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1 Einleitung

1 Einleitung

Im gesamten Tierreich wird neuronale Hemmung (Inhibition) durch den
Neurotransmitter GABA (y-aminobutyric acid) vermittelt. Dieser Inhibition steht die
neuronale Erregung (Exzitation) gegenlber, die von Neurotransmittern wie Glutamat
und Acetylcholin vermittelt wird. Die Balance zwischen diesen beiden Eigenschaften
ist von essentieller Bedeutung flr die korrekte Verarbeitung auBerer Einflisse und
der Reprasentation mentaler Zustdnde [1]. Fehlfunktionen des inhibitorischen
Systems oder das Blockieren von GABA-Rezeptoren fllhren zu einem
Ungleichgewicht und zur Ubererregung, was Schizophrenie ausldsen oder auch in
epileptischen Anféllen resultieren kann [2, 3]. Dies zeigt, dass die grundlegende
Eigenschaft des Neurotransmitters GABA darin besteht, neuronale Erregung zu
modulieren bzw. zu kontrollieren. Obwohl GABA-Rezeptoren im gesamten
menschlichen  Gehirn  vorkommen, besitzen inhibitorische = Systeme in
unterschiedlichen Hirnregionen ganz verschiedene Aufgaben. Das inhibitorische
System reguliert z.B. in der Amygdala emotionale Zustande. So 16st das Blockieren
der GABA-Rezeptoren der Amygdala Angstsymptome aus [4], die kilnstliche
Aktivierung hingegen unterdriickt Angstsymptome [5]. Im Gegensatz dazu steuern
GABAerge Neurone im Hypothalamus unseren Schlafrhythmus [6]. Die kinstliche
Aktivierung von GABA-Rezeptoren im Hypothalamus kann abhéngig vom genauen
Ort Schlaf induzieren [7] oder zur Schiaflosigkeit fliihren [8]. Auch der Hippocampus,
der essentiell fur den Erwerb neuer Gedachtnisinhalte ist [9], besitzt zahlreiche
GABA-Rezeptoren und wird von GABAergen Neuronen innerviert [10]. Im gesamten
Tierreich  findet man GABA-Rezeptoren in Hirnbereichen, die fir die
Gedéachtnisbildung verantwortlich sind. Diese Arbeit widmet sich der Fragestellung,
welche Funktionen die inhibitorischen Neurone und Rezeptoren wahrend der
Gedachtnisbildung besitzen und mit welchen zelluldren und molekularen
Mechanismen diese Funktion vermittelt wird.
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1.1 Modulation der Gedachtnisbildung durch inhibitorische
Neurone und Rezeptoren

1.1.1 GABAerge Neurone beeinflussen die Gedachtnisbildung

Um die schweren epileptischen Anfélle von Henry Gustav Molaison zu behandeln,
wurden ihm 1953 groBe Teile seiner medialen temporalen Loben entfernt [11]. Seit
dieser Operation konnte sich Patient H.M., wie er damals genannt wurde, keine
neuen Sachverhalte mehr einpragen. Dem Patienten H.M. wurde namlich auch der
Hippocampus entfernt, der essentiell fir die Gedachtnisbildung ist und dessen
Schéadigung zu einer irreversiblen anterograden Amnesie fihrt [12]. Seit Patient H.M.
wird untersucht, wie der Hippocampus die Speicherung von Gedachtnisinhalten
vermittelt. Doch die Suche nach den Mechanismen der Gedéachtnisbildung im
Hippocampus gestaltet sich schwierig, da der Hippocampus ein komplex
verschaltetes Netzwerk unterschiedlicher Neurone ist. Der Hippocampus besteht
zum GroBteil aus exzitatorischen Neuronen und zu 10% aus inhibitorischen
Neuronen [13]. Die exzitatorischen Neurone bilden die Neurotransmitter Glutamat
und Acetylcholin, die inhibitorischen Neurone sind GABAerge Neurone, die den
Neurotransmitter GABA bilden. Wird ein GABAerges Neuron aktiviert, so schittet es
GABA aus und inhibiert exzitatorische, sowie andere inhibitorische Neurone. Diese
Inhibition gestaltet das zeitliche und &rtliche Aktivitatsmuster im Hippocampus und ist
somit grundlegend an den neuronalen Prozessen der Gedéachtnisbildung beteiligt
[14].

1.1.2 Gedachtnisbildung unter dem Einfluss von GABA-Rezeptoren

Das Studium der Funktion des Neurotransmitters GABA wird durch die Vielzahl
verschiedener GABA-Rezeptoren erschwert. Dabei gibt es grundlegend zwei Typen
von GABA-Rezeptoren: ionotrope und metabotrope.

Die ionotropen GABA-Rezeptoren bilden aus finf Untereinheiten einen Chlorid-Kanal
(Abb. 1-1). In adulten Saugetieren fuhrt die Bindung von GABA an diesen Rezeptor
zur Offnung des Chlorid-Kanals und zum Einstrom von Chlorid-lonen, was eine
Hyperpolarisation zur Folge hat.
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Abb. 1-1: Der ionotrope GABA-Rezeptor

A: Ein ionotroper GABA-Rezeptor besteht aus flinf Untereinheiten, die in der Membran von Neuronen
einen Chlorid-Kanal bilden. Durch Bindung von GABA 6ffnet sich der Kanal, worauf Chlorid-lonen in
das Zellinnere strdomen und zur Hyperpolarisation flihren. lonotrope GABA-Rezeptoren kdénnen sich
aus vielen verschiedenen Untereinheiten zusammensetzen und bilden somit Rezeptoren mit den
verschiedensten Affinitdten fiir GABA, Benzodiazepinen und anderen Agonisten, sowie Antagonisten.
Quelle der Abbildung: [15].

B: Jede Untereinheit besteht aus vier Transmembrandoménen, deren Eigenschaften sich (ber
posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierungen, modulieren lassen.

Quelle der Abbildung: [16].

Die Untereinheiten, aus denen sich der ionotrope Rezeptor bildet, sind in eine
Vielzahl unterschiedlicher Klassen unterteilt, von denen es wiederum
unterschiedliche Varianten gibt (6 a-Untereinheiten, 3 B- Untereinheiten, 3 y-
Untereinheiten, 1 &-Untereinheiten, 1 e-Untereinheiten, 1 m-Untereinheiten, 1 ©-
Untereinheiten, 3 p-Untereinheiten) [17]. Ein funktioneller ionotroper GABA-Rezeptor
besteht immer aus mindestens einer a-Untereinheit, einer - Untereinheit und einer
y-Untereinheit [18]. Aus der Variation dieser und den anderen beiden Untereinheiten
ergibt sich prinzipiell eine Vielzahl unterschiedlicher ionotroper GABA-Rezeptoren,
die sich in ihrer Affinitdt zu GABA, sowie anderen Agonisten oder Antagonisten
unterscheiden. Neben zwei Bindestellen fir GABA besitzen ionotrope GABA-
Rezeptoren  allosterische  Bindestellen  fir  Benzodiazepine, Barbiturate,
Neurosteroide und sogar Ethanol [17]. Vor allem Benzodiazepine verstarken die
Wirkung von GABA und werden sehr effektiv bei der Behandlung von Schlaf- und
Angststérungen eingesetzt [19]. Sehr hohe Dosen an Benzodiazepinen kdnnen
sogar transiente anterograde Amnesien auslésen [20]. Allgemein fuhrt die
Aktivierung  ionotroper  GABA-Rezeptoren im  Hippocampus zu einer
Verschlechterung der Gedéachtnisleistung, wahrend die Hemmung dieser Rezeptoren

die Gedachtnisleistung verbessern kann [21, 22]. Die Aufklarung der Funktionen

3



1 Einleitung

einzelner Untereinheiten wird jedoch sehr kontrovers diskutiert. Wahrend z.B. der
Knockout der B3-Untereinheit die Gedachtnisleistung verschlechtert [23], fhrt der
Knockout der a5-Untereinheit zu einer Verbesserung [24]. Die hohe Anzahl
verschiedener Kombinationen und unbekannte Kompensationsmechanismen
machen eine zuverlassige Aussage Uber die Funktion einzelner Untereinheiten durch

Knockout-Experimente eher unwahrscheinlich.

Im Gegensatz zu den ionotropen Rezeptoren, die eine schnelle Inhibition
hervorrufen, vermitteln metabotrope GABA-Rezeptoren eine langsamere Form der
Inhibition. Metabotrope GABA-Rezeptoren bestehen nur aus zwei Untereinheiten, die
als Heterodimer eine funktionelle Einheit bilden (Abb. 1-2) [25]. Die metabotropen
GABA-Rezeptoren sind an G-Proteine gekoppelt, die durch Bindung von GABA
aktiviert werden und unterschiedliche molekulare Prozesse induzieren kdnnen (z.B.
Hemmung der Adenylylcyclase [26] oder Offnung von Kaliumkanéalen [25]). Uber die
Funktion der metabotropen Rezeptoren ist allgemein sehr wenig bekannt. Die
Aktivierung dieser Rezeptoren im Hippocampus fihrt jedoch ebenfalls zu einer
Verschlechterung der Gedachtnisleistung [22].

G-Protein

B

Abb. 1-2: Der metabotrope GABA-Rezeptor

Ein metabotroper GABA-Rezeptor setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen, die jeweils aus
sieben membrandurchspannenden helikalen Doménen bestehen. Die Bindung von GABA aktiviert das
gekoppelte G-Protein, welches die Aktivitdt von Enzymen und Kanélen moduliert. In dieser Abbildung
ist das inhibitorische Wirkungsspektrum der Gi-Proteine gezeigt, die die Aktivitat der Adenylylcyclase
(AC) hemmen oder die Durchlassigkeit von Kalium-Kanélen férdern bzw. die der Calcium-Kanéle
hemmen.
Quelle:http://www.pharma.uzh.ch/research/neuropharmacology/researchareas/signaltransduction/intro
duction.html.
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1.1.3 GABA und das Studium seiner Funktion in der Gedachtnisbildung

Die Aktivierung des inhibitorischen Systems des Hippocampus verschlechtert die
Gedachtnisleistung, wahrend die Hemmung die Gedachtnisleistung verbessert. In
Tierexperimenten erfolgt die Aktivierung bzw. Hemmung meist durch die Injektion
von selektiven Agonisten bzw. Antagonisten. Diese Injektionen bringen jedoch
verschiedene Probleme mit sich. Beispielsweise lasst sich nicht exakt bestimmen,
wie lange die injizierte Droge wirkt. Dadurch wird haufig die Frage vernachlassigt, ob
sich die Manipulation des inhibitorischen Systems auf alle Phasen der
Konditionierung (Gedachtniserwerb/Acquisition, Kurzzeit-/Langzeitgedachtnis,
Gedachtnisabruf) gleich auswirkt? Zum anderen ist das inhibitorische System durch
die Injektion standig aktiv oder gehemmt, was einer unphysiologischen Manipulation
entspricht. Eine physiologische Manipulation wirde darin bestehen, die GABA-
Rezeptoren gezielt zu bestimmten Zeitpunkten zu aktivieren oder zu hemmen. Eine
solche physiologische Manipulation gestaltet sich jedoch durch die schwere
Zuganglichkeit des Gehirns von Saugetieren als schwierig. Zudem waren konkrete
Aussagen aufgrund der Komplexitat der neuronalen Netzwerke im Hippocampus und
der Vielzahl unterschiedlicher GABA-Rezeptoren nur schwer méglich.

Daher werden in dieser Arbeit die Modellorgansimen Honigbiene (Apis mellifera) und
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) genutzt, um die Funktion des inhibitorischen
Systems wahrend der Gedachtnisbildung zu untersuchen. Diese beiden
Modellorganismen zeichnen sich durch diverse Vorteile gegenlber Sdugetieren aus.
Honigbienen sind in der Lage, sich Difte und die damit verbundenen Assoziationen
Uber Tage einzupragen (s. Kap. 1.3). Zudem ist ihr Gehirn Uber das Offnen der
Kopfkapsel sehr gut zugénglich. In der Fruchtfliege lassen sich sogar gezielt
neuronale Netzwerke markieren und untersuchen. Das Gehirn beider Organismen ist
sehr ahnlich aufgebaut und besitzt eine Struktur, die als Pendant zum Hippocampus
der Saugetiere angesehen wird: die Pilzkérper. Hippocampus und Pilzkérper sind
beide unerlasslich fir die Gedachtnisbildung und in beiden Strukturen stehen
exzitatorische Neurone unter der Kontrolle GABAerger Neurone, die die
Gedachtnisbildung entscheidend mitgestalten (s. Kap. 1.4). Im Gegensatz zum
Hippocampus sind die Pilzkérper einfacher strukturiert und es gibt weniger
Untereinheiten fir GABA-Rezeptoren (s. Kap. 1.5.2). Dies macht die Pilzkérper zum
optimalen Studienobjekt, um die Grundlagen der Inhibition wahrend der
Gedéachtnisbildung zu untersuchen.
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1.2 Neuronale und molekulare Grundlagen des Lernens

Um zu verstehen, wie der Neurotransmitter GABA Lernprozesse in den
entsprechenden Hirnstrukturen beeinflusst, muss man zunachst wissen, was Lernen
und Gedachtnis Uberhaupt bedeutet und welche neuronalen und molekularen
Prozesse dazu notwendig sind. Der Mensch kennt viele verschiedene Formen des
Lernens. Grundlegend unterscheidet man das deklarative Gedéachtnis vom nicht-
deklarativen Gedachtnis [27]. Das deklarative Gedachtnis, zu dem z.B.
autobiografische Informationen gehdéren, gilt als Lernen héherer Ordnung, da man
dazu zur Selbstreflektion fahig sein muss. Nicht-deklarative Gedachtnisse, wie z.B.
das Erlernen motorischer Abldufe, sind sehr viel einfacher aufgebaut und lassen sich
im gesamten Tierreich wieder finden. Aus diesem Grund wird diese Form des
Lernens in der Wissenschaft genutzt, um die neuronalen Grundlagen der
Gedachtnisbildung zu erforschen. Grundlegend versteht man unter einfachen
Formen des Lernens, die Fahigkeit sein Verhalten aufgrund erworbener Erfahrungen
anzupassen. Die Persistenz dieser Verhaltensanderung bezeichnet man als
Gedéchtnis.

1.2.1 Klassische Konditionierung und synaptische Plastizitat

Die alteste und wohl bekannteste Studie zu einer einfachen Form des Lernens wurde
1927 von Iwan Petrowitsch Pawlow durchgeflihrt, der seine Hunde einer klassischen
Konditionierung unterzog [28]. Bei der klassischen Konditionierung wird einem Tier
ein neutraler Stimulus (konditionierter Stimulus, CS) zusammen mit einer Belohnung
oder einer Bestrafung (unkonditionierter Stimulus, US) présentiert. Das Tier erlernt
also, einen neutralen Reiz mit einem bedeutungsvollen Reiz zu assoziieren.
Infolgedessen wird das Tier nach Prasentation des CS dieselbe kérperliche Reaktion
zeigen, wie nach Prasentation des US. Pawlow verknipfte regelmaBig die Fitterung
(US) seiner Hunde mit einem Klingelton (CS). Nach diesem , Training“ begannen die
Hunde bereits nach Prasentation des Klingeltons zu salivieren, was sie
normalerweise nur beim Anblick der Nahrung tun. Die Hunde haben also gelernt, den
Klingelton mit der Fitterung zu assoziieren. Die neurophysiologische Grundlage
dieser Gedachtnisbildung ist die neuronale bzw. synaptische Plastizitat, die 1949 von
dem Psychologen Donald Hebb ausfiihrlich beschrieben wurde [29]. Die Hebbsche
Lernregel besagt, dass die gleichzeitige Aktivitat der Neurone, die den CS und US
vermitteln, molekulare Prozesse induziert, die die Verknlpfung und somit die
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Signalweiterleitung zwischen diesen Neuronen verstarkt oder abschwéacht. Demnach
fOhrt die gemeinsame Aktivitdt der verantwortlichen Neurone dazu, dass diese auf
den nachsten Stimulus stérker oder schwéacher reagieren. Allgemein beschreibt die
synaptische Plastizitdt eine aktivitditsabhdngige Anderung der Starke der
synaptischen Ubertragung. GABAerge Neurone beeinflussen die Entstehung der
synaptischen Plastizitdt und somit auch die Gedachtnisbildung [30]. Es ist jedoch
nicht bekannt, welche neuronalen Netzwerke, die an der synaptischen Plastizitat
beteiligt sind, durch GABA inhibiert werden. Im Falle der klassischen Konditionierung
besteht die Fragestellung also darin, ob die Vermittlung des CS, des US oder gar die
Koinzidenz dieser beiden Signale durch GABA moduliert wird?

1.2.2 Koinzidenzdetektion

Um synaptische Plastizitat zu induzieren, missen laut der Hebbschen Lernregel die
neuronalen Netzwerke, die CS und US vermitteln, gleichzeitig aktiv sein. Folglich
muss es einen Koinzidenzdetektor geben, der die Informationen von CS und US
integriert. M&gliche molekulare Mechanismen der Koinzidenzdetektion und die
dadurch induzierten Modifikationen wurden in verschiedenen Organismen
beschrieben (z.B. in der Maus mus musculus [31, 32], in der Meeresschnecke
Aplysia californica [33-35], der Honigbiene Apis mellifera [36, 37] und der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster [38-41]). Im Hippocampus der Saugetiere gilt der NMDA-
Rezeptor als vielversprechender Kandidat fiir einen Koinzidenzdetektor. Es handelt
sich hierbei um einen ionotropen Glutamat-Rezeptor, der einen Calcium-Kanal formt,
welcher mit einem Mg®*-Pfropf verschlossen ist [42]. Ca®* strémt nur dann durch
diesen Kanal in das Neuron, wenn der Mg?*-Pfropf aus dem Kanal entfernt wird. Dies
geschieht nur, wenn Glutamat am Rezeptor gebunden ist und das Neuron
gleichzeitig depolarisiert wird.

Ein weiterer vielversprechender Mechanismus der Koinzidenzdetektion wurde
mithilfe von Aplysia [43] und Lernmutanten in Drosophila entdeckt [44]. Im Mittelpunkt
dieses Mechanismus steht die Ca®*-abhangige Adenylylcyclase (Ac), die die
konvergierenden Signale von CS und US integriert (Abb. 1-3). Die Ac ist besonders
aktiv, wenn erstens eine erhéhte intrazellulare Calcium-Konzentration vorliegt und
zweitens die Ac gleichzeitig Uber ein G-Protein stimuliert wird [43, 45]. Die
SignalUbertragung von CS und US muss also innerhalb eines neuronalen
Netzwerkes konvergieren. Dabei flhrt eines der beiden Signale zur Erhdéhung der

intrazellularen Calcium-Konzentration, das andere aktiviert die G-Proteine.
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Signal 1 Signal 2

Ac |—

Sl

cAmp ATP
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Proteine

Langzeitgedachtnis
(LTM)
Abb. 1-3: Molekulare Mechanismen der Gedachtnisbildung

In assoziativen Lernformen missen beide Signale (CS und US) konvergieren, um einen
Koinzidenzdetektor zu aktivieren. Im Falle der Ca**-abhangigen Adenylylcyclase (Ac) fihrt eines der
beiden Signale zur Erhdhung der intrazellularen Calcium-Konzentration, wahrend das andere Signal
Uber metabotrope Rezeptoren G-Proteine aktiviert. Die Koinzidenz beider Signale verstarkt die
Aktivierung der Ca®*-abhangigen Adenylylcyclase (Ac), die somit besonders viel cCAMP produziert.
Abhangig von der gebildeten Menge an cAMP wird die PKA unterschiedlich stark aktiviert. Ein
schwaches Training bewirkt eine leichte Aktivierung der PKA und induziert transiente
Proteinmodifikationen, die die molekulare Grundlage des Kurzzeitgedachtnisses (STM) sind. Nach
starkem Training und verstarkter Aktivitdt der PKA wird der Transkriptionsfaktor CREB aktiviert, der
die Bildung neuer Proteine induziert. Diese neuen Proteine starken langfristig die Verknlpfung
zwischen den Synapsen und sind die molekulare Grundlage des Langzeitgedachtnisses (LTM).

Starkes
Training

o

Transiente
Proteinmodifikationen

Kurzzeitgedachtnis
(STM™)

Nukleus

Die Ac bildet den second messenger cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat), der
unter anderem die PKA (Proteinkinase A) aktiviert [46]. Die Aktivitat der PKA
entscheidet darlber, ob es zur Bildung eines Kurzzeit- (short term memory; STM)
oder Langzeitgedachtnisses (long term memory; LTM) kommt. Nach einem
schwachen Training (wenige CS-US-Paarungen) kommt es zu transienten
Proteinmodifikationen, die die molekulare Grundlage des STM sind [47] (z.B.
Phosphorylierung von K™-Kanalen [48, 49], wodurch sich die Erregbarkeit des
Neurons flr eine gewisse Zeit verstarkt). Diese transienten Modifikationen erfolgen
innerhalb von weniger Minuten, was sich durch den Gedéachtniserwerb wahrend des
Trainings beobachten lasst (Acquisition). Nach einem starken Training (mehrere CS-

US-Paarungen) kommt es zur verstarkten Bildung von cAMP und somit zu einer
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verstarkten Aktivitdt der PKA. Dadurch werden Proteinmodifikationen induziert, die
schwache Gedéachtnisse konsolidieren bzw. stabilisieren und auch die Bildung des
LTM beginstigen [37, 50]. Dazu gehért die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
CREB (cAMP response element binding protein) im Nukleus, was Transkription und
Translation induziert und zur Bildung neuer Proteine fihrt [51]. Die Bildung neuer
Proteine ist essentiell um ein STM in ein LTM zu transformieren (Konsolidierung) [52,
53]. Diese Proteine werden meist zur aktiven Synapse transportiert und starken dort
langfristig die VerknUpfung und somit auch die SignallUbertragung zwischen den
Neuronen [54].

Wie bereits erwahnt, beeinflusst der Neurotransmitter GABA die Bildung der
synaptischen Plastizitdt und somit auch die Gedé&chtnisbildung. Dadurch ergeben
sich fir diese Arbeit die folgenden Fragestellungen, die es eingehender zu
untersuchen gilt: An welcher Stelle der molekularen Kaskade der Gedachtnisbildung
wirkt GABA? Beeinflusst GABA Kurz- und Langzeitgedachtnis gleichermaBen? Hangt
die Wirkung von GABA von der Anzahl der CS-US-Paarungen ab?

1.3 Lernparadigmen in der Honigbiene und die Frage nach der
Funktion von GABA

Als soziales Insekt besitzt die Honigbiene ein faszinierendes und reichhaltiges
Repertoire an verschiedenen Verhaltensmustern. Zu den wichtigsten Aufgaben im
Leben einer Honigbiene gehért das Sammeln von Nektar und Pollen, um eine
ausreichende Versorgung des Bienenstocks mit Nahrung zu gewahrleisten. Dazu
pragen sich die Sammlerinnen Ort, Farbe und Duft reichhaltiger Blaten ein und
geben diese Informationen per Schwéanzeltanz an andere Bienen im Stock weiter
[55-57]. Die Sammlerinnen eines Bienenvolkes besitzen die Fahigkeit, Hinweise aus
der Umwelt mit Belohnungen zu verknipfen und diese Assoziationen Gber mehrere
Tage im Gedachtnis zu behalten [58]. Viele dieser Lernparadigmen lassen sich auch
unter Laborbedingungen durchfihren, weshalb die Honigbiene ein beliebter
Modellorganismus ist, um die molekularen Grundlagen der Gedachtnisbildung zu
erforschen [59].
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1.3.1 Assoziative olfaktorische Konditionierung

Bei der appetitiven Konditionierung der Honigbiene wird ein ihr unbekannter Duft
(CS) mit einer Belohnung in Form von Zuckerwasser (US) gepaart (Abb. 1-4 und s.
Kap. 3.1.2). Um das Zuckerwasser aufzunehmen, streckt die Biene ihren Rissel
heraus, was als Russelreflex oder auch als Proboscis extension reflex (PER)
bezeichnet wird [60]. Hat die Biene die Assoziation zwischen CS und US korrekt
erlernt, wird sie bei einem spateren Gedachtnisabruf, auf den Duft alleine, mit dem
PER reagieren [61, 62]. Wie lange dieses Gedachtnis anhalt, hangt von der Anzahl
der CS-US-Paarungen ab [63, 64]. Nach einer CS-US-Paarung bildet die Biene ein
Kurzzeitgedachtnis, welches Gber einen Tag lang stabil sein kann [65]. Nach drei CS-
US-Paarungen bildet die Biene ein Langzeitgedachtnis, welches tber mehr als vier
Tage stabil sein kann [66, 67]. Dabei kann man bereits wahrend des Trainings den
Gedéachtniserwerb der Bienen beobachten (Acquisition). Das Lernparadigma der
appetitven olfaktorischen Konditionierung wird in dieser Arbeit genutzt werden, um
die Auswirkungen der Aktivierung von GABA-Rezeptoren auf die Gedachtnisbildung

zu untersuchen.

Training Gedachtnisabruf

Abb. 1-4: Appetitive olfaktorische Konditionierung der Honigbiene

Wahrend der Konditionierung wird ein naiver Duft (CS) mit einer Belohnung in Form von
Zuckerwasser (US) gepaart. Dabei wird der Biene zunachst der Duft prasentiert. Noch wahrend der
Duftprasentation wird der Biene das Zuckerwasser zun&chst an der Antenne préasentiert, woraufhin die
Biene den Ruissel heraus streckt (PER). Damit die Biene die Belohnung auch aufnehmen kann, Iasst
man sie anschlieBend an der Zuckerldsung lecken. Erlernt die Biene die Assoziation zwischen CS und
US, so wird sie bei einem spater durchgefiihrten Gedachtnisabruf mit dem CS alleine, in Erwartung
auf eine Belohnung, mit dem PER reagieren.
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1.3.2 Nicht-assoziative Lernparadigmen und Zuckerwasserempfindlichkeit

Bei den nicht-assoziativen Lernparadigmen erlernt die Honigbiene, die Reaktionen
auf einzelne Stimuli, in Abhangigkeit von dessen Bedeutung, zu verandern. Mit
diesen Lernparadigmen, zu denen die Sensitisierung und die Habituation gehort,
lasst sich untersuchen, ob die Wahrnehmung bzw. die neuronale Verarbeitung der
Duftinformation oder der Belohnung durch die GABAerge Inhibition beeinflusst wird.
Die Wahrnehmung der Belohnung Ilasst sich zudem mit Hilfe der

Zuckerwasserempfindlichkeit Gberprifen.

Unter Sensitisierung versteht man die Zunahme der Reaktionsstarke auf einen
unbedeutenden Reiz. Die verstarkte Reaktion wird hervorgerufen durch die
Stimulation mit einem unabhangigen, sehr starken Reiz. Bei der Honigbiene wird die
Reaktion auf einen Duftreiz durch vorherige Stimulation mit einer stark konzentrierten
Zuckerlésung sensitisiert [68] (s. Kap. 3.1.3). Mit Hilfe der Sensitisierung lasst sich
Uberprifen, ob das inhibitorische System die Wahrnehmung der Duftinformation

verandern kann.

Unter Habituation versteht man die Gewdhnung an einen dauerhaft prasentierten
Reiz. Dabei tritt eine Abschwachung der Reaktion auf den Reiz dann ein, wenn
dieser sich als unbedeutend erweist. Bei der Habituation der Honigbiene wird eine
Antenne so oft mit Zuckerwasser stimuliert, bis der Risselreflex ausbleibt (s. Kap.
3.1.4) [69]. Somit lasst sich testen, ob das inhibitorische System die neuronale
Prozessierung der Belohnung manipulieren kann.

Zuséatzlich zur Habituation lasst sich die Wahrnehmung der Belohnung mit
Zuckerwasser mit Hilfe der Zuckerwasserempfindlichkeit Gberprifen (s. Kap. 3.1.5).
Dabei wird der Umstand genutzt, dass die Biene mit hdherer Wahrscheinlichkeit mit
dem Russelreflex (PER) reagiert, umso gréBer die Zuckerkonzentration ist, mit der
die Antenne stimuliert wird [36, 70].

11
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1.4 GABAerge Neurone und die Informationsverarbeitung im
Gehirn der Honigbiene

Die Gehirne von Honigbiene und Fruchtfliege sind wie das menschliche Gehirn in
verschiedene Kompartimente unterteilt, die auf die Verarbeitung von Information aus
unterschiedlichen Quellen spezialisiert sind. Im Folgenden wird das Wissen von
Honigbiene und Fruchtfliege kombiniert, um zu erlautern, wie CS (Duft) und US
(Belohnung oder Bestrafung) wahrend der assoziativen Konditionierung im Gehirn
der Insekten prozessiert werden. Besonders wichtig ist hierbei, wie die
Informationswege von CS und US konvergieren, um ein assoziatives Gedachtnis zu
bilden (Abb. 1-5). Zudem wird erldutert, in welchen Hirnregionen exzitatorische
Neurone unter der Kontrolle von inhibitorischen Neuronen stehen und welche GABA-
Rezeptoren an der Inhibition beteiligt sind. Das Verstandnis der neuronalen
Prozessierung ist unerlasslich, um die Funktion inhibtorischer Neurone wahrend der
Gedachtnisbildung nachvollziehen zu kénnen.

1.4.1 Neuronale Prozessierung der Duftinformation

Die Perzeption der Duftinformation erfolgt Gber olfaktorische Rezeptorneurone (ORN)
in den Antennen und Maxillen [71, 72]. Von hier aus wird die Duftinformation im
ganzen Gehirn der Honigbiene und der Fruchtfliege Uber den priméren und
wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) weitergeleitet [73].
Die wichtigsten ACh-Rezeptoren (AChR) sind nikotinische AChR (nAChR), deren
Untereinheiten Na*-Kanale formen. Bei Aktivierung kommt es zum Na*-Einstrom und
somit zur Depolarisierung des Neurons [74]. Die cholinerge Transmission ist

unerlasslich fir das olfaktorische Gedachtnis [75].

Von den ORN wird die Duftinformation zu den Antennalloben (AL) weitergeleitet
(hellblaue Pfeile in Abb. 1-5), in denen die primare Duftverarbeitung stattfindet [76].
Die AL bestehen aus funktionellen Untereinheiten, die als Glomeruli bezeichnet
werden [77, 78]. Jeder Duft aktiviert ein anderes Set verschiedener Glomeruli und
bildet somit ein individuelles topografisches Muster [79, 80]. Dieses Aktivitatsmuster
entsteht aus dem Zusammenspiel von exzitatorischen cholinergen Neuronen und
inhibitorischen GABAergen Interneuronen [81]. Das topografische Muster des AL
wird Uber Projektionsneurone (PN) an das laterale Protocerebrum (LP, auch lateral
horn genannt) und die Pilzkérper (Mushroom bodies, MB) weitergegeben

(dunkelblaue Pfeile in Abb. 1-5).
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Abb. 1-5: Neuronale Netzwerke im Gehirn der Honigbiene

Schematische Darstellung des Bienenhirns mit den neuronalen Verarbeitungswegen von Duft und
Belohnung. Die olfaktorische Information (linke Seite) wird von den Rezeptorneuronen zum
Antennallobus (AL) transportiert (hellblaue Pfeile), wo ein individuelles topografisches Aktivitatsmuster
gebildet wird. Vom AL wird die Duftinformation {ber Projektionsneuronen (PN) an das laterale
Protocerebrum (LP) und die Calyces (lateraler Calyx, LC und medianer Calyx, MC) der PilzkGrper
(MB, grun) vermittelt (blaue Pfeile). Uber den Pedunculus (Pe) gelangt die Information zu den a- und
B-Loben der Pilzkérper und von dort aus in andere Bereiche des Gehirns (violette Pfeile). Die
Belohnung durch Zuckerwasser aktiviert im suboesophagalen Ganglion (SOG) das VUM, welches
AL, LP und die Pilzkdrper innerviert (rote Pfeile). Die Integration von Duft und Belohnung findet in AL
und in den Pilzkérpern statt, die somit Sitz des olfaktorischen Gedachtnisses sind. Die inhibitorische
Rackkopplungsschleife (schwarze Pfeile) inhibiert die Neuronen der Pilzkérper und beeinflusst das
olfaktorische Gedachtnis.

Weitere Abklrzungen: ME, medulla; LO, lobula; OC, ocelli; CB central body

Quelle: Menzel und Giurfa [82]

Uber die Funktion des LP ist nur sehr wenig bekannt. Man vermutet, dass ihre

Funktion in erfahrungsunabhangigen Reaktionen auf naive Dufte liegen [83, 84].

Die Pilzkérper besitzen eine zentrale Rolle in der Gedachtnisbildung der Insekten
und werden oft als Pendant zum Hippocampus der Saugetiere angesehen. Beide
Hirnstrukturen sind unerlasslich fiir die Gedachtnisbildung und in beiden stehen
exzitatorische Neurone unter der Kontrolle von inhibitorischen Neuronen. Die Input-
Region der Pilzkdrper sind die Calyces (medianer calyx, MC und lateraler calyx, LC).
Hier werden visuelle, gustatorische und olfaktorische Informationen integriert und das
daraus entstehende Signal an andere Hirnregionen weitergeleitet [85, 86]. Die
intrinsischen Neurone der Calyces werden als Kenyonzellen bezeichnet, in ihnen

findet die sekundére Duftverarbeitung statt [87].

13



1 Einleitung

Die Axone der Kenyonzellen vereinigen sich zum Pedunculus (Pe) und bringen so
die Duftinformation zu den Loben der Pilzkérper. Von den a- und B-Loben der
Pilzkdrper wird die Information dann in andere Regionen des Gehirns transportiert,
wie z.B. zum LP (violette Pfeile in Abb. 1-5) oder der Motorregion des

suboesophagalen Ganglions (SOG), von wo aus der PER gesteuert wird [88].

Es sind ca. 50 inhibitorische GABAerge Feedbackneurone, die die a- und B-Loben
mit der Calyxregion der Pilzkdrper verbinden (schwarze Pfeile in Abb. 1-5) [89].
Diese Neurone werden sowohl durch die Duftinformation als auch durch die
Belohnung aktiviert, woraufhin sie GABA ausschitten und die GABA-Rezeptoren der
Kenyonzellen aktivieren [90, 91]. Welche Funktion dies hat, ist nicht genau bekannt.
Dass diese GABAergen Feedbackneurone jedoch an der Gedachtnisbildung beteiligt
sind, zeigen physiologische Eigenschaften, die im nachsten Kapitel erlautert werden.

1.4.2 Die Integration von Duft und Belohnung in den Pilzkérpern verandern die
Eigenschaften der GABAergen Feedbackneurone

Die Belohnung wéahrend der appetitiven Konditionierung in der Honigbiene wird Gber
das VUMqyx (ventral unpaired median neuron maxillare 1) vermittelt [92]. Der
Zellkérper des VUM befindet sich im SOG und wird durch Prasentation des
Zuckerwassers am RuUssel stimuliert [93]. Die Axone konvergieren ausschlieBlich mit
den Neuropilen, die fur die Verarbeitung der olfaktorischen Information zustandig
sind (rote Pfeile in Abb. 1-5). Dies deutet darauf hin, dass das VUM spezialisiert
ist, um Belohnung und Duft miteinander zu koppeln [94]. Die Belohnung wird von
VUM« Uber den Neurotransmitter Octopamin vermittelt. Dies lasst sich
eindrucksvoll demonstrieren, indem sich die Belohnung durch Injektion von
Octopamin in AL oder Pilzkérper ersetzen lasst [65, 93]. Die Octopamin-Rezeptoren
sind metabotrop und erhéhen Gber G-Proteine die intrazellulare cAMP-Konzentration
oder setzen Ca®* aus dem endoplasmatischem Retikulum frei [95, 96].

Um ein assoziatives Gedéachtnis zu bilden, muss laut Hebb die Integration von CS
und US zu Anderungen in der Signaliibertragung durch den CS fiihren (s. Kap. 1.2).
Dies geschieht sowohl in den AL, als auch im MB. Die Integration von CS und US im
AL fUhrt kurzfristig dazu, dass der CS durch zusatzlich rekrutierte PN reprasentiert
wird [97]. Zudem ist die Aktivitat des AL direkt nach einer CS-US-Paarung wichtig,
um ein STM zu bilden [98]. Nach multiplen CS-US-Paarungen lasst sich in den AL

eine erhohte PKA-Aktivitat messen, welche essentiell fir die Induktion des LTM ist
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[37]. Desweiteren haben Studien in Drosophila gezeigt, dass auch die Pilzkérper Sitz
des assoziativen Gedachtnisses sind [99]. Die Aktivitat der Pilzkérper wahrend des
Gedachtnisabrufes ist unerlasslich um ein STM oder LTM festzustellen [75]. D.h., das
assoziative Gedachtnis ist in Pilzkérperneuronen gespeichert, ohne deren Aktivitat
die bereits erworbene Erfahrung nicht zu Verhaltenséanderungen fihrt.

Durch die Integration von Duft und Belohnung in den Pilzkdrpern wird die Aktivitat der
GABAergen Feedbackneurone reduziert [91]. Dies bedeutet, durch die Assoziation
wird weniger GABA ausgeschuittet und die Kenyonzellen weniger stark inhibiert.
Somit werden die Kenyonzellen bei der nachfolgenden Stimulation starker aktiviert
werden. Es wurde jedoch nicht untersucht, ob diese Form der synaptischen
Plastizitat notwendig ist, um ein assoziatives Gedachtnis zu bilden. Um der Antwort
auf diese Frage ndher zu kommen, wird in dieser Arbeit die Aktivitdt der GABAergen
Feedbackneurone kunstlich imitiert, indem durch fokale Lichtblitze GABA lokal und
zeitlich exakt definiert im Pilzkérper freigesetzt wird (s. Kap. 5.1.4). Somit Iasst sich
untersuchen, zu welchen Zeitpunkten der olfaktorischen Konditionierung die
Aktivierung der GABA-Rezeptoren die Gedachtnisbildung beeinflusst.

1.5 Assoziatives Lernen und der Einfluss von GABA-Rezeptoren in
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster

1.5.1 Aversive olfaktorische Konditionierung

Im Gegensatz zur Honigbiene ist die Fruchtfliege Drosophila melanogaster kein
sozial lebendes Insekt, doch besitzt auch sie ein reichhaltiges Repertoire an
Verhaltensmustern [100]. Die genetischen Grundlagen der Gedéachtnisbildung
werden in Drosophila seit Gber 30 Jahren studiert [101-103]. Die Selektion von
Mutanten hat es ermdglicht, Gene zu identifizieren, die fir die Gedachtnisbildung
unerlasslich sind [104, 105]. Das bevorzugt verwendete Lernparadigma ist die
aversive olfaktorische Konditionierung [106, 107]. Dabei werden den Fliegen
wahrend eines Trainings nacheinander zwei DUfte prasentiert, wobei der erste Duft
(CS+) mit einer Bestrafung in Form von elektrischen Schocks (US) gekoppelt wird.

Der zweite Duft (CS-) wird ohne jegliche Assoziation prasentiert.
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In einem anschlieBenden Gedéachtnisabruf werden den Fliegen in einer sogenannten
»1-maze“ beide Difte zur Auswahl gestellt. Haben die Fliegen die Assoziation korrekt
erlernt, meiden sie den bestraften Duft (CS+) und bewegen sich zum unbestraften
Duft (CS-).

Wie bereits erwahnt, ist der Aufbau der Gehirne von Honigbiene und Fruchtfliege
sehr ahnlich. Wie in der Honigbiene, wird die Duftinformation in der Fruchtfliege
mittels des exzitatorischen Neurotransmitters Acetylcholin zu Antennalloben und
Pilzkérper gebracht. Weit weniger gut untersucht, sind die neuronalen Netzwerke, die
an der Ubertragung der Bestrafung (elektrische Schocks) beteiligt sind. Man weiB
jedoch, dass die Signallibertragung durch dopaminerge Neurone unverzichtbar fiir
die Vermittlung der Bestrafung ist [108, 109]. Zudem sind flr eine erfolgreiche
Gedachtnisbildung metabotrope Dopamin-Rezeptoren in den Pilzkérpern erforderlich,
die je nach Typ die intrazellulare cAMP-Konzentration erhéhen oder verringern [95,
110]. Dies zeigt wiederum, dass die Integration von CS und US, die fir die
Gedachtnisbildung notwendig ist, in den Pilzkdrpern stattfindet. Interessanterweise
stehen die Pilzkérper und auch die Gedéachtnisbildung unter der Kontrolle zweier

riesiger inhibitorischer GABAerger Neurone.

1.5.2 GABAerge Inhibition der Pilzkérper und der Gedachtnisbildung in der
Fruchtfliege

In jeder Hirnhalfte wird der Pilzkérper von einem GABAergen APL-Neuron (anterior
paired lateral) innerviert [111]. Wie flar die GABAergen Feedbackneurone der
Honigbiene konnte fir dieses Neuron gezeigt werden, dass dessen Aktivitat durch
die assoziative Konditionierung verringert wird [111]. Zudem kann die
Gedéachtnisleistung der Fruchtfliege verbessert werden, wenn die GABA-Synthese
innerhalb der APL-Neurone reduziert wird [111]. Somit zeigt sich auch in der
Fruchtfliege, dass eine verringerte Aktivitdt GABAerger Neurone die
Gedachtnisleistung  verbessern kann, wahrend die Uberaktivierung des
inhibitorischen Systems die Gedachtnisleistung verschlechtert [111].

Das Wissen um die verschiedenen Typen von GABA-Rezeptoren in Insekten stammt
fast hauptsachlich aus Forschungen an Drosophila [112, 113]. Wie in S&ugetieren,
kommen im Gehirn der Insekten sowohl ionotrope als auch metabotrope GABA-
Rezeptoren vor. Die ionotropen Rezeptoren bilden ebenfalls aus flinf Untereinheiten

einen Chlorid-Kanal. Im Gegensatz zu den Saugetieren gibt es jedoch nur drei
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Untereinheiten: RDL, LCCH3 und GRD [113]. Die Untereinheiten LCCH3 und GRD,
von denen jeweils nur eine Variante bekannt ist, scheinen alleine nicht in der Lage zu
sein, funktionelle GABA-Rezeptoren zu bilden [114]. Daher wird vermutet, dass diese
Untereinheiten nur mit RDL, von dem vier Varianten bekannt sind [115], funktionelle
GABA-Rezeptoren bilden. Die RDL-Untereinheit ist die am weitesten verbreitete
Untereinheit im Gehirn der Insekten [116] und bildet mit den anderen Untereinheiten,
oder auch aus homo-oligomeren, funktionelle GABA-Rezeptoren [114]. Die
Uberexpression von RDL innerhalb der Pilzkérper fiihrt in Drosophila zu einer
Verschlechterung des assoziativen Gedachtnisses [117, 118]. Im Gegensatz dazu
fihrt ein Knockdown von RDL zu einer verbesserten Gedachtnisleistung [117, 118].
Auch der metabotrope GABA-Rezeptor wird im Gehirn der Insekten exprimiert [119].
Die Funktion dieses Rezeptors ist weitestgehend unbekannt. Es gibt jedoch
Hinweise, dass die Manipulation metabotroper GABA-Rezeptoren in Drosophila die
Wahrnehmung von ,Schmerzen® verandert [120]. Somit kénnten diese Rezeptoren
auch an der Wahrnehmung von elektrischen Schocks wéahrend der aversiven
Konditionierung beteiligt sein.

Durch die Manipulation des Expressionsniveus einer einzelnen Untereinheit lassen
sich in der Fruchtfliege eindeutige Veranderungen der Gedachtnisleistung bewirken.
Dies macht die Fruchtfliege zu einem optimalen Modellorganismus, um die Funktion
inhibitorischer Neurone wahrend der Gedachtnisbildung zu studieren. Manipulationen
des Expressionsniveus stellen jedoch langsame Veranderungen dar, mit denen sich
der Einfluss des inhibitorischen Systems auf Acquisition, Konsolidierung und
Gedachtnisabruf nicht unterscheiden lasst. Zudem lassen sich die Konsequenzen
dieser Manipulation auf zellularer Ebene nur sehr schwer vorhersagen. Daher wird in
dieser Arbeit untersucht, wie die Kenyonzellen, die unter anderem das Ziel der
GABAergen APL-Neurone sind, GABAerge Informationen verarbeiten. Dazu wird das
GAL4/UAS-System der Fruchtfliege genutzt [121, 122], um das calciumsensitive
Fluoreszenzprotein Cameleon 2.1 [123, 124] in einer Subpopulation von
Kenyonzellen einzuschleusen, die an der Gedachtnisbildung beteiligt sind [125]. Auf
diese Weise lasst sich nicht nur zeigen, wie GABA die neuronale Aktivitdt von
Kenyonzellen reguliert, sondern es lassen sich auch Vorhersagen machen, wie sich
Veranderungen des GABAergen Systems auf die Gedachtnisleistung auswirken

kdnnten.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Funktionen des Neurotransmitters GABA wahrend der
Gedachtnisbildung der assoziativen olfaktorischen Konditionierung in der Honigbiene
zu ergrinden. Dazu werden der Honigbiene selektive Agonisten ionotroper und
metabotroper GABA-Rezeptoren in Kopf und Thorax injiziert, um folgende Fragen zu

beantworten:

-Wie wirkt sich die Aktivierung der GABA-Rezeptoren auf Acquisition, Konsolidierung
und Gedachtnisabruf aus?

-Unterscheiden sich die Auswirkungen der selektiven Agonisten nach schwachem
und starkem Gedéachtnistraining?

Um GABA-Rezeptoren zeitlich und raumlich definiert zu aktivieren, wurde eine
Methode entwickelt, mit der sich GABA im Gehirn der Biene durch fokale Lichtblitze
freisetzen lasst. Diese Methode soll folgende Fragen beantworten:

-Wie unterscheidet sich die Funktion der GABA-Rezeptoren in Antennallobus und
Pilzkdrper wahrend der Gedachtnisbildung?

-Welche Rolle spielt der zeitliche Kontext der Aktivierung der GABA-Rezeptoren
relativ zu Duft und Belohnung wahrend der Paarung von CS/US und dem
Gedachtnisabruf?

AnschlieBend soll untersucht werden, wie sich die zeitliche Relation zwischen der
Freisetzung von GABA und der Prozessierung von CS/US auf die neuronale Aktivitat
des Pilzkérpers auswirkt. Daher wird die Integration von Inhibition und Exzitation auf
isolierte Neuronen des Pilzkérpers von Honigbiene und Fruchtfliege Ubertragen, um
folgende Frage zu kléren:

-Wie beeinflussen ionotrope und metabotrope GABA-Rezeptoren die neuronale

Aktivitat in Abhangigkeit der zeitlichen Relation zwischen Exzitation und Inhibition?

Es sollen die Ergebnisse der Verhaltensexperimente und der isolierten Neurone
kombiniert werden, um zu erlautern, mit welchen molekularen und zellularen
Mechanismen GABA die Gedachtnisbildung im Pilzkérper beeinflusst. Letztlich soll

dadurch auch etwas Licht auf die biologische Funktion von GABA geworfen werden.
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3 Methoden

3.1 Verhaltensexperimente mit der Honigbiene Apis mellifera

carnica

3.1.1 Haltung der Honigbienen

Alle Untersuchungen wurden ganzjahrig an Sammlerinnen der Honigbiene Apis
mellifera carnica durchgefihrt. Im Sommer wurden die Bienen in normalen
Bienenstécken im Freien gehalten und konnten sich von natirlichen Futterquellen
erndhren. Die Sammlerinnen wurden beim Ausfliegen aus dem Stock mittels einer
Plexiglaspyramide gefangen und in Fangréhrchen Uberfihrt. Im Winter wurden die
Bienen mit ihrem Stock in ein mit Insektennetz umspanntes Holzgerlist umgesiedelt,
welches wiederum im Winterflughaus mit UV-durchlassigem Glasdach untergebracht
ist (Temperatur: 23-25 °C mit Nachtabsenkung; Luftfeuchtigkeit: 50%). Hier wurden
die Bienen mit 30% (w/v) Zuckerwasser und Pollen geflittert. Da das Insektennetz
Uber Klettverschlisse mit dem Holzgerist befestigt ist, lasst es sich einfach
abnehmen, um die Bienen in Fangréhrchen zu Uberfihren.

In den Fangréhrchen wurden die Bienen auf Eis immobilisiert und anschlieBend mit
Textilklebeband in kleine Réhrchen eingespannt (Abb. 3-1). Dabei ist wichtig, dass
sich die Bienen nur solange wie nétig auf dem Eis befinden. Der Kopf der Biene kann
zusatzlich mit Hilfe eines Létkolbens und Dentalwachs fixiert werden. Die Bienen
wurden 2x taglich, sowohl vor- als auch nachmittags, mit 2-3 Tropfen einer 1 M
Zuckerlésung gefuttert.

Kopf
Antennen
Dentalwachs
Thorax Riissel

Textilklebeband

— Bienenrohrchen
Abdomen

Abb. 3-1: In Plastikr6hrchen eingespannte Bienen

Auf der linken Seite ist eine eingespannte Biene von hinten zu sehen. Die Hauptkdrperteile Kopf,
Thorax und Abdomen sind deutlich zu erkennen. Um Bewegungen des Kopfes zu minimieren wird
dieser mit Dentalwachs am Textilklebeband befestigt. Von vorne (rechte Seite) sind die Antennen und
der Rissel zu sehen, die zur Fitterung und fir die Experimente frei beweglich sein missen.
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3.1.2 Assoziative olfaktorische Konditionierung

Als Proboscis Extension Reflex (PER) bezeichnet man das reflexartige
Herausstrecken des Rulssels nach Stimulation der Antenne mit einer Zuckerlésung.
Dieser Reflex lasst sich durch die Assoziation mit einem Duft konditionieren. Dabei
stellt der Duft den konditionierten Stimulus dar (CS), der mit einer Belohnung
(unkonditionierter Stimulus/US) in Form von 1 M Zuckerlésung (die den PER
hervorruft) gepaart wird (Abb. 3-2 und Kap. 1.3.1, Abb. 1-4). Die olfaktorische
Konditionierung des PER erfolgte mit am Vortag gefangenen Bienen, die seit
mindestens 16 Stunden nicht mehr gefuttert wurden. Dazu wurde jede Biene einzeln
vor einem Luftabzug flir 4-5 s mit einer Duftspritze (in der Regel Nelkenduft)
angeblasen (CS) (Abb. 3-2). Nach etwa der Hélfte der Duftapplikation wird einin 1 M
Zuckerlésung getréankter Zahnstocher zundchst an eine Antenne und anschlieBend
an den herausgestreckten Rissel gehalten (US). Fir ca. weitere drei Sekunden darf
die Biene an der Zuckerlésung lecken und den Zucker somit aufnehmen.

Training Gedachtnisabruf

MR A AR RN

< < < X<

Duft (CS) |
‘ Zuckerlosung (US) ‘
a8 & || || || ||
0s 3s 5s 8s 2h 24h 48h

Zeit

Abb. 3-2: Assoziative olfaktorische Konditionierung der Honigbiene

Wahrend des Trainings findet die Paarung von Duft (CS) und Zuckerlésung (US) als Belohnung statt.
Dabei wird die Biene zundchst fir ca. 5 s mit dem Duft angeblasen. Noch wé&hrend der
Duftprasentation wird der Biene die Zuckerlésung angeboten (Berlihrung der Antenne), woraufhin sie
den Russel herausstreckt (PER). Damit die Biene den Zucker aufnehmen kann, lasst man sie fur
weitere 3 s daran lecken. Ist die Konditionierung erfolgreich, wird die Biene beim Gedachtnisabruf
nach 2, 24 oder 48 Stunden auf den Duft alleine mit dem PER reagieren. Die Stabilitdt dieses
Gedachtnisses hangt davon ab, wie oft das Training durchgefiihrt wird.
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Die zeitliche Uberlappung von CS und US ist hierbei essentiell fiir das Gelingen der
Konditionierung. Die Paarung von CS und US wird als Training bezeichnet und je
nach Versuch einmal (Ein-Trial-Training) oder auch mehrmals durchgefihrt. Die Zeit
zwischen den CS-US Paarungen wird als Inter-Trial-Intervall (ITl) bezeichnet. Fr
den Gedachtnisabruf wurden die Bienen zu den entsprechenden Zeitpunkten wieder
einzeln vor einem Luftabzug mit dem trainierten Duft angeblasen. Bei der
Auswertung werden alle Bienen ausgeschlossen, die auf die allererste
Duftapplikation mit dem PER reagierten oder wahrend des Trainings nicht auf den
US mit dem PER reagierten (i.d.R. 5-10% der Bienen). Die Fltterung der Bienen
erfolgte frihestens 30 min nach dem letzten Abruf eines Tages.

3.1.3 Sensitisierung

Unter Sensitisierung versteht man die Zunahme der Reaktionsstarke auf einen
unbedeutenden Reiz, hervorgerufen durch die Stimulation mit einem unabhangigen,
sehr starken Reiz. Die Honigbiene wird bei der Sensitisierung zunachst mit einer
Nelkendl enthaltenden Duftspritze angeblasen. Auf diesen unbedeutenden Reiz
reagieren nur sehr wenige Bienen mit dem PER (ca. 5%). Zwei Minuten nach der
Duftapplikation wird eine Antenne der Honigbiene mit einem in 1 M Zuckerlésung
getrankten Zahnstocher berihrt. Dieser unabhangig prasentierte, sehr starke Reiz,
stellt die Sensitisierung dar. 20 s darauf erfolgt wieder eine Applikation mit
Nelkenduft, woraufhin mehr Bienen mit dem PER reagieren als bei der ersten
Duftapplikation. Mit diesem Verhaltensassay lasst sich Uberprifen, ob applizierte
Substanzen die Wahrnehmung der Duftinformation verandern. Bienen, die bei der
Sensitisierung nicht mit dem PER reagierten, wurden aus der Auswertung
ausgeschlossen (i.d.R. 5-10% der Bienen).

3.1.4 Habituation und Dishabituation des PER

Unter Habituation versteht man die Gewdhnung an einen dauerhaft prasentierten
Reiz. Dabei tritt eine Abschwachung der Reaktion auf den Reiz dann ein, wenn
dieser sich als unbedeutend erweist. Bei der Habituation der Bienen werden diese
mit einem in 1 M Zuckerlésung benetzten Zahnstocher so oft an einer Antenne
berGhrt, bis die Tiere auf funf aufeinanderfolgende Stimuli nicht mehr mit dem
Rulsselreflex reagieren oder eine Toleranzgrenze von 50 Stimuli erreicht ist. Dabei ist
wichtig, dass die Bienen vor dem Experiment so angeflttert werden, dass sie nur
moderat hungrig sind und somit zwischen 20-30 Stimuli bendtigen, um zu
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habituieren. Um sicherzustellen, dass es sich bei dem Ausbleiben des Riusselreflexes
um eine echte Habituation und nicht um Ermidungserscheinungen oder sensorische
Adaptation handelt, wird anschlieBend die andere, nicht habituierte Antenne mit dem
mit Zuckerlésung benetzten Zahnstocher berthrt. Dies sollte zur Dishabituation
fihren, die Bienen sollten also auf diesen Stimulus mit dem Risselreflex reagieren.
Aus der Statistik wurden alle Bienen ausgeschlossen, die mehr als 50 Stimuli
bendtigten, um zu habituieren oder sich nicht dishabituieren lieBen (i.d.R. max. 5%).

3.1.5 Testen der Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness)

Mit Hilfe der Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness) lasst sich Uberprifen,
ob applizierte Substanzen die Wahrnehmung einer Stimulation mit Zuckerwasser
verandern. Dazu wird der Umstand genutzt, dass die Bienen mit hdéherer
Wahrscheinlichkeit ihren Rissel herausstrecken (PER), umso gréBer die
Zuckerkonzentration ist, mit der die Antenne stimuliert wird [70]. Um die
Zuckerwasserempfindlichkeit zu testen, wurden die Bienen zunadchst derart mit 1 M
Zuckerldésung angeflttert, dass nicht mehr als 10% der Bienen auf pures Wasser mit
dem PER reagierten. AnschlieBend wurden die Bienen mit aufsteigenden
Zuckerkonzentrationen (0 mM, 30 mM, 100 mM, 300 mM und 1000 mM) auf den
PER getestet. Dabei wurden alle Bienen, die nicht auf 1000 mM Zucker reagierten
aus der Statistik ausgeschlossen (i.d.R. 5-10% der Bienen). Nach diesem Test wurde
die zu untersuchende Substanz injiziert und die Zuckerwasserempfindlichkeit erneut

getestet.

3.1.6 Lichtinduziertes Freisetzen von GABA wahrend der olfaktorischen
Konditionierung
Einen Tag vor dem Verhaltensexperiment wurde der Kopf mit Wachs fixiert und
mittels eines Skalpells ein Fenster in die Kopfkapsel geschnitten. Dieses Fenster
erlaubt visuellen Zugang zum Gehirn und erméglicht es, einen gewilinschten Bereich
des Gehirns mit Licht zu stimulieren. Bienen mit dicken, gelben Futtersaftdriisen
wurden an dieser Stelle vom Experiment ausgeschlossen (ca. 25%), da nicht
gewabhrleistet ist, dass das applizierte Licht das Gehirn erreicht. Die Photostimulation
erfolgte durch ein Blitzgerat mit einer Xenonlampe (JML-C2 von Rapp OptoElectronic
GmbH). Der Ausgang des Blitzgerates ist mit dem Adapterport eines Binokulars
verbunden. Wahrend des Verhaltensexperimentes befindet sich die Biene direkt
unter dem Binokular. Die Schérfeeinstellung und VergréBerung des Binokulars
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erlauben es, den Blitz in Bezug auf das Bienenhirn exakt auszurichten. Zusatzlich
befindet sich im Strahlengang des Blitzes eine selbstgemachte Blende, die es
ermdglicht, nur bestimmte Hirnregionen zu blitzen [126]. In jedem Experiment wurde
die gewlnschte Hirnregion sieben Mal geblitzt. Das zeitliche Muster in Bezug auf die
CS-US Paarung oder dem Gedachtnisabruf ist in jedem Experiment eigens

angegeben.

3.1.7 Injektionen

Um Substanzen systemisch zu verabreichen, erfolgte die Injektion mit einer aus einer
Glaskapillare angefertigten Mikrospritze in den Thorax. Das Injektionsvolumen betrug
je nach Experiment 1 oder 2 pl.

Um die Verteilung von Substanzen auf den Kopf zu beschranken, erfolgen die
Injektionen Uber den medianen Ocellus. Dazu wurde der Kopf der Biene am Tag vor
dem Verhaltensexperiment mit Dentalwachs fixiert und die Linse des Ocellus mit
einem Skalpell entfernt. Die Injektion erfolgte mit einer aus einer Glaskapillare
angefertigten Mikrospritze. Durch die Injektion in den medianen Ocellus verteilen sich
applizierte Substanzen Uber den Haupttrakt der Ocellen schnell lber das ganze
Gehirn [127].

Die Injektionen fir die ELISA-Messungen und die Injektionen von CNB-GABA
erfolgten direkt in das freiliegende Gehirn.
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3.2 Immunchemische und immunhistologische Techniken

3.2.1 Praparation eines Bienenhirns

Die Biene wird auf Eis immobilisiert, der Kopf mit einem Skalpell abgetrennt und in
Wachs eingebettet. Mittels Skalpell wird durch einen waagerechten Schnitt von den
Antennen bis zu den obersten Ocellen die Kopfkapsel geoffnet. Mit einer feinen
Pinzette wird anschlieBend das Gehirn von Tracheen und Futtersaftdriisen befreit,
sowie das Neurolemma entfernt (Abb. 3-3). Das gewinschte Areal wird mit einem

Skalpell vom Rest des Gehirns getrennt und mit einer Pinzette entnommen.

Abb. 3-3: Praparation eines Bienenhirns

Dargestellt ist ein in Wachs eingebetteter Bienenkopf mit gedffneter Kopfkapsel. Tracheen,
Futtersaftdriisen und Neurolemma wurden bereits entfernt, das Gehirn liegt frei in der Kopfkapsel.
Abkirzungen: OC, Ocelli; MB, mushroom body (Pilzkérper); oL, a-Loben; AL, Antennallobus; OL,
optische Loben. Bild wurde erstellt von Angelika Gardezi.

3.2.2 ELISA zur Bestimmung von freigesetztem GABA

Um die durch UV-Blitze freigesetzte Menge an GABA mittels ELISA zu messen,
wurden eigens entsprechende Protokolle fir Messungen in vitro und in vivo
angefertigt.

Bei der in vitro Messung wurde eine Lésung des lichtsensitiven CNB-GABA (y-
aminobutyric acid, a-carboxy-2-nitrobenzyl ester, trifluoroacetic acid salt) mit einem
Blitzsystem mit Xenonlicht (JML-C2 von Rapp OptoElectronic GmbH) geblitzt. Die
anschlieBende ELISA-Messung gibt Aufschluss dariber, ob die Lichtquelle
genltgend Energie besitzt, um das CNB-GABA zu spalten und ob die Menge an
freigesetztem GABA mit den erworbenen Antikdrpern ermittelt werden kann.

Bei der in vivo Messung wurde die CNB-GABA-L&sung zunéchst in das Gehirn der
Honigbiene injiziert und anschlieBend geblitzt. Die Menge an freigesetztem GABA
innerhalb des Bienenhirnhomogenats wurde mittels ELISA ermittelt.
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In vitro: 50 pl einer 1 mM Lésung von CNB-GABA und PBS (Kontrolle) wurden in
EppendorfgefaBen mittels eines Blitzsystems mit Xenonlicht geblitzt (0, 6, 10, 20, 25
Mal). Damit das freigesetzte GABA vom entsprechenden Antikdrper erkannt werden
kann, muss die Fixierung an BSA mittels Glutardialdehyd erfolgen. Dazu wurden die
Proben mit 10 ul Glutardialdehyd, 50 pg BSA und 440 pl PBS fir 1 h bei 6 °C
inkubiert. Die Konjugation wurde durch die Zugabe von 500 ul Tris (100 mM, pH 7)
gestoppt. AnschlieBend wurden die Proben fir die ELISA-Messung auf eine

Konzentration von 4 uM verdinnt.

In vivo: Den eingespannten Bienen wurde der Kopf mit Wachs fixiert und mittels
Skalpell ein Fenster in die Kopfkapsel geschnitten. Durch dieses Fenster wurde
anschlieBend 200 nl Tiagabin (10 mM) direkt in das Gehirn injiziert. Tiagabin hemmt
die Wiederaufnahme von freigesetztem GABA und verhindert somit dessen Abbau
[128]. 20 Minuten nach der Injektion von Tiagabin wurde 200 nl CNB-GABA (20 mM)
in das Gehirn injiziert. 10-15 Minuten nach dieser Injektion wurde das Zentralhirn
mittels des Blitzsystems mit Xenonlicht sieben Mal geblitzt (Kontrollgruppe wurde
nicht geblitzt). Sofort nach dem Blitzen wurde das Zentralhirn, wie in Kapitel 3.2.1
geschildert, prapariert und in 200 ul Homogenisierungspuffer (1xPBS; 1 M Urea; 1
mM EDTA) in einem Glashomogenisator auf Eis Gberfihrt. Mittels S-Pistillen wurde
das Zentralhirn homogenisiert und die Proben in EppendorfgefaBe Gberfihrt. Um das
freigesetzte GABA mit BSA zu fixieren, wurde den Proben 10 ul Glutardialdehyd,
sowie 12 pg BSA hinzugeflgt und fir eine Stunde bei 6 °C inkubiert. Diese
Konjugationsreaktion wurde anschlieBend durch die Zugabe von 50 pl Tris-HCI (100
mM, pH 7) gestoppt.

ELISA-Messung: Die hergestellten Proben wurden in einer 1:2 Verdinnung (50 pl
Probe +100 ul Homogenisierungspuffer) auf die ELISA-Platte aufgetragen und es
wurde eine flnfstufige Verdinnungsreihe (1:1) erstellt. Die ELISA-Platte wurde 1 h
bei RT mit den Proben inkubiert. Die Kavitaten wurden anschlieBend geleert, mit 400
ul ELISA-Blocklésung (1x PBS; 0,5% (w/v) BSA) geflllt und fir 1-2 h bei 6 °C
geblockt. Danach wurde die Blocklésung verworfen und zu jeder Kavitat wurde 50 pl
des primaren Antikdrpers (Anti-GABA, 1:1000, s. Kap. 4.4.1) hinzugegeben. Die
Platte wurde Uber Nacht bei 4 °C auf einem Schittler inkubiert. Am nachsten Tag
erfolgte das Waschen mit PBS (3x5 min) und eine Inkubation mit dem sekundéren
Antikérper (Anti-Maus 1gG, Alkaline Phosphatase-Konjugat, 100 ul pro Kavitat,
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1:4000 s. Kap. 4.4.1) fir 1 h bei RT. Nach erneutem Waschen mit PBS (3x5 min)
wurde 200 pl Farbelésung (1x RxN-Puffer; 1 mM p-NPP) in jede Kavitét pipettiert und
die ELISA-Platte bei 37°C im Brutschrank entwickelt, bis eine leichte Gelbfarbung
sichtbar war. Aufgrund der Konzentrationsreihe ergibt sich eine kontinuierliche
Steigung dieser Gelbfarbung, die ein MaB fir die Menge an freigesetztem GABA
darstellt. Um innerhalb der in vivo-Messung Schwankungen der verwendeten
Homogenatmenge auszugleichen, wurde mittels eines zusatzlichen primaren
Antikérpers (Anti-PKA, 1:1000, s. Kap. 4.4.1) die Menge an PKA ermittelt und in
Relation zur freigesetzten Menge an GABA gestellt. Um die Messungen
verschiedener ELISA-Platten zusammentragen zu kénnen, wurden die Messungen

einer Platte anhand des Mittelwertes der Kontrollen dieser Platte normiert.

3.2.3 Immunhistologie

Der eingespannten Biene wurde der Kopf mit Wachs fixiert und mittels Skalpell ein
Fenster in die Kopfkapsel geschnitten. Durch dieses Fenster wurde in jede Hirnhalfte
zunachst 100 nl Tiagabin und 15 min spater 100 nl CNB-GABA injiziert.
AnschlieBend wurde nur der Pilzkérper der linken Hirnhalfte direkt neben den
optischen Loben sieben Mal geblitzt. Zur Vorfixierung wurde ein Tropfen Fixierldsung
(0,5% Fixierldsung + 1,25% Gilutardialdehyd) in die Kopfkapsel gegeben und fir 30
min bei RT inkubiert. Danach wurde das Gehirn wie in Kap. 3.2.1 erlautert heraus
prapariert und in der Fixierldsung flr weitere 2,5 h auf Eis inkubiert. Um das Gehirn
zu saubern, wurde es dreimal fur 15 min in Phosphatpuffer ausgewaschen. Zur
Entwéasserung wurden die Gehirne in 60% Isopropylalkohol Gberfiihrt und Gber Nacht
bei 4°C auf dem Schittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Gehirne bei RT flr
jeweils eine Stunde in 90% und 100% Isopropylalkohol inkubiert. AnschlieBend
wurden die Gehirne fur jeweils eine Stunde bei 45°C in 100% Isopropylalkohol und
bei 70°C in einem Paraffin-Isopropylalkoholgemisch (1:1) inkubiert. Um die Gehirne
in einen Wachsblock einzubetten, wurden sie Uber Nacht in flissigem Paraffin bei
60°C aufbewahrt. Am nachsten Morgen wurde das Paraffin erneuert und nachdem
das Paraffin nach ca. 2 h fest geworden war, konnten die Gehirne ausgeblockt
werden. Far die Mikrotom-Paraffinschnitte wurden die Paraffinblécke zurecht
getrimmt und 7 um dinne Serienschnitte angefertigt, die auf einen mit Poly-L-Lysin
beschichteten Glasobjekttrdger mit Hilfe von Aqua dest. Ubertragen und
anschlieBend bei 40°C auf einer Heizplatte gestreckt und getrocknet wurden. Danach

verblieben die Schnitte Uber Nacht bei 45°C im Warmeschrank. Um eine
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Antikérperfarbung durchzufiihren, mussten die Schnitte auf dem Objekttrager
zunachst entparaffiniert werden. Dazu wurden die Objekitrdger in Xylol (zweimal 5
min) und anschlieBend in eine absteigende Ethanolreihe Uberfihrt (96%, 90 %, 80%,
70 %, 50%; fir je 2 min). Die nun folgenden Schritte wurden alle in einer dunklen
Schale durchgefiihrt. Fir 30 min wurden die Schnitte in Blockpuffer geblockt und
Uber Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikérper inkubiert (Anti-GABA in Blockpuffer;
1:1000, s. Kap. 4.4.1). Am nachsten Tag wurde der Primarantikérper abgespult und
die Schnitte dreimal fir 5 min mit PBS-T gewaschen und anschlieBend mit dem
sekundaren Antikérper (Anti-Mouse IgG Cy3-Konjugat; 1:500 in PBS-T) fir 1,5 h bei
RT inkubiert. Zum Schluss wurden die Schnitte mit PBS-T gewaschen (dreimal fiir 5
min), ein Tropfen eines Glycerin-Aqua dest. Gemisches (1:1) hinzugegeben und mit
einem Deckglas abgedeckt. So kdnnen die Schnitte im Kihlschrank bei 4°C gelagert
werden. Um die Schnitte zu mikroskopieren und fotografieren, wurde das in Kap.
3.3.4 erlauterte Imaging-Setup verwendet.

3.3 Messung der neuronalen Aktivitit der Kenyonzellen der
Honigbiene im Durchflusssystem

In diesem Kapitel wird erlautert, wie die adulten Kenyonzellen der Honigbiene
prapariert und aus dem Zellverband herausgeldst wurden. AnschlieBend wurden die
Kenyonzellen auf beschichtete Deckglaser aufgebracht und Uber Nacht ruhen
gelassen. Am nachsten Tag wurden die Kenyonzellen mit Fluo-4 geladen und fir die
Messungen im Durchflusssystem integriert.

3.3.1 Beschichtung der Deckglaser

Die Deckglaser (d 3 cm) wurden mittels Ethanol entfettet. AnschlieBend wurde mit
einem Edding ein Kreis in die Mitte des Deckglases gezeichnet, welcher die Position
der Zellsuspension markiert. Der Kreis wurde mit einem Fettstift nachgezogen, mit
Poly-L-Lysin (0,01%) bedeckt und anschlieBend fur 30-45 min bei RT inkubiert. Nach
der Inkubationszeit wurde das Poly-L-Lysin entfernt (nicht gewaschen) und das
Deckglas an der Luft getrocknet, bis keine Flussigkeit mehr zu sehen war. Die fertig
beschichteten Deckglaser kénnen im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt werden.

3.3.2 Praparation adulter Kenyonzellen
Fir jedes Experiment wurden 8-10 Bienen (Sammlerinnen) gefangen. Die Pilzkérper
wurden wie in Kap. 3.2.1 erlautert prapariert und in ein Eppendorfgefa mit 200 pl
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Collagenase/Dispase Mix (1 mg/ml; geldst in calciumfreiem Bienen-Ringer) Uberfihrt.
Um das Herauslésen der Zellen wahrend der anschlieBenden 30-mindtigen
Inkubation bei 34 °C zu beschleunigen, wurde die Zellsuspension alle 10 min
vorsichtig 7-10 Mal durchmischt (tituriert). Nach dem letzten Titurationsschritt 1&sst
man das Gewebe fiir 30 s absetzen und iberfilhrt den Uberstand in ein neues
EppendorfgefaB. Der Uberstand enthalt die einzelnen Neurone und wurde weiter
verwendet. Das abgesetzte Gewebe wurde verworfen, es besteht aus abgerissenen
Neuriten und der Gliahiille des Bienenhirns. Der Uberstand wurde fiir 3,5 min bei
1200 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in
500 pl Bienen-Ringer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zehn beschichtete
Deckglaser ubertragen (10 x 50 pl). Damit die Zellen am Untergrund haften kénnen,
ruhten sie fir 1 h bei RT in einer Feuchtkammer. AnschlieBend wurde der Ringer
durch Bienen-Medium ersetzt und die Zellen ruhten Uber Nacht bei RT in einer
Feuchtekammer.

3.3.3 Das Durchflusssystem

15 min vor der Messung wurde das Bienen-Medium durch 2 pM Fluo-4 ersetzt (1 mM
Stammldsung, in DMSO geldst, wurde mittels Bienenringer 1:500 verdinnt). In dieser
Zeit dringt das Fluo-4 in die Zellen ein und ermdglicht die Detektion von
intrazellularem Calcium, was Rickschliisse auf die neuronale Aktivitat erlaubt (Abb.
3-4). Nach der Inkubationszeit wurde das Deckglas mit der Zellsuspension in die
selbstgebaute Durchflusskammer eingesetzt und mit frischem Bienenringer auf ein
Volumen von 700 ul aufgefillt (Abb. 3-5). Dabei wurden Fassung, Deckglas und
Silikoneinsatz mit  Hochvakuumfett  wasserdicht zusammengesetzt. Die
Durchflusskammer ermdglicht es, die Zellen stédndig mit frischem extrazellularem
Milieu zu versorgen, sowie mit Neurotransmittern zu stimulieren und diese wieder
wegzuwaschen. Die fertige Durchflusskammer wurde in das Durchflusssystem
integriert: Frischer Ringer flieBt mittels einer 2-Kanal-Pumpe hinein und wird durch
dasselbe Gerat wieder herausgepumpt, wodurch ein stabiler Fluss mit einer
Durchflussgeschwindigkeit von 6 ml/min entsteht. AnschlieBend wurden die Zellen fir
3-4 min mit Ringer gewaschen. Die Stimulation mit den entsprechenden
Neurotransmittern erfolgte durch den Wechsel vom Ringer-Reservoir zu einem
entsprechenden Neurotransmitter-Reservoir. Dieser Wechsel erfolgte fur alle
Neurotransmitter fir 3 s. Alle Neurotransmitter wurden in Bienenringer gelést und

dem System mit einer Konzentration von 5 uM hinzugeflgt.
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Abb. 3-4: Funktionsweise von Fluo-4, AM

Das hydrophobe Molekidl Fluo-4, AM diffundiert durch die Zellmembran in das Zellinnere, wo
intrazellulare Esterasen die Ester-Gruppen des Fluo-4-Molekiils abspalten. Dadurch wird Fluo-4
negativ geladen, wodurch es in der Lage ist, positives Ca®* zu binden. Erst wenn Fluo-4 Ca®* bindet,
fluoresziert es nach Anregung mit 490 nm. Erhdht sich die intrazelluldre Calcium-Konzentration nach
Aktivierung der Zelle, z.B. durch Calciumeinstrom von auBen, so erhdht sich auch die
Fluoreszenzintensitat bei 520 nm.

PR T T

Abb. 3-5: Selbstgebaute Durchflusskammer
Das Deckglas wird Uber der Aussparung der Fassung platziert. Dabei werden Deckglas und Fassung
mittels Hochvakuumfett miteinander verbunden. Durch die Aussparung kénnen die Zellen spéater
besser sichtbar gemacht werden, da sich kein Plastik zwischen Objektiv und Deckglas befindet.
AnschlieBend wird der Silikoneinsatz, der aus Silikonkautschuk gegossen wurde, von oben in die
Fassung gedrickt und sichergestellt, dass diese luft- und wasserdicht miteinander verbunden sind.
Betrachtet man den Silikoneinsatz von unten, so ist eine Aussparung fir das Deckglas und die Rinne,
durch die spater der Ringer Uber die Zellen flieBt, sichtbar. Nachdem die fertige Durchflusskammer mit
Ringer aufgefullt ist, werden die Zugange fir Zu- und Abfluss gelegt.

29



3 Methoden

3.3.4 Imaging-Setup und Datenprozessierung

Als Mikroskop wurde fir alle Messungen das Axiovert 200M von Zeiss verwendet.
Die Messungen wurden mit einem 20X Plan-Neofluar Objektiv (NA 0.5) durchgefihrt.
Der Polychromator, ausgestattet mit einem computer-gesteuerten Shutter, generiert
die Wellenlange 490 nm, die das Fluo-4 anregt (Abb. 3-4). Wahrend der Messung
wurde alle 1,6 s ein Bild aufgenommen, wobei die Belichtungsdauer fir jedes
Einzelbild 100 ms betrug. Die auf diese Weise erstellten Bilder wurden mit Hilfe des

Programms Slidebook™

4.2 ausgewertet. Die erste Stimulation der Kenyonzellen mit
ACh diente als Referenzstimulation. Nur Kenyonzellen, die einen eindeutigen
Calciumeinstrom und auch einen Calciumausstrom aufwiesen, wurden fir die
nachsten Stimulationen in Betracht gezogen. Innerhalb einer Messung wurden alle
Zellen, die dieses Kriterium erflillten, gemittelt. Die Amplitude der ersten Stimulation
jeder Messung wurde auf 100% gesetzt und die nachfolgenden Stimulationen daran

normiert. Zudem wurde der Beginn jeder Stimulation auf 0 (Baseline) gesetzt.

3.4 Messung der neuronalen Aktivitit der Kenyonzellen von
Drosophila melanogaster

In diesem Kapitel wird erlautert, wie die Fruchtfliegen gehalten und gefittert werden.
Wie die adulten Gehirne der Honigbiene (Kapitel 3.3) wurden auch die larvalen
Gehirne von Drosophila prapariert und die Kenyonzellen fir die Messung der

neuronalen Aktivitat vorbereitet.

3.4.1 Drosophila melanogaster: Haltung und verwendeter Genotyp

Alle Fliegen wurden in Brutkasten in einem 12/12 Stunden Hell/Dunkel Zyklus bei 24
°C und 60% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Entsprechendes Drosophila-Futter
[129] steht standig zur Verflgung. Alle Experimente mit Drosophila wurden mit den
Larven des Stamms w*; 201y-GAL4; UAS-cameleon 2.1 durchgefiihrt, der
freundlicherweise von Dr. Andre Fiala zur Verfligung gestellt wurde [123, 130, 131].
Der Stamm ist homozygot fir das GAL4 und das UAS-Konstrukt und exprimiert somit
stabil das Protein Cameleon 2.1 in einer Teilmenge der Kenyonzellen des
Pilzkérpers.
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3.4.2 Praparation des larvalen Gehirns von Drosophila

Flr jedes Experiment wurden 18-21 Larven im 3. Larvenstadium (post feeding)
gesammelt und mit dH,O gewaschen. Die Gehirne wurden in Drosophila-Ringer
prapariert und in ein Eppendorfgefa mit 60 ul Collagenase/Dispase Mix (1mg/ml;
geldst in calciumfreien Drosophila-Ringer) Uberfihrt. Wahrend einer 30-min(tigen
Inkubation bei 34 °C lésen sich die Neurone voneinander und vom umliegenden
Gewebe. Um das Herauslésen der Zellen aus dem Zellverband zu beschleunigen,
kann man die Probe mehrmals sanft titurieren. Nach der Inkubation wurde die Probe
fir 3,5 min bei 1600 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet in 160 pl Drosophila-Medium resuspendiert. Flr das stationare
System wurden 8x20 pl Tropfen der Zellsuspension auf einen beschichteten
Objekttrager (24x50 mm) Ubertragen. Fir das Durchflusssystem wurde die
Zellsuspension auf 3 beschichtete Deckglaser (@ 3 cm) Ubertragen (3x50 pl). Damit
die Zellen am Untergrund haften kdnnen, ruhten sie Uber Nacht bei RT in einer
Feuchtekammer.

3.4.3 Imaging-Setup

Die Messungen an den Kenyonzellen von Drosophila wurden mit demselben
Mikroskop, Objektiv und Polychromator durchgefiihrt, die in Kapitel 3.3.4 erlautert
sind. Der Polychromator erzeugt eine Wellenlange von 440 nm, mit der das
Cameleon-Protein in den Kenyonzellen angeregt wird. Das daraufhin von Cameleon
emittierte Licht wird vom Dual-View Imager in zwei verschiedene Kanéle aufgetrennt
(Abb. 3-6). Die Wellenlangen von ECFP (enhanced cyan fluorescent protein) und
EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) werden durch das dichromatische
Filterset im Dual-View Imager so aufgetrennt, dass die CCD Kamera diese beiden
Signale separat und simultan aufnehmen kann. Alle 1,2 s wurde ein Bild der
emittierten Wellenldngen aufgenommen, wobei die Belichtungsdauer fir EYFP 150
ms betrug und fir ECFP 300 ms. Die auf diese Weise erstellten Bilder wurden mit
Hilfe des Programms Slidebook™ 4.2 ausgewertet.
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Abb. 3-6: Funktionsweise und Verarbeitung der Signale von Cameleon

Das Cameleon-Protein besteht aus dem ECFP und dem EYFP, welche lber Calmodulin (CaM) und
das calmodulin Zielpeptid M13 miteinander verbunden sind. Ohne gebundenes Calcium fluoresziert
Cameleon nach Anregung mit 440 nm bei 485 nm. Bindet Cameleon durch Erh&hung der
intrazellularen Calcium-Konzentration Ca®*, kommt es zur Konformationsanderung und zur
Energietbertragung (FRET, fluorescence resonance energy transfer) von ECFP auf EYFP. Dadurch
entsteht eine neue Fluoreszenzwellenlange bei 535 nm, wahrend sich die Fluoreszenzintensitéat bei
485 nm verringert. Diese beiden Emissionswellenldangen von Cameleon werden durch den
dichromatischen Filter im Dual-View Imager in zwei separate Kanéle aufgetrennt und von der CCD
Kamera simultan aufgenommen. Es entsteht ein Bild von zwei Uberlagerten Fluoreszenzwellenlangen,
die mithilfe der Slidebook-Software ausgewertet werden. Dabei wird untersucht, ob sich die Ratio der
Wellenldngen (EYFP/ECFP) durch die Zugabe von verschiedenen Neurotransmittern veréndert.
Quelle der Abbildung von Cameleon:
http://stke.sciencemag.org/content/sigtrans/vol2003/issue174/images/large/1742003pl6F1.jpeg

3.4.4 Das stationare System

Vor der Messung wurde das Medium, in dem sich die Zellen befinden, durch frischen
Drosophila-Ringer ersetzt. Nachdem das Deckglas am Imaging-Mikroskop
eingespannt wurde, sucht man mittels Durchlicht innerhalb eines Kreises eine Stelle,
an der sich mdglichst viele Zellen befinden. AnschlieBend wurde unter den
entsprechenden Fluoreszenzbedingungen Uberprtft, ob sich im visuellen Feld Zellen
befinden, die das Cameleon-Protein exprimieren. Das visuelle Feld wurde dann so
gewahlt, dass mdglichst viele fluoreszierende Zellen zu sehen sind. Nun wurde eine
Messreihe gestartet, bei der ca. 30 s lang die beiden Emmisionswellenlangen des
Cameleon-Proteins gleichzeitig aufgenommen wurden. Ca. 5-10 s nach dem Start
der Messreihe wurden 2 pl der entsprechenden Neurotransmitter zu den Zellen
gegeben. Bei der Auswertung der Daten wurde far jede Zelle ein Wert Q gebildet, der
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sich durch den Quotienten der Mittelwerte der EYFP/ECFP-Ratio 10-20 s nach der
Stimulation und vor der Stimulation ergibt. Der Wert Q sagt aus, um wie viel Prozent
sich die EYFP/ECFP-Ratio durch die Stimulation verandert hat. Im Rahmen meiner
Diplomarbeit konnte gezeigt werden, dass ein Wert fir Q >1,01 nur dann auftritt,
wenn die Zellen mit dem exzitatorischen Neurotransmitter Acetylcholin stimuliert
wurden. Bei Zugabe von Ringer konnte ein solcher Wert nicht erreicht werden. Daher
wurden alle Zellen mit einem Wert Q >1,01 als stimuliert betrachtet. Unterhalb dieses
Wertes wurde eine Zelle als nicht stimuliert betrachtet. Sind direkt die
Calciumkinetiken der Kenyonzellen dargestellt, so ist die prozentuale Veranderung
der EYFP/ECFP-Ratio (Ratiochange) abgebildet. Dabei wurde der héchste Wert der
Calciumkinetik als 100% festgelegt und alle anderen Werte daran normiert.

3.4.5 Das Durchflusssystem

Das Deckglas wurde in die selbstgebaute Durchflusskammer (Abb. 3-5) eingesetzt
und mit frischem Drosophila-Ringer auf ein Volumen von 700 pl aufgefillt. Nun
wurde die Durchflusskammer in das Durchflusssystem integriert. Frischer Ringer
flieBt mittels Gravitation hinein und wird durch eine 1-Kanal-Pumpe herausgepumpt.
So entsteht ein stabiler Fluss, der mittels Schlauchklemme und Pumpgeschwindigkeit
auf eine Durchflussgeschwindigkeit von 6 ml/min eingestellt wurde. AnschlieBend
wurden die Zellen fir 3-4 min mit Ringer gewaschen. Die Stimulation mit den
entsprechenden Neurotransmittern erfolgte durch den Wechsel vom Ringer-
Reservoir zu einem entsprechenden Neurotransmitter-Reservoir. Dieser Wechsel
erfolgte fUr alle Neurotransmitter flr 3 s. Alle Neurotransmitter wurden in Drosophila-

Ringer gel6ést und mit einer Konzentraton von 10 pM  verwendet.
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4 Materialien

4.1 Chemikalien

1-Octanol

3-APMPA (SKF 97541)
Acetylcholin

Agar-Agar

Bierhefe

BSA (bovine serume albumine)
CaCl, (Calciumchlorid)

CNB caged GABA
Collagenase/Dispase-Mix
Dextrose

DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
FCS (Foétales Kélberserum)
Fluo 4 AM

Formaldehyd

Fructose

GABA (gamma-aminobutyric acid)
Gentamicin

Geraniol

Gerstenmalzextrakt

Glutamat

Glucose

Glutardialdehyd

HsPO4 (Phosphorséaure)

Hepes

Hochvakuumfett (Schwer)

Apotheke
Acent Scientific
Sigma

Propio GMBH
Propio GMBH
PAA
AppliChem
Invitrogen
Sigma

Sigma
Z-Chem
Z-Chem

PAA
Invitrogen
Z-Chem
Applichem
Sigma
Sigma-Aldrich
Apotheke
Demeter
Sigma
Supermarkt
Roth

Sigma
AppliChem

Wacker Silicones
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Isopropylalkohol

KCI (Kaliumchlorid)

KH>PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
L-15 Medium

Maisgrie3

MgCl> (Magnesiumchlorid)
Muscimol

Na,HPO4 (Natriumhydrogenphosphat)
NaCl (Natriumchlorid)

Nelkendl

Nipagin

Paraffinwachs
Penicillin-Streptomycin Mix
Picrotoxin

Pipes

p-NPP

Poly-L-Lysin (0,01%ige Lésung)
Prolin

Propionsaure

Saccharose

Silikonkautschuk M4601
Sojamehl

TC 100 Insektenmedium

Tiagabine hydrochlorid

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Triton-X-100
Urea
Yestolat

Zuckerrtibensirup

Z-Chem

Sigma

Merck

Gibco

Béko
AppliChem
Ascent Scientific
Grissing GMBH
AppliChem
Apotheke
AppliChem
Fluka

Sigma

Sigma
Applichem
AppliChem
Sigma
AppliChem
Sigma
AppliChem
Elastosil/ Wacker
Propio GMBH
PAA

Ascent Scientific
Sigma-Aldrich
Fluka

Sigma

Gibco

Grafschafter
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4.2 Gerate und Materialien
1-Kanal-Pumpe LKB; Pump P-1
2-Kanal-Pumpe ISM 849

1 mL-Glashomogenisator mit Glas-S-St6Bel
Bienenracks

Bienenrdhrchen

Binokular

Block-Heizgerat (Accu Block)
Brutschrank

CCD Kamera CoolSnap HQ2
Deckgléaser (24x50mm)
Deckglaser (d 3cm)

Dual-View Imager

ELISA-Reader

Inverses Imaging-Mikroskop Axiovert 200 M
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD
Létkolben

Mikroinjektor Pikospritzer Il
Mikropipetten Puller Model P-87
Mikrotom Autocut 2040

pH-Meter (inoLab pH 730)
Pinzetten

Polychomator Polychrome V
ReaktionsgefaBe (1,5 ml)
Rahrheizgerat IKA RCT basic
Schuttler KS501 digital

Waage CP3202S und CP225D
Xenon Blitzlichtsystem JML-C2
Zentrifuge (Spectrafuge 24D)

Pharmacia

Ismatec

Braun

eigene Herstellung
eigene Herstellung
S6D Leica

Labnet

Horo

Photometrics

Roth

VWR international
Optical Insights, LLC
safire” Tecan

Zeiss

Schott

eigene Herstellung
General Valve
Sutter Instrument Co.
Reichert-Jung

WTW

Dumont

TILL Photonics
Eppendorf
IKA-Labortechnik
IKA-Labortechnik
Sartorius

Rapp Opto Electronic
Labnet
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4.3 Puffer, Medien und Fruchtfliegenfutter

4.3.1 PBS (Phosphate-buffered saline)

Inhaltsstoff
KCI
KH,PO4
NaCl

NaHPO4

4.3.2 Bienen-Ringer

Inhaltsstoff
NaCl

KCI

CaCl, x 2 H,0O
MgCl. x 6 H20

Hepes

Glucose

Saccharose

4.3.3 Bienen-Medium

Molaritat (mM)
2,7
1,8
137

10,1

Molaritat (mM)
130
6
5
4

10

pH auf 6,7 einstellen

23

117

Konzentration (mg/l)

200

250

8000

1800

Konzentration (mg/l)

7600

450

740

810

2400

4150

40000

25 ml L-15 Medium wurden komplementiert mit 100 mg Glucose, 62,5 mg Fructose,

82,5 mg Prolin und 1 g Saccharose. Zur Pufferung wurden darin 16,7 mg Pipes
gelést (pH 6,7). AnschlieBend wurden hinzugeftgt: 3,34 ml FCS, 267 pl Yestolat, 1%
Penicillin-Streptomycin Mix (10000 U Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) und 0,1%

Gentamicin (50 mg/ml). Zuletzt wurd das ganze sterilfiltriert.
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4.3.4 Drosophila-Futter
FUr das Drosophila-Futter wurde ein sog. Kraftfutterrezept verwendet (abgewandelt
nach Guo et al. [129])

Tab. 4-1: Kraftfutterrezept fiir Drosophila (1 Liter Volumen)

Zutat Menge
Agar-Agar 89
Sojamehl 80¢
Bierhefe 80 g
Maisgries 100 g
Malz 80 g
Zuckerrtibensirup 20 g
MgSO4*7H.0 0,54 ¢
CaCly;*2H0 0,59
Propionsaure 6 ml
Nipagin 259

Zunéachst wurd das Wasser gekocht, um darin das Malz und den Sirup zu Iésen.
AnschlieBend wurde darin langsam die Mischung aus Agar-Agar, Sojamehl, Bierhefe
und Maisgries gel6st. Dabei muss die Bildung von Klumpen vermieden werden. Auch
die Salze MgSO4 und CaCl, kénnen nun gelést werden. Das Ganze muss
anschlieBend wieder aufgekocht werden. Nachdem sich der Nahrbrei auf ca. 70°C
abgekihlt hat, gibt man die Propionsaure und das Nipagin hinzu.
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4.3.5 Drosophila-Ringer

Inhaltsstoff Molaritat (mM) Konzentration (mg/l)
NaCl 130 7600

KCI 5 370

CaClz x 2 H0O 2 290

MgClz x 6 HO 2 410

Hepes 5 1190

pH auf 7 einstellen (mit NaOH neutralisieren)
Saccharose 36

4.3.6 Drosophila-Medium

12300

TC 100 Insektenmedium wurde mit 10% foétalem Kalberserum, sowie 1% Penicillin-

Streptomycin Mix (10000 U Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) und 0,1% Gentamicin

(50 mg/ml) komplementiert.
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4.4 Immunhistochemische Losungen

4.4.1 Antikorper
Anti-GABA: Primarer Antikérper (monoklonal) der Firma Sigma (A0310). Erkennt
GABA-BSA-Konjugate und wurde in der Maus hergestellt.

Anti-PKA: Primérer Antikdrper (polyklonal) aus eigener Herstellung. Erkennt die
regulatorischen Untereinheiten der PKA und wurde in der Maus hergestellt.

Anti-Maus 1gG gekoppelt an Alkaline Phosphatase: Sekundarer Antikérper der Firma
Sigma. Erkennt Maus-Antigene und wurde in Ziegen hergestellt.

Anti-Maus IgG gekoppelt an Cy3: Sekundarer Antikérper der Firma Dianova. Erkennt
Maus-Antigene und wurde in Ziegen hergestellt.

44.2 ELISA
Homogenisierungspuffer: 1x PBS, 1 M Urea, 1 mM EDTA

Blocklésung: 1x PBS; 0,5% (w/v) BSA
RxN-Puffer: 0,1 M Tris/HCI pH 8,7; 1 mM MgCl, « 6H,O
Farbel6sung: 1x RxN; 1 mM p-NPP

4.4.3 Histologie
Phosphatpuffer: 40 mM KH2POg4; 160 mM NazHPO4x 2 H>O

Blockpuffer: 1x PBS; 0,5% (w/v) BSA; 0,1% (v/v) Triton
PBS-T: 1x PBS; 0,1% (v/v) Triton
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5.1 Beeinflussung des assoziativen Gedachtnisses der Honigbiene
durch Aktivierung des GABAergen Systems

In diesem Kapitel wird untersucht, wie die kinstliche Aktivierung der GABA-
Rezeptoren das assoziative Gedachtnis beeinflusst. Dazu werden der Honigbiene
Apis mellifera wahrend der olfaktorischen Konditionierung selektive Agonisten in
Thorax und Kopf injiziert. Um die Wirkungen von ionotropen und metabotropen
GABA-Rezeptoren voneinander zu unterscheiden, werden spezifische Agonisten

verwendet, die jeweils nur einen Rezeptortyp aktivieren.

5.1.1 Selektive Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren beeinflusst die
olfaktorische Diskriminierung
Die Droge 3-APMPA aktiviert spezifisch metabotrope GABA-Rezeptoren in Insekten
[132]. Nach Injektion dieser Droge in den Thorax verandert sich das phénotypische
Verhalten der Honigbiene deutlich. Ca. 10-20 min nach Injektion hoher Dosen
beginnen die Bienen den Russel unkontrolliert heraus und wieder hinein zu
bewegen. Nach ein bis zwei Stunden erscheint die fixierte Biene im Rdhrchen
erstarrt, der Rissel bleibt ausgefahren. Eine solche Biene ist kaum von einer toten
Biene zu unterscheiden. Berlhrt man die Antennen jedoch mit Zuckerwasser, so
bewegt sich die Biene wieder und ist auch in der Lage, das Zuckerwasser Uber den
RuUssel aufzunehmen. Entldsst man die Biene aus dem Rdhrchen, so bewegt sie
zwar ihre Beine, kann aber ihre Bewegungen nicht koordinieren und liegt meist
strampelnd auf der Seite. Ein ahnliches Verhalten nach Injektion von 3-APMPA st
bereits in Drosophila beobachtet worden [133] und wird dort als katatonische Starre
bzw. Katatonie bezeichnet. In Abb. 5-1 ist der prozentuale Anteil katatonischer
Bienen abhangig von der Konzentration an 3-APMPA dargestellt. Nach einer
thorakalen Injektion von 1 pl 20 mM 3-APMPA sind alle Bienen katatonisch. Bei
Injektion von 2 mM bzw. 100 puM sind noch 80% bzw. 70% der Bienen nach 2 h
katatonisch. Auffallig ist hierbei, dass der prozentuale Anteil katatonischer Bienen
nach 1 d noch weiter ansteigt. Dies deutet darauf hin, dass die katatonische Starre
irreversibel ist. Nach Injektion von 10 pM 3-APMPA st ein starker Abfall des Anteils

katatonischer Tiere im Vergleich zu den anderen Konzentrationen zu vermerken.
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Abb. 5-1: Injektion von 3-APMPA induziert eine Katatonie

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die 2 h und 1 d nach der thorakalen Injektion von 1 pl
3-APMPA eine katatonische Starre aufwiesen. Die Legende verweist auf die verwendeten
Konzentrationen. Bei Injektion von 20 mM 3-APMPA sind nach 2 h und auch noch nach 1 d alle
Bienen katatonisch. Nach Injektion von 2 mM und 100 puM 3-APMPA verringert sich der Anteil
katatonischer Bienen. Der Anteil katatonischer Bienen ist hierbei nach 1 d gréBer als nach 2 h. Nach
Injektion von 10 uM 3-APMPA sind nach 2 h und 1 d nur noch 3% der Bienen katatonisch. Die Anzahl
der verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt.

Da nach der Injektion von 10 pM 3-APMPA nur wenige Bienen katatonisch sind,
kénnen diese einem schwachen Training unterzogen werden (Abb. 5-2A). Somit Iasst
sich testen, ob sich die Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren auf das
assoziative Gedachtnis auswirkt. Die Gedachtnisleistung nach der thorakalen
Injektion von 10 pM 3-APMPA unterscheidet sich jedoch nicht von der Kontrolle. In
einem weiteren unabhangigen Experiment wurde zusatzlich eine Konzentration von
20 uM getestet (Abb. 5-2B).
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Abb. 5-2: Die thorakale Injektion von 3-APMPA hat keinen Einfluss auf das assoziative
Gedachtnis

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
30 min vor einem schwachen Training (eine CS-US Paarung) wurde den Bienen 1 pl 3-APMPA oder
PBS in den Thorax injiziert. Alle Bienen, die 30 min nach der Injektion keine Katatonie aufwiesen (90-
97%), wurden dem assoziativen Training und dem Gedachtnisabruf unterzogen.

A, B: Sowohl 10 uM (A), als auch 20 pM 3-APMPA (B) haben keinen Einfluss auf das assoziative
Gedéchtnis. Die Anzahl der verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. Statistik:
exakter Test nach Fisher
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Auch diese Konzentration beeinflusst die Gedachtnisleistung jedoch nicht signifikant.
Grundlegend kann die durch 3-APMPA hervorgerufene Katatonie zwei Ursachen
haben. Zum einen kénnten metabotrope Rezeptoren im ZNS aktiviert werden, die
direkt oder indirekt den Muskeltonus steuern. Zum anderen kdnnten auch
metabotrope Rezeptoren an den motorischen Endplatten der Muskeln fir die
Katatonie verantwortlich sein. Um diese Mdglichkeiten naher einzugrenzen, wurde
den Bienen 100 nl 3-APMPA (100 pM) direkt in den Kopf injiziert. Der Anteil
katatonischer Bienen lag nach 2 h bei 8% (n=50), und fallt somit im Vergleich zu 70%
nach der thorakalen Injektion (Abb. 5-1) sehr viel geringer aus. Desweiteren sank der
Anteil katatonischer Bienen nach 1 d von 8% auf 2%. Im Gegensatz zur thorakalen
Injektion zeigt sich hier, dass die Katatonie reversibel ist. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass die Katatonie ihren Ursprung an der motorischen Endplatte hat und
nicht im ZNS. Nach der Kopfinjektion von 3-APMPA wurden die Bienen einem
schwachen assoziativen Training unterzogen. Diesmal wurde beim Gedéachtnisabruf
nach dem konditionierten Duft (CS+) zusétzlich ein naiver Duft getestet (Abb. 5-3).
Auch in diesem Experiment unterscheidet sich die Reaktion auf den konditionierten
Duft nicht von der Kontrollgruppe. Interessant ist jedoch, dass die mit 3-APMPA

injizierten Bienen nach 2 h signifikant schwacher auf den naiven Duft reagierten.
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B 3-APMPA (n=44)
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Abb. 5-3: Die Kopfinjektion von 3-APMPA verringert den PER auf einen unbekannten Duft
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) und einen naiven Duft (1-
octanol) mit dem PER reagierten. 20 min vor einem schwachen Training (eine CS-US Paarung) wurde
den Bienen 100 nl 3-APMPA (100 uM) oder PBS in den Kopf injiziert. Alle Bienen, die 20 min nach der
Injektion keine Katatonie aufwiesen (92%), wurden dem assoziativen Training und dem
Gedachtnisabruf unterzogen. Wahrend des 2 h-Gedachtnisabrufes wurde zunachst der CS+ getestet,
auf den beide Gruppen gleich reagierten. Flnf Minuten spater wurde ein naiver Duft getestet (naiv),
auf den signifikant mehr Bienen in der Kontrollgruppe (PBS) reagierten. Ein Tag nach dem Training (1
d) ist weder beim CS+, noch beim naiven Duft ein Unterschied zu erkennen. Die Anzahl der
verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. *Die zwei Gruppen unterscheiden sich
signifikant (exakter Test nach Fisher p*<0,05).
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Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass metabotrope Rezeptoren im ZNS nicht direkt
die Bildung des assoziativen Gedachtnisses beeinflussen, aber an der olfaktorischen
Diskriminierung beteiligt sind.

5.1.2 Selektive Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren hemmt die Bildung
des assoziativen Gedachtnisses
Um zu untersuchen, welchen Einfluss ionotrope GABA-Rezeptoren auf das
assoziative Gedéachtnis haben, wurde den Bienen der Agonist Muscimol injiziert. Bei
Muscimol handelt es sich um eine Substanz, die unter anderem im Fliegenpilz
vorkommt und spezifisch ionotrope GABA-Rezeptoren aktiviert [134]. Die Aktivierung
von GABA-Rezeptoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Lernens oder des
Gedachtnisabrufes gibt Hinweise darlber, wann das GABAerge System

Auswirkungen auf Lernen und Gedachtnis hat.

In einem ersten Experiment wurde den Bienen 10 mM Muscimol vor dem Training
und vor dem 2 h-Ged&achtnisabruf in den Thorax appliziert (Abb. 5-4). Die Injektion
von Muscimol vor dem Training verschlechtert gravierend die Bildung des
assoziativen Gedachtnisses, was die Gedéachtnisleistung nach 2 h und nach 1 d
signifikant reduziert (Abb. 5-4A). Die Applikation von Muscimol vor dem 2 h-
Gedachtnisabruf hat hingegen keine Auswirkungen (Abb. 5-4B).

1007 o PBS(n=38) 100 g PBS(n=46)
- -
- Muscimol (n=37) - Muscimol (n=42)

[+ 4 4
w w
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201 20
Injektion 1 2h 1d 1 Injektion 2h 1d

Training Gedachtnisabruf Training Gedachtnisabruf

Abb. 5-4: Die thorakale Injektion von Muscimol vor einem schwachen Training verschlechtert
das assoziative Gedéchtnis

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Durchgefiihrt wurde ein schwaches Training (eine CS-US Paarung) mit anschlieBendem
Gedéachtnisabruf nach 2 h und 1 d. A: Die thorakale Injektion von 2 pl Muscimol (10 mM) 20 min vor
dem Training verschlechtert signifikant den Gedachtnisabruf nach 2 h und 1 d. B: Die thorakale
Injektion von 2 pl Muscimol (10 mM) 20 min vor dem 2 h-Gedachtnisabruf hat keine Auswirkungen auf
das assoziative Gedachtnis. Die Anzahl der verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende
vermerkt. *Die zwei Gruppen unterscheiden sich signifikant (exakter Test nach Fisher p*<0,05).
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lonotrope GABA-Rezeptoren kommen sowohl im ZNS als auch an der motorischen
Endplatte vor [135]. Die Manipulation der Muskelkontraktion kénnte den Riisselreflex
beeinflussen und somit eine spezifische Aussage Uber die Funktion der GABA-

Rezeptoren beim Lernen erschweren.

Um die Aktivierung der GABA-Rezeptoren auf das ZNS zu beschranken, wird in den
folgenden Experimenten Muscimol in den Kopf injiziert (Abb. 5-5). Wie aus Abb. 5-5A
hervorgeht, wurde den Bienen zunachst 5 mM Muscimol 20 min vor einem
schwachen Training in den Kopf injiziert. Da dies keine Auswirkungen auf den
Gedéachtnisabruf hatte, wurde die Muscimol-Konzentration von 5 auf 20 mM erhéht
(Abb. 5-5B). Bei dieser Konzentration kommt es zu einem gravierenden Abfall des
PER wéahrend des 2 h-Gedachtnisabrufes. Der 1 d-Abruf unterscheidet sich nicht von
der Kontrolle, da die Gedachtnisleistung der Kontrollgruppe in diesem Experiment
sehr schwach war. Injiziert man 20 mM Muscimol 20 min vor dem 2 h-Abruf in den
Kopf, so ist ebenfalls ein signifikanter Abfall des PER zu erkennen. Dieser Abfall ist
jedoch im Vergleich zum gravierenden Gedachtnisverlust nach der Muscimol-
Injektion vor dem Training wesentlich geringer. Zudem unterscheidet sich dieser
Befund von der thorakalen Injektion, da diese vor dem Abruf keinen Abfall der
Gedachtnisleistung hervorrief (Abb. 5-4B).

Um zu untersuchen, ob sich die Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren ebenso auf
ein starkeres Training auswirkt, wird 20 mM Muscimol vor einem Zwei-Trial-Training
(zwei CS-US Paarungen) injiziert (Abb. 5-6). Trotz der zusétzlichen CS-US-
Prasentationen ist der Abfall der Gedé&chtnisleistung ebenso gravierend wie bei
einem schwachen Training. Erhéht man jedoch die Anzahl der CS-US Paarungen auf
drei (Abb. 5-7A), so ist sowohl wahrend des Trainings, als auch wahrend des
Gedachtnisabrufes, kein Unterschied zur Kontrolle zu erkennen. Auch die Injektion
von Muscimol vor dem 2 h-Abruf hat nach einem starken Training keine
Auswirkungen mehr (Abb. 5-7B). Die Aktivierung von GABA-Rezeptoren in
Zusammenhang mit einem schwachen Training flhrt also zu einem Abfall der
Gedachtnisleistung, wohingegen dieselbe Aktivierung von GABA-Rezeptoren in

Zusammenhang mit einem starken Training scheinbar keine Konsequenzen hat.
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Abb. 5-5: Kopfinjektionen hoher Muscimol-Konzentrationen vor einem schwachen Training und
vor dem Abruf verschlechtern das assoziative Gedachtnis

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Durchgefiihrt wurde ein schwaches Training (eine CS-US Paarung) mit anschlieBendem
Gedachtnisabruf nach 2 h und 1 d. A: 20 min vor dem Training wurde den Bienen 100 nl Muscimol (5
mM) in den Kopf injiziert. Der PER nach 2 h und nach 1 d unterscheidet sich nicht von dem der
Kontrollgruppe. B: 20 min vor dem Training wurde den Bienen 100 nl Muscimol (20 mM) in den Kopf
injiziert. Die hdéhere Muscimol-Konzentration fiihrt zu einem erheblichen Abfall des PER nach 2 h.
Nach 1 d ist dagegen kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe zu erkennen. C: 20 min vor
dem 2 h-Gedéachtnisabruf erfolgte die Kopfinjektion von 100 nl Muscimol (20 mM). Der PER nach 2 h
ist daraufhin im Vergleich zur Kontrolle signifikant schwécher. Auch hier ist nach 1 d kein Unterschied
mehr feststellbar. Die Anzahl der verwendeten Bienen sowie die Muscimol-Konzentrationen sind in der
Legende vermerkt. *Die zwei Gruppen unterscheiden sich signifikant (exakter Test nach Fisher, wenn
Anzahl der Tiere innerhalb eines Experimentes kleiner als 100; Chi-Quadrat-Test wenn die Anzahl der
Tiere innerhalb eines Experimentes groBer als 100 ist; p*<0,05).
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Abb. 5-6: Muscimol-Injektionen vor schwachem und mittelstarkem Training hemmen die
Bildung des assoziativen Gedachtnisses

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
20 min vor einem schwachen Training (eine CS-US Paarung) bzw. einem mittelstarken Training (zwei
CS-US Paarungen mit ITI von 4 min) wurde den Bienen 100 nl Muscimol (20 mM) oder PBS in den
Kopf injiziert. Der Gedéachtnisabruf erfolgte 2 h und 1 d nach dem Training. Muscimol verschlechtert
das assoziative Ged&chtnis nach einem schwachen und nach einem mittelstarken Training
gleichermaBen. *Die Gruppen unterscheiden sich signifikant (exakter Test nach Fisher p*<0,025).
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Abb. 5-7: Muscimol-Injektionen vor und nach starkem Training haben keinen Einfluss auf das
assoziative Gedachtnis

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Durchgefiihrt wurde ein starkes Training (drei CS-US Paarungen mit ITI von 2 min) mit
anschlieBendem Gedachtnisabruf nach 2 h, 1 d und 2 d. A: 20 min vor dem Training wurde den
Bienen 100 nl Muscimol (20 mM) in den Kopf injiziert. Es sind weder Auswirkungen von Muscimol
wahrend des Trainings noch wahrend des Gedachtnisabrufes zu erkennen. B: 20 min vor dem 2 h-
Gedéchtnisabruf erfolgte die Kopfinjektion von 100 nl Muscimol (20 mM). Wahrend des 2 h-Abrufes ist
der PER im Vergleich zur Kontrolle unverandert, nach 1 d und 2 d sogar leicht erh6ht. Die Anzahl der
verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. Statistik: exakter Test nach Fisher,
wenn Anzahl der Tiere innerhalb eines Experimentes kleiner als 100; Chi-Quadrat-Test wenn die
Anzahl der Tiere innerhalb eines Experimentes gréBer als 100 ist.
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Da die Gedachtnisleistung der Biene abhangig von auBeren Faktoren ist, ist es nur
bedingt méglich, Experimente zu vergleichen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten
durchgefihrt wurden. Um die Auswirkungen von Muscimol auf schwaches und
starkes Training korrekt vergleichen zu kdnnen, missen die entsprechenden
Experimente mdglichst gleichzeitig durchgeflihrt werden. In Abb. 5-8 sind daher
parallel durchgeflihrte Experimente dargestellt, die die Auswirkungen von Muscimol
auf die Gedachtnisleistung nach schwachem bzw. starkem Training zeigen.
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Abb. 5-8: Muscimol-Injektionen vor und nach schwachem bzw. starkem Training im direkten
Vergleich

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Die Bienen wurden entweder 20 min vor (A, C) oder 20 min nach dem Training (B, D) mit 100 nl
Muscimol (10 mM) in den Kopf injiziert. Durchgefiihrt wurde entweder ein schwaches Training (eine
CS-US Paarung) oder ein starkes Training (drei CS-US Paarungen mit ITI von 2 min) mit
anschlieBendem Gedachtnisabruf nach 30 min, 2 h, 4 h und 1 d. A: Die Injektion von Muscimol vor
einem schwachen Training flhrt zu einem gravierenden Abfall der Ged&chtnisleistung. B: Die Injektion
von Muscimol nach einem schwachen Training hat keinen Einfluss auf das assoziative Gedachtnis. C:
Die Injektion von Muscimol vor einem starken Training beeinflusst die Acquisition wéhrend des
Trainings nicht. Der Gedé&chtnisabruf ist zwischen 30 min und 4 h leicht verschlechtert. Nach 1 d fuhrt
die Muscimol-Injektion zu einer signifikant verschlechterten Gedéchtnisleistung. D: Die Injektion von
Muscimol nach einem starken Training hat keine Auswirkungen auf die Gedachtnisleistung. Die
Anzahl der verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. *Die zwei Gruppen
unterscheiden sich signifikant (exakter Test nach Fisher p*<0,05).
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Wie bereits zuvor gezeigt, fihrt die Injektion von Muscimol vor einem schwachen
Training zu einem gravierenden Abfall der Gedachtnisleistung nach 2 h und 1 d (Abb.
5-8A). In direktem Vergleich dazu, bewirkt die Muscimol-Injektion vor einem starken
Training (Abb. 5-8C) keinen signifikanten Abfall der Gedachtnisleistung zwischen 30
min und 4 h. Dennoch nimmt die Gedachtnisleistung mit zunehmender Zeit ab, so
dass der Gedachtnisabruf nach 1 d im Vergleich zur Kontrolle signifikant schwacher
ist. Desweiteren fallt auf, dass der Lernprozess wahrend des Trainings (Acquisition)
durch die Injektion von Muscimol nicht beeinflusst wird. Injiziert man Muscimol nach
dem Training, so ist sowohl beim schwachen als auch beim starken Training kein
Unterschied zur Kontrolle auszumachen (Abb. 5-8B, D). Diese Experimente zeigen,
dass die GABA-Rezeptoren wahrend des Trainings aktiviert werden missen, um die
Gedachtnisleistung zu beeinflussen. Interessanterweise bleibt die Acquisition selbst
dabei unbeeinflusst.

5.1.3 Die selektive Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren hat keinen
Einfluss auf die nicht-assoziativen Lernparadigmen

Um festzustellen, wie Muscimol wahrend der Acquisition die Gedachtnisbildung
hemmt, wurde untersucht, ob Muscimol die Wahrnehmung des Duftes oder der
Belohnung beeintrachtigt. Die Wahrnehmung der Belohnung Iasst sich sehr gut tGber
die Zuckerwasserempfindlichkeit testen (Kap. 3.1.5). Dabei testet man den PER auf
verschiedene Zuckerkonzentrationen vor und nach der Injektion mit Muscimol. Der
Test der Zuckerwasserempfindlickeit weist keinen Unterschied zur Kontrolle auf
(Abb. 5-9A). Somit nehmen die Bienen trotz Muscimol-Injektion die Belohnung
unverandert wahr.

Die Wahrnehmung der Duftinformation wird durch die Sensitisierung getestet (Kap.
3.1.3). Bei der Sensitisierung werden die Bienen durch Stimulierung mit einer 1M
Zuckerlésung in einen Zustand erhéhter Erregung versetzt. Die anschlieBende zweite
Duftprasentation ist somit sensitisiert und der PER ist im Vergleich zur ersten
Duftprasentation verstérkt. Die Reaktion auf diese zweite Duftprasentation bleibt
durch die Injektion von Muscimol unverandert (Abb. 5-9B), was darauf schlieBen
lasst, dass die Duftinformation trotz Aktivierung der GABA-Rezeptoren normal
wahrgenommen wird.

Bei der Habituation kommt es durch sténdige Stimulierung der Antenne mit 1 M
Zuckerldésung zu einer Gewdhnung und somit zur Abschwachung bzw. sogar zum

Ausbleiben des PER (Kap. 3.1.4). Da Muscimol auch die Habituation nicht signifikant
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beeinflusst, gibt es keinerlei Hinweise, dass die Verabreichung von Muscimol das
nicht-assoziative Lernen beeinflusst. Wenn weder der CS noch der US alleine durch
Muscimol beeintrachtigt werden, so muss der Abfall der Gedachtnisleistung dadurch
begriindet sein, dass die Integration dieser beiden Signale gestort ist. Diese These
wird dadurch gestitzt, dass der Abfall der Gedachtnisleistung dann am gréBten ist,
wenn die GABA-Rezeptoren wahrend des Trainings, also wahrend der CS-US-

Paarung, aktiviert werden.
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Abb. 5-9: Muscimol hat keinen Einfluss auf Zuckerwasserempfindlichkeit und nicht-assoziative
Lernparadigmen

A: Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die vor und nach der Kopfinjektion mit 100 nl
Muscimol (10 mM) auf verschiedene Zuckerkonzentrationen mit dem PER reagierten. Es gibt keinen
statistischen Unterschied zwischen PBS- und Muscimol-injizierten Bienen. Statistik: Mann-Whitney
Test Uber gustatory response score [136] (p=0,69). B: Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen,
die vor und nach der Sensitisierung mit dem PER auf Nelkenduft reagierten. Die Bienen erhielten 20
min vor der ersten Présentation des Duftes eine Kopfinjektion mit 100 nl Muscimol (10 mM). Die mit
Muscimol injizierten Bienen reagierten leicht schwacher auf die zweite Prasentation des Duftes, der
Unterschied ist jedoch nicht signifikant (exakter Test nach Fisher, p=0,4). C: Dargestellt ist Mittelwert
und Standardabweichung der Anzahl der Stimuli, die benétigt wurden, um die Bienen zu habituieren.
Die Bienen erhielten 20 min vor der Habituation eine Kopfinjektion von 100 nl Muscimol (10 mM). Die
beiden Gruppen unterscheiden sich statistisch nicht voneinander (t-Test, p=0,15).

Die Anzahl der verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt.
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5.1.4 Lichtinduzierte lokale Freisetzung von GABA wahrend der Acquisition
hemmt die Bildung des assoziativen Gedachtnisses

Die in den vorherigen Kapiteln aufgezeigten Experimente lassen darauf schlieBen,
dass die Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren die Integration von
Duftinformation und Belohnung wéahrend des Trainings beeintrachtigt. Um dieses
Phanomen eingehender zu studieren, wurde untersucht, wann genau GABA-
Rezeptoren aktiviert werden missen und welche Gehirnregionen dabei eine Rolle
spielen. Fir eine solche Untersuchung eignet sich CNB-GABA. Hierbei handelt es
sich um den Neurotransmitter GABA, der an eine molekulare ,Kafiggruppe®
gebunden ist. Dadurch wird das Molekiil biologisch inaktiv, die Kafiggruppe lasst sich
jedoch durch hochenergetisches Licht entfernen.

In einem ersten Versuch wurde untersucht, ob sich auf diese Weise GABA in vitro
und in vivo im Bienenhirn freisetzen und messen lasst (Abb. 5-10). Dazu wurde eine
CNB-GABA-L6sung angesetzt und mittels des Xenon-Blitzlichtsystems, welches
hochenergetische Lichtimpulse erzeugt, verschieden oft geblitzt. Die Proben wurden
nach dem Blitzen mit Glutardialdehyd fixiert und die Menge an freigesetztem GABA
mittels spezifischer Anti-GABA Antikérper Gber ELISA ermittelt (s. Kap. 3.2.2). Wie
sich im Vergleich zu PBS erkennen lasst (Abb. 5-10A), kann man auf diese Weise
erfolgreich GABA freisetzen und messen. Dabei steigt die Menge an freigesetztem
GABA, je ofter die Probe geblitzt wird.

A B
0,25 4 ——CNB-GABA PBS 25 7
0,2 2 *
x x
=4
@ 0,15 51,5
< <
) - I
Q
= = i
£ 01 - 1
k] g
0,05 | 0,5 A
0 T T T T T T 1 O 15
0 5 10 15 20 25 30 nicht geblitzt geblitzt

Anzahl applizierter Blitze

Abb. 5-10: Immunologische Messungen von GABA in vitro und in vivo nach Licht-induzierter
Freisetzung

Dargestellt ist die relative GABA Immunoreaktivitat (IR), die mittels ELISA bestimmt wurde. A, in vitro:
CNB-GABA (4 uM) und PBS (Kontrolle) wurden 0, 6, 10, 20 und 25 Mal geblitzt. B, in vivo: Zunachst
erhielten die Bienen Tiagabin- (200 nl, 10 mM) und CNB-GABA-Injektionen (200 nl, 20 mM) direkt in
das Gehirn. 20 min spéater wurde das Zentralhirn der Bienen sieben bzw. null Mal (Kontrolle) geblitzt.
Nach der Praparation des Zentralhirns wurde das Homogenat mit Glutardialdehyd konjugiert und fir
ELISA verwendet. Zur Normalisierung des Gesamtgehaltes an Homogenat wurde zusétzlich die PKA-
Immunoreaktivitdt bestimmt. Die Anzahl der verwendeten Bienen ist in den jeweiligen Balken
vermerkt. *Die zwei Gruppen unterscheiden sich signifikant (p<0,05, t-Test).
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Im nachsten Experiment galt es zu untersuchen, ob sich GABA auf diese Weise auch
im Gehirn der Honigbiene freisetzen lasst. Um die Wiederaufnahme von
freigesetztem GABA zu minimieren, wurde allen Bienen zunachst Tiagabin (s. Kap.
3.2.2) direkt in das offene Gehirn injiziert. Nach der Injektion von CNB-GABA wurde
das Zentralhirn sieben Mal geblitzt (Kontrolle wurde nicht geblitzt) und sofort
prapariert (s. Kap. 3.2.1). AnschlieBend wurde das Bienenhirnhomogenat fir die
Bestimmung der freigesetzten Menge an GABA mittels ELISA mit BSA fixiert (s. Kap.
3.2.2). Wie Abb. 5-10B zu entnehmen ist, fihren die Lichtimpulse zu einem
signifikanten Anstieg der Menge an freigesetztem GABA.

Um zu untermauern, dass sich mit der hier verwendeten Methode GABA im
Bienenhirn freisetzen lasst, wurde ein immunhistologisches Experiment durchgefihrt.
Wie bereits im vorherigen Experiment erlautert, wurde der lebenden Biene Tiagabin
und CNB-GABA in das Bienenhirn injiziert. Diesmal wurde jedoch nur die linke Seite
des Bienenhirns auf Héhe der Pilzkérper siebenmal geblitzt (Abb. 5-11).

Calyxregion der
Pilzkorper

Fokus der Blitze

a-Lobus

Antennallobus

Abb. 5-11: Licht-induziertes Freisetzen von GABA in der linken Hirnhilfte einer Biene
Dargestellt ist ein immunhistologischer Schnitt durch das Bienenhirn, in dem GABA mittels
fluoreszierenden Antikdrpern detektiert wurde. Zuvor wurde der lebenden Biene Tiagabin (200 nl, 10
mM) und CNB-GABA (200 nl, 20 mM) direkt in das Gehirn injiziert. Nur die linke Seite des Gehirns
wurde auf Héhe der Pilzkérper siebenmal geblitzt. Da die Aufnahme des Bildes spiegelverkehrt ist,
befindet sich die linke Hirnhalfte hier auf der rechten Seite. Innerhalb des Fokus der Blitze ist eine
deutlich erhéhte Fluoreszenz gegenlber der rechten Hirnhélfte zu erkennen. Die erhdhte Fluoreszenz
erstreckt sich von dort aus Uber die laterale Calyxregion und um den a-Lobus herum (B-Lobus). Der
Antennallobus zeigt allgemein eine erhdhte Fluoreszenz, die sich aber nicht zwischen den beiden
Hirnhélften unterscheidet.
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AnschlieBend wurden histologische Schnitte des Gehirns angefertigt und mit Anti-
GABA Antikérpern und einem fluoreszierenden sekundaren Antikérper behandelt (s.
Kap. 3.2.3). Wie in Abb. 5-11 zu erkennen, ist die Fluoreszenz innerhalb des Fokus
der Blitze stark erhéht. Dies zeigt, dass innerhalb dieser Region GABA erfolgreich
freigesetzt wurde. Eine erh6hte Fluoreszenz ist zudem in der Region des lateralen
Calyx und rund um den a-Lobus der linken Hirnhalfte zu sehen (Aufnahme in Abb.
5-11 ist spiegelverkehrt). Die rechte Hirnhalfte hingegen ist auf Héhe der Pilzkérper
ganzlich dunkel, was zeigt, dass sich GABA durch hochenergetische fokale Blitze in
vivo lokal freisetzen lasst. Eine erhdéhte Fluoreszenz zeigen die Antennalloben auf
beiden Seiten des Gehirns. Dies ist vermutlich auf einen erhéhten endogenen Gehalt
an GABA zurtckzufihren.

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass sich die Freisetzung von GABA durch das
Blitzen von CNB-GABA mit hochenergetischem Licht in vitro und in vivo durchflhren
lasst (Abb. 5-10). Zudem wurde gezeigt, dass sich die Freisetzung von GABA auf
den Bereich der geblitzten Region beschrankt (Abb. 5-11). Folglich kann dieses
Protokoll genutzt werden, um die Auswirkungen der Aktivierung von GABA-
Rezeptoren in den Pilzkérpern (Mushroom bodies, MB), Antennalloben (AL) und
optischen Loben (OL) zu studieren. Die Injektionen von Muscimol haben gezeigt,
dass sich die Gedachtnisbildung besonders dann manipulieren lasst, wenn die
GABA-Rezeptoren wahrend des Trainings aktiviert werden (Abb. 5-8). Da dies darauf
hindeutet, dass die modulierende Wirkung von GABA innerhalb des Trainings
stattfindet, wurde der zeitliche Bezug der Freisetzung von GABA zur CS-US Paarung
wahrend eines schwachen Trainings eingehender untersucht. Dabei konzentrieren
wir uns zunachst auf die Pilzkérper (Abb. 5-12), da diese massiv von GABAergen
Neuronen innerviert werden (s. Kap. 1.4 und Kap. 1.5).
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Abb. 5-12: Lokales Freisetzen von GABA im Pilzkérper verschlechtert das assoziative
Gedéachtnis abhéngig vom zeitlichen Bezug zum Training

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Den Bienen wurde 20 min vor dem schwachen Training (eine CS-US Paarung) 200 nl CNB-GABA in
das Gehirn injiziert. Die linke Spalte gibt an, in welchem zeitlichen Bezug zur CS-US Paarung die
Pilzkérper (MB) sieben Mal geblitzt wurden. In der schematischen Abbildung des Bienenhirns sind die
Pilzkérper grau unterlegt. A, B: Die Freisetzung von GABA vor oder direkt nach dem CS hat keinen
Einfluss auf das assoziative Gedachtnis. C, D: Die Freisetzung von GABA vor und wahrend der
Duftprasentation verschlechtert das assoziative Gedachtnis nach 2 h signifikant. Die Anzahl der
verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. *Die zwei Gruppen unterscheiden sich
signifikant (exakter Test nach Fisher p*<0,05).
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Setzt man GABA in den Pilzkdrpern direkt nach dem CS frei (Abb. 5-12A), so hat
dies keinen Einfluss auf die Gedéachtnisleistung. Wurde GABA vor der CS-US-
Paarung freigesetzt, so zeigt sich ein leichter aber nicht signifikanter Abfall der
Gedéachtnisleistung (Abb. 5-12B). Erst wenn GABA kurz vor und wahrend der
Prasentation des Duftes freigesetzt wurde, kommt es zu einem signifikanten Abfall
der Gedachtnisleistung nach 2 h. Um sicherzustellen, dass dieser Abfall nicht durch
das injizierte CNB-GABA selbst bedingt ist, wurde eine Gruppe Bienen ebenfalls mit
CNB-GABA injiziert, aber nicht geblitzt (Abb. 5-12D). Auch hier zeigt sich ein
signifikanter Unterschied nach 2 h, was zeigt, dass CNB-GABA selbst keine
schadliche Wirkung besitzt. Die GABA-Rezeptoren im Pilzkérper missen also in
einem engen zeitlichen Kontext zur Duftprédsentation aktiviert werden, um die
Gedéachtnisleistung zu beeintrachtigen. Ob dies ebenfalls flr die Antennalloben und

optischen Loben zutrifft, ist in Abb. 5-13 dasrgestellt.
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Abb. 5-13: Lokales Freisetzen von GABA in den Antennalloben, aber nicht den optischen
Loben, verschlechtert das assoziative Gedachtnis

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Den Bienen wurde 20 min vor dem schwachen Training (eine CS-US Paarung) 200 nl CNB-GABA
direkt in das Gehirn injiziert. Die linke Spalte gibt an, in welchem zeitlichen Bezug zur CS-US Paarung
die Antennalloben (AL) bzw. optischen Loben (OL) sieben Mal geblitzt wurden. AL und OL sind in der
schematischen Abbildung des Bienenhirns grau unterlegt. A: Die Freisetzung von GABA in den
Antennalloben vor und wahrend der Duftprasentation verschlechtert das assoziative Gedachtnis nach
2 h signifikant. B: Die Freisetzung von GABA in den optischen Loben vor und wéahrend der
Duftprasentation hat keinen Einfluss auf das assoziative Gedachtnis. Die Anzahl der verwendeten
Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. *Die zwei Gruppen unterscheiden sich signifikant
(exakter Test nach Fisher p*<0,05).
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Setzt man GABA in den Antennalloben vor und wahrend der Duftprasentation frei
(Abb. 5-13A), so verschlechtert dies ebenfalls die Gedéachtnisleistung nach 2 h.
Dieses Ergebnis ist nicht Uberraschend, da die Antennalloben eine Vielzahl
GABAerger Interneurone aufweisen, die die Duftprozessierung modulieren [81]. Setzt
man GABA im gleichen zeitlichen Schema in den optischen Loben frei (Abb. 5-13B),
hat dies keine Auswirkungen auf die Gedachtnisleistung. Obwohl auch die optischen
Loben eine Vielzahl an GABA-Rezeptoren besitzen, sind diese nicht an der
Prozessierung der Duftinformation oder Belohnung beteiligt. Somit war zu erwarten,
dass die Aktivierung dieser GABA-Rezeptoren sich nicht auf das olfaktorische
Gedachtnis auswirkt. Das Blitzen der OL beweist zudem, dass die Freisetzung von
GABA durch Lichtimpulse lokal begrenzt ist und sich nicht auf benachbarte
Hirnregionen ausweitet.

Die vorherigen Experimente haben gezeigt, dass das olfaktorische Gedachtnis
beeintrachtigt wird, wenn GABA wahrend des Trainings in MB und AL in einem
starken zeitlichen Bezug zum CS freigesetzt wird. Um zu untersuchen, ob GABA
generell die Duftprozessierung stért, wurde GABA wahrend der Duftprasentation des
2 h-Gedachtnisabrufes freigesetzt (Abb. 5-14). Das Freisetzen von GABA wéahrend
des Gedachtnisabrufes hat jedoch weder in den AL noch in den Pilzkérpern
Auswirkungen auf die Gedachtnisleistung (Abb. 5-14A, B).

Da die lokale Aktivierung von GABA-Rezeptoren nur wahrend der CS/US-Paarung
die Gedachtnisleistung beeintrachtigte, spricht dies flir eine Rolle von GABA wahrend
der Koinzidenz von CS und US. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem Befund, dass
Muscimol vor allem durch die Aktivierung wahrend der Acquisition zu
Gedachtnisdefiziten fuhrt, wahrend CS und US alleine unverédndert wahrgenommen

werden.
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Abb. 5-14: Lokales Freisetzen von GABA wahrend des 2h-Abrufes hat keinen Einfluss auf das

assoziative Gedachtnis

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Bienen, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagierten.
Nach einem schwachen Training (eine CS-US Paarung) wurde den Bienen 20 min vor dem
Gedachtnisabruf 200 nl CNB-GABA direkt in das Gehirn injiziert. Die linke Spalte gibt an, in welchem
zeitlichen Bezug zum 2h-Abruf die Pilzkdrper (MB) bzw. die Antennalloben (AL) sieben Mal geblitzt
wurden. Pilzkérper und AL sind in der schematischen Abbildung des Bienenhirns grau unterlegt. A, B:
Die Freisetzung von GABA in den Pilzkérpern und Antennalloben vor und wahrend der
Duftprasentation des 2 h-Abrufes hat keinen signifikanten Einfluss auf das assoziative Gedéachtnis. Die
Anzahl der verwendeten Bienen ist in Klammern in der Legende vermerkt. Statistik: exakter Test nach

Fisher.
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5.2 GABAerge Modulation neuronaler Aktivitdit in isolierten
Kenyonzellen der Honigbiene

Aus den in Kapitel 5.1 dargestellten Experimenten geht hervor, dass die
Gedachtnisbildung nur bei einem bestimmten zeitlichen Zusammenhang zwischen
dem Duft und der Freisetzung von GABA in den Pilzkérpern beeinflusst wird. Da die
Duftinformation durch Acetylcholin (ACh) vermittelt wird [137], stellt sich die Frage,
ob der zeitliche Zusammenhang zwischen ACh und GABA entscheidend fiir die
Modulation neuronaler Aktivitdt im Pilzkérper ist. Daher wurden die Pilzkdrper
prapariert und anhand isolierter Neuronen untersucht, wie die Paarung von ACh und
GABA die intrazellularen Calciumstrdome modulieren. Um die lokale Freisetzung von
GABA wéhrend des Trainings nachzuempfinden, wurde nach der Paarung von ACh
und GABA eine zusatzliche Stimulation mit ACh alleine durchgeflihrt, die den

Gedachtnisabruf darstellt.

5.2.1 Stimulation isolierter Kenyonzellen im Durchflusssystem

Um die Integration von ACh und GABA in Kenyonzellen adulter Honigbienen
eingehender zu untersuchen, wurden die Pilzkérper prapariert und in Zellkultur
gebracht (s. Kap. 3.3). Die mit dem calciumsensitiven Farbstoff Fluo-4 geladenen
Kenyonzellen wurden anschlieBend im Durchflusssystem getestet, welches die
schnelle Zugabe und den Austausch von Neurotransmittern erlaubt (s. Kap. 3.3.3).
Um verschiedene temporare Auswirkungen von GABA zu testen und diese korrekt
miteinander vergleichen zu kdénnen, wurden drei Gruppen gebildet, die jeweils
dreimal stimuliert wurden (Abb. 5-15). Die erste Stimulation mit ACh dient als
Referenzstimulation, da die nachfolgenden Stimuli anhand des ersten Stimulus
normiert werden. Zudem wurden nach der ersten Stimulation alle Kenyonzellen
ausgeschlossen, die nicht adédquat auf die Stimulation mit ACh reagierten (ca. 20%).
D.h., nur Kenyonzellen, die einen eindeutigen Calciumeinstrom und auch einen
Calciumausstrom  aufwiesen, wurden fir die nachsten  Stimulationen
weiterverwendet. So wird sichergestellt, dass keine toten oder beschéadigten Zellen
untersucht werden. Innerhalb einer Messung wurde die Calciumkinetik aller
Kenyonzellen, die adaquat reagierten, gemittelt. AnschlieBend wurde die Amplitude
der ersten Stimulation auf 100% gesetzt und die nachfolgenden Stimulationen einer
Messung daran normiert. Der Beginn jeder Stimulation wurde auf 0 (Baseline)
gesetzt.
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Abb. 5-15: Stimulationsschema der Kenyonzellen im Durchflusssystem

Die Abbildung gibt das Stimulationsschema der drei Gruppen wieder und zeigt beispielhaft, wie die
Fluoreszenzintensitat der mit Fluo-4 geladenen Kenyonzellen durch Stimulation mit ACh ansteigt und
wieder abféllt. In der ersten Stimulation wurden alle drei Gruppen mit ACh stimuliert (3 s). In der
zweiten Stimulation wurde nur die Kontrollgruppe mit ACh stimuliert (3 s). In den zwei anderen
Gruppen wird ACh mit GABA gepaart (ebenfalls 3 s). Dabei wird GABA entweder direkt nach ACh
verabreicht (ACh/GABA) oder direkt vor ACh (GABA/ACh). In der dritten Stimulation wurden alle drei
Gruppen nochmal mit ACh alleine stimuliert (3 s). Das Intervall zwischen den Stimulationen betrug 140
s, die Neurotransmitter wurden mit einer Konzentration von 5 uM verwendet.

Bei der zweiten Stimulation handelt es sich um einen gepaarten Stimulus, bei dem
GABA direkt nach ACh (ACh/GABA), oder unmittelbar vor ACh (GABA/ACh)
verabreicht wurde. Lediglich in der Kontrollgruppe wurde auch wahrend der zweiten
Stimulation nur mit ACh stimuliert. Der dritte Stimulus besteht fir alle Gruppen wieder
aus einer Stimulation mit ACh. Auf diese Weise kann getestet werden, ob die
gepaarte Stimulation langerfristige Effekte aufweist, die sich auf die nachfolgende
Stimulation auswirken. Die Aktivierung der ACh-Rezeptoren der Kenyonzellen flhrt
zum Calciumeinstrom und somit zum Anstieg der Fluoreszenzintensitat, die
anschlieBend wieder abfallt. Einflisse von GABA auf die durch ACh induzierte
Calciumkinetik lassen sich also direkt an der veranderten Kinetik der

Fluoreszenzintensitat ablesen.
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5.2.2 Zeitliche Paarung von ACh und GABA inhibiert die neuronale Aktivitat

Die Stimulation der Kenyonzellen mit ACh flhrt zu einem raschen Anstieg der
Fluoreszenzintensitat, was gleichbedeutend mit einem raschen Calciumeinstrom ist.
AnschlieBend nimmt die Fluoreszenzintensitat langsam ab, es kommt also zu einem
langsamen Calciumausstrom. Kombiniert man ACh mit GABA, so lasst sich die durch
ACh induzierte Calciumkinetik modulieren. In Abb. 5-16 sind diese Modulationen der
unterschiedlichen Paarungen (s. Abb. 5-15) dargestellt. Die erste Stimulation mit ACh
ist hierbei nicht gezeigt, da diese sich zwischen den Gruppen nicht unterscheidet.
Verabreicht man GABA direkt nach ACh (ACh/GABA, Abb. 5-16A), so ist der
Calciumeinstrom im Vergleich zur Kontrolle deutlicher geringer (zweite Stimulation).
Der Calciumeinstrom bei der anschlieBenden Stimulation mit ACh ist jedoch
verglichen zur Kontrolle signifikant gréBer (dritte Stimulation). Verabreicht man GABA
direkt vor ACh (GABA/ACh), so fallt auf, dass es in einigen Kenyonzellen nicht zum
Calciumeinstrom kommt (ca. 30%; s. Abb. 5-17B), was bei einer regularen zweiten
Stimulation mit ACh nicht vorkommt. Diese Gruppe der Kenyonzellen wurde im
Folgenden als Non-Responder bezeichnet (Abb. 5-16B). Die Kenyonzellen, die trotz
GABA/ACh-Paarung einen Calciumeinstrom aufweisen, werden als Responder
bezeichnet (Abb. 5-16C). Der Calciumeinstrom der Responder ist jedoch ebenfalls
stark reduziert. Wé&hrend der dritten Stimulation ist bei Respondern und Non-
Respondern der Calciumeinstrom leicht verstarkt und der Calciumausstrom etwas

verlangsamt.
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Abb. 5-16: Der durch ACh induzierte Calciumeinstrom lasst sich durch die zeitliche Paarung
mit GABA unterschiedlich modulieren

Dargestellt sind die anhand der ersten Stimulation normierten Fluoreszenzintensitaten der mit Fluo-4
geladenen Kenyonzellen nach Stimulation mit ACh und GABA. A: Im Vergleich zur Kontrolle (ACh)
fihrt die ACh/GABA Paarung (ACh/GABA) zu einem deutlich reduzierten Calciumeinstrom wahrend
der zweiten Stimulation und einem signifikant langer anhaltenden Calciumeinstrom wahrend der
dritten Stimulation. B, Non-Responder: Die Zellen, die aufgrund der GABA/ACh Paarung bei der
zweiten Stimulation nicht reagieren, weisen sich durch einen voéllig fehlenden Calciumeinstrom aus.
Der Calciumeinstrom der dritten Stimulation ist durch die vorherige Paarung leicht erhdht. C,
Responder: Die Zellen, die trotz GABA/ACh Paarung auf die zweite Stimulation reagieren, weisen
dennoch einen deutlich reduzierten Calciumeinstrom wéhrend der zweiten Stimulation auf. Die
Calciumkinetik der dritten Stimulation ist &hnlich den Non-Respondern leicht erhéht.

Jeder Neurotransmitter wurde mit einer Konzentration von 5 pM fir 3 s verabreicht. Fir die
statistische Auswertung wurden nur Zellen in Betracht gezogen, die auf die erste Stimulation
reagierten (ca. 50% aller Kenyonzellen). Der Calciumeinstrom der ersten Stimulation unterscheidet
sich zwischen den Gruppen nicht. Zur Normierung wurden die Calciumkinetiken aller Kenyonzellen
innerhalb einer Messung gemittelt und anschlieBend die Amplitude der ersten Stimulation auf 100%
gesetzt. Fir jede Gruppe wurden 7 unabhangige Praparationen/Messungen durchgefiihrt (ACh: n=7
Messungen/ 113 Zellen; ACh/GABA: n=7 Messungen/ 83 Zellen GABA/ACh: Non-Responder: n=7
Messungen/ 30 Zellen, Responder: n=7 Messungen/ 75 Zellen). Statistik: Alle Gruppen wurden
zunachst einer zweifaktoriellen ANOVA unterzogen, gefolgt von einem paarweise durchgefihrten
Vergleich mittels Fisher's PLSD Test (p*<0,012).
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In Abb. 5-17 ist das Verhaltnis zwischen Responder und Non-Responder wahrend
der GABA/ACh-Paarung in Abhangigkeit der GABA-Konzentration dargestellt.
Interessanterweise reagierten alle Kenyonzellen, die bei der ersten Stimulation auf
ACh reagierten, auch auf den zweiten und dritten Stimulus mit ACh. Bei einer
GABA/ACh-Paarung mit einem Konzentrationsverhaltnis von 1:1 reduziert sich der
Anteil der Responder auf 70%. Verdoppelt man die GABA-Konzentration, so sind es
nur noch 10% Responder. Unabhangig von der GABA-Konzentration reagieren
wieder alle Kenyonzellen auf die dritte Stimulation.
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Abb. 5-17: Die GABA/ACh-Paarung verringert abhéngig von der Konzentration den Anteil
stimulierter Kenyonzellen

Dargestellt ist der Anteil stimulierter Kenyonzellen (Responder) abhangig von Paarung und
Konzentration. In der ersten Stimulation wurden alle Gruppen mit ACh stimuliert. Dabei wurden nur
stimulierbare Zellen fir den weiteren Versuch in Betracht gezogen. In der zweiten Stimulation
verringert die GABA/ACh-Paarung den Anteil der Responder. In der dritten Stimulation wurden wieder
alle Gruppen mit ACh stimuliert. Jeder Neurotransmitter wurde fiir 3 s verabreicht. Es wurden fir jede
Gruppe mindestens 5 unabhangige Praparationen durchgefihrt (ACh 5 pM: n=113 Zellen; GABA 5
uM/ ACh 5 uM: n=105 Zellen; GABA 10 pM/ ACh 5 pM: n=39 Zellen). Es wurde keine Statistik
durchgefuhrt.
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5.2.3 Gegensatzliche Modulation der neuronalen Aktivitat durch ionotrope und
metabotrope GABA-Rezeptoren

Die Modulation der von ACh induzierten Calciumstrdéme durch GABA weist zwei
grundlegende Eigenschaften auf. Zum einen kommt es bei der direkten Paarung zu
einer starken Hemmung des Calciumeinstroms. Zum anderen bewirkt die darauf
folgende Stimulation mit ACh einen verstarkten Caliumeinstrom und einen
verlangsamten Calciumausstrom. Da beide Effekte bei der ACh/GABA-Paarung
signifikant waren, wird diese Paarung im Folgenden naher untersucht. Dazu wird
GABA durch die spezifischen ionotropen und metabotropen GABA-Agonisten ersetzt
(Abb. 5-17). FUr einen direkten Vergleich ist auch die ACh/GABA-Paarung aus Abb.
5-16 dargestellt. Die Paarung von ACh mit Muscimol (ACh/Muscimol), welches nur
ionotrope Rezeptoren aktiviert, fihrt im Vergleich zur Kontrolle zu einem signifikant
verringerten Calciumeinstrom. Die dritte Stimulation mit ACh beeinflusst den
Calciumeinstrom nicht, der Calciumausstrom ist jedoch verlangsamt (Abb. 5-18B). Im
Gegensatz dazu zeigt die Paarung von ACh mit dem metabotropen GABA-Agonisten
3-APMPA (ACh/3-APMPA) keinerlei Veranderung wahrend der zweiten Stimulation.
Bei der dritten Stimulation mit ACh ist der Calciumeinstrom signifikant erhdht (Abb.
5-18C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass an der GABAergen Modulation
sowohl ionotrope als auch metabotrope GABA-Rezeptoren beteiligt sind. Dabei
bewirken die metabotropen Rezeptoren einen langsamen Anstieg des
Calciumeinstroms, der bei der dritten Stimulation signifikant ist.
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Abb. 5-18: Gegensatzliche Modulation der neuronalen Aktivitit durch ionotrope und
metabotrope GABA-Rezeptoren

Dargestellt sind die anhand der ersten Stimulation normierten Fluoreszenzintensitaten der mit Fluo-4
geladenen Kenyonzellen nach Stimulation mit ACh und Muscimol bzw. 3-APMPA. A: ACh/GABA-
Paarung aus Abb. 5-16A B: Die Paarung des ionotropen GABA-Agonisten Muscimol mit ACh
(ACh/Muscimol) zeigt im Vergleich zur Kontrolle (ACh) einen deutlich reduzierten Calciumeinstrom
wahrend der zweiten Stimulation und einen verlangsamten Calciumausstrom wéhrend der dritten
Stimulation. C: Die Paarung des metabotropen GABA-Agonisten 3-APMPA mit ACh (ACh/3-APMPA)
zeigt im Vergleich zur Kontrolle (ACh) keinen Unterschied wéhrend der zweiten Stimulation, jedoch
einen signifikant erhdhten Calciumeinstrom wahrend der dritten Stimulation.

ACh wurde mit einer Konzentration von 5 pM flr 3 s verabreicht, Muscimol und 3-APMPA wurde mit
10 puM fir 3 s verabreicht. FUr die statistische Auswertung wurden nur Zellen in Betracht gezogen, die
auf die erste Stimulation reagierten (ca. 50% aller Kenyonzellen). Der Calciumeinstrom der ersten
Stimulation unterscheidet sich zwischen den Gruppen nicht. Zur Normierung wurden die
Calciumkinetiken aller Kenyonzellen innerhalb einer Messung gemittelt und anschlieBend die
Amplitude der ersten Stimulation auf 100% gesetzt. Fur jede Gruppe wurden mindestens 7
unabhéngige Préaparationen/Messungen durchgefihrt (ACh: n= 12 Messungen/ 232 Zellen;
ACh/Muscimol: n=7 Messungen/ 131 Zellen ACh/3-APMPA: n=7 Messungen/ 142 Zellen). Statistik:
Alle Gruppen wurden zunachst einer zweifaktoriellen ANOVA unterzogen, gefolgt von einem
paarweise durchgefliihrten Vergleich mittels Fisher's PLSD Test (p*<0,012).
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Die faszilitierende Wirkung der metabotropen GABA-Rezeptoren ist nochmals in Abb.
5-19 verdeutlicht. Die wiederholte dreifache Stimulation der Kenyonzellen mit ACh
fihrt zu einer kontinuierlichen Abnahme des Calciumeinstroms bei jeder Stimulation.
Durch die Paarung mit 3-APMPA bei der zweiten Stimulation wurde die Abnahme
des Calciumeinstroms jedoch verhindert. Der Calciumeinstrom bei der ACh/3-

APMPA-Paarung steigt sogar von der ersten bis zur dritten Stimulation an.

Die ionotropen GABA-Rezeptoren sind alleine fir die direkte Hemmung des
Calciumeinstroms verantwortlich (Abb. 5-18). Zuséatzlich bewirken sie einen
verlangsamten Calciumausstrom in der nachfolgenden Stimulation mit ACh. Da
ionotrope GABA-Rezeptoren Chlorid-lonen leiten, sollte sich die in Abb. 5-16
beobachtete Hemmung des Calciumeinstroms durch das Blocken von Chlorid-
Kanalen aufheben lassen. Chlorid-Kanale von Insekten lassen sich durch Picrotoxin
(PTX) hemmen [138].
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Abb. 5-19: Metabotrope GABA-Rezeptoren verhindern die Abnahme des Calciumeinstroms
wéhrend wiederholten Stimulationen mit ACh

Dargestellt sind die anhand der ersten Stimulation normierten Fluoreszenzintensitaten der mit Fluo-4
geladenen Kenyonzellen nach Stimulation mit ACh und 3-APMPA. Die wiederholte Stimulation mit
ACh (graue Linie) fiihrt zu einer Abnahme des Calciumeinstroms. Die Paarung von ACh mit 3-APMPA
wahrend der zweiten Stimulation bewirkt hingegen einen kontinuierlichen Anstieg des
Calciumeinstroms (schwarze Linie). Dieser Anstieg ist im Vergleich zur Kontrolle wéhrend der dritten
Stimulation signifikant starker (s. Abb. 5-18).
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Daher wurde dem Bienenringer im nachsten Experiment PTX hinzugefligt, das somit
kontinuierlich Uber die Zellen flieBt (Abb. 5-20). D.h., die Chlorid-Kanale der Zellen
sind Uber den gesamten Zeitraum der Stimulation gehemmt. Die Wirkung von PTX
wurde im Folgenden an der ACh/GABA-Paarung getestet. Eine PTX-Konzentration
von 5 pM beeinflusst die Hemmung des von ACh induzierten Calciumeinstroms
durch GABA nicht. Die Hemmung wird jedoch durch Erhéhung der PTX-
Konzentration auf 10 und 50 pM verringert und schlieBlich vollstandig aufgehoben.
Dies zeigt, dass die Hemmung des Calciumeinstroms durch GABA eindeutig auf
Chlorid-Kanéle zurlickzufihren ist.
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Abb. 5-20: Die Inhibition durch GABA-Rezeptoren lasst sich durch das Blocken von Chlorid-
Kanélen aufheben

Dargestellt sind die anhand der ersten Stimulation normierten Fluoreszenzintensitaten der mit Fluo-4
geladenen Kenyonzellen nach Stimulation mit ACh und GABA. Zusétzlich zur ACh/GABA-Paarung
wurden unterschiedliche Konzentrationen des Chloridkanalblocker PTX hinzugeflgt. Die Zugabe von
5 uM PTX zur ACh/GABA-Paarung (gestrichelte Linie) zeigt noch eine deutliche Inhibition im Vergleich
zur Kontrolle (ACh, dunkelgraue Linie). Die Inhibition bei 10 uM PTX ist schon geringer (hellgraue
Linie) und bei 50 uM PTX vollstandig aufgehoben (schwarze Linie).

Die Neurotransmitter ACh und GABA wurden mit einer Konzentration von 5 uM fir 3 s verabreicht. Die
unterschiedlichen Picrotoxin-Konzentrationen (PTX) wurden dem Bienenringer und den
Neurotransmitterlésungen hinzugeflgt. Flr die statistische Auswertung wurden nur Zellen in Betracht
gezogen, die auf die erste Stimulation reagierten (ca. 50% aller Kenyonzellen). Der Calciumeinstrom
der ersten Stimulation unterscheidet sich zwischen den Gruppen nicht. Zur Normierung wurde flr jede
Messung die Amplitude der ersten Stimulation auf 100% gesetzt. Eine dritte Stimulation wurde nicht
durchgefihrt. Fir jede Gruppe wurden 2 unabhdngige Praparationen/Messungen durchgefihrt
(ACh+50 uM PTX: 36 Zellen; ACh/GABA+50 uM PTX: 29 Zellen; ACh/GABA+10 uM PTX: 28 Zellen;
ACh/GABA+5 uM PTX: 22 Zellen. Es wurde keine Statistik angewandt.
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5.3 GABAerge Modulation neuronaler Aktivitat in einer isolierten
Subpopulation des Pilzkorpers von Drosophila

Die in Kap. 5.2 dargestellten Experimente haben gezeigt, dass sich die in
Kenyonzellen induzierten Calciumstréme durch GABA modulieren lassen. Die Frage,
wie genau diese Modulationen in Kenyonzellen aussehen, die definitiv an
Lernprozessen beteiligt sind, 1&asst sich mit Hilfe der Honigbiene nicht beantworten. In
Drosophila jedoch erlaubt es das GAL4/UAS-System [121], Calciumindikatoren
gezielt in Neuronen zu exprimieren, von denen man weil3, dass sie unerlasslich flr
das olfaktorische Gedachtnis sind. Im Folgenden wird genau dieser Vorteil von
Drosophila genutzt, um zu untersuchen, wie GABA die neuronale Aktivitat in diesen

Neuronen moduliert.

5.3.1 Der Genotyp 201y-GAL4; UAS-Cameleon

Fir alle Messungen an den Kenyonzellen von Drosophila wurde der Stamm 201y-
GAL4; UAS-Cameleon benutzt. Dieser Stamm ist homozygot fir das GAL4- und das
UAS-Konstrukt und exprimiert somit stabil das calciumsensitive Fluoreszenzprotein
Cameleon in einer Teilmenge des Pilzkérpers (Abb. 5-21A).

Zellkérper

Pedunculus
Calyx ____

>

mediale Loben V!

Abb. 5-21: Expressionsmuster und isolierte Neuronen der Linie 201y-GAL4; UAS-Cameleon 2.1
Die Linie 201y-GAL4; UAS-Cameleon 2.1 exprimiert stabil das calciumsensitive Fluoreszenzprotein
Cameleon in den Pilzkérpern. A: Fluoreszenzaufnahme eines larvalen Gehirns. Der Pilzkdrper
fluoresziert aufgrund des Cameleonproteins grin. In schwachem Blau ist die Autofluoreszenz des
restlichen Gehirns zu erkennen. B: Uberlagerung einer fluoreszenz- und lichtmikroskopischen
Aufnahme der préparierten larvalen Neuronenpopulation. Lediglich die Neuronen des Pilzkérpers
exprimieren das Cameleonprotein und fluoreszieren daher (siehe Pfeile).
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Im aversiven olfaktorischen Lernparadigma wurde bereits gezeigt, dass diese
Teilmenge des Pilzkdrpers definitiv an der Gedachtnisbildung beteiligt ist [125]. Nach
Praparation des larvalen Gehirns des Stammes 201y-GAL4; UAS-Cameleon (Kap.
3.4.2) lassen sich unter dem Mikroskop die Kenyonzellen anhand ihrer Fluoreszenz
erkennen (Abb. 5-21B). Da nur die fluoreszierenden Neuronen gemessen wurden, ist
sichergestellt, dass nur diese Kenyonzellen in Betracht gezogen wurden.

5.3.2 Grundlagen neuronaler Aktivitat im stationaren System

Um die Grundlagen der Stimulierbarkeit der Kenyonzellen (201y) von Drosophila zu
untersuchen, wurden die ersten Stimulationsexperimente in einem stationdren
System durchgefiihrt. D.h., die Neurotransmitter wurden mittels Pipette zu den
praparierten Neuronen gegeben (s. Kap. 3.4.4). Um sicherzustellen, dass die
Stimulation der Kenyonzellen mit Acetylcholin (ACh) im Rahmen physiologischer
Konzentrationen ist, wurden die Kenyonzellen auf ihre Reaktionen hinsichtlich
verschiedener ACh-Konzentrationen getestet (Abb. 5-22). Dabei gilt eine Zelle als
stimuliert, wenn der Q-Wert (Ratio des Cameleonproteins 10-20 s nach der
Stimulation, geteilt durch Ratio des Cameleonproteins vor der Stimulation) gréBer
1,01 ist (eingehender in Kap. 3.4.4 erlautert).
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Abb. 5-22: Stimulierung im stationdren System in Abhéngigkeit der ACh-Konzentration

A: Dargestellt ist der prozentuale Anteil stimulierter Kenyonzellen nach Zugabe von ACh bzw. Ringer.
Je héher die verwendete ACh-Konzentration, desto mehr Kenyonzellen wurden stimuliert. Fir alle
Gruppen wurden 4 unabhangige Messungen durchgefiihrt (ACh 20 uM: 35 Zellen; ACh 5 uM: 26
Zellen; Ringer: 24 Zellen). B: Dargestellt ist die Veranderung der Ratio von Cameleon nach Zugabe
von ACh bzw. Ringer. Fir ACh 20 pM und 5 uM wurden nur Zellen betrachtet, die als stimuliert galten.
Far Ringer wurden alle Zellen betrachtet. Alle Werte sind prozentual dargestellt und auf den héchsten
Wert der Stimulation mit 20 uM ACh normiert. Die Ratio erhéht sich abhangig von der hinzugefigten
ACh-Konzentration. Die Zugabe von Ringer beeinflusst die Ratio dagegen nicht. Fir alle Gruppen
wurden 4 unabhangige Messungen durchgefuhrt (ACh 20 uM: 30 Zellen; ACh 5 uM: 12 Zellen; Ringer:
24 Zellen). Es wurde keine Statistik durchgefihrt.
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Der Anteil stimulierter Zellen nach Zugabe von 5 bzw. 20 pM ACh ist in Abb. 5-22A
dargestellt. Nach Zugabe von 20 pM ACh wurden Uber 80% der Kenyonzellen
stimuliert, was auf eine sehr gute Vitalitat der praparierten Zellen hindeutet. Bei 5 uM
ACh wurden nur 45% der Kenyonzellen stimuliert. Der geringe Anteil stimulierter
Zellen nach Zugabe von Ringer zeigt, dass der ermittelte Q-Wert eine zuverlassige
Aussage Uber die Stimulierbarkeit erlaubt.

In Abb. 5-22B ist dargestellt, wie sich die Ratio von Cameleon (EYFP/ECFP) nach
Zugabe von ACh bzw. Ringer verandert. Fir die Veranderung der Ratio nach Zugabe
von 20 puM und 5 pM ACh wurden nur stimulierte Zellen betrachtet. Dadurch lassen
sich die beiden ACh-Konzentrationen direkt miteinander vergleichen. Fir die
Stimulation mit Ringer wurden alle Zellen betrachtet. Die Zugabe von Ringer
beeinflusst die Ratio nicht. Nach Zugabe von 5 uM ACh steigt die Ratio jedoch
deutlich an und zeigt somit, dass es zum Calciumeinstrom kommt. Noch gréBer ist
der Calciumeinstrom nach Zugabe von 20 uM ACh. Der Umstand, dass sich durch
die Erhéhung der ACh-Konzentration von 5 auf 20 uM sowohl die Ratiochange, als
auch der Anteil stimulierter Zellen erhéht, deutet darauf hin, dass die ACh-

Konzentration in diesem Bereich als physiologisch einzustufen ist.
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5.3.3 GABAerge Modulation neuronaler Aktivitat im stationaren System

In den zuvor durchgeflihrten Experimenten hat GABA den durch ACh induzierten
Calciumeinstrom und somit die Stimulierung der Kenyonzellen der Honigbiene
verhindert (s. Kap. 5.2.2). Auch in der hier untersuchten Subpopulation der
Kenyonzellen von Drosophila verringert die gleichzeitige Zugabe von ACh und GABA
im Vergleich zu ACh alleine den Anteil stimulierter Zellen (Abb. 5-23A). Die
Calciumkinetiken der wenigen Kenyonzellen, die trotz Gabe von ACh und GABA
stimuliert waren, sind in Abb. 5-23B dargestellt. Interessanterweise ist in den
Kenyonzellen, die trotz der Gabe von ACh und GABA stimuliert wurden, keinerlei
Hemmung des Calciumeinstroms zu erkennen. Der Calciumeinstrom nach 12 s ist
sogar durch die zusatzliche Gabe von GABA deutlich erhéht. Dieser verlangerte
Calciumeinstrom ist umso starker, je héher die hinzugegebene GABA-Konzentration
ist. Somit teilen sich die Kenyonzellen der 201y-Population in diesem Experiment in
zwei Teilmengen auf. In der einen Teilmenge wird der Calciumeinstrom durch GABA

gehemmt, in der anderen Teilmenge hingegen verstarkt.
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Abb. 5-23: Modulation neuronaler Aktivitdt durch GABA im stationdren System

A: Dargestellt ist der prozentuale Anteil stimulierter Kenyonzellen nach Zugabe von ACh und GABA.
Far alle Gruppen wurden mindestens 4 unabhangige Messungen durchgefiihrt (ACh: n=9
Messungen/143 Zellen; ACh + GABA 0,5 puM: n=4 Messungen/45 Zellen; ACh + GABA 1 uM n=4
Messungen/53 Zellen). Statistik: Chi-Quadrat-Test, p*<0,001. B: Dargestellt ist die Veranderung der
Ratio von Cameleon nach Zugabe von ACh und GABA. Es wurden nur die in A stimulierten Zellen
betrachtet. Der Calciumeinstrom in den ersten 12 s unterscheidet sich zwischen den drei Gruppen
nicht. Nach 12 s kann beobachtet werden, dass der Calciumeinstrom umso grdBer ist, desto héher die
vorhandene GABA-Konzentration ist (ACh: 118 Zellen; ACh + GABA 0,5 pM: 12 Zellen; ACh + GABA
1 uM: 14 Zellen). Statistik: zweifaktorielle ANOVA, ACh und ACh + GABA 1 uM unterscheiden sich
signifikant; p*<0,025.
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5.3.4 GABAerge Modulation neuronaler Aktivitat im Durchflusssystem

Um zu untersuchen wie der Neurotransmitter GABA den durch ACh induzierten
Calciumeinstrom beeinflusst, wurden, wie in Kapitel 5.2.1 erlautert, ACh und GABA in
zwei verschiedenen zeitlichen Kombinationen miteinander gepaart. Dabei wird
zunéachst getestet, ob sich die Subpopulation der Kenyonzellen von Drosophila, wie
die der Honigbiene (s. Abb. 5-17), durch eine GABA/ACh-Paarung deaktivieren
lassen (Abb. 5-24).
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Abb. 5-24: Die GABA/ACh-Paarung verringert den Anteil stimulierter Zellen reversibel
Dargestellt ist der Anteil stimulierter Kenyonzellen abhangig von der Paarung von ACh und GABA. Die
GABA/ACh-Paarung (GABA/ACh) verringert im Vergleich zur Kontrollgruppe (ACh) und der
ACh/GABA-Paarung (ACh-GABA) den Anteil stimulierter Zellen bei der zweiten, gepaarten
Stimulation. Unabhangig von der Paarung lassen sich bei der dritten Stimulation, die fir alle Gruppen
aus einer Stimulation mit ACh alleine besteht, 100% der Zellen stimulieren. Jeder Neurotransmitter
wurde mit einer Konzentration von 10 pM fur 3 s verabreicht. Fir die statistische Auswertung wurden
nur Zellen in Betracht gezogen, die auf die erste Stimulation reagierten (ca. 40%). Es wurden fir jede
Gruppe mindestens 5 unabhéngige Préparationen durchgefiihrt (ACh: n=22 Zellen; GABA/ACh: n=23
Zellen; ACh/GABA: n=17 Zellen). Statistik: exakter Test nach Fisher; p*<0,025.

Verabreicht man wahrend der zweiten Stimulation GABA direkt vor ACh, so
verringert diese GABA/ACh-Paarung den Anteil stimulierter Zellen auf 60%. Somit
spaltet die GABA/ACh-Paarung auch in der 201y-Subpopulation der Kenyonzellen
von Drosophila in Responder und Non-Responder. Die ACh/GABA-Paarung
hingegen beeinflusst den Anteil stimulierter Zellen nicht. In der dritten Stimulation, in
der alle Gruppen nur mit ACh stimuliert wurden, liegt der Anteil stimulierter Zellen bei
allen drei Gruppen bei 100%. Dies zeigt, dass die durch die GABA/ACh-Paarung
hervorgerufene Deaktivierung reversibel ist. Um zu untersuchen, wie GABA die durch
ACh induzierte Calciumkinetik moduliert, ist in Abb. 5-25 die Veranderung der Ratio
dargestellt. Hierbei wurde fir jede einzelne Kenyonzelle die Amplitude der Ratio
(EYFP/ECFP) der ersten Stimulation auf 100% gesetzt und die nachfolgenden
Stimulationen daran normiert. Zudem wurde der Beginn jeder Stimulation auf 0
(Baseline) gesetzt. Die Calciumkinetiken der Kenyonzellen sind somit als prozentuale
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Veranderung der Ratio der Wellenlangen von Cameleon dargestellt. Um die Kurven
der Calciumkinetiken zu glatten, wurden zusatzlich die Werte von finf Einzelbildern
(6 s) gemittelt.
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Abb. 5-25: Der durch ACh induzierte Calciumeinstrom ldsst sich durch die zeitliche Paarung
mit GABA unterschiedlich modulieren

Dargestellt sind die anhand der ersten Stimulation normierten Veranderungen der Ratio der
Kenyonzellen nach Stimulation mit ACh und GABA. A: Im Vergleich zur Kontrolle (ACh) fuhrt die
ACh/GABA-Paarung (ACh/GABA) zu einem deutlich reduzierten Calciumeinstrom wahrend der
zweiten Stimulation und einem verlangsamten Calciumausstrom wahrend der dritten Stimulation. B,
Non-Responder: Die Zellen, die aufgrund der GABA/ACh-Paarung bei der zweiten Stimulation nicht
reagierten, weisen sich durch einen vdllig fehlenden Calciumeinstrom aus (schwarz). Der
Calciumausstrom der dritten Stimulation ist durch die vorherige Paarung leicht verlangsamt. C,
Responder: Die Zellen, die trotz GABA/ACh-Paarung auf die zweite Stimulationen reagierten,
unterscheiden sich von der Kontrolle nur durch einen leicht verringerten Calciumeinstrom wahrend der
zweiten Stimulation.

Jeder Neurotransmitter wurde mit einer Konzentration von 10 pM fir 3 s verabreicht. Fir die
statistische Auswertung wurden nur Zellen in Betracht gezogen, die auf die erste Stimulation
reagierten (ca. 40%). Der Calciumeinstrom der ersten Stimulation unterscheidet sich zwischen den
Gruppen nicht. Zur Normierung wurde fur jede einzelne Zelle die Amplitude der ersten Stimulation auf
100% gesetzt. Fir jede Gruppe wurden mindestens 5 unabhédngige Praparationen/Messungen
durchgefiihrt (ACh: n=22 Zellen; ACh/GABA: n=17 Zellen GABA/ACh, Non-Responder: n=9,
Responder n=14 Zellen). Statistik: Alle Gruppen wurden zundchst einer zweifaktoriellen ANOVA
unterzogen, gefolgt von einem paarweise durchgefiinrten Vergleich mittels Fisher's PLSD Test
(p*<0,012).
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Verabreicht man direkt nach ACh GABA (ACh/GABA), so verringert dies, im
Vergleich zur Stimulation mit ACh alleine, den Calciumeinstrom (Abb. 5-25A). Diese
Paarung fuhrt bei der anschlieBenden dritten Stimulation mit ACh zu einem
verlangsamten Calciumausstrom. Die Non-Responder der GABA/ACh-Paarung
zeichnen sich durch einen véllig fehlenden Calciumeinstrom wahrend der zweiten
Stimulation aus (Abb. 5-25B). Ahnlich der ACh/GABA-Paarung, ist der
Calciumausstrom der dritten Stimulation verlangsamt. Die Responder der GABA-ACh
Paarung weisen nur eine kleine Verringerung des Calciumeinstroms wéahrend der
zweiten Stimulation auf. Die dritte Stimulation zeigt keinen Unterschied zur Kontrolle.
Um zu untersuchen, ob metabotrope oder ionotrope GABA-Rezeptoren an der
Aufteilung in Responder und Non-Responder beteiligt sind, wurde in der GABA/ACh-
Paarung GABA durch spezifische Agonisten ersetzt (Abb. 5-26A). 3-APMPA aktiviert
nur metabotrope GABA-Rezeptoren, wahrend Muscimol nur ionotrope GABA-
Rezeptoren aktiviert.
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Abb. 5-26: Der Anteil stimulierter Kenyonzellen der GABA/ACh-Paarung ist abhangig vom
Konzentrationsverhiltnis zwischen ionotropem GABA-Rezeptor-Agonisten und ACh

Dargestellt ist der Anteil stimulierter Kenyonzellen wéhrend der GABA/ACh-Paarung abhéngig vom
spezifischen Agonisten und der GABA-Konzentration. A: Die Muscimol/ACh-Paarung verringert den
Anteil stimulierter Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Die 3-APMPA/ACh-Paarung weist keinen
Unterschied auf. B: Die GABA/ACh-Paarung in einem Konzentrationsverhéltnis von 1:1 verringert den
Anteil stimulierter Zellen um die Halfte. Nach Erh6hung der GABA Konzentration auf 50 uM sind keine
Zellen mehr stimulierbar.

In dieser statistischen Betrachtung wurden alle Kenyonzellen integriert, auch die, die nicht auf den
ersten Stimulus reagierten. Jeder Neurotransmitter wurde fir 3 s verabreicht. Fir jede Gruppe wurden
mindestens 4 unabhangige Praparationen/Messungen durchgefiihrt (ACh 20 uM: n=32 Zellen; 3-
APMPA/ACh: n=28 Zellen; Muscimol/ACh: n=30 Zellen; ACh 10 pM: n=52 Zellen; GABA (10 uM)/ACh:
n=63 Zellen; GABA(50 uM)/ACh: n=32 Zellen (exakter Test nach Fisher, wenn Anzahl der Zellen im
Vergleich zweier Gruppen kleiner als 100; Chi-Quadrat-Test, wenn Anzahl der Zellen im Vergleich
zweier Gruppen gréBer als 100; p*<0,025).
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5 Ergebnisse

Nur die Paarung von ACh mit Muscimol beeinflusst den Anteil stimulierter Zellen, was
zeigt, dass nur die ionotropen GABA-Rezeptoren den durch ACh induzierten
Calciumeinstrom hemmen. Wie in den gesamten Kenyonzellen der Honigbiene ist in
der 201y-Subpopulation der Kenyonzellen von Drosophila die Hemmung des
Calciumeinstroms konzentrationsabhangig (Abb. 5-26B). Erhdht man die GABA-
Konzentration auf das Funffache im Vergleich zur ACh-Konzentration, so lassen sich
bei einer GABA/ACh-Paarung keinerlei mehr aktivierbare Kenyonzellen feststellen.
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6 Diskussion

6 Diskussion

6.1 Wechselwirkung zwischen Exzitation und Inhibition reguliert

Intensitat und zeitliche Ausdehnung neuronaler Aktivitat

Der inhibitorische Neurotransmitter GABA besitzt die Fahigkeit, grundlegende
Eigenschaften neuronaler Aktivitdt zu verédndern [139] und somit auch die
Gedachtnisbildung zu beeinflussen. Innerhalb neuronaler Netzwerke reguliert GABA
z.B. die Ausschittung verschiedener Neurotransmitter [140, 141] und schrankt die
Reichweite neuronaler Erregung ein [142, 143]. Dieses Kapitel beschaftigt sich mit
der Frage, wie GABA die neuronale Aktivitdt auf der Ebene einzelner Neuronen
reguliert. Dazu wurde in dieser Arbeit der zellulare Mechanismus von GABA in
isolierten Neuronen der Pilzkdrper von Honigbiene und Fruchtfliege untersucht.

6.1.1 ACh-Rezeptoren induzieren Depolarisation und Offnung
spannungsabhéngiger Calcium-Kanale

Die Stimulation mit ACh induziert in isolierten Kenyonzellen einen Calciumeinstrom.

Da sich dieser Calciumeinstrom durch selektive Antagonisten nikotinischer ACh-

Rezeptoren (nAChR) verhindern lasst, beruht der Mechanismus des

Calciumeinstroms rein auf ionotropen AChR [74, 144, 145]. NAChR sind durchlassig

fir Na*-lonen, was bei einer Aktivierung zu einer Depolarisation fihrt und somit

spannungsabhangige Calcium-Kanale 6ffnet (Abb. 6-1) [146].

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 20 uM ACh mehr Kenyonzellen stimuliert und zu
einem starkeren Calciumeinstrom fiihrt als 5 uM ACh (Abb. 5-22). Somit lassen sich
manche Kenyonzellen schon bei 5 uM ACh stimulieren und andere hingegen erst bei
20 uM. Dies deutet darauf hin, dass sich die Kenyonzellen in der Anzahl oder auch
der Komposition der Untereinheiten der nAChR unterscheiden. Die nAChR setzen
sich wie die ionotropen GABA-Rezeptoren (s. Kap. 1.1.2) aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Untereinheiten zusammen [147-149]. Dabei entscheidet die
Komposition dieser Untereinheiten, wie stark die Depolarisation durch ACh ist [150].
Obwohl in der Honigbiene bereits gezeigt wurde, dass sich das Expressionsmuster
der Untereinheiten zwischen Antennallobus und Pilzkérper unterscheidet [151], ist
noch nicht untersucht worden, ob die Kenyonzellen untereinander verschiedene
Kompositionen der  Untereinheiten  aufweisen.  Mdglicherweise  besitzen
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Kenyonzellen, die sich in der Komposition der Untereinheiten der nAChR
unterscheiden und somit unterschiedliche Sensitivititen gegentber ACh aufweisen,
verschiedene Aufgaben wéahrend der Gedéachtnisbildung. Diese Hypothese wird
dadurch gestitzt, dass Antagonisten, die ihre Wirkung an verschiedenen
Untereinheiten der nAChR entfalten, verschiedene Gedachtnisphasen blockieren.
Zum Beispiel hemmt der Antagonist a-Bungarotoxin spezifisch die Konsolidierung
des Langzeitgedachtnisses [152, 153], wahrend der Antagonist Mecamylamin die
Acquisition und den Abruf eines Kurzzeitgedachtnisses hemmt [152-154]. Diese
Ergebnisse sind darauf zurlickzufihren, dass a-Bungarotoxin und Mecamylamin an
verschiedene Untereinheiten binden [155]. Somit ist es naheliegend, dass Neurone,
die aufgrund individueller Komposition der Untereinheiten Unterschiede in ihrer
Sensitivitdt gegeniber ACh aufweisen, auch an unterschiedlichen Prozessen
wahrend der Gedachtnisbildung beteiligt sind.

Im Durchflusssystem hat sich gezeigt, dass bei mehrfachen Stimulationen mit ACh,
der Calciumeinstrom bei jeder Stimulation abnimmt (Abb. 5-19). Mdglicherweise ist
die Abnahme des Calciumeinstroms auf die Eigenschaften der calciumsensitiven
Fluoreszenzmarker zuriickzuftihren. Andererseits spricht jedoch gegen diese These,
dass die Paarung von 3-APMPA mit ACh die Abnahme des Calciumeinstroms in
isolierten Kenyonzellen verhindert (Abb. 5-19). Eine solche Abnahme der neuronalen
Aktivitat findet sich nicht nur in isolierten Kenyonzellen, sondern auch in vivo. In vivo-
Imaging-Studien in der Honigbiene haben gezeigt, dass die wiederholte Gabe
desselben Duftes ebenfalls zu einer Abnahme des Calciumeinstroms im Pilzkérper
fihrt [156]. Interessanterweise Iasst sich diese Abnahme durch die Paarung von Duft
und Belohnung dauerhaft verhindern [157]. Vermutlich ist die Abnahme der
neuronalen Aktivitat auf wiederholte Stimuli eine intrinsische Eigenschaft einzelner
Neuronen des Pilzkérpers, die durch die Assoziation mit wichtigen Informationen, wie
z.B. einer Belohnung, verhindert wird. Da in dieser Arbeit die Abnahme des
Calciumeinstroms durch Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren verhindert
wurde, kdnnten diese Rezeptoren an der Vermittlung der Belohnung an die

Pilzkdrper beteiligt sein. In Kap. 6.4 wird diese Hypothese eingehender diskutiert.
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6.1.2 lonotrope GABA-Rezeptoren hemmen die Offnung
spannungsabhéngiger Calcium-Kanale
Die zeitliche Paarung von ACh und GABA fihrte zu einer Inhibition des von ACh
induzierten Calciumeinstroms. Lediglich bei Verabreichung von GABA vor ACh
wurde die neuronale Aktivitdt in manchen Kenyonzellen vollstandig inhibiert (Abb.
5-16). In dieser Arbeit wurden diese vollstandig inhibierten Neuronen als Non-
Responder bezeichnet, wahrend die Neuronen, die trotz GABA einen
Calciumeinstrom aufwiesen, als Responder bezeichnet wurden. Besonders auffallig
war die Aufteilung in Responder und Non-Responder in der 201y-Subpopulation der
Fruchtfliege, da die Responder hier nur einen geringflgig inhibierten
Calciumeinstrom aufwiesen (Abb. 5-23). Der Anteil der Non-Responder war umso
gréBer, je hoher die GABA-Konzentration war. Dies zeigt, dass alle Kenyonzellen
sich prinzipiell durch GABA inhibieren lassen, aber sich in ihrer Sensitivitat
gegenltber GABA unterscheiden. Wie bereits fir die ACh-Rezeptoren diskutiert,
kénnen die Grinde daflrr in einer unterschiedlichen Anzahl an GABA-Rezeptoren
oder auch in einer unterschiedlichen Komposition der Untereinheiten der GABA-
Rezeptoren liegen. Da die Inhibition Uber ionotrope GABA-Rezeptoren vermittelt wird
(Abb. 5-18), mussen sich die Kenyonzellen in Anzahl und Eigenschaften der

ionotropen Untereinheiten unterscheiden.

In Drosophila wurde gezeigt, dass die Komposition der Untereinheiten entscheidend
far die Affinitat gegentber GABA ist [113, 114]. Die wichtigste Untereinheit ist hierbei
RDL, ohne die keine funktionellen ionotropen GABA-Rezeptoren gebildet werden
kénnen und die durch alternatives Splicing und RNA editing die Vielfalt mdglicher
Rezeptoren erhéht [114, 158, 159]. Zudem wurde in Drosophila gezeigt, dass die
Manipulation des Expressionsniveaus von RDL im Pilzkérper die Bildung des
assoziativen Gedachtnisses maBgeblich beeinflusst [117, 118]. Wie bereits fiir die
Sensitivitat gegenliber ACh diskutiert, kdnnten auch Neuronen mit unterschiedlichen
Sensitivitaten  gegenlber GABA  verschiedene Aufgaben wahrend der
Gedachtnisbildung besitzen. Die in  dieser Arbeit  durchgefihrten
Verhaltensexperimente untermauern diese Hypothese, indem sie zeigen, dass der
Agonist Muscimol vor allem wahrend der Acquisition die Bildung des assoziativen
Gedachtnisses beeinflusst (eingehender in Kap. 6.3.1 diskutiert).
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Die durch GABA vermittelte Inhibition des von ACh induzierten Calciumeinstroms lie
sich durch die zusatzliche Gabe von Picrotoxin (PTX) hemmen (Abb. 5-20). In den
Kenyonzellen der Honigbiene wurde gezeigt, dass PTX den Einstrom von Chlorid-
lonen durch ionotrope GABA-Rezeptoren blockiert [160]. In Drosophila besitzt PTX
eine besondere Affinitdt zu RDL, was sich dadurch zeigt, dass Mutationen im rdl-Gen
die durch PTX bedingte Hemmung des Chlorid-Einstroms verringern und sogar
vollstdndig aufheben kénnen [161, 162]. Die Inhibition des Calciumeinstroms durch
ionotrope GABA-Rezeptoren héngt also direkt mit dem Chlorid-Einstrom und der
damit verbundenen Hyperpolarisation zusammen. Diese Hyperpolarisation verhindert
die Aktivierung spannungsabhéangiger Calcium-Kanale, die durch die von nAChR
induzierte Depolarisation erfolgen wirde (Abb. 6-1).
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Abb. 6-1: Die Wechselwirkung zwischen Exzitation und Inhibition beeinflusst die Intensitat
neuronaler Aktivitat

Die unterschiedliche Anzahl und Komposition von ACh- und GABA-Rezeptoren charakterisiert Non-
Responder und Responder. Bei Non-Respondern (links) Uberwiegt die durch ionotrope GABA-
Rezeptoren (blau) vermittelte Hyperpolarisation gegeniber der durch nAChR (rot) bedingten
Depolarisation. Dies fuhrt zu einer Hemmung der spannungsabh&ngigen Calcium-Kanéle (grin;
VGCC, voltage gated calcium channel). Bei Respondern (rechts) hingegen Uberwiegt die
Depolarisation gegentber der Hyperpolarisation, was zur Offnung spannungsabh&ngiger Calcium-
Kanale (grin) und zum Calciumeinstrom fihrt.
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Eine solche Wechselwirkung zwischen Exzitation und Inhibition wurde bereits in
anderen Publikationen postuliert und vermittelt einen wichtigen Leitfaden wahrend
der Entwicklung des Hippocampus [163, 164]. Uber diese Wechselwirkung lasst sich
auch die Auftrennung in Responder und Non-Responder erlautern (Abb. 6-1). Bei
aquivalenten Konzentrationen von ACh und GABA Uberwiegt in Non-Respondern die
Hyperpolarisation, die die Offnung spannungsabhéngiger Calcium-Kanale vollstandig
verhindert. Die Ursache daflr kann in einer erhéhten Sensitivitdt gegentiber GABA
oder auch einer verringerten Sensitivitdt gegentber ACh liegen. Im Fall der
Responder hingegen, verhélt es sich genau entgegengesetzt. Die Sensitivitaten
gegenuber ACh und GABA werden dabei von Anzahl und Komposition der jeweiligen
Rezeptoren bestimmt und spiegeln so mdglicherweise unterschiedliche
Subpopulationen von Neuronen wieder. Abb. 6-1 zeigt schematisch die
Wechselwirkung zwischen Exzitation und Inhibition, die den Aktivitatsgrad einzelner
Neurone reguliert. Diese Wechselwirkung beschrankt sich nicht nur auf einzelne
Neurone, sondern lasst sich auch auf neuronale Netzwerke Ubertragen [165, 166].

6.1.3 Schnelle Inhibition durch ionotrope GABA-Rezeptoren und langsame
Faszilitierung durch metabotrope GABA-Rezeptoren
Im Gegensatz zur GABA/ACh-Paarung konnte die ACh/GABA-Paarung den durch
ACh induzierten Calciumeinstrom nicht vollstdndig inhibieren (Abb. 5-16 und Abb.
5-25). Da ACh zuerst verabreicht wurde, flhrte die dadurch induzierte Depolarisation
bereits zur Offnung spannungsabhangiger Calcium-Kandle. Die durch GABA
hervorgerufene Hyperpolarisation kann jedoch wahrend der ACh/GABA-Paarung die
Dauer des Calciumeinstroms kontrollieren (Abb. 6-2). Die zeitliche Einschrankung
neuronaler Aktivitdt durch ionotrope GABA-Rezeptoren wurde vor allem in
Saugetieren beschrieben und als feed-forward Inhibition bezeichnet [167, 168].
Dabei wird ein Neuron mit einer kurzen Verzdégerung zunachst stimuliert und
anschlieBend inhibiert, womit sich die Dauer der neuronalen Aktivitat regulieren lasst
[169, 170]. Wie sich diese zeitliche Kontrolle auf das Verhalten auswirkt, ist meist
nicht bekannt und hangt vermutlich von der Funktion der jeweiligen Neuronen ab.
Wahrend der assoziativen Konditionierung der Honigbiene und der Fruchtfliege
kdénnte eine solche feed-forward Inhibition ein Zeitfenster definieren, in dem sich CS
und US miteinander assoziieren lassen [171, 172]. Dass CS und US nahe
zusammen liegen mussen, um ein assoziatives Gedachtnis zu bilden, ist bereits

mehrfach gezeigt worden [173-175]. Wie jedoch dieses Zeitfenster gebildet und
79



6 Diskussion

definiert wird, ist noch weitestgehend unbekannt. Es ist jedoch bekannt, dass der US
selbst GABAerge Neurone aktiviert, die den Pilzkérper innervieren und
mdglicherweise die durch den CS hervorgerufene Exzitation inhibieren [90]. Da das
topografische Duftmuster der Pilzkdrper abhangig von der assoziierten Erfahrung ist
[176, 177], kbénnte diese Inhibition dem Aktivitdtsmuster des Pilzkérpers eine
spezifische zeitliche Komponente verleihen, mit der eine Belohnung bzw. Bestrafung

assoziiert wird.

Neben der schnellen Inhibition wurde wéahrend der ACh/GABA-Paarung deutlich,
dass GABA in den Kenyonzellen auch eine langsame Faszilitierung vermittelt, die
erst bei der nachfolgenden Stimulation mit ACh auftritt (Abb. 6-2).
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Abb. 6-2: GABA kontrolliert die Dauer neuronaler Erregung und induziert eine
aktivitatsabhéngige Faszilitierung

Wahrend der ACh/GABA-Paarung (links) aktiviert ACh zunachst nAChR (rot), die eine Depolarisation
bewirken und spannungsabhédngige Calcium-Kanale (grin; VGCC, voltage gated calcium channel)
6ffnen. AnschlieBend induziert GABA Uber ionotrope Rezeptoren (blau) eine Hyperpolarisation, die die
VGCC hemmt und so die Intensitdt und Dauer der neuronalen Aktivitat einschrankt. Gleichzeitig
werden metabotrope GABA-Rezeptoren aktiviert, die Uber einen unbekannten Mechanismus die
VGCC modifizieren. Diese Modifikation fiihrt in einer weiteren, nicht inhibierten Stimulation (rechts), zu
einem verstérkten Calciumeinstrom.
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Diese Faszilitierung zeichnet sich zum einen durch die Verstarkung des von ACh
induzierten Calciumeinstroms aus und zum anderen durch das Verlangsamen des
Calciumausstroms. An diesen beiden Effekten sind sowohl ionotrope als auch
metabotrope GABA-Rezeptoren beteiligt (Abb. 5-18).Dabei bewirkt die Aktivitat der
ionotropen GABA-Rezeptoren den verlangsamten Calciumausstrom. Vermutlich
vergréBert die Hyperpolarisation den elektrochemischen Gradienten an der
Membran, wodurch bei einer anschlieBenden, nicht inhibierten Stimulation das
Neuron langer depolarisiert wird.

Die Aktivitdt der metabotropen GABA-Rezeptoren ist fir den verstarkten
Calciumeinstrom verantwortlich (Abb. 5-18). In Drosophila und anderen Insekten
wurden bisher nur inhibitorische metabotrope GABA-Rezeptoren beschrieben, die die
Depolarisation und somit die Offnung spannungsabhangiger Calcium-Kanale
hemmen [132, 178]. In Saugetieren wurde jedoch gezeigt, dass sich metabotrope
GABA-Rezeptoren in Abhéangigkeit verschiedener Faktoren inhibierend oder
faszilitierend auswirken. Zum Beispiel beglnstigt eine dauerhafte Stimulierung
metabotroper GABA-Rezeptoren inhibitorische Mechanismen, wahrend eine kurze
Stimulierung die Faszilitierung des Calciumeinstroms beglnstigt [179]. Zudem
héangen die Auswirkungen metabotroper GABA-Rezeptoren davon ab, welches G-
Protein in den untersuchten Neuronen exprimiert wird. Es gibt beispielsweise an
metabotrope GABA-Rezeptoren gekoppelte G-Proteine, die tber die Phospholipase
C Ca* aus dem ER freisetzen [180]. Besonders interessant sind hippocampale
Neurone, in denen metabotrope GABA-Rezeptoren nachgewiesen wurden, die
spannungsabhangige Calcium-Kanale modifizieren und so den Calciumeinstrom
faszilitieren [181]. Uber den genauen Mechanismus der in dieser Arbeit
beobachteten Faszilitierung lasst sich nur spekulieren. Da jedoch die Faszilitierung
abhéangig von der Depolarisation durch ACh ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch
hier die Aktivitdt spannungsabhangiger Calcium-Kanale modifiziert wurde (Abb. 6-2).
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6.2 Metabotrope GABA-Rezeptoren, Katatonie, olfaktorische

Diskriminierung

6.2.1 Der selektive Agonist 3-APMPA induziert eine Katatonie

Die durch den selektiven Agonisten 3-APMPA induzierte Aktivierung metabotroper
GABA-Rezeptoren fihrte in der Honigbiene zu Symptomen (s. Kap. 5.1.1), die
bereits in der Fruchtfliege beobachtet wurden und als Katatonie bezeichnet werden
[133]. Die Auspragung der Katatonie war abhangig von der Konzentration und dem
Ort der Injektion. Da die Katatonie nach Injektion in den Kopf weniger stark
ausgepragt war als nach Injektion in den Thorax, liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass die Katatonie durch metabotrope GABA-Rezeptoren des peripheren
Nervensystems ausgel6st wird.

Die Katatonie ist beim Menschen als neurologisch bedingte Immobilitat definiert
[182]. Die haufigsten Symptome sind Starre des gesamten Korpers, ein beharrliches
Schweigen und die Beibehaltung der Kérperstellung nach passiver Bewegung [182].
Verursacht wird die Katatonie meist durch extreme psychische Zustande, wie z.B.
Schizophrenie [183], Alkoholentzug [184] oder auch schwere Depressionen [185].
Die Katatonie geht meist mit einer Ubererregung neuronaler Netzwerke einher, die
durch Fehlfunktionen des inhibitorischen GABAergen Systems bedingt sind [186].
Interessanterweise wirken sich jedoch metabotrope und ionotrope GABA-Rezeptoren
gegensatzlich auf die Katatonie aus [187]. Wahrend die Aktivierung metabotroper
GABA-Rezeptoren auch in Ratten und Menschen eine Katatonie induziert [188-190],
lassen sich die Symptome durch die Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren mit
Benzodiazepinen mildern [191]. Es ist jedoch ganzlich unbekannt, welche
molekularen Mechanismen die Katatonie induzieren. Diskutiert werden
Modifikationen von Kalium-Kanalen, die zu einer Hyperpolarisation fihren [192] oder
auch die Hemmung der Ausschittung des Neurotransmitters Serotonin [188]. Im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit beobachteten Effekten, deuten diese Hypothesen

darauf hin, dass metabotrope GABA-Rezeptoren des ZNS die Katatonie induzieren.

Nach bestem Wissen wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass die
Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren in der Honigbiene eine Katatonie
induziert. Somit kann die Biene als Modellorganismus dienen, um die molekularen
Ursachen der Katatonie zu ergriinden. Wahrend in Insekten bisher nur inhibitorische
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metabotrope GABA-Rezeptoren nachgewiesen wurden [132, 178], deuten die
Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass in der Honigbiene auch faszilitatorische
metabotrope GABA-Rezeptoren vorkommen (Abb. 5-18 und Abb. 5-19).
Mdéglicherweise gibt es in Insekten beide Rezeptoren, die in verschiedenen
neuronalen Netzwerken exprimiert werden und unterschiedliche Aufgaben besitzen.
Sowohl inhibitorische als auch faszilitatorische Prozesse kénnen theoretisch und
abhangig von ihren jeweiligen physiologischen Aufgaben, die Symptome der
katatonischen Starre erklaren. Zum Beispiel kann eine dauerhafte Inhibition
bestimmter neuronaler Netzwerke verhindern, dass sich die Muskulatur kontrahieren
lasst, was zu einer Immobilitdt fihren kann [193]. Andererseits kann eine stetige
Faszilitierung bzw. Ubererregung neuronaler Netzwerke die Muskulatur in einen
hohen Spannungszustand versetzten. Dies wirde auch die Beibehaltung der
Kdrperstellung nach passiver Bewegung erklaren [186]. Die aktivitdtsabhangige
Faszilitierung wirde auch erkldren, warum die Aktivierung ionotroper GABA-
Rezeptoren die Symptome der Katatonie im Menschen mildert. In Abb. 6-2 ist
dargestellt, wie metabotrope GABA-Rezeptoren die neuronale Aktivitat faszilitieren,
indem sie spannungsabhangige Calcium-Kanale modifizieren. Demnach wird die
Faszilitierung erst wirksam, wenn die spannungsabh&ngigen Calcium-Kanéle durch
eine Uberschwellige Depolarisation geb6ffnet werden. Durch ionotrope GABA-
Rezeptoren vermittelte Hyperpolarisation kann jedoch die Offnung der
spannungsabhangigen Calcium-Kandle hemmen (s. Abb. 6-1), wodurch die
Symptome der Katatonie gemildert werden kénnten.

6.2.2 Die Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren verbessert die
olfaktorische Diskriminierung
Um die Auswirkungen metabotroper GABA-Rezeptoren auf die Gedachtnisleistung
zu untersuchen, wurde die Konzentration des Agonisten 3-APMPA soweit verringert,
dass max. 10% der Bienen katatonisch waren. Die Injektion von 3-APMPA vor dem
Training bewirkte jedoch keine signifikante Veranderung der Gedachtnisleistung. 3-
APMPA verbesserte jedoch die Fahigkeit der Bienen, den belohnten Duft von einem
unbekannten Duft zu unterscheiden (Abb. 5-3). D.h., durch Aktivierung der
metabotropen GABA-Rezeptoren lasst sich die olfaktorische Diskriminierung

verbessern.
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Studien in Saugetieren haben deutlich gezeigt, dass die Aktivierung metabotroper
GABA-Rezeptoren die Ged&achtnisleistung verschlechtert [22], wahrend die
Hemmung die Gedachtnisleistung verbessert [194]. Eine Verschlechterung der
Gedachtnisleistung konnte jedoch in dieser Arbeit nicht beobachtet werden.
Mdéglicherweise war die Konzentration des Agonisten 3-APMPA zu gering oder die
metabotropen GABA-Rezeptoren besitzen in der Honigbiene eine andere Funktion
als in Saugetieren.

In Insekten wurde bereits eindrucksvoll demonstriert, dass der Neurotransmitter
GABA an der olfaktorischen Diskriminierung beteiligt ist. Im Antennallobus (AL)
aktiviert jeder Duft ein spezifisches Set an Glomeruli (s. Kap. 1.4). Dadurch werden
auch GABAerge Neurone aktiviert, die die benachbarten Glomeruli hemmen und
somit das topografische Duftmuster scharfen [195]. Diese Hemmung wird als laterale
Inhibition bezeichnet und wurde vielfach auch im olfaktorischen Bulbus der
Saugetiere beschrieben [196, 197]. Die Hemmung ionotroper GABA-Rezeptoren des
AL durch PTX zerstért die individuellen Duftmuster [198], was es der Honigbiene
unmdglich macht, molekular &hnliche Duifte voneinander zu unterscheiden [199,
200]. Es wurde bereits gezeigt, dass im AL und im olfaktorischen Bulbus auch
metabotrope GABA-Rezeptoren an der Vermittlung der lateralen Inhibition beteiligt
sind [201-203]. Bisher wurde jedoch nicht gezeigt, dass die Manipulation dieser
Rezeptoren die olfaktorische Diskriminierung beeinflusst. Die kunstliche Aktivierung
der metabotropen GABA-Rezeptoren sollte jedoch die laterale Inhibition férdern, was
das Duftmuster im AL scharft und die hier beobachtete Verbesserung der
olfaktorischen Diskriminierung in der Honigbiene erklart. Theoretisch kénnte auch die
in dieser Arbeit beobachtete Faszilitierung durch metabotrope GABA-Rezeptoren die
olfaktorische Diskriminierung verbessern, indem sie die Intensitdt des
Calciumeinstroms aktiver Neurone férdert und somit das Aktivitdtsmuster innerhalb
des Pilzkdrpers scharft.
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6.3 lonotrope GABA-Rezeptoren hemmen die Bildung des
assoziativen Gedachtnisses

Um zu untersuchen, wie sich die Aktivitat ionotroper GABA-Rezeptoren auf die
Gedachtnisleistung auswirkt, wurde der Honigbiene der selektive Agonist Muscimol
in Thorax und Kopf injiziert. Die Injektion von Muscimol vor einem schwachen
Training flhrte abhangig von der Konzentration zu einem verschlechterten
Gedéachtnisabruf (Abb. 5-5). Somit wurde in der Honigbiene zum ersten Mal gezeigt,
dass die Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren zu einer verschlechterten
Gedéachtnisleistung flhrt. Beobachtet wurde jedoch auch, dass Muscimol die
verschiedenen Phasen der Konditionierung unterschiedlich stark beeinflusst. Zudem
war das durch Muscimol induzierte Gedachtnisdefizit abh&ngig von der
Trainingsstarke.

6.3.1 Wechselwirkungen zwischen Inhibition und Acquisition

Wurde Muscimol vor einem schwachen Training (1-Trial) injiziert, so kam es zu
schweren Gedéachtnisdefiziten nach 2 h und 1 d, wahrend Muscimol verabreicht vor
einem starken Training (3-Trial) kein Gedachtnisdefizit nach 2 h und nur ein
geringflgiges aber signifikantes Gedachtnisdefizit nach 1 d bewirkte (Abb. 5-8).
Interessanterweise war die Acquisition selbst wahrend des 3-Trial-Trainings
unbeeinflusst. Die Injektion von Muscimol direkt nach dem Training hatte keinen
Effekt auf die Konsolidierung bzw. die Gedachtnisleistung. Wurde Muscimol vor dem
Gedachtnisabruf injiziert, so lieB sich ein Gedachtnisdefizit nur nach einem
schwachen Training, nicht aber nach einem starken Training induzieren (Abb. 5-8).
Dieses Gedachtnisdefizit fiel verglichen zur Injektion vor dem Training jedoch
wesentlich geringer aus (Abb. 5-5). Insgesamt lasst sich feststellen, dass die
Gedéachtnisleistung durch die ionotropen GABA-Rezeptoren besonders dann
beeintrachtigt wurde, wenn diese wahrend der Acquisition aktiviert wurden.

In der Literatur wurden die Auswirkungen GABAerger Agonisten auf die
Gedachtnisbildung vor allem wéahrend der Furchtkonditionierung von Saugtieren
untersucht [204]. Hierbei wird wahrend des Trainings innerhalb einer Kammer ein
Ton (CS) mit einem elektrischen Schock (US) gepaart. Im spateren Gedachtnisabruf
fihrt der Ton oder gar nur der rdumliche Kontext der Kammer zu entsprechenden
kérperlichen Furchtreaktionen. In diesem Lernparadigma fihrt die Verabreichung

GABAerger Agonisten vor dem Training ebenfalls zu einer Verschlechterung der
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Gedéachtnisleistung [205-207]. Die beobachteten Auswirkungen auf die Acquisition
selbst werden jedoch sehr kontrovers diskutiert. In manchen Experimenten ist die
Acquisition beeintrachtigt [208-210], in anderen hingegen kdénnen keine
Auswirkungen auf die Acquisition nachgewiesen werden [211, 212]. Die
Auswirkungen auf die Konsolidierung werden ahnlich kontrovers diskutiert. In
manchen Studien beeintrachtigen GABAerge Agonisten die Konsolidierung und
fihren somit zu Gedéachtnisdefiziten [213-215]. Andere Studien hingegen bestatigen
die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Injektion GABAerger Agonisten vor dem
Training zu einem Gedachtnisdefizit flhrt, jedoch nach dem Training keinerlei
Auswirkungen auf die Gedachtnisleistung hat [216, 217]. Der Einfluss GABAerger
Agonisten auf den Gedachtnisabruf dieses Lernparadigmas ist unzureichend

untersucht [218], scheint aber nur geringen Einfluss zu haben [219].

Aufgrund der konzentrations- und zeitabhangigen Auswirkungen GABAerger
Agonisten kdnnen geringfigige Unterschiede in der Durchfihrung der Experimente
zu unterschiedlichen Ergebnissen flihren (Abb. 5-5) [220, 221]. Dies erklart auch die
kontroversen Ergebnisse wahrend der Furchtkonditionierung von Saugetieren und
macht einen Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit nur bedingt mdglich.
Zudem koénnten sich auch identische Dosen GABAerger Agonisten im Vergleich
zwischen Vertebraten und Invertebraten, sowie abhéngig vom jeweiligen

Lernparadigma, véllig unterschiedlich auswirken.

Die unterschiedlichen Auswirkungen GABAerger Agonisten wahrend der
Furchtkonditionierung der Saugetiere und der appetitiven Konditionierung in der
Honigbiene kdnnten direkt auf eine unterschiedliche Funktion von GABA in diesen
beiden Lernparadigmen zurtickzufihren sein. Es gibt wenige Studien, die sich mit der
Rolle von GABA in der drogeninduzierten Platzpraferenz in Saugetieren
beschaftigen. Da Drogen in diesem Lernparadigma als Belohnung eingesetzt
werden, entspricht dies eher dem appetitiven Lernparadigma der Honigbiene [222].
Interessanterweise stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit mit den Auswirkungen von
Muscimol auf das Ged&achtnis der drogeninduzierten Platzpraferenz Uberein. Die
Gedachtnisleistung lie sich in diesen Studien nur dann reduzieren, wenn Muscimol
vor dem Training oder vor dem Abruf verabreicht wurde [223, 224]. Die
Konsolidierung konnte hingegen nicht beeinflusst werden [223].
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In Bezug auf die beobachteten Unterschiede der Gedéachtnisdefizite in Abhangigkeit
der Trainingsstarke, so gibt es derzeit keine einzige Studie, die systematisch die
Auswirkungen GABAerger Agonisten zwischen schwachem und starkem Training
analysiert. Es qibt lediglich einige Hinweise, die die Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigen. So konnte Muscimol in aversiven und belohnten Lernparadigmen in
Saugetieren nach starkem Training nur das LTM aber nicht das STM beeintrachtigen
[225]. Auch in dieser Arbeit war nach einem starken Training nur die
Gedachtnisleistung nach 1 d, nicht aber nach 2 h reduziert. In beiden Experimenten
wurde Muscimol vor dem Training injiziert, was wiederum flir eine Rolle des
GABAergen Inputs wahrend der Acquisition spricht. In einer anderen Studie konnten
GABAerge Agonisten die Rekonsolidierung der Gedachtnisbildung nur nach einem
schwachen Training, jedoch nicht nach einem starken Training beeinflussen [226].
Die Rekonsolidierung beschreibt das Ph&nomen, dass ein bereits konsolidiertes
Gedachtnis durch den Gedachtnisabruf wieder in einen labilen Zustand geréat [227].
Die Rekonsolidierung ist dadurch charakterisiert, dass eine Proteinsynthese induziert
wird, deren Hemmung zum Verlust des assoziativen Gedachtnisses fihrt [227, 228].
Acquisition und Rekonsolidierung sind Phasen, in denen ein sehr hoher Grad an
Plastizitdt herrscht [227]. Vermutlich lassen sich daher in beiden Phasen durch
Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren Gedachtnisdefizite induzieren, deren

Auspragung abhangig von der Trainingsstarke ist.

In allen diskutierten Lernparadigmen und Modellorganismen flhrte eine verstarkte
Inhibition wahrend der Acquisition zu Gedachtnisdefiziten. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass sich dieses Gedachtnisdefizit in der Honigbiene durch Erhéhung der
Anzahl an CS/US-Paarungen teilweise kompensieren lasst. Diese Wechselwirkung
zwischen Trainingsstarke und Inhibition macht deutlich, dass GABA eine wichtige
Rolle wahrend der Acquisition besitzt (Abb. 6-3). Da CS und US GABAerge Neurone
aktivieren, die die Pilzkdrper innervieren [89-91], ist die Inhibition wahrend der
Acquisition ein endogener Prozess, der durch die Injektion von Muscimol lediglich

verstarkt wird.
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Abb. 6-3: Die Wechselwirkung zwischen Traingsstéarke und Intensitat der Inhibition wahrend
Acquisition und Gedéachtnisabruf definiert die Stabilitat des assoziativen Gedéachtnisses

Die Verstéarkung der Inhibition durch Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren mittels Muscimol (blau)
fihrt wahrend der Acquisition zu schweren Gedachtnisdefiziten und wéhrend des Gedachtnisabrufes
zu einem leichten Ged&chtnisdefizit. Diese Gedachtnisdefizite lassen sich durch ein verstarktes
Training wahrend der Acquisition teilweise kompensieren (Inhibition durch CS/US-Paarung).
Gleichzeitig lasst sich die Stabilitdt des assoziativen Gedéachtnisses durch Verstarkung der Inhibition
wahrend der Acquisition abschwéachen. Dies spiegelt die Wechselwirkung der Integration von CS/US
und der Inhibition wahrend der Acquisition wider.

In der Honigbiene und Drosophila wurde gezeigt, dass die Paarung von CS und US
die Aktivitdt der GABAergen Neurone innerhalb weniger Sekunden reduziert [91,
111]. Diese Form der prasynaptischen Plastizitdt schwacht die GABAerge Inhibition
der Pilzkérper ab, wodurch sich die Bildung des assoziativen Gedachtnisses in
Drosophila stabilisiert [111]. Diese prasynaptische Plastizitat wird jedoch durch die
kinstliche Aktivierung der GABA-Rezeptoren mittels Muscimol aufgehoben, was
wiederum die Stabilitdt des assoziativen Gedéachtnisses abschwécht und das
Gedachtnisdefizit nach dem starken Training erklart (Abb. 6-3).

Die Paarung von CS und US induziert nicht nur die erlauterte prasynaptische
Plastizitat, sondern auch Prozesse der postsynaptischen Plastizitat (Abb. 6-4). Die
durch CS/US-Koinzidenz verstarkt aktivierte PKA phosphoryliert z.B. ionotrope
GABA-Rezeptoren und schwacht somit die durch diese Kanale vermittelte
Hyperpolarisation ab [229-231]. Dies reduziert auch die Wirkung von Muscimol und
erklart, warum sich das durch Muscimol induzierte Gedachtnisdefizit sowohl wahrend
der Acquisition als auch wahrend des Ged&achtnisabrufes durch ein verstarktes
Training kompensieren lasst (Abb. 6-3). All diese Befunde demonstrieren deutlich
eine Wechselwirkung zwischen Acquisition und GABAerger Inhibition.
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6.3.2 GABA beeinflusst die Koinzidenz von CS und US

Wie oben erlautert, fihrt die Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren vor allem
wahrend der Acquisition, in der die Paarung von CS und US stattfindet, zu
Gedachtnisdefiziten. Da Muscimol keine Auswirkungen auf die
Zuckerwasserempfindlichkeit sowie die nicht-assoziativen Lernparadigmen hatte
(Abb. 5-9), kann das Gedachtnisdefizit nicht durch eine veranderte Wahrnehmung
des CS oder des US alleine begriindet werden. Auch die unveranderte Acquisition
nach Injektion von Muscimol zeigt, dass CS und US normal wahrgenommen wurden.
Da sich der Gedachtnisabruf nur in Abhangigkeit von der Trainingsstarke
beeinflussen lieB (Abb. 6-3), muss eine Verknlpfung zwischen CS, US und der
Inhibition bestehen. Somit deutet alles darauf hin, dass die GABAerge Inhibition die

Koinzidenz von CS und US moduliert.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stehen Experimente in Saugetieren, in denen
die systemische Injektion GABAerger Agonisten vor der Furchtkonditionierung die
Wahrnehmung des US beeintrachtigt [232]. Dies ist nicht Uberraschend, da die
analgetischen und anxiolytischen Wirkungen GABAerger Agonisten sehr gut bekannt
sind [233-235]. Jedoch scheint die Aktivierung von GABA-Rezeptoren auch die
Wahrnehmung des US wahrend der drogeninduzierten Platzpraferenz zu reduzieren
[236]. Andere Studien hingegen weisen deutlich daraufhin, dass der GABAerge Input
im Hippocampus die Integration von CS und US moduliert, und unterstitzen somit
die Schlussfolgerungen dieser Arbeit [21]. In Drosophila hingegen fihrt die
Manipulation des GABAergen Systems zu der Schlussfolgerung, dass GABA sowohl
bei der appetitiven als auch bei der aversiven Konditionierung zu einer veranderten
neuronalen Prozessierung des CS fuhrt [117, 118].

Wie in Kap. 6.3.1 diskutiert, zeigt sich auch hier, dass die Effekte GABAerger
Agonisten abhangig von Injektionsort, dem Injektionszeitpunkt, dem Organismus und
den spezifischen Lernparadigmen sind. Da Honigbiene und Drosophila verwandt
sind, sollte die Hypothese der Modulation des CS eingehender betrachtet werden.
Da sich in dieser Arbeit der Gedachtnisabruf nach einem schwachen Training durch
Muscimol beeinflussen lieB, kénnte man auch hier argumentieren, dass GABA die
Wahrnehmung des CS stért. Diese Vermutung wére jedoch unzureichend, da sie
nicht erklart, warum die Acquisition dennoch normal war und sich der
Gedachtnisabruf nach einem starken Training nicht manipulieren lieB.
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Méoglicherweise ist die Modulation des CS durch GABA weniger wichtig fir die
Wahrnehmung des Duftes als vielmehr dafir, wie CS und US miteinander integriert
werden und wie stark das entsprechende Gedachtnis dadurch ist. Dies wirde auch
erklaren, warum zusatzliche CS-US-Paarungen das durch Muscimol induzierte
Gedachtnisdefizit teilweise aufheben kdénnen.

Um diese Hypothese eingehender zu untersuchen, eignet sich die lichtinduzierte
Freisetzung von GABA, die erstmals die zeitlich und lokal definierte Aktivierung von
GABA-Rezeptoren ermdglicht. Somit 1&sst sich erstmals eine zeitlich exakt definierte

Rolle fir GABA wahrend der Acquisition bestimmen.

6.3.3 GABA hemmt die Koinzidenz von CS und US in Antennalloben und
Pilzkorper
Die lokale Freisetzung von GABA im Pilzkdrper vor der CS-US-Paarung oder auch
wahrend des US eines 1-Trial-Trainings hatte keine Auswirkungen auf die
Gedéachtnisleistung (Abb. 5-12). Jedoch fiihrte die Freisetzung von GABA in
Antennallobus und Pilzkérper vor und wahrend der Duftprasentation der CS-US-
Paarung zu einem signifikanten Gedéachtnisdefizit (Abb. 5-12 und Abb. 5-13). Wurde
GABA jedoch vor und wahrend der Duftprasentation des 2 h-Abrufes freigesetzt, so
konnte weder im AL noch im Pilzkérper die Gedachtnisleistung signifikant
beeintrachtigt werden (Abb. 5-14). Somit kann eine schnelle und kurze Aktivierung
der GABA-Rezeptoren nur wahrend der CS-US-Paarung, nicht aber wahrend der
Prasentation des CS alleine, die Ged&achtnisleistung beeinflussen. Da die Aktivierung
der GABA-Rezeptoren mit Muscimol die Wahrnehmung der Belohnung nicht
beeintrachtigte, unterstitzt dies die Hypothese, dass GABA die Koinzidenz von CS

und US wahrend der Acquisition moduliert.

Im Vergleich zur Injektion mit Muscimol fallen die Gedachtnisdefizite, die durch die
lokale Freisetzung von GABA induziert werden, wesentlich schwéacher aus. Dies ist
nicht Uberraschend, da die lokale Freisetzung eine viel physiologischere
Manipulation darstellt, in der die GABA-Rezeptoren nicht dauerhaft aktiviert werden.
Zudem kénnen sich bei Injektionen von Muscimol in den gesamten Kopf die Effekte
verschiedener Hirnareale addieren. Da die lokale Freisetzung von GABA sowohl im
AL als auch im Pilzkérper Gedachtnisdefizite induzierte, ist ein solcher
Additionseffekt wahrscheinlich fur die schweren Gedachtnisdefizite nach der Injektion

von Muscimol vor dem 1-Trial-Training verantwortlich.
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Durch die lokale Freisetzung von GABA lie3 sich die Integration bzw. Koinzidenz von
CS und US sowohl in den AL als auch in den Pilzkérpern derart beeinflussen, dass
die Gedéachtnisleistung signifikant verschlechtert war. Dies ist in Ubereinstimmung
mit der Literatur, in der die Integration von CS und US sowohl in den AL [37, 97, 98]
als auch in den Pilzkdrpern postuliert wird [99, 237, 238]. Auf zellularer Ebene wurde
in dieser Arbeit gezeigt, dass ionotrope GABA-Rezeptoren die neuronale Aktivitat
unterdriicken (Abb. 6-1 und Abb. 6-2). Es stellt sich nun die Frage, wie GABA durch
die Hemmung der neuronalen Aktivitat nicht die Wahrnehmung von CS oder US
alleine, aber wohl die Koinzidenz dieser beiden Signale st6rt?

Dazu betrachten wir die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Liu und Davis, die zeigen
sollen, dass ein verstarkter GABAerger Input in den Pilzkérpern spezifisch die
Wahrnehmung des CS beeintrachtigt und somit das assoziative Gedachtnis
verschlechtert [117, 118]. Das Hauptargument dafiir ist, dass die Uberexpression von
RDL in den Pilzkérpern zu einem verringerten Calciumeinstrom nach Prasentation
eines unbekannten Duftes fihrt, wahrend die neuronale Aktivitdt auf den US
unverandert ist. Es ist jedoch sehr schwer zu zeigen, dass dieser verringerte
Calciumeinstrom wirklich fir die verschlechterte Gedachtnisleistung verantwortlich
ist.

In dieser Arbeit kam es in der Honigbiene nur dann zu einem Gedachtnisdefizit, wenn
GABA direkt vor dem CS aber nicht nach dem CS der CS/US-Paarung freigesetzt
wurde. Dieser zeitliche Zusammenhang mit dem CS legt nahe, dass GABA auch in
der Honigbiene die neuronale Prozessierung des CS moduliert. Da diese Modulation
aber nur wahrend der CS/US-Paarung die Gedachtnisbildung beeinflusst, moduliert
GABA den CS in Bezug auf die Paarung mit dem US. Somit hemmt GABA die
Koinzidenz zwischen CS und US ohne die Wahrnehmung des Duftes signifikant zu
beeintrachtigen. Die Inhibition der CS/US-Koinzidenz durch GABA schwécht dabei
die Stabilitdt des Gedachtnisses in Abhangigkeit der Trainingsstérke ab (Abb. 6-3).
Bei schwachem Training tritt das durch Muscimol induzierte Gedéachtnisdefizit sehr
frih auf (nach 2 h bei 1-Trial), bei starkerem Training dagegen erst spater (nach 1 d
bei 3-Trial).

Im nachsten Kapitel werden die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit integriert, um zu
erlautern, wie die GABAerge Inhibition neuronaler Aktivitat die Koinzidenz von CS

und US moduliert und dennoch die Wahrnehmung beider Signale sicherstellt.
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6.4 Die Mechanismen der Wechselwirkung zwischen CS/US-
Koinzidenz und der GABAergen Inhibition

Waéhrend der appetitiven olfaktorischen Konditionierung der Honigbiene wird die
Koinzidenz von CS und US Uber die Integration von ACh und Octopamin in AL und
Pilzkérper vermittelt [237]. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass GABAerger
Input die Koinzidenz von CS und US hemmt. Dabei kommt es zu einer
Wechselwirkung der Anzahl an CS/US-Paarungen und der GABAergen Inhibition, die
die Stabilitat des assoziativen Gedachtnisses beeinflusst.

Die Duftinformation (CS) wird Gber ACh an AL und Pilzkérper vermittelt, was in den
entsprechenden Neuronen zur Depolarisation und zum Calciumeinstrom flhrt (Abb.
6-4). Die Belohnung (US) hingegen aktiviert metabotrope Octopamin-Rezeptoren.
Die Ca®*-abhangige Adenylylcyclase (Ac) vermittelt die Koinzidenz von CS und US
und bildet daraufhin verstarkt den second messenger cAMP. Die Menge an cAMP
bzw. die Starke der Aktivierung der PKA beeinflusst die Stabilitat das assoziativen
Gedachtnisses (Abb. 1-3). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Aktivierung
ionotroper GABA-Rezeptoren zu einer Hyperpolarisation fihrt, die der von ACh
induzierten Depolarisation entgegenwirkt und somit  die Offnung
spannungsabhangiger Calcium-Kanale hemmt (Abb. 6-1). Uber diesen Mechanismus
kann der GABAerge Input die neuronale Aktivitat inhibieren, die durch die
Duftinformation induziert wird. Die Verhaltensexperimente dieser Arbeit zeigen
jedoch deutlich, dass GABA nicht die Wahrnehmung des Duftes verhindert. Da die
Auspragung des Gedachtnisdefizites durch die kinstliche Aktivierung von GABA-
Rezeptoren abhangig von der Anzahl der CS/US-Paarungen ist, verringert GABA die
Intensitat der Integration von CS und US (s. Kap. 6.3). Diese Beobachtungen lassen
sich erklaren, wenn ein Teil der nAChR sich in direkter Ndhe zu den ionotropen
GABA-Rezeptoren befinden und diese sich dadurch gegenseitig in ihrer Aktivitat
regulieren (Abb. 6-4). Die Ausbildung synaptischer Plastizitat wird in Neuronen
strengstens lokal reguliert und bezieht sich meist auf eine von vielen Synapsen [239].
Somit ist es keine ungewdhnliche Annahme, dass inhibitorische GABA-Rezeptoren
sich in der Nahe der exzitatorischen ACh-Rezeptoren befinden, um die neuronale
Aktivitat lokal zu regulieren und zu begrenzen. Auf diese Weise fihrt die
Duftinformation immer zu einem Calciumeinstrom, deren Menge aber durch den

GABAergen Input Gber den US oder die Feedbackneuronen reguliert wird (Abb. 6-4).
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Abb. 6-4: GABAerge Inhibition reguliert die Intensitat der Koinzidenz zwischen CS und US und
somit die Stabilitat des assoziativen Gedéachtnisses
Der Duft (CS) wird Uber den exzitatorischen Neurotransmitter ACh an die Pilzkérper vermittelt.
Dadurch werden nAChR (rot) aktiviert, die zu einem Na'-Einstrom und zur Depolarisation fiihren.
Diese Depolarisation aktiviert spannungsabhéngige Calcium-Kanale (grin; VGCC, voltage gated
calcium channel) und fiihrt zum Calciumeinstrom. lonotrope GABA-Rezeptoren (blau), die Uber den
CS, den US oder Feedbackneurone aktiviert werden, induzieren eine Hyperpolarisation, die die
Offnung der VGCC hemmt. Durch die lokale Nahe ionotroper GABA-Rezeptoren und nAChR entsteht
eine Wechselwirkung zwischen der durch den Duft induzierten Depolarisation und der
Hyperpolarisation, die die Menge an einstrémendem Calcium kontrolliert. Die Menge an Ca®* reguliert,
zusammen mit der Aktivierung der metabotropen Octopamin-Rezeptoren (lila) Gber den US, die
Intensitat der CS/US-Koinzidenz und somit die Stabilitdt des assoziativen Gedéachtnisses (Abb. 1-3).
Uber den Calciumeinstrom beeinflusst GABA ebenfalls die Intensitat der CS/US-Koinzidenz und somit
wie stark die Adenylylcyclase (Ac) und die PKA aktiviert werden. Dies ist der Mechanismus, mit dem
die Integration von CS, US und Inhibition die Stabilitdt des assoziativen Gedachtnisses reguliert.
Durch die CS/US-Koinzidenz werden Prozesse der synaptischen Plastizitdt eingeleitet, die die
GABAerge Inhibition reduzieren und somit die Gedachtnisbildung férdern. Prasynaptisch wird z.B. die
Ausschittung von GABA verringert wahrend postsynaptisch die Anzahl, Komposition und Modifikation
ionotroper GABA-Rezeptoren verandert wird.
Durch die reduzierte Hyperpolarisation kommt erst die Faszilitierung des Calciumeinstroms durch

VGCC zur Geltung, die durch metabotrope GABA-Rezeptoren induziert wird. Dieser Prozess
stabilisiert vermutlich zuséatzlich das assoziative Gedéachtnis.

So lasst sich auch die Wechselwirkung zwischen Trainingsstarke und Inhibition
erklaren: Wahrend des 1-Trial-Trainings verringert die klnstliche Aktivierung der
GABA-Rezeptoren den Calciumeinstrom so stark, dass die Aktivitat der Ac zu gering
ist, um ein assoziatives Gedachtnis zu bilden. Vermutlich werden jedoch nicht alle

spannungsabhéangigen Calcium-Kanale durch GABA reguliert, wodurch zusatzliche
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CS-US-Paarungen zu einem erhéhten Calciumeinstrom unabhangig vom
GABAergen Input fihren und die Ac genigend cAMP produziert, um ein normales
Kurzzeitgedachtnis zu bilden. Trotz eines starken Trainings kommt es dennoch zu
einem Ged&chtnisdefizit nach 1d.

Dies lasst sich Uber die prasynaptische Plastizitat erklaren, die durch die CS/US-
Koinzidenz induziert wird (Abb. 6-4). Sowohl in der Honigbiene als auch in
Drosophila wurde gezeigt, dass die Paarung von CS und US bereits innerhalb von
Sekunden die Aktivitdt der GABAergen Neurone reduziert, die die Pilzkdrper
innervieren [91, 111]. Die Reduzierung der Aktivitdit GABAerger Neurone wahrend
der Acquisition wird durch die Injektion von Muscimol maskiert, was zu einem
Gedachtnisdefizit nach 1 d fihrt. Dies legt nahe, dass diese Form der
prasynaptischen Plastizitdt ein essentieller Prozess ist, um stabilere und langer
anhaltendere Gedachtnisse zu bilden.

Die abgeschwachte Wirkung von Muscimol wahrend eines starken Trainings lasst
sich auch Uber Prozesse der postsynaptischen Plastizitat erklaren, die durch die
CS/US-Koinzidenz induziert werden (Abb. 6-4). Die PKA phosphoryliert z.B.
bestimmte Untereinheiten der ionotropen GABA-Rezeptoren und reduziert somit den
Chlorid-Einstrom durch diese Kanéle [229-231]. Die chronische Aktivierung der PKA
beeinflusst sogar das Expressionsmuster der Untereinheiten, wodurch sich die
Komposition der Untereinheiten verandert und somit auch die Aktivitat der ionotropen
GABA-Rezeptoren [240, 241]. Andere aktivitdtsabhdngige Kinasen férdern die
Internalisierung, was die Anzahl funktioneller ionotroper GABA-Rezeptoren verringert
und somit auch die Inhibition durch GABA [242, 243]. All diese Mechanismen der
postsynaptischen Regulation der Inhibition schwachen die durch Muscimol induzierte
Hyperpolarisation ab und somit auch die Auswirkungen auf das assoziative
Gedachtnis. Zudem liefern diese Mechanismen Erklarungen dafir, warum sich die
Kenyonzellen abhangig von ihrer Aktivitat und Funktion, in ihrer Affinitat gegentber
GABA unterscheiden (s. Kap. 6.1.2).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Kenyonzellen der
Honigbiene faszilitatorische metabotrope GABA-Rezeptoren besitzen, die den
Calciumeinstrom {ber spannungsabhangige Calcium-Kanale verstarken (s. Kap.
6.1.3). Diese Modulation wirde sich jedoch nur signifikant auswirken, wenn die
spannungsabhangigen Calcium-Kanale nicht von der Hyperpolarisation durch
ionotrope GABA-Rezeptoren gehemmt werden. Wie gerade ausflhrlich erlautert,
induziert die CS/US-Koinzidenz Prozesse der pra- und postsynaptischen Plastizitat,
die die Inhibition und daher auch die Hyperpolarisation durch ionotrope GABA-
Rezeptoren reduzieren. Somit kdnnte die Faszilitierung durch GABA dazu beitragen,
zusammen mit Octopamin den US an die Pilzkérper zu vermitteln. Bestarkt wird
diese Hypothese dadurch, dass GABAerge Neurone der Honigbiene Octopamin-
Rezeptoren aufweisen, die spezifisch von der Belohnung aktiviert werden [244]. Dies
deutet auf einen Zusammenhang zwischen Octopamin und GABA hin, der aufgrund
der Abschwachung der Ausschittung von GABA wahrend der Acquisition, vor allem
wahrend der ersten CS/US-Paarung, ein molekulares Tor fir weitere CS/US-

Paarungen 6ffnen kénnte.

Die hier erlauterten vielfachen Wechselwirkungen zwischen Acquisition und Inhibition
stellen Prozesse der Feinregulation der Gedéachtnisbildung dar. Es ist mdglich, dass
pra- und postsynaptische Plastizitdit zu unterschiedlichen Zeitpunkten fir
verschiedene Gedachtnisphasen bendtigt werden. In Zukunft sollte daher der
zeitliche Zusammenhang zwischen Inhibition, der Regulation der Inhibition und der
Gedéachtnisbildung eingehend untersucht werden. Dazu wird es notwendig sein, zu
analysieren, wann GABAerge Neurone wéahrend der Gedachtnisbildung aktiv sind
und durch welche externen Umsténde diese Inhibition verringert oder verstarkt wird.
Zudem sollte eine Korrelation der Intensitdt der GABAergen Inhibition und dem
Rezeptorstatus wahrend STM, LTM, schwachen und stabilen Gedachtnissen erstellt
werden. Die Ergebnisse dieser Studien werden aufzeigen, dass die Stabilitat des
assoziativen Gedachtnisses nicht nur von Intensitdt und der zeitlichen Korrelation
von CS und US abhéngen, sondern auch von anderen externen Signalen und deren

Wechselwirkungen mit dem GABAergen System.
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6.5 Die biologische Funktion des Neurotransmitters GABA

Die in dieser Arbeit aufgezeigte Wechselwirkung zwischen Acquisition und Inhibition
bedeutet, dass GABA den Erwerb neuer Gedachtnisinhalte reguliert. Damit neu
erlernte Assoziationen in das Langzeitgedachtnis Ubergehen, ist es vermutlich
notwendig, dass die Inhibition durch GABA reduziert wird. Gleichzeitig flhrt eine
verstarkte Inhibition durch GABA dazu, dass erfahrene Sachverhalte nicht in das
Gedéachtnis Ubergehen, sondern vergessen bzw. nie erlernt werden. Welche Funktion
hat jedoch das Blockieren der Gedachtnisbildung durch GABA?

In jeder Sekunde trifft eine Menge Informationen auf unsere Sinne. Dabei ist es
essentiell, dass wir Wichtiges von Unwichtigem unterscheiden, damit wir uns auf das
~Wesentliche* konzentrieren kénnen. Durch die Eigenschaft von GABA die Intensitat
von Assoziationen zu reduzieren, kann GABA verhindern, dass bestimmte
Sachverhalte in unser Bewusstsein und somit in unser Gedachtnis Gbergehen. Nur
bei Sachverhalten, die mit biologisch relevanten Assoziationen, wie Belohnungen
oder Bestrafungen, einhergehen, wird die Inhibition durch GABA reduziert, damit
dieser Sachverhalt sich als ,Wesentlich® in unser Gedachtnis einpragen kann.
Besonders interessant ist dabei die Verkndpfung mit der Verbesserung der
olfaktorischen Diskriminierung in der Honigbiene. Durch Reduzierung der Inhibition
und gleichzeitiger Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren waren die Bienen
besser in der Lage, den wichtigen Duft (belohnt) vom unwichtigen Duft (unbekannt)

Zu unterscheiden.

Auf dieselbe Art, wie die Wechselwirkung zwischen Inhibition und der Integration
assoziativer Signale den Erwerb von Gedachtnisinhalten in Pilzkérper bzw.
Hippocampus reguliert, reguliert GABA vermutlich auch unsere Emotionen in der
Amygdala und unseren Schlafrhythmus im Hypothalamus. Daher ist diese

Wechselwirkung far wesentliche Aspekte unseres Verhaltens verantwortlich.
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7 Zusammenfassung

Der inhibitorische Neurotransmitter GABA beeinflusst in Saugetieren und Insekten
die Gedachtnisbildung. Da die zugrunde liegenden Mechanismen unklar sind, wurde
die Funktion ionotroper und metabotroper GABA-Rezeptoren sowohl beim
assoziativen olfaktorischen Lernen der Honigbiene als auch an isolierten Neuronen
der beteiligten Pilzkérper analysiert.

Die Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren flhrt zu einer besseren
Unterscheidung von Diften und in den Neuronen des Pilzkérpers zu einer
aktivitatsabhangigen Faszilitierung neuronaler Aktivitat. Dies deutet auf eine Funktion
metabotrober GABA Rezeptoren bei der Scharfung duftspezifischer Aktivitadtsmuster
wahrend des Lernens hin.

Die Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren verursacht Gedachtnisdefizite, die sich
durch ein verstarktes Training kompensieren lassen. Die Wahrnehmung von Duft
(CS) und Belohnung (US) wird nicht beeinflusst. Die lichtinduzierte Freisetzung von
GABA, die erstmals eine schnelle, zeitlich und raumlich definierte Aktivierung der
GABA-Rezeptoren ermdglicht, fihrt nur dann zu einem Gedachtnisdefizit, wenn
GABA genau zum Zeitpunkt der CS/US-Paarung freigesetzt wird. In den Neuronen
des Pilzkérpers fuhrt GABA zur Hyperpolarisation, die der CS/US induzierten
Depolarisation entgegenwirkt und dadurch spannungsabhangige Calcium-Kanéle
reguliert. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass GABA wahrend der
Acquisition mit Prozessen der CS/US-Paarung interagiert und somit die Stabilitat des
Gedachtnisses reguliert.
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8 Summary

In mammals and insects the inhibitory neurotransmitter GABA influences memory
formation. As the underlying mechanisms are not fully understood, the function of
ionotropic and metabotropic GABA receptors has been studied in associative
olfactory learning in the honey bee as well as in its isolated neurons of the involved
mushroom body.

Activation of metabotropic GABA receptors improves discrimination between odors
and induces an activity dependent facilitation of neuronal activity in mushroom body
neurons. This indicates a role for metabotropic GABA receptors in sharpening odor-
specific activity patterns during learning.

Activation of ionotropic GABA receptors causes memory deficits, which are
compensated by an intensified training. However, the perception of the odor (CS) and
the reward (US) is unaffected. Light-induced release of GABA, which for the first time
offers the opportunity for a fast, temporally and locally restricted activation of GABA
receptors, only causes a memory deficit if GABA is released at the exact time during
CS/US pairing. In mushroom body neurons GABA causes a hyperpolarization which
counteracts the depolarization induced by CS/US and thus regulates voltage gated
calcium channels. These results indicate that GABA interacts with processes of the
CS/US pairing during acquisition and therefore regulates the stability of memories.
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