurden verschiedene Inhibitoren
und Stimulanzen der zu untersuchenden Kinasen eingesetzt. Verwendet wurde der
CaMKK-Blocker KN-93 (K;= 370 nM), welcher zellpermeabel ist und die PKA-Aktivitat
nicht beeinflussti*'”l, KT5720, ein zellpermeabler Inhibitor fiir PKA (K;= 56 nM), be-
eintrachtigt ebenfalls nicht die Aktivitaten von verschiedenen Kinasen wie PKC und
PKG[117.115.168] ' Als Stimulanz fiir die PKA diente 8-BrcAMP, ein zellpermeables cAMP
Analogon mit einer groReren Phosphodiesteraseresistenz als cAMP117:1681 AuRerdem
beeinflusst keines der drei genannten Pharmaka die Vitalitat der Honigbiene. Dies trifft
ebenso fur die Freisetzung von ADP und die Anwendung von Compound C zu.

Der Versuch lief entsprechend der Darstellung in Abbildung 41 (S. 78) ab. Bei allen
gesattigten Bienen wurde ADP im Gehirn freigesetzt, zusatzlich wirkten in ausgewahl-
ten Gruppen die entsprechenden Drogen, wéahrend die 1-Trial-Konditionierung durch-
gefuhrt wurde.

In Abbildung 43a (S. 81) ist zu erkennen, dass weder CaMKK- und PKA-Blocker
noch PKA-Stimulanzen die Zuckerwasserempfindlichkeit wahrend der 1-Trial-Konditio-
nierung bei den gesattigten Bienen veréndert haben, obwohl die ADP-Freisetzung mit
einer KN-93-Behandlung zu einer verminderten Zuckerwasserempfindlichkeit fuhrt (o.
Abb.), wenn der Versuch wie in Abbildung 23 (S. 59) durchgefuhrt wird. Bemerkens-
werterweise gibt es aber in einem Fall einen Unterschied in dem Ged&achtnisabruf
zwei Tage nach dem Training (Abb. 43b, S. 81). Durch den CaMKK-Blocker KN-93
wurde AMPK-abhangige Gedachtnisbildung verhindert. Die Bienen ohne die KN-93-
Behandlung zeigen ein Langzeitgedachtnis von ca. 30 %, wahrend bei der mit KN-93
behandelten Gruppe kein Gedachtnis abrufbar ist (pxy_93= 0,002). Die Hemmung oder
die Stimulation von PKA wahrend des Trainings veréandert nicht den Gedachtnisabruf
nach zwei Tagen. Daraus lal3t sich schlieen, dass die PKA-Aktivitat keinen Einfluss
auf das durch AMPK induzierte Ged&chtnis hat.

Um diesen Sachverhalt zu stitzen, wurde das in Abbildung 44 (S. 82) beschriebe-
ne Experiment durchgefuhrt. Bei den gesattigten Bienen wurde in diesem Experiment
kein ADP freigesetzt, stattdessen wurde die PKA mit Hilfe von BrcAMP stimuliert und
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Abbildung 43: 1-Trial-Konditionierung des Russelreflexes bei gesattigten Bienen mit Photofreisetzung

von ADP zehn Minuten vor der Konditionierung inkl. verschiedener Inhibitoren oder Sti-
mulanzen von Kinasen (a und b)), bzw. ohne Photofreisetzung von ADP mit Behandlung
von BrcAMP +/- Compound C (c).
a) Die Reaktion auf den Zuckerwasserstimulus (US, 0,3 M Sucrose) wahrend des Trai-
nings andert sich nicht durch die CaMKK-Hemmung (KN-93), PKA-Hemmung (KT5720)
oder PKA-Stimulation (BrcAMP). b) Die Gedéachtnisbildung wird zwei Tage nach dem Trai-
ning durch die Behandlung mit dem CaMKK-Blocker KN-93 verhindert, nicht aber durch
die PKA-Hemmung oder die PKA-Stimulation beeinflusst. ¢) PKA-Stimulation mit BrcAMP
flihrt zur Gedachtnisbildung nach zwei Tagen und ist von AMPK unabhéngig. Es gibt we-
der einen Unterschied in der Belohnungsstarke, noch im Gedachtnisabruf nach zwei Ta-
gen. Dargestellt ist der PER [%] der Bienen, die auf den Zuckerwasserstimulus (0,3 M) im
Falle des US sowie auf den Nelkenduft (CS) reagiert haben. In den Balken ist die Anzahl
der Bienen fir die jeweilige Gruppe angegeben. Mit einem Stern gekennzeichnet sind
Gruppen, die sich signifikant voneinander unterscheiden (Exakter Fisher-Test p < 0,05).
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Abbildung 44: Versuchsaufbau fir die klassische Konditionierung des Russelreflexes bei Apis mellifera
mit Wirkung von BrcAMP +/- Compound C.

bei einer Bienengruppe die AMPK-Aktivitat mit Compound C gehemmt. Da bekannt
ist, dass die PKA-Stimulation durch BrcAMP wahrend einer 3-Trial-Konditionierung bei
gefiitterten Bienen zur Etablierung eines Langzeitgedachtnisses fiihrt*6l, sollte unter-
sucht werden, ob dieses Gedéachtnis durch eine AMPK-Hemmung verhindert werden
kann.

Die Ergebnisse zeigen (Abb. 43c, S. 81), dass die AMPK-Hemmung nicht zu einem
Verlust des 2-Tage-Gedachtnisses fuhrt, wenn dessen Ausbildung durch das BrcAMP
begunstigt wird. Normalerweise fuhrt die Compound C-Behandlung zu einer Unter-
driickung der Gedachtnisbildung (Abb. 42, S. 79). Somit muss davon ausgegangen
werden, dass es sich um zwei unabhdngige Signalwege handelt. Einerseits wird ein
Gedéchtnis gebildet, das von der Aktivitat der AMPK wahrend der Konditionierung
abhangt, und andererseits ist eine PKA-Stimulation allein fur die Gedachtnisbildung
ausreichend.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der zellulare Energiesensor AMPK eine
Schlusselrolle bei der Verknipfung von Motivation und Prozessen des appetitiven Ler-
nens spielt. Damit sollte die Frage beantwortet werden, warum hungrige Tiere wahrend
des appetitiven Lernens die besseren Lerner sind. Da die AMPK in der Regulation des
Energiehaushaltes der einzelnen Zelle und des gesamten Organismus durch Steue-
rung des Verhaltens bei der Nahrungsaufnahme eine wichtige Funktion einnimmt, liegt
die Vermutung nahe, dass die AMPK beim appetitiven gustatorischen Lernen ebenfalls
eine grol3e Rolle spielt, indem sie die Belohnungsstéarke in Abhéngigkeit vom Energie-
zustand des Organismus reguliert.

4.1 Manipulation der AMPK-Aktivitat: AICAR  versus ADP

Bekannt ist, dass hungrige Séugetiere eine hohere AMPK-Aktivitat im Hypothalamus
aufweisen als satte Tierel*!ll. Diese Gehirnregion kontrolliert die Nahrungsaufnah-
me und den Energieverbrauch des Organismus, indem er Signale wie zirkulierende
Né&hrstoffe und Hormone verarbeitet. Durch Hemmung der hypothalamischen AMPK-
Aktivitat ist es moglich, die Nahrungsaufnahme bei Saugetieren zu reduzieren (21111,
Dies kann zum einen mit Hilfe rekombinanter Adenoviren erzielt werden, die in den
Hypothalamus injiziert zu einer dominant-negativen AMPK-Expression fuihren, wobei
die AMPK sowohl in der katalytischen a-Untereinheit als auch in der regulatorischen
~-Untereinheit Mutationen aufweist!*'Y), Zum anderen ist die Hemmung durch einen
spezifischen AMPK-Blocker, das Compound C, mdglich®?l. Dieser bindet an die ~-
Untereinheit und verhindert die Aktivierung durch Phosphorylierung des Threonin 172
an der a-Untereinheit[?24],

Um AMPK kunstlich zu aktivieren, ist bisher nur eine Mdglichkeit der pharmakologi-
schen Aktivierung bekannt: die Verwendung von AICAR. Dieses Adenosin-Analogon
wird in die Zellen aufgenommen und von einer Adenosin-Kinase in AICAR-Monophos-
phat umgewandelt, welches in der Lage ist die AMPK zu aktivieren7291 Bei Sauge-
tieren wie beispielweise Ratten ist es mdglich, mit Hilfe dieser Methode die Nahrungs-
aufnahme zu erhdhen, indem das AICAR direkt in den Hypothalamus injiziert wird und
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dort die AMPK pharmakologisch aktiviert®®. Da in dieser Arbeit ebenfalls eine erhohte
AMPK-Aktivitat bei hungrigen gegeniber gesattigten Bienen nachgewiesen wurde, er-
gab sich die Gelegenheit, vom Sattigungszustand und mdglicherweise von der AMPK
abhangige Lernprozesse mit Hilfe der pharmakologischen Aktivierung bzw. Hemmung
der AMPK zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass der bei Sdugetieren verwende-
te AMPK-Aktivator AICAR auch bei Insekten zu Verhaltensdnderungen fuhrt. Nehmen
Drosophila melanogaster-Larven das AICAR mit der Nahrung auf, fuhrt dies zu einer
erhdhten Nahrungsaufnahme. Bei der Honigbiene Apis mellifera wird dartiber hinaus
durch AICAR-Injektionen eine Gedachtnisverbesserung erzielt.

Leider ist AICAR fur Verhaltensexperimente, in denen Lernprozesse untersucht wer-
den, nicht gut geeignet, da die AMPK-Aktivierung nur schlecht zeitlich und rdumlich zu
kontrollieren ist. Nach der Injektion von AICAR verteilt sich dieses im gesamten Orga-
nismus und aktiviert die AMPK nicht nur in den gewtinschten Regionen. Desweiteren
halt der aktivierende Effekt zu lange an. Wie tber hypothalamische AICAR-Injektionen
bei Ratten gezeigt werden konnte, fihrt AICAR zu einer Uber Stunden erhdhten Be-
reitschaft zur Nahrungsaufnahmel®l. Dies ist fiir Verhaltensexperimente auRerst un-
gunstig, da es darauf ankommt, die Enzymaktivitaten schnell und kurzzeitig zu ma-
nipulieren. Es ware mit AICAR beispielsweise nicht moglich, die AMPK-Aktivitat im
Gehirn lokal und zeitlich so zu manipulieren, dass keine zusatzlichen Regionen im
Organismus beeinflusst werden, und Verhaltensaspekte die nicht von einer pharmako-
logischen AMPK-Aktivierung betroffen sind, einige Minuten nach der Behandlung zu
untersuchen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine neue Methode entwickelt, die eine
schnelle und gezielte Modulation der AMPK-Aktivitat gestattet: die Simulation eines
niedrigen zellularen Energiespiegels. Zu diesem Zweck wird zellpermeables, photoak-
tives ADP (NPE-caged ADP) in die Versuchstiere injiziert, welches durch eine darauf-
folgende Lichtbehandlung freigesetzt werden kann. Das biologisch aktive ADP kann
die Zelle nun nicht mehr verlassen und wird Uber die Adenylat-Kinase in AMP und
ATP umgewandelt (2 ADP « ATP + AMP)Bl, Das AMP bindet an die regulatorische
v-Untereinheit der AMPK, wodurch die Phosphorylierung am Threonin 172 der katalyti-
schen a-Untereinheit durch AMPK-Kinasen ermdglicht wird, um die Aktivitat von AMPK
zu steigern®:531781 Das ATP kann ebenfalls an die y-Untereinheit binden, wodurch die
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Phosphorylierung an der a-Untereinheit hingegen unterbunden und die AMPK in ihrer
Aktivitat gehemmt wird®7!. Die Affinitat der Bindestelle ist fir AMP jedoch gréRer als fiir
ATP7] und macht es somit méglich, die AMPK durch ADP-Freisetzung zu aktivieren.

Da die Aktivitat von AMPK an die Phosphorylierung des Threonin 172 an der a-
Untereinheit gebunden ist®53178 ist es mdglich, aus einer Veranderung dieses Phos-
phorylierungszustandes Rickschliisse auf die Aktivitat zu ziehen. Mit Hilfe der ELISA-
Technik und zwei verschiedener Antikérper gegen die a-Untereinheit (AMPK-a und
P-AMPK-a Thr 172) konnte die kinstlich induzierte Aktivitatsanderung wenige Minu-
ten nach der Photofreisetzung des ADP in fixierten Gehirnhomogenaten nachgewie-
sen werden. Darlber hinaus wurde mit dieser schnellen Messmethode gezeigt, dass
die durch ADP-Freisetzung hervorgerufene Aktivitatserhbhung spezifisch durch den
AMPK-Blocker Compound C unterdruickt werden kann. Dabei konnte ausgeschlossen
werden, dass diese Aktivitdtserhbhung von P2X/Y-Rezeptoren abhangig ist, welche ex-
trazellular freigesetztes ADP detektieren kdnnen. Aus den Untersuchungen wie Emp-
findlichkeitstests und Habituationen (Kap. 3.5.1.1 und 3.5.2) bei Bienen geht hervor,
dass das Verhalten zehn Minuten nach der AMPK-Aktivierung im gesamten Gehirn
nicht mehr beeinflusst wird. Deshalb ist es sehr wahrscheinlich, dass der aktivierte
Zustand des Enzyms durch ADP-Freisetzung nicht sehr lange anhélt, zudem im Zeit-
raum von drei bis acht Minuten nach der ADP-Freisetzung eine fallende Tendenz im
Phosphorylierungszustand des Thr 172 zu verzeichnen ist.

Da der P2X/Y-Rezeptor-Blocker PPADS bisher nicht bei Insekten verwendet wurde,
musste zusatzlich gezeigt werden, dass dieser Inhibitor in der Lage ist, die P2X/Y-
Rezeptoren in der Biene zu blockieren. Proteinsequenzanalysen haben ergeben, dass
aller Wahrscheinlichkeit nach nur die metabotropen P2Y-Rezeptoren in der Biene vor-
kommen*2¢l welche durch Stimulation einen internen Ca?*-Ausstrom hervorrufen kon-
nen. Aus diesem Grund wurden Ca?*-sensitive Methoden angewendet, um die Wir-
kung des P2X/Y-Rezeptor-Blockers PPADS nachzuweisen. Dabei wird das Kalzium
mit Hilfe eines Farbstoffes detektiert, der daraufhin seine optischen Eigenschaften ver-
andert. In dieser Arbeit konnte bei Neuronen gezeigt werden (Kap. 3.4), dass eine
ATP-Stimulation zu einem Anstieg des Ca?"-Spiegels in der Zelle fihrt. Dies wurde mit
einer PPADS-Behandlung unterdriickt und zeigt somit die Wirkung dieses Blockers in
der Biene.

Aufgrund dieser neuen Methode zur AMPK-Aktivierung kann nun ganz gezielt im
Gehirn geséttigter Bienen und sogar in ausgewahlten Regionen des Gehirns eine



4 Diskussion 86

AMPK-Aktivitat simuliert werden, wie sie bei hungrigen Bienen auftritt, um die Rolle
der AMPK bei physiologischen Funktionen zu untersuchen. Damit stellt der zeitliche
Aspekt der kinstlichen Aktivierung kein Problem mehr dar, so dass es moglich ist, bei
Verhaltensexperimenten den Einfluss der AMPK zu beliebigen Zeitpunkten (Training,
Gedéchtnisabruf etc.) zu untersuchen.

4.2 AMPK-AKktivitat reguliert die Zuckerwasserschwelle

Hungrige Tiere haben gewo6hnlich eine hohere Empfindlichkeit gegentber Futterreizen
als gesattigte Tierel®890.197 Bej Siugetieren wurde gezeigt, dass die Erregung der
Mitral-Zellen, einem spezialisierten Zelltyp, der die einzige synaptische Schaltstelle
zwischen Rezeptorzellen im Riechepithel und der Hirnrinde von Saugetieren darstellt,
vom Séttigungszustand der Tiere abhangt!34, Wahrend eines Nahrungsmangels ist
die Wahrscheinlichkeit einer Erregung dieser Zellen durch von Nahrungsmitteln aus-
gehende Duftstoffe hoher als bei geséttigten Tieren. Im Gegensatz dazu fuhren un-
abhangig vom Sattigungszustand nahrungsmittelfremde Dufte zu keiner Erregung der
Mitral-Zellen. Dartiber hinaus wurde gezeigt, dass ein geflllter Magen zum einen Uber
Mechanorezeptoren und den Nervus vagus zu einer erhéhten Aktivitat des ventrome-
dialen Hypothalamus (,Sattigungszentrum®) und zu einer verminderten Aktivitat des
lateralen Hypothalamus (,Hungerzentrum®) fhrt, was das Einstellen der Nahrungsauf-
nahme zur Folge hatl7:7470.221.177.135]  7ym anderen fihrt ein gefiillter Magen zu einer
Erregungsverminderung der Mitral-Zellen im Riechkolben (Bulbus olfactorius)® und
reduziert somit die Empfindlichkeit gegeniiber Diften von Nahrungsmitteln.

Auch hungrige Bienen weisen eine hohere Zuckerwasserempfindlichkeit als gesét-
tigte Tiere aufl**%, Dariiber hinaus gestattet die Bestimmung der individuellen Emp-
findlichkeit gegentiber Sucrose bei Bienen eine Vorhersage uber ihre Empfindlichkeit
gegentuber Reizen anderer sensorischer Art. So sind Bienen mit einer hohen Empfind-
lichkeit gegeniiber Sucrose beispielsweise sensibler fiir Pollen[t6%l, Die Empfindlichkeit
wird somit zu einem bestimmenden Faktor bei der Aufteilung der Arbeiterbienen. Pol-
lensucher sind sehr empfindlich, wahrend Bienen, die nur Nektar suchen, eine geringe
Zuckerwasserempfindlichkeit aufweisen und Bienen, die Pollen und Nektar suchen,
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit dazwischen liegen*38.139 Sogar zwischen Nektarsu-
chern gibt es individuelle Unterschiede in der Empfindlichkeit. Verglichen mit weniger
empfindlichen Bienen sammeln Nektar suchende Bienen mit einer hohen Empfind-
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lichkeit gegeniiber Sucrose Nektar mit einem niedrigen Zuckergehalt*37:139, Dies ver-
deutlicht, dass sich die Bienen einer Kolonie auch unabhangig von ihnrem Erndhrungs-
zustand in ihrer Zuckerwasserempfindlichkeit unterscheiden kénnen. Dariiber hinaus
korreliert nicht nur der soziale Rang im Bienenvolk mit der Empfindlichkeit, sondern
auch das Alter der Bienen. Die Zuckerempfindlichkeit steigt mit zunehmendem Alter
an'3 Wie diese Empfindlichkeit reguliert wird, ist nur teilweise erforscht. Es ist be-
kannt, dass ein gewisser Teil der Zuckerwasserempfindlichkeit genetisch determiniert
isti133132 Bjenen, die Uiber Generationen als sogenannte ,high pollen hoarding” Bie-
nen ausgelesen wurden*3! sind empfindlicher als die Linie der ,low pollen hoarding®
Bienenl30:138.170] ' |nsgesamt lasst sich sagen, dass die Zuckerwasserempfindlichkeit
von hungrig zu satt, von Pollen- zu Nektarsammlern und von der Linie der ,high pol-
len hoarding“ zu den ,low pollen hoarding” Bienen abnimmt. Aus diesem Grund sind
gesattigte Pollensammler immer noch empfindlicher als geséattigte Nektarsammler. Die
Anderungen in der Empfindlichkeit fiir Zucker, die wahrend des Jahres auftreten!67],
mit dem Alter korrelieren*38 und vom Ernéhrungszustand sowie von den Erfahrungen
abhangen['4°l mussen unterschiedliche Ursachen haben. Eine mogliche Erklarung ist
die genannte genetische Determination, eine andere die kovalente Modifikation als Mit-
tel fir die Regulation der Enzymaktivitat. PKA kann beispielsweise lber einen langen
Zeitraum aktiviert die Empfindlichkeit von jungen und &lteren Bienen erhohen('%8l, Eine
kurzzeitige PKA-Aktivierung hat hingegen keinen Effekt, obwohl empfindlichere Bie-
nen eine hohere PKA-Aktivitat in den Antennalloben aufweisen als weniger sensible
Bienen 1681,

In dieser Arbeit hat sich herausgestellt, dass eine kiinstliche AMPK-Aktivierung durch
ADP-Freisetzung im Gehirn gesattigter Bienen zu einer Erhdhung der Zuckerwasser-
empfindlichkeit fihrt. Diese Verhaltensveranderung wird durch den Einsatz des AMPK-
Blockers Compound C unterbunden und ist unabhéangig von P2X/Y-Rezeptoren, wel-
che extrazellular freigesetztes ADP detektieren kdnnen. Auf der anderen Seite fuhrt
eine ATP-Behandlung zum selben Zeitpunkt, namlich zehn Minuten nach der Freiset-
zung, im Gehirn hungriger Bienen zu einem entgegengesetzten Effekt: die Zucker-
wasserempfindlichkeit wird reduziert. Diese durch ATP hervorgerufene Verringerung
der Empfindlichkeit ist wie die durch ADP hervorgerufene Erhohung von den P2X/Y-
Rezeptoren unabhangig. Damit konnte gezeigt werden, dass die u.a. vom zellularen
Energieniveau abhangige AMPK-Aktivitat der Schlussel fur die Veranderung in der
Zuckerwasserempfindlichkeit der Biene ist.
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So hat sich gezeigt, dass unabhangig vom Rang im Bienenvolk oder der Jahres-
zeit die Bienen eine von der AMPK-Aktivitdt abh&ngige, in kurzer Zeit modulierba-
re Zuckerwasserempfindlichkeit aufweisen, die mit dem Sattigungszustand verbunden
ist. Gesattigte Bienen weisen demnach gegeniber hungrigen nicht nur eine vermin-
derte Empfindlichkeit fur Zuckerwasser aufl'3°, sondern auch eine verringerte AMPK-
Aktivitat. Wird diese bei gesattigten Bienen kunstlich erhdht, fihrt dies wieder zu einer
Erhéhung in der Zuckerwasserempfindlichkeit. Damit ist es mdglich, dass die durch
AMPK regulierte Zuckerwasserschwelle und die daraus resultierende Veranderung im
Fressverhalten den sozialen Rang im Bienenvolk beeinflussen kdénnen. Dies kdnnte
zum Beispiel durch eine Veranderung in der Grundaktivitdt der AMPK festgelegt wer-
den, die wiederum die Empfindlichkeit fir die Zuckerwasserschwelle andern kann. Um
dies zu untersuchen, muissten zusatzliche Experimente durchgefuhrt werden, in de-
nen bespielsweise Bienen aus unterschiedlichen sozialen Kasten und desselben Alters
verwendet werden. Bei Saugetieren ware es moglich, dass die vom Sattigungszustand
abhangige Erregbarkeit der Mitral-Zellen im Bulbus olfactorius™34 durch die Aktivitat
der AMPK reguliert wird.

4.3 Welche Gehirnregionen sind tUber die AMPK-Aktivitat an d er
Regulation der Zuckerwasserempfindlichkeit beteiligt?

Wie zuvor beschrieben wurde, existieren bei den bisher untersuchten Tieren Gehirn-
regionen, die in ihrer Aktivitdt vom Séttigungszustand abhéngig sind. Hierzu gehdren
die Mitral-Zellen im Riechkolben der Saugetiere!*3*l. Dariiber hinaus existieren Gehirn-
regionen wie z.B. der orbitofrontale, pramotore und prafrontale Cortex, das Corpus
striatum, die Amygdala und dopaminerge Neurone des Belohnungssystems, die auf
Flussigkeiten oder Nahrung als Belohnung reagieren [6:9:23:62,97,103,125,128,146,149,179,194,196]
Eine Sattigung der Tiere vermindert die Antwort auf die Belohnung im orbitofrontalen
Cortex®1 und in der gustatorischen Region des kaudalen Teils des orbitofrontalen Cor-
tex['61 was darauf hindeutet, dass die Reaktion der Neurone in diesen Regionen die
Belohnungsstarke und nicht den Futterreiz widerspiegelt. Regionen im gustatorischen
Cortex des Operculum frontale reagieren hingegen unabhangig vom Sattigungszu-
stand auf den Futterreiz![*58],
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Abbildung 45: Dynamik der Zuckerwasserempfindlichkeit nach Manipulation der AMPK-Aktivitat.
a: a-Lobus, AL: Antennallobus, LP: laterales Protozerebrum, LPK: lateraler Pilzkérper,
MPK: medianer Pilzkorper, PK: Pilzkérper

Welche Gehirnregionen sind nun bei den Bienen fir eine Veranderung in der Zucker-
wasserempfindlichkeit verantwortlich? Um diese Frage zu beantworten wurden die Re-
gionen untersucht, die beim Lernen und bei der Gedachtnisbildung eine wesentliche
Rolle spielen: der a-Lobus, der Antennallobus, das laterale Protozerebrum und der
Pilzkorper. Diese Regionen sind durch das VUMmx1-Neuron innerviert, welches in der
Belohnungsbewertung wéahrend des appetitiven gustatorischen Lernens von entschei-
dender Bedeutung istl%. Eine kiinstliche Depolarisierung dieses Neurons ersetzt die
Zuckerbelohnung wahrend dieses assoziativen Lernprozesses!®l. Es ist jedoch unklar,
ob diese Regionen an den Prozessen der Empfindlichkeitsregulation fir belohnende
Fllssigkeiten beteiligt sind.

Mit der ADP-Freisetzung ist es mdglich, die AMPK in diesen ausgewahlten Berei-
chen zu aktivieren, da keine Diffusion des ADP stattfindet. Mit einer AICAR-Behandlung
ware dies nicht moglich. Wird AMPK bei geséttigten Bienen gezielt in den genannten
Gehirnregionen aktiviert, ist zu erkennen, dass die Zuckerwasserempfindlichkeit der
Tiere zu unterschiedlichen Zeiten nach der Freisetzung verandert wird (Abb. 45). Be-
ginnend mit dem a-Lobus und dem lateralen Protozerebrum nach finf Minuten, dauert
es zehn Minuten bis die Zuckerwasserempfindlichkeit der Bienen erhéht wird, wenn
das ADP ausschlieR3lich in den Antennalloben freigesetzt wird und weitere zehn Minu-
ten, bis eine Veranderung nach Aktivierung der AMPK in den Pilzkérpern stattfindet.
Dies bedeutet, dass das ,Hungersignal* am schnellsten in eine Verhaltensverande-
rung umgesetzt wird, wenn das Signal dem motorischen Zentrum fur Mundwerkzeu-
ge im Unterschlundganglion am nachsten liegt. Der a-Lobus als Ausgangsregion der
Pilzkérper und das laterale Protozerebrum, eine pramotorische Ausgangsregion des
Gehirns!*%l von der absteigende Fasern zum motorischen Zentrum im Unterschlund-
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ganglion fuhren%”l sind deshalb in inrem Einfluss sehr schnell. Die Antennalloben
liefern Informationen an das laterale Protozerebrum und kdnnen erst spater die Emp-
findlichkeit beeinflussen. Dartiber hinaus konnen Informationen aus den Antennalloben
Uber Projektionsneurone direkt in das Unterschlundganglion gelangen™*°l, welches
die motorischen Regionen des Riissels beherbergt!*>ll, oder direkt aus den Antennen
Uber den T6-Trakt zum Unterschlundganglion gelangen ohne mit den Antennalloben
zu interagieren!, Warum eine AMPK-Aktivierung in den medianen bzw. lateralen Pilz-
korperregionen bereits nach funf Minuten, aber in den gesamten Pilzkdrpern erst nach
20 Minuten zu einer Erhéhung der Zuckerwasserempfindlichkeit fuhrt, ist unklar. Mogli-
cherweise treten antagonistische Interaktionen zwischen diesen beiden Bereichen auf,
was zu einer verzogerten Veranderung fuhrt, wenn die gesamte Pilzkérperregion mit
ADP behandelt wird. Der Pilzkorper liefert Informationen tber den a-Lobus an das
laterale Protozerebrum!2%71, welches wiederum mehr Zeit in Anspruch nimmt und mog-
licherweise deshalb die Empfindlichkeit erst nach 20 Minuten verédndert. Eine ADP-
Freisetzung im optischen Lobus gesattigter Bienen beeinflusst dagegen zu keinem der
getesteten Zeitpunkte die Zuckerwasserempfindlichkeit.

Darlber hinaus spielen die untersuchten Gehirnregionen, wie zum Beispiel der An-
tennallobus und das laterale Protozerebrum, nicht nur bei der Erhéhung der Zucker-
wasserempfindlichkeit durch ADP-Freisetzung eine Rolle, sondern auch bei der kiinst-
lichen Sattigung durch ATP-Freisetzung und dies sogar zum selben Zeitpunkt nach
der Freisetzung der Nukleotide. Dies zeigt, dass vom AMP : ATP-Level und dement-
sprechender AMPK-Aktivitdt abhéngige Gehirnregionen existieren, die aufgrund des
Sattigungszustandes die Empfindlichkeit gegentiber Zuckerwasser regulieren kdnnen.
Ob nun tatséchlich eine unterschiedliche AMPK-Aktivitat bei hungrigen bzw. satten
Bienen in den einzelnen Regionen vorliegt und das Verhalten infolgedessen geéndert
wird, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden. Auf Saugetiere Ubertragen
wére es denkbar, dass die in ihrer Aktivitat vom Sattigungszustand abhéngigen Regio-
nen - der orbitofrontale Cortex®”! und die gustatorische Region des kaudalen Teils des
orbitofrontalen Cortex[51 - unterschiedliche AMPK-Aktivitaten aufweisen und dies zu
einer Veranderung in der Aktivitat der Regionen flhrt.
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4.4 Wird das ,Hungersignal“ in die andere Hemisphare
ubertragen?

Obwohl die meisten neuronalen Systeme bilateralsymmetrisch angelegt sind, findet
die Verarbeitung vieler Wahrnehmungsfunktionen oder Féhigkeiten wie zum Beispiel
Emotionen und Sprache beim Menschen vorwiegend in einer Hemisphare statt. Wie
Untersuchungen bei Bienen gezeigt haben, kdnnen auch Gedéachtnisse von olfaktori-
schen Informationen seitenspezifisch unterschieden werden*64, Ebenso kann ein ein-
seitiger Zuckerstimulus auf die Antenne eine unilaterale Sensitisierung verursachen,
wahrend ein Zuckerstimulus auf den Russel der Biene eine bilaterale Sensitisierung
bewirkt!*®%l, da die Reize unilateral tiber jede Antenne, aber bilateral iiber den Riissel
detektiert werden. Daruber hinaus sind die Tiere in der Lage, Gedéachtnisse von einer
Hemisphére in die andere zu Ubertragen. Wird das Tier bei einer Konditionierung mit
einem Duft auf eine Antenne trainiert, kann das Gedachtnis nach wenigen Stunden
auch kontralateral mit einem Duft stimuliert abgerufen werden!64],

Auf der Grundlage der Tatsache, dass das Bienengehirn wie auch das VUMmx1-
Neuron bilateralsymmetrisch angelegt sind, stellt sich die Frage, ob das ,Hungersi-
gnal”“ ebenfalls in die andere Hemisphare Ubertragen wird. Die im Rahmen dieser Ar-
beit durchgefiihrten Untersuchungen (Kap. 3.5.1.5) haben ergeben, dass es nur zehn
Minuten dauert, bis eine Ubertragung des ,Hungersignals* stattfindet und die Zucker-
wasserempfindlichkeit auch kontralateral tber die Antennen getestet zu einer Erho-
hung fiihrt. FUnf Minuten nach der Freisetzung des ADP in einer Hemisphare zeigt nur
ein ipsilateraler Test, d.h. auf der Seite, in der die Freisetzung stattfand, eine erhéhte
Empfindlichkeit an. Dies zeigt, dass die Ubertragung des ,Hungersignals® in die andere
Hemisphare wesentlich schneller stattfindet als die Ubertragung des Gedachtnisses,
die einen wesentlich komplexeren Vorgang darstellt und mehrere Stunden benétigt.

4.5 AMPK: Beeinflussung des nicht-assoziativen Lernens von
appetitiven Reizen

Bei wiederholter Darbietung des Nahrungsreizes wahrend der Mahlzeit fuhrt dies zu
einer Abnahme der Reaktion auf das Nahrungssignal, was als Habituation bezeichnet
werden kann und letztendlich auf eine ,Sattigung“ gegentber diesem Stimulus hinaus-
lauft(t88.1501  Dje Habituation ist eine einfache Form des Lernens!®:19l pei der sich
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Tiere an einen wiederholt auftretenden Reiz gewohnen und nicht mehr darauf reagie-
ren®l, Nach der Dishabituation oder auch Wiedererlangung des Ansprechverhaltens
durch einen neuartigen Reiz I6st der zuerst dargebotene Reiz die Reaktion wieder aus.
Dies zeigt, dass weder eine Ermidung im ausfiihrenden Organ noch eine sensorische
Adaptation vorliegt[186.193.214]

Fur Tiere ist es dabei besonders sinnvoll, gegentiber den einzelnen Nahrungsreizen
(Geschmacksrichtungen) spezifisch zu habituieren, soweit diese differenzierbar sind,
ohne sich gleichzeitig an den Nahrungsreiz im Allgemeinen zu gewdhnen, damit die
Vielfalt in der Nahrungsaufnahme bestehen bleibt. Bei dieser sensorisch-spezifischen
Sattigung nimmt der Anreiz aller Nahrungsmittel somit ein wenig, derjenige des kon-
sumierten Nahrungsmittels allerdings deutlich ab®! und begiinstigt die Aufnahme der
noch nicht konsumierten anderen Nahrungsmittel. Moglichweise erklart dies die erhoh-
te Nahrungsaufnahme bei einem vielfaltigen Nahrungsangebot*>*, wodurch die Tiere
motiviert werden, die seltenen Zeiten des Nahrungsiberschusses auszunutzen.

Wenn Primaten Nahrung bis zur Sattigung konsumieren, zeigen sie eine vermin-
derte Aktivitat einzelner Zellen des Hypothalamus™®’! und des orbitofrontalen Cor-
tex[37:156.1611 " die in Folge der Darbietung eines neuen Nahrungsmittels ihre Aktivitét
zurlckerlangen. Dieses Verhalten steht im Einklang mit der Habituation und zeigt,
dass der Aktivitatsabfall der einzelnen Neurone nicht das Ergebnis von Ermidung ist.
Die Verminderung der Gehirnaktivitat und deren Wiederherstellung nach einem neu
prasentierten Nahrungsreiz tritt weder bei Neuronen des Nuclei tractus solitarii?7],
die den Geschmackssinn vermitteln, noch im gustatorischen Cortex des Lobus insu-
laris’?%6] und des Operculum frontale aufl>®l. Dies bedeutet, dass die sensorischen
Informationen durch diese Regionen laufen, aber die Interpretation der Informationen
im Hypothalamus™®7! und orbitofrontalen Cortex 37156161 stattfindet.

Der Grad der Habituation ist dabei von der Intensitat des Reizes (schnelle Habituati-
on bei schwachen Reizen) und vom Intervall zwischen den einzelnen Stimuli (schnelle
Habituation bei schnell aufeinanderfolgenden Reizen) abhangig'®?l. Dartiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass hungrige Tiere mehr aufeinander folgende Stimuli eines
Reizes bendtigen als gesattigte Tiere, um zu habituieren. Wird bespielsweise bei Rat-
ten der Magen langsam uber einen langeren Zeitraum mit einer Zuckerlésung gefullt
und gleichzeitig die orale Habituation durchgefiuhrt, ist zu sehen, dass sich der Habi-
tuationsvorgang verkiirzt'8. Dabei wird beobachtet, wie oft die Tiere den Mund 6ffnen
und schliel3en, die Zunge bewegen oder versuchen zu schlucken, wenn ihnen ein si-
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Ber, nicht nahrhafter Reiz angeboten wird. Auch hungrige Bienen bendétigen dement-
sprechend mehr Reize fiir die Habituation des Riisselreflexes als geséttigte Bienen!?4,
Bienen mit einer hohen Zuckerwasserempfindlichkeit sind schwieriger zu habituieren,
d.h. es dauert bei ihnen langer als bei Bienen mit einer niedrigen Empfindlichkeit™"*1,
Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass die AMPK-Aktivierung im Bienengehirn zu ei-
ner Senkung der Zuckerwasserschwelle fuhrt und die Tiere hungriger macht, wurde
anschliel3end untersucht, ob eine kinstliche Erh6hung der Empfindlichkeit gegentber
Zuckerwasser das Habituationsverhalten verandern kann.

Dabei hat sich herausgestellt, dass die ADP-Freisetzung den Habituationsvorgang
verlangert, d.h. dass die Bienen mehr Stimuli benétigen, um sich habituieren zu las-
sen, wenn die AMPK im gesamten Gehirn aktiviert wird. Dies fihrt zu einer Erhéhung
der Zuckerwasserempfindlichkeit und zu einer Erniedrigung der Zuckerwasserschwel-
le, was in enger Beziehung zu dem Habituationsverhalten steht7!l. Damit wurde ge-
zeigt, dass die Abhangigkeit dieses Verhaltens vom Sattigungszustand und der Zucker-
wasserempfindlichkeit Gber die AMPK vermittelt wird. Aus diesem Grund sollte unter-
sucht werden, ob die AMPK-Aktivitat auch bei Saugetieren den Habituationsvorgang
beeinflusst und inwieweit die sensorisch-spezifische Sattigung von der Aktivitat dieses
Zellenergiesensors abhangt.

4.6 Welche Gehirnregionen sind tber die AMPK-Aktivitat an d er
Habituation beteiligt?

Da bei Primaten bestimmte Gehirnregionen bei der Habituation gegeniber Futterrei-
zen beteiligt sind (Kap. 4.5), kann man vermuten, dass auch bei der Biene Regionen
existieren, die dieses Verhalten aufgrund des Sattigungszustandes regulieren. Um die
Regionen ausfindig zu machen, die Uber eine Manipulation der AMPK-Aktivitat die
Verhaltensveranderung in der Habituation verursachen, wurde das ADP gezielt in be-
stimmten Regionen freigesetzt.

Bei Insekten ist bekannt, dass die Pilzkdrper und die Antennalloben an der Regulati-
on des Habituationsverhaltens beteiligt sind. Wie zwei Studien mit Drosophila melano-
gaster gezeigt haben, flhrt die Ausschaltung der Pilzk6rperregionen zu einem Rick-
gang der Habituation®?l. Die neuesten Untersuchungen, bei denen die Erregungsiiber-
tragung zwischen den Nervenzellen in den Pilzkorperregionen verhindert wurde, ha-



4 Diskussion 94

ben ergeben, dass sie genauso fir die Dishabituation notwendig sind®!. Bei Bienen
wurde herausgefunden, dass der Antennallobus mit der Habituation in Verbindung ge-
bracht werden kann**71, In dieser einzigen bis heute bekannten Arbeit wurde gezeigt,
dass der NO/cGMP vermittelte cCAMP-PKA-Signalweg in engem Zusammenhang mit
der abnehmenden Reaktion (PER) auf den Reiz wahrend der Habituation steht. Eine
wiederholte Stimulation der Antennen fiihrt zu einem allmahlichen Anstieg der PKA-
Aktivitat im Antennallobus. Dartber hinaus ist es moglich, mit Hilfe einer kiinstlichen
PKA-Aktivierung bzw. Deaktivierung die Habituation zu beschleunigen bzw. zu ver-
langsamen!*'7]. Die Dishabituation ist allerdings unabhangig von der PKA-Kaskade im
Antennallobus'], was bedeutet, dass andere Mechanismen oder, wie beschrieben,
andere Regionen wie die Pilzkdrper an diesem Verhalten beteiligt sind. Darliber hinaus
kann der Antennallobus den Russelstreckreflex an sich beeinflussen. So fuhrt die In-
jektion des Schlangengiftes a-Bungarotoxin in einen der beiden Antennalloben durch
irreversible Anlagerung an die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren zu einer ipsilate-
ralen Hemmung des Reflexes. Ein Test der kontralateralen und unbehandelten Seite
zeigt allerdings keine Beeintrachtigung des Reflexes an?4l,

Um zu Uberprifen, ob die AMPK-Aktivitat in diesen beiden Gehirnregionen ebenfalls
einen Einfluss auf das Habituationsverhalten hat, wurde dort gezielt ADP freigesetzt.
Eine Verlangerung in der Habituationsrate konnte nur finf Minuten nach Freisetzung
von ADP in den medianen Pilzkorpern nachgewiesen werden. Dies stimmt mit der
beobachteten Empfindlichkeitserhéhung in dieser Region zu diesem Zeitpunkt tber-
ein. Bei der AMPK-Aktivierung in den Antennalloben hingegen tritt noch nach zehn
Minuten keine Veranderung im Habituationsverhalten auf. Da ansteigende Tendenzen
bei der Habituationsrate verzeichnet wurden und die Empfindlichkeit noch Uber zehn
Minuten nach der ADP-Freisetzung erhoht ist, ware es moglich, dass der Verhaltens-
effekt erst spater auftritt. Dartiber hinaus wére es vorstellbar, dass die sensorische
Empfindlichkeit nicht zwangslaufig mit der Habituation verkntpft sein muss, obwohl die
Antennalloben in Abhéngigkeit von der AMPK-Aktivitat an der Regulation der Zucker-
wasserempfindlichkeit beteiligt sind. Wie bei Primaten gezeigt wurde, tritt wahrend der
Habituation keine Veranderung in der Aktivitat der Neurone des Nuclei tractus solitarii
auf, obwohl diese den Geschmackssinn vermitteln?*”l, Deshalb ware es moglich, dass
die Antennalloben, die bei den Bienen chemosensorische Informationen aus den An-
tennen verarbeiten1%7], ebenfalls keinen primaren Einfluss auf die Habituation haben,
sondern hauptséachlich fir den Empfang, die Kodierung und Weiterleitung der Infor-
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mationen in andere Gehirnregionen zustandig sind, in denen die Interpretation der
Informationen stattfinden muss. Zu diesen Regionen gehdren die Pilzkérper. Sie sind
fur die Habituation und Dishabituation bei Drosophila melanogaster unentbehrlich2
und spielen ebenso bei der Biene eine wichtige Rolle. Wie die Untersuchungen die-
ser Arbeit gezeigt haben, kann in dieser Region der mit der Habituation korrelierende
Sattigungszustand?¥ das Habituationsverhalten beeinflussen. Dies zeigt, dass die Ha-
bituation nicht unbedingt an die Empfindlichkeit gebunden sein muss (Antennallobus)
und in den Pilzkdrpern mit dem Séattigungszustand prozessiert wird, welcher das Ha-
bituationsverhalten verandert.

Unbeantwortet bleibt bisher die Frage, ob die AMPK eventuell eine Rolle bei der
sensorisch-spezifischen Sattigung bei Primaten einnimmt und in den dafir verantwort-
lichen Regionen im Hypothalamus®®”1 und orbitofrontalen Cortex[37:156.161 an der Re-
gulation der Aktivitat dieser Bereiche beteiligt ist.

4.7 Zusammenhang von Motivation und Lernen: Die Rolle der
AMPK

Es ist allgemein bekannt, dass Lernen und Gedachtnisbildung von vielen verschiede-
nen Faktoren wie Stress und Motivation beeinflusst werden. Ebenso spielt die Séat-
tigung der Organismen eine wesentliche Rolle. Das fuhrt dazu, dass hungrige Tiere
die Besseren beim appetitiven Lernen sind. Aufgrund des Hungers steigt die Motiva-
tion, was das Lernen und die Gedachtnisbildung positiv beeinflusst. Allerdings sind
die zugrunde liegenden molekularen Verbindungen sowie die Zusammenhéange zwi-
schen Sattigungszustand und Motivation auf molekularer Ebene bis heute unbekannt.
Mit dieser Arbeit wurde das Ziel verfolgt, zu untersuchen, ob der zellulare Energie-
sensor AMPK eine Schltsselrolle bei der Verknupfung von Sattigungszustanden und
Prozessen des appetitiven Lernens spielt.

Da bekannt ist, dass AMPK u.a. die Nahrungsaufnahme durch Integration verschie-
dener hormoneller Signale im Hypothalamus regulieren kann%886l stellt sich bei
Saugetieren die Frage, ob auch das dopaminerge Belohnungssystem von der AMPK-
Aktivitat beeinflussbar ist und dementsprechend die Motivation veréndert werden kann,
welche beim Lernen von entscheidender Bedeutung ist. Dariiber hinaus wére es mog-
lich, dass der Hypothalamus als Kontrollinstanz fur die Nahrungsaufnahme auf das
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Lernverhalten einwirken kann, da der laterale Hypothalamus mit dem Belohnungssy-
stem und dem Geschmackssystem in Kontakt steht[?5l,

Zu Beginn der Nahrungsaufnahme werden Informationen tber die Nahrung, wie zum
Beispiel Qualitat und Quantitat, auf der Grundlage vieler Sinneseindriicke festgelegt,
zu denen der Geschmack gehort, welcher bestimmt, ob wir etwas als wohlschmeckend
bewerten oder nicht. Verzweigungen der Gesichtsnerven (Chorda tympani und Ner-
vus petrosus major), des Zungen-Rachen-Nervs (Nervus glossopharyngeus) und des
oberen Kehlkopfnervs (Nervus laryngeus superior), die mit den Rezeptorzellen der
Geschmacksknospen (Caliculi gustatori) verbunden sind, Ubermitteln Geschmacksin-
formationen zum Nucleus tractus solitarius (NTS). Von dort steigen Fasern zum Pa-
rabrachial nucleus (PBN) im Pons des Hirnstammes auf. Der dritte Abschnitt, der die
Geschmacksinformationen erhalt, ist der parvozellulare Teil des Nucleus ventralis po-
steromedialis thalami (NVPT). Von diesem thalamischen Nucleus ziehen Neurone in
die gustatorische Region des Lobus insularis (LI). Diese den Geschmack leitenden
Signalwege wurden ausfiihrlich bei Affen*¢%l und Nagetieren untersucht*2%,

Ebenso gut wurde das dopaminerge Belohnungssystem untersucht. Dieses enspringt
in der ventralen tegmentalen Region des Mittelhirns und vermittelt die Motivation zum
Verzehr appetitlicher Nahrung Uber den Nucleus accumbens im ventralen Vorderhirn
und den ventralen Pallidum an das Kontrollzentrum fiir die Nahrungsaufnahme im late-
ralen Hypothalamus!*®2%71 Der Nucleus accumbens spielt nicht nur eine Rolle bei der
Belohnung in Form von Nahrung, sondern auch in Form von Sex und Drogen[*8:207],
Darlber hinaus wurde gezeigt, dass das dopaminerge System das Ernahrungsver-
halten beeinflusst*® und eine gezielte Behandlung des Nucleus accumbens mit ei-
nem Opioid-Agonisten zu Hyperphagie fiihrt3l, Wie das Geschmackssystem mit dem
Belohnungs- und Nahrungsaufnahmesystem interagiert, ist dennoch nicht véllig auf-
geklart. Als Verbindungsstellen kommen die Amygdala, eine Emotionen verarbeitende
Region des Limbischen Systems, und der prafrontale Cortex in Frage!?],

Entsprechend dem gegenwartigen Konzept, dass Belohnung in Form von Nahrung
aus zwei unterschiedlichen funktionellen Bestandteilen besteht, erstens der ,Schmack-
haftigkeit* und zweitens dem ,Mangel* an Nahrstoffen, der den inneren Antrieb, die
Motivation verursacht*”!, wiirde man dem dopaminergen Belohnungssystem der S&u-
getiere eher die Prozessierung des ,Mangels* zusprechen 42,

Beim Menschen konnte gezeigt werden, dass sich hungrige verglichen mit gesattig-
ten Probanden besser an optische Nahrungsmittelreize erinnern kénnen*?4, An dieser
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Vernetzung von wahrnehmenden (Nahrung), motivierenden (Hunger) und kognitiven
(Gedéchtnis-) Prozessen sind die Amygdala sowie einzelne Regionen des orbitofron-
talen Cortex, einem Teil des prafrontalen Cortex, beteiligt!?4l, Wie bereits erwahnt,
reagieren die Zellen der Amygdala und des orbitofrontalen Cortex bei Primaten auf
das Erblicken, den Geschmack und den Geruch von Nahrung, sowie auf Reize, die mit
einer Belohnung in Nahrungsform verbunden sind[t66:128.1591 Dje mit Nahrung verbun-
dene Aktivitat dieser Regionen ist mit dem aktuellen Sattigungszustand verknipft: So
ist beispielsweise die nach einer Hungerperiode auf ein Nahrungsangebot auftretende
Antwort der linken Amygdala und des rechten posterioren orbitofrontalen Cortex nach
der Sattigung unterdriickt*62:176.371 ‘hingegen nicht die des rechten anterioren orbito-
frontalen Cortex?4. Dies deutet an, dass die Reaktion der ersten beiden Regionen
nicht den Futterreiz selbst, sondern die Belohnungsstarke widerspiegelt!®5:159],

Auch hungrige Bienen sind die besseren appetitiven Lerner°! und dariiber hinaus in
der Lage, translations- (nach 1 bis 2 Tagen) und transkriptionsabhéngige (ab 3 Tagen)
Langzeitgedachtnisse zu bilden®l, Bei der Biene hat sich herausgestellt, dass die gu-
statorische Belohnungsinformation (Zuckerwasser) tiber das octopaminerge VUMmx1-
Neuron vermittelt wird®%, Eine kiinstliche Depolarisierung dieses Neurons ist in der
Lage, die Zuckerwasserbelohnung (US) wahrend einer olfaktorischen Konditionierung
zu ersetzen®®, Was nun die Belohnungsstarke in Abhangigkeit vom Sattigungszustand
wahrend der appetitiven Assoziation auf molekularer Ebene in den Neuronen festlegt,
ist in allen Systemen unklar.

Da sich herausgestellt hat, dass die AICAR-Behandlung bei gefiitterten Bienen zum
Zeitpunkt der 1-Trial-Konditionierung eine Gedachtnisverbesserung nach einem Tag
verursacht und dies bei einer 3-Trial-Konditionierung nicht der Fall ist, wurde das einfa-
che Training als Methode gewahlt, um den Einfluss der AMPK-Aktivierung durch ADP-
Freisetzung zu untersuchen.

Bienen, die wahrend der 1-Trial-Konditionierung hungrig sind, bilden im Gegensatz
Zu gesattigten Bienen ein Kurzzeitgedachtnis aus. Dieses Gedachtnis ist wie bei der
gesattigten Gruppe am zweiten Tag nicht mehr nachweisbar. Ein weiterer Unterschied
zwischen diesen beiden Gruppen besteht in der Reaktion auf den Zuckerwasserstimu-
lus wahrend des Trainings. Die gesattigte Bienengruppe reagierte wesentlich geringer
auf die angebotene Zuckerwasserbelohnung (US).

Wird bei gesattigten Bienen kurz vor dem Training ADP freigesetzt, fuhrt dies zur
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Etablierung eines Gedachtnisses, welches innerhalb des untersuchten Zeitraums von
zwei Tagen ansteigt. Bienen, bei denen ADP erst nach dem Training freigesetzt wird,
verhalten sich hingegen wie geséttigte Bienen ohne ADP-Freisetzung: sie bilden kein
Gedéchtnis aus. Interessanterweise gibt es zwischen den beiden Gruppen mit der
ADP-Behandlung wahrend des Trainings keinen Unterschied hinsichtlich der Reaktion
auf den Zuckerwasserstimulus (US). Dartber hinaus wurde gezeigt, dass das ausge-
bildete Gedachtnis allein von der AMPK-Aktivitat abhangt, da die ADP-Freisetzung bei
Verwendung des AMPK-Blockers Compound C vor dem Training zu keiner Gedacht-
nisbildung fuhrt.

Dies zeigt, dass ein niedriger zellularer Energiespiegel der Uber den Zellenergiesen-
sor AMPK registriert und ,verarbeitet” wird, gentigt, um ein Lernverhalten zu etablieren,
wie es normalerweise nur hungrigen Tieren vorbehalten ist. Somit konnte erstmals ge-
zeigt werden, dass AMPK an der Ged&achtnisbildung beteiligt ist. Daraufhin wére es
interessant, zu untersuchen, ob diese kiinstliche AMPK-Aktivierung im Belohnungssy-
stem der Biene (VUMmx1-Neuron) oder in den dopaminergen Systemen, der linken
Amygdala oder dem rechten posterioren orbitofrontalen Cortex der Sdugetiere ausrei-
chen wirde, um einen positiven Lerneffekt zu erzielen.

4.8 Wie ist das durch AMPK induzierte Gedachtnis mit anderen far
die Gedachtnisbildung notwendigen Signalwegen verknupft ?

Um Beziehungen des durch AMPK-Aktivierung induzierten Gedachtnisses zu anderen
fur die Gedachtnisbildung bekannten Kinasen wie beispielsweise CaMKK und PKA zu
untersuchen, wurden weitere Konditionierungen mit gesattigten Bienen durchgefihrt,
bei denen wéahrend des Trainings Aktivatoren bzw. Inhibitoren fir die letztgenannten
Kinasen verwendet wurden.

Die CaMKK- und PKA-Signalwege spielen nicht nur beim Lernen und bei der Ge-
dachtnisbildung eine bedeutsame Rolle, wie in der Einleitung (Kap. 1.1.2) dargelegt
wurde, sondern sind auch an der Regulation der AMPK beteiligt (Kap. 1.2.3). Die
CaMKK aktiviert AMPK 564712111 “indem sie die a-Untereinheit am Thr 172 phospho-
ryliert. Die PKA hemmt AMPK, indem sie die a-Untereinheit am Ser 485/491 phos-
phoryliert!”?l. AuRerdem kann PKA die AMPK-Kinase CaMKK hemmen und somit die
Aktivierung der AMPK durch diese verhindernt’?l,
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Die Verwendung des CaMKK-Blockers KN-93 hat gezeigt, dass die durch AMPK-
Aktivierung induzierte Gedachtnisbildung verhindert wird. Ob die Aktivitdt der AMPK
durch Hemmung der CaMKK herunterreguliert wird, muss in zusatzlichen Experimen-
ten untersucht werden. Damit kdnnte letztendlich geklart werden, ob CaMKK tatséch-
lich als AMPK-Kinase fungiert oder im Nachhinein an der Gedachtnisbildung beteiligt
ist. Interessant ist, dass wahrend des Trainings bei gleichzeitiger ADP-Freisetzung we-
der die Aktivierung der PKA durch BrcAMP noch die Hemmung durch KT5720 einen
Einfluss auf das 2-Tage-Gedachtnis der Bienen hat. Zum einen ware es vorstellbar,
dass die PKA-Hemmung durch KT5720 trotz AMPK-Aktivierung zu einem Gedacht-
nisverlust fihren konnte, da die PKA-Aktivitat essenziell fur die Gedéachtnisbildung
isti*16], Zum anderen wére es moglich gewesen, die AMPK-Aktivitéat durch eine BrcAMP
vermittelte PKA-Aktivierung herunterzuregulieren, was dazu gefuhrt hatte, dass das
AMPK-abhangige Gedachtnis nicht ausgebildet wird. Zudem ist die PKA-Aktivierung
allein ausreichend, um bei hungrigen Bienen nach einer 1-Trial-Konditionierung ein
Langzeitgedachtnis zu induzieren1®l. Der Befund, dass PKA im Verhalten keinen Ein-
fluss auf die durch Stimulation von AMPK induzierte Gedachtnisbildung hat, wird da-
durch gestarkt, dass keine Phosphorylierungsstelle am Ser 485/491 der AMPK-a-
Untereinheit fur PKA gefunden werden konnte, wie sie bei Sdugetieren vorhanden ist.

Dartber hinaus hat sich herausgestellt, dass die durch BrcAMP vermittelte PKA-
Aktivierung bei gesattigten Bienen ein 2-Tage-Gedachtnis induziert, welches nicht durch
den AMPK-Blocker Compound C beeinflussbar ist. Aus diesem Grund muss davon
ausgegangen werden, dass zwei voneinander unabhangige Signalwege tber AMPK
bzw. PKA fur die Gedachtnisbildung vorliegen.

4.9 Die Zuckerwasserempfindlichkeit ist kein Indikator flr die
Belohnungsstéarke beim appetitiven Lernen

In dieser wie auch in anderen Studien*®! konnte gezeigt werden, dass das Lernen und
die Gedachtnisbildung nicht notwendigerweise von der Zuckerwasserempfindlichkeit
abhangen, sondern hauptsachlich vom Sattigungszustand des Organismus. Bienen
mit verschiedenen Sattigungszustanden weisen im Lernen und in der Gedachtnisbil-
dung Unterschiede auf, obwohl sich die Tiere vor dem Training nicht in ihrer Zucker-
wasserempfindlichkeit unterscheiden*6l. Ebenso kénnen Bienen unabhéngig vom Sét-
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tigungszustand in der Lernbereitschaft und in der Dauer das Gelernte zu behalten ver-
schieden sein, wenn sie sich in ihrer Zuckerwasserempfindlichkeit unterscheiden!“6!,
Eine negative Korrelation zwischen Empfindlichkeit und Lernen tritt bei Bienen auf,
die fur einige Minuten mit UV-Licht behandelt werden (unveroffentlicht, J. Igbal). Dies
fuhrt trotz einer Erhéhung in der Zuckerwasserempfindlichkeit dazu, dass die Bienen
schlechter lernen. Umgekehrt ist es moglich, die Empfindlichkeit zu senken, was zu
einer Verbesserung im Lernen fuhrt. Dies macht deutlich, dass die Zuckerwasseremp-
findlichkeit nicht mit dem Belohnungssystem gleichzusetzen ist. Diese Erkenntnis ist
sehr wichtig, da diese Empfindlichkeit sehr haufig als Indikator fur die Belohnungsstar-
ke bei Konditionierungsexperimenten verwendet wird.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch die Verwendung des AMPK-Blockers
Compound C sowie des CaMKK-Blockers KN-93 die Zuckerwasserempfindlichkeit bei
gesattigten Bienen nach ADP-Freisetzung stark reduziert wird, dies aber bei den Kon-
ditionierungen nur in geringem Mal3e stattfindet. Bei den Konditionierungsexperimen-
ten fand keine Auslese der Bienen hinsichtlich der Reaktion auf einen Zuckerwasser-
stimulus vor der Photofreisetzung von ADP statt. Die Verwendung des Compound C
wahrend des Trainings mit gesattigten Bienen fiihrte zu einer geringen Verminderung
der Reaktion auf die Zuckerwasserbelohnung (US) auf das Reaktionsniveau von ge-
sattigten unbehandelten Bienen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass es keinen
direkten Zusammenhang zwischen der Zuckerwasserempfindlichkeit und der Gedacht-
nisbildung gibt.

Die Hemmung der CaMKK durch KN-93 fuhrte zu einer leicht abgeschwachten Em-
pfindlichkeit wahrend des Trainings, die aber wie bei der Hemmung von AMPK auf dem
Niveau von gesattigten unbehandelten Bienen blieb.

Die Verwendung von BrcAMP sowie KT5720 fiihrte genauso wenig zu einer Ver-
anderung in der Reaktion auf den US wahrend des Trainings bei gleichzeitiger ADP-
Freisetzung, wie sie die Gedachtnisbildung nach zwei Tagen beeinflussten.

Da weder die ADP-Freisetzung vor bzw. nach dem Training noch die Verwendung
des AMPK-Blockers Compound C zu einem Unterschied in der Zuckerwasserempfind-
lichkeit wahrend des Trainings gegenuber der ebenso gesattigten aber unbehandelten
Gruppe fuhren, ist daraus zu schliel3en, dass die AMPK die Regulation des appetitiven
gustatorischen Lernens beeinflusst, indem sie in Abhangigkeit vom Energiezustand die
Belohnungsstarke reguliert und dariber hinaus auf anderem Wege die sensorische
Empfindlichkeit modifiziert.
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Wie die in Primaten nachgewiesenen Gehirnregionen, die in ihrer Aktivitat vom Séat-
tigungszustand des Organismus abhangig sind¥7:161.158] existieren héchstwahrschein-
lich auch in der Biene Gehirnregionen, die zum einen unabhangig vom Sattigungszu-
stand auf den Futterreiz reagieren, und Regionen, deren Aktivitdt vom Erndhrungs-
zustand abhangig ist und somit nicht den Futterreiz, sondern die Belohnungsstéarke
widerspiegelt. In weiteren Experimenten konnten AMPK-Aktivitatsmessungen in ver-
schiedenen Gehirnregionen der Biene durchgefuhrt werden, um sattigungsabhéngige
Bereiche zu finden, die eventuell an der Regulation der Belohnungstérke beteiligt sind.

Wie sich gezeigt hat, spielen alle Regionen (a-Lobus, Antennallobus, laterales Pro-
tozerebrum und Pilzkdrper), die mit dem octopaminergen Belohnungssystem der Bie-
ne, dem VUMmx1-Neuron, verbunden sind, bei der sensorischen Empfindlichkeit ge-
genuber Zuckerwasser eine Rolle. Welchen Einfluss haben diese Orte wahrend des
Lernprozesses, wenn die AMPK dort gezielt aktiviert wird? Es ware sehr interessant
zu untersuchen, inwieweit die einzelnen Regionen oder das VUMmx1-Neuron allein
beim Lernen eine Rolle spielen, wenn die AMPK-Aktivitat in diesen Bereichen gezielt
moduliert wird.

4.10 AMPK: Beeinflussung der zirkadianen Rhythmik?

Die immunhistologischen Farbungen haben ergeben, dass die katalytische a-Unterein-
heit der AMPK im gesamten Bienengehirn vorkommt, vor allem in den Zellkérpern und
im Neuropil des Zentralgehirns. Es ist aufgefallen, dass eine kleine Gruppe von Zel-
len (ca. 15), die zwischen dem lateralen Protozerebrum, dem lateralen Kelch und dem
optischen Lobus liegen, sehr stark gefarbt wird. Es wurde bei Bienen gezeigt, dass
in dieser Region ebenso zirkadiane Schrittmacherzellen liegen??l, Ob die AMPK-a-
Immunofarbung mit diesen PDH-immunreaktiven Neuronen Ubereinstimmt, muss mit
zusatzlichen Farbungen untersucht werden. Dabei werden PDFs nachgewiesen, de-
nen man eine Beteiligung an der zirkadianen Regulierung bei Insekten zuschreibt0,
Wenn diese Ubereinstimmen sollten, ware es mdglich, dass die Farbung mit Antikor-
pern gegen die a-Untereinheit der AMPK in diesen Zellen ebenso an das Alter der Bie-
nen und den Tag/Nacht-Zyklus gebunden ist, wie es bei der PDH-Immunreaktivitét bei
diesen Schrittmacherzellen der Fall ist!??], Letzteres hangt mit dem nicht-rhythmischen
Verhalten der jungen Bienen im Bienenstock zusammen, die sich um die Versorgung
der Brut kimmern. Im Gegensatz dazu weisen Sammlerbienen einen Tagesrhythmus
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auf: sie sammeln am Tag und ruhen in der Nachtl7®123.1227836] Dariiber hinaus besit-
zen die Sammelbienen ein erstaunliches ,Zeitgefiihl“. So sind sie mit Hilfe der inneren
Uhr und der Sonnenkompass-Orientierung dazu in der Lage, je nach Tageszeit unter-
schiedliche Nahrungsquellen aufzusuchen?°2121l, Dijes kann damit begriindet werden,
dass sie ihr Sammelverhalten, d.h. die Blitenbesuche, mit dem Rhythmus der Pflanzen
synchronisieren mussen, um eine bestmdégliche Ausbeute bei der Pollen- und Nektar-
suche zu erreichen. Die altersabhdngigen Unterschiede in der zirkadianen Rhythmik
werden stark durch soziale Faktoren beeinflusst, die mit der Zugehdrigkeit zu einer be-
stimmten sozialen Kaste verkntipft sind. So weisen 3 bis 14 Tage alten Brutpflegerin-
nen im Gegensatz zu den Ublicherweise drei oder mehr Wochen alten Sammlerinnen
keinen Tagesrhythmus auf, da die Pflegerinnen mit der permanenten Fitterung der
Bienenlarven beschaftigt sind206:1531,

Ein weiterer Aspekt, der einen Zusammenhang zwischen der AMPK und der zirka-
dianen Rhythmik in Bienen stiitzen wirde, ware der Einfluss der AMPK auf CKle, einem
Regulator der 24-Stunden-Periode*®°!, Indem die AMPK diesen durch Phosphorylie-
rung aktiviert, verkurzt sie die zirkadiane Dauer. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass
eine Veranderung im Fressverhalten die zirkadiane Rhythmik beeinflussen kann!,
Aus diesem Grund ware es moglich, dass auch bei Bienen ein Zusammenhang zwi-
schen der AMPK-Aktivitat und den Schrittmacherzellen aufgrund des Einflusses der
Nahrungsaufnahme existiert, die an soziale Faktoren (Kastenzugehorigkeit) geknupft
ist.

4.11 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Simulation eines niedrigen zellularen Energie-
zustandes, wie er bei hungrigen Tieren naturlicherweise vorhanden ist, bei gesattigten
Bienen genigt, um die AMPK-Aktivitat zu erhéhen und ein Gedachtnis zu etablieren,
das normalerweise nur bei hungrigen Tieren vorhanden ist. Dies macht die AMPK zu
einem potenziellen Regler fir die Belohnungsstéarke und die Motivation beim appetiti-
ven gustatorischen Lernen, da sie an der Regulation der Energiebalance des gesam-
ten Organismus beteiligt ist.

Aufgrund des zellularen Energiemangels in Form eines erhéhten AMP-Spiegels im
Belohnungssystem wéare es moglich, dass die Motivation bei Wirbeltieren und damit
letztendlich auch bei uns Menschen von der Aktivitat der AMPK abhangig ist und Hun-
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gersignale des Organismus wie die des appetitanregenden Hormones Ghrelin in das
Belohnungszentrum tbertragen werden kdnnen. Dies musste durch zukinftige Expe-
rimente geklart werden, in denen gezielt der AMPK-Einfluss in den Belohnungssyste-
men des Menschen untersucht wird.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der zellulare Energiesensor AMPK,
der bei der Regulation der Nahrungsaufnahme eine Rolle spielt, zwischen Sattigung
und appetitiven Lern- und Gedachtnisprozessen vermittelt. Um die Aktivitat der AMPK
in neuronalen Netzwerken zeitlich und raumlich schnell zu manipulieren wurde eine
neue Methode entwickelt, mit der die Aktivitdt der AMPK durch Photolyse von ADP
schnell erhéht und ein niedriger zellularer Energiespiegel simuliert werden kann. Mit
Hilfe dieser Methode konnte bei der Honigbiene Apis mellifera gezeigt werden, dass die
AMPK nicht nur die Zuckerwasserempfindlichkeit reguliert, sondern auch das Habitua-
tionsverhalten beeinflusst. Damit wurde nachgewiesen, dass die AMPK als genereller
Modulator von sattigungsabhangigen Verhaltenséanderungen fungiert. Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass die AMPK-Aktivierung gentigt, um bei gesattigten Tieren ein Ge-
dachntis zu etablieren, welches nur hungrigen Tieren vorbehalten war. Dies zeigt erst-
mals die Beteiligung der AMPK an der Gedachtnisbildung und macht diese, da sie den
Sattigungszustand mit dem Lernprozess verknipft, zu einem potenziellen Regler far
die Belohnungsstarke und Motivation beim appetitiven gustatorischen Lernen. Damit
wurde die Grundlage geschaffen, diese Hypothese auch in Vertebraten zu testen.
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6 Summary

In this study | identified the AMP-protein kinase (AMPK) that is known as a cellular
energy sensor as a molecular mediator between satiation level and satiation-dependent
effects on appetitive sensory processing, learning and memory formation. To simulate
a low cellular energy level within a part of a neuronal network of satiated animals, |
established a method that uses the photo release of caged ADP to spatially and tem-
porally activate AMPK in the nervous system of honeybees in vivo. Using this approach
| demonstrated that AMPK mediates the satiation-dependent effect on responsiveness
and habituation of appetitive stimuli in honeybee. Moreover, simulation of a low energy
level in the brain of satiated animals is sufficient to establish a memory at high level
typical for hungry animals. Taken together, these findings provide first evidence that
AMPK-dependent processes play a major role in linking the effects of satiation level at
the systems level to the well-known satiation-dependent effects in appetitive behavior
including associative learning and memory formation.
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