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1 Einleitung

1 Einleitung

Betrachte den Fiihler dieses feingliedrigen Kifers!

Was ist der Mensch anderes als solch ein Fiihler,
von unbekannter Urkraft ausgestreckt,
tastend sich iiber die Dinge zu unterrichten suchend,

zuletzt forschend zuriickgekriimmt auf sich selbst?

Christian Morgenstern

Wie es in diesem Zitat von Christian Morgenstern zum Ausdruck kommt, ist alles
Streben nach Erkenntnis des Menschen, sein Streben nach Wissen, eine Suche nach sich
selbst.

Doch was macht den Menschen zu dem, wer er ist?

Eine Moglichkeit ist zu sagen, dass der Mensch die Summe seiner Erlebnisse,
Gedanken und Erinnerungen ist, aus denen die Taten und Handlungen entspringen.
Damit ist der wichtigste Schritt zur Selbsterkenntnis des Menschen der, die Funktion
des Gehirns zu entschliisseln, welches all dies integriert, verarbeitet und steuert.

Die Essenz all dessen, die Frage wie Erfahrung eine Verhaltensinderung nach sich

zieht, ist die Erforschung von Lernen und Gedéchtnisbildung.

1.1 Lernen und Gedachtnisbildung

Unter Lernen und Gedichtnisbildung wird die Fihigkeit verstanden, Information aus
der Umwelt aufzunehmen, sie zu bewerten, zu speichern und sie bei gegebener Situation
als Grundlage des Handelns zu verwenden. Dabei kann zwischen bewusstem
(deklarativ) und unbewusstem (nicht-deklarativ) Gedichtnis unterschieden werden. Das
Lernen, das zu deklarativem Gedichtnis fihrt, wird, da es das Bewusstsein erfordert,
auch als Lernen hoherer Ordnung bezeichnet (z.B. Spracherwerb), wohingegen die
Lernformen, die zu nicht-deklarativem Gedéchtnis fithren, zu Lernformen niedriger

Ordnung zéhlen (z.B. motorisches Lernen).



1.1 Lernen und Gedéchtnisbildung

In Tiermodellen werden meistens Lernformen niedriger Ordnung untersucht, weil Tiere
in der Regel kein Bewusstsein und daher auch keine Lernformen hoherer Ordnung
haben. Um eine Uberinterpretation durch bewusstseinsgeprigte Vorstellung zu
vermeiden, wird Lernen im Tiermodell funktionell definiert. Dabei wird Lernen als
erfahrungsbedingte Verhaltensidnderung und Gedichtnis als zeitliches Andauern dieser
Verhaltensdnderung festgelegt. Die zelluliren und molekularen Grundlagen von
Lernprozessen (s. Paragraph 1.1.2) sind unabhéngig von der Lernform sehr dhnlich und
iiber das Tierreich konserviert. Daher ist es von Vorteil, molekulare Prozesse an
Lernformen niedriger Ordnung (nicht-deklaratives Gedéchtnis) in ,einfachen*
Tiermodellen zu studieren, da einfache Systeme deutlich besser kontrollierbare

Experimente erlauben.

1.1.1 Einfache Lernparadigmen

Bei den nicht-deklarativen Lernformen wird zwischen assoziativem und nicht-
assoziativem Lernen unterschieden.

Zur Erliduterung: Im folgenden werden die Begriffe ,,bedeutungsvoller Stimulus* und
,bedeutungsloser Stimulus verwendet. Diese Begriffe werden funktionell definiert und
zwar so, dass der bedeutungsvolle Stimulus ein Stimulus ist, der eine spezifische
Reaktion hervorruft, wohingegen ein bedeutungsloser Stimulus diese spezifische

Reaktion nicht hervorruft.

a) Assoziative Lernform

Bei der assoziativen Lernform handelt es sich um eine Lernform, bei der die
Eigenschaften eines Stimulus auf einen anderen iibertragen werden, so dass die beiden
Stimuli am Ende denselben Reflex auslosen.

Vor dem Lernprozess unterscheiden sich der konditionierte Stimulus (CS) und der
unkonditionierte Stimulus (US) in der Art voneinander, dass der US eine bestimmte
Reaktion hervorruft, also ein bedeutungsvoller Stimulus ist und der CS dagegen zwar
wahrgenommen wird, aber die Reaktion des US nicht auslost. Werden die beiden
Stimuli nun so miteinander gepaart, dass der CS, also der bedeutungslose Stimulus, dem
US kurz vorausgeht, so 16st der CS nach einigen Trainingseinheiten dieselbe Reaktion
wie der US aus. Es ist also zu einer Ubertragung der Bedeutung von dem US auf den
CS gekommen. Diese Lernform wird auch als klassische Konditionierung bezeichnet

und wurde als erstes von Pavlow beschrieben [143].
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b) Nicht-Assoziative Lernformen

Nicht-assoziative Lernformen hingegen verindern die Bewertung ein und desselben
Stimulus, d.h. ein vorher bedeutungsloser Stimulus gewinnt an Bedeutung, wird also zu
einem Reaktion auslosenden Stimulus (Sensitisierung), oder ein bedeutungsvoller
Stimulus verliert an Bedeutung, biisst die Féhigkeit die Reaktion auszuldsen ein

(Habituation).

1.1.2 Zellulare und molekulare Grundlagen von Lernen und
Gedachtnisbildung

Das Gehirn stellt das Organ dar, in dem Lernen und Gedéchtnisbildung stattfindet. Es
ist ein komplexes Netzwerk aus Neuronen, das standiger Verdnderung unterliegt. Dabei
hingt die Verdnderungen 1im  Netzwerk von der Verdnderung der
Signaliibertragungsstiarke zwischen zwei Neuronen ab [8, 95]. Dies wird auch als
neuronale Plastizitit bezeichnet, was als die zellulire Basis von Lernen und
Gedichtnisbildung angesehen wird. In der Hebb’schen Regel [79]: ,,Neurons that fire
together wire together. kommt zum Ausdruck, dass wenn zwei miteinander verkniipfte
Neurone gleichzeitig aktiv sind (Koinzidenz), sich die Verkniipfung zwischen ihnen und
damit auch die Signalweiterleitung verstéarkt. Da die Verdnderung ausschlieBlich an der
Synapse erfolgt, wird neuronale Plastizitit auch mit synaptischer Plastizitit
gleichgesetzt.

Die molekularen Mechanismen, die dieser Verdnderung der Signalweiterleitung zu
Grunde liegen, sind stark konserviert, weswegen sie in verschiedenen Organismen
untersucht wurden (z.B. Meeresschnecke Aplysia californica [7, 19, 36, 49, 94],
Fruchtfliege Drosophila melanogaster [56, 119, 122, 193], Maus Mus musculus [26,
145], Honigbiene Apis mellifera [64, 135]).

Mit einer der ersten entdeckten Lernmutanten in Drosophila waren Dunce und
Rutabaga [174], bei denen sich spiter gezeigt hat, dass es sich um Mutationen der
Adenylylcyclase (Ac) (Rutabaga), ein cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat)
produzierendes [118], und der Phosphodiesterase (PDE) (Dunce), ein cAMP
abbauendes Enzym, handelt [34]. Dies spiegelt die zentrale Rolle von cAMP als second
messenger bei Lernprozessen wieder. In Abb. 1-1 auf Seite 8 ist ein reduziertes Schema
des cAMP-Signalwegs dargestellt.

Wie es bereits in der Hebb’schen Regel zum Ausdruck kommt, besitzt die Koinzidenz
eine zentrale Rolle bei der Gedichtnisbildung. Daher wurde nach der molekularen

Maschinerie gesucht, die die notwendige Koinzidenzdetektion durchfiihrt, um dann eine
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1.1 Lernen und Gedéchtnisbildung

Verstirkung an der Synapse einzuleiten. Wie im folgenden beschrieben wird, handelt es
sich bei der Ca**-abhiingigen Adenylylcyclase um solch einen Koinzidenzdetektor.

Die Adenylylcyclase integriert die beiden konvergierenden Signale, 1) die Aktivitét der
eigenen Zelle (Depolarisierung), die zu einer Erhdhung der zellinternen Ca®*-
Konzentration fiihrt und 2) die Stimulation durch die Nachbarzelle, die {iber
Neurotransmitter vermittelt wird. Diese beiden Signale fithren zu einer starken
Aktivierung der Adenylylcyclase, die unter Verwendung von ATP den second
messenger CAMP erzeugt, welcher unter anderem die Proteinkinase A (PKA) aktiviert
[147]. Die Aktivierung der PKA fiihrt zur Phosphorylierung von Enzymen und
Proteinen, die durch diese post-translationale Modifikation ihre Eigenschaften
veridndern konnen. Ein Beispiel hierfiir ist der K*-Kanal, der durch Phosphorylirung
durch die PKA inaktiviert wird, was eine Erhohung des Ruhepotenzials und somit einen
erleichtere Erregbarkeit der Zelle zur Folge hat [98, 166]. Dabei handelt es sich jedoch
nur um kurzzeitige Verdnderungen, die sehr schnell durch die entgegenwirkenden
Enzyme wieder abgebaut werden konnen (z.B. PDE [24] und Proteinphosphatase (PP)
[127]). Post-translationale = Modifikationen von Proteinen, in Form der
Phosphorylierung, bilden deshalb nur die molekulare Grundlage des
Kurzzeitgedidchtnisses (STM) (Abb. 1-1 unterer Bereich).

Bei ausreichend starker und andauernden Aktivierung der PKA aktiviert die Kinase den
Transkriptionsfaktor CREB (CRE-element binding protein) im Nukleus [52, 71].
Zusammen mit dem Cofaktor CBP (CREB binding protein), eine beim Lernen beteiligte
HAT (Histonacetyltransferase), induziert CREB die Expression neuer Proteine, die zu
einer langzeitigen Verdanderung der Signalweiterleitung und somit zur Ausbildung eines

Langzeitgedichtnisses (LTM) fithren (obere Bereich der Abb. 1-1) [123, 167].
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Abb. 1-1: Reduziertes Schema, der im Lernen beteiligten Signalkaskaden
Die Ca’*-abhiingige Adenylylcyclase (Ac) [Koinzidenzdetektor] integriet die Depolarisierung der Zelle mit
einer externen Stimulation durch die Nachbarzelle (Neurotransmitter). Dies fiihrt zu einer starken Aktivierung
der Ac, welche unter Verwendung von Adenosintriphosphat (ATP) den second messenger cyclisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) produziert. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche direkt zu einer
Modulation der Signalweiterleitung des Neurons beitragen kann, indem sie Proteine phosphoryliert. Diese post-

translationalen Modifikationen fithren nur zu kurzzeitigen Verdnderungen der Signalweiterleitung (unterer
Bereich der Abb.).

Bei ausreichend starker Aktivierung der PKA, aktiviert die PKA den Transkriptionsfaktor CREB (CRE-
element binding protein) im Nukleus. CREB rekrutiert den Cofaktor CBP (CREB binding protein). Zusammen
steuern sie die Expression neuer Proteine, die zu einer langzeitigen Verdnderung der Signalweiterleitung fithren
(oberer Bereich der Abb.). Die Phosphodiesterase (PDE) baut den second messenger cAMP wieder ab.

Die Induktion der Transkription und damit des Langzeitgeddchtnisses beruht auf einer
verlingerten oder erneuten PKA Aktivierung, die entweder durch Kkiinstliche
Freisetzung von cAMP [135] oder durch wiederholte Trainingseinheiten erreicht
werden kann [77]. Eine einzelne CS-US-Paarung dagegen kann in der Regel kein
Langzeitgedidchtnis induzieren [77, 172]. Die fiir Langzeitgedichtnis notwendige
Transkription ist, wie alle Prozesse in Lernen und Gedichtnisbildung, transient.

Obwohl die molekularen Grundlagen der Gedichtnisbildung gut untersucht sind, ist
offen, wie sich lebenslange Gedéchtnisse auf molekularer Ebene manifestieren. Da die
langanhaltenden Gedichtnisse die Transkription bendtigen, wire eine langanhaltende
Beeinflussung der Transkription eine mogliche Erkldrung. Die Chromatinstruktur
zusammen mit den epigenetischen Mechanismen bilden solch ein langanhaltendes

Regulationssystem der Transkription.
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1.2 Epigenetische Mechanismen als Regulatoren der Transkription

Bei der Entwicklung der Zelle von der Stammzelle zur spezifizierten, gereiften Zelle, kommt
es zu langfristigen ,,unumkehrbaren* Verinderungen im Expressionsmuster des Genoms [81].
Diese Verdnderungen sind permanent und nicht umkehrbar, genauso die Verdnderung von
einer gesunden zu einer Krebszelle [27]. Bei diesen Prozessen fungiert die Chromatinstruktur,
also die auf Histone aufgewickelte Form der DNA [100], als Regulator der Genexpression.
Dabei sind die Gene ablesbar, wenn die Chromatinstruktur offen ist (Euchromatin) und sie
konnen nicht abgelesen werden, wenn die Chromatinstruktur geschlossen ist
(Heterochromatin) [99, 124]. Diese Regulation ist so stabil, dass sie auch wie beim Imprinting
vererbt werden kann [148]. Beim Imprinting kommen Gene, abhingig von der maternalen
oder paternalen Herkunft der Gene zur unterschiedlichen Ausprigung, was sich im Phénotyp
wie eine geschlechtsspezifischen Vererbung auswirkt. Da es sich hier aber um eine Vererbung
handelt, die nichts mit der Sequenz der DNA zu tun hat, sondern quasi auf ihr aufsitzt (z.B.
Histone), wird sie als Epigenetik bezeichnet (epi: griech. darauf).

Die Frage ist nun: Handelt es sich bei der Chromatinstruktur um ein modulierbares System,
wie es fiir Lernen und Gedichtnisbildung zu fordern ist?

Daher werden im folgenden die verschiedenen chromatinverinderenden Modifikationen und

ihr Wechselspiel untereinander ndher betrachtet.

1.2.1 Chromatinstruktur verandernde Modifikationen
Die Chromatinstruktur wird durch ein Wechselspiel zwischen DNA-Modifikation und

Histonmodifikation erzeugt.

1.2.1.1 DNA-Methylierung
Die DNA wird an der Base Cytosin durch die de novo DNA-Methyltransferasen (DNMT)

methyliert. Die Gegenspieler, die DNA-Demethylasen, sind bisher noch nicht bekannt, auch
wenn gezeigt werden konnte, dass es sich bei der Demethylierung um einen aktiven Prozess
handelt [141]. Die DNA-Methylierung erfiillt mehrere Funktionen, zum einen dient sie bei der
Synthese des Tochterstrangs zur Unterscheidung gegeniiber dem Elternstrang und steuert so
das Korrekturlesen bei Reparaturmechanismen und der semi-konservativen Synthese [180].
Zum anderen wird nach der Synthese aufgrund der Methylierungsdichte die
Chromatinstruktur etabliert, d.h. die Verpackungstirke der DNA durch Histone gesteuert
[158].
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Eine Hypermethylierung hat eine dichte Packung der DNA durch Histone zur Folge, und
damit das SchlieBen der DNA.

Die DNA-Methylierungstidrke ldsst sich durch den Inhibitor 5-Azacytidin beeinflussen [92],
der die DNMTs irreversibel inhibiert (Selbstmord-Inhibition) [153]. Dabei hat sich gezeigt,
dass die Inkorporation von 5-Azacytidin in die DNA fiir die Inhibition wichtig ist.

1.2.1.2 Histonmodifikationen
Die Histone unterliegen sehr komplizierten Modifikationen und Modifikationskombinationen,

die aufgrund ihrer Komplexitit auch als Histoncode [87] bezeichnet werden. Abb. 1-2 zeigt
eine Auswahl an Modifikationen am N-terminalen Schwanz von Histon 3.

Die Histonmodifikationen unterscheiden sich darin, ob sie einen direkten Einfluss auf die
DNA-Bindeaffinitidt besitzen oder nicht. Modifikationen, die zu einer Ladungsverinderung
am Histon fiihren, wirken direkt auf die Wechselwirkung mit der DNA und veridndern damit
die Chromatinstruktur. Wohingegen Histonmodifikationen, die keine Ladungsveridnderung
verursachen, zusitzliche Cofaktoren fiir die Verdnderung der Chromatinstruktur benotigen
[50]. Dabei ldsst sich sagen, dass die Modifikationen, die zu einer Ladungsveridnderung
fiihren, wie zum Beispiel die Acetylierung und die Phosphorylierung, die Histonmodifikation
ohne Ladungsveridnderung als Signale iliberschreiben konnen [176]. Im Gegenzug sind die

Modifikationen ohne Ladungsveridnderung besser zu modulieren.

, Methylierung - keine Ladungsveranderung
Q Acetylierung

} Ladungsverédnderung
® Phosphorylierung

Abb. 1-2: Auswahl von Modifikationen am N-terminalen Schwanz von Histon 3 (H3)
Schematische Darstellung von Histon 3 (H3) mit einer Auswahl an post-translationalen Modifikationen: Methylierung
(M), Acetylierung (A), Phosphorylierung (P). Die Zahlen geben die Position der Aminosdure (AS) an und der
Buchstabe ist die Art der AS (Einbuchstaben-Code: S = Serin, K = Lysin). Stehen zwei Modifikationen an einer AS, so
kann diese AS beide Modifikationen tragen, wobei sie sich gegenseitig ausschlielen.
N = N-terminus, C = C-terminus.

Ein weiterer Grund, warum man vom Histoncode spricht, ist die Tatsache, dass sich die

verschiedenen Modifikationen auf den Histonschwinzen innerhalb eines Nukleosoms
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1.2 Epigenetische Mechanismen als Regulatoren der Transkription

beeinflussen [109], eventuell auch zwischen verschiedenen Nukleosomen. Die
Untersuchungen des Histoncodes stehen noch am Anfang und sind weit davon entfernt,

verstanden zu sein.

a) Histonacetylierung
Die Histonacetylierung am Lysin ist die am besten untersuchte Histonmodifikation, weil diese

Modifikation in der Regel eine eindeutige Reaktion, die Offnung der Chromatinstruktur und
damit eine erleichterte Transkription, zur Folge hat.

Durch die Acetylierung verliert das Lysin seine positive Ladung und damit seine ionische
Anziehungskraft zum negativ geladenen Riickrad der DNA. Daher nimmt die Bindeaffinitit
der Histone zur DNA ab, wenn sie acetyliert werden. Wie in Abb. 1-3 auf Seite 11 zu sehen
ist, wird durch eine Acetylierung die Offnung der Chromatinstruktur gefordert, was eine
erleichterte Transkription zur Folge hat. Dies wird durch Coaktivatoren der Transkription,

sogenannte Histonacetyltransferasen (HATs), vermittelt.

0 ‘(.

Genexpression

Histonacetylierung

geschlossene HDAC offene
Chromatinstruktur Chromatinstruktur

Abb. 1-3: Einfluss der Histonacetylierung auf die Genexpression
Uber den Zustand der Chromatinstruktur kann die Zuginglichkeit der Transkriptionfaktoren (z.B. CREB) und der
RNA-Polymerase (Pol) reguliert werden. Eine Histonmodifikation, die dabei eine zentrale Rolle spielt, ist die
Histonacetylierung. Histonacetyltransferasen (HAT) erhohen die Histonacetylierung (+) und fordern die Offnung der
Chromatinstruktur. Die Histondeacetylasen (HDAC) reduzieren die Histonacetylierung (-) und schlieBen die
Chromatinstruktur.

Bisher sind nur sehr wenige HAT-Inhibitoren bekannt: Curcumin, Garcinol und
Arachidonsdure, die alle nicht nur auf die HATSs, sondern auf noch weitere Enzyme wirken,
die unter anderem ebenso eine Rolle bei Lernen und Gedichtnisbildung spielen (z.B. CaM-
Kinase [126], NO-Synthase [120] und NF-«xB [83]).

Die Gegenspieler der HATs sind die Histondeacetylasen (HDACs), diese entfernen die

Acetylierung wieder und verstirken somit die Bindung der Histone zur DNA [107]. Die

11



1 Einleitung

HDAC:s sind eine sehr alte heterogene Gruppe von Enzymen, die phylogenetisch élter sind als
die Histone selbst [114]. Sie lassen sich, basierend auf der Homologie der Hefe, in vier
verschiedene Klassen einteilen:

Klasse I:  ist hauptsidchlich im Kern anzutreffen und sehr ubiquitir exprimiert

Klasse II: befindet sich hauptsdchlich im Cytosol oder wechselt zwischen Cytosol und
Kern und wird gewebespezifisch exprimiert

Bei diesen beiden Klassen handelt es sich um Enzyme, die Zink im aktiven Zentrum tragen
und durch die bekannten HDAC-Inhibitoren Trichostatin A (TSA), Natriumbutyrat und
Valproat (VPA) inhibiert werden [25].

Klasse III: sind NAD" (Nicotinamidadenindinukleotid) abhiingige HDACs, die sich auch
funktionell deutlich von Klasse I und II unterscheiden. Sie kénnen durch NAM (Nikotinamid)
inhibiert werden (Produkthemmung).

Klasse IV: besteht nur aus der humanen HDAC 11. Diese bildet aufgrund der
Sequenzunterschiede eine eigenstindige Klasse [73, 191].

Wie bereits die Aussage nahelegt, dass die HDACs élter sind als die Histone, haben die
HDAC:Ss neben den Histonen noch weitere Zielproteine [69]. Dabei gibt es Wechselwirkungen
zu anderen aus dem Lernen bekannten Proteinen, z.B. die Proteinphosphatase [32, 39], NF-xB
[40], etc. Daraus ergeben sich eine Vielzahl von moglichen Wirkungsweisen der HDACs.
Zudem konnen auch die Signalkaskaden aus Lernen und Gedéchtnisbildung einen Einfluss
auf die Aktivitit von HDACs haben, wie die Regulation von HDAC 8 durch die PKA zeigt
[112].

b) Histonmethylierung
Die Histonmethylierung ist sehr komplex, da sie sowohl am Lysin (mono-, di-, tri-) als auch

am Arginin (mono-, di- symmetrisch, di- unsymmetrisch) in jeweils 3 verschiedenen Formen
auftreten kann [11]. Die beiden Modifikationen (Acetylierung und Methylierung) konnen
jeweils nur dann am Lysin etabliert werden, wenn das Lysin keine Modifikation trigt, d.h. bei
einigen Lysinen konkurrieren die beiden Modifikationen um das Lysin [151]. Das Signal der
Methylierung ist nicht eindeutig einer Wirkung zuzuordnen [105]. In der Regel ist eine Tri-
Methylierung am Lysin ein Signal fiir Heterochromatin und damit fiir eine geschlossene

Chromatinstruktur.

12



1.2 Epigenetische Mechanismen als Regulatoren der Transkription

1.2.2 Wechselspiel von DNA-Methylierung und Histonacetylierung
In der Literatur ist man sich dariiber uneinig, welche der Modifikationen die andere nach sich

zieht, d.h. ob die DNA-Methylierung die Histonacetylierung oder ob die Histonacetylierung
die DNA-Methylierung bestimmt [48, 65, 158].

In Kapitel 1.2.1.1 wurde bereits fiir den Fall der DNA-Synthese beschrieben, dass hier die
DNA-Methylierung der Histonmodifikation vorausgeht. Die Methylierung der DNA resultiert
in einer Deacetylierung der Histone, indem methylcytosinbindende Proteine (MBD-Protein)
Histondeacetylasen an die DNA rekrutieren [93].

In Experimenten hat sich jedoch gezeigt, dass bei einer durch TSA induzierte Erh6hung der
Histonacetylierung die DNA-Methylierung abnimmt [142, 163]. Dies gilt nicht nur fiir eine
kiinstlich induzierte Histonhyperacetylierung, sondern auch fiir die durch Transkription
induzierte Acetylierung. Dabei war die DNA-Methylierung umso geringer, je stirker das Gen
abgelesen wurde [48]. Bei der Inhibition der DNA-Methyltransferasen mit 5-Azacytidin hat
sich gezeigt, dass es nicht zu einer genomweiten Histonacetylierung kommt [111], sondern
davon nur sehr enge Promotorbereiche betroffen sind [60]. Bei der Verwendung beider
Inhibitoren, HDAC-Inhibitor und 5-Azacytidin, kommt es zu synergistischen Effekten, die zu
einer stirkeren Offnung der Chromatinstruktur fithren, als durch den HDAC-Inhibitor alleine
[196].

Es zeigt sich somit, dass die DNA-Methylierung nur zur SchlieBung der DNA fiihrt,
wohingegen die Histonacetylierung sowohl fiir die SchlieBung als auch fiir die Offnung
verantwortlich ist.

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass es sich bei den epigenetischen Mechanismen
keineswegs um ein starres, unumkehrbares System handelt. Damit besitzen sie die
Moglichkeit als lang anhaltender aber verdnderbarer Speicher von Expressionsmustern zu
dienen, in den Information hineingeschrieben und, iiber die Regulation der Transkription,

auch wieder ausgelesen werden kann [117, 177].

1.3 Epigenetische Mechanismen in Lernen und Gedéachtnisbildung

Der Einfluss epigenetischer Mechanismen auf Lernen und Gedichtnisbildung wird erst seit
wenigen Jahren erforscht. 1999 veroffentlichte R. Holliday ein theoretisches Paper, in dem er
die Idee zum Ausdruck brachte, dass epigenetische Mechanismen einen Einfluss auf das
Langzeitgedidchtnis haben miissten, da dieses transkriptionsabhingig ist [82]. Die ersten
Versuchsergebnisse wurden erst fiinf Jahre spiéter veroffentlicht, als erkannt wurde, dass der

Cofaktor von CREB, das CBP, eine HAT ist und die HAT-Funktion essenziell fiir die Bildung
13
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eines Langzeitgedichtnisses ist [2, 103]. Im selben Jahr zeigte sich auch der Einfluss von
MeCP2 (methyl cytosin binding protein 2), ein MBD-Protein, auf Verhalten und Lernen von
Miusen [44, 134]. MeCP2 ist ein Transkriptionsinhibitor von BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), welches eine verstiarkende Funktion bei Lernprozessen hat [41]. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass einige Antidepressiva, die auch Inhibitoren der
Histondeacetylase sind, einen positiven Effekt auf die Expression von BDNF und damit auf
das Verhalten von chronisch gestressten Médusen haben [176]. Mittlerweile gibt es einige
Veroffentlichungen, die zeigen, dass sich das assoziative Angstgedichtnis in Méusen durch
Inhibitoren der Histondeacetylase verbessern lisst [28, 29, 110]. Bei diesen Untersuchungen
zeigte sich, dass die Lernverbesserung ebenfalls iiber die Aktivierung von BDNF vermittelt
wird. Neu war dann der Befund, dass TSA zu keiner Verbesserung des Lernens bei Médusen
mit einer Mutation am CREB fiihrt [179]. Die untersuchte Mutation verhindert die Interaktion
von CERB mit CBP. Daher riickt die CREB-CBP-Interaktion in den Fokus des Interesses.
CBP ist eine HAT, die sich selbst acetyliert [97]. Das Acetylierungssignal von CBP konnte
durch HDACs abgebaut werden [169].

Neben der Histonacetylierung hat auch die DNA-Methylierung einen Effekt auf Lernen und
Gedichtnisbildung [116]. Mit Inhibition der de novo DNA-Methyltransferase (DNMT)
verschlechtert sich das Angstgedichtnis [132]. Obwohl beide Inhibitoren, die Inhibitoren der
HDAC und der DNMT, zu einer Offnung der Chromatinstruktur und damit zu einer
Verbesserung des Lernens fithren sollten, wirken sie unterschiedlich auf das Lernen. Werden
beide Drogen gemeinsam verwendet, so hebt der HDAC-Inhibitor die Wirkung des DNMT-
Inhibitors wieder auf [131]. Wie dieser Befund zustande kommit, ist noch nicht geklért.

Alle bisherigen Untersuchungen wurden so durchgefiihrt, dass die verwendeten Inhibitoren
zum Zeitpunkt des Trainings wirksam waren. Bisher ist weder untersucht worden, wie stabil
das durch TSA verstirkte Gedidchtnis ist, noch wurde der genaue Zeitpunkt der
Inhibitorwirkung bestimmt. Zudem wurden alle Untersuchungen an Miusen, also an
Vertebraten durchgefiihrt. Deshalb bleibt unklar, ob es sich bei dem Einfluss von
epigenetischen Mechanismen auf Lernen und Gedichtnisbildung um einen ebenso im

gesamten Tierreich konservierten Mechanismus handelt, wie bei den Lernkaskaden.
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1.4 Die Honigbiene als Modellorganismus
Die Honigbiene ist ein Invertebrat und ein sehr gut untersuchter Modellorganismus, da es sich

bei der Biene um ein Nutztier des Menschen handelt, welches seit iiber 6000 Jahren
domestiziert ist. Lernen und Gedéchtnisbildung wird an der Biene bereits seit iiber 50 Jahren
untersucht [21, 108]. Dagegen existieren nur drei Veroffentlichungen, die in den letzten zwei
Jahren publiziert wurden, die die epigenetischen Mechanismen in der Biene beleuchten [106,
157, 182]. Das ,,Honey Bee Genome Project™ [45] hat gezeigt, dass viele der chromatin-
modifizierenden Enzyme in der Biene exprimiert werden, z.B. Histonacetyltransfersen
(HAT), Histondeacetylasen (HDAC) und de novo DNA-Methyltransferasen (DNMT) [182].
Im Fall der DNMT zeigt sich eine groBe Ahnlichkeit zu Vertebraten, da die Biene alle drei
DNMT-Familien besitzt, wohingegen in Drosophila nur eine DNMT-Familie vertreten ist
[157].

In einer ersten Veroffentlichung wurde der Einfluss der DNMTs fiir die kastenspezifische
Entwicklung, die Entwicklung zwischen Arbeiterin und Konigin, beschrieben. Dabei wurde
mit Hilfe von RNAi die Expression der DNMT3 in den Bienenlarven unterdriickt. Als
Ergebnis zeigte sich bei den Arbeiterinnen eine Entwicklung hin zur Konigin [106]. Diese
kastenspezifische Entwicklung wird in der Natur durch die unterschiedliche Fiitterungsdauer
mit Geleeroyal induziert, genetisch unterscheiden sich Konigin und Arbeiterin nicht. Dies
lasst auf eine Etablierung einer epigenetischen Programmierung schliefen. Da die Konigin ihr
ganzes Leben mit Geleeroyal gefiittert wird, konnte es sein, dass Geleeroyal fiir die
Aufrechterhaltung der Programmierung benétigt wird.

Ausser der kastenspezifischen Entwicklung, die im Larvenstadium vollzogen wird, durchliuft
die adulte Arbeiterin eine weitere Entwicklung. Im Laufe ihres Lebens iibernimmt sie
verschiedene Aufgaben, zunidchst innerhalb und spiter auch ausserhalb des Stocks [187]. Im
Alter von etwa 3 Tagen beginnen die Arbeiterinnen mit der Brutpflege. Diese Bienen werden
Ammen genannt. Spdter kommen weitere Aufgaben innerhalb des Stocks hinzu, wie
Wabenbau, Pollen stopfen und Nektarreifung. Ab dem 16. Tag nach dem Schliipfen beginnt
die Arbeiterin Erkundungsfliige zu unternehmen, an die sich die Zeit anschlief3t, in der sie
Nektar und Pollen sammelt. Diese Bienen werden Flieger genannt.

Dass der Verhaltensunterschied zwischen Ammen und Fliegern nicht ausschlieBlich durch das
Alter determiniert ist, zeigt sich bei dem Phdnomen des Schwirmens, der Teilung des Stocks
zum Zweck der Volkervermehrung. Beim Schwidrmen verldsst die Konigin mit den
flugfiahigen Bienen den Stock, um eine neue Behausung zu suchen. Die jungen Bienen, deren

Chitinpanzer noch nicht ausgehirtet ist, bleiben zurtick. So verliert das ausgeschwérmte Volk
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einen Teil seiner Ammen und das zuriickgebliebene Volk besitzt keine Flieger mehr. Beide
Stocke reorganisieren sich aber innerhalb kiirzester Zeit wieder zu vollwertigen Stocken mit
Fliegern und Ammen.

Wie dieses Sozialverhalten der Bienen realisiert wird und was der Ausloser ist, ist nicht genau
bekannt. Untersuchungen zeigen, dass es sich dabei um den Erndhrungszustand [6, 175] und
die Konzentration des Pheromons der Konigin handeln konnte [89, 171]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass es unterschiedliche Expressionsmuster im Gehirn von Ammen und
Fliegern gibt [22, 185, 188]. Wie dieses verdnderte Expressionsmuster etabliert wird und
persistiert, ist nicht geklart. Hier konnten epigenetische Mechanismen eine zentrale Rolle
spielen.

Bei den bisher in der Honigbiene beschriebenen Prozessen handelt es sich um Verdnderungen
von Expressionsmuster, die iiber lingere Zeitriume ablaufen. Im Falle von Lernen und
Gedichtnisbildung dagegen passieren die initialen Verdnderungen innerhalb weniger
Sekunden und Minuten.

Fir die Analyse von Lernen und Gedichtnisbildung ist die Biene ein gut etabliertes
Tiermodell. Die Lernkaskaden und die verschiedenen Lernparadigmen, die vorgestellt
wurden, sind auch in der Biene analysiert und etabliert worden [3, 21, 68, 77, 135]. Dennoch
zeigen sich kleine Unterschiede zu anderen Tiermodellen. So hat sich gezeigt, dass in Aplysia
[49, 172] und in der Ratte [9] das Gedichtnis bereits nach 24h transkriptionsabhiingig ist,
wohingegen in der Biene dies erst nach 72h der Fall ist [190]. Desweiteren erzeugt eine
einzelne CS-US-Paarung in der Biene [64] so wie in Aplysia [172] kein
transkriptionsabhingiges Gedichtnis.

Trotz dass die Biene auf dem Gebiet der Epigenetik noch wenig untersucht ist, bietet sie eine
Reihe von Moglichkeiten, den Einfluss epigenetischer Mechanismen auf Verhalten zu

untersuchen.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es den Einfluss epigenetischer Mechanismen auf das Verhalten der

Honigbiene zu untersuchen. Dabei stehen zwei Fragestellungen im Mittelpunkt:

1. soll die Frage geklart werden, ob die Chromatinstruktur einen Einfluss auf Lernen und
Gedichtnisbildung besitzt. Dazu soll mit Hilfe von Inhibitoren in der Honigbiene
Veridnderungen in der Chromatinstruktur induziert und deren Effekte an Hand der gut

in der Bienen etablierten Lernparadigmen analysiert werden.

2. soll die Frage geklirt werden, ob die Aufspaltung in Flieger und Ammen auf eine
epigentische Modulation zuriickzufiihren ist. Falls sich auf Histonebene Unterschiede
zwischen den verschieden Aufgabengebieten der Arbeiterin zeigen, soll zusitzlich
tiberpriift werden, ob sich das unterschiedliche Verhalten durch Veridnderung der

Histonmodifikation induzieren lasst.

Um diese Fragen anzugehen ist es notwendig, die Werkzeuge zu entwickeln, die es

ermoglichen Histonmodifikationen in der Honigbiene zu quantifizieren und zu manipulieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien & Antikorper

1-Butanol (wassergesittigt)
2-Mercaptoethanol

5-Azaycytidin (5-Aza-2’-deoxycytidin)
Actinomycin D

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Bis-Acrylamid (Acrylamid (30 % w/v) & Bisacrylamid (0,8 % w/v))

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)

Glycerin

Glycin

Harnstoff

HCI (Salzsdure)

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

Methanol

MgCl, » 6H,0 (Magnesiumchlorid)

Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat)

NaCl (Natriumchlorid)

NaNj3 (Natriumacid)

Natriumbutyrat

Nelkenol

p-NPP (4-Nitrophenlyphosphat-Dienatriumsalz-Hexahydrat)
Proteinmarker Seeblue Plus2 Pre-Stained Standard
SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

TSA (Trichostatin A)

Tween20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat)
VPA (Valproat)
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Z-Chem
Merck

Fluka
Appli-Chem
Z-Chem

Roth
Appli-Chem
Roth

Z-Chem
Z-Chem
Z-Chem

Roth

Z-Chem
Merck

Merck

Merck
Z-Chem
Merck
Z-Chem
Z-Chem
Z-Chem
Sigma-Aldrich
Apotheke
Appli-Chem
Invitrogen
Roth
Appli-Chem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Appli-Chem
Sigma-Aldrich



3.1 Material

Tab. 3-1: Verwendete Antikorper

Konzentration

Antikorper Herkunft Firma
Westernblot  ELISA

Priméire Antikorper

H3 Kaninchen Sigma-Aldrich 1:5.000 1:5.000
H3 Kaninchen Cellsignaling 1:1.000 -
H3 Ac-9 Kaninchen Epitomics 1:1.000 1:500
H3 Ac-18 Kaninchen Cellsignaling 1:1.000 1:1.000/
1:2.000
H3 Ac-23 Kaninchen Cellsignaling 1:1.000 -
H3 Met-4,1 Kaninchen Abcam 1:1.000 1:1.000
H3 Met-4,3 Kaninchen Abcam 1:1.000 -
H3 Met-27,3 Kaninchen Upstate 1:1.000 1:1.000
H4 Kaninchen Imgenex 1:1.000 -
H4 Ac-8 Kaninchen Upstate 1:1.000 -
H4 Ac-12 Kaninchen Upstate 1:1.000 -
H4 Ac-16 Kaninchen Upstate 1:1.000 -
PKA (R1H7) Maus Eigene Produktion 1:500 1:500
PKC (2B3) Maus Eigene Produktion 1:500 1:500
MAPK p44/42 Kaninchen Cellsignaling 1:1.000 1:1.000

Sekundére Antikorper

Westernblot
Anti-Rabbit IgG -

Peroxidase gekoppelt Ziege 1:10.000 -

?gé;il\i/c[l(;gzegi%gp-pelt Ziege 1:20.000 -
ELISA

?1? (t)is-li;lz:;:: Igg ecli (; p/;g? line Ziege Sigma-Aldrich - 1:4.000

?1? (t)is-llj\}/{;);s; Ig:geCl}( 0- p?::lI(tEl line Ziege Sigma-Aldrich - 1:4.000

Alle Antikorper wurden in Blockldsung (s. Tab. 3-2 auf Seite 21) der jeweiligen Anwendung
(Westernblot bzw. ELISA) angesetzt. Um die Losung haltbarer zu machen, wurde zusitzlich NaN;
zugegeben. Spezifikation der Histonantikorpers besteht aus: Bezeichnung des Histons (H3 o. H4); Art der
Modifikation (Ac — Acetylierung, Met — Methylierung; Position der Modifikation (Zahl nach dem
Bindestrich); Anzahl der Modifizierungen (Zahl nach dem Komma)
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3.1.2 Verbrauchsmaterial

96-well-ELISA-Platten Maxisorb
Dentalwachs (medium)

ECL-Entwicklungskit Western Lightning

Fangrohrchen PS-Rohrchen 68ML

Glaskapillaren Capilettor Tips (1 - 5 ul)

Kaniilen

MetallstoBel fiir die Glaskapillaren Capilettor Stick (1 - 5 ul)
Nitrocellulose-Membran (Optitran BA-S 85)

Pasteurpipetten

Pinsel (klein)

Reaktionsgefifle (1,5 ml)
Rontgenfilm BioMax Xar Film

Rontgenfilm-Entwickler REF 103482

Rontgenfilm-Fixierer REF 103655

Silikon (Baysilone-Paste mittelviskos)

Spritzen (2mL und 50mL)
Tafelzucker (Sucrose)
Textilklebeband
Whatman-Papier
Zahnstocher

3.1.3 Gerate

1 mL-Glashomogenisator mit Glas-S-Stoel

Ablegerkasten DN/ZA
Bienenracks

Bienenrohrchen (Kupfer)
Binokular S6D
Block-Heizgerit (Accu Block)
Blotkammer

Brutschrank

ELISA-Reader safire”
Folienschweil3gerit
Gelelektrophoreseapparatur
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD
Lotkolben

Mikroinjektor Pikospritzer 11
Mikropipetten Puller Model P-87
pH-Meter (inoLab pH 730)
Pinzetten

Powerstation 300 PLUS
Riihrheizgerit IKA RCT basic
Schiittler KS501 digital
Switching Power DPS-4005 PFC
Taunus-Begattungskasten
Ultraschallgerdat HTU Soni 130
Vortex VX 100

Waage CP3202S und CP225D
Zentrifuge (Spectrafuge 24D)
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Nunc

Ubert

Perkin Elmer

Greiner

Selzer

Braun

Selzer

Schleicher und Schuell
Roth

Geschift

Eppendorf

Kodak

Tetenal

Tetenal

Bayer

Braun

Geschift

Geschift

Schleicher und Schuell
Drogerie

Braun

Holtermann
eigene Herstellung
eigene Herstellung
Leica

Labnet

Owl

Horo

Tecan

Severin

C.B.S.

Schott

eigene Herstellung
General Valve
Sutter Instrument Co.
WTW

Dumont

Labnet
IKA-Labortechnik
IKA-Labortechnik
Voltkraft

WSE

Heinemann
Labnet

Sartorius

Labnet
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3.1.4 Puffer und Lésungen

Tab. 3-2: Puffer und Losungen

Name des Puffers

Inhalt

Probenvorbereitung
10x PBS

Histon-Homogenisierungspuffer

Histon-Homogenisierungspuffer
mit Harnstoff

SDS-Page
5x Probenpufferpuffer (SDS-PAGE)

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

10x Laufpuffer

Westernblot
Blotpuffer

Blocklosung

ELISA
Blocklosung

RxN-Puffer

Farbelosung

27mM KCI; 18mM KH,PO,; 1,37M NaCl; 101mM Na,HPO,
(Vor Verwendung 1:10 verdiinnt mit H,O)

1x PBS; ImM EDTA; 5mM Natriumbutyrat

1x PBS; ImM EDTA; SmM Natriumbutyrat; 8M Harnstoff

0,2M Tris/HCI pH 6,8; 10mM 2-Mercaptoethanol; 10% (w/v)
SDS; 20% (v/v) Glycerin; 0,05% (w/v) Bromphenolblau

0,5M Tris/HCI pH 6,8
1,5M Tris/HCI pH 8,8

0,25M Tris; 2M Glycin; 1% (w/v) SDS (Vor Verwendung
1:10 verdiinnt mit H,O)

0,25M Tris; 0,2M Glycin; 20% (v/v) Methanol
1x PBS; 0,5% (w/v) BSA; 0,1% (v/v) Tween20

1x PBS; 0,5% (w/v) BSA
0,1M Tris/HCI pH 8,7; ImM MgCl, » 6H,0O
1x RxN; ImM p-NPP

Tab. 3-3: Gelzusammensetzung fiir die SDS-PAGE

Trenngel (4mL) Sammelgel 2mL)

Komponenten

10% 15% 4%
Aqua dest. 1,62 0,95 1,19
Trenngelpuffer 1 1 -
Sammelgelpuffer - - 0,5
20% (w/v) SDS 0,02 0,02 0,025
Bis-Acrylamid (0,8%,30%) 1,33 2 0,27
10% (w/v) APS 0,02 0,02 0,01
TEMED 0,01 0,01 0,005

Angaben in mL
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3.2 Methoden

3.2.1 Haltung der Honigbienen

Sommer:

Die Bienen wurden in normalen Bienenstocken im Freien mit natiirlichen Futterquellen
gehalten. Fiir die Einzeltier-Experimente wurden die Tiere mit einer Plexiglaspyramide

gefangen und in Fangrohrchen iiberfiihrt.

Winter:

Im Winter wurden die Bienen in ihrem Stock in einer mit Gase bespannten Voliere in einem
Winterflughaus mit UV-durchlédssigem Glasdach (Temperatur: 23-25°C mit Nachtabsenkung;
Luftfeuchtigkeit: 50%) gehalten. Im Winterflughaus wurden die Bienen mit 30% (w/v)
Zuckerwasser und Pollen gefiittert. Die Tiere fiir die Einzeltierexperimente wurden mit Hilfe
von Fangrohrchen direkt aus der Voliere gefangen.

Die Bienen wurden auf Eis immobilisiert und anschlieBend mit Textilklebeband in kleine
Rohrchen geklebt (s. Abb. 3-1 auf Seite 23) [21]. Der Kopf der Biene wurde zusitzlich mit
Hilfe eines Lotkolbens und Dentalwachs fixiert (nicht gezeigt). Die Bienen wurden, wenn
nicht weiter angegeben, 3x tdglich mit einer 1M Zuckerlosung gefiittert, morgens 2, mittags 2

und abends 3-5 Tropfen.

3.2.2 Injektion der Inhibitoren

Die Bienen wurden mit einer aus einer Glaskapillare gefertigten Mikropipette in den Torax
injiziert (Injektionsstellen s. Abb. 3-1 auf Seite 23). Das Injektionsvolumen betrug 1ul. Die
jeweilige Zusammensetzung der injizierten Losungen, sowie der Injektionszeitpunkt ist den

einzelnen Bildunterschriften im Ergebnisteil zu entnehmen.

22



3.2 Methoden

Kopf
Torax Injektionsstellen
Textilklebeband

Abdomen

Bienenréhrchen

Abb. 3-1: Eingespannte Biene fiir Einzeltierexperimente
Gezeigt ist eine Biene in einem Bienenrohrchen, mit den Hauptkorperteilen Kopf, Torax und Abdomen. Es ist zu
sehen, wie die Bienen fiir die Einzeltierexperimente in halbaufgeschnittenen Rohrchen mit Textilklebeband fixiert
werden. Die roten Kreise mit schwarzer Umrandung markieren die Injektionsstellen. Im Experiment wurde nur eine der
beiden moglichen Stellen verwendet, je nach Zuginglichkeit.

3.2.3 Praparation des Bienenhirns

Bei einer auf Eis immobilisierten Biene wird der Kopf abgetrennt und dieser in Wachs
eingebettet. Die Kopfkapsel wird mit einem feinen Skalpell gedffnet. Dabei wird der Schnitt
vor den Antennen angesetzt und fithrt dann durch die Komplexaugen bis kurz iiber die oberste
Ozelle (s. rotes Rechteck Abb. 3-2 A auf Seite 24). AnschlieBend wird das Gehirn von
Tracheen und Futtersaftdriisen befreit, sowie die Hirnhaut entfernt. In Abb. 3-2 B auf Seite 24
ist der heraus priparierte Gehirnbereich, im weiteren Zentralhirn genannt, zu sehen (s.
schwarzes Rechteck). Dieser Bereich enthilt alle Gehirnregionen, die fiir das olfaktorische

Lernen wichtig sind, unter anderem die Antennalloben (Al) und die Pilzkorper (Pk).
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A | B

Pk

Ql

Zentralhirn

Al

Abb. 3-2: Schematische Zeichnung eines Bienenkopfes (A) und eines Bienenhirns (B)
A) Bienenkopf: Das rote Rechteck markiert den Bereich, der beim Offnen der Kopfkapsel entfernt wird, darunter wird
die Lage des Gehirns in der Kopfkapsel sichtbar. Oz: Ozellen; Au: Komplexauge; An: Antenne; Rii: Riissel B)
Bienengehirn: Das schwarze Rechteck markiert das Zentralhirn, den fiir die Homogenate verwendeten Gehirnbereich.
Pk: Pilzkorper; Ol: optische Loben; Al: Antennalloben
Adaptiert nach: http://www.suz-mitte.de/angebote/bilder_angebote/bienenkopf.jpg und http://www.neurobiologie.fu-
berlin.de/beebrain. gif

3.2.4 SDS-PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) und Westernblot

Probenvorbereitung:

Ein Zentralhirn wurde in 200ul Histon-Homogenisierungspuffer [1x PBS; ImM EDTA; SmM
Natriumbutyrat] auf Eis mit einem S-Pistill in einem Glashomogenisator homogenisiert.
AnschlieBend wurden 50ul 5x Probenpuffer [0,2M Tris; 10mM 2-Mercaptoethamol; 10%
(w/v) SDS; 20% (v/v) Glycerin; 0,05% (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8 (HCI)] hinzugegeben
und die Proben fiir 5 min bei 95°C gekocht. Die Proben wurden noch heifl auf das Gel

aufgetragen.

Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli:

Das Gel besteht hier aus Sammelgel (4%ig — oben) und einem hoherprozentigen Trenngel
(unten), fiir die Untersuchung von Histonen wurde ein 15%iges, bei der Untersuchung von

anderen Proteinen ein 10%iges Trenngel verwendet (Zusammensetzung s. Tab. 3-3 auf Seite
21).
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Das Gel wurde bei 20mA pro Gel fiir ca. 40-60min laufengelassen, so dass die Lauffront noch

im Gel verblieb.

Westernblot:

Das Gel wurde im Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran geblottet (20V und
400mA pro Gel fiir 40min). AnschlieBend wurde die Membran fiir 1h bei RT in WB-
Blocklosung [1x PBS; 0,5% (w/v) BSA; 0,1% (v/v) Tween20] geblockt. Die primiren
Antikorper wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurde 3x je fiir Smin bei RT
mit PBS gewaschen und der sekundire Antikorper fiir 1h bei RT inkubiert. Die
Konzentrationen der Antikorper sind aus Tab. 3-1 auf Seite 19 zu entnehmen. Es folgt eine
weitere Waschung mit PBS (3x 5min). AnschlieBend wurde der Blot nach Anleitung in ECL-
Entwicklerlosung geschwenkt und der Blot mit einem Rontgenfilm in der Dunkelkammer

entwickelt.

3.2.5 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Ein Zentralhirn wurde in 500ul Histon-Homogenisierungspuffer [1x PBS; ImM EDTA; SmM
Natriumbutyrat] auf Eis mit einem S-Pistill in einem Glashomogenisator homogenisiert.
Anschliefend wurden die Proben zusitzlich mit Ultraschall behandelt (10x fiir ca. 1s bei einer
Amplitude von 30%). Danach wurde der Teil der Probe, der mit dem H3-Antikorper
untersucht werden sollte, noch ein weiteres mal 1:2 mit dem Histon-Homogenisierungspuffer
mit Harnstoff [1x PBS; ImM EDTA; SmM Natriumbutyrat; 8M Harnstoff] verdiinnt und bei
-40°C eingefroren. Je nach Arbeitsaufwand wurden die anderen Proben ebenfalls bei -40°C
eingefroren und erst zu einem spiteren Zeitpunkt verwendet, oder direkt auf die ELISA-Platte
aufgetragen. Es hat sich gezeigt, dass die Proben etwa 3 Wochen bei -40°C stabil waren.
Lingere Lagerung fiihrte zum Verlust der Acetylierungsunterschiede. Beim Auftragen auf die
ELISA-Platte wurde eine fiinfstufige Verdiinnungsreihe (1:2) mit dem Puffer, in dem sich die
Probe befand (H3: Histon-Homogenisierungspuffer mit 4M Harnstoff; Rest: Histon-
Homogenisierungspuffer), erzeugt.

Die ELISA-Platte wurde 1h bei RT mit den Proben inkubiert, anschlieBend wird 1h bei RT
mit ELISA-Blocklosung [1x PBS; 0,5% (w/v) BSA] geblockt. Die Primérantikérper wurden
iber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Es folgt ein Waschen mit PBS (3x 5min)
und eine Inkubation mit sekundiren Antikorpern fiir 1h bei RT. Nach erneutem Waschen mit
PBS (3x 5min) wurde die Firbelosung [1x RxN-Puffer; ImM p-NPP] in die Wells pipettiert
und die ELISA-Platte bei 37°C im Brutschrank (in der Regel iiber Nacht) entwickelt. Fiir die

25



3 Material und Methoden

Zusammensetzung des RxN-Puffers s. Tab. 3-2 auf Seite 21. Die Konzentrationen der

verwendeten Antikorper sind in Tab. 3-1 auf Seite 19 zu entnehmen.

3.2.6 Test des Einflusses des Ernahrungszustands auf
Histonmodifikationen

Die Tiere wurden wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben in Rohrchen gespannt. Die eine Gruppe
wurde wie iiblich 3 Mal tiglich gefiittert, morgens 2, mittags 2, abends 5 Tropfen (satt) und
die hungrigen Tiere wurden nur abends mit 5 Tropfen gefiittert. Die Tiere wurden unter
diesen Bedingungen fiir zwei Tage gehalten und dann ca. 30min nach der Mittagsfiitterung

der satten Tiere prépariert.

3.2.7 Test der Empfindlichkeit auf Zuckerwasser (Responsiveness)
Die in Rohrchen eingespannten Bienen wurden aufsteigend mit den Zuckerlosungen
(Saccarose) OmM, 30mM, 100mM, 300mM und 1000mM an der Antenne auf den
Riisselrausstreckreflex (probostis extension reflex — PER) getestet. Die Tiere wurden vorher
mit einer IM Zuckerlosung gefiittert, und so eingestellt, dass weniger als 10% auf OmM und
alle auf 1000mM reagieren. Die Bienen wurden am selben Tag gefangen, an dem sie getestet
wurden.
Um den Einfluss von TSA auf die Zuckerwasserempfindlichkeit zu testen, wurden die Tiere
2h vor dem Test, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, mit TSA [0,5ug/ul Trichostatin A in
Kontrolllosung] und Kontrolllosung [PBS:DMSO 4:1] injiziert.
3.2.8 Nicht-Assoziative Lernparadigmen (Sensitisierung und

Habituation)
Die Untersuchungen zu den nicht-assoziativen Lernformen wurden nacheinander mit den
selben Tieren durchgefiihrt. Die Tiere wurden am gleichen Tag getestet, an dem sie gefangen
und, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, in Rohrchen gespannt. Die Tiere wurden zunichst
hungrig ca. 1h nach der Injektion auf die Sensitisierung getestet. Nach der Sensitisierung
wurden die Tiere mit einer 1M Zuckerlosung gefiittert und in etwa so eingestellt, dass sie in
etwa nach der Hilfte des Cut-Offs habituierten. Die Habituation wurde etwa 2h nach der
Injektion durchgefiihrt. Injiziert wurde, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, 1ul der
entsprechenden Losung: Kontrolllosung: [PBS:DMSO 4:1]; TSA: [0,5ug/ul Trichostatin A in

Kontrolllésung].
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Sensitisierung:

Bei der Sensitisierung wird die Biene vor einem Abzug mit Nelkenduft angeblasen. Dies
geschieht, indem die Luft mit Hilfe einer Spritze durch einen mit Nelkendl getridnkten
Zellstoff gedriickt wird. Dabei wurde der PER notiert. Nach einer Wartezeit von 2min wurde
die Biene mit einer 1M Zuckerlosung an der Antenne stimuliert (Sensitisierung) und 20s
danach der Test mit dem Nelkenduft wiederholt. Hier wurde ebenfalls der PER notiert. Aus
dem Experiment wurden die Bienen entfernt, die nicht mit dem PER auf eine Stimulierung

mit einer 1M Zuckerlosung reagierten.

Habituation:

Die Tiere wurden mit einem in 1M Zuckerlosung getauchten Zahnstocher mit einer Frequenz
von etwa 2Hz an einer Antenne stimuliert, solange bis entweder der Cut-Off (50 Stimuli)
erreicht war, oder die Tiere auf 5 hintereinander dargereichte Stimuli nicht mit dem PER
reagierten. Da es sich bei dem PER um eine Alles-oder-Nichts-Reaktion handelt (Riissel
rausgestreckt oder nicht rausgestreckt), gelangt man nach 5 Stimuli in den Bereich der
Signifikanz (50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125% W ahrscheinlichkeit des PER). Daher werden
diese Tiere als habituiert betrachtet. Gezahlt werden die Stimuli, bis zum Ausbleiben des
PERs. Nun ist noch zu testen, ob es sich um eine Habituation oder eine Ermiidung handelt.
Dazu werden die Tiere mit einer 1M Zuckerlésung an der anderen Antenne dishabituiert
(Ermiidete Tiere wiirden hier nicht reagieren).

Von dem Experiment wurden die Tiere ausgeschlossen, die von Beginn an nicht auf die 1M
Zuckerlosung reagierten, die Tiere, die nicht habituierten (mehr als 50 Stimuli) und auch die

Tiere, die nicht dishabituierten.

3.2.9 Assoziative olfaktorische Konditionierung

Wenn nicht anders beschrieben, erfolgte das Training mit hungrig am Vortag eingespannten
Tieren (keine Fiitterung fiir ca. 17h — in der Regel iiber Nacht). Fiir die Konditionierung ist es
wichtig, dass die Stimuli in zeitlicher Ndhe und in der richtigen Reihenfolge présentiert
werden. In diesen Experimenten wird der Nelkenduft (konditionierter Stimulus — CS), mit
einer 1M Zuckerlosung (unkonditionierter Stimulus — US) gepaart. Der Nelkenduft wurde,
wie bei der Sensitisierung (s. Kapitel 3.2.8) beschrieben, mit einer Spritze verabreicht. Nach
etwa der Hilfte des Volumens aus der Spritze wurde eine 1M Zuckerldsung an einem
Zahnstocher zunichst an den Antennen und dann, nach Herausstrecken des Riissels, auch am
Riissel dargereicht. Die Prisentation dauerte etwa 6s. Wenn es sich bei dem Training um ein

Training mit mehreren Trainingseinheiten (Drei-Trial-Training) handelt, so wurde zwischen
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den einzelnen Trainingseinheiten ein Abstand von 2min eingehalten (Inter-Trial-Intervall).
Die CS-US-Paarung wurde vor einem Abzug durchgefiihrt, der verhindert, dass die anderen
Tiere mit dem CS in Kontakt kamen und auch der US nicht zu friih detektiert werden konnte.
Durch Anblasen mit Nelkenduft, ebenfalls vor dem Abzug, wurde das Gedachtnis zu den
Zeitpunkten 2h, 1d und 2d nach dem Training getestet. Die Tiere wurden, wie in Kapitel 3.2.1
beschrieben, gefiittert, frithestens jedoch 30min nach Abruf (2h, 1d und 2d). Die Injektion
erfolgte wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Der Zeitpunkt so wie die Zusammensetzung der
verwendeten Losungen fiir die Injektion, ist der jeweiligen Bildunterschrift des Experiments

zu entnehmen.

3.2.10 Orale Applikation der Inhibitoren (TSA und 5-Azacytidin)

Fiir die orale Applikation von TSA und 5-Azacytidin wurden Kifige (s. Abb. 3-3 auf Seite
29) verwendet. Die adulten Bienen wurden mit der Plexiglaspyramide gefangen und zur
einfacheren Uberfiihrung in den Kifig auf Eis immobilisiert. Die frisch geschliipften Bienen
wurden ohne Immobilisierung direkt in die Kéfige tiberfiihrt.

In den Kifigen wurden Wasser (Leitungswasser) und Futterteig [3 Teile Puderzucker; 1 Teil
Honig] dargereicht. Fiir die orale Applikation wurde Img TSA in 200ul absolut Ethanol
gelost und dann auf den Puderzucker getropft und mit dem Futterteig verknetet. Fiir den
ersten Versuch (s. Abb. 4-22 auf Seite 60) wurden Img TSA auf 6,6g Futterteig verfiittert, fiir
die spiteren Experimente wurde die Konzentration halbiert (1mg TSA auf 13,3g Futterteig).
Bei der oralen Applikation von 5-Azacytidin wurde 1,5mg in 6,6g Futter verwendet.

Die maximale Belegung eines Kifigs lag bei etwa 150 Tieren.

Die Tiere in den Kifigen wurden in einem Brutschrank mit hoher Luftfeuchtigkeit (Wanne

mit Wasser) und einer Temperatur von 28°C gehalten.
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Abb. 3-3: Kaiifig fiir die orale Applikation der Inhibitoren mit zuséitzlichem Futtertrog
Gezeigt ist ein Kifig, der fiir die orale Applikation von TSA verwendet wurde. 1) Tiir; 2) Arretierungspin der Tiir; 3)
Futtertrog — die ersten 3 Wells wurden mit Wasser gefiillt, die restlichen 5 mit Futterteig; 4) Auslass zum Entnehmen
kleiner Bienenmengen. Der Kifig ist auf beiden Seiten mit einem feinen Netz bespannt, durch das mit einer Kaniile
Wasser nachgefiillt werden kann. Damit die Bienen besser das Klima in dem Kifig kontrollieren konnen, wurde
zusitzlich zur Aufbewahrung in einem Brutschrank die mit Netz bespannten Seiten mit Pappe abgedeckt.

3.2.11 Kohortenbildung und Revertierung

Fiir die Kohorte wurden Waben mit schliipfenden Bienen in einem Brutschrank bei 28°C
gestellt. Die Bienen schliipften dort bis maximal 3 Tage, dies definiert den Altersunterschied
der Bienen im Experiment (Details s. Tab. 3-4 auf Seite 30). Die Bienen wurden anschlieend
in die Kohorten iiberfiihrt. Fiir die kleinen Kohorten (600-800 Tiere) wurden Taunus-
Begattungskistchen verwendet. In dem Honigraum wurde eine Honigwabe eingesetzt. In der
Regel wurde nach etwa einem Tag die Konigin dazugesetzt und die Kohorte 2 Tage ruhen
gelassen. AnschlieBend wurde die Kohorte im Freien aufgestellt und geodffnet.

Fiir die groe Revertierungskohorte wurden ca. 3000 Tiere und ein Ablegerkasten verwendet.
Die Honigwabe wurde, wie die anderen Waben fiir die Eiablage auch, einfach eingehingt. Da
es sich bei dieser grolen Kohorte um sehr viele Tiere handelt, die iiber ein Zeitraum von 3
Tagen geschliipft sind, wurde auf die Ruhezeit verzichtet und die Kohorte direkt ins Freie
gestellt. Zudem wurde die Konigin zundchst in einem Kéfig in den Stock gehingt, so dass
sich die Arbeiterinnen an die Konigin gewohnen konnten. Nach 2 Tagen der EingewShnung
wurde der Verschluss am Kifig entfernt.

Normalerweise begannen die Tiere nach etwa 10 Tagen regelmifig zu fliegen. Sie wurden

mit Plakafarben (5 Farben fiir 5 verschiedene Tage im Laufe von etwa 10 Tagen) beim
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Zuriickkehren zum Ausflugsloch am Abdomen markiert. Die Tiere wurden fiir die Analyse
etwa im Alter von 21 Tagen aus dem Stock entnommen.

Fir die Revertierung wurde ein Teil der Brut zusammen mit einer Honigwabe und der
Konigin in einen neuen Ablegerkasten gesetzt, der an derselben Stelle aufgestellt wurde, an
der die alte Kohorte stand. Die alte Kohorte wurde etwa 5-10m weiter entfernt aufgestellt. Die
Bienen, die sich anhand von Orientierungsfliigen gemerkt hatten, wo der Stock zu finden war,
flogen zum neuen Stock, die anderen verblieben im Alten. So kommt es zur Auftrennung von
Fliegern und Ammen. Bei der Revertierungskohorte wurde, da nicht geniigend verschieden
Farben vorhanden waren, um insgesamt 10 Tage anzumalen, auf Mischungen (in der Regel
mit Weil}) zuriick gegriffen. Die Tiere der Revertierung waren zum Zeitpunkt der Priparation
etwa 6 Wochen alt.

Als Flieger galten Tiere, die mindestens an drei verschiedenen Tagen geflogen sind (entweder
die mit drei verschiedenen Farben markiert waren, oder die zwei verschiedene Farben trugen
und beim Ausflug gefangen wurden). Als Ammen wurden Bienen definiert, die aufgrund ihrer

Tatigkeit kopfiiber in einer Wabe steckten, in der sich eine Larve befand.

Tab. 3-4: Details der Kohorten

# Anzahl Geschliipft Konigin Ruhezeit Priparation Revertierung Priparation
1 ~800 4./5.05.07 7.05.07 2 Tage  21.-25.05.07 - -

2 ~600-700  18./19.07.07 21.07.07 - 4.-8.08.07 - -

3 ~800 7.06.08 9.06.08 2 Tage  24.-27.06.08 - -

4 ~3000 4.-6.07.08 7.07.08 - 22.-25.07.08 26.07.08 8.-10.08.08

Ein — bedeutet, dass keine Ruhezeit eingehalten bzw. keine Revertierung durch gefiihrt wurde.

Aus der Kohorte 4 wurden am 11./14./15.08.08 zum Zweck der Analyse einer genomweiten
DNA-Methylierung Tiere prépariert. Die Ergebnisse dieser Analyse lagen bei Abgabe der

Doktorarbeit noch nicht vor.

3.2.12 Ausflugexperiment

Die Tiere sind iiber Nacht in einem Brutschrank bei ca. 28°C geschliipft. Die Tiere wurden
einzeln mit einer Pinzette von den Waben gesammelt und anschlieBend mit Plakafarbe
entsprechend der Gruppe (TSA oder Kontrolle) farblich markiert. Die so markierten Tiere
wurden in die Kifige (je zwei pro Gruppe) fiir die orale Applikation gesetzt und im
Brutschrank bei 28°C und hoher Luftfeuchtigkeit 4 Tage mit Kontrollfutter ohne Alkohol
[10g Puderzucker; 3,3g Honig] gefiittert. Die Bienen wurden anschlieBend auf Kontrollfutter
mit Alkohol [10g Puderzucker; 3,3g Honig; 200ul EtOH] bzw. auf TSA [1mg TSA in 200ul
EtOH; 10g Puderzucker; 3,3g Honig] gesetzt. Dieses Futter wurde 2% Tage verabreicht.
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Anschliefend wurden die beiden Gruppen %2 Tage wieder auf Kontrollfutter ohne Alkohol
gesetzt. Die Tiere wurden in eine Taunus-Begattungskasten iiberfiihrt, 235 pro Gruppe und
am Nachmittag nach draulen gestellt. Am nichsten Morgen wurden die verbliebenden Bienen

im Stock gezéahlt.

3.2.13 Statistik
Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden der T-Test (Microsoft Excel) und der Fischer Exakt

Test (Statsoft Statistica) verwendet.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit soll die Wechselwirkung von Histonmodifikationen und Verhalten untersucht
werden. Dafiir ist es notwendig, Werkzeuge zu besitzen, die es ermoglichen, die

Histonmodifikationen zu quantifizieren und zu manipulieren.

4.1 Etablierung einer Methode zur Quantifizierung der
Histonmodifikationen

Es ist moglich mittels Antikorper und der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
Proteine und Proteinmodifikationen zu quantifizieren. Jedoch sind die Anforderungen an die
Antikorper in der ELISA hoch. Daher ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Verwendung
der Antikorper in der ELISA ihre Giite. Unter der Giite eines Antikorpers oder
Antikorpergemischs (polyklonaler Antikorper) ist zu verstehen, dass a) keine weiteren
Proteine detektiert werden, b) die Sensitivitdt ausreichend hoch ist und c) die Antikérper in

der ELISA ein gutes messbares Signal erzeugen (Signal-Rausch-Verhiltnis).

4.1.1 Test der Antikorper

Aufgrund der hohen Konservierung der Histone durch das gesamte Tierreich (s. Abb. 4-1) ist
es moglich kéuflich erwerbbare Antikdrper zu verwenden, die nicht explizit fiir die

Honigbiene produziert wurden.

1 17 34 h 68

| + + + |

H3_H= HARTKOTARKSTGGKAPRKAOLATKAARRKSAPATGGYKKPHRYRPGTYALREIRRYOKSTELLIRKLPF
H3_Hn HARTEKOTARKSTGGKAPRKOLATKAARESAPATGGYKKPHRYRPGTYALREIRRYOKSTELLIRELPF
H3_An HARTKOTARKSTGGKAPRKOLATKAARKSAPATGGYKKPHRYRPGTYALREIRRYOKSTELLIRKLPF
H3_Dn HARTKOTARKSTGGKAPRKAOLATKAARRKSAPATGGYKKPHRYRPGTYALREIRRYOKSTELLIRKLPF
Consensus HARTKOTARKSTGGKAPRKOLATEAARKSAPATGGYKKPHRYRPGTYALREIREYOKSTELLIRKELPF

69 85 102 119 136

| $ $ + |

H3_Hs ORLYREIAODFETOLRFOSSAYHALOEASEAYLYGLFEDTHLCATHAKRYTIHPKDIOLARRIRGERA
H3_Hn ORLYREIAODFETOLRFOSSAYHALOEASEAYLYGLFEDTHLCATHAKRYTIHPKDIOLARRIRGERA
H3_An ORLYRETAODFETOLRFOSSAYHALOEASEAYLYGLFEDTHLCATHAKRYTIHPKDIOLARRIRGERA
H3_Dn ORLYREIAODFETOLRFOSSAYHALOEASEAYLYGLFEDTHLCATHAKRYTIHPKDIOLARRIRGERA
Consensus ORLYREIAODFETOLRFOSSAYHALGEASEAYLYGLFEDTHLCATHAKRYTIHPKDIOLARRIRGERA

Abb. 4-1: Multialignment von Histon H3
Fiir dieses Alignment wurde das Histon H3.2 aus Mensch (Homo sapiens - H3_Hs), Maus (Mus muskulus — H3_Mm),
Honigbiene (Apis mellifera — H3_Am) und Fruchtfliege (Drosophila melanogaster — H3_Dm) verwendet.
Die Sequenzen stammen von NCBI (www.pubmed.com). Von H3_Am sind noch keine Proteindaten verdffentlicht. Es
handelt sich hier um das Ergebnis eines Proteinblast (tblastn) in der EST-Library des Honigbienengenoms auf NCBI.
Verwendetes Programm fiirs Alignment: http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html
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Diese Antikorper wurden mit Hilfe eines Westernblots auf ihre Tauglichkeit fiir die
Verwendung in der ELISA iiberpriift. In diesem Rahmen wurden verschiedene
Histonantikorper getestet (s. Tab. 4-1). Diese Arbeit beschrédnkt sich auf die Histone 3 und 4,
da aus den bisherigen Veroffentlichungen eine Verbindung zwischen Modifikationen an
diesen Histonen und Lernen und Gedichtnisbildung abzeichnet.

In den folgenden Experimenten wurden die Antikorper verwendet, die beide Voraussetzungen
aus Tab. 4-1 erfiillen. Ausnahme ist lediglich der H3 Ac-9, da sich im ELISA gezeigt hat,
dass das Signal-Rausch-Verhiltnis von diesem Antikorper zu schlecht war. Dies kann zum
einen daran liegen, dass der Antikorper sein Epitop nicht richtig erkennt, oder dass die
Acetylierung am Lys-9 am Histon H3 in der Biene keine hdufige Modifikation ist.

Die in Abb. 4-2 auf Seite 34 gezeigten Antikorper erfiillen die Kriterien fiir die Verwendung
im ELISA. Bei dem Antikorper Met-4,1 zeigt sich eine sehr schwache weitere Bande, etwas
unter 98kDa. Das Verhiltnis der Bande, des Histons zu dem unbekannten Protein, ist 24:1,
somit macht der Fehler in der ELISA etwa 4% aus. Vergleicht man diesen Fehler mit der
Standardabweichung in der realen Messung (s. Abb. 4-19 auf Seite 57), so ist zu sehen, dass
die Standardabweichung bei etwa 30% des Messwerts liegt und damit weit groBer ist, als der

Fehler durch die Detektion.

Tab. 4-1: Ubersicht iiber die auf Bienenhirn getesteten Antikorper

Erkennt keine

Epitop Erkennt Epitop weiteren Proteine Firma
H3 X X Sigma-Aldrich
H3 X Cellsignaling
H3 Ac-9 X X Epitomics
H3 Ac-18 X X Cellsignaling
H3 Ac-23 Cellsignaling
H3 Met-4,1 X X* Abcam
H3 Met-4,3 X Abcam
H3 Met-27,3 X X Upstate
H4 Imgenex
H4 Ac-8 X Upstate
H4 Ac-12 X Upstate
H4 Ac-16 Upstate

Spezifikation des Antikorpers besteht aus: Bezeichnung des Histons (H3 o. H4); Art der Modifikation (Ac —
Acetylierung, Met — Methylierung; Position der Modifikation (Zahl nach dem Bindestrich); Anzahl der Modifikationen
(Zahl nach dem Komma)

*: Verhiltnis von Epitop zu weiteren detektierten Proteinen ~ 24:1. Das entspricht einem Fehler von ca 4%.
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Abb. 4-2:Westernblot: Test der Antikorper H3, Met-4,1, Met-27,3, Ac-18 gegen Bienenhirn
H3: Histon 3; Met-4,1: Monomethylierung an Lysin 4 des Histons 3; Met-27,3: Trimethylierung an Lysin 27 des
Histons 3; Ac-18: Acetylierung an Lysin 18 des Histons 3

*1 5. Text unter Tab. 4-1 auf voriger Seite

4.1.2 Etablierung der ELISA

Um die Antikdrper im ELISA verwenden zu konnen, ist es notwendig, dass sie ein lineares
Detektionsverhalten zeigen, d.h. dass sie bei steigender Probenmenge zu einer linearen
Zunahme der optischen Dichte (OD) bei der Nachweisreaktion fithren (Lambert-Beersches
Gesetz). Dies war bei dem H3 Antikorper fiir das einfache Homogenat (Bienenhirn in
Histonhomogenisierungspuffer homogenisiert) nicht der Fall (s. Abb. 4-3 A auf Seite 36: H3
— PBS). Die Kurve stellt sich als stark gesittigt dar, mit einem Bereich, in dem es sogar zu
einer Ubersittigung und damit zu einem Signalabfall kommt. Weitere Verdiinnung der Probe
fiihrte zu einer Verbesserung, sprich zu einer Linearisierung der Kurve (Daten nicht gezeigt).
Die zu verwendende Verdiinnung wire ca. 1:64 von der Ausgangskonzentration (ein
Zentralhirn in 250ul Homogenisierungspuffer).

Durch die starke Interaktion der Histone mit der DNA kann es sein, dass die Histone nicht
von der DNA gelost werden und es deswegen zu einer Beeintriachtigung der Histon-Detektion
kommt. Es wurde daher getestet, ob denaturierende Bedingungen (Harnstoff) zu einer
Verbesserung der Detektion fithren. Bei der Verwendung von Harnstoff ist zu beachten, dass
die rdumliche Struktur der Epitope verlorengehen kann, weshalb die Antikdrper das Epitop
eventuell nicht mehr detektieren konnen. Daher ist von Fall zu Fall zu untersuchen, wie die

Antikorper auf eine Behandlung der Probe mit Harnstoff reagieren.
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Die Behandlung mit Harnstoff hebt die Sittigung nicht auf, eliminiert aber den
Ubersittigungseffekt (keine abnehmende OD bei den hohen Konzentration 4-16). Durch
Zufall wurde der linearisierende Effekt des Einfrierens entdeckt. In Proben, in denen es durch
Abkiihlung zur Prizipitation des Harnstoff kam, wurde beobachtet, dass die resultierende
Absorptionskurve linear war. Fiir die weiteren Versuche wurde wie in Abb. 4-3 die Proben
bei -40°C eingefroren.

In Abb. 4-3 auf Seite 36 ist als Beispiel fiir die Histonmodifikationen der Antikorper Ac-18
gezeigt, die Daten fiir die anderen modifikationsspezifischen Antikorper werden aufgrund
ihrer Ahnlichkeit zu den Ergebnissen des Ac-18 Antikdrpers nicht gezeigt. Die Reduktion der
Signale durch Harnstoff, bzw. durch Harnstoff und Frieren fielen bei den Antikérpern Met-4,1
und Met-27,3 leicht anders aus als bei Ac-18. Bei allen Dreien zeigte sich jedoch wie beim
Ac-18, dass die in Harnstoff eingefrorenen Proben ein stirkeres Signal aufwiesen, als die
Proben nur mit Harnstoff. Bei allen modifikationsspezifischen Antikorpern war die Probe
ohne Harnstoff die Stédrkste. Die Linearititsverbesserung, die hier auch beim Ac-18 durch das
im Harnstoff einfrieren zusehen ist, wurde bei den anderen Antikorper nicht beobachtet.

Die Steigung, die sich aus der Absorption der Verdiinnungsreihe ergibt, ist ein Maf} fiir die
relative detektierte Probenmenge. In Abb. 4-3 B ist die Steigung der Ausgleichsgeraden fiir
die jeweilige Behandlung wiedergegeben (relative detektierte Probenmenge). Hier zeigt sich,
dass fiir den H3 Antikorper die Behandlung Harnstoff + Einfrieren zur stidrksten Detektion
fiihrt, bei Ac-18 und den anderen Modifikationen (Daten nicht gezeigt) ist es die Probe, die
nur im Homogenisierungspuffer (PBS) verbleibt, ohne weitere Behandlung.

Um eine Messung zu ermdoglichen, die nicht von der eingesetzten Probenmenge abhingt, wird
der H3 Antikorper zur Normalisierung verwendet, d.h. es wird fiir jede Probe die
Modifikation und die Histonmenge gemessen. AnschlieBend wird der Wert der
Histonmodifikation durch die Histonmenge geteilt und die so erhaltenen relativen
Modifikationsstirken der einzelnen Proben miteinander zu einem Mittelwert verrechnet, der

in einem Balkendiagramm wiedergegeben wird.
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Abb. 4-3: Etablierung der ELISA
A) Zeigt die Mittelwerte der ELISA-Absorptionskurven der Antikdrper H3 und Ac-18 gegen Verdiinnungsreihen von
Bienenhirnhomogenaten. Die Homogenate wurden unterschiedlich behandelt. Alle Proben wurden in Histon-
homogenisierungspuffer homogenisiert und dann anschlieSend noch einmal 1:2 verdiinnt mit:
PBS: Histonhomogenisierungspuffer
Harnstoff: Histonhomogenisierungspuffer mit Harnstoff
Harnstoff + Einfrieren: Histonhomogenisierungspuffer mit Harnstoff und zusitzliches Einfrieren bei -40°C
Fehlerbalken: Standardabweichung; n=4
B) Zeigt die Mittelwerte der Steigung der Ausgleichsgeraden der einzelnen Absorptionskurven aus A) fiir die
Antikorper H3 und Ac-18. Dies entspricht der relativen detektierten Probenmenge.
Normiert auf das Maximum.
Fehlerbalken: Standardabweichung; n=4

Ob sich die jeweiligen Behandlungen der Proben fiir die Antikdrper H3 und Ac-18 auch fiir
die Detektion eines Acetylierungsunterschieds eignen, wurde mit Hilfe von Trichostatin A
(TSA) getestet. Dazu wurden je 4 Tiere mit TSA-Losung [0,2 pg/ul TSA in Kontrolllosung]
und Kontrolllosung [PBS/DMSO 4:1] injiziert und 1h nach der Injektion pripariert. Die

Proben wurden auf die beiden Behandlungen (PBS und Harnstoff + einfrieren) aufgeteilt.
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4.1 Etablierung einer Methode zur Quantifizierung der Histonmodifikationen

Anschliefend wurden alle Kombinationen zur Bildung des Verhéltnisses aus Ac-18 und H3
gebildet. Die Zusammenfassung der Ergebnisse sind Tab. 4-2 zu entnehmen. Dabei war zu
sehen, dass durch die Verwendung der Kombinationen aus Ac-18 und H3 in Harnstoff
einfrieren (beide eingefroren) und Ac-18 im Homogenisierungspuffer und H3 in Harnstoff
einfrieren (kombinierte Methode) eine erhohte Acetylierung in TSA behandelten Tieren
messbar war. Dabei war die Standardabweichung, wenn beide Antikorper auf Harnstoff
eingefrorene Proben angewendet wurden, geringer als bei der kombinierten Methode. Fiir die
Abb. 4-4 auf Seite 38 und Abb. 4-5 auf Seite 39 wurden die Proben fiir beide Antikorper in
Harnstoff eingefroren. Da aber die anderen beiden Antikorper (Met-4,1 und Met-27,3)
weniger gut auf die Harnstoffbehandlung reagierten und die Konzeption der Experimente nur
einen sehr geringen Spielraum fiir die Probenaufteilung lie, wurde in allen weiteren

Experimenten die kombinierte Methode angewendet.

Tab. 4-2: Zusammenfassung der Ergebnisse der verschiedenen Probenbehandlungen

Ac-18

Harnstoff
PBS  +
Einfrieren
7p]
m [ [
oo| -
Lis & *
n (0]
c +c + +
s £
I L

Gemessen wurde das Verhiltnis von Ac-18 / H3. Dargestellt ist, ob die jeweilige Probenbehandlung zu einer
unterschiedlichen Acetylierungsdetektion entsprechend der TSA-Behandlung gefiihrt hat (+) oder nicht (-). Kombinierte
Methode: Probe fiir den Ac-18 in PBS, Probe fiir den H3 in Harnstoff eingefroren; Beide in Harnstoff eingefroren: Proben fiir
Ac-18 und H3 in Harnstoff eingefroren. Die letztere Methode zeigte eine geringere Standardabweichung (*).

4.1.3 Wirkungsdauer des Inhibitormix (Trichostatin A und Valproat)

Wie bereits in vorherigen Paragraphen erwéhnt, lédsst sich mit der ELISA-Technik die relative
Acetylierung bestimmen. Zu Beginn wurde ein Inhibitormix aus Trichostatin A (TSA) und
Valproat (VPA) in den Thorax der Honigbiene injiziert. Das Gehirn dieser Honigbienen
wurde dann zu bestimmten Zeitpunkten nach der Injektion (sofort - Oh; 1h; 2h; 4h), wie in
Kapitel 3.2.3 beschrieben, pripariert, um so die Dauer der biologischen Wirksamkeit der

Drogen zu untersuchen.
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Wie zu erwarten, zeigt sich am Zeitpunkt Oh kein Unterschied zwischen den behandelten
Tieren, da hier die Droge keine Moglichkeit besitzen sollte vom Torax ins Gehirn zu
gelangen. Bei 1h und 2h zeigt sich eine starke Erhohung der Acetylierung in TSA behandelten
Tieren. Signifikant sind nur die 2h, weil bei 1h die Probenanzahl zu gering ist. Nach vier
Stunden ist die Wirkung soweit abgeklungen, dass der Unterschied nicht mehr signifikant ist.

Der Inhibitormix zeigt bei der Lys-18 Acetylierung am H3 eine sehr lang andauernde

Wirkung, die erst nach mehr als 4h Stunden abklingt.
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Abb. 4-4: Kinetik der biologischen Wirksamkeit des HDA C-Inhibitormixes
Wirkungsdauer des Inhibitormixes aus Trichostatin A (TSA) und Valproat (VPA) gemessen durch die relative
Acetylierung an Position 18 am Histon 3. Wiedergegeben sind die Mittelwerte der Verhiltnisse aus Ac-18 und H3 (n =
Zahl im Balken). Die Bienen wurden mit 1ul der entsprechenden Losung in den Thorax injiziert. AnschlieBend wurden
die Gehirne wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben zum entsprechenden Zeitpunkt (Oh, 1h, 2h, 4h) pripariert. Kontrolle::
PBS/DMSO 4:1 (Kontrolllosung); Inhibitormix: TSA 0,2ug + VPA 0,6ug pro Biene in Kontrolllosung.
Fehlerbalken: Standardabweichung
*: P <0,05 (T-Test)

4.1.4 Auftrennung des Inhibitormixes

Der Inhibitormix wurde zu Beginn verwendet, um eine moglichst starke und breite Wirkung
zu erzielen. Da nur eine Acetylierungsstelle untersucht wurde, hétte es sein konnen, dass der
eine Inhibitor einen stirkeren Einfluss auf die Acetylierung an dieser Position hat, als der
andere.

Im folgenden Versuch soll die Wirkung der einzelnen Inhibitoren zum 2h-Zeitpunkt
untersucht werden.

In Abb. 4-5 auf Seite 39 zeigt sich, dass Valproat alleine zu keiner signifikanten Erhchung des
Acetylierungslevels zu diesem Zeitpunkt fiihrt, anders als TSA und die Kombination aus TSA
und VPA. Es sieht sogar so aus, als ob es bei der Kombination zu synergistischen Effekten
kommt, da die Erhohung der Acetylierung durch VPA alleine kleiner ist, als die Differenz aus
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4.1 Etablierung einer Methode zur Quantifizierung der Histonmodifikationen

TSA und TSA + VPA. Dies kann aber bei der geringen Probenanzahl nicht verifiziert werden
(TSA zu TSA + VPA n.s.). In den weiteren Experimenten wurde nur noch TSA verwendet,
weil die Inhibition durch TSA trotz geringerer Dosis (Stoffkonzentration im Experiment: TSA

zu VPA ~ 1:6) stirker ist, als die von VPA.
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Abb. 4-5: HDAC-Inhibition durch VPA, TSA und TSA + VPA (anhand von Ac-18 an H3)
Dargestellt sind die Mittelwerte des Verhiltnisses von Ac-18 zu H3, normalisiert auf die Kontrolle (n = Zahl im
Balken). Die Bienen wurden mit 1ul der entsprechenden Losung 2h vor der Priparation in den Thorax injiziert. Die
Gehirne wurden wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben pripariert. Kontrolle: PBS/DMSO 4:1 (Kontrolllosung); VPA:
Valproat 0,6pg pro Biene in Kontrolllgsung; TSA: Trichostatin A 0,2ug pro Biene in Kontrolllgsung; TSA + VPA:
Inhibitormix aus der Kombination von TSA und VPA (Konzentrationen s. VPA und TSA) in Kontrolllosung; ***: P <
0,001; **: P < 0,01 (T-Test)

4.2 Modifikation der Chromatinstruktur und Verhalten der
Honigbiene

Da es durch die oben gezeigten Methoden moglich ist, Histonmodifikationen zu
quantifizieren, und im Falle der Acetylierung es sogar moglich ist, die Modifikation zu
beeinflussen, soll im Folgenden untersucht werden, welchen Einfluss die Beeinflussung der
Chromatinstruktur auf das Verhalten der Honigbiene hat. Zum einen soll dabei der Einfluss
der Histonacetylierung und DNA-Methylierung im appetitiven Lernen untersucht und zum
anderen die Wechselwirkungen von Histonmodifikation und Aufspaltung in die

Aufgabenbereiche der Arbeiterin als Beispiel natiirlichen Verhaltens beleuchtet werden.

4.2.1 Einfluss der Histonacetylierung beim appetitiven Lernen

Im Folgenden soll der Einfluss der Histonacetylierung auf verschiedene Aspekte von Lernen
und Gedéchtnisbildung untersucht werden. Zunéchst werden die Wechselwirkungen zwischen

unkonditioniertem Stimulus (US) und Histonmodifikation untersucht, dann der Einfluss von
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Histonacetylierung auf nicht-assoziative (Sensitisierung und Habituation) und assoziative
Lernformen.

Diese Arbeit konzentriert sich dabei zum einen auf die Acetylierung, weil es die einzige
Histonmodifikation ist, die sich gezielt verdndern ldsst, und zum anderen auf das appetitive
Lernen, da es im Zusammenhang mit der Histonacetylierung noch in keinem System

untersucht wurde.

4.2.1.1 Wechselwirkung von Histonmodifikation und US

Der unkonditionierte Stimulus (US) ist im appetitiven Lernen eine Futterbelohnung. Da die
Belohnungsstirke, und damit auch die Stirke des US, stark vom Séttigungszustand des Tieres
abhingt, soll in diesem Experiment der Einfluss des Sittigungszustands auf die
Histonmodifikationen untersucht werden.

Histonmodifikationen sind mit verantwortlich fiir die Regulation der Transkription und sind
damit Regulatoren eines energieverbrauchenden Prozesses. Der Sittigungszustand konnte also
auch einen Einfluss auf die Histonmodifikationen besitzen.

In Abb. 4-6 ist zu sehen, dass die satten Tiere eine hohere Acetylierung an Position 18 am
Histon H3 aufweisen, als die hungrigen Tiere; die anderen Histonmodifikationen sind

unbeeinflusst.
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Abb. 4-6: Einfluss des Erndhrungszustands auf Histonmodifikationen
Wiedergegeben sind die Mittelwerte der Verhiltnisse aus der entsprechenden Histonmodifikation (Ac-18, Met-4,1 und
Met-27,3) und H3, sowie die detektierte Menge von H3 (n = Zahl im Balken), normalisiert auf die hungrigen Tiere. Der
Fehlerbalken gibt die Standardabweichung wieder. Satt: Bienen wurden iiber 2 Tage 3 mal tdglich mit 2-5 Tropfen
Zuckerlosung gefiittert; Hungrig: Bienen wurden nur am Abend des ersten Tages mit 5 Tropfen gefiittert
*: P < 0,05 (T-Test)
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Satte Tiere konnen die Stimulierung mit Zuckerwasser, der in den Lernexperimenten als US
verwendet wird, zwar wahrnehmen, sie ragieren aber, im Gegensatz zu hungrigen Tieren,
nicht mit dem Riisselreflex darauf. Nun stellt sich die Frage, wenn der Sittigungszustand
einen Einfluss auf die Histonacetylierung besitzt, wie wirkt sich dann eine kiinstlich erhchte
Acetylierung auf die US-Wahrnehmung aus?

Im folgenden Experiment soll daher geklidrt werden, welchen Einfluss TSA auf die
Zuckerwasser-Empfindlichkeit und damit auf die Wahrnehmung des unkonditionierten

Stimulus (US) in der appetitiven Konditionierung in der Honigbiene haben konnte.

100 +
O Kontrolle (n=23)
80+
B TSA (n=24)
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Abb. 4-7: Einfluss von TSA auf die Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Zuckerkonzentrationen
Gezeigt ist die Anzahl der Tiere in %, die auf den gegebenen Stimulus (Zuckerkonzentration in Losung) an der
Antenne mit dem PER reagierten. Die Tiere wurden 2h vor dem Test mit 1ul der entsprechenden Losung injiziert.
Kontrolle: Kontrolllgsung (PBS/DMSO 4:1); TSA: 0,5ug/ul Trichostatin A in Kontrolllosung. Die Anzahl der Tiere
ist in Klammern hinter der Gruppenbezeichnung in der Legende vermerkt.

Wie Abb. 4-7 zu entnehmen ist, hat die Injektion mit TSA 2h nach der Injektion zu keiner

Veridnderung der Empfindlichkeit gegeniiber Zuckerwasser gefiihrt. Es gibt also keinen

Einfluss von TSA auf die US-Empfindlichkeit im appetitiven Lernen der Honigbiene.

4.2.1.2 Einfluss von TSA auf nicht-assoziatives Lernen

In den néchsten Experimenten sollen die Auswirkungen von TSA auf nicht-assoziatives
Lernen untersucht werden (Sensitisierung und Habituation). Bei den nicht-assoziativen
Lernformen reagiert das Tier unterschiedlich auf ein und desselben Stimulus, abhidngig von
vorangegangenen Ereignissen.

Die Zeitpunkte der Messung wurden so gewdhlt, dass beide Untersuchungen hintereinander
durchgefiihrt werden konnten. Dabei wurde zunichst die Sensitisierung etwa eine Stunde und

anschlieBend die Habituation etwa zwei Stunden nach der Injektion von TSA durchgefiihrt.
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a) Einfluss von TSA auf die Sensitisierung

Bei der Sensitisierung kommt es zu einer Verstirkung der Reaktion auf einen gegebenen
Stimulus.

Die hier durchgefiihrte Sensitisierung verwendet eine Stimulation mit einer 1M Zuckerldsung
an der Antenne, um das Tier in einen Zustand erhohter Erregung zu versetzen. In dem
Zustand erhohter Erregung reagieren die Tiere vermehrt mit dem Herausstrecken des Riissels
(PER). In Abb. 4-8 A auf Seite 42 ist der Ablauf des Sensitisierungs-Experiments dargestellt.
Die Tiere wurden zweimal mit Nelkenduft (neutraler Stimulus) getestet, einmal 2min vor und
einmal 20sec nach der Sensitisierung. Die Ergebnisse der Tests sind in Abb. 4-8 B zu sehen.
Dabei zeigt sich, dass es zu keinem Unterschied zwischen TSA- und Kontrolltieren kommt.

Ebenso ist die Spontanreaktionen in beiden Gruppen vor der Sensitisierung gleich.

A

Test des PER Test des PER
vor der nach der
Injektion Sensitisierung Sensitisierung
| | . | .
' 1h " 2min | 20sec !

Sensitisierung

100 7 O Kontrolle

80 - HTSA
g 60 -
14
40

20 A

0 31 35
vor nach
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Abb. 4-8: Einfluss von TSA auf die Sensitisierung
A) Ablauf des Sensitisierungs-Versuchs; B) Wiedergegeben ist die Anzahl der Tiere in %, vor und nach der
Sensitisierung mit 1M Zuckerlosung an der Antenne, die auf den Nelkenduft mit dem PER reagiert haben (n = Zahl im
Balken); Die Tiere wurden lh vor dem Versuch mit Ipl der entsprechenden Losung injiziert. Kontrolle:
Kontrolllosung (PBS/DMSO 4:1); TSA: Trichostatin A 0,5ug/ul in Kontrolllsung. Von dem Experiment wurden alle
Bienen ausgeschlossen, die nicht auf 1M Zuckerlosung reagiert haben (keine Sensitisierung). Die Anzahl der
ausgeschlossenen Bienen war fiir beide Gruppen in etwa gleich.
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b) Einfluss von TSA auf die Habituation

Bei der Habituation kommt es zu einer Abschwichung der Reaktion auf einen gegebenen
Stimulus, bis hin zu dessen Ausbleiben.

Dies wird in diesem Fall durch eine stindig wiederholte Stimulierung (Frequenz etwa 2Hz) an
einer Antenne mit einer 1M Zuckerlosung erreicht. Die Stimulation an der Antenne, die
normalerweise zum PER fiihrt, wird am Ende aufgrund der vorangegangenen Stimulationen
vom Tier ignoriert. Um zu iiberpriifen, ob es sich beim Ausbleiben des PER nicht um eine
Ermiidung des Tieres handelt, wurden die Tiere dishabituiert. Die Dishabituation wird dabei
genauso wie die Habituation mit einer 1M Zuckerlosung durchgefiihrt, nur wird dabei die
andere Antenne stimuliert.

Bei der Habituation wird getestet, wie hdufig der Stimulus (Zuckerlosung) gegeben werden
muss, bis das Tier auf den an der Antenne dargereichten Stimulus nicht mehr mit dem PER
reagiert. Von dem Experiment wurden alle Tiere ausgeschlossen, die nach 50 Stimuli (Cut-
Off) noch immer nicht habituierten, sowie alle Tiere, die nach der Habituation nicht
dishabituierten. Die beiden untersuchten Gruppen (Kontrolle und TSA) unterschieden sich
nicht in den ausgeschlossenen Tieren.

Es zeigt sich, dass auch die Habituation nicht durch TSA beeinflusst wird (s. Abb. 4-9). Somit
zeigt sich, das TSA keinen Einfluss auf nicht-assoziatives Lernen besitzt. Diese Experimente
deuten darauf hin, dass es durch TSA zu keiner Verdanderung der CS- und US-Prozessierung

kommt.
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Abb. 4-9: Einfluss von TSA auf die Habituation

Dargestellt sind die Mittelwerte der Anzahl gegebenen Stimuli (1M Zuckerlosung) an einer der beiden Antennen, bis
zum Ausbleiben des PER (Habituation). Die Frequenz der Stimuli lag bei etwa 2Hz. Die Anzahl der untersuchten Tiere
ist durch die Zahl im Balken wiedergegeben. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. Das Tier galt als
habituiert, wenn es auf 5 aufeinander folgende Stimuli nicht reagierte (Erreichen des Signifikanzlevels bei einer Alles-
oder-Nichts-Reaktion). Die Dishabituation erfolgte im Anschluss an die Habituation durch Stimulierung der anderen
Antenne mit einer 1M Zuckerl6sung.

Die Tiere fiir dieses Experiment wurden ca. 2h vor der Untersuchung mit 1ul der entsprechenden Losung injiziert.
Kontrolle: Kontrolllosung (PBS/DMSO 4:1); TSA: Trichostatin A 0,5ug/ul in Kontrolllosung
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4.2.1.3 Einfluss von TSA auf assoziatives Lernen und Gedéchtnisbildung

In der Literatur existieren bisher nur Daten iiber den Einfluss von TSA auf das Gedéchtnis
von Vertebraten. Die meisten Untersuchungen wurden dabei mit aversiven Lernparadigmen
vorgenommen. Daher soll im Folgenden die Wirkung von TSA in der appetitiven
Konditionierung untersucht werden.

Dabei wird im appetitiven Lernen ein konditionierter Stimulus (CS), in diesem Experiment
Nelkenduft, mit einer Futterbelohnung (Zuckerlosung) gepaart. Dabei bildet sich ein
transkriptionsabhingiges Gedachtnis aus, wenn die CS-US-Paarung wie im Drei-Trial-
Training mehrmals préasentiert wird. Dagegen bildet sich bei einer einmaligen Prédsentation

wie beim Ein-Trial-Training kein transkriptionsabhéingiges Gedichtnis aus.

a) Einfluss der Trainingsstirke auf den TSA-Effekt

In den folgenden Versuchen soll der Einfluss von TSA auf das assoziative Lernen und
Gediachtnis in Abhédngigkeit der Trainingsstidrke untersucht werden. Der Trainingszeitpunkt
wurde, wie auch schon bei den nicht-assoziativen Lernformen, so gewéhlt, dass das Training
unter dem Einfluss von TSA stattfand (2h nach der Injektion).

In Abb. 4-10 auf Seite 46 ist der Einfluss von TSA auf das assoziative Lernen und Gedéchtnis
zu sehen; dabei nimmt die Trainingsstirke von A nach C ab. Zunichst ist zu erkennen, dass
TSA keinen Einfluss auf den Lernprozess hat. Wie Abb. 4-10 A zu entnehmen ist,
unterscheiden sich die beiden Gruppen (TSA und Kontrolle) im Training nicht voneinander
(1.-3. Trial). Das Gedéchtnis unterscheidet sich erst ab einem Tag nach dem Training. Der
Gedachtnisabruf bei 2h ist bei keinem der drei Trainingsintensititen unterschiedlich. Bei dem
starken Drei-Trial-Training ist beim Abruf am ersten Tag nur eine Tendenz zu sehen, der
Unterschied ist nicht signifikant. Dies kann daran liegen, dass die Gruppengréfe geringer war,
als bei den anderen Versuchen (Abb. 4-10 B und C).

Aus appetitiven Konditionierungsversuchen mit Actinomycin D (ActD), einem
Transkriptionsblocker, ist bekannt, dass sich ein transkriptionsabhédngiges Gedichtnis in der
Honigbiene erst nach dem zweiten Tag und auch nur beim Drei-Trial-Training zeigt [64, 190].
Dies ist im Vergleich mit der Maus, die bereits am ersten Tag ein transkriptionsabhingiges
Gedachtnis aufweist, recht spit. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der TSA-Effekt
transkriptionsunabhéngig ist. Transkriptionsunabhingige Effekte sollten sich aber auch im
Ein-Trial-Training zeigen, bei dem kein transkriptionsabhéngiges Gedéchtnis induziert wird.
Um dies zu iiberpriifen, wurde die Trainingsstirke reduziert. Dabei zeigt sich, dass mit

abnehmender Trainingsstidrke das Verhiltnis des Gedéchtnisses am ersten Tag zwischen TSA
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und Kontrolle zunimmt (s. Abb. 4-11 auf Seite 47), d.h. je schwicher das Training, desto
grofer ist die relative Wirkung von TSA. Zu sehen ist, dass in beiden Ein-Trail-
Trainingsexperimenten die TSA-Gruppe ein Gedichtnis am ersten Tag von ca. 40% erreicht.
Dies deutet darauf hin, dass das durch TSA induzierte Gedédchtnis nicht durch die Fiitterung
beeinflusst wird.

Alle bisher veroffentlichten Daten zeigen, dass der Einfluss der HDAC-Inhibitoren auf
Lernen und Gedichtnisbildung transkriptionsabhéngig ist. Daher ist die frithe Beeinflussung
des Gedichtnisses, sowie die Beeinflussung des Gedichtnisses des Ein-Trial-Trainings hochst

unerwartet.
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Abb. 4-10: Einfluss von TSA auf assoziatives Lernen und Gedichtnis bei verschiedenen Trainingsstirken
Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit dem PER reagierten. Training (Lernphase):
CS-US-Paarung (1. — 3.Trial), Gedéchtnisabruf: Nur CS Prisentation (2h, 1d). Die Bienen wurden 2h vor dem Training
mit 1pl der entsprechenden Losung injiziert. Kontrolle: Kontrolllosung (PBS/DMSO 4:1); TSA: Trichostatin A
0,5ug/ul in Kontrolllosung. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern hinter der Gruppenbezeichnung in der Legende
vermerkt. A) Starkes Training: Drei-Trial-Training mit einem Trainingsintervall von 2 min; B) Schwaches Training:
Ein-Trial-Training; C) Sehr schwaches Training: Die Bienen wurden vor dem Ein-Trial-Training zusitzlich gefiittert.

*: P < 0,05 (Fischer Exakt Test)
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Relative Gedachtnisverdnderung
durch TSA am 1. Tag
N

1,51
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ein Trial
Training drei Trials ein Trial +
gefiittert
Trainingsstarke stark schwach sehr schwach

Abb. 4-11: Abhéingigkeit des TSA-Effekts von der Trainingsstiirke
Gezeigt ist die relative Gedéchtnisverdnderung in Abhéngigkeit von der Trainingsstirke (Ratio TSA-Tiere / Kontroll-
Tiere am 1. Tag) aus Abb. 4-10 auf Seite 46.

b) Einfluss des Injektionszeitpunkts auf den TSA-Effekt

Das assoziative Gedéchtnis stellt sich als komplexes System aus ineinander greifenden Phasen
dar, die durch verschiedene Kaskaden gesteuert werden. Die ersten Phasen der
Gedichtnisbildung bestehen aus der Lern- (Etablierung des Gedichtnisses) und der
Konsolidierungsphase (Festigung des Gedéchtnisses).

Die bisherigen Experimente wurden alle so durchgefiihrt, dass TSA 2h vor dem Training
injiziert wurde. Da, wie aus Abb. 4-4 auf Seite 38 bekannt, die HDAC-Inhibitoren sehr lange
wirksam sind (iiber 4h), reicht die Wirkung von TSA von der Lernphase bis weit in die
Konsolidierungsphase hinein. Um eine Idee zu bekommen, in welcher dieser Phasen TSA
seine Wirkung entfaltet, wurde der Zeitpunkt relativ zum Training variiert.

Dazu wurden Experimente durchgefiihrt, in denen die Tiere zuerst trainiert und anschlieend
zu verschiedenen Zeitpunkten mit TSA injiziert wurden. Dabei zeigt sich der bereits bekannte
TSA-Effekt (s. Abb. 4-12 auf Seite 48) fiir den Zeitpunkt 30min nach dem Training. Der 4h-
Zeitpunkt zeigt nur noch eine Tendenz, der Unterschied ist nicht mehr signifikant, was an
dem allgemein sehr geringen Gedichtnis am ersten Tag liegen konnte (s. Abb. 4-12 B).
Dagegen scheint sich der Effekt bei der Injektion 6h nach dem Training umzukehren, hier
sind die Kontrolltiere besser als die TSA-Tiere. Es handelt sich hier aber ebenfalls nur um

eine Tendenz, die Werte sind nicht signifikant unterschiedlich.
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Die Ergebnisse zeigen, dass TSA nicht bei der Etablierung des Gedéchtnisses wirkt, sondern
erst wihrend der Konsolidierung, da sich der TSA-Effekt auch einstellt, wenn TSA nach dem

Training injiziert wird.
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Abb. 4-12: Einfluss des Injektionszeitpunkts auf den TSA-Effekt — Injektion erfolgte nach dem Training
Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit dem PER reagierten. Training (Lernphase):
CS-US-Paarung (1. Trial), Gedéchtnisabruf: Nur CS Prisentation (2h, 1d). Die Tiere wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach dem Training mit 1pl der entsprechenden Losung injiziert: A) 30min; B) 4h; C) 6h. Kontrolle:
Kontrolllosung (PBS/DMSO 4:1); TSA: Trichostatin A 0,5ug/pl in Kontrolllosung. Die Tiere wurden vor dem
Training gefiittert (s. Abb. 4-10 C auf Seite 46). Das Gedéchtnis bei 2h liefert einen Hinweis darauf, dass die Tiere bei
A) und B) nicht ausreichend vor dem Training gefiittert wurden. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern hinter der
Gruppenbezeichnung in der Legende vermerkt. Bei B) und C) wurde die Injektion erst nach dem 2h Gedichtnisabruf
durchgefiihrt, was es erlaubt, die Tiere nach ihrem Gedichtnis bei 2h gleichmifig auf die Gruppen zu verteilen.

*: P < 0,05 (Fischer Exakt Test)
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Die Abhingigkeit des TSA-Effekts ist in Abb. 4-13 noch einmal zusammengefasst, inklusive
des Zeitpunktes 2h vor dem Training. Wiedergegeben ist das Verhiltnis aus dem Gedichtnis
von TSA-Tieren zu Kontrolltieren, in Abhédngigkeit des Injektionszeitpunkts relativ zum
Trainingszeitpunkt. Dabei ist zu erkennen, dass die Verstarkung von TSA auf einem dhnlich
hohen Niveau bleibt, um dann bei dem 6h-Zeitpunkt rapide abzufallen. Es sieht so aus, als ob
TSA nicht nur seine Wirkung verlieren wiirde, sondern dass sich die Wirkung von TSA
umkehrt.

Da die Daten an dieser Stelle nicht signifikant sind, stellt das jedoch nur eine Tendenz dar, die
durch weitere Experimente verifiziert werden muss.

Aus den Daten ldsst sich ableiten, dass TSA in einem recht engen und spezifischen Zeitfenster
(~1h nach dem Training [30min + 10-20min bis TSA zum Hirn transportiert wurde] bis ~5h
nach dem Training) wirkt, was auch auf einen spezifischen Wirkmechanismus von TSA auf

die Gedichtnisbildung schlie3en ldsst.
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Abb. 4-13: Abhiingigkeit des TSA-Effekts vom Injektionszeitpunkt
Gezeigt ist die relative Gedédchtnisverdnderung in Abhéngigkeit vom Injektionszeitpunkt (Ratio TSA-Tiere / Kontroll-
Tiere am 1. Tag) aus Abb. 4-10 B und Abb. 4-12. Zu beachten ist, dass es sich hier nicht um eine logarithmische
Auftragung handelt, was den eigentlichen Nulldurchtritt verzerrt. Nulldurchtritt etwa bei Sh.

4.2.1.4 Eingrenzung des Wirkmechanismuses von TSA:
transkriptionsabhingig, ja oder nein?

Alle bisher veroffentlichten Daten an Vertebraten zeigen, dass es sich bei dem durch TSA
induzierten Gedichtniseffekt um einen transkriptionsabhingigen Effekt handelt. Da die
bisherigen Daten in der Honigbiene, das frithe Auftreten (bereits am 1. Tag) und das
Auftreten beim Ein-Trial-Training, jedoch gegen die Transkriptionsabhingigkeit sprechen,
soll in den folgenden Versuchen die Transkription mit Hilfe von Actinomycin D wihrend der

TSA-Behandlung geblockt werden.
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Dafiir wurden die beiden Inhibitoren Actinomycin D und TSA zusammen 2h vor dem
Training injiziert.

Abb. 4-14 auf Seite 51 zeigt die Transkriptionsabhingigkeit des TSA-Effekts, sowohl fiir
Drei-Trial- als auch fiir Ein-Trial-Training. Dabei zeigt sich die Tendenz (Daten nicht
signifikant), dass im Drei-Trial-Training ab dem zweiten Tag und im Ein-Trial-Training
schon am ersten Tag der TSA-Effekt transkriptionsabhiingig ist. Weiterhin ist zu sehen, dass
es abhéngig von den Trainingstrials zu Unterschieden in der Wirkungsdauer des TS A-Effekts
kommt. Im Drei-Trial-Training dauert die Gedichtnisverbesserung durch TSA bis zum
zweiten Tag an, wohingegen beim Ein-Trial-Training der TSA-Effekt am zweiten Tag
verschwunden ist. Dieser Befund wird zusétzlich durch Abb. 4-15 auf Seite 52 unterstiitzt.
Hier sind die Daten aus dem Versuch aus Abb. 4-12 A auf Seite 48 zum Gedéchtnisabruf vom
ersten und zweiten Tag dargestellt. Es handelt sich bei dem Versuch um ein Ein-Trial-
Training, bei dem die TSA-Injektion 30min nach dem Training erfolgte. Auch hier zeigt sich,
dass bei einem Ein-Trial-Training der TSA-Effekt nur am ersten Tag auftritt und dann am
zweiten Tag kein Unterschied mehr zwischen TSA und Kontrolle feststellbar ist. Dies deutet
auf einen generellen Unterschied des TSA-Effekts zwischen den beiden Trainingsmethoden

hin.
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Abb. 4-14: Abhiingigkeit des TSA-Effekts von der Transkription je nach Trainingsmethode
Wiedergegeben ist die Anzahl der Tiere in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit dem PER reagierten. Training
(Lernphase): CS-US-Paarung (1. — 3. Trial), Gedéchtnisabruf: Nur CS Prisentation (2h, 1d, 2d). Die Tiere wurden
zwischen 1-2h vor dem Training mit 1ul der entsprechenden Losung injiziert. Die Tiere wurden anschlieend mit 2
Tropfen1M Zuckerlosung gefiittert (30-45min vor dem Training). Kontrolle: Kontrolllosung (PBS/DMSO 1:1); TSA:
Trichostatin A 0,5ug/ul in Kontrolllosung; TSA + ActD: Trichostatin A 0,5pg/pl und Actinomycin D 2ug/ul in
Kontrolllosung; A) Drei-Trial-Training mit einem Intertrialintervall von 2min; (n = s. Legende); B) Ein-Trial-Training;
(n = Zahl im Balken)

*: P < 0,05 (Fischer Exakt Test)
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Abb. 4-15: Gedichtnisabruf des ersten und zweiten Tages des Versuchs aus Abb. 4-12 A auf Seite 48
Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit dem PER reagierten (n = Zahl im Balken).
Es ist nur der Gedéchtnisabruf fiir 1d und 2d dargestellt (nur CS Prisentation (1d, 2d)), fiir die Daten des Trainings und
des 2h-Abrufs s. Abb. 4-12 A. Die Tiere wurden 30min nach dem Training mit 1pl der entsprechenden Losung
injiziert. Kontrolle: Kontrolllosung (PBS/DMSO 4:1); TSA: Trichostatin A 0,5ug/ul in Kontrolllosung. Es handelt
sich bei diesem Experiment um ein Ein-Trial-Training, wie auch das Experiment aus Abb. 4-14 B. *:P < 0,05 (Fischer
Exakt Test)

4.2.2 DNA-Methylierung in der Honigbiene

Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es ein kompliziertes Wechselspiel zwischen DNA-
Methylierung und Histonmodifikationen. In der Honigbiene ist bekannt, dass sie alle drei aus
dem Menschen bekannten de novo Methyltransferase (DNMT)-Familien besitzt und dass die
DNMTs eine Rolle bei der kastenspezifischen Entwicklung (unterschiedliche Entwicklung
von Konigin und Arbeiterin) spielen.

In den folgenden Experimenten soll der Einfluss der DNA-Methylierung auf die
Histonmodifikationen und das Verhalten der Honigbiene am Beispiel der klassischen
Konditionierung untersucht werden.

Fiir die Beeinflussung der DNA-Methylierung wurde 5-Azacytidin, ein Inhibitor der DNMT,
verwendet. In der Maus hat sich gezeigt, dass 5-Azacytidin einen negativen Effekt auf das
Gedidchtnis in der aversiven Konditionierung hat. Zudem soll die Verwendung von 5-
Azacytidin und TSA sich in der Wirkung aufs Lernen gegenseitig aufheben, was der

verstarkenden Wirkung von 5-Azacytidin auf die Histondeacetylierung widerspricht.

52



4.2 Modifikation der Chromatinstruktur und Verhalten der Honigbiene

4.2.2.1 Einfluss von 5-Azacytidin auf die Histonmodifikationen in der
Honigbiene

Da die Daten widerspriichlich sind, was die Wirkung von 5-Azacytidin auf die
Histonmodifikationen angeht, wurden frisch geschliipfte Bienen fiir 4 Tage mit 5-Azacytidin
gefiittert und anschlieBend die relative Histonmodifikationsstirke gemessen.

In Abb. 4-16 ist zu sehen, dass es zu keiner Beeinflussung der drei untersuchten
Histonmodifikationen kommt. Dies deckt sich mit der Literatur, die zeigt, dass es durch die

Gabe von 5-Azacytidin zu keiner genomweiten Histonacetylierung kommt.
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Abb. 4-16: Einfluss von 5-Azacytidin auf die Histonmodifikationen
Dargestellt sind die Mittelwerte der Verhéltnisse aus der entsprechenden Histonmodifikation (Ac-18, Met-4,1 und Met-
27,3) und H3, sowie die detektierte Menge von H3, normalisiert auf die Kontrolltiere (n = s. Legende). Der
Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. Frisch geschliipfte Bienen wurden vier Tage mit dem entsprechenden
Futter gefiittert. Kontrolle: Kontrollfutter [Sg Puderzucker, 1,6g Honig, 200ul EtOH]; 5-Aza: 1,6 mg 5-Azacytidin in
6,6g Kontrollfutter

4.2.2.2 Einfluss von 5-Azacytidin auf die appetitive Konditionierung
Bisher ist der Einfluss von 5-Azacytidin auf Lernen und Gedichtnisbildung nur in der Maus

und auch nur bei der aversiven Konditionierung untersucht worden. Hier zeigt sich eine
Reduktion des Gedéachtnisses. Im Folgenden soll der Einfluss von 5-Azacytidin auf die
appetitive Konditionierung untersucht werden.

Daher wurden die Bienen 2h vor dem Training in den Thorax mit 5-Azacytidin injiziert.

Wie der Abb. 4-17 auf Seite 54 zu entnehmen ist, zeigt sich bei der Honigbiene kein Einfluss

auf die appetitive Konditionierung.
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Da nur eine Konzentration getestet wurde, kann es sein, dass die verwendete Dosis zu gering

war.
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Abb. 4-17: Einfluss von 5-Azacytidin auf Lernen und Gedéchtnisbildung
Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit dem PER reagierten. Training (Lernphase):
CS-US-Paarung (1. — 3.Trial), Gedéchtnisabruf: Nur CS Prisentation (2h, 1d). Die Bienen wurden 2h vor dem Training
mit 1yl der entsprechenden Losung injiziert. Kontrolle: Kontrolllosung (PBS); 5-Aza: 5-Azacytidin lug/pul in
Kontrolllosung. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern hinter der Gruppenbezeichnung in der Legende vermerkt.

4.3 Aufgabenverteilung in der Honigbiene
In den bisherigen Versuchen wurde der Einfluss von TSA auf Lernen und Gedéichtnisbildung

der Honigbiene untersucht. Dabei handelt es sich um ein unter Laborbedingungen erzeugtes
Verhalten, dass sehr schnell induzierbar ist. Wie sieht es aber mit dem Einfluss von
Histonmodifikationen auf natiirliche und léngerfristige Verhaltensverinderungen der
Honigbiene aus?

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, durchlduft eine Arbeiterin abhéngig von ihrem Alter
verschiedene Aufgaben innerhalb und auflerhalb des Stocks. Im Alter von etwa 3 Tagen
beginnt die Biene mit der Brutpflege. Diese Bienen werden Ammen genannt. In einer
Ubergangsphase, in der die Arbeiterin zunichst weitere Aufgaben innerhalb des Stocks
tibernimmt, beginnt die Verlagerung der Aufgabenbereiche hin zu Téatigkeiten aullerhalb des
Stocks. Ab einem Alter von ca. 21 Tagen beginnt die Biene zu sammeln und regelméaBig
auszufliegen. Diese Bienen werden Flieger genannt. Abb. 4-18 A auf Seite 56 zeigt stark
vereinfacht die natiirliche Abfolge der Aufgaben.

Diese zwei Verhaltensweisen (Flieger und Ammen) der Arbeiterbiene sollen als
Untersuchungsmodell fiir eine natiirliche und ldngerfristige Verhaltensverinderung der

Honigbiene dienen.
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Da eine Abhingigkeit zwischen Aufgabenbereich und dem Alter der Arbeiterin besteht, ist es
nicht moglich, die Ergebnisse einem der beiden Faktoren eindeutig zuzuordnen. Es ist daher
notwendig, die Aufgaben vom Alter zu entkoppeln. Dies wird dadurch erreicht, dass gleich
alte Bienen in einem kiinstlichen Stock (Kohorte) zusammengesetzt werden (s. Abb. 4-18 B).
Es bilden sich alle Aufgabenbereich der Arbeiterbiene heraus, die aber jetzt altersunabhingig
sind, da die Bienen das gleiche Alter besitzen. Um wirklich sicher zugehen, dass die
Ergebnisse mit den Aufgabengebieten korrelieren, wird die Kohorte, in der sich die
Aufspaltung in die Aufgabengebiete vollzogen hat, in Flieger und Ammen getrennt. In den so
gewonnenen Kohorten (Flieger-Kohorte und Ammen-Kohorte) kommt es zu einer erneuten
Aufspaltung in die Aufgabengebiete. Die Flieger revertieren zu Ammen, daher wird dieser
Vorgang auch Revertierung genannt (s. Abb. 4-18 B). Dies stellt sicher, dass die
Veridnderungen nicht nur auf den Alterungsprozess zuriickzufiihren sind, sondern wirklich mit
den Aufgabengebieten assoziiert sind.

Bereits bekannt ist, dass die verschiedenen Verhaltensweisen mit unterschiedlichen
Expressionsmustern im Gehirn adulter Tiere einhergehen. Dass es sich bei den
Expressionsmustern um variable Systeme handelt, die sich ineinander {iberfiihren lassen, zeigt
sich durch die Revertierung. Wie diese Expressionsmuster etabliert werden und persistieren,
ist jedoch nicht geklirt. Es wire moglich, dass hier epigenetische Mechanismen als

Regulatoren der Expression fungieren.
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A
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geschliipfte ——— Ammen ——— Flieger
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Abb. 4-18: Schema der Reihenfolge der Aufgabenbereiche der Arbeiterin
A) Darstellung der Aufgabenreihenfolge im Stock (natiirlich), die geschliipften Bienen sind zunédchst Ammen (Alter <
21d) und dann anschlieBend Flieger (Alter > 21d) B) Darstellung der Aufgabenreihenfolge im Experiment: Durch die
Verwendung gleich alter Bienen zur Bildung eines kiinstlichen Stocks (Kohorte) kommt es zur Entkopplung der
Abhingigkeit von Alter und Aufgabenverteilung. Bei der Revertierung handelt es sich um die erneute Aufspaltung der
Aufgaben aus einer der beiden Gruppen (Flieger und Ammen). Im Experiment wurden die Flieger verwendet, um die
Revertierung durchzufiihren.

4.3.1 Einfluss der Aufgabenbereiche auf die Histonmodifikationen

Es wurden insgesamt vier Kohorten untersucht, in zwei aufeinanderfolgenden Sommern
(2007-08). Dabei zeigt sich, dass Flieger eine Erhohung der Acetylierung am Ac-18 des
Histon H3 besitzen. Dies war fiir jede der vier Kohorten und auch fiir die Revertierung
signifikant. Abb. 4-19 auf Seite 57 zeigt die zusammengefassten Daten aller Kohorten-
Experimente inklusive der Revertierung (A) und die Ergebnisse der Kohorte 4 vor und nach
der Revertierung (B). Die Werte fiir die beiden anderen Histonmodifikationen sind in den
einzelnen Kohorten nicht signifikant. Werden jedoch alle Daten zusammengefasst, so zeigt
sich auch hier ein signifikanter Unterschied in der Monomethylierung am Lysin 4 von Histon

H3. Klar zu sehen ist, dass die Menge an detektiertem Histon H3 in beiden Gruppen gleich ist.
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Abb. 4-19: Histonmodifikationsstirke in Abhiingigkeit vom Aufgabenbereich der Arbeiterin
Wiedergegeben sind die Mittelwerte der Verhéltnisse aus der entsprechenden Histonmodifikation (Ac-18, Met-4,1 und
Met-27,3) und H3, sowie die detektierte Menge von H3, normalisiert auf die Ammen (n = Zahl im Balken) Flieger:
Arbeiterbienen, die mindestens an 3 unterschiedlichen Tagen geflogen sind; Ammen: Arbeiterbienen, die kopfiiber in
einer Wabe mit einer Larve gesteckt hat (Fiitterung der Larve); Flieger und Ammen sind gleich alt.

A) Daten von 4 Kohorten (je 2 in 2 unterschiedlichen Sommern, 2007-08) und einer Revertierung; Fehlerbalken: SEM;
B) Zeigt die Daten der Kohorte 4 vor und nach der Revertierung der Flieger; Fehlerbalken: Standardabweichung
**%: P <0,001; *: P < 0,05 (T-Test)

4.3.2 Einfluss der Aufgabengebiete auf die Expression ausgewahlter
Kinasen

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass verschiedene Kinasen, je nach Aufgabenbereich der
Honigbiene, unterschiedlich exprimiert werden [185]. Die meisten Untersuchungen wurden
dabei nur auf mRNA-Ebene durchgefiihrt. Die Menge der Kinasen soll mit denselben Proben
ermittelt werden, mit denen auch die Analyse der Histonmodifikation durchgefiihrt wurde.

Um die Proteinexpression auf Proteinlevel zu bestimmen, werden ebenfalls Antikorper gegen
Kinasen benotigt. Diese miissen zundchst gegen Bienenhirn getestet werden, um zu

iberpriifen, ob sich die Antikorper fiir die Verwendung im ELISA eignen.
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In Abb. 4-20 ist der Westernblot von MAP-Kinase (Mitogen-aktivierte Proteinkinase -
MAPK), Proteinkinase A (PKA) [3] und Proteinkinase C (PKC) [4] Antikdrpern gegen
Bienenhirn zu sehen. Bei der Doppelbande von PKA handelt es sich um Abbauprodukte, in
der phosphorylierten und dephosphorylierten Form der regulatorischen Untereinheit der Typ
IT A cAMP-abhingigen Kinase [3]. Alle drei Antikorper erfiillen die Vorraussetzung fiir die
Verwendung im ELISA.
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Abb. 4-20: Westernblot: Test der Antikorper p42/44 MAPK, PKA und PKC gegen Bienenhirn
p42/44 MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase (42 & 44kD); PKA: Proteinkinase A; PKC: Proteinkinase C

Die Untersuchung der Proteinexpression wurde nur an zwei Kohorten und der Revertierung
durchgefiihrt. Wie der Abb. 4-21 auf Seite 59 zu entnehmen ist, zeigen alle drei untersuchten
Kinasen eine erhohte Expression in den Fliegern. Dies gilt fiir alle Kohorten und auch fiir die
Revertierung. Die deutlichste Steigerung ist bei der MAPK zu sehen. Zu beachten ist auch
hier der Wert fiir das Histon H3, der belegt, dass die gemessenen Gesamtprotein-

konzentrationen in etwa gleich grof}3 waren.
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Abb. 4-21: Expression ausgewihlter Proteine in Abhéingigkeit vom Aufgabenbereich der Arbeiterin
Gezeigt sind die Mittelwerte der relativen detektierten Proteinmengen fiir PKA, PKC, MAPK und H3 jeweils normiert
auf die Ammen. Flieger: Arbeiterbienen, die mindestens an 3 unterschiedlichen Tagen geflogen sind; Ammen:
Arbeiterbienen, die kopfiiber in einer Wabe mit einer Larve gesteckt hat (Fiitterung der Larve); Flieger und Ammen
sind gleich alt; A) Daten von 2 Kohorten und einer Revertierung (2008); Fehlerbalken: SEM; n = s. Legende B) Zeigt
die Daten der Kohorte 4 vor und nach der Revertierung der Flieger; Fehlerbalken: Standardabweichung; n = Zahl im
Balken
**%: P <0,001; **: P <0,01; *: P <0,05 (T-Test)

Die Korrelation zwischen der Histonacetylierung und den Aufgabengebieten weist auf eine
mogliche Regulation der aufgabenspezifischen Expression durch die Histonacetylierung hin.
Es stellt sich die Frage: Werden die Expressionsmuster des jeweiligen Aufgabenbereichs
durch die Histonacetylierung gesteuert?

Dafiir ist zu kldren, ob eine kiinstliche Erhohung der Acetylierung zu einer Erhohung der
Kinasenexpression fiihrt und ob dadurch Verhalten in der Arbeiterin induziert wird, das
typisch fiir Flieger ist. Es soll also getestet werden, ob es moglich ist, mit Hilfe von TSA aus

Ammen Flieger zu machen.
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4.3.3 Einfluss von TSA auf die Aufspaltung der Arbeitsgebiete
Fiir diese Versuche muss eine andere Darreichung von TSA gewihlt werden, da die Versuche

eine groBe Anzahl an Tieren, sowie eine linger andauernde Verabreichung erforderen.

4.3.3.1 Orale Applikation von TSA

In den folgenden Versuchen wird die orale Applikation von TSA in der Honigbiene getestet.
In Abb. 4-22 ist die Verdnderung der Histonacetylierung abhingig von der
Verabreichungsdauer fiir frisch geschliipfte Bienen und adulte Flieger gezeigt. Dabei ist zu
beobachten, dass die Wirkung von TSA in direkt geschliipften Bienen nicht zu sehen ist,
wohingegen in adulten Bienen nach zwei Tagen fast eine doppelt so hohe Acetylierung

vorliegt wie in der Kontrolle. Nach vier Tagen ist dieser Effekt wieder verschwunden.
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Abb. 4-22: Verinderung der Acetylierung abhingig vom Alter und Applikationsdauer von TSA
Dargestellt sind die Mittelwerte des Verhéltnisses von Ac-18 zu H3, normiert auf den Mittelwert der Kontrollen iiber
alle gemessenen Tage (n = Zahl im Balken). Die Bienen wurden mit dem entsprechenden Futter fiir 5 Tage (Jung) bzw.
4 Tage (Adult) gefiittert. Kontrolle: Kontrollfutter [Sg Puderzucker, 1,6g Honig, 200ul EtOH]; TSA: 1mg TSA (gelost
in 200ul EtOH) in 6,6g Kontrollfutter. Die Tiere wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten pripariert (Jung: am Tag 1,
2 u. 5; Adult: am Tag 1, 2 u. 4). Fehlerbalken: Standardabweichung; Jung: frisch geschliipfte Bienen; Adult: Flieger
(Alter > 16 Tage); **: P < 0,01 (T-Test)

Deutlich ist, dass die jungen Tiere zwar eine Tendenz zeigen, diese aber bei der geringen
Probengrofe nicht signifikant ist. Bei der sehr hohen Konzentration an TSA im Futter werden
allerdings auch die anderen Histonmodifikationen (Met-4,1 und Met-27,3) mit beeinflusst
(Daten nicht gezeigt). Vergleicht man dies mit den Daten aus den Kohorten-Experimenten, so
hatten die Flieger nur etwa eine 20% erhohte Acetylierung. Eine ~80 %ige Erhohung ist daher

nicht mehr als physiologisch anzusehen, was die Beeinflussung der anderen

Histonmodifikationen (Daten nicht gezeigt) erkldaren konnte. Dass TSA nach vier Tagen in
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4.3 Aufgabenverteilung in der Honigbiene

den adulten Tieren nicht mehr wirkt, kann zum einen daran liegen, dass die Tiere merklich
weniger fressen und zum anderen, dass sich die Tiere vielleicht an die Dosis gewohnt haben.
Aus dem vorangegangenen Experiment ergeben sich gleich zwei Probleme, zum einen wirkt
TSA in frisch geschliipften Bienen nur schwach und zum anderen ist die Dosis von TSA im
Futter zu hoch, weshalb in den adulten Tieren eine nicht mehr physiologische
Hyperacetylierung detektiert wurde.

Daher wurde im folgenden Experiment die Konzentration von TSA im Futter halbiert und die
Experimente an vier Tage alten Bienen durchgefiihrt, was in etwa der Zeit entspricht, die die

Tiere im Stock bendtigen, bis sie beginnen als Ammen ihre Arbeit aufzunehmen.
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Abb. 4-23: Einfluss der oralen Verabreichung von TSA auf die Histonmodifikationen
Wiedergegeben sind die Mittelwerte der Verhéltnisse aus der entsprechenden Histonmodifikation (Ac-18, Met-4,1 und
Met-27,3) und H3, sowie die detektierte Menge von H3, normalisiert auf die Kontrolltiere (n = Zahl im Balken). Der
Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. A) Vier Tage alte Bienen wurden zwei Tage mit dem entsprechenden
Futter gefiittert. Kontrolle: Kontrollfutter [10g Puderzucker, 3,3g Honig, 200ul EtOH]; TSA: Img TSA (gelost in
200u1 EtOH) in 13,3g Kontrollfutter B) dieselben Gruppen wurden drei Tage nach Absetzen von TSA erneut gemessen
(3 Tage Kontrollfutter). ***: P < 0,001; *: P < 0,05 (T-Test)
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Dabei zeigt sich, dass in vier Tage alten Bienen die orale Applikation von TSA zu einer
Erhohung der Histonacetylierung fiihrt. Die anderen Histonmodifikationen sind davon nicht
beeinflusst (Abb. 4-23 A auf voriger Seite). Drei Tage nach der Verabreichung von TSA ist
die Acetylierung zwischen den beiden Gruppen wieder gleich, dagegen ist die
Monomethylierung am Lys-4 in der TSA-Gruppe geringer. Mit einer Differenz von etwa 20%
zwischen TSA- und kontrollgefiitterten Tieren entspricht der Unterschied in etwa dem

Unterschied zwischen Flieger und Ammen.

a) Einfluss von TSA auf die Expression ausgewdhlter Kinasen
Da die verschiedenen Aufgabenbereiche der Arbeiterin mit einer unterschiedlichen

Histonacetylierung und einer unterschiedlichen Kinasenexpression einhergehen, soll mit Hilfe
von TSA iberpriift werden, ob die Histonacetylierung eine Rolle bei der Regulation der
Kinasenexpression spielt. Daher wurden vier Tage alte Bienen fiir zwei Tage entweder mit
Kontrollfutter oder mit TSA gefiittert und anschlieBend die Histonacetylierung und die
relative Proteinexpression fiir PKA, PKC, MAPK und H3 ermittelt (s. Abb. 4-24).

Es ist nur eine Tendenz zu erkennen, aber sie deutet darauf hin, dass eine Hyperacetylierung

zu einer erhohten Kinasenexpression fiihrt.
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Abb. 4-24: Einfluss von TSA auf die Expression von PKA, PKC und MAPK
Gezeigt sind die Mittelwerte der relative detektierten Proteinmenge fiir PKA, PKC, MAPK und H3, sowie die relative
Histonacetylierung an Position 18 (Ratio aus Ac-18 und H3), normiert auf die Kontrolltiere (n = Zahl im Balken). Der
Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. 4 Tage alte Bienen wurden 2 Tage mit dem entsprechenden Futter
gefiittert. Kontrolle: Kontrollfutter [10g Puderzucker, 3,3g Honig, 200ul EtOH]; TSA: Img TSA (gelost in 200ul
EtOH) in 13,3g Kontrollfutter
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Leider war es nicht moglich, gegen Ende des Jahres noch ausreichend Brut zu erhalten. Die
weiteren Tiere, die in dem Experiment verwendet wurden, reagierten auf die orale
Applikation von TSA nicht mehr mit einer Erhéhung der Acetylierung. Dies kann an dem
starken Befall von Varoamilben gelegen haben, oder an dem allgemein schlechten Zustand, in

dem sich die Bienen befanden.

b) Einfluss von TSA auf das Ausflugverhalten der Honigbiene
Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels (Kapitel 4.3) beschrieben, verrichten die Ammen ihre

Aufgaben im Stock, wohingegen die Flieger zum Sammeln den Stock verlassen. Ein
wesentliches Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden Aufgabenbereichen ist also das
Ausflugsverhalten der Arbeiterbiene. Im folgenden Versuch soll daher der Einfluss von TSA
auf das Ausflugsverhalten der Honigbiene untersucht werden.

Um zu untersuchen, ob sich die Erhohung der Histonacetylierung auch auf dieses Verhalten
auswirkt, d.h. ob die jungen Bienen ein Verhalten zeigen, das dem eines Fliegers entspricht,
wurden die vier Tage alten Bienen 2'/, Tage mit TSA gefiittert. Da die Tiere sich gegenseitig
fiittern, wurde sie zusdtzlich ein halben Tag von TSA abgesetzt, um einer Weitergabe von
TSA zwischen den Gruppen vorzubeugen. AnschlieBend wurden die Tiere, die vorher in
getrennten Kifigen gefiittert wurden (je Behandlung zwei Kifige), in eine Kohorte
zusammengesetzt. Danach verblieb die Kohorte einen Tag draulen im Freien. SchlieBlich
wurden die im Stock verbliebenen Bienen gezihlt.

In Abb. 4-25 auf Seite 64 ist die Anzahl der fehlenden Bienen (ausgeflogene Bienen) beider
Gruppen in Prozent wiedergegeben. Deutlich ist zu erkennen, dass die Kontrolltiere viel eher
im Stock bleiben, als die TSA-Tiere. Dies konnte darauf hindeuten, dass das Ausflugverhalten
der Bienen beeinflusst ist.

Deutlich zu sehen war allerdings auch, dass die Bienen der TSA-Gruppe weniger fit waren
und insgesamt einen leicht trigen Eindruck gemacht haben.

Wiirde das Ergebnis des Experiments als einzelne Entscheidungen fiir jede Biene gewertet
werden, so wire das Ergebnis hoch signifikant (Fischer Exakt Test: P ~ 2,3 - 10*). Da
gruppendynamische Effekte nicht ausgeschlossen werden konnen, kann das Experiment nur
als Ganzes bewertet werden. Daher ist eine statistische Auswertung nicht moglich.

Leider war es auch hier wegen dem Riickgang der Brut im Herbst nicht mehr moglich, das
Experiment zu wiederholen. Die gro3e Anzahl der Tiere, die fiir dieses Experiment benotigt

wird, ist im Spatsommer nicht mehr zu erreichen.
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Abb. 4-25: Einfluss von TSA auf das Ausflugverhalten
4 Tage alte Bienen wurden entweder 3 Tage mit Kontrollfutter [10g Puderzucker, 3,3g Honig, 200ul EtOH]
(Kontrolle) oder 2'2 Tage mit 1mg TSA (gelost in 200ul EtOH) in 13,3g Kontrollfutter (TSA) gefiittert, anschlieBend
12 Tag von TSA abgesetzt (Kontrollfutter) und die auf vier Kifige aufgeteilten Gruppen (je zwei Kontrolle und TSA) in
eine Kohorte zusammengesetzt. Die Kohorte wurde einen Tag nach drauflen gestellt und am folgenden Tag wurden die
verbliebenden Bienen in der Kohorte gezihlt. Wiedergegeben sind die fehlenden Bienen in %. Die Anzahl der Tiere
entspricht der Zahl im Balken, die Zahl tiber dem Balken gibt den Wert an.
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5 Diskussion

5.1 Rolle der Histonacetylierung bei der Aufspaltung in die
Aufgabengebiete der Arbeiterin

Der Bienenstock besteht aus einem komplexen sozialen Gefiige, das vom Zusammenwirken
aller Bienen und ihrer verschiedenen Aufgaben abhingt. Neben den auch morphologisch
unterscheidbaren Kasten (Konigin, Drohnen, Arbeiterin) existieren unterschiedliche
Aufgabenbereiche der Arbeiterin [150], die das Uberleben des Stocks sichern. Die Verteilung
der Aufgaben im Stock bilden ein Gleichgewicht, das von der Grofle, dem Futterstatus [6] und
der Demographie [12, 85] des Stocks abhingt. Es gibt demnach Signale, die diese Verteilung
der Aufgabengebiete im Stock steuern. Da die Regelung einer sozialen Struktur von
betrichtlichem Interesse ist, gab es in den letzten Jahren viele Anstrengungen, um die
zugrunde liegenden Prozesse zu erkldren. Unter natiirlichen Bedingungen durchléduft eine
Biene die verschiedenen Titigkeiten wihrend ihres Lebens. Die Tatigkeit ist also abhidngig
vom Alter der Biene, daher muss im Experiment die Téatigkeit vom Alter getrennt werden.
Dazu werden frisch geschliipfte Bienen verwendet, die noch kein unterschiedliches Verhalten
aufweisen und somit eine homogene Gruppe darstellen, deren Aufspaltung in die

unterschiedlichen Tétigkeiten untersucht wurde (s. Abb. 5-1 A).
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Ammen (A) Flieger (F) m

A F

Abb. 5-1: Aufspaltung in die Arbeitsgebiete
Gezeigt ist schematisch die Aufspaltung der Aufgabengebiete der Arbeiterin A) auf der Ebene des Verhaltens B) auf
der Ebene von biochemischen Unterschieden. Welche Signale und Mechanismen zu den Unterschieden fiihren ist noch
nicht vollstindig verstanden, daher das Fragezeichen.

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass Ammen und Flieger (Sammler) sich sowohl in ihrem
Verhalten, als auch in einer Reihe biochemischer und molekularer Eigenschaften voneinander

unterscheiden. Dabei wurden Unterschiede auf verschiedenen Ebenen beschrieben (s. Tab.
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5-1 auf Seite 69). Flieger und Ammen unterscheiden sich bei Hormonen und
hormonéhnlichen Stoffen: Juvenilhormon [152] und Oktopamin [181] sind in Fliegern und
Vitellogenin [5] ist in Ammen erhoht. Es zeigen sich charakteristische Unterschiede in der
Gen-Expression auf RNA-Level, so dass von aufgabenbezogenen Expressionsmustern
gesprochen werden kann [75, 184, 185]. Diese Unterschiede differenzieren zwar zwischen
Flieger und Ammen (s. Abb. 5-1 B), erkldaren aber nicht, wie es zu der Aufspaltung selbst
kommt und wie die aufgabenbezogenen Unterschiede entstehen. Da die Verhaltensidnderung
zZu Anderungen der Umwelteinfliisse [23, 57, 130, 165] und der Stoffwechselraten [61, 80,
186] fiihrt, gibt es bei der Interpretation der Ergebnisse ein typisches Henne-Ei-Problem: all
diese Einfliisse konnen die Expression verdndern. Ungeachtet dieser Probleme zeigen diese
Ergebnisse nur die Auswirkung, jedoch nicht die Ursache der Aufspaltung. Zur Entstechung
der Aufspaltung gibt es jedoch erste Hinweise durch Arbeiten zum foraging-Gen.

Bei Drosophila-Larven hat sich gezeigt, dass unterschiedliche Allele des foraging-Gens zu
unterschiedlichem Explorationsverhalten fithren. Dabei blieben die Larven mit dem sitter-
Allel in einem Futterhaufen, wohingegen die mit dem rover-Allel nach einiger Zeit des
Fressens den Futterhaufen wechselten [140]. Foraging kodiert fiir eine cGMP-abhingige
Proteinkinase (PKG). Untersuchungen an der Biene haben gezeigt, dass amfor, die
korrespondierende PKG in der Honigbiene, in Fliegern stidrker exprimiert wird als in Ammen
[17]. Eine kiinstliche Aktivierung der PKG durch 8-bromo-cGMP fiihrt in jungen Bienen zu
einem verfrithten Ausfliegen [15], sowie zu einer positiven Phototaxis [16], was als
Vorraussetzung fiirs Fliegen angesehen wird. Damit zeigt sich, dass moglicherweise wie in
Drosophila die unterschiedlichen Expressionsmuster im Gehirn auch zu unterschiedlichem
Verhalten fithren konnten. Untersuchungen zeigen zudem, dass die Aktivierung der PKG zu
einer stirkeren Expression von Kr-hl, ein in Fliegern verstarkt exprimierter
Transkriptionsfaktor, fiihrt [66].

Die Gabe von Oktopamin fiihrt, zusammen mit dem Juvenilhormon, ebenso zu einem
fliegerdhnlichem Verhalten [161], aber nicht zu einer verstirkten Expression von Kr-h1[74].
Damit scheint der PKG eine zentrale Rolle bei der Aufspaltung der Aufgabengebiete zu
zukommen, da sie sowohl fliegerdhnliche Expression- als auch Verhaltenmuster induziert.

Die bisherigen Untersuchungen zur Aufspaltung der Aufgabengebiete der Arbeiterin stellen
nur recht zusammenhangslose Einzelbefunde dar. Sie konnen nicht erklidren, wie die
verhaltensverdndernden Expressionsmuster etabliert werden oder persistieren. Einziger

Hinweis bis jetzt ist die Aktivierung der PKG. Dabei ist kritisch anzumerken, dass in der
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Literatur die Aktivierung der PKG mit der in Fliegern gemessenen erhohten PKG-Expression
gleichgesetzt wird [15, 16].

Die meisten bekannten Unterschiede zwischen Fliegern und Ammen zeigen sich in den
unterschiedlichen Expressionsmustern. Etwa 39% der Gene im Gehirn sind zwischen Flieger
und Ammen unterschiedlich exprimiert (5500 getestete Gene) [185]. Hieraus ergibt sich die
Hypothese, dass dies nicht das Produkt der Aktivierung einzelner Transkriptionsfaktoren ist,
sondern es sich hier um eine {iibergeordnete, das gesamte Genom betreffende
Expressionsregulation handelt.

Der mogliche Regulator konnte die Chromatinstruktur sein, von der aus der Entwicklung und
der Krebsentstehung bekannt ist, dass sie grundlegende Expressionsmusterverdnderungen
erzeugen kann [27, 100]. Die Chromatinstruktur wiederum wird durch die Modifikationen an
den Histonen gesteuert [99, 124]. Daher habe ich Flieger und Ammen in Hinblick auf die
Verteilung ihrer Histonmodifikationen untersucht.

Dabei hat sich gezeigt, dass in jedem Einzelexperiment die Acetylierung am Lysin 18 des
Histons H3 in Fliegern hoher als in Ammen und dies unabhingig vom Alter der Bienen ist.
Diese Acetylierung spielt eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der Transkription [46,
78, 144], was darauf schlielen ldsst, dass sich Flieger und Ammen in der Transkriptionrate im
Gehirn unterscheiden.

Die signifikanten Unterschiede in der Mono-Methylierung am Lysin 4 des Histons H3 sind
nicht so eindeutig, sie sind nur signifikant, wenn alle vier Einzelexperimente vereint werden.
Daher kann hier keine Aussage zur Altersunabhingigkeit getroffen werden. Uber die
Funktion der Mono-Methylierung an dieser Position ist wenig bekannt. Sie ist funktionell
verschieden von der Di- und Tri-Methylierung am Lysin 4 [51, 164], welche Signale fiir aktiv
transkribierte Gene sind [155, 159]. Die Mono-Methylierung ist in Enhancer-Regionen zu
finden [149] und wird sehr wahrscheinlich durch RTF1, einem Protein, welches bei der
Termination der DNA-Synthese und der Inititerung und Termination der RNA-Synthese eine
Rolle spielt [59], etabliert [S1]. Durch diese Einschrinkungen ist es schwierig, eine Aussage
iber die mogliche Bedeutung der Veridnderung dieser Histonmodifikation zu treffen.

Keine Unterschiede zeigen sich bei der Tri-Methylierung am Lysin 23 des Histons H3. Diese
Histonmodifikation ist ein Signal, welches zur Repression der Transkription fiihrt [35, 47]
und eine wichtige Rolle bei der Stilllegung von Genen wihrend der Zelldifferentzierung spielt
[162, 173]. Da die Untersuchungen an adulten Tieren durchgefiihrt wurden und somit keine
Zelldifferenzierung zu erwarten ist, die groflere Teile des Gehirns betreffen, war mit diesem

Befund zu rechnen.
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Da die von mir gemessene Histonacetylierung auf eine unterschiedliche Expression hinweist,
habe ich Untersuchungen durchgefiihrt, die eine Expressionsverdnderung weiter untermauern.
Bisherige Untersuchungen zu den Unterschieden zwischen Fliegern und Ammen stiitzen sich
hauptsichlich auf die Analyse der mRNA-Level [17, 75, 113, 184, 185]. Dies zeigt jedoch
nicht, wieviel von der mRNA in die funktionelle Form, das Protein, umgesetzt wird. Es kann
durchaus sein, dass die Translation als Regulationsebene fungiert [129] und so die Menge von
mRNA und Protein unterschiedlich ausfallen. Es existiert bisher nur eine Studie, die auf der
Quantifizierung der Proteinmengen (Kr-h1) durch Antikorper beruht [66]. Deshalb wurde von
mir die Proteinmenge direkt mit Antikorpern gemessen. Dies hatte zudem den Vorteil, dass
die Messungen an denselben Proben aus der Histonanalyse durchgefiihrt werden konnten.

Fir die Untersuchung wurden Antikorper gegen Proteinkinasen (PKA, PKC und MAPK)
verwendet, die zum einen in der Biene bereits etabliert sind [3, 4, 146] und deren Rolle bei
Lernen und Gedichtnisbildung beschrieben ist [86, 135, 146].

In der Untersuchung hat sich gezeigt, dass alle drei Kinasen in Fliegern stirker exprimiert
sind, dieser Unterschied ist unabhingig vom Alter der Tiere. Damit unterstiitzt dieses
Ergebnis die Annahme, dass in denselben Tieren, in denen die Histonacetylierung erhoht ist,
auch die Expression der Kinasen erhoht ist. Die Expression von H3 wird im Gegensatz dazu
durch die Aufgabengebiete nicht beeinflusst.

Ein direkter Vergleich zwischen den bisher verdffentlichten, in Fliegern stirker exprimierten
Genen aus mRNA-Analysen und meinen Ergebnissen ist nicht moglich, da entweder die
mRNA der von mir quantifizierten Kinasen nicht untersucht wurde [185] oder die Ergebnisse
so zusammengefasst wurden, dass keine differenzierte Aussage zu den einzelnen Genen mehr
moglich ist [75, 184].

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass unterschiedliche Histonmodifikationen zwischen
Flieger und Ammen existieren und dass es in denselben Bienen zu entsprechenden
Unterschieden in der Expressionen der Kinasen PKA, PKC und MAPK kommt.

Damit konnten die Histonacetylierungen die Chromatinstruktur beeinflussen und fiir die
Etablierung der aufgabenabhidngigen Expressionsmuster verantwortlich sein. Um dies zu
iberpriifen, ist es notwendig, die Histonacetylierung kiinstlich zu verdndern und zu
untersuchen, wie sich dies auf Expressionsmuster und Verhalten auswirkt.

Beeinflussungen der Histonacetylierung sind nur durch die Inhibition der Histondeacetylasen
(TSA) moglich. Andere einfache Moglichkeiten zur Aktivierung der HDACs oder eine
allgemeine Inhibition oder Aktivierung der Histonacetyltransferasen sind derzeit nicht

bekannt. Mit Hilfe eines HDAC-Inhibitors kann kiinstlich eine Hyperacetylierung der Histone
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erzeugt werden, um den Unterschied zwischen Flieger und Ammen zu erzeugen, also aus
jungen Bienen durch eine kiinstlich induzierte Hyperacetylierung vermehrt Flieger zu
entwickeln. Bei der PKG, mit der dhnliche Experimente durchgefiihrt wurden, wurde keine
kiinstliche Uberexpression induziert, wie es in Fliegern gefunden wird [17], sondern die PKG
wurde mittels 8-bromo-cGMP iiberaktiviert [16]. In der Literatur wurden diese beiden
Sachverhalte zu der Aussage zusammengefiigt, dass die PKG eine wichtige Rolle bei der
Aufspaltung der Aufgabengebiete spielt, obwohl diese beiden Befunde moglicherweise nichts
miteinander zu tun haben [15-17]. In meinem Experiment dagegen erzeuge ich kiinstlich eine
Hyperacetylierung von Histonen, die der Stirke der Histonacetylierung von Fliegern

entspricht.

Tab. 5-1: Ubersicht iiber Unterschiede zwischen Flieger und Ammen

e Vo pomriert  Litraur
Hormone
Juvenilhormon + +( D [152, 1176 11]’ 170,
Vitellogenin - [5]
Neuromodulator/ -transmitter/ -hormon
Oktopamin + 4+ [160, 161, 181]
Genexpression
mRNA-Level
PKG (Amfor) + +@ + [15-17]
Tyramin-p-Hydroxylase + [113]
Unterschiedliche Expressionsmuster .|./- [75, 184, 185]
Proteinlevel
Kr-h1 + [66]
Kinasen (PKA, PKC und MAPK) + Eigene Messung
Histonmodifikationen
H3 Ac-18 + +(3) (+) Eigene Messung
H3 Met-4,1 + Eigene Messung

+: erhoht in Fliegern / niedriger in Ammen; -: niedriger in Fliegern / erhoht in Ammen
1) Erhoht die Ausflugsrate nur in Kombination (Juvenilhormon und Oktopamin zusammen)
2) Erhoht die Ausflugsrate und die Phototaxis bei erhohter Enzymaktivitit (induziert durch 8-bromo-cGMP)

3) nur ein Experiment
(+) — nur eine Tendenz
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Die Ergebnisse dieser sehr aufwindigen Experimente zeigen eine tendenzielle Erhohung der
Histonacetylierung, eine Erhohung der Kinaseexpression und ein vermehrtes
Ausflugsverhalten der TSA-gefiitterten Bienen. Damit entsprechen die Ergebnisse den
Erwartungen und deuten darauf hin, dass eine erhohte Histonacetylierung zu einer verstirkten
Ausbildung von Fliegern fiihrt, jedoch miissen die Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden.
So handelt es sich bei der Kinaseexpression nur um eine Tendenz. Hierbei ist zu bedenken,
dass TSA zwar die Transkription beeinflusst, was jedoch nicht zwangsldufig zu einer erhdhten
Translation fiihren muss. Daher konnte es sein, dass neben der Histonacetylierung noch
weitere Signale notwendig sind, die die Expressionsunterschiede etablieren. Da bei den
Untersuchungen nur ein bestimmter Zeitpunkt untersucht wurde, konnte es sein, das andere
Zeitpunkte wesentlich deutlichere Unterschiede zwischen Flieger und Ammen liefern
konnten.

Ebenso sind andere Griinde fiir das vermehrte Ausfliegen denkbar. Bei der oralen Applikation
von TSA =zeigte sich, dass die TSA-gefiitterten Tiere nach etwa 2-3 Tagen die
Nahrungsaufnahme im Vergleich zu den Kontrolltieren verringerten. Es konnte somit sein,
dass die TSA-gefiitterten Tiere geschwicht oder hungriger waren, was zu verschiedenen
Reaktionen im Bienenvolk fiihrt.

In der Natur kann ein aggressiveres, stiarkeres Volk ein schwicheres aus seinem Stock
verdriangen [31]. Es ist moglich, dass bei einer Konfrontation zweier Gruppen wie in diesem
Experiment, die stirkere, in diesem Fall die Kontrollgruppe, die schwichere, die TSA-
Gruppe, verdriangt und deswegen die TSA-Tiere weniger im Stock vertreten waren. Dazu ist
es aber notwendig, dass die Gruppen sich voneinander unterscheiden kdnnen und dass sie sich
als fremd erkennen.

Als Erkennungsmerkmal dienen die kurzkettigen Kohlenwasserstoffe im Wachs, die durch die
genetische Herkunft bestimmt werden [30]. Da die Gruppen jedoch nie mit unterschiedlichem
Wachs in Beriihrung gekommen sind, sollten keine Unterschiede zwischen den Gruppen
induziert worden sein. Dennoch ist es nicht auszuschlieBen, dass durch die TSA-Fiitterung in
verschiedenen Kifigen eine unterschiedliche Zusammensetzung der Kohlenwasserstoffe auf
dem Chitinpanzer induziert wurde, die zu Unterschieden zwischen den Tieren und somit zu
Aggressionsverhalten fiihrt.

Ein weiterer Grund, der zu einem vermehrten Ausfliegen der TSA-Gruppe fiihren konnte, ist
die verringerte Nahrungsaufnahme. Da der Erndhrungszustand auch einen Einfluss auf das
Ausflugverhalten besitzt [6], ist es moglich, dass die TSA gefiitterten Bienen vermehrt

ausfliegen, weil sie hungriger sind.
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Junge
Bienen
Signal ?

Chromatinverdndernde 2

Enzyme -
Histonacetylierung
Expression (39% der Gene)

Weitere Unterschiede
(Oktopamin, Verhalten, etc.)

Ammen Flieger

Abb. 5-2: Neues mogliches Modell der Aufspaltung der Aufgabengebiete
Zeigt das von mir postulierte Modell. Dabei werden durch ein Signal chromatinverindernde Enzyme aktiviert, die die
Histonacetylierung etablieren und somit die Chromatinstruktur verdndern. Dies fiithrt wiederum zu einer verdnderten
Expression in den Bienen, was letztlich in allen weiteren Unterschieden zwischen Flieger und Ammen resultiert. Der
Zeitpunkt der Aufspaltung ist nach meinem Modell die unterschiedliche Aktivierung der chromatinverindernden
Enzyme.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es zwischen Flieger und Ammen Unterschiede in
der Histonacetylierung gibt, die daraufhin deuten, dass es iiber die Chromatinstruktur zu einer
Regulation der Gen-Expression kommt. Ist dies der Fall, dann wire die veridnderte
Histonacetylierung und die aus ihr resultierende Chromatinstruktur die Erkldarung fiir die
unterschiedlichen Expressionsmuster von Flieger und Ammen und somit die Ursache aller
bisher bekannten Unterschiede.

Um dies zu bestidtigen, muss die Frage gekldrt werden, in welcher Reihenfolge die
Unterschiede zwischen Flieger und Ammen auftreten, d.h. ob die Aktivitit der PKG zu einer
Erhohung der Histonacetylierung, oder ob die Histonacetylierung zu einer Erhohung der
PKG-Expression fiihrt.

Dies lieBe sich entweder dadurch zeigen, dass durch 8-bromo-cGMP eine erhohte
Histonacetylierung induziert wird, oder dass durch TSA die mRNA von amfor zunimmt.
Ahnliche Experimente miissten fiir Oktopamin durchgefiihrt werden. Damit wire es moglich,
eine einheitliche Kausalkette der zur Aufspaltung fithrenden Mechanismen zu bilden.

Das von mir in Abb. 5-2 vorgeschlagene Modell geht davon aus, dass sich die individuellen
Unterschiede aufgrund eines noch zu bestimmenden Signals verstirken und die letztlich zu
einer unterschiedlichen Aktivierung der chromatinverindernden Enzyme fiihrt. Hier passiert
meiner Meinung nach die eigentliche Trennung der beiden Gruppen. Diese unterschiedliche

Enzymaktivierung fiihrt zu einer unterschiedlichen Acetylierung der Histone, was wiederum
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eine verdnderte Gen-Expression nach sich zieht und damit alle anderen bisher bekannten
Unterschiede zwischen Flieger und Ammen.

Selbst wenn das von mir postulierte Modell nicht zutreffend sein sollte, so weisen meine
Befunde in eine neue Richtung, die es ermoglichen, auBlerhalb der bisherigen Unterschiede
zwischen Fliegern und Ammen nach den Ursachen der Aufspaltung zu suchen. Das bedeutet,
dass sich die Herangehensweise an das Problem der Aufspaltung der Aufgabengebiete
erweitert, iiber das bloBe Untersuchen der Unterschiede hinaus. Mit den
chromatinverdndernden Enzymen riicken zum ersten Mal Proteine in den Fokus dieser

Fragestellung, die nicht aus dem Unterschied von Flieger und Ammen entsprungen sind.

5.2 Histonacetylierung in Séattigung, Wahrnehmung und nicht-
assoziativem Lernen

Die Aufspaltung in die Arbeitsgebiete ist ein langwieriger Prozess, der eher
entwicklungsdhnliche Ziige trigt, da die Aufspaltung auch mit morphologischen
Verdnderungen einhergeht. Die Etablierung eines Gedichtnisses dagegen geschieht innerhalb
weniger Sekunden und Minuten und fiihrt ebenso wie die Aufspaltung in die Aufgabengebiete
zu einer Verhaltensveridnderung.

Die bisherigen Veroffentlichungen, die sich mit dem Einfluss der Histondeacetylasen in
Lernen und Gedichtnisbildung beschiftigen, haben sich zum einen nur auf assoziative
Lernformen beschriankt und zum anderen wurden mogliche Beeinflussungen der Sensorik
durch die verwendeten HDAC-Inhibitoren ignoriert.

Die appetitive Konditionierung verwendet ein Futterstimulus als unkonditionierten Stimulus
(US). Der Sittigungszustand beeinflusst die Wahrnehmung des US und damit auch den
Lernerfolg [18]. In satten Tieren verliert der US an Bedeutung, dies zeigt sich an der
schlechteren Stimulierbarkeit der Tiere im Empfindlichkeitstests, sowie darin, dass
vollstiandig gesittigte Tiere in appetitiven Lernparadigmen kein Gedéchtnis ausbilden.

Um die Wechselwirkungen zwischen der Histonacetylierung und der US-Wahrnehmung zu
tiberpriifen, wurde zunichst der Einfluss des Sittigungszustands auf die Histonacetylierung
untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass die Histonacetylierung an Position 18 am Histon H3
in satten Tieren hoher ist, als in hungrigen Tieren. Eine erhohte Histonacetylierung ist ein
Signal fiir eine gesteigerte Transkription [99, 124]. Die Transkription ist ein
energieverbrauchender Prozess, somit stellt sich die Histonacetylierung im Gehirn der
Honigbiene als Regulator eines energieverbrauchenden Prozesses dar, da vermehrt Energie

verbraucht wird, wenn Energie fiir die Reaktion vorhanden ist. Bisher existiert nur eine

72



5.2 Histonacetylierung in Sittigung, Wahrnehmung und nicht-assoziativem Lernen

Untersuchung, die eine zu geringe Energiezufuhr mit Histonacetylierung verkniipft, dabei
stieg die Acetylierung am Histon H4, wenn die Arabidopsis-Zellen in einem Sucrose-
Mangelmedium gezogen wurden [138]. Fiir die Richtung oder den Grund dieser Regulation
haben die Autoren keine Erkldrung.

In anderen Tieren existieren nur Untersuchungen zu den Einfliissen von Mangeldidten
einzelner Substanzen auf Impriting und fétale Programmierung [33, 43, 70]. Daher lassen sich
keine weiteren Aussagen zu dem Befund treffen.

Durch die Gabe von TSA nimmt die Acetylierung an den Histonen zu, so wird kiinstlich der
Zustand erzeugt, der theoretisch dem von satten Tieren entspricht. Daher ergeben sich
verschiedene Moglichkeiten, wie sich eine kiinstlich induzierte Acetylierung auf die US-
Wahrnehmung auswirken konnte. Zum einen konnte es durch die Hyperacetylierung an den
Histonen zu einer verstidrkten Transkription kommen, die im Extremfall zu einem gesteigerten
Energiebedarf und somit zu verstiarkt hungrigen Tieren fiihrt. Zum anderen konnte es sich bei
der Histonacetylierung nicht nur um das Resultat des Sittigungszustands handeln, sondern
konnte ebenso wie bei der Aufspaltung der Aufgabengebiete das Verhalten beeinflussen. In
einem appetitiven Lernparadigma, lernen hungrige Tiere besser und satte Tiere schlechter.
Dies zeigt wie Veridnderungen in der sensorischen Wahrnehmung Auswirkungen auf die
Gedéachtnisbildung haben konnen. Die bisherigen Arbeiten zeigen zwar Effekte durch TSA
beim assoziativen Gedéchtnis, zeigen aber nicht, dass die Sensorik durch die verwendeten
HDAC-Inhibitoren unbeeinflusst ist. Daher konnte es sein, dass die Effekte von TSA beim
Gedichtnis nicht durch die Wirkung auf das Gedichtnis selbst zustande kommen, sondern
durch Wirkungen auf die Sensorik, also die Wahrnehmung der verwendeten Stimuli. Aus
diesem Grund habe ich den Einfluss des von mir verwendeten HDAC-Inhibitors (TSA) auf
die Wahrnehmung der beim assoziativen Lernen verwendeten Stimuli, Zuckerwasser (US)
und Nelkenduft (CS), untersucht.

Um Verinderungen der US-Wahrmehmung durch TSA zu iiberpriifen, wurden TS A-injizierte
Bienen auf Verdnderungen in der Zuckerwasserempfindlichkeit und der Habituation
untersucht. Dabei zeigt sich, dass TSA, in der beim assoziativen Lernen verwendeten
Konzentration, weder die Zuckerwasserempfindlichkeit noch die Habituation beeinflusst.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass es zu keiner Beeinflussung der US-
Wahrnehmung durch TSA kommt. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass es bei htheren
Konzentrationen und lidngerer Einwirkungsdauer von TSA zu Verédnderungen in der US-
Wahrnehmung kommt. Ein Hinweis auf eine solche Verdnderung konnte die verringerte

Nahrungsaufnahme bei den Fiitterungsexperimenten sein.
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Veridnderungen in der Wahrnehmung des CS lassen sich nicht wie beim US durch Variierung
der Stimulusintensitit untersuchen, da es sich beim CS um einen Stimulus handelt, auf den
die Tiere nicht mit dem PER reagieren. Daher habe ich die Sensitisierung fiir die
Untersuchung des TSA-Einflusses auf die CS-Wahrnehmung gewihlt, weil dabei die
Bedeutung des CS gesteigert wird und die Bienen vermehrt auf den CS mit dem PER
reagieren. Es zeigt sich, dass die CS-Wahrnehmung ebenfalls nicht durch die TSA-Injektion
beeinflusst wird.

Es kommt also durch die einmalige Injektion von TSA zu keiner messbaren Verianderung der
Sensorik. Daraus kann gefolgert werden, dass die durch TSA induzierten Unterschiede im
assoziativen Geddchtnis auf eine spezifische Wirkungen von TSA auf das Gedichtnis
zuriickzufiihren sind.

Bei der Habituation und der Sensitisierung handelt es sich nicht nur um Experimente, die der
Uberpriifung der Sensorik dienen, sondern auch um nicht-assoziative Lernparadigmen. Daher
kann auch ausgeschlossen werden, dass TSA einen Einfluss auf das nicht-assoziative Lernen
hat. Das nicht-assoziative Gedichtnis hingegen wurde von mir nicht untersucht.

Die Wirkung von TSA wire, da es sich bei TSA um einen Modulator der Transkription
handelt, erst in der Gedédchtnisphase und nicht beim Lernen selbst zu erwarten. Um das
Gedichtnis zu testen, wire es notwendig, Langzeit-Habituation und Langzeit-Sensitisierung

in der Biene zu induzieren, dies ist bisher nur fiir die Langzeit-Habituation gelungen [20].

5.3 Der TSA-Effekt im assoziativen Gedachtnis

2004 wurden erste Experimente veroffentlicht, die zeigen, dass es durch HDAC-Inhibitoren
zur Verbesserung des Gedéchtnisses nach einem assoziativen Lernparadigma kommt, der
kontextabhingigen Angst-Konditionierung in der Maus [115].

Bis jetzt (02/2009) wurden nur 5 Untersuchungen zu Einfliissen der HDAC-Inhibitoren auf
Lernen und Gedichtnisbildung veroffentlicht, in denen 3 verschiedene Inhibitoren
(Natriumbutyrat, Valproat und Trichostatin A) auf 6 verschiedene Lernparadigmen (LTP, fear
conditioning [one, three, four trial], eyeblink conditioning, object recognition, extinction,
reconsolidation) angewendet wurden [28, 62, 110, 115, 179]. Diese Fiille erschwert es,
Aussagen zu treffen, die fiir alle assoziativen Lernparadigmen gelten. Ein Beispiel liefert die
Beeinflussung des Kurzzeitgedidchtnisses (eng. short-term memory, STM) durch HDAC-
Inhibitoren, hier widersprechen sich die Ergebnisse [62, 115]. Da die Untersuchungen mit
unterschiedlichen Inhibitoren und unterschiedlichen Lernparadigmen durchgefiihrt wurden, ist

keine differenzierte Aussage moglich. Daher ist eine Betrachtung der Gemeinsamkeiten dieser
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Untersuchungen hilfreicher. Alle Untersuchungen wurden an der Maus durchgefiihrt, wobei
die HDAC-Inhibitoren entweder vor oder direkt nach der Trainingsprozedur verabreicht
wurden. Die bereits beschriebene Verbesserung des Eintagesgedichtnis, sowie des LTPs ist
transkriptionsabhingig [115, 179]. Aufgrund der ersten Befunde habe ich zunéchst getestet,
ob sich die Experimente aus der Maus auf die Biene iibertragen lassen.

Daher habe ich Bienen 2h vor dem Training mit TSA injiziert, weil sich im Gehirn der
Honigbiene 2h nach Injektion mit TSA eine signifikante Erhohung der Histonacetylierung am
Histon H3 induzieren ldsst. Anhand meiner Ergebnisse ist zu sehen, dass es durch die
Wirkung von TSA zu keiner Verdnderung des Lernens oder des STM (2h-Abruf) kommt,
dagegen zeigt sich ein signifikanter Unterschied beim Eintagesgedichtnis. Damit wurde zum
ersten Mal die Wirkung von HDAC-Inhibitoren auf das Gedéchtnis auflerhalb des
Mausmodells gezeigt. Dies lédsst darauf schlieen, dass diesem Effekt ein allgemein giiltiger

Mechanismus zugrunde liegt.

5.4 Eingrenzung des Wirkzeitpunkts von TSA auf die
Konsolidierungsphase

Bisher wurden allerdings alle Experimente in der Maus in der Weise durchgefiihrt, dass die
HDAC-Inhibitoren entweder vorher oder sofort im Anschluss an das Training appliziert
wurden [28, 62, 110, 179]. Dadurch wirken die HDAC-Inhibitoren auf alle durch das Training
induzierten Mechanismen.

Aus der Literatur ist aber bekannt, dass das Gedichtnis aus verschiedenen Phasen und
ineinandergreifenden Signalkaskaden beruht [55, 88]. Als eine einfache Einteilung lédsst sich
das Gedichtnis in die Phase der Gedichtnisbildung (Lernen) und der Phase der
Gedichtnisfestigung (Konsolidierung) einteilen. Um zu ermitteln, auf welche dieser Phasen
TSA wirkt, habe ich Bienen zu unterschiedlichen Zeitpunkten, relativ zum
Trainingszeitpunkt, mit TSA injiziert.

Dabei zeigt sich der TSA-Effekt auf das Eintagesgedichtnis auch, wenn 30min-4h nach dem
Training injiziert wird, was deutlich nach der Bildung des Gedichtnisses ist. Daher wirkt TSA
wihrend der Konsolidierung. Dies ist das erste Mal, dass die Wirkung eines HDAC-Inhibitors
auf eine bestimmte Gedichtnisphase eingegrenzt wurde.

Bei der Konsolidierung laufen Prozesse ab, die das Gedéachtnis stabilisieren, so dass es
weniger anfillig fiir storende Einfliisse (z.B. Bildung eines anderen Gedéchtnisses, Abkiihlen
des Gehirns und Inhibitoren der Translation) ist [128, 137, 156]. Der Prozess der

Konsolidierung selbst wurde wunter Verwendung des Lernparadigmas Ein-Trial-
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Angstkonditionierung [55] oder der Langzeit-Potenzierung [1] (eng. long-term potentiation,
LTP), ein Analogon von Lernen auf zelluldrer Ebene, hauptsiichlich in der Maus untersucht.
Durch Untersuchungen am LTP ist die Vorstellung entstanden, dass die Transkription und die
nachfolgende Translation fiir die synaptische Konsolidierung wichtig sind, da sie die
Bausteine (Cytoskelett, Rezeptoren usw.) fiir die Verstirkung der Synapsen liefern [1].

Ein einheitliches Bild der Konsolidierung lédsst sich nur sehr schwer ausmachen, da sich fiir
die verschiedenen Gedichtnismodulatoren (Inhibitoren und Aktivatoren) in verschiedenen
Gehirnbereichen und in verschiedenen Zellen und Geweben unterschiedliche Kinetiken und
Wirkmuster ergeben. Als einziges einheitlich {ibergreifendes Muster ergeben sich zwei
Wirkzeitfenster bei Lernen und Gedéchtnisbildung: ein Erstes wihrend oder sofort nach dem
Training und ein Zweites 2-6h spiter [88]. Meine Ergebnisse deuten darauthin, dass das
Zeitfenster, in dem TSA wirkt, von ca. 1h nach dem Training bis ca. 5Sh nach dem Training
reicht. Daher ldsst sich die Wirkung von TSA mit groer Wahrscheinlichkeit dem zweiten
Wirkzeitfenster zuordnen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass HDAC-Inhibitoren zu einer verstirkten Expression von
BDNF und c-fos bei der Gedichtnisbildung fiithren [62]. Von diesen ist bekannt, dass sie eine
wichtige Rolle bei der Konsolidierung spielen [133, 154, 168]. Daneben existiert auch noch
die Moglichkeit, dass CBP (CREB binding protein), eine Histonacetyltransferase, ein
Zielprotein der HDACs ist. Ohne CBP kommt es nicht zur Konsolidierung [103]. Dies sind
die moglichen Kandidaten, die durch die HDACs beeinflusst werden. Zu einem spéteren
Zeitpunkt komme ich noch einmal auf die Wechselwirkungen zwischen HDACs und CBP

bzw. BDNF zuriick.

5.5 Induktion eines transienten transkriptionsabhédngigen
Gedachtnisses

Bei der Maus zeigt sich nach einer Ein-Trial-Angstkonditionierung bereits nach einem Tag
ein transkriptions- und translationsabhingiges Gedéchtnis [26, 63]. Daher konnen die
Ergebnisse mit TSA so gedeutet werden, dass der HDAC-Inhibitor wéhrend der
Konsolidierungsphase die Transkription verbessert oder erleichtert. Die Biene dagegen zeigt
ein transkriptionsabhingiges Gedichtnis beim Drei-Trial-Training erst am dritten Tag nach
dem Training [64, 190]. Durch ein Ein-Trial-Training wird gar kein transkriptionsabhéngiges
oder storungsanfilliges Gedéchtnis induziert [64].

Wie im vorangegangenen Kapitel besprochen, wirkt TSA wihrend der Konsolidierungsphase,

dies gilt auch fiir das Ein-Trial-Training, das gar keine solche Phase aufweist. Um zu kldren,
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5.5 Induktion eines transienten transkriptionsabhidngigen Gedéchtnisses

ob die Wirkung von TSA, wie fiir die Maus beschrieben, nur auf das transkriptionsabhingige
Gedachtnis wirkt und TSA somit im Ein-Trial-Training eine transkriptionsabhéngige
Gedéachtnisphase induziert, habe ich die Transkription mit Hilfe des Transkriptionsinhibitors
Actinomycin D (ActD) geblockt, indem ich TSA und ActD zusammen injiziert habe.

Dabei zeigt sich am ersten Tag nach dem Ein-Trial-Training sowie am ersten und zweiten Tag
nach dem Drei-Trial-Training eine Transkriptionsabhédngigkeit des TSA-Effekts. (s. Abb.
5-3).

Transkriptionsabhangigkeit des Gedachtnisses

1 Trial 3 Trial

. |

[ ] ::-

——

Kontrolle

1 Trial 3 Trial

! [

———  ————————

m transkriptionsabhédngiges Gedachtnis
O transkriptionsunabhédngiges Gedéachtnis

TSA

Abb. 5-3: Transkriptionsabhingigkeit des Gedichtnisses abhiingig von Training und TSA-Gabe
Wiedergegeben ist die Transkriptionsabhidngigkeit der Gedéchtnisse am ersten (1d) und zweiten Tag (2d) nach dem
Training fiir Ein-Trial- (links) und Drei-Trial-Training (rechts). Gegeniibergestellt werden Bienen, die entweder mit
Kontrolllosung (oben) oder TSA (unten) injiziert wurden.

Im Unterschied zu den Befunden in der Maus induziert TSA im Ein-Trial-Training in der
Honigbiene ein transkriptionsabhiingiges Gedichtnis, das ohne TSA nicht zu beobachten ist
(s. Abb. 5-3). Beim Drei-Trial-Training hingegen ist unklar, ob es sich bei dem durch TSA
induzierten Gedachtnis um eine vorgezogene Induktion des normalen transkriptions-
abhingigen Gedichtnisses oder ob es sich um die Induktion eines zusitzlichen fritheren
transkriptionsabhédngigen Gedichtnisses handelt.

In der Literatur wird die Induktion eines transkriptionsabhingigen Gedichtnisses mit der

Bildung von Langzeitgedéchtnis (eng. long-term memory, LTM) gleichgesetzt [54, 102, 192].
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Meine Ergebnisse zeigen, dass es zwar durch TSA im Ein-Trial-Training zur Ausbildung
einer transkriptionsabhingigen Gedichtnisphase kommt, diese ist jedoch transient ist und
nicht in ein permanentes Langzeitgedichtnis tiberfiihrt wird. Es stellt sich die Frage, wieso die
durch TSA induzierte Gedichtnisverbesserung im Ein-Trial-Training nicht wie im Drei-Trial-
Training auch beim 2d-Abruf zu sehen ist. Welcher Unterschied zwischen den beiden
Trainingsmethoden verhindert die Uberfiihrung in das permanente LTM?

Der Unterschied zwischen diesen beiden Trainingsmethoden ist die Trainingsstérke, die sich
darin ausdriickt, wie hdufig dem Tier die CS-US-Paarung prisentiert wird. Es existieren
bisher keine Veroffentlichungen, die unterschiedliche Trainingsstirken unter TSA-Einfluss
miteinander vergleichen. Bisher ist nur eine Publikation verdffentlicht, die ein schwaches
Training unter TSA-Einfluss mit einem starken Training ohne TSA-Einfluss in der Maus
vergleicht [62]. Hierbei zeigt sich, dass es durch den Einfluss von TSA zu einer Steigerung
der Expression von BDNF und c-fos sowie des 24h-Gedichtnisses auf das Niveau des starken
Trainings kommt. Im Gegensatz zu meinen Ergebnissen wird das durch TSA induzierte
Gediachtnis hier allerdings in ein permanentes Langzeitgeddchtnis iiberfiihrt (personliches
Gespriach mit M. Wood; UC Irvine).

Was macht das von mir verwendete Ein-Trial-Training so besonders, dass es hier nicht zu
einer Ubertragung ins permanente Langzeitgediichtnis kommt?

Die molekularen Mechanismen, die das Gedéchtnis bilden, das durch ein Ein-Trial-Training
induziert wird, sind noch vollig unbekannt. Daher kénnen nur Mutmalungen gedufert
werden, wie die Uberfiihrung ins permanente Langzeitgedichtnis verhindert wird.

Bei dem zugrunde liegenden Mechanismus miisste es sich um einen Schalter handeln, der im
Drei-Trial-Training die Uberfiihrung des Gedichtnisses vom Kurzzeit- ins Langzeitgedichtnis
ermoglicht, dies aber im Ein-Trial-Training verhindert. Die bisher bekannten Schalter, die
zwischen Kurzzeit- und Langzeitgedidchtnis vermitteln, sind die erneute oder verldngerte
Aktivierung der PKA [135] und die damit sehr wahrscheinlich einhergehende Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB [192].

Bei Miusen, die ein funktionsuntiichtiges CREB besitzen, induziert TSA keine Verbesserung
des Gedichtnisses [179]. Da es sich allerdings um eine Ein-Trial-Angstkonditionierung
handelt, die bereits von sich aus ein transkriptionsabhingiges Gedéchtnis induziert, kann es
nicht mit dem Ein-Trial-Lernparadigma aus der Biene verglichen werden, welches kein
transkriptionsabhingiges Gedéchtnis induziert [64]. Es wire moglich, dass in der Biene ein
transkriptionsabhingiges Gedichtnis induziert wird, das aber nicht von CREB abhingig ist

und daher eventuell nicht ins Langzeitgedichtnis iibertragen wird.
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5.5 Induktion eines transienten transkriptionsabhidngigen Gedéchtnisses

Ein weiterer Hinweis, wie vielleicht die Uberfiihrung des Gedichtnisses im Ein-Trial-
Training verhindert wird, liefert meine Untersuchung zu den verschiedenen TSA-
Injektionszeitpunkten. Hier hat sich gezeigt, dass sich der TSA-Effekt bei einer Injektion 6h
nach dem Training umkehrt. Dies konnte auf eine Transkriptionsphase hindeuten, die sich
negativ auf das Gedichtnis auswirkt. Weiterfithrende Experimente mit Actinomycin D, das
ebenfalls 6h nach einem Ein-Trial-Training injiziert wurde, liefern das entgegengesetzte
Ergebnis von TSA, eine Gedichtnisverbesserung (s. Abb. 5-4 auf Seite 79). Beide Ergebnisse
sind nur Tendenzen, sie sind beide nicht signifikant. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
Injektion von Actinomycin D 6h nach einem Drei-Trial-Training keinen Einfluss auf das
Eintagesgeddchtnis hat [190]. Zusammengenommen konnte dies auf eine inhibitorische
Transkriptionsphase hinweisen, die nur nach einem Ein-Trial-Training auftritt und somit
verhindert, dass einmalige und damit nicht verhaltensrelevante Ereignisse ins
Langzeitgeddchtnis iibergehen. Um solch ein Modell zu verifizieren, sind aber deutlich mehr

Experimente notwendig.

Injektion 6h nach Ein-Trial-Training

Aktivierung (TSA) Inhibition (ActD)
100+ 100+
O Kontrolle (n=33) O Kontrolle (n=39)
80+ 80+
O TSA (n=35) B ActD (n=32)
X 601 X 601
14 14
w404 w404
o o
20+ 20-
0 . 0
1d 1d

Abb. 5-4: Abhingigkeit des 1d-Gedichtnisses von der Aktivierung und Inhibition der Transkription
Dargestellt sind die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit dem PER reagierten. Gezeigt ist nur das
Gedéchtnis beim 1d-Abruf. Beim Training handelte es sich um ein Ein-Trial-Training. Die Tiere wurden vor dem
Training gefiittert. Die Tiere wurden 6h nach dem Training mit 1ul der entsprechenden Losung injiziert: Aktivierung:
Kontrolle: Kontrolllosung (PBS/DMSO 4:1); TSA: Trichostatin A 0,5ug/ul in Kontrolllssung (aus Abb. 4-12 auf
Seite 48); Inhibition: Kontrolle: Kontrolllosung (PBS/DMSO 1:1); ActD: Actinomycin D 2ug/ul in Kontrolllésung
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5.6 Einfluss von 5-Azacytidin auf Histonmodifikationen und
Gedaéachtnisbildung

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass zumindest die HDACs und damit sehr
wahrscheinlich die Histonacetylierung und mit ihr die Histonmodifikation allgemein, eine
wichtige Rolle bei Lernen und Gedachtnis spielen. Wie sieht es mit der Modifikation der
DNA aus? Dazu muss gekliart werden, wie die DNA-Methylierung die Chromatinstruktur
beeinflusst.

Durch eine Hypermethylierung der DNA kommt es zur Deacetylierung der Histone,
wohingegen aus einem Verlust der DNA-Methylierung alleine keine Erhohung der
Histonacetylierung folgt [111]. Das bedeutet, dass es durch die DNA-Methylierung zwar zur
SchlieBung der Chromatinstruktur kommt, aber durch eine Demethylierung nicht
zwangsweise zu einer ()ffnung. Um zu testen, ob dies auch fiir die Biene zutrifft, habe ich die
de novo Methyltransferase (DNMTs) mit Hilfe von 5-Azacytidin geblockt. Durch die
Inhibition der DNMTs sollte sich die DNA-Methylierung verringern.

Ich konnte keine Verdnderungen in den von mir untersuchten Histonmodifikationen nach
Gabe von 5-Azacytidin feststellen. Aus der Literatur ist bekannt, dass es an einzelnen
Promotor-Regionen [60] zu Veridnderungen in der Histonacetylierung kommen kann, es
konnte sein, dass sie eventuell einen zu kleinen Beitrag am Gesamtsignal ausmachen und
daher nicht detektiert werden. Ich habe die DNA-Methylierung nicht direkt gemessen, deshalb
kann nicht festgestellt werden, ob die verwendete Konzentration von 5-Azacytidin im Futter
fiir eine Reduktion der DNA-Methylierung ausreichend war.

In der Maus konnte gezeigt werden, dass 5-Azacytidin einen negativen Effekt auf das
Gedichtnis ausiibt [132]. Um zu iiberpriifen, ob in der Biene, ebenso wie in der Maus, die
DNA-Methylierung bei der Gedichtnisbildung eine Rolle spielt, wurden Bienen vor dem
Training mit 5-Azacytidin injiziert. In meinen Experimenten zeigen sich im Gegensatz zu den
Experimenten mit Mdusen keine Unterschiede im Gedéchtnis nach 5-Azacytindin-Injektion.
Da 5-Azacytidin in nur einer Konzentration untersucht wurde, kann es durchaus sein, dass die
verwendete Konzentration nicht ausreichend war. Vergleicht man die Konzentration im
Experiment (lug pro Biene — systemische Konzentration von ca. 10ng/ul) mit der
Konzentration in dem Verhaltensexperiment der Maiuse, so zeigt sich, dass die im
Bienenexperiment verwendete Konzentration um den Faktor 20 geringer ist. Injektionen mit
einer 20x erhohten Konzentration direkt ins Gehirn, das korrespondierende Experiment wie in
der Maus, war nicht aussagekriftig und wurden in Anbetracht der fehlenden Wirkung auf das

allgemeine Verhalten im Fiitterungsexperiment nicht wiederholt.
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5.7 DNA-Methylierung: Sdugetiere und Insekten unterschiedlich bei
der Gedéachtnisbildung

Im Gegensatz zur Maus, deuten meine Ergebnisse an, dass die DNA-Methylierung in der
Biene keinen Einfluss auf die Gedéchtnisbildung hat (s. Abb. 5-5 auf Seite 82). Es stellt sich
daher die Frage, ob die DNA-Methylierung in Insekten und Sdugern die gleiche Aufgabe bei
der Gedéachtnisbildung iibernimmt.

Im Vergleich zu Wirbeltieren besitzt Drosophila ein um den Faktor 1000 geringere DNA-
Methylierung [72]. Dennoch wurde gezeigt, dass kiinstlich hypermethylierte DNA in
Drosophila-Zellen ebenso stark kondensiert und durch Histone verpackt wird, wie in
Saugetierzellen [183]. Daher scheinen die notwendigen Signalkaskaden, die fiir die
SchlieBung der DNA notwendig sind, auch in Drosophila zu existieren.

In der Biene sind alle drei DNMT-Familien [182], die auch im Menschen bekannt sind,
vertreten, in Drosophila dagegen nur eine. Darum kann es sein, dass es Unterschiede in der
DNA-Methylierung zwischen Drosophila und Biene gibt. Bisher sind noch keine Daten
verOffentlicht, die die Menge der DNA-Methylierung in der Biene zeigen. Untersuchungen in
unserem Labor deuten darauf hin, dass die Methylierungsstirke in der Honigbiene deutlich
geringer ist als in Miusen und in etwa der von Drosophila entspricht. Die Hiufigkeit der
DNA-Methylierung konnte deshalb ein moglicher Grund sein, weshalb 5-Azacytidin keinen
Einfluss auf die appetitive olfaktorische Konditionierung in der Biene hat.

Vergleicht man das Gedichtnis von Insekten mit dem von Sdugetieren, so zeigt sich in der
langeren Lebensspanne eine mogliche Notwendigkeit fiir einen langanhaltenden, stabilen
Gedichtnisspeicher.

Es ist daher denkbar, dass Insekten die DNA-Methylierung nicht fiir die Bildung des
Gedichtnisses verwenden. Welche Konsequenzen lassen sich dann daraus ziehen?

Eine Idee wire, dass Geddchtnisse, die auf die DNA-Methylierung zuriickgreifen, stabiler
sind, als Gedéchtnisse ohne die Mitwirkung der DNA-Methylierung.

In Experimenten an der Maus, in denen sowohl 5-Azacytidin als auch TSA verwendet wurde,
zeigt sich, dass sich die Wirkungen der beiden Inhibitoren gegenseitig autheben [131]. Dieser
Befund steht im Widerspruch zu der gesamten bisherigen Literatur, die einheitlich auf ein
Zusammenwirken dieser beiden Inhibitoren hinweist [42, 53, 67, 121, 196]. Durch die
gleichzeitige Verwendung von 5-Azacytidin und HDAC-Inhibitoren kommt es zu einer
starkeren Histonacetylierung als durch die HDAC-Inhibitoren alleine.

Das Zusammenwirken der beiden Inhibitoren deutet auf ein Modell der epigenetischen

Mechanismen bei Lernen und Gedichtnisbildung hin, das in Abb. 5-5 auf Seite 82
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zusammengefasst ist. Dabei besteht die in der Chromatinstruktur gespeicherte Information aus
zwei Ebenen, aus der Histonebene und der DNA-Ebene. Die Transkription wird sehr
wahrscheinlich durch das Lernen induziert, was eine Rekrutierung von Histonmodifizierenden
Enzymen an die DNA zur Folge hat (z.B. CBP — eine Histonacetyltransferase) [189]. Die
Acetylierung der Histone fiihrt in einem noch nicht verstandenen Prozess zur Demethylierung
der DNA [48, 142]. Somit wird die Information in die nidchste Ebene iibertragen. Die
Reduktion der DNA-Methylierung fithrt zu einer Stabilisierung der Chromatinstruktur im

offenen Zustand, so dass sich die beiden Ebenen gegenseitig stiitzen.

Lernen

b N

Transkription @ \@/
%%
(25

Gedichtnis TSA1% 5-Aza §

Histonebene DNA-Ebene

Chromatinstruktur

Abb. 5-5: Modifizierungsebenen der Chromatinstruktur und ihre Interaktion mit Lernen und Gedéichtnis

Lernen induziert mit Hilfe von Signalkaskaden die Transkription. Bei diesem Prozess werden
Histonacetyltransferasen an die DNA rekrutiert, die die Histone acetylieren. Dies hat wiederum eine Offnung der
Chromatinstruktur zur Folge, was bei einer erneuten Induktion der Transkription zu einer erleichterten und damit
stirkeren Transkription fiihrt. Dies sollte ein transkriptionsabhiingiges Gedichtnis fordern. Durch die Offnung
kommt es aber ebenso zur Demethylierung der DNA. Dieser Prozess ist bisher noch nicht verstanden. Dadurch wird
die SchlieBung der DNA geschwicht, was zu einer Stabilisierung der DNA im offenen Zustand fiihrt, was sich
ebenso positiv auf ein transkriptionsabhédngiges Gedéchtnis auswirken sollte.
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5.8 Allgemeine Proteinacetylierung und ihr Einfluss aufs
Gedéachtnis

Neben der Modifikation der Histone konnen HDACs auch einen Einfluss auf eine allgemeine
Proteinacetylierung besitzen. Ein erster Hinweis, dass es moglicherweise noch andere
acetylierungsabhingige Mechanismen gibt, die zum Gedichtnis beitragen, jedoch nicht
transkriptionsabhingig sind, zeigt sich in der Verbesserung des Kurzzeitgeddchtnisses durch
HDAC-Inhibitoren (Natriumbutyrat und TSA) in einem Objekt-Erkennungstest [62]. Ein
weiterer Hinweis fiir diese Moglichkeit zeigen meine Befunde an der Biene. Hier wird das
durch TSA induzierte Gedéachtnis im Drei-Trial-Training am ersten Tag nicht vollstindig von
Actinomycin D inhibiert (s. Abb. 4-14 auf 51 Seite).

In der bisherigen Literatur wurde die Tatsache, dass die HDACs in Lernen und
Gedéchtnisbildung nicht nur Histone deacetylieren, vollig ignoriert. Dabei deuteen sowohl die
Tatsache, dass die HDACs phylogenetisch ilter sind als die Histone [114], als auch weitere
Befunde fiir Proteindeacetylierungen und Proteininteraktionen, die durch HDACs beeinflusst
werden [32, 39, 40, 69, 76], darauf hin.

Eine Suche nach acetylierten Proteinen in der UniProt Knowledgebase (Swiss-Prot and
TrEMBL) liefert iiber 2.500 Treffer [Volltextsuche nach ,N6-acetyllysine® auf
www.expasy.org]. Bei nidherer Betrachtung der Sucheergebnisse zeigt sich, dass Proteine aus
allen Bereichen acetyliert sind: Stoffwechsel, Transkription, Translation, Cytoskelett,
Transporter, Rezeptoren, Stiitzproteine, Kinasen, Phosphatasen etc. Dies deutet darauf hin,
dass es sich bei der Acetylierung, wie bei der Phosphorylierung, um eine post-translationale
Modifikation handelt, die einen Einfluss auf die Enzymaktivitit und Proteininteraktionen
haben kann. Fiir einige der Acetylierungen sind solche Funktionen bereits nachgewiesen.
Bisher sind allerdings noch keine Signalkaskaden bekannt, die dhnlich wie bei den Kinase-
Kaskaden eine Signalweitergabe durch Acetylierung vermitteln.

Als Donor der Acetylgruppe fungiert das Acetyl-CoA, welches als Thiolester einen sehr
hohen Energiebetrag speichert (-7,5 kcal/mol — Vergleich mit ATP: -7,3 kcal/mol). Durch die
Ubertragung der Acetylgruppe auf Proteine entsteht ein einfacher Ester, der deutlich weniger
Energie speichert (~ -1,9 kcal/mol). Im Vergleich mit der Phosphorylierung enthilt der
Acetylester zwischen 15-80% weniger Energie, was ihn chemisch stabiler macht [90, 136].
Dies kann bedeuten, dass sich die Acetylierung weniger gut fiir schnell modulierende Signale
eignet, da durch den geringeren Energiegehalt im Ester sich die Acetylierung schlechter
entfernen lisst.

Durch die Fiille der moglichen Zielproteine der HDACsSs, sowie der zum Teil recht schlecht
untersuchten Funktion der Acetylierung an den jeweiligen Proteinen, ist es unmoglich im
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Rahmen dieser Arbeit alle moglichen Wirkungen der HDACSs zu diskutieren. Daher werden
anhand von ausgewdhlten Beispielen die verschiedenen Wirkmoglichkeiten der HDACs
beleuchtet.

Die Acetylierung, die von HDACs abgebaut wird, kann vielfiltige Wirkungen ausiiben.
Allein bei verschiedenen Transkriptionsfaktoren und Transkriptions-Cofaktoren existieren
unterschiedlichste Wirkungen der Acetylierungen. Im Fall von Statl [76] sehen wir eine
Inaktivierung, CBP/p300 wird aktiviert und NF-kB [40] wird abhédngig von der Acetylierung
unterschiedlich schnell wieder aus dem Kern heraustransportiert. Die Deacetylierung von NF-
kB beschleunigt den Transport aus dem Kern und sorgt so moglicherweise fiir ein
»schirferes Signal. Es werden aber nicht nur Transkriptionsfaktoren acetyliert. Die
Acetylierung von a-Tubulin [37, 178] sorgt zum Beispiel fiir einen beschleunigten Transport
entlang der Microtubuli.

Die HDACs nehmen weitere Funktionen wahr, die nicht iiber die Deacetylierung vermittelt
werden. Sie konnen einen Komplex mit der Proteinphosphatase 1 (PP1) bilden, der durch

HDAC-Inhibitoren aufgeldst werden kann, was eine Aktivierung der PP1 zur Folge hat [32].

5.8.1 CBP: Zielprotein der HDACs?

Unter den vielen moglichen Nicht-Histon-Zielproteinen der HDACs befindet sich auch das
CBP (CREB binding protein). CBP/p300 sind beides Histonacetyltransferasen (HAT) [104],
die durch die Aktivierung von CREB, z.B. iiber den cAMP-Signalweg (s. Abb. 1-1 auf 8
Seite), an die DNA rekrutiert werden [38]. Dort sorgen sie bei der Transkription fiir die
Acetylierung der Histone und helfen so die DNA fiir die RNA-Polymerase von Histonen zu
befreien [84]. Die beiden HATs sind zum Beispiel fiir die in dieser Arbeit untersuchte
Acetylierung am Histon H3 Lysin-18 mit verantwortlich [144].

Fir CBP und p300 ist gezeigt, dass sie einen Einfluss auf die Etablierung vom
Langzeitgedichtnis haben [2, 103, 139]. Ebenso hat sich heraus gestellt, dass bei Fehlen der
Interaktion von CREB und CBP, TSA nicht zu einer Verstirkung des Gedéchtnisses fiihrt
[179]. Daher ist anzunehmen, dass die Wirkung von TSA ein funktionelles CBP benétigt. Bei
p300 kommt es zu einer Autoacetylierung, welche die Interaktion mit weiteren
Transkriptions-Cofaktoren steuert [96]. HDACI baut diese Autoacetylierung wieder ab [169].
Eine Inhibition der HDACs konnte daher zu einer verldngerten Aktivitdt von CBP fiihren, was
vielleicht zu einer Verstirkung der durch CREB induzierten Transkription und damit zu
einem stirkeren Gedichtnis fithrt. Da allerdings CBP, wie bereits beschrieben, fiir die

Induktion eines transkriptionsabhédngigen Gedichtnis unerlédsslich ist, kann mit den bisherigen
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Mitteln nicht zwischen der TSA-Wirkung auf Histone und CBP unterschieden werden (s.

Abb. 5-6 auf Seite 85). Dies gilt sowohl fiir Sdugetiere, als auch fiir Insekten.

=5 )

Transkription
Lernen

Gedachtnis

Abb. 5-6: Schema der HDA C-Wirkung bei Lernen und Gedichtnisbildung

Gezeigt ist der Ausschnitt der Signalkaskade, der zu einem transkriptionsabhidngigem Gedéchtnis fiihrt, in dem die

HDACSs wirken.

5.8.2 BDNF: Ziel aller epigenetischen Modulation bei der
Gedachtnisbildung?

Die meisten Veroffentlichungen, die epigenetische Mechanismen in Lernen und
Gedichtnisbildung zum Thema haben, deuten darauthin, dass BDNF eine zentrale Rolle in
der durch HDAC-Inhibitoren erhohten Gedéachtnisleistung spielt [29, 41, 62, 125, 176]. Die
Expression von BDNF wird dabei sowohl durch MeCP2 [41], ein Methylcytosin bindendes
Protein, sowie durch die DNA-Methylierung selbst reguliert [125, 194]. Ebenso erhoht die
Inhibition der HDACs die Expression von BDNF [62, 176].

Von BDNF ist bekannt, dass es die spite proteinabhingige Phase des LTPs (long-term
potentiation — eine zelluldres Modell von Lernen und Gedéachtnisbildung) induziert [195],
sowie eine wichtige Rolle bei der Erhaltung des Gedichtnisses spielt [13, 14].

Damit kommt BDNF eine zentrale Rolle bei Lernen und Gedéchtnisbildung zu. Da scheinbar
alle epigenetischen Mechanismen einen Einfluss auf die Expression von BDNF besitzen, ist
es nahezu unmoglich, den Einfluss der Chromatinstruktur auf Lernen und Gedéchtnisbildung
im Allgemeinen zu untersuchen. Eine Moglichkeit, die Effekte von TSA ohne den Einfluss
von BDNF zu studieren, wire die Verwendung BDNF Knock-Out-Méusen [58, 91, 101].

Diese Miuse zeigen starke Fehlentwicklungen der sensorischen Neuronen, ein um 75%
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reduziertes Gewicht und GroéBe und sie sterben bereits nach 2-4 Wochen. Daraus ldsst sich
ersehen, dass es durch das Fehlen von BDNF wihrend der Entwicklung zu erheblichen
Beeintriachtigungen kommt. Fiir eine Untersuchung wire daher ein induzierbarer Knock-down
die bessere Wahl, wie es z.B. mit RNAi moglich wire [10].

In Insekten ist bisher kein Analogon von BDNF bekannt. Da dennoch durch TSA ein
starkeres Gedichtnis induziert wird, ist es entweder moglich, dass in der Biene ein BDNF-
Homolog vorhanden ist, oder, dass BDNF nicht fiir die Erhohung des Gedichtnisses bendtigt
wird und die stirkere BDNF-Expression nur ein Nebenprodukt der TSA-Verabreichung ist.

5.9 Fazit

Die komplexen, ineinandergreifenden Mechanismen, die die Chromatinstruktur modulieren
und steuern, machen es mit den bisher zur Verfiigung stehenden Werkzeugen unmoglich,
zwischen Transkriptionsfaktor- und Chromatinstruktur-basierter Transkriptionsregulation zu
unterscheiden. Dies macht es sehr schwer, den Beitrag der Chromatinstruktur bei Lernen und
Gedéchtnisbildung und auf das Verhalten im Allgemeinen zu untersuchen.

Die urspriingliche Idee, dass die Chromatinstruktur ein Langzeitspeicher fiir Gedéchtnis ist,
kann im Moment weder bestitigt noch widerlegt werden. Die schnelle Wirkung von TSA
deutet allerdings eher auf die direkte Beeinflussung der Transkription via CBP hin.

Um den Einfluss der Chromatinstruktur zu studieren, miissen also Ansitze entwickelt werden,
die eine Unterscheidung zwischen den schnellen und transienten Mechanismen bisheriger
Untersuchungen und langanhaltender Mechanismen, wie es fiir Verdnderungen der
Chromatinstruktur zu erwarten ist, ermoglichen. Dazu ist es sehr wahrscheinlich notwendig
Verhalten zu untersuchen, das sich fiir lingere Zeit stabil erhilt, wie z.B. die Aufspaltung der
Aufgabengebiete oder andere vielleicht: konstante sehr stabile Gedéchtnisse. Denn: bisher
wurde noch nie der Einfluss von epigenetischen Mechanismen auf langanhaltende

Gedichtnisse untersucht.
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6 Zusammenfassung

Epigenetische Mechanismen beeinflussen die Chromatinstruktur indem sie Histone und/oder
die DNA modifizieren und so die Effiziez der Trankription regulieren. In meiner Dissertation
habe ich den Einfluss epigenetischer Mechanismen auf Lernen und Gedichtnisbildung, sowie
der Aufspaltung der Aufgabengebiete (Flieger und Ammen) der Honigbiene untersucht. Um
Veridnderungen zu messen, wurde auf Basis des ELISAs eine Methode entwickelt, mit der
spezifische Histonmodifikationen quantifizierbar sind. Mit dieser Methode habe ich die
Effizienz des Histondeacetylase-Inhibitors TSA und dessen transiente Wirkung im Gehirn der
Honigbiene bestitigt.

Bei der Verwendung von TSA in verschiedenen Lernparadigmen der Honigbiene konnte
erstmals ausserhalb des Mausmodells gezeigt werden, dass es auch in Insekten zu einer
Verstiarkung des Gedichtnisses durch TSA kommt. Die detailierte Verhaltensanalyse zeigte
einen spezifischen TSA Effekt auf die Bildung von assoziativem Gedichtnis und demonstriert
erstmals wie das TSA wihrend der Konsolidierungsphase dabei wirkt. Neu war auch der
Befund, dass TSA bei schwachem Training ein transientes transkriptionsabhingiges
Gedachtnis induziert, das nicht in ein stabiles Langzeitgedéchtnis iiberfiihrt wird.

Die Untersuchung der Rolle der Histonacetylierung bei der Aufspaltung der Titigkeiten von
Arbeitsbienen, welche die Basis der sozialen Organisation im Bienenstock darstellt, zeigt
erstmals eine Korrelation zwischen Téatigkeit der Bienen und der Histonacetylierung am Lysin
18 von Histon H3. Die Experimente deuten darauf hin, dass Anderungen der
Histonacetylierung der Ausloser fiir die Aufspaltung der Aufgabengebiete im Bienenstock
sind.

Meine Ergebnisse demonstrieren somit erstmals eine Funktion der Histonacetylierung bei
Insekten und bilden die Basis um den Beitrag der Chromatinstruktur als iibergeordneten
Modulator beim Lernen und komplexeren Prozessen wie der Arbeitsteilung im Detail zu

analysieren.
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7 Summary

Epigenetic mechanisms alter the chromatin structure by modifying histones and/or DNA and
thus change the accessibility of the transcription machinery. In my thesis I investigated the
contribution of epigenetic mechanisms in learning and memory, and the complex process of
labor division in honeybees. Based on ELISA I developed a technique to quantify specific
histone modifications in the honeybee brain. Using this method I verified the functionality of
the histone deacetylase inhibitor TSA in the honeybee and described its transient action in the
brain.

By combining these tools with behavioral analysis I studied the impact of TSA on different
learning paradigms. For the first time I demonstrated that the enhancement of associative
memory known from mice also applies to insects. The thorough behavioral analysis
demonstrated a specific effect on associative memory and provided first evidence that TSA
acts during the consolidation phase. Moreover I found a novel aspect of TSA action on
memory formation: after a weak training session, TSA induces a transient transcription
dependent memory that is not transformed into long-term memory.

In addition I analyzed the role of histone acetylation in division of labor of worker bees that is
the basis of the social organization in the hive. My experiments demonstrated a correlation
between the task of the bee and the acetylation of lysine 18 on histone 3, and provided first
evidence for a key role of this modification in initiating the division of labor. This together
with the specific role in learning provides a new basis to understand and further analyse the
impact of the chromatin structure as a comprehensive modulator of simple and complex

behavior in insects.
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