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1. Einleitung

1.1. Alkoholabhingigkeit und die Wirkung von Ethanol auf das
Gehirn

Etwa 10,4 Millionen Menschen konsumieren in Deutschland Alkohol in gesundheitlich
riskanter Form, 1,7 Millionen davon gelten als Alkohol abhangig. Des Weiteren trinken 20%
der Jugendlichen zwischen 12 und 25 Jahren regelmaBig Alkohol (BMG 2007).
Alkoholabhangigkeit ist eine komplexe Krankheit die von genetischen Parametern und
Umweltfaktoren beeinflusst wird. Die fiir Alkoholabhdngigkeit verantwortlichen Ausléser, wie
zum Beispiel Alter, Personlichkeit und psychischer Stress, variieren von Individuum zu Indivi-
duum. Dennoch wird versucht die Alkoholabhangigkeit verschiedenen Typologien zuzuordnen
(EPSTEIN et al. 2002). Es wird unterschieden zwischen eindimensionalen Typologien, wenn
sie auf einer einzigen Variablen basieren oder multidimensionalen, die auf zwei oder mehr
Variablen basieren (BABOR et al. 1992a; LITT et al. 1992). Eindimensionale Typologien
charakterisieren einen Patienten auf Grund der Erhebung eines einzelnen Faktors wie z.B.
dem Alter bei Beginn der Alkoholabhingigkeit. Multidimensionale Typologien ziehen jedoch
mehrere Faktoren heran, z. B. psychische Faktoren und Familienhintergrund (Ubersicht,
VERHEUL 2001; PENICK et al. 1999). Eine viel versprechende multidimensionale Typologie
ist das Typ A/B Schema, das viele wichtige Kriterien einschlieBt, wie zum Beispiel Alter
und Beginn der Abhingigkeit (BABOR et al. 1992b). Es stellt sich jedoch die Frage, ob
dichotome Typologien komplex genug sind, um eine Alkoholabhangigkeit klinisch sinnvoll zu
kategorisieren (EPSTEIN et al. 2002).

In Familien- wie auch in Populationsstudien wurden Gene identifiziert, die mit Alkoholab-
hangigkeit in Verbindung gebracht werden, indem familidrer und genetischer Hintergrund
der Probanden untersucht wurde (HINCKERS et al. 2006).

Es wurden verschiedene Gene sowie Genvarianten gefunden, die ein Risiko fiir Alkoholabhan-
gigkeit darstellen (Ubersicht, ENOCH 2006; THOME et al. 2000). Die meisten dieser Gene
werden mit Neurotransmittersystemen und mit Ethanol Metabolismus assoziiert (Ubersicht,

QUICKFALL und EL GUEBALY 2006). Beispiele fiir diese Gene sind unter anderem dopa-
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minerge Rezeptoren, der Serotonin Transporter und Dehydrogenasen (Uberblick, THOME
et al. 2000).

Es gibt Hinweise, dass eine genetische Pradisposition ein etwa 50%iges Risiko fiir eine
Alkoholabhangigkeit mit sich bringt (BUTTON et al. 2007; SCHUCKIT und SMITH 2000).
Der genaue Mechanismus, der von normaler Alkoholaufnahme zu chronischer Alkoholabhan-

gigkeit fiihrt, ist jedoch noch nicht entschliisselt.

Des Weiteren 1ost Ethanol eine Reihe von neurochemischen Effekten im Gehirn aus, die
inhibitorische und exitatorische Neurotransmittersysteme betreffen (Ubersicht, DAVIES
2003; NIE et al. 1994). Der Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) z. B. wirkt
inhibitorisch, wobei Ethanol die GABA-A Rezeptor Funktion potenziert, indem er Liganden-
spezifische Strome direkt beeinflusst (WEINER et al. 1994). Auf der anderen Seite inhibiert
Ethanol den exitatorischen Liganden-gesteuerten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptor.
Der Einfluss von Alkohol auf die Erregbarkeit der Neuronen fiihrt auf lange Sicht zu
neuronalen Anpassungen der betroffenen Neurotransmittersysteme (SIGGINS et al. 2005;
Ubersicht, DAVIES 2003).

Studien an Menschen, sowie in verschiedenen Tiermodellen konnten zeigen, das Ethanol
einen Anstieg der extrazellularen Dopamin Konzentrationen im limbischen System bewirkt
und dass dieser Effekt kritisch fiir eine Suchtentwicklung sein kann. Dabei verursacht
Dopamin einen Zustand der Erregung. Dies kann nach wiederholtem Ethanolkonsum zu
abnormalen motivierenden Zustanden, wie z.B. das unwiderstehliche Verlangen die Droge zu
beschaffen und zu konsumieren, fiihren. Dieses Verhalten wird auch bei alkoholabhangigen
Menschen beobachtet (CHIARA et al. 2004; BOILEAU et al. 2003; BRADBERRY 2002).

Zusatzlich interagiert Ethanol mit einer Reihe von anderen Neurotransmitter Rezeptoren.
Auf diese Interaktion wird bei Nicotin-Acetylcholin (nACh) Rezeptoren, wie z.B. Torpedo
die Verschiebung des offen/zu Gleichgewichtes nach offen hin zuriickgefihrt (AISTRUP
et al. 1999; WU et al. 1994; LOVINGER et al. 1989). Weitere von Ethanol beeinflusste
neuronale Rezeptoren sind Serotonin Rezeptoren, z. B. der 5-HT3 Rezeptor und Glycin
Rezeptoren, wobei vermutet wird, dass Ethanol den 5-HT3 Rezeptor dhnlich beeinflusst
wie den Torpedo nACh Rezeptor (LOVINGER et al. 2000). Glycin Rezeptoren werden
aktiviert indem Ethanol an spezifische Aminosduren bindet (MiHIC 1999). Die genaue
Wirkung von Ethanol im Bezug auf Pharmakologie und Alkoholabhangigkeit ist jedoch unklar.

MaRgebende Kriterien fiir Alkoholabhangigkeit und -missbrauch werden im wichtigsten
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psychiatrischen Diagnosehandbuch DSM-IV (ASSOCIATION 2000) definiert. Ein Kriterium
fiir Alkoholabhangigkeit lautet Toleranz, das heillt eine reduzierte Sensitivitat gegeniiber einer
Alkoholintoxikation. Demnach fiihrt erhohter Alkoholkonsum zu einer Toleranz gegeniiber
den aversiven Effekten einer Alkoholintoxikation (CUNNINGHAM et al. 2002). AuBerdem
wurde gezeigt, dass fiir Menschen, die nach Ethanolgabe mehr angenehme und stimulierende
als negative Effekte, wie z.B. Angst oder Depression, angaben, ein erhohtes Risiko einer
Alkoholabhangigkeit besteht. Diese Beobachtung wurde bei Séhnen von Alkoholikern und
mittleren bis starken Trinkern gemacht und korreliert demnach unter anderem mit Alkoholis-
mus in der Familie (HOLDSTOCK et al. 2000; NEWLIN und THOMSON 1999). Eine erhohte
Alkoholtoleranz wird auch mit einem Polymorphismus im Serotonin Transporter (SERT)
in Verbindung gebracht. Festgestellt wurde, das junge Erwachsene (<26 Jahre) erhdhte
Alkoholtoleranz zeigen, wenn sie homozygot fiir das kurze Allel des SERT sind (TUERKER
et al. 1998). Eine Studie in Ratten untersuchte die Entwicklung von Ethanoltoleranz im
Bezug auf Serotonin. In dieser Studie wurde gezeigt, dass in Ratten mit einer Serotonin
Depletion im gesamten Gehirn die Toleranzentwicklung verzdgert ist und wenn zusatzlich
Norepinephrin dezimiert wird keine Ethanoltoleranzentwicklung mehr stattfindet (LE et al.
1981).

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss des serotonergen Systems auf Ethanoltoleranz

und Ethanolsensitivitat in Drosophila melanogaster.

1.2. 5-Hydroxytryptamin (5-HT), ein Molekiil und seine
Geschichte

In den friihen 30er Jahren des letzten Jahrhunderts isolierte Vittorio Erspamer aus Darmzel-
len einen Stoff, der die Kontraktion von glatter Muskulatur ausléste. Diesen Stoff nannte er
Enteramin (ERSPAMER und VIALLI 1937).

Mehr als 10 Jahre spater wurde eine Venenkontraktion auslosende Substanz aus Serum
isoliert und Serotonin genannt (RAPPORT et al. 1948a; RAPPORT et al. 1948b). Der
Name Serotonin leitet sich von seiner Wirkung auf den Blutdruck ab. Serotonin ist die
Komponente des Serums, die den Tonus (Druck) in den BlutgefdBen reguliert (RAPPORT
et al. 1948a). Erst 1952 stellte man fest, dass Enteramin identisch mit Serotonin ist.
Betty Twarog untersuchte zu der Zeit einen damals noch unbekannten Neurotransmitter,
der fiir die Muskelkontraktion in der Muschel (Mytilus edulis) verantwortlich ist. Sie

13



wurde auf Enteramin aufmerksam, weil Studien von Erspamer zeigten, dass Enteramin die
Herzschlagfrequenz von Tintenfischen beeinflusst. Der unbekannte Neurotransmitter hatte
demnach eine 3hnliche Funktion wie Enteramin und auBerdem eine chemische Struktur
ahnlich dem Serotonin. Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass es sich bei dem unbekannten
Neurotransmitter um Serotonin handelt und dass Serotonin identisch mit Enteramin ist
(TWAROG und PAGE 1953).

Chemisch gesehen ist Serotonin ein Indolamin und wird 5-Hydroxytryptamin (5HT) genannt.
5HT gehdrt gemeinsam mit Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin zur Gruppe der Mono-
amine. Der Syntheseweg von 5HT ist in Abb. 1.1 dargestellt. Synthetisiert wird 5HT aus
der Aminosdure Tryptophan. Im ersten Schritt wird Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan
hydroxyliert. Verantwortlich dafiir ist das, die Syntheserate bestimmende, Enzym Tryptophan
Hydroxylase (TPH). Zwei verschiedene Gene kodieren fiir die TPH. TPH1 ist fir die 5HT
Synthese in der Peripherie zustdndig, wahrend TPH2 fiir die 5SHT Synthese im zentralen
Nervensystem (ZNS) verantwortlich ist (WALTHER und BADER 2003). Im zweiten Schritt
wird 5-Hydroxytryptophan von einer L-aromatischen Aminosdure Decarboxylase decarboxy-
liert. Diese Carboxylase ist auch in die Synthese von Catecholaminen wie z. B. Dopamin
involviert, also nicht SHT spezifisch. Das Endprodukt ist 5-Hydroxytryptamin (5HT) oder
Serotonin. Die Signaltransduktion von 5HT im Vertebraten Gehirn erfolgt iiber 14 pra- und
postsynaptische Serotonin Rezeptoren (siehe 1.7)(NESTLER et al. 2001).

S5HT ist in eine Vielzahl von Prozessen involviert, wie z. B. Emotion, Schlaf, Nahrungs-
aufnahme etc. (HEILS et al. 1996). Eine Verdnderung der 5SHT Konzentration bzw. 5HT
Signaltransduktion kann zu Krankheitsbildern wie Depression, /—\ngsten, Impulsivitadt etc.
fihren (LESCH et al. 1996; VIRKKUNEN und LINNOILA 1997). Des Weiteren wird eine
veranderte 5HT Konzentration bzw. 5HT Signaltransduktion im Gehirn von Menschen
und Nagetieren mit einer erhéhten Alkoholaufnahme assoziiert (MCBRIDE et al. 1989;
MURPHY et al. 1982; BALLENGER et al. 1979).

Der Zusammenhang zwischen 5HT und Alkoholabhangigkeit soll im Folgenden naher

erlautert werden.

1.3. 5-Hydroxytryptamin und Alkohol

Viele klinische Studien wurden durchgefiihrt, die den Zusammenhang zwischen einem

verdnderten serotonergen System und Alkoholabhangigkeit untersuchten. Dabei gibt es zwei
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Serotonin Syntheseweg. Serotonin (5HT)
wird aus der Aminosaure Tryptophan gebildet.
Im ersten Schritt wird Tryptophan hydro-

xiliert zu 5-Hydroxytryptophan. Im zweiten

Syntheseschritt  wird  5-Hydroxytryptophan
decarboxyliert zu 5-Hydroxytryptamin.
Die zwei involvierten Enzyme sind eine

Tryptophan-5-Hydroxylase und eine aromati-

sche L-Aminosaure Decarboxylase.



Ansatze: einerseits werden die Auswirkungen von akuter Alkoholgabe auf das serotonerge
System untersucht (LOVINGER 1997) und andererseits die Verdnderungen des serotonergen
Systems bei alkoholabhingigen Patienten (BANKI 1981; BECK et al. 1983).

Akuter Alkoholeinfluss z.B. fiihrt zu einer erhohten 5HT Aktivitdt im Gehirn. Nach
Alkoholkonsum konnten erhohte Konzentrationen von 5HT Abbauprodukten im Blut und
Urin nachgewiesen werden (LOVINGER 1997). Bei alkoholabhdngigen Probanden sind die
starksten Indizien fiir eine Rolle von 5HT ebenfalls 5HT Abbauprodukte, z.B. reduzierte
5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) Werte in der Zerebrospinalfliissigkeit (BORG et al.
1985; BANKI 1981) und reduzierte Tryptophan Werte im Plasma (BUYDENS-BRANCHEY
et al. 1989; BECK et al. 1983; BRANCHEY et al. 1981). Postuliert wird, dass chronische
Alkoholaufnahme im Menschen, die zu messbar weniger Abbauprodukten von Serotonin
in der Zerebrospinalflissigkeit fiihrt, auf einer Reduktion der serotonergen Funktionen
beruht (BALLENGER et al. 1979). Des Weiteren gibt es eine Pradisposition fiir reduzierte
5HT-Werte bei nicht alkoholabhidngigen Menschen mit starkem Alkoholismus in der Familie
(LINNOILA et al. 1989; ROSENTHAL et al. 1980).

Der Nachteil von klinischen Studien am Menschen ist die hohe Variabilitdt und die Limitation
in der Durchfiihrung. Kritische Aspekte sind: a) die sehr unterschiedliche Durchfiihrung
einzelner Studien (verschiedene Fragebdgen zum Krankheitsverlauf etc.) b) die hohe
Variabilitat der Genpools von verschiedenen Populationen auf unterschiedlichen Kontinenten
(KRANZLER et al. 2002; GELERNTER et al. 1999) c) die oft sehr kleine Anzahl an Patienten
(NARANJO und BREMNER 1994). Erschwerend kommt hinzu, dass Alkoholabhingigkeit
meist als komorbide Erkrankung mit Depression, Angst, Impulsivitdt, etc. einher geht,
Krankheiten, die ebenfalls mit dem serotonergen System assoziiert werden (LESCH 2005,
LESCH et al. 1996; JOORDENS et al. 1998; LINNOILA 1989).

Um die serotonerge Kontrolle der Alkoholaufnahme auf Basis von neurochemischen In-
teraktionen und neuroanatomischen Signalwegen zu untersuchen, muss auf Tiermodelle
zuriickgegriffen werden. Eine Reduktion von 5HT und 5-HIIA wurde z. B. in verschiedenen
Gehirnregionen von Nagetieren gemessen, die eine Praferenz fiir Alkohol zeigen (GONGWER
et al. 1989; BADAWY et al. 1989). Ein GroRteil der Studien in Ratten und Mausen konnte
aulerdem zeigen, das 5HT Vorstufen, Agonisten und 5HT Wiederaufnahmehemmer die
Alkoholaufnahme reduzieren (MAUREL et al. 1999; ZABIK et al. 1994).

Problematischer ist die Wirkung von 5HT Vorstufen und Wiederaufnahmehemmern im

Menschen, da sie eine Reduktion der Alkoholaufnahme férdern, aber nicht notwendiger
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Weise zur Heilung der Alkoholabhangigkeit beitragen (Diskutiert in NARANJO und KNOKE
2001).

AbschlieBend kann man sagen, dass eine erhohte Alkoholaufnahme mit einer Reduktion der
5HT Neurotransmission assoziiert wird. Ein biphasischer Effekt der 5SHT Neurotransmission
wird postuliert, der nach erstem Ansteigen direkt nach Alkoholaufnahme auf langere Sicht

zu einer Abnahme der 5SHT Neurotransmission fiihrt.

1.4. Drosophila melanogaster als Modell fiir die genetischen und

neuronalen Grundlagen von Ethanol induziertem Verhalten

Drosophila melanogaster wurde 1830 das erste Mal von Johann Wilhelm Meigen beschrieben
(MEIGEN 1830) (Abb. 1.2). 1901 arbeitete der Zoologe und Vererbungsforscher William
Ernest Castle als erster mit Drosophila als Modellorganismus (SNELL und REED 1993).
Castles Einfluss machte Drosophila bei Genetikern, wie z.B. Thomas Hunt Morgan bekannt,
der ab 1910 Drosophila als Modellorganismus zum Studium der Embryogenese verwendete.
1933 bekam Thomas Hunt Morgan den Nobelpreis fiir seine herausragenden Arbeiten an
Drosophila (SNELL und REED 1993).

In dieser Arbeit wurde Drosophila melanogaster als neurogenetisches Modell verwendet,
weil das Drosophila Gehirn mit relativ wenigen Neuronen eine komplexe, aber dennoch
vereinfachte Struktur im Vergleich zum menschlichen Gehirn mit ca. 10'° Neuronen darstellt.
Untersucht wurde der Einfluss des serotonergen Systems auf Ethanol induziertes Verhalten.
Dies ist moglich, weil Alkoholintoxikation auch in Drosophila beobachtet wird. Das Verhalten
von Drosophila nach akuter Ethanolgabe dhnelt dem Verhalten in Sdugetieren, dass bedeutet
geringe Ethanoldosen fiihren zu erhohter Aktivitdt und hohe Dosen wirken sedierend (Uber-
sicht, WOLF und HEBERLEIN 2003; PARR et al. 2001; SINGH und HEBERLEIN 2000).
Nach einer oder mehreren Ethanolgaben entwickelt auch Drosophila Ethanoltoleranz. Dabei
lassen sich zwei Formen der Ethanoltoleranz unterscheiden. Die metabolische Ethanoltole-
ranz, die auf Absorption, Exkretion und Metabolismus beruht und die funktionale, die fiir
Resistenz auf zelluldrer Ebene verantwortlich ist. Die funktionale Ethanoltoleranz entsteht
zum Teil durch adaptive Verdnderungen im zentralen Nervensystem (SCHOLZ et al. 2000;
Ubersicht, TABAKOFF et al. 1986). Es wird vermutet, dass diese Veranderungen im Zusam-
menhang mit der Entwicklung einer Alkoholabhingigkeit im Menschen stehen (Ubersicht,
FADDA und ROSSETTI 1998). In Drosophila wurde gezeigt, das funktionale Ethanoltoleranz

weder auf Absorptionsraten beruht noch auf den Metabolismus zuriick zu fiihren ist, sondern
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Abb. 1.2.: Drosophila melanogaster, Weibchen und Mannchen. Drosophila Weibchen
sind groBer als die mannlichen Tiere und haben ein helleres Hinterteil. Die
Mannchen haben im Gegensatz zu den Weibchen zwei schwarze Borsten-
felder an den Tarsen der Vorderbeine, die so genannten Geschlechtskim-
me, die zur zusatzliche Verankerung bei der Kopulation dienen. (Bildquelle:
http://jedn.ipmc.cnrs.fr/siteJEDN2004 /images/BioDev/Drosophila.jpg).

auf funktionale und strukturelle Veranderungen von zentralen Gehirnregionen der Fliege
(ScHOLZ et al. 2000). Die Ethanoltoleranz in Fliegen wird mit Hilfe des Inebriometers
gemessen. Das Inebriometer misst den Effekt von Ethanol auf das Kérpergleichgewicht der
Fliege. Entwickelt wurde dieses Verhaltensparadigma urspriinglich von COHAN und GRAF
1985 und zwar fiir Selektionsstudien von ethanolresistenten Drosophila Stammen.
Weiterhin konnten zwei Formen von Ethanoltoleranz in Drosophila gezeigt werden, schnelle
und chronische Toleranz (BERGER et al. 2004). Die schnelle Ethanoltoleranz entsteht nach
Gabe einer hohen Alkoholkonzentration, wahrend die chronische Toleranz sich nach konti-
nuierlicher Gabe von geringen Alkoholdosen iiber einen langeren Zeitraum hin entwickelt.
Gezeigt wurde, dass die chronische Toleranz sich von der schnellen Toleranz unterscheidet,
da sie mehr als doppelt so lange anhilt und die Synthese von Proteinen nétig ist. Beide
Formen der Toleranz haben keinen Einfluss auf die Ethanolabsorption, oder den Ethanol
Metabolismus (BERGER et al. 2004).

Des Weiteren ist Drosophila geeignet, um Molekiile und Signalwege zu beschreiben, die mit
akuter Ethanolintoxikation in Verbindung stehen (Ubersicht, GUARNIERT und HEBERLEIN
2003). Verdnderte ethanolabhingige Verhaltensantworten wurden mit verschiedenen Genen
in der Fliege in Verbindung gebracht, z.B.: a) dem Gen fiir die regulierende Untereinheit der
Proteinkinase A (PARK et al. 2000; THIELE et al. 2000), b) ein hangover Gen, das fiir ein
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Zinkfingerprotein kodiert und wichtig fiir die Toleranzentwicklung in Drosophila ist (SCHOLZ
et al. 2005) sowie c) das Gen fiir ein Neuropeptid des zyklischen Adenosin-Mono-Phosphat
(cAMP) Signaltransduktionsweges, das die Ethanolsensitivitdt beeinflusst (Drosophila
Mutanten amnesiac und cheapdate) (MOORE et al. 1998). Ein anderes Neuropeptid, das
Neuropeptid F, ein Homolog des S3ugetier Neuropeptids Y und der dazugehorige Rezeptor
sind wichtig fiir die Entwicklung von Ethanolsensitivitat (WEN et al. 2005). Die RhoGAP18B
Guanosin-Tri-Phosphatase (GTPase) ist verantwortlich fiir eine erhohte Ethanolresistenz
(ROTHENFLUH et al. 2006). Das slowpoke Gen, welches fiir einen Kaliumkanal kodiert, ist
notwendig fiir die Entwicklung einer schnellen Ethanoltoleranz (COWMEADOW et al. 2006;
COWMEADOW et al. 2005).

Eine Mutante im homer Gen zeigt eine erhohte Sensitivitdt und das Fehlen einer schnellen
Toleranzentwicklung. Das homer Gen in Drosophila ist homolog zu den homerl Genen
in S3ugetieren. Postuliert wird, dass es verantwortlich fiir die Regulation und Erhaltung
synaptischer Strukturen und/oder synaptischer Plastizitdt ist (URIZAR et al. 2007).

Drei weitere Gene die mit Ethanolsensitivitat in Verbindung gebracht werden, sind rutabaga,
ein Gen das fiir eine calmodulinabhingige Adenylatzyklase kodiert (CHO et al. 2004),
fasciclin 1l (fasll), ein Rezeptor fiir axonale Migration und Zelladhdsion (CHENG et al.
2001) sowie das Gen, welches fiir den GABA-B Rezeptor kodiert (DZITOYEVA et al. 2003).

Des Weiteren wurden Microarrays mit Drosophila RNA nach akuter Ethanolgabe durch-
gefiihrt, um verdnderte Transkriptionsraten festzustellen. Verdnderte Transkriptionsraten
wurden festgestellt fiir Gene, die wichtig sind fiir den Geruchssinn, z. B. lush, das ein
Duftbindungsprotein kodiert und Gene die fiir Enzyme von Signalkaskaden kodieren, wie
Proteinkinase C, und Transkriptionsregulatoren (caput, aly und drop) (MOROZOVA et al.
2006).

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob Gene des serotonergen Systems in Drosophila ebenfalls
die Ethanolsensitivitdt und Toleranz beeinflussen und ob Homologien zu Vertebratengenen
bestehen. Deshalb soll im Folgenden das serotonerge System von Drosophila naher beschrie-

ben werden.

19



1.5. Das serotonerge System in Drosophila melanogaster

Serotonin ist phylogenetisch ein alter Neurotransmitter und findet sich auch bei Invertebraten
(VALLES und WHITE 1988). Allgemein gibt es in Vertebraten (mehrere 100.000), sowie
in Drosophila (ca. 100) eine relativ kleine Anzahl an serotonergen Zellkdrper im Vergleich
zu der Gesamtzahl der Neurone (NESTLER et al. 2001; VALLES und WHITE 1988). Die
serotonergen Neurone in Drosophila entwickeln sich wahrend der Embryogenese. Dabei
spielen Transkriptionsfaktoren, die durch die Gene eagle, huckebein und engrailed kodiert
werden, eine Rolle. Vermutet wird, dass eagle und huckebein gemeinsam agieren und
verantwortlich fiir die Zelldifferenzierung von Neuroblasten 7-3 in serotonergen Zellen sind,
wahrend engrailed die eagle Expression aktiviert (LUNDELL und HIRSH 1998, LUNDELL
et al. 1996; BOSSING et al. 1996). Ein weiterer wichtiger Schritt wird eingeleitet, wenn
sich erste axonale Fortsidtze bilden und {iber die Mittellinie wandern. Dann interagieren
die wegweisenden Axonmolekiile roundabout 2 und 3 (robo2/3) mit eagle und sind unter
anderem verantwortlich fiir die SHT Transporter (SERT) Expression (COUCH et al. 2004).
Erste 5SHT Immunoreaktivitat ist wahrend der Embryogenese nach 16-18 h zu sehen. In
Drosophila Larven sind 84 serotonerge Neuronen beschrieben, die aus Zellgruppen mit 1-10
Zellen bestehen (Abb. 1.3 A)(VALLES und WHITE 1988). In Larven mit einer Mutation
im Gen der Dopamin Decarboxylase, das Enzym, welches wichtig fiir den letzten Schritt
der 5HT Synthese ist, wird keine 5SHT Immunoreaktivitdt detektiert. Trotzdem sind die
serotonergen Zellen fihig 5HT aufzunehmen (VALLES und WHITE 1990, VALLES und
WHITE 1986). Wahrend der Morphogenese bleiben die serotonergen Zellgruppen erhalten,
werden aber um strukturiert. Dazu kommen zwei neue Zellgruppen LP1/2, welche die
optischen Loben innervieren (Abb. 1.3 B). In der adulten Fliege lassen sich insgesamt 106
serotonerge Neuronen nachweisen (VALLES und WHITE 1988).

Auch wenn die serotonergen Zellen weitgehend bestimmt wurden, sind die Projektionen
dieser Zellen nur teilweise bekannt. Ein Neuron, das in die Antennalloben projiziert und in
Manduca sexta und anderen Insekten beschrieben wurde, ist das contralateral projizierende
5HT immunoreaktive deutocerebrale (CSD) Neuron. In Drosophila wird dieses Neuron SE2
genannt (DACKS et al. 2006).

Wie schon erwdhnt wird 5HT in den synaptischen Spalt ausgeschiittet und interagiert dort
mit pra- und postsynaptischen Rezeptoren. Uberschiissiges 5SHT wird von einem Transporter
wieder aufgenommen, wodurch die 5HT Signaltransduktion reguliert wird. Bei diesem

Transporter handelt es sich um den 5SHT Transporter.
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Abb. 1.3.: Schematische Darstellung von serotonergen Neuronen im larvalen (A) und adul-
ten (B) ZNS. Frontale Ansicht des larvalen ZNS (A) und des adulten ZNS (B). Seroto-
nerge Neurone sind in unterschiedlich groen Zellgruppen angeordnet. SP und SE (supra-
und subdsophageale Ganglien), LP und IP (laterales und inferiores mediales Protocere-
brum), T und A (thorakale und abdominale Segmente), PR und MS und MT (Pro- und
Meso- und Metathorax) (verdndert nach VALLES und WHITE 1988).
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1.6. Der Serotonin Transporter: Aufbau und Funktion

Der Serotonin Transporter (SERT) ist verantwortlich fiir die Wiederaufnahme von 5HT aus
dem synaptischen Spalt und das sert Gen gilt als Kandidatengen fiir Alkoholabhangigkeit
(GORWOOD et al. 2000; HINCKERS et al. 2006). Eingeordnet wird der SERT in die
Na+/Cl- Symporter Superfamilie. Aufgebaut ist der SERT aus 12 Transmembran Domanen
mit sechs extrazelluldren und fiinf intrazelluldren Schleifen. An der extrazelluldren Schleife
zwischen TMD drei und vier befinden sich N-Glykosylierungsstellen. AuBerdem wurden
putative Phosphorylierungsstellen gefunden (LESCH et al. 1993; DEMCHYSHYN et al.
1994). Lokalisiert ist der SERT in der prasynaptischen Membran, wobei das N- und das
C-Terminale Ende im Zytoplasma lokalisiert sind (BLAKELY et al. 1991; HOFFMAN et al.
1991).

SERT wird als Glykoprotein synthetisiert und tritt in unterschiedlich glykosylierten Zu-
standen auf. Die N-Glykosylierung scheint nicht fiir Substraterkennung oder -affinitat
wichtig zu sein, sondern fiir die Integration und Stabilitit in der Zellmembran (TATE und
BLAKELY 1994). Mit Substrat- sowie Antagonistenbindung wird die erste Transmembran
Doméne assoziiert (TMD1) (rote AS, Abb. 1.4) (BARKER et al. 1998; ADKINS et al. 2001).

Die Funktion des Siugetier SERT ist von der 5HT Signalstarke abhangig. Zwei Arten des
Transportes sind moglich, einmal funktioniert der SERT als Transporter und einmal als
Kanal. Entsprechend kann der Transporter 5SHT Molekiile einzeln in die Zelle beférdern
oder ca. 500 5HT Molekiile werden auf einmal transportiert via lonenkanal (ADAMS und
DEFELICE 2003; GALLI et al. 1997). Postuliert wird, dass der humane SERT aus mehreren
Untereinheiten besteht und als Dimer oder Tetramer vorliegt (JUST et al. 2004; FELICE
und ADAMS 2001; KiLiC und RUDNICK 2000; CHANG et al. 1998).

Die Genexpression des humanen SERT (hSERT) wird unter anderem durch einen Poly-
morphismus oberhalb des Transkriptionsstarts reguliert, der nur in Menschen und hoher
entwickelten Affen vorkommt. Die Lingenvariation eines repetitiven Elements mit 14 bzw.
16 Elementen beeinflusst die Aktivitat des hRSERT Promotors. Dabei wird das S (short) Allel
mit einer reduzierten Expression und Funktion des humanen SERT assoziiert (MORTENSEN
et al. 1999; GREENBERG et al. 1999; LITTLE et al. 1998). Die reduzierte hSERT Aktivitt
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Abb. 1.4.: Strukturdiagramm des Serotonin Transporters. Das Strukturdiagramm zeigt die Ami-

nosduresequenz (AS) und die Transmembran Doméanen (TMD) eines SERT, wobei jeder
Buchstabe fiir eine bestimmte AS steht und jede Nummer fiir eine TMD. N- und C-
terminales Ende sind ebenfalls mit Buchstaben gekennzeichnet und befinden sich im Zy-
toplasma. Die Struktur des SERT wurde abgeglichen mit einer durch hohe Auflésung
erreichten Struktur des LeuT Transporters von Aquifex aeolicus, einem bakteriellen Ho-
molog des Vertebraten SERT. Die schattierten Regionen stehen fiir Aminosauren, die
wenn mutiert zu Cystein, oder Lysin Reaktivitdit mit hydrophilen Substanzen zeigten.
Glykolisiert wird der Transporter an der extrazelluldren Schleife zwischen TMD drei und

vier (verdndert nach RUDNICK 2006).
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der S Variante des Polymorphismus wird mit Angststérungen und Depression sowie mit
Alkoholabhangigkeit in Zusammenhang gebracht (LESCH et al. 1996). Die meisten Studien
konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen der SS Variante des hSERT und Alko-
holabhangigkeit feststellen (GELERNTER et al. 1997; ISHIGURO et al. 1999; GORWOOD
et al. 2000). Dennoch wurde gezeigt, dass die S Variante des SERT Polymorphismus mit
einer erhohten Ethanoltoleranz korreliert und das eine erhohte Ethanoltoleranz zu einer
Alkoholabhangigkeit fithren kann (TUERKER et al. 1998). Eine andere Studie, in der Sohne
von Alkoholikern untersucht wurden, unterstiitzt die Annahme, dass eine erhohte Alkohol-

toleranz ein Risikofaktor fiir die Entstehung einer Alkoholabhangigkeit ist (SCHUCKIT 1998).

Die chronische Inhibition des SERT wurde im Tiermodell ndher untersucht. SERT defiziente
Mause trinken im Vergleich zu wildtypischen Mausen weniger Alkohol (KELAI et al.
2003). Gibt man Menschen mit Alkoholabhingigkeit SERT Inhibitoren (SSRIs) wird der
Alkoholkonsum in den meisten Fillen kurzfristig reduziert (NARANJO et al. 1990, NARANJO
und BREMNER 1994; LEJOYEUX 1996).

Der SERT in Drosophila (dSERT) ist ebenfalls ein Na+/Cl-abhdngiger Transporter, der
hohe Affinitdt und Substratspezifitdt fir SHT zeigt (COREY et al. 1994). Die transkribierte
Sequenz des dsert Gens ist 3.1 kb lang und das Protein besteht aus 622 Aminosduren.
Lokalisiert ist das dsert Gen auf Position 60C auf dem rechten Arm des zweiten Chromosoms
(Demchyshyn et al., 1994). Mit dem humanen SERT (hSERT) besteht eine Homologie
von ca. 50% (DEMCHYSHYN et al. 1994; COREY et al. 1994). Der dSERT ist sensitiver
gegeniiber Kokain, aber weniger sensitiv gegeniiber Antidepressiva als der hNSERT (COREY
et al. 1994). Die pharmakologischen Eigenschaften &dhneln daher eher dem Dopamin
Transporter (DAT) und Norepinephrin Transporter (NET) der Siugetiere (COREY et al.
1994).

Obwohl der dSERT in geringerer Dichte auf der Zelloberfliche exprimiert wird als der
hSERT, ist der 5SHT Transport ins Zellinnere doppelt so schnell (RODRIGUEZ et al. 2003),
wobei der Drosophila SERT spannungsabhangig 5HT {iber einen SERT lonenkanal aufnimmt
(PETERSEN und DEFELICE 1999).

Der dSERT kann mit Psychopharmaka sowie gentechnisch manipuliert werden. Um
Expression speziell in serotonergen Zellen zu erreichen, wurden verschiedene sert-GAL4
Linien hergestellt (Abb. 1.5). Dafiir wurden unterschiedlich lange Promotorfragmente des
dsert Gens in einen GAL4 Vektor kloniert (HERB 2005). Die sert-GAL4 Linien wurden

mit wvas-mCD8gfp transgenen Fliegen verkreuzt, um die Expression dieser Linien zu
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Abb. 1.5.: Verwendete Promotorfragmente der drei verschiedenen sert-GAL4 Linien. Um moglichst
viele serotonerge Neuronen anzusprechen wurden sert-GAL4 Treiberlinien mit drei ver-
schieden groRen Promotorfragmenten hergestellt (Funk 2003; HERB 2005). Die Lange der
Promotorfragmente betrigt 2,3kb, 4,6kb und 7,2kb. Wahrend die sert1-GAL4 und sert3-
GAL4 Linien mit 2,3 kb und 7,2 kb nur 1-2 vereinzelte, einseitige Neurone zeigen (Daten
nicht aufgefiihrt), exprimiert die sert1+2-GAL4 Linie mit dem 4,6 kb Promotorfragment

in ca. 46% der serotonergen Neuronen.

untersuchen. Die sertl-GAL4 sowie die sert3-GAL4 Linie mit dem 2,3 kb bzw. 7,2 kb
grollem Promotorfragment zeigen wenig oder keine Farbung, dass heilt manchmal waren ein-

zelne Neurone einseitig in der Larve bzw. im adulten Gehirn an gefarbt (Daten nicht gezeigt).

Hier konnte gezeigt werden, dass die sert1+2-GAL4 Linie mit dem 4,6 kb Promotorfrag-
ment Farbung in ca. 46% der serotonergen Neurone zeigt (sieche Ergebnisteil 3.2). Diese
sert]1+2-GAL4 Linie konnte fiir die genetische Manipulation der 5HT Signaltransduktion
eingesetzt werden. Eine andere viel versprechende GAL4 Linie enthilt das Promotorfragment

eines 5HT Rezeptors.

1.7. Der Serotonin Rezeptor 1b: Aufbau und Funktion

Die Signaltransduktion von 5HT erfolgt mit der Bindung von Serotonin an 5HT-Rezeptoren.
Serotonin Rezeptoren unterscheiden sich durch ihre Lokalisation, Signalweiterleitung und
pharmakologischen Eigenschaften voneinander. Bis heute sind sieben Untergruppen von
5HT Rezeptoren in S3ugetieren, mit insgesamt 14 5HT-Rezeptoren (5HT1a, b, d, e, f;
5HT2a, b, ¢; 5HT3; 5HT4; 5HT5a, b; 5SHT6; 5HT7) bekannt. Die 5HT Rezeptoren sind in
unterschiedlichen Regionen im Gehirn verteilt. Die meisten Rezeptoren sind postsynaptisch
lokalisiert und wirken entweder depolarisierend (5HT2a, 5HT2c, 5HT3, 5HT4) oder
hyperpolarisierend (5HT1a). Einige 5HT Rezeptor Subtypen sitzen auch auf serotonergen
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Abb. 1.6.: Schematische Darstellung eines biogenen Aminrezeptors. Der Rezeptor besteht aus
sieben Transmembran Doménen (gelbe Zylinder), die iiber drei extrazelluldren Schleifen
(EL) und drei bis vier intrazelluldren Schleifen (IL) verbunden sind. Der extrazelluldre
N-Terminus (NH2) wird oft glykosiliert. Der C-Terminus (COOH) liegt im Zytoplasma
(verdndert nach BLENAU und BAUMANN 2001).

Neuronen, wo sie als Autorezeptoren fungieren (5HT1a, 5HT1b und evtl. 5HT1d). Andere
5HT Rezeptoren sitzen auf Nervenendigungen von nicht serotonergen Neuronen, wo sie
wahrscheinlich die Neurotransmitterausschiittung regulieren (5-HT1b, d; 5HT2a, ¢; 5HT3;
5HT4)(Ubersicht, BARNES und SHARP 1999).

In Vertebraten sind die 14 verschiedenen 5SHT-Rezeptoren fast alle mit G-Proteinen gekoppelt
und gehdren somit zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs)(BRODY
und CRAVCHIK 2000). Diese Rezeptoren besitzen sieben Transmembran Doméanen und
werden der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptorfamilie zugeordnet (Abb. 1.6). Nur der 5HT3-
Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter lonenkanal (MARICQ et al. 1991). AuRerdem wurde
gezeigt, dass einige 5SHT Rezeptor Subtypen postsynaptische Effekte auslosen, die iiber die
einfache Neurotransmitterausschiittung hinausgehen. Dabei werden Kaskaden wichtig fiir

intrazelluldre Ablaufe in Gang gesetzt, die zu einer veranderten Genexpression fiihren kdnnen
(5HT2a, evtl. 5HT2c, 5HT4, 5-HT6)(Ubersicht, BARNES und SHARP 1999).

Einige dieser 5SHT Rezeptoren werden mit Alkoholabhdngigkeit assoziiert. Dabei handelt es
sich um die Rezeptoren: 5HT1b, 5HT2, 5HT3 und 5HT4. Antagonisten dieser Rezeptoren
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Abb. 1.7.: Promotorfragment der 5htr1b-GAL4 Linie. Zur Herstellung einer serotonergen GAL4
Treiberlinie wurde ein Promotorfragment des 5htrl1b Gens in den GAL4 Vektor kloniert
und transgene Fliegen hergestellt (HERB 2005). Die Linge des Promotorfragmentes be-
tragt 3,1 kb.

reduzieren die Ethanolaufnahme (FADDA et al. 1991; PANOCKA et al. 1995; ROBERTS
et al. 1998; TOMKINS und O’NEILL 2000). In klinischen Studien konnten Antagonisten von
5HT3 Rezeptoren effektiv das Risiko eines Riickfalls in die Alkoholabhangigkeit reduzieren
(JOHNSON et al. 2000).

In Drosophila sind vier 5SHT Rezeptoren bekannt, 5HT 4,1, 5HT1la (5HT4m02.), 5HT1b
(5HT 4r025), BHT2 und 5HT7. Diese Rezeptoren gehdren alle zu den GPCRs und wirken
inhibierend (BRODY und CRAVCHIK 2000). Die Drosophila 5HT1a und 5SHT1b Rezeptoren
sind beide homolog zu dem 5HT1a Rezeptor in Vertebraten. Dabei hat der 5HT 1b-Rezeptor
ca. 40% Sequenzhomologie mit dem 5HT1a Rezeptor der Vertebraten (YUAN et al. 2005).
In Drosophila wird dieser Rezeptor (SHT1b) in clock Neuronen exprimiert und ist wichtig fiir
die zirkadiane Rhythmik. Fliegen, die reduzierte Mengen an 5HT1a Rezeptoren aufweisen,
zeigen reduzierte Schlafzeiten. Dies ist jedoch nicht der Fall, wenn die Rezeptoren 5HT1b
und 5HT2 reduziert sind (YUAN et al. 2006).

In Vertebraten fungiert der 5HT 1a Rezeptor als somatodentritischer Autorezeptor (NESTLER
et al. 2001). Promotorfragmente dieses Gens sollten demnach die Expression von Trangenen
in 5HT positiven Neuronen ermdglichen. Aus diesem Grund wurde eine GAL4 Linie mit dem
Promotorfragment des 5SHT1b Rezeptors hergestellt (HERB 2005) (Abb. 1.7).

Die vorliegende Arbeit untersucht die Neuroanatomie sowie die Funktionalitdt dieser
5htr1b-GAL4 Linie.
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1.8. Die Fragestellung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob veranderte 5BHT Konzentrationen bzw. eine
veranderte SHT Signaltransduktion die Ethanoltoleranz und/oder Ethanolsensitivitit in

Drosophila melanogaster verandert.

5HT Konzentrationen werden gentechnisch wahrend und pharmakologisch nach Abschluss
der Entwicklung in Drosophila verandert. Mit Hilfe von Psychopharmaka kénnen 5HT Kon-
zentrationen kurzzeitig hoch bzw. herunter reguliert werden. Um dies zu erreichen wurde
eine 5HT Vorstufe und ein 5HT Syntheseinhibitor gefiittert. Aulerdem wurde durch Fiittern
eines SERT Inhibitors die 5HT Wiederaufnahme in die Prasynapse verhindert. Nach Gabe der
verschiedenen Psychopharmaka wurden die 5SHT Konzentrationen in den Képfen der Fliegen
gemessen.

Des Weiteren wurde der dSERT eingesetzt, um die 5HT Signaltransduktion gentechnisch
zu manipulieren. Im Vorfeld wurde deshalb untersucht, wo der dSERT im Drosophila Gehirn
exprimiert wird und ob der dSERT mit serotonergen Neuronen kolokalisiert. Die folgenden
Werkzeuge wurden dafiir hergestellt: ein dSERT Antikorper, ein uas-sert Konstrukt, das er-
moglicht den dSERT in Drosophila ektopisch zu exprimieren, und ein dominant negatives
uas-sert Konstrukt, das fiir einen inaktiven dSERT kodiert. Um die Expression der hier be-
schriebenen dSERT Konstrukte verfolgen zu kénnen, wurde das gfp Gen im Vorfeld in den
UAS-Vektor kloniert. Die Uberexpression des wildtypischen dSERTSs sollte zu einer reduzierten
5HT Signaltransduktion fiihren, da 5HT vermehrt aus dem synaptischen Spalt aufgenommen
wird. Im Gegensatz dazu, sollte die Uberexpression eines inaktiven dSERTs eine verlinger-
te 5HT Signaltransduktion bewirken. Die 5HT Konzentration in den Képfen dieser Fliegen
wurde gemessen und die mit Pharmaka gefiitterten sowie gentechnisch verdnderten Fliegen
wurden auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz getestet. Zusatzlich wurden zwei putativ seroto-
nerge GAL4 Linien neuroanatomisch untersucht. Des Weiteren wurde die Neurotransmission
von GAL4 exprimierenden Neuronen inhibiert und die Fliegen wurden ebenfalls auf etha-
nolinduziertes Verhalten untersucht. Mit dieser Vielzahl an genetischen Werkzeugen und der
pharmakologischen Behandlung sollten serotonerge Netzwerke identifiziert werden, die in eine

Ethanolantwort involviert sein kdnnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und das Verbrauchsmaterial wurden bei folgenden Firmen bezo-
gen Roth, AppliChem, Sigma, Serva, GibcoBRL, BIOzym, Merck, Eppendorf, Greiner, Kodak,
Schleicher-Schiill, American National Can, Peqglab, Voltaleff.

2.1.2. Enzyme

Alle Enzyme wurden nach Herstellerangaben verwendet.

Enzyme folgender Firmen wurden verwendet:
Fermentas (MBI), New England Biolabs (NEB), Roche, Sigma.

2.1.3. Antikorper

5HT(monoclonal) a-mouse 1:200 Chemicon
5HT (polyklonal) a-rat 1:100 Chemicon
5HT (polyklonal) a-rabbit 1:1000 Jacksonlmmuno
GFP (polyclonal) a-mouse 1:200 Invitrogen
TH (polyklonal) a-rabbit 1:1000 Neckameyer
Alexa488 Fluor® -Goat a-mouse 1:200 Invitrogen
Alexa488 Fluor® -Goat a-rabbit 1:200 Invitrogen
Alexa488 Fluor® -Goat a-rat 1:100 Invitrogen
Cy™3-Goat a-rabbit 1:200 Dianova
Cy™3-Goat a-mouse 1:200 Invitrogen
HRP-Conjugate a-rabbit 1:200 Sigma

2.1.4. Primer, Nukleotide, Sequenzierungen

Pimer fiir SERT Antikorper Fragment:
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17
T3

5° TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3” Invitrogen
57 CAA TTA ACC CTC ACT AAA G-3” Invitrogen

Es ist die Position des 5'-Endes relativ zum Translationsstartpunkt angegeben.

P5HTT500sense
P5HTT500anti

5" AAA GAA TTC AAA TGG ACC GCA GCG GG 3

5 TTT CTC GAG CTC CGC CTT CTG TCC 3’

Linker Primer fiir uas-sertPN:

Xbal sense
Xbal anti

5" CTG GGC CAG TTC TAT TCT AGA GGT TGC CTC AGC 3
5" GCT GAG GCA ACC TCT AGA ATA GAA CTG GCC CAG 3’

Kartierung lokale Insertion im dSERT nach P-Element Mutagenese:

PCRl1sense
PCR1lanti

PCR2sense
PCR2anti

PCR3sense
PCR3anti

PCR4sense
PCR4anti

Invers Primer

dNTPs und Primer:

Sequenzierung

5 TTT TCC TTG ATT GAG ATG ATT TTA 3
5" TGT GAA GTG GAG GAC TAG TTA CAT 3

5 TGC TTG GAG TCT GTC AAT CG 3’
5" CCA TGT AGA ACA GGG GCA GT 3’

5" GCA GAT TTC GCT TTT TCT GG 3’
5" ACG TAG GTC ATC GTG GGA AG 3

5" ACA TGG CCT ACG TCC AAAAG 3
5" GAA TAA GGA TAG CAA GGA TAA GGA 3’

5" GAC GGG ACC ACC TTATGT TAT T 3’

Metabion

80 ng/ul template DNA (in 10 ul ddH,0)
+ 5 pmol/ul Primer (4 ul) Agowa
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(+4586)

(4+9582)
(+7832)

(+6200)
(+4460)

(+5095)
(+1927)

(+2223)
(-436)

(+4432)
(+4399)



2.1.5. Vektoren

pBlueskript Il KS (+/-)

RE 10485 (pFLCI4+dSERT)
pCRII®-TOPO®-Vektor
pUAST-Vektor
pUASTGFP-Vektor
pGEX-Vektor

2.1.6. Bakterienstamme

E.coli XL1-blue
E. coli BL21

Stratagene

Berkeley Drosophila Genome Project
Invitrogen

Brand and Perrimon, 1993
Nieratschka, 2004

GE Healthcare Life Science

Stratagen

Novagen

2.1.7. Drosophila melanogaster Stamme

W1118

Cyo/sp, TM2/TM6
th-GAL4

appl-GAL4/Cyo

uas-tnt
P(lacW)Mov34K08003 /CyO
P(EPgy2)CG30164EY08306
uas-mCD8-gfp

ddc-GAL4

hypomorph dsert55
Canton S

Lindsley & Zimm

Klambt

Friggi-Grelin et al., 2003

Gunawardena and Goldstein, 2001
Sweeney et al., 1995

Bier et al., 1989; Bloomington (12203)
Bellen et al., 2004; Bloomington (17450)
Lee und Luo, 1999

Li et al., 2000 (2. Chromosom)

Hirsh, 2006
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2.1.8. Drosophila Aufzucht und Haltung

Standardmedium Drosophila

212 g Maismehl

750 ml Wasser aufkochen ii. N. quellen lassen
40 ml Zuckersirup

40 ml Malz

Aufkochen

18,5 g Trockenhefe

7,0 g Agar

10 g Sojamehl

in 150 ml Wasser 16sen und in kochenden Brei riihren
Abkiihlen auf 80°C

Fungizid (Methyl-4-hydroxybenzoat) 100g auf 40 |
Brei ca. 2 cm hoch in PlexiglasgefaRe fiillen

Lagerung bei 4°C

Haltungsbedingungen Drosophila

Die Drosophila Stamme wurden in PlexiglasgefdBen auf Standardmedium (siehe 2.1.8) und
definierten Licht-Dunkel-Zyklus von 17 h Licht und 9 h Dunkelheit bei 18°C, bzw. bei 25°C
gehalten.

2.1.9. Puffer und Lésungen

Plasmid-Miniprdparationen

GTE-Puffer 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

steril filtrieren
Alkalischer Lyse-Puffer 0,2 N NaOH

1% SDS

vor Gebrauch frisch ansetzen
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Kaliumacetatlosung

TE

Isolation genomischer DNA

Homogenisierungspuffer

Antikorperfarbungen

Drosophila Ringer

PBS (1x)

PBT

5 M KAc mit 5 M Eisessig auf pH 4,8 einstellen

100 mM Tris/HCl pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0
ad 1|1 H,O, pH 8,0

100 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM EDTA
0,5% SDS

46 mM NaCl
182 mM KCl

3 mM CaCl,

10 mM Tris HCI
pH 7,2

137 mM NaCl

10,14 mM Na,HPO,
1,76 mM KH,PO,
2,68 mM KCl

pH 7,2

0,5% Triton X-100 in PBS
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Puffer und Lésungen fiir Westernblot

Laemmli Puffer 2x 125 mM Tris pH 6,8
6% Glycerol
2% SDS
0,025% Bromphenolblau
5% (3-Mercaptoethanol

SDS Laufpuffer (1I, 5x) 0,025 M Tris
0,192 M Glycine
0,1% SDS
ad dH,0 auf 1|
pH 8,9

Western Transferpuffer 25 mM Tris
150 mM Glycine
10% Methanol
dH,O

TBST (10 x) 100 mM Tris
1,5 M NaCl
0,5% Tween-20
dH,O
pH 7,6
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Losungen fiir die Herstellung von hitzekompetenten Zellen

RF1 100 mM RbCl
50 mM MnCl,
30 mM KOAc
10 mM CaCl,
15% Glycerin
pH 5,8

steril filtrieren

RF2 10 mM Mops
10mM RbCl
75 mM CaCl,
15% Glycerin
pH 6,8

steril filtrieren

Sonstige Puffer und Lésungen

TBE (10x) 500 mM Tris/HCI pH 8,0
500 mM Borsaure H3BO3
25 mM EDTA pH 8,0

Beladungspuffer (6x) 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Glycerol
1% SDS

Injektionspuffer 5 mM KCI
80,95 mM Na,HPO,
19,05 mM NaH,POq4
pH 7,5
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Stammldsungen in ddH,0O gelost

Ampizillin 50 mg/ml
Ethidiumbromid 1 mg/ml
RNase A 10 mg/ml

2.1.10. Medien und Platten

LB-Medium 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1% NaCl
ddH,O
pH 7,5
autoklavieren
Ampizillin (Endkonz. 50ug/ml)

Agarplatten LB-Medium
1,5% Agar zugeben,
Autoklavieren
Abkiihlen, ca. 50°C
Platten gieRen

SOC 2% Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
Autoklavieren
Glucose (20 mM Endkonz.) steril filtriert

Apfelsaftplatten 3% Agar in H,O aufkochen
3 M Saccharose in Apfelsaft 16sen
Kalten Apfelsaft mit Saccharose in heifen Agar
Platten gielen
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2.2. Methoden

2.2.1. DNA Isolierung und Klonierung

Folgende Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet:

QIAGEN® Plasmid Midi Kit QIAGEN
QIAEX®II Gel Extraction Kit QIAGEN
QIAgen Plasmid Mega Kit QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
NucleoBond® PC 100 Macherey-Nagel
TOPO TA Cloning® Invitrogen

2.2.2. Plasmid-DNA Minipraparation

(Birnboim und Doly, 1979)

2,5 ml einer Ubernachkultur mit transformierten E. coli XL1 blue 20 sec bei 13.000

rpm zentrifugieren

- Bakterienpellet in 100 pl GTE-Puffer resuspendieren (vortexen)
- 200 pl alkalischer SDS-Losung zugeben, vortexen

- 5 min auf Eis inkubieren

- 150 pl Kaliumacetatldsung zugeben, vortexen

- 2 min abzentrifugieren bei 13.000 rpm

- Uberstand in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefaR iibertragen

- EtOH 100% (ca. 1 ml) dazugeben, Reaktionsgefdss invertieren
- 10 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugieren

- Pellet mit 500 ul EtOH 70% waschen

- Pellet in 50 ml TE I3sen

1 ul RNAse A (10 mg / ml) zugeben
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2.2.3. Fillung von DNA

Isopropanolfillung

+ 1 Vol. Isopropanol

30 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

Uberstand abgieRen

Pellet + 250 ul EtOH 70%

10 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

Ethanolfillung fiir die Keimbahntransformation

- ad ddH,0 auf 100 ul

- 4+ 30 ul 3M NaOAc

- + 750 ul EtOH 100%

- mind. 10 min bei -80°C

- 1h bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren

- Pellet mit 400 ul EtOH 70% waschen

- 10 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren

- Pellet trocknen

+ 50 pl Injektionspuffer, vortexen

2.2.4. Restriktionsverdau
- 1 ug DNA
- 2 pl Puffer (10x)

- 5 u Restriktionsenzym
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- ad ddH,0 auf 20 pl

- 2h bei 37°C

2.2.5. Préaparativer Verdau

Zur lIsolation ausreichender Mengen DNA fiir Klonierungen, wird ein praparativer Verdau

des puas-gfp-Vektors und der zu klonierenden Fragmente im pBII-KS-Vektor durchgefiihrt.

pBII-KS-Vektor mit dSERT Fargment in Bakterien vermehren und DNA extrahieren

- pBII-KS-Vektor mit dSERT Fargment verdauen mit Asp718 und Notl
- 10 pug dSERT Fragment

- 3 ug pUASTGFP-Vektor

- 4 ul 10x Puffer fiir Asp718

- 10 u Asp718

- ad ddH,0 auf 40 ul Endvolumen
- 2h bei 37°C

- Nachlegen von 5u Asp718

- 2h bei 37°C inkubieren

- Isopropanolféllung (siehe 2.5.3)
- Pellet lufttrocknen

- in 35 ul ddH20 I6sen

- 4 pl 10x Puffer fiir Notl

- 10 u Notl

- 40 pl Endvolumen

- 2h bei 37°C

- Nachlegen von 5u Notl

- 2h bei 37°C inkubieren
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2.2.6. Transformation von hitzekompetenten Zellen

2 pl der Ligation zu 200 pul Zellen

30 min auf Eis

90 sec bei 42°C

3 min auf Eis

200 pl LB Medium (RT) dazugeben

Ausplattieren auf LB-Platten mit Ampizillin

u.N. bei 37°C

Picken der Zellkulturen fiir Plasmid DNA Isolation

2.2.7. Keimbahntransformation
- 24 g Konstrukt DNA
- + 8 ug Helferplasmid pUCHst1A2-3
- Ethanolféllung (siehe 2.2.3)
- Pellet in 50 ul Injektionspuffer 16sen
- Eiablage synchronisieren, d.h. immer nach 25 min die Embryonen absammeln

- Aufreihen in gleicher Orientierung und aufkleben auf mit Heptankleber beschichtete
Objekttrager

- Trocknen 25 min und mit Voltaleff 10S Ol iiberschichten

- Injizieren im Stadium des syncytialen Blastoderms am posterioren Pol

- Embryos in Feuchtkammern auf 18°C halten

- Larven sammeln und in ein Glas mit Futtermedium setzen

- Fliegen mit w''!® Fliegen riickkreuzen

- Nachkommen der F1 Generation nach Augenfarbenmarker white selektieren

- Etablierung transgener Stimme und Bestimmung des Insertionsortes des Transgens mit

Hilfe von Doppelbalancerstock
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2.2.8. Klonierungsstrategie zur Herstellung eines uasgfp-sert Konstruktes

Die cDNA von CG4545 (dsert) wurde zuerst in einen pBIl-KS+-Vektor kloniert, um auch

im weiteren Verlaufe dieser Arbeit besser mit der cDNA CG4545 arbeiten zu kdnnen.

- Ausschneiden der cDNA von CG4545 (3 kb) mit Asp718 und Notl aus dem RE10485
Klon, der aus der cDNA von CG4545 und dem pFLCI-Vektor (3 kb) besteht

- Gleichzeitig den pFLCI-Vektor (3 kb) schneiden mit Restriktionsenzym Xmnl, um un-
terschiedlich groe Fragmente im Gel zu bekommen, d.h. ein 3kb Fragment fiir die
cDNA des CG4545 Gens, sowie zwei kleinere Fragmente (1 kb und 2 kb) des pFLCI
Vektors

- Gelextraktion des CG4545 cDNA Fragmentes

- Ligation des verdauten CG4545 cDNA Fragmentes mit dem bereits mit Asp718/Notl
verdauten pBII-KS-+-Vektor

- pBII-KS+-Vektor mit CG4545 cDNA transformieren in XL1blue Bakterien
- Vermehrung von Plasmiden in Bakterien
- Extraktion der Plasmid DNA

- Restriktionsverdau dSERT DNA mit Asp718/Notl und Ligation in mit Asp718/Notl
verdauten puasgfp-Vektor

- Sequenzierung des Konstruktes, um dessen Richtigkeit zu {iberpriifen

- Injektion des uasgfp-sert Konstrukt in w!l'® Fliegenembryos
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Abb. 2.1.:

dSERT
3 kb

Asp718 Notl

pBII-KS-Vektor
3 kb

pFLCI-Vektor pUAST-Vektor

3 kb 9 kb

Klonierungsstrategie zur Herstellung eines wvasgfp-sert Konstruktes. Zuerst wur-
de die cDNA von CG4545 mit Asp718 und Xmal aus dem pFLCl Vektor ausgeschnitten
(links) und in den pBII-KS+Vektor kloniert (Mitte). Der pBII-KS+-Vektor wird in Bak-
terien vermehrt, um anschlieBend die Plasmid DNA zu isolieren. Der dSERT wird mit
Asp718 und Notl aus dem pBII-KS+-Vektor ausgeschnitten (Mitte) und dann in den
uasgfp-Vektor kloniert (rechts).
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2.2.9. Klonierungsstrategie zur Herstellung eines uasgfp-sert?’ Konstruktes

Ein inaktiver dsert sollte hergestellt werden, um diesen in der Fliege mit Hilfe des GAL4/UAS
Systems {iberexprimieren zu kénnen. Die Verdnderung von fiinf spezifischen Aminos3uren
(AS) im Ratten SERT fiihrte zu einer Inaktivierung des Transporters (Androutsellis-Theotokis
et al., 2002). Zwei dieser AS sollten im dSERT ebenfalls ausgetauscht werden.

dSERT MDRSGSSDFAGAAATTGRSNPAPWSODDKESPFNNEDDSNEDDGDHT TPAKVTODPLAPKLANNERILVVSYTERT [lﬂc‘.m(n:l LLAVI[@FAV T VWHATFPFYI cv
hSEAT METTPLNSOKOLSACEDGEDCOENGYLOKYCPTPGDOKVESGO | SNGYSAVPSTGAGDDTAHSIPATTTTLVAELHOGERETMGXKYDIFLLSY 1|cya vOlLlGNvIWRFP I C Y
rSEAT MEVIDLNSO(HISrCIDPFnCQENGHLu:GVFIIADRA(FEOI5N<;\‘5AHPSTSAGDEASHS|PAA‘TYlleIﬂnuERE'MGlKun|KLL$\-’l YAVD‘L{G.HIM’HFPVlr,w

dSERT HGGGAFILV[PYICLFLIF LPIL]F]Y MEJL & L FHREECc L s 1WA 1 Cf AL-quv YAICLIDI YMGMY[WANT 1 | GWAV Y[YIL F AS|F T s fCPWT S[EON PWHT E G-VTSENFT
hSERT AN GG llLllP TIMA | Fadi PILIFIYMEL ALIGOYHRNGE | S IMRK I CIPI FIGIAYATCTTAFYIASYYINT IMAWAL Y|Y|L I S|S{F TD gL PWT SiclkN SWNT GNCITNYF SEDNT T
FSEAT QN GG GAIFIL LIP YT I MA | F old]1 [PIL{F|Y ME]L A LIGQIYHAMGC 15 1WA NI ClPl1 FiidijAYA I CIIAFY TASYYINTI I AWAL YY|L | sis|L TDRIL PWT slelT N sWMT aNclTHyFAGDN I T

Abb. 2.2.: Darstellung von homologen Aminosiduren des dSERTs und des rSERTs. Die Ab-
bildung zeigt homologe AS des dSERT, hSERT und des rSERT untereinander in grauen

Kasten. Die rot unterlegten, oberen AS wurden im dsert verdndert, wobei die dritte AS

nicht homolog zu der AS im rSERT ist (rot, unten). Bei den in Drosophila veranderten
AS handelt es sich um Histidin (138), Arginin (139) und Cystein (140), die verdndert

werden in Tyrosin, Serin und Arginin.

Dabei handelt es sich um die AS Nummer 138 Histidin (H) und 140 Cystein (C). Diese
beiden AS liegen nicht genau nebeneinander, sondern im Abstand von einer AS. Xbal
schneidet iiber sechs Nukleotide hinweg. Das heillt, wenn man eine Xbal Schnittstelle in
den dSERT einbringt sind nur AS Nummer 138, sowie die Nachbar AS AS 139 verindert.
Mit Hilfe eines Linker Primers, der die Xbal Schnittstelle beinhaltet, kann auch noch ein
weiteres Codon verandert werden. Folglich wurden drei AS nebeneinander verandert. Der
Primer besteht demnach aus einer Region, die aus drei Nukleinsduren besteht und an die
das Enzym binden kann, einer Xbal Schnittstelle, drei zusatzlich veranderte Nukleinsduren
und einer Region die in frame zu diesen veranderten Nukleinsduren an den dsert bindet.
Der Reihenfolge nach handelt es sich bei den verdnderten AS um Histidin (138), Arginin
(139) und Cystein (140), die verdndert werden in Tyrosin, Serin und Arginin. Diese
Verianderung sollte dazu fiihren, dass die chemischen Eigenschaften der urspriinglichen AS
ausgeschaltet sind und damit auch die Aktivitat des dSERT. Ein sense, sowie ein anti-sense
Primer fiir die beschriebene Region wurden hergestellt. Wie in 2.5.8 beschrieben, befindet
sich der dsert in einem pBIlI-KS+-Vektor. Dieser Vektor hat rechts und links von seiner

multiple cloning site Primerbindungsstellen fiir die Primer T3 und T7. Mit Hilfe einer PCR

43



Xbal
o

H13SC1AO
dSERT
3 kb

Asp718 )ge‘l

T7
pBII-KS+/-Vektor
3 kb

Xbal

pBII-KS+/-Vektor

/=
“ 3kb
Notl H138€140
dSERT

pUAST-Vektor

9kb

T3 3 kb

pBII-KS+/-Vektor
3 kb

Abb. 2.3.: Klonierungsstrategie zur Herstellung des uasgfp-sert®™ Konstruktes. Zwei Frag-
mente des dsert (CG4545) werden mit Hilfe einer Linker PCR amplifiziert. Ein sense,
sowie ein anti-sense Primer mit einer integrierten Xbal Schnittstelle wurden dafiir herge-
stellt. Die Xbal Schnittstelle sitzt genau an der Stelle, wo die zwei Aminosiuren Histidin
und Cystein verdndert werden sollen. Da die Xbal Schnittstelle nur sechs Nukleotide in
Anspruch nimmt, miissen zusatzlich noch drei weiter Nukleotide verdndert werden. Die
zwei anderen verwendeten Primer (T3 und T7) binden im pBII-KS-Vektor und amplifi-
zieren in Kombination mit den Xbalsense und Xbalanti-sense Primern ein 2kb bzw. 1kb
groles Stiick des dsert Fragmentes (links). Diese zwei dSERT DNA Stiicke werden in
einen pBII-KS-Vektor kloniert und vermehrt (Vektor Mitte). AnschlieBend wird der wie-
der zusammen gesetzte dsert mit drei verdnderten Aminosauren in den puasgfp-Vektor
kloniert (rechts).

Reaktion mit diesen zwei Primern, konnte von dem Linker Primer ausgehend der dSERT

in beide Richtungen transkribiert werden. Dabei entstand ein 1 kb und ein 2 kb groRes Stiick.

Diese zwei Stiicke wurden beide zunichst in einen pBII-KS+-Vektor kloniert, um die
verdnderte cDNA des dsert zu vermehren. Im zweiten Schritt wird der veranderte dsert
ausgeschnitten und in den puasgfp-Vektor kloniert hinter das gfp Gen kloniert. Das heift,
GFP befindet sich nach der Translation am N-Terminus des dSERT. Die Sequenzierung des
Konstruktes bestatigte die Richtigkeit der eingebauten verdnderten dsert DNA. Daraufhin

1118

wurde das vasgfp-sert®™ dominant negative Konstrukt in w'!'® Fliegenembryos injiziert.
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2.2.10. Klonierungsstrategie zur Herstellung eines dSERT Antikérpers

Ein Antikorper sollte hergestellt werden, der spezifisch gegen den Drosophila SERT gerichtet
ist. Um einen Antikdrper herzustellen braucht man einen bakteriellen Expressionsvektor, der
es ermoglicht, dass Protein in groBem MaBstab herzustellen. Dafiir diente hier der pGEX-
Vektor. Dieser Vektor zeichnet sich durch ein /ac/ Gen, welches fiir ein LAC-Repressorprotein
kodiert aus. Dieses Repressorprotein blockiert die Transkription eines lac Operators, der
5" vor dem Glutathion-S-Transferase Gen sitzt. Solange dieser /ac Operator blockiert ist
findet keine Gentranskription statt. Erst wenn Iso-propyl-thio-galactosid (IPTG) zu der
Losung gegeben wird, bindet das LACI Repressorprotein in einem Komplex an dieses
Lactose Analogon und gibt die Promotorregion frei. Dann wird die Glutathion-S-Transferase

transkribiert, sowie die in die multiple cloning site des Vektors klonierte Gensequenz.

Ein ca. 0,3 kb groBer Abschnitt des dsert vom Start Codon der N-Terminalen Region
ausgehend wurde ausgewahlt, welcher keine Homologien mit Transportern in Drosophila und
anderen Spezies aufweist (fiir genaue Positionen siehe Primerpaar P5HTT500sense/anti
2.1.4).

Dieses Stiick wurde mit Linker PCR amplifiziert. Der eine verwendete Linker Primer
beinhaltet eine EcoRI Schnittstelle, direkt vor der Start Sequenz (ATG) des dsert und der
zweite eine Xhol Schnittstelle ca. 0,3 kb oberhalb. Die EcoRI sowie die Xhol Schnittstelle
dienten dazu, das dsert Stiick in frame in den pGEX-Vektor zu klonieren. Das dsert DNA
Stiick wurde zunichst verdaut mit EcoRl und Xhol und in den pCRII®-TOPO®-Vektor
kloniert. Mit Hilfe des pCRII®-TOPO®-Vektors konnte das dsert Stiick in E. Coli XL1 blue
Zellen vermehrt werden, um anschlieBend ausgeschnitten und in den pGEX-Vektor kloniert
zu werden.(Abb. 2.4).

AnschlieBend wurde das Fusionsprotein GST-dSERT in E. coli BL21 Zellen exprimiert. Die

Induktion dieses Proteins ist auf einem Westernblot nachweisbar (Abb. 2.5).

Das GST-Fusions Protein hat eine GroRe von 29 kD, das heift die Laufhdhe stimmt
ungefdhr. Die 500 bp des dSERTs sollten eine Gréle von ca. 17 kD haben.
Folglich ist das Fusionsprotein insgesamt ca. 46 kD grol, was ebenfalls mit der Héhe der

hier gezeigten Banden iibereinstimmt.
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Notl ' Notl
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dSERT
0,5 kb

Vervielfiltigung
dSERT

Notl Notl

dSERT
0,5 kb

pCRII-Topo-Vektor
4 kb

GST - Fusionsprotein

EcoRlI Xhol

dSERT
0,5 kb

pGST-Vektor
5 kb

Abb. 2.4.: Klonierungsstrategie zur Herstellung eines dSERT Antikorpers. Um einen dSERT
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Antikorper herzustellen wurden zuerst Linker Primer konstruiert, die zum einen eine EcoRI
Schnittstelle haben und zum anderen eine Xhol Schnittstelle. Die Restriktionsschnittstel-
len wurden gewahlt im Hinblick auf Enzyme die in der multiple cloning site des pGEX-
Vektors schneiden. Wichtig dabei ist, dass in frame kloniert wird. Mit diesen Primern
wurde ein 0,3 kb groRes dSERT Stiick via PCR amplifiziert.Der pCRI®-TOPO®-Vektor
mit dem 0,3 kb dsert Stiick, wurde in E. coli XL1 blue Zellen vermehrt und anschlielend
isoliert. Das dSERT Stiick wurde mit EcoRI und Xhol aus dem pCRII®-TOPO®-Vektor
herausgeschnitten und in den pGEX-Vektor kloniert (Abb. 2.4).
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Abb. 2.5.: Induktion des Fusionsproteins sowie des GST Proteins alleine. In Spur 1-7 ist der
Verlauf der Proteininduktion aufgetragen. Als Negativkontrolle dient Spur 1, in der das
Protein nicht induziert ist. Nach der Induktion mit IPTG werden Proben im Abstand einer
halben Stunde genommen und aufgetragen (2-5). Die letzte Probe wird zentrifugiert und
es werden Uberstand (6), sowie Pellet (7) aufgetragen. Die Induktion des Fusionsproteins
mit ca. 45 kD ist deutlich zu sehen (Spur 7, links). Genauso wie die Induktion des GST-
Proteins mit 33 kD (Spur 7, rechts).

Die Aufreinigung des Proteins erfolgte iiber Sepharose Kiigelchen. 800 ng des auf gereinigten
Proteins wurden lyophilisiert und fiir die Immunisierung eines Kaninchen an Eurogenetec

geschickt. Als negative Kontrolle wurde das Praimmunserum verwandt.

Verschiedene Bedingungen, wie Blockbedinungen, Antikdrperverdiinnungen und Homogeni-
sierungsschritte wurden getestet (Abb. 2.6). In jeder Spur ist die Proteinmengen von fiinf
Fliegenkopfe aufgetragen.

Die Fliegenkopfe wurden entweder nach 30 min Fixierung in Formaldehyd (F) homogenisiert,
oder in einem Puffer mit Triton 1% (T) (Abb. 2.6).

Nachdem die Proteine mit einem SDS-Page Gel aufgetrennt und auf eine Membran geblottet
wurden konnte diese zerschnitten und einzelne Streifen mit verschiedenen Antikorperkon-
zentrationen und Kontrollen behandelt werden. Vorher wurde die Nitrozellulosemembran
noch geblockt, damit unspezifische Bindungsstellen abgedeckt werden. Zwei Blocklésungen
wurden hier verwendet. Einmal 1% BSA (Abb 2.6 A) und zum anderen 2, 5% Milchpulver
(Abb. 2.6 B). Das 3. dSERT Antikdrperserum wurde wie folgt verdiinnt (weile Buchstaben)
A: 1:20.000: B: 1:10.000; C: 1: 5000; D: 1:1000; E: nur 2. Ak; F: Preimmunserum 1:5000;
G: Preimmunserum 1:10.000. Die blauen Striche markieren den Proteingréssen Marker, der

nur einmal (weif, links) angegeben ist. Die Blocklésung mit BSA blockt nur unzureichend.
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Viele unspezifische Banden sind zu sehen (Abb. 2.6 A). Viel besser dagegen blocken 2,5%
Milchpulver (Abb. 2.6 B). Es lasst sich keine fiir dSERT spezifische Bande nachweisen.
Erwartet wurde eine ca. 70 kD groBe Bande. Oft wurden mit dem dSERT Antikorper

dieselben Banden wie mit Preimmunserum gesehen.

A

Abb. 2.6.: Westernblot Untersuchungen mit dem 3. dSERT Antikérperserum. Verschiedene
Testbedingungen sind hier gezeigt. Pro Tasche wurde die Proteinmenge von fiinf Fliegen-
kopfen aufgetragen. Die Fliegenkopfe wurden entweder nach 30 min Fixierung in Formal-
dehyd (F) homogenisiert, oder in einem Puffer mit Triton 1% (T). Zwei Blockldsungen
wurden hier verwendet. In A 1% BSA und in B 2, 5% Milch. Der dSERT Antikorper
wurde verdiinnt (weile Buchstaben) A: 1:20.000; B: 1:10.000; C: 1: 5000; D: 1:1000; E:
nur 2. Ak; F: Preimmunserum 1:5000; G: Preimmunserum 1:10.000. Die blauen Striche
markieren den Proteingrossen Marker, der nur einmal links (weiss) angegeben ist. Die
Blockldsung mit BSA blockt nur geringfligig unspezifische Banden (A). Viel besser da-
gegen blocken 2,5% Milch. Leider ist das dSERT Antikorper Signal, falls vorhanden, so

schwach, dass es nicht mehr zu sehen ist.
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Trenngel (11,5 %-ig) SDS 0,5% 3 ml

Tris pH 8,8 1,88 M 3 ml
dngO 3,25 ml
Acrylamid 5,75 ml
APS 10% 75 pl
TEMED 12,5 4l

Sammelgel SDS 0,5% 2,4 ml
Tris 0,625 M 2,4 ml
ddH,0 5,2 ml
Acrylamid 2 ml
APS 10% 70 4l
TEMED 12 ul

Laufzeit Pro Gel 35 mA, 2-3 h

Blotten Gel auf Nitrozellulose Membran legen (Blotrichtung beachten!)

Whatmanpapier dreilagig mit TBST getrankt jeweils auf das Gel
und unter die Membran legen Pro Gel 100 mA, 1 h Proteine bis
60 kD, 2 h bis 100 kD

Blocken Milch 2,5% oder BSA 1%, ca. 1 h RT bzw. 4°C u. N.
1. Antikorper In Blocklésung 1 h RT bzw. 4°C ii. N.
2. Antikorper In Blocklésung 2 h RT

ECL Western blotting detection reagents verwendet nach Herstellerangaben (Amersham).

Film belichten 1-10min.

Film entwickeln Entwickler 1 min
H,O 1 min
Fixierer 1 min
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2.2.11. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Verwendet nach Herstellerangaben: LDN Labor Diagnostika Nord GmbH & Co

Ansetzen PBS+0,1% Ascorbinsaure

- Standards und Kontrollen verdiinnen 1:150 (z.B. 975ul Puffer+6,5ul Standard)
- 10 Fliegenkopfe in 100l PBS+ 0,1% Ascorbinsiure auf Eis

- 30 sec homogenisieren, 1:4 verdiinnen (20ul = 1/2 Kopf)

- 20ul von Standards, Kontrollen und Proben in Acetylierungsgefale

- 25ul Acetylierungspuffer dazu pipettieren

- Inkubieren 30 min auf Schiittler (600-900 rpm)

- Bradford pipetieren: Bradfordlosung 260ul+40ul Probe (1 Kopf), Standard: BSA
100ug -1000ug, ca. 10 min inkubieren, messen 595 nm

- 40 pl aus Acetylierungsgefalen auf ELISA pipettieren

- Achtung! Alle weiteren Reagenzien sollten RT haben

- 50ul Serotonin Antiserum in alle Topfe

- Kurz mischen und inkubieren ii. N. 2-8°C

- Serotonin Antiserum abschiitten, 3x mit Waschpuffer waschen, ausklopfen auf Papier
- 100ul Enzymkonjugat in alle Topfe

- Inkubieren 30 min RT auf Schiittler (400-500 rpm)

- Enzymkonjugat abschiitten und 3x waschen

- 100ul Substrat in alle Topfe

- Inkubieren 20-30 min RT auf Schiittler (400-500 rpm)

- Achtung nicht im direkten Sonnenlicht, besser etwas abdunkeln (mit Papier)

- 100ul Stoplésung und kurz schiitteln
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- Absorption messen innerhalb von 10 min mit 450 nm und Referenz Wellenlange zwi-
schen 620 nm und 650 nm

2.2.12. Antikorperfarbung von whole-mount Drosophila Képfen

- Gehirne in Ringer préparieren und in einem 0,5 ml Reaktionsgefdl mit Ringer (ca.
200ul) auf Eis aufbewahren

- Fixieren in 5% Formaldehyd in PBS fiir 30 min (Larven) oder 40 min (Adulte)
- 3 x 5 min waschen in PBT 0,5% Triton

- Blocken in PBT mit 10% NHS 1 h

- Inkubieren mit 1. Antikdrper in PBT mit 10% NHS i.N. 4°C

- 3 x 5 min waschen in PBT

- 3 x 10 min waschen in PBT

- Achtung! Alle nachfolgenden Schritte im Dunkeln

- Inkubieren mit 2. Antikdrper in PBT mit 10% NHS, 2 h bei RT3x 10 min waschen in
PBT

- 30 min waschen in 50% Glycerol / 50% PBT

- Einbetten auf Objekttrager in Vectashield

2.2.13. Gefrierschnitte

Die Gefrierschnitte von adulten, mannlichen Drosophila Kopfe wurden wie bei Buchner et al.
(1986) beschrieben angefertigt. Die Farbung erfolgte mit VECTASTAIN Peroxidase Mouse
lgG ABC-Kit (Dianova) und DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector Laboratories) nach den
Protokollangaben des Herstellers.
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2.2.14. Elektronenmikroskopie

Gefrierschnitte wurden wie in XX hergestellt, aber auf Deckglaschen aufgebracht. Im Vorfeld
wurden die Fliegenkdpfe zusatzlich zur Formaldehyfixierung noch mit 0,1% Glutaraldehyd
fixiert fiir 3h bei RT.

1. Antikorper a-dSERT Serum 1:2000
2. Antikorper a-Kanninchen-HRP 1:200

Entwasserung Gefrierschnitte in EtOH 4°C 50%, 70%, 90%
jeweils 5 min. auf Eis
2x in 100% EtOH RT je 5 min.
2x in Propylenoxid (l6st Plastik auf!!) je 5 min
Schnitte in Propylenoxid/EPON 1:1 2-4Std.
Objekttrager in EPON legen ii. N.

Einbettung Objekttrager mit Alufolie umwickeln (matte Seite nach aulen)
Deckglas mit Schnitten aus EPON, etwas abstreifen und auf Alufolie
legen (Schnitte nach oben)

Gelantine Kapsel mit frischem EPON 3 fiillen

Zettel mit Probenname etc. beschriften und in die Kapsel legen
Gelantinekapsel vollstandig fiillen

Gefiillte Gelantinekapsel auf Probe aufsetzen (Probe sollte in der Mitte
sein)

Luftblase nach oben steigen lassen

Polymerisieren lassen in Warmeschrank ca. 48 h bei 60°C

Kapseln von Alufolie 16sen

Deckglasrand der an den Seiten der Kapsel iibersteht

mit Schere abschneiden

EPON vom Deckglas abkratzen

Ca. 10 min zuriick in den Warmeschrank

In fliissigen Stickstoff legen, damit Deckglas von EPON abgesprengt
wird

Kapsel aus Stickstoff nehmen, Glas entfernen Glassplitter mit Pressluft

entfernen
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Antrimmen der Probe

Herstellung von Ultradiinnschnitten 50-70 nm
Kontrastierung Uranyl-Acetat 20 sec
Bleiacetat 20 sec

2.2.15. P-Element Mutagenese

Fir die P-Element Mutagenese wurden dir Fliegen Stocke 12203 y[1] w[67c23];
Pw[+mC]=lacWMov34[k08003]/CyO  und 17450  y[1l] w[67c23]; Pw[+m(]
y[+mDint2]=EPgy2CG30164[EY08306] verwendet.

Die Abkiirzung von Stock 12203 lautet P(lacW)Mov34 und die von Stock 17450 P(EPgy2).
Zur Herstellung einer P-Element Mutagenese wurde folgendes Kreuzungsschema angewandt
(Abb, 2.7).

7o V. P(EPgy2) + L Vot A2 — 3, ki . w~ P(EPgy2) A2-3ki
w— Cyo '+ w4+ A2 —3ki 7’ + ’ +

Y P(EPgy2) A2 -3, ki w~ Cyo TM2 w~ P(EPgy2) TM2/TM6
G 3 7

w-' o+ o+ T sp  TM6 Cyo +

Abb. 2.7.: Kreuzungsschema zur Herstellung einer P-Element Mutagenese.

Es wurden 20 groRe Glaser fiir die FO Kreuzung angesetzt. Die Parentalgeneration wurde
einmal umgesetzt. Transgene heterozygote P (EPgy2); (A2-3, ki)A-2, ki werden anhand
von Augenmarker (variierende Augen) und ki Borsten identifiziert. Diese Fliegen werden mit

einem Multi-Balancer Stamm gekreuzt (siehe Kreuzungsschema Abb. 2.7).
Fir die F1 Kreuzung wurden 40 groRe Gldser angesetzt, die ein Mal umgesetzt wur-
den. Es wurden nur Fliegen gesammelt, die eine unterschiedliche Augenfarbe im Vergleich

zur Augenfarbe der urspriinglichen P-Element Insertion hatten und den CyO Balancer trugen.

Die so entstandenen Fliegenlinien wurden mit Hilfe von PCR auf eine Insertion im dsert

Gen untersucht. Es wurden vier verschiedene Primer Paare verwendet, die die gesamte
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genomische Region des dsert Gens iiberspannen, sowie ein Primer (Pry4), der an die inver-
tierten Wiederholungen des P-Elementes bindet. Als Kontrolle fiir den Primer der an den
invertierten Wiederholungen des P-Elementes bindet diente die Linie P(lacW)Mov34. Der
inverse Primer der an die invertierten Wiederholungen des P-Kontrukts bindet konnte mit
dem nur 1,3 kb vom dsert Gen entfernten P-Element P(lacW)Mov34 auf seine Funktionali-

tat getestet werden. Als zweiter Primer wurde der antisense Primer das Paares PCR4 benutzt.

Wenn Pry4 anwesend ist und eine Bande der vier Primer Paare nicht amplifiziert wird,
und zusatzlich eine Bande mit dem inversen Primer zu sehen ist, dann kann es sich um
eine P-Elementinsertion in dieser Region handeln. Gearbeitet wurde mit homozygoten

Fliegenstocken.

2.2.16. DNA-Isolation aus Fliegen

- 50 Fliegen mittels CO2 betduben und in einem 1,5 ml Reaktionsgefal auf Eis sammeln
- Homogenisieren mit 5001 Homogenisierungspuffer in einem Glashomogenisator
- Homogenat in einem 1,5 ml Reaktionsgefall bei 70°C 30 min inkubieren

- 70 ul 8M KAc zugeben, vortexen

- 30 min auf Eis inkubieren

- 15 min bei 4°C mit 13.000 rpm zentrifugieren

- Uberstand in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefR iiberfiihren

- 200u! Phenol und 2004l Chloroform zugeben, vortexen

- 5 min bei 4°C mit 13.000 rpm zentrifugieren

- obere Phase in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefall iiberfiihren

- Isopropanol ca. 150l zugeben

- 5 min bei Raumtemperatur mit 13.000 rpm zentrifugieren

- Uberstand abnehmen

- Pellet in EtOH 70% ca. 300ul bei 4°C 10 min mit 13.000 rpm zentrifugieren
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- Pellet lufttrocknen
- Pellet 16sen in 100 ul TE

- Zugabe von 1 pl RNase A (10 mg /ml)

2.2.17. PCR

100 ng/500ng Plasmid-DNA/Genomische DNA

5 ul PCR-Puffer (10x)

5 ul MgCl2 (25 mM)

[3-5 ul DMSO brack 1 ul dNTPs (10 mM)

1 pl sense Primer (10 pmol)

1 pl anti-sense Primer (10 pmol)

(Lul invers Primer (10 pmol)

1 ul Tag-Polymerase

ad ddH,0O auf 50 ul

PCR-Programm 95°C 3 min
40 Zyklen:  95°C 1 min
56°C 1 min [mit DMSO 53°C]
72°C 4 min
72°C 10 min

15 ul des PCR-Ansatzes werden auf ein Agarosegel aufgetragen.

Agarosegel 1% TBE 100ml
Agarose 1g
Aufkochen
Abkiihlen lassen
Ethidiumbromid 6ul (1mg/ml)

Je nachdem, wie groR die DNA Fragmente sind verdndert man den Agaroseanteil. Fiir kleine

Fragmente nimmt man bis zu 2% Agarose, fiir groRe Fragmente nur 0,6% Agarose.
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2.2.18. Messung von Ethanolsensitivitit und Toleranz

Vorbereitung des Inebriometers:

- Alkoholstand iiberpriifen: Bis Strich (schwarz) auffiillen (darf nie unter blauen kommen,

Druckveranderung!)
- Auffiillen von Glasgefall mit Alkohol vor jedem Experiment
- Ethanol reinst mischen 95% (950 ml Ethanol + 50ml dH,0)
- Auffiillen Wassergefale bis zum schwarzen Strich (immer dH,O!)
- Trockensiule muss blaues Granulat haben, wenn rosa auswechseln

- Kiihlungsanlage: Rote Klammern ab! Anstellen (Knopf schwarz) Anzeige blinkt, Knopf
oben links driicken, Einstellung erscheint 20°C F2(3), Pumpe anstellen (griiner Knopf)

- Umwaélzungsanlage (Aquariumspumpe): Wassergeruch testen (vorsichtig Deckel ab-
schrauben). Wenn Alkoholgeruch, Wasser wechseln (dH,0)

- Pumpe anschalten (hinten rechts)

- Glaskolben richtig unterstellen (Striche)

- Computer:

- Blaue Box rechts neben Computer immer anlassen!
- Prog.: Dfm28

- S3ulen 1 - 4 = Monitor 1 - 4

- In Fenster Versuch eintragen unten muss 000 stehen

- Wenn minus Zeichen in unterem Feld der Anzeige erscheinen evtl. Verkabelung an

Lichtschranke unten an der Saule richten
Durchfiihrung Experiment:

- Fliegen 1 h vor Beginn des Experimentes bei RT lagern

- Vorsichtig Hauptschalter fiir den Druck aufdrehen (rot)
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Saulen fiir Mischung EtOH-H,O einstellen: ganz aufdrehen (5 I/min) wenn Maximum

nicht erreicht Druck etwas erhdhen an Druckbarometer (auf max. 0,15 bar)
Dann Séaulen herunter regulieren auf EtOH-H,0 2,5 |/min
Saulen 1 h laufen lassen und erneut EtOH-H,O Gemisch auf 2,5 |/min einstellen

Vorbereitung Messung: ca. 120 Fliegen von mittleren Glasern in Plastikspritzen mit

Schaumstoffpfropf tiberfiihren und 5 min ruhen lassen

Mittlere Glaser mit feuchtem Papiertuch um Deckel vorbereiten und beschriften mit

dem Zeitpunkt des ersten Experimentes und der Fliegenkreuzung

Spritzen oben auf Apparatur legen, Saulen &ffnen, Fliegen vorsichtig nach unten klop-

fen, Spritzen in Apparatur legen und Fliegen langsam aber ziigig hinein driicken
Computer Monitor 1 - 4 starten

In Fenster eintragen: Experimentator, Fliegenkreuzung, etc.

Zeit wird gemessen 57 min nach ca. 50 min Vorbereitung nachster Durchlauf

Die Fliegen unten aus Erlenmeyerkolben in mittlere Glaser mit feuchtem Tuch {ber-

fiihren und 4 h bei RT aufbewahren, nach zweitem Durchlauf wegschmeiBen
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3. Ergebnisse

Hohe Alkoholtoleranz korreliert mit einem erhohten Risiko fiir Alkoholabhangigkeit im
Menschen (MCBRIDE und L1 1998; TUERKER et al. 1998; FADDA und ROSSETTI 1998).
Ahnliches gilt fiir Rattenziichtungen, die freiwillig hohe Dosen Alkohol zu sich nehmen. Diese
Ratten reagieren weniger sensitiv auf Ethanol und entwickeln schneller Toleranz (BELL
et al. 2006). Bis heute sind die Mechanismen einer Toleranzentwicklung jedoch weitgehend

ungeklart.

Drosophila melanogaster ist als Modellorganismus zur Untersuchung der genetischen und
molekular genetischen Grundlage von Ethanoltoleranz geeignet (SCHOLZ et al. 2000). In
Siugetieren spielt 5HT eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von Ethanoltoleranz. Hier
soll die Rolle von 5HT bei der Entwicklung von Ethanolsensitivitdt und Toleranz mit Hilfe
von pharmakologischen und genetischen Werkzeugen in Drosophila melanogaster untersucht

werden.

Die Ergebnisse sind in drei Teile gegliedert. Im ersten Teil wird die Auswirkung von ver-
anderten 5HT Konzentrationen, die mittels Psychopharmaka oder gentechnisch manipuliert
wurden, untersucht. Im zweiten Teil werden das serotonerge und das dopaminerge Neuronen-
netzwerk, sowie zwei GAL4 Linien, mit Hilfe von histologischen Methoden charakterisiert. Im
dritten Teil wird der Versuch dokumentiert, ein P-Element in die fir den dSERT kodierende

genomische Region inserieren zu lassen.

3.1. Einfluss von veranderten 5HT Konzentrationen auf

Ethanolsensitivitat und Toleranz

Die 5HT Konzentrationen in der Fliege wurden fiir kurze Zeit mit Psychopharmaka verandert.
Langzeitveranderungen wurden mit Hilfe von gentechnischen Werkzeugen durchgefiihrt.
Die Auswirkung von verdnderten 5HT Konzentrationen auf das Korpergleichgewicht wurde
mit Hilfe des Inebriometers gemessen. Untersucht wurden die Ethanolsensitivitat und die

Ethanoltoleranz der Fliegen.
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3.1.1. Kurzfristige Veranderungen der 5SHT Konzentrationen haben keinen

Einfluss auf die Ethanolsensitivitat oder Toleranz

Zuerst wurde untersucht, welchen Einfluss eine kurzzeitige Erhéhung der 5SHT Konzentra-
tionen auf Ethanol induziertes Verhalten hat. Fiitterung von der 5SHT Synthese Vorstufe
5-Hydroxytryptophan (5HTP) oder einem 5HT Synthese Inhibitor wie p-Chlorphenylalanin
(p-CPA) konnen die 5HT Konzentrationen in der Fliege erhohen, bzw. reduzieren (YUAN
et al. 2005; BANERJEE et al. 2004; PENDLETON et al. 2002). Es konnte unter anderem
gezeigt werden, dass das Fiittern von S5HTP (4mg/ml) fiir 24 h zur Verdnderung der
zirkadianen Rhythmik fiihren kann (YUAN et al. 2005).

Die 5HT Synthesevorstufe SHTP wird geldst in einer 5%igen Saccharoselosung (Vehikel)
mit einer Konzentration von 4 mg/ml und 24 h gefiittert. In einem Vorversuch konnte
gezeigt werden, dass bereits nach 2-4 h Fliegen die mit Lebensmittelfarben angefarbte
5%tige Saccharoselosungen aufgenommen hatten. Als Kontrolle fiir die Experimente wurde
nur das Vehikel gefiittert. AnschlieBend wurden die Fliegen im Inebriometer hinsichtlich ihrer
Ethanolsensitivitdt und Toleranz untersucht. Es wurden heterozygote w'''®; appl-GAL4/+
Fliegen fiir diesen Versuch verwendet. Dieser Genotyp wurde verwendet als Kontrolle fiir die
spater aufgefiihrten Versuche, in denen gentechnisch die 5HT Konzentration manipuliert

wurde.

Mit Saccharose gefiitterte Fliegen entwickelten eine MET1 von 23 + 0,5 min. Fliegen, die
mit 4 mg/ml SHTP gefiittert wurden, entwickelten ebenfalls eine MET1 von 23 + 0,5 min,
mit dhnlichen Werten fiir 0,4 mg/ml und 0,04 mg/ml. Keine signifikante Abweichung im
Vergleich zum Vehikel war zu sehen, was bedeutet, das die Fliegen normale Sensitivitat
entwickelten. Kontrollfliegen entwickeln eine Ethanoltoleranz von 23 + 3%. Die Toleranz
der experimentellen Fliegen lag zwischen 19 4+ 3% und 23 + 2%. Die Ethanolsensitivitat,
sowie Toleranz der Kontrollfliegen, unterschied sich nicht signifikant von den Fliegen, die
mit 5HTP gefiittert wurden (Abb. 3.1A und 3.1B).

Des Weiteren wurde getestet, ob die Reduktion von 5HT einen Einfluss auf Ethanol
induziertes Verhalten hat.

Fliegen, die fiinf Tage mit p-CPA 10 mg/ml gefiittert wurden, weisen Flugdefizite auf
(Banerjee et al., 2004). Um die Kurzzeitwirkung von Psychopharmaka in adulten Fliegen zu

untersuchen, wurde p-CPA 24 h lang gefiittert.
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Verschiedene SHTP Konzentrationen beeinflussen weder die Ethanolsensitivitat
noch die Ethanoltoleranz. Fliegen (w!!!8;appl-GAL4/+) wurden fiir 24 h mit unter-
schiedlichen 5HTP Konzentrationen gefiittert (0,04 mg/ml, 0,4 mg/ml und 4 mg/ml).
AnschlieBend wurden diese Fliegen im Inebriometer hinsichtlich ihrer Ethanolsensitivitat
und Ethanoltoleranz untersucht. In (A) sind die erste MET (dunkelgrau) und die zwei-
te MET (hellgrau) gezeigt. Die Metl liegt bei 23+, 05 min fiir Kontrollfliegen und bei
23 +£ 0,5 min fiir Fliegen, die mit SHTP 4mg/ml gefiittert wurden (n=7-14). Auch die
MET?2 fiir Kontrollfliegen (31 £0,6 min) nicht verschieden von der MET2 von mit 5HTP
(4 mg/ml) gefiitterten Fliegen (30+0,5 min). Weder die MET1 noch die MET2 der mit
Psychopharmaka gefiitterten Fliegen unterscheiden sich signifikant von den Kontrollflie-
gen. Abbildung B zeigt die Ethanoltoleranz. Kontrollfliegen entwickeln 23+3 % Toleranz.
Es existiert kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollfliegen und Fliegen die mit ver-

schiedenen 5HTP Konzentrationen gefiittert wurden (B)(genaue Werte in Tabelle A.1,
Anhang).
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Abb. 3.2.: Die Reduktion von 5HT Konzentrationen beeinflusst weder die Ethanolsensiti-
vitdt noch die Ethanoltoleranz. Kontrollfliegen (w!''®, appl-GAL4/+) wurden fiir 24
h mit unterschiedlichen p-CPA Konzentrationen gefiittert (10 mg/ml, 1 mg/ml und 0,1
mg/ml). AnschlieRend wurden diese Fliegen im Inebriometer beziiglich ihrer Ethanolsen-
sitivitdt und Ethanoltoleranz untersucht. In (A) sind die erste MET (dunkelgrau) und die
zweite MET (hellgrau) gezeigt. Die MET1 liegt bei 24 + 0,7 min fiir Kontrollfliegen und
bei 22 + 0,4 min fiir Fliegen die mit p-CPA 10 mg/ml gefiittert wurden (n=3-12). Auch
die MET2 fiir Kontrollfliegen (31 & 0,6 min) unterscheidet sich nicht von der MET?2 fiir
die mit p-CPA (10 mg/ml) gefiitterten Fliegen (29 £ 0,8 min). Abbildung (B) zeigt die
Ethanoltoleranz. Kontrollfliegen entwickeln Toleranz um 23 +2 %. Es existiert kein signi-
fikanter Unterschied zwischen Kontrollfliegen und Fliegen die mit verschiedenen p-CPA
Konzentrationen gefiittert wurden (21 =3 %, 10 mg/ml; 20 +£4 %, 1 mg/ml; 24 +5 %,
0,01 mg/ml)(genaue Werte in Tabelle A.2, Anhang).

Mannlichen Fliegen wurden fiir 24 h mit dem 5HT Synthese Inhibitor p-CPA gefiittert.
AnschlieBend wurden diese Fliegen im Inebriometer getestet. Die Fliegen, die mit dem Vehikel
gefiittert wurden, zeigten eine MET1 von 24 + 0,7 min und eine MET2 von 31 + 0,6 min.
Diese Werte unterschieden sich nicht signifikant von der MET1 (22 £ 0,4 min) und MET2
(29 4+ 0,8 min) nach Fiitterung von 10 mg/ml p-CPA. Die Fiitterung von 10 mg, 1 mg, und
0,1 mg p-CPA hatte keinen Einfluss auf die Ethanolsensitivitat, wie MET1 (dunkelgrau) und
MET?2 (hellgrau) zeigen (Abb. 3.2 A). Auch die Ethanoltoleranz der Kontrollfliegen (23 + 2
%) unterschied sich nicht signifikant von den experimentellen Fliegen (21 +3 %, 10 mg/ml;
20 £4 %,1 mg/ml; 24 £5 %, 0,01 mg/ml)(Abb. 3.2 B).

Das Fiittern von Psychopharmaka, die entweder zu einer Reduktion, oder zu einem Anstieg

der BHT Konzentration fiihren sollen, verandern weder die Ethanolsensitivitait noch die
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Toleranz. Dies konnte unter anderem daran liegen, dass die 5HT Konzentrationen im Gehirn
der Fliege nicht verdndert worden sind, weil 5SHTP bzw. p-CPA nicht dorthin gelangen
konnte. Ferner konnte 5HTP nicht in 5BHT umgewandelt worden sein bzw. p-CPA die
Synthese von 5HT nicht effektiv blockiert haben.

Zur Kontrolle, ob die Fiitterung von Psychopharmaka tatsachlich 5SHT Konzentrationen im
Kopf der Fliege verdndert, wurden 5HT Konzentrationen mittels ELISA gemessen. Dafiir
wurde Kontrollfliegen p-CPA (10 mg/ml) fiir 16 h und 24 h gefiittert und SHTP 4 mg/ml

fir 24 h, vergleichbar mit den durchgefiihrten Verhaltensexperimenten.

Die Kopfe dieser Fliegen wurden homogenisiert. Da Fliegenkdpfe unterschiedlich groR sein
konnen, wurde die Proteinmenge pro Kopf mit einem Bradford-Test bestimmt. Aufgefiihrt ist
die 5SHT Konzentration in pg pro pg Protein. Die Messungen wurden mit drei unabhangigen
Proben durchgefiihrt.

Kontrollfliegen weisen 0,168 + 0,05 pg/pug S5HT pro Kopf auf. In mit 5SHTP gefiitterte
Fliegen lassen sich 0,635 + 0,03 pg/ug 5HT pro Kopf nachweisen. Das heilt, dass die
Fiitterung von 4 mg 5HTP fiir 24 h die 5SHT Konzentration um das 4fache erhoht. Hingegen
lassen sich in Fliegen, die den Synthese Inhibitor p-CPA bekommen haben, nach 16 h
nur 0,1 + 0,01 pg/pug 5HT pro Kopf und nach 24 h nur 0,09 4+ 0,01 pg/png pro Kopf
nachweisen. Die 5HT Konzentrationen sind demnach um 41% bzw. 46% reduziert (Abb. 3.3).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz einer erhohten 5HT Konzentration im Gehirn
der Fliege keine Anderung der Ethanolsensitivitit und der Ethanoltoleranz nachgewiesen
werden konnte. Es stellt sich die Frage, ob die 4fache Erhohung der 5SHT Konzentration im
Gehirn auch zu einer Erhohung der 5HT Konzentration in Vesikeln, bzw. im synaptischen
Spalt fiihrte.

Ferner resultiert das Fiittern eines 5SHT Synthese Inhibitors in eine Reduktion der 5SHT
Konzentrationen. Diese Reduktion geht jedoch nicht mit einer Verdnderung der Ethanol-
sensitivitat oder Toleranz einher. Bisher ist unklar, ob die um ca. 46% reduzierten 5HT
Konzentrationen ausreichend sind, um eine wildtypische 5HT Signaltransduktion aufrecht

zu erhalten.

Allerdings ist eine Tendenz zu erhohter Ethanolsensitivitat und reduzierter Ethanoltoleranz

zu erkennen. Dabei handelt es sich um ca. 2 min MET1 Unterschied zwischen Kontroll-
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Abb. 3.3.: Die Fiitterung einer 5HT Vorstufe und eines 5HT Synthese Inhibitors bewirken
einen Anstieg, bzw. eine Reduktion von 5HT in Fliegenk6pfen. Mit 5% Saccharose
gefiittert Kontrollfliegen (w!''®, appl-GAL4/+) weisen 0,168 + 0,05 pg SHT pro ug
Protein pro Kopf auf. Nach Fiittern von 5HTP fiir 24 h erhéht sich die Menge auf
0,635 + 0,03 pg 5HT/ pg Protein. Wird der 5SHT Synthese Inhibitor gefiittert, ist die
5HT Konzentration nach 16 h um 41% und nach 24 h um 46% reduziert (n=3, pro

Ansatz wurden je zwei Fliegenkdpfe gemessen).

fliegen und Fliegen, die mit 10 mg/ml p-CPA gefiittert wurden bzw. 2% Unterschied der
Ethanoltoleranz dieser Fliegen (siehe Tabelle A.2, Anhang). Getestet werden miisste, ob
eine ldngere Fitterung von p-CPA, z.B. 3-5 Tage, zu einer starkeren Reduktion fiihrt
(BANERJEE et al. 2004; PENDLETON et al. 2002). Falls dies der Fall war miissten diese

Tiere auf Ethanolsensitivitat und Toleranz getestet werden.

Der nachste Schritt ist, die Signaltransduktion von 5SHT mit einem SERT Inhibitor zu erhdhen.

3.1.2. Veranderung der Signaldauer von 5HT hat einen Einfluss auf

Ethanolsensitivitat und Toleranz

SHT wird von der prasynaptischen Seite durch Neurotransmitterausschiittung in die
Synapse freigesetzt. Daraufhin diffundiert 5SHT an die postsynaptische Seite, wo es an 5HT
Rezeptoren bindet (NESTLER et al. 2001) bzw. an Rezeptoren, die auf der prasynaptischen
Seite lokalisiert sind (Autorezeptoren). AnschlieBend wird SHT aus dem synaptischen Spalt
mit Hilfe eines prasynaptisch lokalisierten SERT wieder aufgenommen (BRUNS et al. 1993;
O’REILLY und REITH 1988).
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Die Wiederaufnahme von 5HT durch den SERT ldsst sich durch einen selektiven 5HT
Wiederaufnahmehemmer (SSRI) unterdriicken. Es kommt zu einer 5HT Erhdhung im
synaptischen Spalt und einer Verlangerung der Signaltransduktion (ANSORGE et al. 2004;
KENT 2000; BLAKELY et al. 1998).

Um den Einfluss einer langeren Verweildauer von 5HT im synaptischen Spalt auf Ethanol
induziertes Verhalten zu untersuchen, wurde der SERT Inhibitor Paroxetin gefiittert. Im
Vergleich zu anderen Inhibitoren hat Paroxetin die stirkste Affinitdt zum Drosophila SERT
(DEMCHYSHYN et al. 1994). Fliegen wurden iiber 24 h mit Konzentrationen von 1 mg/ml,
0,1 mg/ml und 0,01 mg/ml Paroxetin gefiittert. AnschlieBend wurde getestet, ob diese Fliegen
eine Veranderung ihrer Ethanolsensitivitat bzw. Ethanoltoleranz aufweisen.

Kontrollfliegen entwickeln eine Ethanolsensitivitdt von 24 + 0,5 min, hingegen Fliegen,
die 1 mg Paroxetin erhalten haben, eine MET1 von nur 21 4+ 1,2 min. Der Anstieg der
Sensitivitat ist signifikant (Abb. 3.4 A). Auch nach vier Stunden ist die Ethanolsensitivitat
der mit 1 mg Paroxetin gefiitterten Fliegen signifikant reduziert und liegt bei 26 + 1,3
min im Gegensatz zu den Kontrollfliegen mit 31 £ 0,4 min (p = 4,9F — 7). Auch die
Ethanoltoleranz ist verandert. Die Kontrollfliegen zeigen eine Ethanoltoleranz von 23 + 2%
wahrend die experimentellen Fliegen nur 17 4+ 2% Toleranz entwickeln. Die Inhibition des

dSERT hat demnach einen Einfluss auf die Entwicklung von Ethanoltoleranz.

Zur Uberpriifung der 5SHT Konzentrationen in den Fliegen wurde ein ELISA durchgefiihrt.
Die Werte nach Paroxetin Gabe liegen bei 0,135 + 0,1 pg/ug SHT wahrend wildtypi-
sche Werte bei 0,168 4+ 0,05 pg/ug Protein liegen (Abb. 3.5). Die Konzentration von
BHT ist dementsprechend nach Fiitterung von Paroxetin unverdndert. Das kurzzeitige
Blockieren des dSERTs sollte keinen Einfluss auf die 5HT Menge im Kopf der Fliege
haben, da weder Synthese noch Abbau manipuliert werden. Trotzdem erhoht die veran-
derte Signaltransduktion die Ethanolsensitivitdt und reduziert die Ethanoltoleranz (Abb. 3.4).

Fiir Sdugetiere konnte gezeigt werden, dass nach Gabe von SERT Wiederaufnahmehemmern,
die Ethanolaufnahme reduziert wird (GULLEY et al. 1995; HARAGUCHI et al. 1990). Nicht
geklart ist jedoch, welche Mechanismen fiir die reduzierten Ethanolaufnahme verantwortlich
sind. Die hier gezeigte erhohte Ethanolsensitivitat und die reduzierte Toleranz kdnnten ein
Hinweis auf eine mogliche Ursache der reduzierten Ethanolaufnahme sein. Allerdings miisste
erst in Fliegen getestet werden, ob diese tatsachlich weniger Ethanol nach SSRI Behandlung

trinken.
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Abb. 3.4.: Inhibition des dSERT durch Paroxetin fiihrt zu einer erhohten Ethanolsensitivitat
und einer reduzierten Ethanoltoleranz. Mannliche Fliegen wurden 24 h mit Paroxetin
verschiedener Konzentrationen gefiittert. AnschlieBend wurden diese Fliegen im Inebrio-
meter getestet. 1 mg Paroxetin verursacht eine Reduktion der MET1 (dunkelgrau) von
24 + 0,5 min in Kontrollfliegen auf 21 + 1,2 min nach Fiitterung von Paroxetin, d.h. zu
einer erhéhten Ethanolsensitivitdt (A). Auch die MET2 (hellgrau) ist nach Fiitterung von
1 mg Paroxetin von 31 40,4 min (Vehikel) auf 26 4 1, 3 min reduziert. Fiittert man 0,1
mg, oder 0,01 mg Paroxetin wird die Ethanolsensitivitat nicht beeinflusst (p = 4,9E —7,
p = 0,02)(n=12-16). Die Inhibition des SERT reduziert die Ethanoltoleranz der Fliegen,
wenn 1 mg Paroxetin gefiittert wird, von 23 £ 2% auf 17 + 2% (B)(p = 0,02) (genaue
Werte in Tabelle A.3, Anhang).
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Abb. 3.5.: Die Fiitterung eines SERT Inhibitors bewirkt keine Verianderung der 5HT Kon-
zentration in Drosophila Kopfen. Kontrollfliegen wurde Paroxetin fiir 24 h gefiittert (1
mg/ml). AnschlieRend wurden die Képfe von mannlichen Fliegen homogenisiert und die
5HT Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Da die Képfe unterschiedlich grof sein
konnen, wurde die Proteinmenge pro Kopf mit einem Bradford-Test bestimmt. Es ist die
5HT Konzentration pro 119 Protein angegeben. Die Kontrolltiere mit 0,168 +0, 05 pg/ug
pro Kopf im Vergleich zu Tieren mit inhibierten dSERT mit 0,135+ 0,1 pg/ug SHT pro
Kopf zeigen keinen Unterschied im Bezug auf die 5HT Konzentration (n=3, pro Ansatz

wurden zwei Fliegenkdpfe gemessen).
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3.1.3. In Fliegenkopfen von w!''® Fliegen ist die 5SHT Konzentration im

Vergleich zu CantonS Fliegen nicht reduziert

Als genetischer Marker fiir das GAL4/UAS System wird ein mini white Gen verwendet. Es
gibt Hinweise, dass w'!'® Fliegen reduzierte 5SHT Konzentrationen gegeniiber wildtypischen
(wt) Fliegen aufweisen (Meinertzhagen, personliche Kommunikation).

Die bisher publizierten 5SHT Mengen fiir w!!!8

Fliegen sind jedoch nicht konsistent und
unterliegen starken Schwankungen (HARDIE und HIRSH 2006, ZHANG et al. 2005). Deshalb
sollte mit den hier verwendeten Fliegen untersucht werden, ob w!!'® Fliegen reduzierte
S5HT Konzentrationen im Vergleich zu CantonS Fliegen aufweisen. Zur Bestimmung von
SHT Konzentration wurde ein ELISA durchgefiihrt. Die fiir den Versuch eingesetzten

Proteinmengen wurden normalisiert.

Die 5HT Konzentrationen liegen bei 0,061 4= 0,006 fiir w!'*® und 0,058 4 0,007 pg/ug
fir CantonS pro Kopf. Die Proteinmengen sind jedoch signifikant verschieden. CantonS
Fliegen weisen hohere Proteinmengen pro Kopf mit 813,7 & 21,3 ug auf als w!'® Fliegen
mit 700,9 & 28, 3 ug. Die 5HT Konzentrationen pro 11g Protein in den w'!'® und CantonS
Fliegenkdpfen unterscheiden sich nicht voneinander (Abb. 3.6). Erhohte SHT Konzentratio-

nen in CantonS Fliegen sind demnach auf groere Képfe zuriickzufiihren.

Die 5HT Konzentrationen, die in den w!''® Fliegenkopfen gemessen wurden, sind sehr
dhnlich mit den Werten von Hardie und Hirsh (2006). Letztere 5SHT Konzentrationen wurden
mit Hilfe von High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) gemessen, wobei sowohl

H18 Fliegenkopfe ergab

Fliegenkdpfe als auch nur Fliegengehirne gemessen wurden. Fiir w
dies eine 5SHT Konzentration von 37,7 &= 1,0 pg pro homogenisierten Kopf und in heraus
praparierten Gehirnen 39,3 + 1.3 pg, wahrend wir in ganzen Képfen 42,8 + 3,3 pg 5HT

messen (HARDIE und HIRSH 2006).
Erstaunlich ist, dass in Gehirnen im Vergleich zu Kdpfen mehr 5HT gefunden wurde.
Vermutet wird, dass mehr elektroaktive Molekiile in Lésung sind wenn der ganze Kopf

eingesetzt wird, die das Ergebnis der HPLC verfélschen kénnen (HARDIE und HirsH 2006).

In den oben aufgefiihrten Versuchen wurden die 5SHT Konzentrationen beziiglich der Protein-
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Abb. 3.6.: In Fliegenkdpfen von w1118 Fliegen ist die SHT Konzentration im Vergleich
zu CantonS Fliegen nicht reduziert. Képfe von mannlichen Fliegen wurden homo-
genisiert und die 5SHT Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. 5HT Konzentrationen
in w8 Fliegenkdpfen (42,8 + 3,3 pg) unterscheiden sich nicht signifikant von 5HT
Konzentrationen in CantonS Fliegenkdpfen (49,2 46,0 pg) (A). Zusatzlich wurden Pro-

teinmengen pro Kopf mittels Bradford-Test gemessen. Proteinmengen in CantonS Kopfen

(813,7 £ 21, 3) sind signifikant erhoht im Vergleich zu Proteinmengen in w!!!8 Fliegen-

kopfen (B)(700,9 + 28,3) (p = 0,02). Berechnet man pg S5HT pro ug Protein pro Kopf
gibt es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen w!!® (0,061 + 0,006) und
CantonS (0,058 + 0,007) Fliegen (C). Es wurden fiinf unabhidngige Experimente mit
jeweils drei unabhingigen Fliegengruppen durchgefiihrt (n=15).

menge normalisiert, was unseres Wissens nach nicht fiir die publizierten HPLC-Ergebnisse gilt.

Zu sehen ist, dass der ELISA im Vergleich zur HPLC Technik groReren Schwankungen
unterliegt. Die HPLC Werte weichen nur ca. 1,3 pg vom Wert ab, wihrend die ELISA Daten
eine Abweichung von iliber 3 pg zeigen. Dennoch kommen pro Fliegenkopf vergleichbare

Werte heraus.

Zusammenfassend l3sst sich sagen, dass es keine Unterschiede in 5SHT Konzentrationen zwi-
schen w!!'® und CantonS Fliegen gibt, wenn die GroRe der Kopfe in die Berechnungen der

5HT Konzentration mit einbezogen wird.

3.1.4. Uberexpression des dSERTs in einem GroRteil der Neurone hat keinen

Einfluss auf Ethanolsensitivitit oder Toleranz

Eine andere Moglichkeit SHT Konzentrationen in der Fliege zu verdndern, ist die genetische
Manipulation des dSERTs mit dem GAL4/UAS System. Die Uberexpression des dSERT und
die ektopische Expression in der Mehrzahl der Neuronen des ZNS sollte die Aufnahme von

5HT aus dem synaptischen Spalt erhéhen. Allerdings muss dafiir mehr funktioneller dSERT in
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die prasynaptische Membran integriert werden. In einem Vorversuch sollte festgestellt werden,
wo der dSERT im Drosophila Gehirn lokalisiert ist.

Kolokalisation des dSERTs mit serotonergen Neuronen

Zunichst stellt sich die Frage, ob in Drosophila der dSERT auf serotonergen Neuronen
exprimiert wird. Dazu wurde ein dSERT Antikorper hergestellt. Gefrierschnitte mit dSERT
Antikdrper und 5HT Firbung zeigen eine Uberlappung von serotonergen Neuronen und
Neuronen die von dem dSERT Antikorper an gefarbt werden (Abb.3.7). Der Ellipsoidkorper
sowie der facherformige Korper zeigen serotonerge Farbung (Abb.3.7 A), die mit dem
dSERT Antikorper kolokalisiert. Auch die serotonergen Zellkérper kolokalisieren mit der
Farbung des dSERT Antikdrpers. In Abbildung 3.7 A sind zwei Neurone der Zellgruppe
LP2 zu sehen. Die Abbildung 7B zeigt eine Kolokalisation von 5HT Antikdrper und dSERT
Antikorper in Somata von Neuronen der Zellgruppen LP1, SP1, SP2 und SE3 (benannt
nach VALLES und WHITE 1988).

Abb. 3.7.: Expression von dSERT relativ zu 5HT in adulten Képfen von wt Fliegen. Ko-

lokalisationstudien mit einem dSERT Antikdrper und einem 5HT Antikérper an adulten
mannlichen Drosophila Gehirnen wurden durchgefiihrt. Gefrierschnitte von CantonS Flie-
gen wurden dafiir angefertigt und mit dSERT (griin), sowie 5HT (magenta) Antikdrper
gefarbt. Exemplarisch wurden zwei dieser Gefierschnitte ausgewahlt. In A-A” sind Zellen
des Ellipsoidkdrper und der facherformige Korper gefarbt sowie Zellkorper der Zellgrup-
pen: LP2 (A" weiBe Pfeile). Zellkorper, Axone und Dendriten der serotonergen Neurone
kolokalisieren mit der Farbung des dSERT Antikdrpers (A" und B"). Die Abbildung B"
zeigt Kolokalisation des dSERT Antikérpers mit den serotonergen Zellgruppen LP1, SP1,
SP2 und SE3 (weile Pfeile)(weiler Balken 50 = pm)(siehe auch Abb. B.1 - B.3, Anhang).
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Der dSERT wird somit auf Somata, Dendriten und Axonen von serotonergen Neuronen

exprimiert.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Expression des dSERTs

Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde die Expression von dSERT
mit Hilfe einer Antikorperfarbung im adulten Gehirn auf zelluldrer Ebene untersucht. Als
Kontrolle dienten Gefrierschnitte ohne dSERT Antikdrper. Als zweiter Antikdrper wurde ein
horseradish Peroxidase (HRP) konjugierter Antikorper eingesetzt. Die Gefrierschnitte wurden
eingebettet, kontrastiert und Ultradiinnschnitte wurden angefertigt. Die Ultradiinnschnitte
wurden auf ein Netz aufgetragen und bei einer VergroBerung von 16.000 in einem Trans-
missionselektronenmikroskop (TEM) aufgenommen. Die Aufnahmen zeigen Ausschnitte
aus der Region des Zentralkomplexes, der im Protocerebrum der Fliege lokalisiert ist. Das
Kontrollbild, ohne dSERT Antikdrper, zeigt unter anderem dunkle runde Strukturen, die Mit-
ochondrien und graue langliche Strukturen, die Membranen (Abb. 3.8 A). In Abbildung 3.8 B
ist an den Membranen, schwarz, die dSERT Farbung zu erkennen (weie Pfeile)(Abb. 3.8 A).

Um die 5HT Signaltransduktion im Gehirn der Fliege lokal zu reduzieren wird der dSERT
mit Hilfe des GAL4/UAS Systems iiberexprimiert. Fiir dieses Experiment musste ein wt
dsert Gen unter uas-Kontrolle hergestellt werden.

Dafiir wurde die kodierende Sequenz des dsert Gens in den UAS-Vektor kloniert. Damit
die Expression des uas-sert3* Transgens verfolgt werden konnte, wurden die kodierenden
Bereiche des dsert Gens hinter die kodierenden Regionen des gfp Gens ligiert. Mit Hilfe der
GFP Expression lieR sich die Expression des dSERT nach verfolgen.

Zur Expression dieses Fusionsproteins in der Mehrheit der Neuronen der Fliege wurde die
appl-GAL4 Linie verwendet (GUNAWARDENA und GOLDSTEIN 2001).
Als Kontrolle dienten w''® Fliegen, w'''®; app/-GAL4/+ Fliegen und w!'l8; uas-sert3t

Fliegen. Die Fliegen wurden im Inebriometer auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz getestet.

Die Kontrollgruppen entwickeln eine MET1 zwischen 18 + 0,4 min und 20 £ 0,4 min. Die
MET1 der experimentellen Gruppe liegt bei 18 4+ 0,6 min (Abb. 3.9 A). Auch die MET2
der Kontrollgruppen (25 + 1 min - 30 £ 1 min) unterscheidet sich nicht von der MET2 der
experimentellen Gruppe (26 + 0,7 min). Dementsprechend unterscheiden sich die METs von
Fliegen, in denen der dSERT in den meisten Neuronen mit Hilfe der app/-GAL4 Treiberlinie
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Abb. 3.8.: Expression des dSERT auf zelluldrer Ebene. Gefrierschnitte von dem Kopf einer
mannlichen Fliege wurden hergestellt und anschlieBend mit dSERT Antikorper, sowie ei-
nem HRP konjugierten Zweitantikdrper an gefarbt. Als Kontrolle dienten Gefrierschnitte,
die nur mit dem zweiten Antikorper gefarbt wurden. Die Schnitte wurden in Kunstharz
eingebettet, kontrastiert und Ultradiinnschnitte wurden angefertigt. Aufgenommen wur-
den die Schnitte im TEM mit 16.000facher VergroRerung. Die Bilder zeigen Ausschnitte
aus der Region des Zentralkomplexes. In der Kontrolle ohne dSERT Antikérper sind graue
langliche Strukturen, die Membranen, zusehen (A). In (B) ist an den Membranen dun-
kel DAB Prézipitat spezifisch fiir die HRP-Farbung zu erkennen (B)(weiRe Pfeile)(weiler
Balken=1pm).
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Abb. 3.9.: Ektopische Expression von dSERT beeinflusst die Ethanolsensitivitit und To-
leranz in Fliegen nicht. In (A) wird die Ethanolsensitivitdt der ersten und zweiten
Ethanolbehandlung gezeigt. Die MET1 (dunkelgrau) der Kontrollgruppen liegt zwischen
18 + 0,4 min und 20 4 0,4 min und unterscheidet sich nicht von der MET1 der ex-
perimentellen Gruppe (18 £ 0,6 min)(A). Auch die MET2 (hellgrau) der verschiedenen
Kreuzungen (25+1 min - 30+ 1 min) ist nicht signifikant verschieden von den experimen-
tellen Tieren (26 £ 0,7 min)(n=8). Die Ethanoltoleranz der Kontrollgruppen (28 + 3%
- 33 +1%) im Vergleich zu der experimentellen Gruppe (31 £ 1%) ist weder reduziert
noch erhdht (B) (genaue Werte in Tabelle A.4, Anhang).

exprimiert wird, nicht von den Kontrollen.

Die Ethanoltoleranz liegt bei den Kontrollfliegen zwischen 28 +3% und 33+ 1%, vergleichbar
zu der Ethanoltoleranz der experimentellen Fliegen, die eine Toleranz von 31 £+ 1% entwi-
ckeln (Abb. 3.9 B). Die experimentelle Gruppe zeigte keinen signifikant unterschiedlichen
Verhaltensphanotyp im Vergleich zu den Kontrollgruppen.

Nach Uberexpression des dSERT in einem GroRteil der Neuronen gibt es keine mess-
baren Veranderungen der 5HT Konzentration in Fliegenkopfen der Kontrollgruppen mit
0,062 £ 0,2 pg/pg bis 0,098 + 0,3 pg/pg im Vergleich zu der experimentellen Gruppe mit
0,086 £ 0,1 pg/pg 5HT pro Kopf (Abb. 3.10).

Theoretisch sollte die Uberexpression von dSERT zu einer Reduktion von 5HT im synap-
tischen Spalt fiihren. Da keine von wt abweichender Phinotyp beobachtet werden konnte,
stellt sich die Frage, ob der dSERT tatsachlich funktionell iiberexprimiert wird. Die Versuche,

die die Funktionalitit des uas-sert3* Konstruktes belegen, stehen noch aus.
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Abb. 3.10.: Neuronale Expression von dSERT verdndert die SHT Konzentration nicht. Flie-
genkdpfe wurden homogenisiert, um mit einem ELISA, sowie mit einem Bradford-Test
die 5HT Konzentration pg pro pg Protein pro Kopf zu bestimmen. Werte der Kontroll-
gruppen liegen zwischen 0,062 £+ 0,2 pg/pug und 0,098 £0,3 pg/pg S5HT, wahrend die
experimentelle Gruppe pro Kopf 0,086 + 0,1 pg/ug 5HT aufweist. Der 5SHT Wert der
experimentellen Gruppe unterscheidet sich nicht signifikant von den 5HT Werten der

Kontrollgruppen (n=6).

3.1.5. Die Expression eines putativ dominant negativen dSERT Konstruktes in
einem Groliteil der Neuronen verandert Ethanolsensitivitit und Toleranz

nicht

Der Effekt einer verlangerten 5HT Signaltransduktion auf ethanolinduziertes Verhalten soll
untersucht werden.
Die Deletion des SERT in Mausen bewirkt eine Erhohung der 5HT Syntheserate von 30-60%
und gleichzeitig eine Reduktion von 5HT (55-70%) im Gewebe verschiedener Gehirnregionen
(KM et al. 2005).

In Ratten konnte durch Substitutionsexperimente mit Aminosiuren gezeigt werden, dass
funf Aminosauren wichtig fiir die Funktionalitdt des rSERT sind (Androutsellis-Theotokis et
al., 2002). Zwei dieser Aminosauren sollten im dSERT ebenfalls ausgetauscht werden. Da
der Drosophila SERT im Vergleich zum Menschen und zu anderen Spezies stark konserviert

ist, konnten die fiir den SERT der Ratte wichtige Aminosauren auch in Drosophila bestimmt
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und ausgetauscht werden. Dabei handelt es sich um die Aminosdauren Nummer 138 Histidin
und 140 Cystein.

Beide Aminosduren wurden mit Linker PCR verandert. Ein sense, sowie ein anti-sense
Primer wurden hergestellt, die genau an dieser Stelle eine Xbal Schnittstelle haben. Mit
diesen Primern und den T7 bzw. T3 Primern, die im pBIlI-KS-Vektor binden, wurde jeweils
ein Stiick des dSERTs, der im pBII-KS-Vektor sitzt, mit PCR amplifiziert. Diese zwei mit
PCR amplifizierten Stiicke wurden daraufhin in einen pBIlI-KS-Vektor kloniert. Da die Xbal
Schnittstelle sechs Nukleotide zahlt und damit nur zwei nebeneinander liegende Aminos3uren
ausgetauscht werden, wurden zusatzlich noch drei weitere Nukleotide verandert. Mit dieser
Methode werden statt zwei Aminosiuren drei verdndert. Der Reihenfolge nach handelt es
sich um Histidin, Arginin und Cystein, die verandert werden in Tyrosin, Serin und Arginin.
Dies sollte dazu fiihren, dass die urspriingliche Funktion der Aminosduren ausgeschaltet ist
und damit auch die Aktivitat des dSERT.

AnschlieBend wurde der mutierte Transporter in einen UAS-Vektor hinter die kodierende Se-
quenz des gfp Gens gebracht, um ein inaktives GFP-dSERT (dSERTdn) Protein herzustellen.
Dieses Protein wurde in allen Neuronen mit Hilfe der app/-GAL4 Linie liberexprimiert. Nach
Uberexpression des uas-sert®™ mit app/-GAL4 sollte der inaktive dSERTdn im Drosophila
Gehirn gegeniiber dem intakten wildtypischen dSERT iiberwiegen. Das hat zur Folge, dass
S5HT nicht mehr effektiv aus dem synaptischen Spalt aufgenommen werden kann. Diese
Fliegen wurden im Inebriometer auf ihre F3higkeit Ethanolsensitivitit und Toleranz zu
entwickeln untersucht.

Zunichst wurde das was-sertP !5 Kontrukt fiir die Experimente verwendet. Die MET1
16 = 0,4 min - 21 + 0,7 min und MET2 24 £ 0,1 min - 29 £ 0, 1 min der Kontrollgruppen
sind von der MET1 (16 £ 0,3 min) sowie der MET2 (23 4 0,5 min) der experimentellen
Gruppe nicht signifikant verschieden (Abb. 3.11).

Obwohl keine signifikanten Unterschiede im Bezug auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz zu
sehen sind, wurden verdnderte 5HT Konzentrationen in den Képfen der Fliegen gemessen,
die heterozygot bzw. homozygot fiir das was-sert®™1® Konstrukt sind (Abb. 3.13). Es ist
moglich, dass das Konstrukt auch ohne Treiberlinie den inaktiven dSERT exprimiert. Des

tDN15

Weiteren kann die Insertion des was-ser: auch in eine genomische Region erfolgt sein,

die einen Einfluss auf 5HT Konzentrationen hat. (Abb. 3.13).

Weil die 5HT Konzentration durch den Insertionsort des Konstruktes beeinflusst sein konnte,

wurde der ganze Versuch mit einer zweiten was-sert® Linie wiederholt, deren P-Element
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Abb. 3.11.: Expression von SERTdn(15) mit einem panneuralen GAL4 Treiber verdndert
die Ethanolsensitivitdt und Toleranz nicht. In Fliegen wurde der dominant nega-
tive dSERT(15) panneural mit der GAL4 Treiberlinie app/-GAL4 exprimiert. Fliegen
der Kontrollgruppen (MET1 15-21 min (dunkelgrau) und MET2 23-28 min (hellgrau))
unterscheiden sich nicht signifikant von der MET1 (16 min) und MET2 (23 min) der
experimentellen Fliegen (n=8)(A). Auch die Ethanoltoleranz wird nicht von der pan-
neuralen Expression des SERTdn(15) in Neuronen beeinflusst (B). Die Ethanoltoleranz
der Kontrollgruppen liegt zwischen 26% und 33% und die der experimentellen Fliegen
liegt bei 29% (genaue Werte in Tabelle A.5, Anhang).
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Abb. 3.12.: Die panneurale Expression des uas-sert®N?? Konstruktes mit app/-GAL4 be-
einflusst weder die Ethanolsensitivitit noch die Toleranz. In Fliegen wurde der
SERTdn (29) panneural mit der GAL4 Treiberlinie app/-GAL4 exprimiert. Kontrollgrup-
pen mit MET1 18 +0,4 min - 24+0, 2 (dunkelgrau) und MET2 26 +0,8 min - 34+0,4
min (hellgrau) unterscheiden sich nicht signifikant von der MET1 (20 £ 0,2 min) und
MET2 (28 £0, 24 min) der experimentellen Fliegen (n=12)(A). Die Ethanoltoleranz der
Kontrollgruppen liegt zwischen 29 4+ 0, 7% und 33 + 0,2% und die der experimentellen
Fliegen liegt bei 29 + 0, 7% (genaue Werte in Tabelle A.6, Anhang). Auch die Ethanol-
toleranz wird nicht von der Uberexpression des uas-sertPN?? Konstruktes in Neuronen

beeinflusst.

an einem anderen Ort inseriert ist. Es handelt sich dabei um die Linie was-sertPN?9.
Kontrollfliegen entwickelten wt Sensitivitdt und Toleranz (MET1 18 + 0,4 min - 24 £ 0,2
min, MET2 26 + 0,8 min - 34 £+ 0,4 min, Toleranz 29 + 0,7% - 33 + 0,2%) vergleichbar
zu den experimentellen Fliegen (MET1 20 4+ 0,2 min, MET2 28 4+ 0,4 min, Toleranz
29 + 0,7%)(Abb. 3.12). Expression des uas-sert?™* Konstruktes in allen Neuronen fiihrt

demnach zu keiner Veranderung der Sensitivitat oder Toleranz.

Um zu iiberpriifen, ob die Expression des was-sert® > Konstruktes 5SHT Konzentrationen
im Gehirn der Fliege verdndert, wurden diese mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. Wie bereits
erwdhnt weist die Linie mit dem was-sert®™1® Konstrukt ungetrieben mit 0, 1394-0, 03 pg/ug
eine erhohte 5SHT Konzentration auf (Abb. 3.13). Dieser Wert ist signifikant verschieden von
den Kontrollen w''® und w'''® appl-GAL4/+, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant
von den heterozygoten w'''® + /4 | uas-sertP™15 /4 Fliegen.
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Abb. 3.13.: Uberexpression von uas-sert® 15 in Neuronen erhsht die SHT Konzentrationen
in Fliegenkopfen. Ein ELISA wurde zur Bestimmung der 5HT Konzentrationen in Flie-
gen nach Uberexpression eines uas-sert®™1® Konstruktes verwendet. In den Kontrollen
befanden sich zwischen 0,059 £ 0,02 pg/ug und 0,088 40,05 pg/ug SHT. Die fiir das
uas-sertPN15 Reporter Gen homozygoten Fliegen zeigen erhdhte SHT Konzentrationen
(0,013940,03 pg/ug). Wenn man dieses Konstrukt mit app/-GAL4 exprimiert erhdhen
sich die 5HT Konzentrationen auf 0,201 & 0,3 pg/ug. Die homozygote uas-sertPN'5
Fliegenlinie hat signifikant erhohte 56HT Konzentrationen im Vergleich zu den Kontroll-
gruppen w8 (p = 0,004) und w'''® appl-GAL4/+ (p = 5,4F — 4), nicht aber im
Vergleich zu w8 uas-sertPN15 /4 Fliegen, wihrend die experimentelle Gruppe signifi-
kant erhohte 5HT Konzentrationen gegeniiber allen Kontrollgruppen zeigt (p-Werte von
links nach rechts p = 2,4F — 5;p = 4,7F — 6;p = 6,7E — 4;p = 0,010)(n=6). Ein

T-Test wurde angewandt und der a-Wert Bonferroni korrigiert (n=4).
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Die Uberexpression dieses Kontruktes mit Hilfe der app/-GAL4 Treiberlinie erhoht die
5HT Konzentration auf 0,201 £ 0,3 pg/ug. Dieser Wert ist signifikant verschieden im
Vergleich zu allen Kontrollgruppen, bei denen die Werte zwischen 0,059 4+ 0,02 pg/ug und
0,139+ 0,03 pg/ug liegen.

Die Insertion des uas-sert® 2 Konstruktes fiihrt nicht zu einer Erhéhung von 5HT
Konzentrationen, was nahe legt, dass der Insertionsort des was-sertPN'5 Konstruktes eine
Verinderung der 5HT Konzentrationen herbeifiihren kénnte. Wird das was-sert®N? mit
appl-GAL4 exprimiert sind die SHT Konzentrationen in den Fliegenkdpfen erhoht (Abb.
3.14). Gezeigt werden konnte, dass diese Konzentrationserhdhung keinen Einfluss auf die
Ethanolsensitivitdt bzw. Toleranz hat (Abb. 3.12).

118 - appl-GAL4/ uas-sert®™?° Fliegen war

Die 5HT Konzentrationen in den Kopfen der w
ebenfalls signifikant erhoht gegeniiber den Kontrollfliegen (Abb. 3.12). Auch diese Erhéhung
hat keinen Einfluss auf die Entwicklung von Ethanolsensitivitdt oder Ethanoltoleranz (siehe

auch Abb. 3.1).

Wird was-sert® 2 in Neuronen iiberexprimiert, erhdht sich die 5SHT Konzentration in den
Fliegenkopfen. Entsprechend kdnnte das Konstrukt funktional sein und die erhéhten 5SHT
Konzentrationen die Folge der inhibierten Wiederaufnahme von 5HT in die Prdsynapse
sein. Wenn kein 5HT in die Synapse transportiert wird, fiihrt dies voraussichtlich zu einer
erhéhten 5HT Synthese, um die 5HT Signaltransduktion weiterhin aufrecht zu erhalten.
Um die Funktionalitit des uas-sertPN?? Konstruktes zu untermauern, wire es sinnvoll das
Konstrukt in Zellkultur zu testen. Aulerdem miisste geklart werden, welche Gehirnregion
der Fliege von der Erhohung der 5HT Konzentrationen betroffen sind. Vermutlich sind
die Konzentrationen in den serotonergen Zellen bzw. Vesikeln erhdht, was jedoch keinen
Einfluss auf die 5HT Signaltransduktion haben muss. Das kénnte ein Grund fiir die wt

Ethanolsensitivitdt bzw. Toleranz dieser Fliegen sein.

3.1.6. Inhibition der Neurotransmitter Ausschiittung wahrend der Entwicklung
in einer Untergruppe von serotonergen und dopaminergen Neuronen

beeinflusst weder Ethanolsensitivitat noch Toleranz

Das Ziel dieses Experimentes ist es, die 5HT Signaltransduktion zu verdndern, indem man

die 5BHT Ausschiittung von serotonergen Neuronen inhibiert. Um zu bestimmen, ob die 5HT
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Abb. 3.14.: SHT Konzentrationen sind erhSht bei Uberexpression von was-sert®N29 in der
Mehrzahl der Neuronen. Ein ELISA wurde zur Bestimmung der 5HT Konzentrationen
in Fliegen nach Uberexpression eines uas-sert”N29 Konstruktes verwendet. In den Kon-
trollen befanden sich zwischen 0,062 + 0,02 pg/ug und 0,072 £ 0,02 pg/ung SHT. Die
experimentelle Gruppe hat signifikant erhdhte 5HT Konzentrationen 0, 13040, 01 pg/ug
gegeniiber den Kontrollgruppen (p-Werte von links nach rechts, p = 2,4F — 5;p =
2,4F — 4,p = 1,3E — 5) (n=6). Ein T-Test wurde angewandt und der a-Wert wurde

Bonferroni korrigiert.

Sekretion von 5HT positiven Neuronen einen Einfluss auf Ethanolsensitivitat oder Toleranz
hat wurde eine GAL4 Linie mit einem Genfragment der Dopamin Decarboxylase (ddc), die
ddc-GAL4 Treiberlinie, (L1 et al. 2000) verwendet. Diese Treiberlinie erlaubt die Expression
von wuas-Transgenen in serotonergen und dopaminergen Neuronen. In diesem Fall wird das
Transgen uas-tnt exprimiert, wobei tnt fiir Tetanus Toxin (TNT) steht. TNT verhindert die
Verschmelzung der Neurotransmitter Vesikel mit der Synapsenmembran (SWEENEY et al.
1995).

Expression von TNT in serotonergen und dopaminergen Neuronen mit Hilfe der ddc-GAL4
Linie verdndert Ethanolsensitivitdt und Toleranz nicht. Das deutet darauf hin, dass die
Neurotransmitterausschiittung der, von der GAL4 Linien angesprochenen, serotonergen und
dopaminergen Neuronen keine wesentliche Rolle bei der Entwicklung von Ethanolsensitivitat

und Toleranz spielt.

Es bleibt die Frage, ob es weitere von der ddc-GAL4 Linie nicht getreibene serotonerge

bzw. dopaminerge Neurone gibt, in denen die Neurotransmission nicht inhibiert wurde.
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Abb. 3.15.: Inhibition von serotonergen und dopaminergen Neuronen mit Hilfe der ddc-
GALA4 Linie und Expression eines uas-tnt Transgenes beeinflusst weder die Etha-
nolsensitivitat noch die Ethanoltoleranz. Die Neurotransmission in serotonergen und
dopaminerge Neuronen wurden mit einem was-tnt Reporter Gen inhibiert. Mannliche
Fliegen der experimentellen Gruppe, sowie Kontrollgruppen wurden im Inebriometer auf
Ethanolsensitivitat untersucht (A). MET1 (dunkelgrau) der Kontrollgruppen (17 £ 0,4
min - 19 £ 0,4 min) unterscheidet sich nicht von dem MET1 Wert der experimentellen
Gruppe (18 £ 0,5 min). Dasselbe gilt fiir MET2 (hellgrau), die fiir die Kontrollen zwi-
schen 24 + 1 min und 29 4+ 1 min liegt und fiir die experimentellen Fliegen bei 26 + 0,6
min (A)(n=7-10). Auch die Ethanoltoleranz der Kontrolltiere (30 £ 2% - 33 & 1%) ist
nicht signifikant verschieden von der Toleranz der experimentellen Tiere mit 30 + 1%
(B) (Werte in Tabelle A.7, Anhang).
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AuBerdem sollte in unserem Fall nur die 5SHT Signaltransduktion manipuliert werden und

nicht die dopaminerge Signaltransduktion. Deshalb wurde im Folgenden eine fiir serotonerge

Neuronen spezifische GAL4 Linie verwendet.

3.1.7. Inhibition der SHT Ausschiittung wahrend der Entwicklung in einer

Untergruppe von serotonergen Neuronen erhéht die Ethanolsensitivitat

Zur Identifizierung von GAL4 Treiberlinien, die es ermdglichen 5HT in verschiedenen Gruppen

von serotonergen Neuronen zu inhibieren, wurde die Expression einer putativ serotonerge
sert-GAL4 Treiberlinie untersucht (siehe auch Ergebnisteil 3.2).
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Abb. 3.16.: Inhibition einer Untergruppe von serotonergen Neuronen erhéht die Ethanol-

sensitivitat. Mit Hilfe der sert1+2-GAL4 Treiberlinie wurde in 46% aller serotonerger
Neurone unter Verwendung eines uas-tnt Trangens die Neurotransmitterausschiitttung
unterbunden. Diese Fliegen wurden im Inebriometer auf Ethanolsensitivtat und Tole-
ranz getestet. In A ist die MET1 und MET2 zu sehen. Die MET1 (dunkelgrau) der
Kontrolltiere mit 17 + 0,5 min - 19 4+ 0,4 min ist signifikant verschieden im Vergleich
zu den experimentellen Fliegen mit 15 £ 0,4 min (A) (p-Werte von links nach rechts,
p = 1,4E — 6;p = 9,7E — 5;p = 8,9F — 3;)(n=11-12). Die MET2 (hellgrau) der
Kontrollgruppen (25 + 0,6 min - 29 + 0,7 min) unterscheidet sich nicht signifikant von
der MET2 der experimentellen Gruppe 23 4 0,8 min. In Abbildung B ist die Toleranz
der untersuchten Fliegen gezeigt. Die Ethanoltoleranz der Kontrollgruppen (30 + 2%
- 34 + 2%) unterscheidet sich nicht signifikant von den experimentellen Fliegen mit
34+2% (B) (genaue Werte in Tabelle A.8, Anhang). Ein T-Test wurde angewandt und

der a-Wert wurde Bonferroni korrigiert.

81



Inhibition der Neurotransmission mit Hilfe der sert1+2-GAL4 Linie in ca. 46% aller seroto-
nerger Neurone fiihrt zu einem Anstieg der Ethanolsensitivitat. Die MET1 der Kontrolltiere
ist mit 17+ 0,5 min - 19 £ 0,4 min verschieden von der MET1 der experimentellen Tiere
mit 15 &+ 0,4 min. Die MET2 und die Ethanoltoleranz der Kontrollgruppen (25 + 0,6 min
- 29+ 0,7 min und 30 = 2% - 34 & 2%) sind nicht signifikant verschieden von der MET2
(23 £ 0,8 min) und der Ethanoltoleranz (34 4+ 2%) der experimentellen Tiere (Abb. 3.16).

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Inhibition von 46% der serotonergen Neurone eine erhohte
Ethanolsensitivitat verursacht. Die vollstandige Inhibition dieser Neurone mit was-kir2.1
sollte ebenfalls auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz getestet werden (HARDIE 2004). Kir2.1
kodiert fiir einen einwarts gerichteten Kaliumkanal, der - wenn exprimiert in Zellen von Dro-
sophila - die Erregbarkeit dieser Zellen verhindert, wihrend TNT nur die Vesikelausschiittung
unterbindet. Leider sind die sert-GAL4 Fliegen, die mit uas-kir2.1 gekreuzt wurden, lethal.

3.1.8. Uberexpression des dSERTs wihrend der Entwicklung in einer
Untergruppe von serotonergen Neuronen beeinflusst weder

Ethanolsensitivitat noch Ethanoltoleranz

Die Inhibition der vesikularen 5SHT Neurotransmitter Ausschiittung in ca. 46% der serotoner-
gen Neurone fiihrt zu einem Anstieg der Ethanolsensitivitdt. Als ndchstes sollte untersucht
werden, ob weniger 5HT im synaptischen Spalt einen &hnlichen Verhaltensphinotyp

hervorruft.

Die Uberexpression des dSERT in ca. 46% der serotonergen Neurone soll die serotonerge
Signaltransduktion verkiirzen. Hierfiir wurde die sert1+2-GAL4 Linie mit der was-sert®*
Linie verkreuzt und die Fliegen wurden im Inebriometer auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz
getestet. Die MET1 (20+ 0,7 min - 21 +0,8 min) und MET2 (27 £ 0,8 min - 29 4+ 1 min)
der Kontrollfliegen unterscheidet sich nicht signifikant von der MET1 (19 4+ 0,8 min) und
MET2 (27 £ 0,9 min) der sert1+2-GAL4; uas-sert®* /+ Fliegen. Auch die Ethanoltoleranz
mit 24 +2% - 33 + 1% fiir die Kontrollfliegen und 28 4% fiir die experimentellen Fliegen ist
nicht signifikant verschieden. Die Uberexpression des dSERT in einer Untergruppe von se-

rotonergen Neuronen beeinflusst weder die Ethanolsensitivitdt noch die Toleranz (Abb. 3.17).

Die Uberexpression von wuas-sert®! in ca. 46% der serotonergen Neurone sollte zu einer Re-

duktion der 5HT Signaltransduktion fiihren. Eventuell ist die Reduzierung der serotonergen
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Abb. 3.17.: Uberexpression des dSERT in einer Untergruppe von serotonergen Neuronen
hat keinen Einfluss auf Ethanolsensitivitit oder Toleranz. Mit Hilfe der sert1+2-
GAL4 Treiberlinie wurde in 46% aller serotonergen Neurone unter Verwendung eines
uas-sert Trangens der dSERT iiberexprimiert. Diese Fliegen wurden im Inebriometer
auf Ethanolsensitivtat und Toleranz getestet. In A ist die MET1 und MET2 zu sehen.
Die MET1 (dunkelgrau) der Kontrolltiere mit 20 £+ 0,7 min - 21 £ 0,8 min ist nicht
signifikant reduziert im Vergleich zu den experimentellen Fliegen, 1940, 8 min (A)(n=5-
8). Die MET2 (hellgrau) der Kontrollgruppen (27 £ 0,8 min - 29 + 1 min) ist nicht
signifikant verschieden von der MET2 der experimentellen Gruppe (27 + 0,9 min). In
Abbildung B ist die Toleranz der untersuchten Fliegen gezeigt. Auch die Ethanoltoleranz
der Kontrollgruppen (24 4+ 2% - 33 + 1%) unterscheidet sich nicht signifikant von der
Ethanoltoleranz der experimentellen Fliegen mit 28 + 4% (B) (genaue Werte in Tabelle
A.9, Anhang).
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Neurotransmission unzureichend, um die Ethanolsensitivitat zu beeinflussen. Auch hier sollte
die Uberexpression in 100% der serotonergen Neurone erfolgen, um den Einfluss auf die

S5HT Signaltransduktion zu verstarken.

3.1.9. Inhibition der Neurotransmitterausschiittung mit einer 5HT1b Rezeptor

GAL4 Linie beeinflusst die Ethanolsensitivitat und die Toleranz

Zur Manipulation der 5SHT Neurotransmission wurden weitere putativ 5HT positive GAL4
Linien untersucht; in diesem Fall eine 5SHT1b Rezeptor GAL4 Treiberlinie.

Die hier vorgestellte 5htr1b-GAL4 Treiberlinie exprimiert uas-mCD8gfp auf serotonergen,
dopaminergen sowie zwei unbekannten Neuronen (siehe, Ergebnisteil 3.2). Wird mit der
5htr1b-GAL4 Linie was-tnt exprimiert, sieht man eine stark erhohte Ethanolsensitivitat
und eine reduzierte Ethanoltoleranz (Abb. 3.18 A/B). Die MET1 der Kontrolltiere betrigt
19 & 1 min - 23 £ 1 min, die MET1 der experimentellen Fliegen dagegen liegt bei 13 £+ 1
min und ist signifikant reduziert. (Abb. 3.18 A). Die MET2 (hellgrau) der Kontrollgruppen
betragt 25 4+ 1 min - 28 &= 1 min wahrend die MET2 der experimentellen Gruppe nur 14 + 1
min betrdgt. In Abbildung 3.18 B ist die Toleranz der untersuchten Fliegen gezeigt. Die
Ethanoltoleranz der Kontrollgruppen liegt zwischen 16 & 1% und 26 4+ 3%, wahrend die
der experimentellen Fliegen mit 9 + 2% (p < 0,01) signifikant reduziert ist. Fliegen dieser
Kreuzung fallen 10 min frither durch die Saule im Vergleich zu den Kontrollkreuzungen.
Entsprechend werden diese Fliegen nur 10 min statt 20 min dem Alkoholdampf ausgesetzt.
Da die Entwicklung von Ethanoltoleranz dosisabhingig ist (SCHOLZ et al. 2000) wurden
alle Fliegen fiir 10 min bzw. 20 min unter kontrollierten Bedingungen begast und dann im
Inebriometer auf die MET2 hin getestet.

Experimentelle Fliegen zeigen eine stark erhdhte Reduktion ihrer Ethanoltoleranz (Abb. 3.19
A/B). Die Kontrollfliegen die im Vorfeld 10 min oder 20 min mit Ethanol begast werden,
zeigen eine MET?2 die zwischen 21 + 0,4 min und 26 4+ 1 min liegt, was bedeutet, dass die
Ethanoltoleranzentwicklung dieser Fliegen relativ stabil ist. Im Gegensatz dazu entwickeln die
experimentellen Fliegen unabhdngig von der Ethanoldosis eine reduzierte Ethanoltoleranz.
Nach 10 min Begasung fallen die Fliegen beim zweiten Durchlauf nach 13 &= 1 min durch die
Sdule und nach 20 min. Begasung im ersten Durchlauf zeigen die Fliegen eine MET2 von
nur 11 £ 0,8 min.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Neurotransmitterausschiittung in diesem Satz von Neuronen
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Abb. 3.18.: Inhibition der Neurotransmitter Vesikelausschiittung in serotonergen und dopa-

minergen Neuronen mit einer 5htr1b-GAL4 Linie erh6ht die Ethanolsensitivitdt
und reduziert die Toleranz. In A ist die MET1 und MET2 zu sehen. Die MET1 (dun-
kelgrau) der Kontrolltiere liegt zwischen 19 + 1 min - 23 + 1 min, wdhrend die MET1
der experimentellen Fliegen mit 13 & 1 min signifikant reduziert ist (p-Werte von links
nach rechts p = 2,7E —4;p = 0,002;p = 5,1E —5)(A) (n=6-8). Die MET2 (hellgrau)
der Kontrollgruppen betragt 25+ 1 min - 28 &1 min und ist ebenfalls signifikant unter-
schiedlich zu der experimentellen Gruppe mit 14+ 1 min (p-Werte von links nach rechts
p=12E—-5p=14F —4;p = 6,5E — 6)(A). In Abbildung B ist die Toleranz der
untersuchten Fliegen gezeigt. Die Ethanoltoleranz der Kontrollgruppen liegt zwischen
(16 = 1% - 26 £ 3%), wahrend die der experimentellen Fliegen signifikant reduziert ist
mit 9 &+ 2% (B: p-Werte von links nach rechts p = 0,009;p = 0,007; p = 0,015) (B)
(genaue Werte in Tabelle A.10, Anhang). Ein T-Test wurde angewandt und fiir a-Werte
die Bonferroni Korrektur.
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Abb. 3.19.: Die Reduktion der Ethanoltoleranz in der experimentellen Gruppe hiangt nicht
von der Ethanoldosis ab. Mannliche Fliegen in denen ein was-tnt Reporter Gen mit
der 5htr1b-GAL4 Linie getrieben wird, werden im Inebriometer auf Ethanoltoleranz ge-
testet. Bevor diese Fliegen im Inebriometer getestet werden, werden sie kontrolliert
mit Ethanol begast. Zum einen fiir 10 min (A) und zum anderen fiir 20 min (B).
Die MET2 (dunkelgrau) der Kontrollen mit 21 4+ 0,4 min - 25 + 0,5 min nach 10
min Ethanolbegasung und 25 & 1 min - 26 & 1 min nach 20 min Begasung ist re-
lativ stabil. Die MET2 der experimentellen Fliegen dagegen ist nach 10 min und 20
min jeweils reduziert auf 13 = 1 min bzw. 11 £ 0,8 min (A: p-Werte von links nach
rechts p = 4,7E — 6;p = 6,7F — 7;p = 8,6 FE — 6; B:p-Werte von links nach rechts
p=2,2E—T;p=2,4F—8;p = 3,8FE —8)(n=6-8) (genaue Werte in Tabelle A.11 und
A.12, Anhang). Ein T-Test wurde angewandt und fiir a-Werte die Bonferroni Korrektur.
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sowohl fiir die Enwicklung von Ethanolsensitivitdt als auch fiir die Toleranzentwicklung

wichtig ist.

3.1.10. Eine Gruppe von Dopamin positiven Neuronen vermittelt

Ethanolsensitivitat, nicht aber Toleranz

Da die 5htr1b-GAL4 Linie in serotonergen und dopaminergen Neuronen exprimiert, sollte
untersucht werden, ob ausschlieRlich Dopamin wichtig fiir die Entwicklung von Ethanolsen-
sitivitdt und/oder Toleranz ist. Die wt Ethanolsensitivitdt bzw. Toleranz, die man in Fliegen
beobachtet, die TNT in DDC Neuronen exprimieren, legt nahe, dass die dopaminergen
Neurone der ddc-GAL4 Linie nicht an der Ethanolsensitivitdts, bzw. Toleranzentwicklung
beteiligt sind. Eine weitere dopaminerge GAL4 Linie ist die th-GAL4 Linie, die spezifisch fiir
dopaminerge Neurone ist (Friggi-Grelin et al., 2002).

Zusatzlich sollte eingegrenzt werden, welche Neurone der 5htr1b-GAL4 Linie wichtig fiir
Ethanolsensitivitdt bzw. Toleranz sind. Deshalb wurde im nachsten Schritt die Neurotrans-
mission einer Untergruppe von dopaminergen Neuronen inhibiert und die Fliegen hinsichtlich

ihres ethanolinduzierten Verhaltens untersucht.

Die MET1 der Kontrolltiere ist 16 & 0,6 min - 20 4= 0, 7 min wahrend die experimentellen
Fliegen schon nach 12 + 0,5 min aus der Saule fallen. Auch die MET2 der Kontrolltiere mit
23 + 0,6 min - 29 + 1,5 min ist signifikant unterschiedlich zu den Fliegen mit inhibierten
dopaminergen Neuronen mit 17 & 0,6 min. Die Ethanoltoleranz ist nicht signifikant
verschieden, jedoch ist eine Tendenz zu reduzierter Ethanoltoleranz der experimentellen
Fliegen mit 26 + 2% im Gegensatz zu den Kontrolltieren mit 31 4 2% - 34 + 3% zu sehen
(Abb. 20)( p-Werte von links nach rechts im Vergleich zu den experimentellen Tieren p =
0.061; p = 0,013; p = 0,047).

Interessant ist, dass die ddc-GAL4 Linie, die ebenfalls in dopaminergen und zusatzlich
noch in serotonergen Neuronen GAL4 exprimiert, nach Inhibition dieser Neuronen kein
Verhaltensphanotyp in den S&ulen zeigt. Demnach schlielt die Expression der th-GAL4 Linie
vermutlich eine andere Gruppe von dopaminergen Neuronen ein als die ddc-GAL4 Linie,
oder die Starke der Expression dieser Linien unterscheidet sich.

Um dies zu iiberpriifen, sollte die ddc-GAL4 Linie und die th-GAL4 Linie immunohistologisch
charakterisiert werden. Wichtig wére es, die Anzahl und Lokalisation der betroffenen Neurone

in adulten Drosophila Gehirnen zu bestimmen. Die Gruppe von dopaminergen Neuronen, in
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Abb. 3.20.: Eine Gruppe von Dopamin positiven Neuronen vermittelt Ethanolsensitivitit.
Mannliche Fliegen, in denen uas-tnt mit der th-GAL4 Linie getrieben wird, werden im
Inebriometer auf Ethanolsensitivitit, sowie Ethanoltoleranz getestet. In A ist die MET1
und MET2 zu sehen. Die MET1 (dunkelgrau) der Kontrolltieren mit 16 + 0,6 min -
20 + 0,7 min ist signifikant verschieden im Vergleich zu den experimentellen Fliegen
(12 £ 0,5 min)(A) (p-Werte von links nach rechts p = 1,5E — 8;p = 2,5E — 6;p =
7,4F — 5)(n=12). Die MET2 (hellgrau) der Kontrollgruppen (23 £0,6 min - 29+ 1,5
min) unterscheidet sich ebenfalls signifikant von der MET2 der experimentellen Gruppe
mit 1740, 6 min (p-Werte von links nach rechts p = 5E—8;p = 3,2E—12;p = 0,003).
In Abbildung B ist die Toleranz der untersuchten Fliegen gezeigt. Die Ethanoltoleranz
der Kontrollgruppen (31 £ 2% - 34 + 3%) unterscheidet sich nicht signifikant von den
experimentellen Fliegen mit 26 4+ 2% (B) (Werte in Tabelle A.13, Anhang). Der T-Test
wurde angewandt und fiir den a-Wert die Bonferroni Korrektur.
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denen GAL4 mit Hilfe der th-GAL4 Linie exprimiert wird, ist involviert in die Entwicklung von
Ethanolsensitivitdt und vermittelt eine leicht reduzierte Ethanoltoleranz. Als nachstes sollte
das Expressionsmuster dieser th-GAL4 Linie mit dem Expressionsmuster der 5htrl1b-GAL4
Linie verglichen werden. Ziel ist es zu bestimmen, welche Neurone und welche neuronalen

Schaltkreise die Entwicklung von Ethanolsensitivitat und Ethanoltoleranz beeinflussen.

3.2. ldentifizierung von serotonergen und dopaminergen
Neuronen im adulten Gehirn von Drosophila melanogaster
und Charakterisierung von zwei putativ serotonergen GAL4
Treiberlinien sertl1+2-GAL4 und 5htr1b-GAL4

Im zweiten Teil sollen die Expressionsdomanen der beiden GAL4 Treiberlinien sert1+2-GAL4
sowie der 5htr1b-GAL4 Linie untersucht werden. Zunichst wurde die Expression der

Neurotransmittter Serotonin und Dopamin n3her untersucht.

Es folgt der Vergleich der Expression von serotonergen Zellgruppen mit den Neuronen der
sert1+2-GAL4 Linie und der Vergleich der Expression von serotonergen und dopaminergen
Neuronen mit den Neuronen der 5htr1b-GAL4 Linie.

3.2.1. Bestimmung der serotonergen Neurone im adulten Gehirn von

Drosophila melanogaster

Die ersten serotonergen Neurone treten in der Embryogenese im Stadium 16/17 auf, wenn
die Entwicklung des Ventralganglions fast abgeschlossen ist (LUNDELL und HIrRSH 1994).
In der Larve gibt es insgesamt 84 serotonerge Neurone. Davon befinden sich 32 in den
larvalen Gehirnhélften (VALLES und WHITE 1988). Die larvalen SHT Neurone bleiben
im adulten Gehirn erhalten, werden aber um strukturiert. Zusatzlich entstehen zwei neue
Neuronengruppen, welche die optischen Loben innervieren: LP2a/b. Im adulten Gehirn gibt
es insgesamt 106 5HT positive Zellen, davon sind 31 im Zentralgehirn lokalisiert (VALLES
und WHITE 1988) (Ubersicht siehe Abb. 3.21 A und Tabelle 3.1).

15 Fliegengehirne von sert1+2-GAL4,uas-mCD8GFP transgenen Fliegen wurden beziiglich

SHT positiver Zellen untersucht. Die Fliegengehirne wurden mit einem Antikorper fiir SHT
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Abb. 3.21.: Schemazeichnung von serotonergen Zellgruppen im Drosophila Gehirn. In (A)
ist eine Ubersichtszeichnung von serotonergen Neuronen zu sehen, wie von Vallés und
White (1988) beschrieben. Die Abkiirzungen sind in Tabelle 3.1 naher erklart. In (B) ist
schematisch die 5SHT Expression von 15 sert1+2-GAL4,uas-mCD8GFP Fliegengehirnen
zusammen gefasst. Zusitzlich zu den von Vallés und White beschriebenen Neuronen
konnten sechs Neuronengruppen identifiziert werden. In der Schemazeichnung wurde
die Lokalisation der Somata beriicksichtigt. Bei den neuen Neuronengruppen handelt es
sich pro Gehirnhélfte jeweils um: drei Neurone im anterioren Protocerebrum (AP), ein
Neuron im anterioren subdsophageal Ganglion (AS), ein Neuron anterior und lateral zum
Osophagus (LE), ein Neuron im dorsalen Protocerebrum (DP), drei Neurone posterior
gelegen zu SE3 (PSE3), und zwei Neurone dorsal von LP1 (LP3) (blaue Rahmen und
siche Tabelle 3.1).
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Tab. 3.1.: Anzahl und Lokalisation von serotonergen Neuronen im ZNS von adulten Drosophila, im
Vergleich zu den GFP positiven und 5HT positiven Neuronen der sert1+2-GAL4, uas-
mCD8gfp Fliegen.

Gruppe Neuronen pro Gehirnhilfte Lokalisation Zellgruppen
Vallés 5HT AK sert1+2-GAL4
wm  slide wm slide
n=kA n=15 n=1 n=13 n=1
SE1 2 1 1 1 1 Lateral zum Osophagus Foramen
SE2 3 4 2 2 2 Posterior, lateral zum subdsophageal Ganglion
SE3 3 3 3 2 3 Posterior zum subdsophageal Gangl. ndhe Mittellinie
LP1 2 2 2 2 2 Lateral zum PC neben optischen Loben
LP2 8-10 9 9 5 11 Ventrolateral zum PC, in optischem Pedunkel
SP1 3 3 3 1 3 Anterior zum medialen PC, frontale Rinde
SP2 4 4 4 2 2 Anterior zum medialen PC, posterior SP1
P 3-4 7 3 3 Inferior zum medialen PC
AP 3 1 Anterior im PC
AS 1 1 1 Anterior im subdsophageal Ganglion
LE 1 Anterior und lateral zum Osophagus Foramen
DP 1 1 1 Dorsal im PC
PSE3 3 2 Posterior zu SE3, klein
LP3 2 1 Dorsal zu LP1, klein
Pl 2 Pars Intercerebralis

Abkiirzungen: 56HT AK = 5HT Antikorper; kA = keine Angabe; sert1+2-GAL4 = Expression sert1+2-GAL4,
uas-mCD8gfp transgener Fliegen; wm = whole-mounts; slide = Objekttrager mit Gefrierschnitten; PC =
Protocerebrum.
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und GFP gefarbt (Abb. 3.22). Zunachst wurde ausschlieRlich von serotonergen Neuronen die
Neuroanatomie naher untersucht. Einige neue serotonerge Zellgruppen wurden identifiziert
und benannt (Abb. 3.21, Tabelle 3.1). Die neuen Zellgruppen wurden nach ihrer Lokalisation
benannt und heilen wie folgt: anterior im Protocerebrum (AP), anterior im subdsophageal
Ganglion (AS), anterior und lateral zum Osophagus Foramen (LE), dorsal im Protocerebrum
(DP), posterior zu SE3 (PSE3), dorsal zu LP1 (LP3), (Tabelle 3.1). Die Namensgebung
orientiert sich an der Nomenklatur von Vallés und White (1988). Das sehr weit anterior im
Protocerebrum gelegene AP besteht aus drei kleinen, meist schwach gefarbten Zellen pro
Gehirnhalfte. Die Neurone AS, DP und LE stehen fiir eine Zelle pro Gehirnhalfte. AS und LE
liegen anterior im Gehirn, weisen relative kleine Somata auf und sind schwach gefarbt. DP
dagegen besitzt ein groberes Soma und zeigt stirkere Farbung. Die Zellgruppe PSE3 liegt
posterior von SE3 und besteht aus drei kleinen Zellen pro Gehirnhalfte. LP3 lokalisiert dorsal
von LP1 mit zwei kleineren Zellen. Zusammenfassend wurden 44 Neurone pro Gehirnhilfte
identifiziert. Es wurden drei neue serotonerge Zellgruppen und dre einzelne neue Neurone
pro Gehirnhlfte identifiziert. Dabei handelt es sich um insgesamt elf Neurone (Abb. 3.21,
Tabelle 3.1). Die 5-HT positiven Neurone, die Farbung in whole-mounts zeigen, wurden in
Gefrierschnitten untersucht. Eine weitgehende Ubereinstimmung ist zu sehen. Zellen die sehr
weit anterior liegen, sind in Schnitten schwer zu erfassen, da die ersten und letzten Schnitte
oft eine schlechtere Qualitidt aufweisen. Trotzdem sind einige der hier als neu vorgestellten

Neurone auf Gefrierschnitten gefarbt und zwar AS, DP und zwei Neurone der PSE3 Gruppe.

3.2.2. Die sert1+2-GAL4 Treiberlinie ermoglicht die Expression von

uas-Transgenen in 40 serotonergen Neuronen im adulten Gehirn

Die sert1+2-GAL4 Treiberlinie wurde hergestellt, um vas-Transgene speziell in serotonergen
Neuronen zu exprimieren. Zur Bestimmung der GAL4 Expressionsdomane dieser Linie
wurde die Expression eines vas-mCD8gfp Reporter Gens (LEE und Luo 1999) unter der
Kontrolle der sert1+2-GAL4 Linie 209 in whole-mounts von adulten Drosophila Gehirnen
untersucht. Gleichzeitig wurde in diesen Gehirnen die Expression von 5HT mit Hilfe von

immunohistologischen Methoden sichtbar gemacht und mit der GFP Expression kolokalisiert.

Die Auswertung von 13 whole-mounts von sert1+2-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen
|asst darauf schlieRBen, dass die sert1+2-GAL4 Linie GFP in 20 serotonergen Neuronen pro
Gehirnhilfte und 1-2 nicht serotonergen Neuronen im Pars Intercerebralis (Pl) exprimiert
(Abb. 3.22, Tabelle 3.1). Dabei ist es nicht auszuschlieBen, dass die vas-mCD8gfp Linie
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Abb. 3.22.: Schemazeichnung des Expressionsmusters der sert1+2-GAL4 Linie (B). Zum

Vergleich ist die schematische Darstellung von wildtypischen serotonergen Neuronen ge-
zeigt (A). In B sind in der gleichen Darstellung die Neurone, welche in den transgenen
sert]1+2-GAL4, uas-mCD8gfp Fliegen GFP exprimieren dargestellt. Zusitzlich wurde
GFP in zwei nicht serotonergen Neuronen (hier in griin dargestellt) im Pl gesehen. Im
Protocerebrum werden sieben serotonerge Neurone angefarbt, die sich auf die Zellgrup-
pen SP1, SP2, IP und AP aufteilen. Die Zellgruppen in der Nahe der optischen Loben
LP1 und LP2 zeigen GAL4 Expression in jeweils zwei und fiinf Neuronen. Im subdso-
phagealen Bereich des Gehirns sind weitere sechs Neuronen der Zellgruppen SE1, SE2,
SE3 und das AS Neuron angefarbt.

ungetrieben Expression in Pl Zellen zeigt. Diese Kontrolle fehlt jedoch. Die sert1+2-GAL4

Linie exprimiert in ca. der Halfte der serotonergen Neurone GAL4 und somit GFP.

Im Protocerebrum werden sieben 5SHT positive Neurone angefarbt, die sich auf die Zellgrup-
pen SP1, SP2, IP aufteilen, sowie das Neuron AS einschliessen. Die Zellgruppen entlang der
optischen Loben LP1 und LP2 sind mit jeweils zwei und fiinf Neuronen pro Gehirnhilfte
gefarbt, wobei die Zellzahl der LP2 Gruppe variiert. Im subdsophagealen Bereich des Gehirns
sind weitere sechs Neuronen der Zellgruppen SE1, SE2, SE3 und das Neuron AS angefarbt.
Zusatzlich werden 1-2 Neuronen im Pl der sert1+2-GAL4 Linie angefarbt, die nicht mit dem
5HT Antikérper zu sehen sind (Abb. 3.22). Die Projektionen dieser sert1+2-GAL4 Linie
sind im subdsophagealen Ganglion und seitlich des Osophagus zu sehen. Die Projektionen
seitlich vom Osophagus reichen bis ins Protocerebrum, wo eine fiir diese GAL4 Linie
spezifische Geweih dhnliche Verzweigung entsteht. Auch der Pilzkdrper ist innerviert, wobei
diese Innervation hidufig nur einseitig zu erkennen ist. Eine Pilzkdrperfarbung kann mit
dem 5HT Antikorper nicht beobachtet werden. Unwahrscheinlich ist, dass der dSERT auf
nicht serotonergen Neuronen, oder Projektionen sitzt, da dies bisher in keinem anderen

Modellorganismus beobachtet wurde. Trotzdem miisste die Innervation der Pilzkdrper
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Abb. 3.23.: Die sertl1+2-GAL4 Treiberlinie exprimiert teilweise in serotonergen Neuronen
GFP. Die Kolokalisationsstudien von 5HT und GFP mit der sert1+2-GAL4 Treiberlinie
gekreuzt mit uas-mCD8gfp transgenen Fliegen sind hier gezeigt. In A und B sind ex-

emplarisch zwei Gehirne der sert1+2-GAL4 Linie gezeigt, die mit GFP (griin) gefarbt
sind. In der rechten Gehirnhilfte ist die Farbung des Pilzkdrpers in beiden Gehirnen zu
sehen (A und B). Diese Farbung des Pilzkdrpers ist nicht in der Farbung mit einem 5HT
Antikdrper zu sehen (C und D). Neurone, die 5HT wie auch GFP exprimieren erscheinen
in E und F weil. Fast alle Zellkérper der sert1+2-GAL4 Linie iiberlappen mit serotoner-
gen Zellkdrpern. Zusatzlich sind zwei Neurone pro Gehirnhilfte im Pl angefarbt (weiler
Pfeil) (weiler Balken = 50 = pum)(Farbung Haberberger).

naher untersucht und vor allem die dafiir verantwortlichen Neurone bestimmt werden. Wir
vermuten, dass zwei serotonerge Zellen, die auf gleicher Hohe und anterior vom Pilzkérper
liegen fiir die Innervation verantwortlich sind. (Abb. 3.23 B, B' und B", weiler Pfeil).

Wiirde man die Neurone, die zusitzlich in den Gefrierschnitten gefunden wurden einschlie-
Ben, wiirden ca. 33 Zellen pro Gehirnhilfte mit der 5HT-Farbung iiberlappen. Folglich
wiirde die sert1+2-GAL4 Linie in ca. 76% der serotonergen Zellen exprimieren (Abb. 3.24).
Die Gefrierschnitte werden, auf Grund einer zu geringen Stichprobengréle jedoch nicht
beriicksichtigt.

3.2.3. Die 5htr1b-GALA4 Linie exprimiert in 20 serotonergen Neuronen GFP

Die 5htr1b-GAL4 Linie enthilt ein Promotorelement des 5htrlb Rezeptor Gens (Herb,
2005). Das 5htr1b Rezeptor Gen in Drosophila ist zu 43% homolog zum 5htla Rezeptorgen
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Abb. 3.24.: Die sertl1+2-GAL4 Treiberlinie exprimiert teilweise in serotonergen Neuronen

sowie in serotonergen Strukturen GFP. Kolokalisationsstudien wurden auf Gefrier-
schnitten von sertI+2-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen, mit GFP (griin) und
5HT (magenta) Antikérperfarbung gemacht. In A und B sind exemplarisch zwei Gefrier-
schnittebenen von einem Gehirn der sert1+2-GAL4 Linie gezeigt, die mit GFP gefarbt
sind. In A ist der obere Rand des Facherkorpers gefarbt. Diese Farbung kolokalisiert
mit der SHT Antikdrper Farbung (A", weier Pfeil). Des Weiteren ist die Kolokalisation
der sert1+2-GAL4 Expression mit den serotonergen Neuronengruppen LP1 und SP2 zu
sehen (B", weie Pfeile)(sieche auch Abb. B.4-B.7, Anhang)(weiRer Balken 50 = pm).

in Vertebraten. In Vertebraten wird der Rezeptor unter anderen auf serotonergen Neuronen
gefunden. Dort reguliert dieser als somatodendritischer Autorezeptor die 5HT Signaltrans-
duktion (NESTLER et al. 2001). Falls der 5HTR1b in Drosophila ebenfalls ein Autorezeptor

ist, so sollte dieser auf der prasynaptisch Seite von serotonergen Zellen lokalisiert sein.

Die hier charakterisierte 5htr1b-GAL4 Linie zeigt Expression in 20 serotonergen Neuronen
(Tabelle 3.2). Im Protocerebrum sind Neurone der Zellgruppen SP1 (2 Neurone), SP2 (2
Neurone) und IP (3 Neurone) gefarbt. Im Gegensatz zu der sert1+2-GAL4 Linie exprimiert
die 5htr1b-GAL4 Linie in einem zusatzlichen Neuron in SP1. Die Zellen der LP1 und LP2
Gruppen sind fast vollstandig vorhanden mit zwei von zwei Neuronen in der LP1 Gruppe
und acht von neun Neuronen in der LP2 Gruppe. In 5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp Fliegen
wird GFP in drei zusatzlichen Neuronen der LP2 Gruppe im Vergleich zu sert1+2-GAL4,
uas-mCD8gfp transgenen Fliegen exprimiert. Im subdsophageal Ganglion werden nur drei
Neurone angefarbt: das Neuron SE1 und zwei von vier Neuronen in der Zellgruppe SE2.
Die sertl1+2-GAL4 Linie exprimiert ebenfalls in SE1 und in jeweils zwei Neuronen von
SE2 und SE3. Auch in der 5htr1b-GAL4 Linie wurden zwei von drei Neurone in der SE3
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Tab. 3.2.: Anzahl und Lokalisation von serotonergen und unbekannten Neuronen von 5htr1b-GAL4,

uas-mCD8gfp Fliegen im ZNS von adulten Drosophila.

Gruppe Neuronen pro Gehirnhilfte Lokalisation Zellgruppen
5HT AK  5htr1b-GAL4  sert1+2-GAL4
wm wm  slide wm slide
n=15 n=1-8 n=13
SE1 1 1 1 1 1 Lateral zum Osophagus Foramen
SE2 4 2 4 2 2 Posterior, lateral zum Subdsophageal Ganglion
SE3 3 2 3 2 3 Posterior zum Subdsophageal Gangl. nihe Mitte
LP1 2 2 2 2 Lateral zum PC neben optischen Loben
LP2 9 8 11 5 11 Ventrolateral zum PC, in optischem Pedunkel
SP1 3 2 3 1 3 Anterior zum medialen PC, frontale Rinde
SP2 4 2 2 2 Anterior zum medialen PC, posterior SP1
IP 7 3 1 3 4 Inferior zum medialen PC
AP 3 1 Anterior im PC
AS 1 1 1 1 Anterior im Subdsophagial Ganglion
LE 1 1 Anterior und lateral zum Osophagus Foramen
DP 1 1 1 Dorsal im Protocerebrum
PSE3 3 2 2 Posterior zu SE3, klein
LP3 2 Dorsal zu LP1, klein
? 1 3 Sehr anterior und lateral zum PC

Abkiirzungen: 5BHT AK = 5HT Antikorper; 5htr-GAL4 = Expression 5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp trans-
gener Fliegen; sert1+2-GAL4 = Expression sertl1+2-GAL4, was-mCD8gfp transgener Fliegen; wm =

whole-mounts; slide = Objekttrager mit Gefrierschnitten; PC = Protocerebrum.

Zellgruppe gefunden, aber in weniger als drei Gehirnen. Diese Neurone sind in der Tabelle
sowie in der Schemazeichnung blau gekennzeichnet. Dabei handelt es sich auch um die
subdsophagealen Neurone LE mit einem von einem Neuron und PSE3 mit zwei von drei
Neuronen. Sehr anterior im Protocerebrum ist ein Neuron zu sehen, dass weder serotonerg,
noch dopaminerg ist. Diese Zelle wurde nicht benannt (Tabelle 3.2). Keine Expression ist
in den Zellgruppen AP und AS zu sehen, obwohl die sert1+2-GAL4 Linie in jeweils einem
Neuron dieser Zellgruppen Expression zeigt. Ahnlich wie in der sert1+2-GAL4 Linie werden
in Gefrierschnitten der 5htr1b-GAL4 Linie mehr Zellen angefarbt (Tabelle 3.2)(siehe auch
Abb. B.8, B.9, Anhang).

Zusammenfassend ist zu sagen, das die 5htr-GAL4 Linie in Neuronen Expression zeigt,
die zu den Zellgruppen: SE1, SE2, LP1, LP2, SP1, SP2, IP gehéren (siche Tabelle 3.2
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(Abb. 3.27 schwarz). Fiinf serotonerge Zellen, die in weniger als drei Gehirnen zu sehen
waren, gehdren zu den Zellgruppen: LE, SE3 und PSE3 (siehe Tabelle 3.2 blau; Abb. 23,
dunkelblau). Die Farbung ist vermutlich echt, miisste aber noch mit einer groReren Anzahl

von Gehirnen verifiziert werden.

3.2.4. Die 5htr1b-GALA4 Linie exprimiert in elf dopaminergen Neuronen GFP

Zur ldentifizierung weiterer Typen von Neuronen wurde das Expressionsmuster der 5htrlb-
GAL4 Linie mit einem Tyrosinhydroxylase (TH) Antikdrper kolokalisiert (Abb. 3.25). Der
TH Antikorper farbt dopaminerge Neurone. Dopaminerge Neuronengruppen im ZNS von
adulten Drosophila wurden bereits beschrieben von Friggi-Grelin et al., (1999), Néassel und
Elekes (1992) und Budnik and White, (1988)(FRIGGI-GRELIN et al. 2003; NAESSEL und
ELEKES 1992; BUDNIK und WHITE 1988)(Tabelle 3.3).

Um das Expressionsmuster der 5htr1b-GAL4 Linie mit dem Expressionsmuster von dopa-
minergen Neuronen vergleichen zu kdnnen, wurde zuerst die Expression der TH positiven
Neurone untersucht. Insgesamt wurden acht mit TH Antikdrper gefarbte Gehirne untersucht,
um dopaminerge Neuronen zu charakterisieren.

Zur Bestimmung der TH positiven Zellen wurde die Nomenklatur von Nassel und Elekes
(1992) verwendet. Die Autoren untersuchten drei verschiedene Fliegenarten auf das Vor-
handensein von TH positiven Zellen: Calliphora und Phormia zwei Fliegen der Familie der
Schmeiffliegen (Calliphoridae) und Drosophila. Neuronengruppen dieser Fliegen sind sehr
dhnlich und scheinen auch 3hnliche Projektionen zu bilden. Die Nomenklatur wurde nach
N&ssel und Elekes (1992) iibernommen (Tabelle 3.3).

Im Vergleich zu den neuroanatomischen Studien von Néssel und Elekes (1992) konnten hier
zwei zusatzliche Gruppen von Neuronen, die TH exprimieren identifiziert werden, namlich
ALE1 und ALDL. Eine dieser Neuronengruppen, bestehend aus drei Neuronen, liegt sehr
anterior im Fliegengehirn, sowie lateral des Osophagus. Deshalb wird sie anterior lateral
Osophagus (ALE1) genannt (Abb. 3.26, Tabelle 3.3). Die zweite hier zum ersten Mal identifi-
zierte Neuronengruppe liegt anterior und lateral von D1 und wird deshalb anterior lateral D1
(ALD1) genannt (Abb. 3.26). Diese Neuronengruppe besteht aus vier Neuronen (Tabelle 3.3).

Um die Kolokalisation der 5htr1b-GAL4 Linie mit dopaminergen Neuronen zu bestimmen,

wurden 5htr1b-GAL4 Fliegen mit uas-mCD8gfp Fliegen verkreuzt. Whole-mounts wurden
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Abb. 3.25.: Die 5htr1b-GAL4 Linie exprimiert in elf dopaminergen Neuronen GFP. Koloka-
lisationsstudien wurden in whole-mounts von 5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen
Fliegen, mit GFP (griin) und TH (A-A")(magenta), bzw. 5HT (B-B"und C-C")(magenta)
Antikorperfarbung gemacht. In A, B und C sind exemplarisch drei whole-mounts von
5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen gezeigt, die mit GFP Antikorper und
TH Antikdrper (A-A") sowie GFP und 5HT Antikérper (B-B",C-C") gefarbt wurden. In

A und C sind Teile der Struktur des Facherkérpers zu sehen. Das whole mount in B

zeigt Farbung im Ellipsoidkorper und auf den Bildern B und C sind Projektionen seit-
lich des Osophagus sowie im Protocerebrum, vermutlich in den a-Loben der Pilzkdrper,
zu erkennen. A" zeigt die Kolokalisation von dopaminergen und GAL4 exprimierenden
Neuronen, wobei die Kolokalisation nur schwer zu erkennen ist (A", gelbe Pfeile). Das-
selbe gilt fiir die Kolokalisation der Expression der 5htr1b-GAL4 Linie, mit serotonergen
Neuronen in B"(gelbe Pfeile). Dies liegt an der nicht optimalen Farbung dieser whole-
mounts. Gut zu sehen ist die Kolokalisation von serotnergen Neuronen mit der GAL4
Linie in C". Die weiBen Pfeile in A, A"und B kennzeichnen Neurone die weder serotonerg,

noch dopaminerg sind (Farbung, Haberberger).



Tab. 3.3.: Anzahl und Lokalisation von TH Zellgruppen im ZNS von adulten Drosophila.

Gruppe Neuronen pro Gehirnhilfte Lokalisation Zellgruppen
TH AK Naissel F.-G. Monast 5htr1b-GAL4
wm wm wm  wm wm  slide
n=7 n>4 n=kA n=kA n=1-8 n=1
PAL1 6 5 4 6 2 Dorsolateral und anterior im PC
PAM1 40-70 <110 Dorsomedial und anterior im PC
PPL1 13 12 6 2 4 Dorsolateral und posterior im PC
PPL2a/b 5 6 5 5 Lateral und posterior im PC
PPL2c 2 2 Lateral und posterior im PC
PPM1 1 1 Dorsomedial und posterior im PC
PPM2 7 8 6 3 Dorsomedial und posterior im PC
PPM3 8 6 Dorsomedial und posterior im PC
ALD1 4 Anterior und lateral zu D1
D1 3 2 1 Lateral und posterior im Deutocerebrum
T1 1 1 Tritocerebrum
SAl 1 1 1 Subdsophageal Ganglion (SEG)
SP1/2 2 Subdsophageal ganglion (SEG)
SVP1 1 1 1 1 Ventrales SEG
VUM1/2 2 2 2 2 Ventrales SEG
ALE 3 Anterior und lateral zum Osophagus

Abkiirzungen: TH AK = Tyrosin Hydroxilase Antikérper; F.-G. = Friggi-Grelin et al., (2002); Monast =
Monasterioti et al., (1999); Nissel = N&ssel und Elekes, (1992); 5htr1b-GAL4 = Expression 5htr1b-GALA4,
uas-mCD8gfp transgener Fliegen; wm = whole-mounts; slide = Objekttrager mit Gefrierschnitten; PC =
Protocerebrum.
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Abb. 3.26.: Schematische Abbildung von dopaminergen Zellgruppen im ZNS von Droso-
phila. Whole-mounts wurden mit einem Tyrosin Hydroxylase Antikorper gefarbt. Fiir
die schematische Zeichnung wurden sieben Gehirne ausgewertet. Verwendet wurde die
Nomenklatur von Nassel und Elekes (1992). Die neuen Neuronengruppen heifen ALE1

mit drei Neuronen und ALD1 mit vier Neuronen (blaue Boxen; siehe auch Tabelle 3.3)

immunohistologisch mit GFP und TH Antikérpern gefarbt (Abb. 3.25). Insgesamt gibt es
Expression in 11 Somata von dopaminergen Neuronen, die zu fiinf verschiedenen Neuronen-
gruppen gehdren: PAL1, PPL1, PPM2, PPM3 und SVP1 (Abb. 3.27 griin). Neurone, die
in weniger als drei Gehirnen gefunden worden gehdren zu den Neuronengruppen: PPL2a/b,
PPM1, D1, T1, SA1 und VUM1/2 (Abb. 3.27 hellblau). Obwohl die Farbung dieser Neurone

echt zu sein scheint, miissten diese Neurone in zusatzlichen whole-mounts bestimmt werden.

Fiir diese schematische Darstellung wurden Kolokalisationsstudien in whole-mounts von

5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen verwendet. Insgesamt wurden acht adulte

Abb. 3.27.: Ubersichtsschema von Neuronen in denen die 5htr1b-GAL4 Linie GFP expri-

miert.
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Gehirne mit 5htr1b-GAL4 Expression ausgewertet. Die 5htr1b-GAL4 Linie exprimiert in 20
serotonergen Neuronen (schwarz dargestellt). Fiinf serotonerge Neurone wurden in weniger
als drei whole-mounts bestimmt und sind deshalb dunkelblau dargestellt. Expression in elf
dopaminergen Neuronen ist griin dargestellt, wahrend dopaminerge Neurone die in weniger
als drei Gehirnen gefunden wurden hellblau gekennzeichnet sind. Das Neuron, dass weder den
serotonergen noch den dopaminergen Neuronengruppen zu zuordnen war ist pink dargestellt.

Die Ergebnisse der Gefrierschnitte sind nicht in die Schemazeichnung mit einbezogen worden
(siehe Tabellen 3.2 und 3.3).

Die 5htr1b-GAL4 Linie exprimiert in serotonergen, dopaminergen und weder serotonergen
noch dopaminergen Neuronen. Der grote Anteil dieser Neuronen besteht aus serotonergen
Neuronen. Insgesamt handelt es sich dabei um 20 serotonerge Neurone in sieben unterschied-
lichen Neuronengruppen (Abb. 3.27, schwarz dargestellt). Zusatzlich werden insgesamt elf
Neuronen von fiinf verschiedenen dopaminergen Zellgruppen angefarbt (Abb. 3.27, griin
dargestellt). Anterior im Protocerebrum ist eine Zelle angefarbt, die weder serotonerg
noch dopaminerg ist (Abb. 3.27, pink dargestellt). Die Neuronen der 5htr1b-GAL4 Linie
zeigen Projektionen in den Ellipsoidkorper, seitlich vom Osophagus und im Protocerebrum,
vermutlich in den a-Loben der Pilzkdrper (Abb. 3.25).

3.3. P-Element Mutagenese zur Herstellung einer dsert Mutante

Die P-Element Insertionsmutagenese erlaubt das Ausschalten oder Verdndern eines Gens
wenn das P-Element z. B. in die Promotorregion springt. Dafiir wird ein Transposon, welches
in der N3he des Gens von Interesse liegt mit Hilfe einer Transposase mobilisiert und kann
sich in umliegende genomische Regionen integrieren. Gezeigt wurde, dass die Wahrschein-
lichkeit einer lokalen Insertion des P-Elementes hoch ist (TOWER et al. 1993). Deshalb
wurden verschiedene P-Element ausgewahlt, die sich in der Ndhe des dsert Gens befinden.

Es wurden zwei Mutagenesen mit zwei unterschiedlichen P-Element Insertionen durchgefiihrt.

Die erste Mutagenese wurde mit dem P-Element P(lacW)Mov34 durchgefiihrt.

Dieses P-Element sitzt in dem Gen Mov34 nur 1,3 kb entfernt vom dsert 3'-Ende (Abb.1).
Die Mutagenese mit dem P(lacW)Mov34 lieferte keine dsert Mutante (HERB 2005).

Da die P-Element Insertion im Mov34 Gen homozygot lethal ist, fiihrt nur ein prazises

ausschneiden des P-Elementes zu einer homozygot vitalen Fliege. Oft wird das P-Element
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Abb. 3.28.: Die genomische Organisation des dsert Gens und seine unmittelbaren Nach-
bargene. Position der P-Elemente P(lacW)Mov34 und P(EPgy2). Das P-Element
P(lacW)Mov34 sitzt im Gen Mov34 und befindet sich 1,3 kb unterhalb des dsert 3'-
Endes. Das P-Element P(EPgy2) in CG30164 befindet sich 12 kb oberhalb des dsert
5'-Endes (verdndert nach Flybase).

nicht korrekt ausgeschnitten, das heift angrenzende genomische Regionen werden mit
dem P-Element an anderer Stelle in das Genom integriert. Beinhalten diese angrenzenden
genomischen Regionen ein Gen, dass Lethalitat verursacht wenn es verdndert wird, wie das
Mov34 Gen, dann sind diese Fliegen homozygot lethal. Es wurden 34 vitale P-Element
Insertionen hergestellt, davon hatten zehn Linien eine Insertion auf dem zweiten Chromosom.
Sechs Linien waren auf dem rechten Arm des zweiten Chromosoms lokalisiert und vier auf

dem linken Arm. Keine dieser Linien hatte jedoch eine P-Element Insertion im dsert Gen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass P-Elemente meist nicht ndher als 10 kb von ihrem
Ursprungsort inserieren (PORSCH 2002). Das P-Element im Mov34 Gen liegt nur 1,3 kb
vom dsert entfernt. Deshalb wurde ein zweites P-Element P(EPgy2) ausgewahlt, welches
ca. 12 kb vom dsert 5'-Ende entfernt liegt (Abb. 3.28). Dieses P-Element gehort zu den EP
Elementen, die fiir das Berkley Drosophila Genome Project (BDGP) mit dem yellow+ Gen
modifiziert wurde, um unter anderem, die Insertionszahl zu erhdhen (Abb. 3.29 (BELLEN
et al. 2004).

Das yellow+ Gen soll einerseits die Insertionszahl erhdhen, und ist andererseits weniger an-
fallig fiir Positionseffekte. Positionseffekt treten auf, wenn das P-Element in ein Gen inseriert
und die Augenfarbe nicht exprimiert wird, weil die Expression des Gens inhibiert wird. Dabei
handelt es sich um euchromatische Gene, die sich nach einer Chromosom-Neuordnung, oder

einer Transposition in der Ndhe von Heterochromatin befinden. Ein weiterer Vorteil dieser
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Abb. 3.29.: Das P-Element Konstrukt P(EPgy2). Der yellow+ Genmarker wurde direkt neben

das mini white+ Gen gesetzt um Positionseffekte zu reduzieren (Bellen et al., 2004).

Tab. 3.4.: Ergebnis der P-Element Mutagenese.

Exp. Durchsucht Isoliert 2. Chr. % Analysiert iiber Def 2605 homozyg. tot
lethal

A ca. 40000 139 81 58% 65 alle vital 6 10

B ca. 20000 100 38 38% 34 alle vital 3 1

C ca. 6000 44 12 27% 7 alle vital 0 5

Total ca. 66000 238 131 55% 106 9 16

Insertionslinie ist, dass sie nicht homozygot lethal ist.

Drei Ansatze der zweiten P-Element Mutagenese mit je 40000, 20000 und 6000 adulten
Fliegen wurden durchgefiihrt. Insgesamt wurden ca. 65.000 Fliegen nach einer verdnderten
Augenfarbe durchsucht (Tabelle 3.4). Davon wurde bei 238 eine P-Element Insertion auf
Grund der roten Augenfarbe festgestellt. Von diesen Tieren hatten 131 das P-Element auf
dem 2. Chromosom. 16 dieser Stamme sind wahrend der Aufbewahrungsphase verstorben.
9 Stdmme waren homozygot lethal, weil eine P-Element Insertion vermutlich in ein Let-

halitat verursachendes Gen integriert ist. 106 Fliegenstamme wurden entsprechend analysiert.

Alle Fliegenstdmme waren iiber die Defizienz (2R) PX2/SM5 (60C6-60D3) 2604, die auch
den dsert betrifft, vital. Demzufolge gibt es keine P-Insertion in der Region der Defizienz
2604, die Lethalitat verursacht. Das auBerdem keine Insertion im dsert vorhanden ist, wurde

anschlielend bestatigt.

Kiirzlich wurde ein Hypomorph des dsert Gens hergestellt und molekular genetisch iden-
tifiziert. Bei diesem Hypomorph handelt es sich um eine Deletion in der Promotorregion
des dsert Gens (J. Hirsh, personliche Kommunikation). Fiir dieses Hypomorph homozygote

Fliegen wurden im Inebriometer auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz getestet.
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Abb. 3.30.: Ein Hypomorph des dsert Gens mit einer Deletion in der Promotorregion beein-
flusst die Ethanolsensitivitdt und die Toleranz. In (A) wird die Ethanolsensitivitat
der ersten und zweiten Ethanolbehandlung gezeigt. Die MET1 (dunkelgrau) der Kon-
trollgruppen betragt 22 +0,4 min und 22 +0,7 min und die MET1 der experimentellen
Gruppe ist 21 £ 0,3 min (A). Die MET2 (hellgrau) der zwei Kontrollen ist 29 £ 0,5
min und 28 + 0,6 min. MET1 und MET2 der wildtypischen Fliegen unterschieden sich
signifikant von der MET1 (p = 0,04) und MET2 (p = 2,4F — 6) der experimentellen
Tiere (n=8-12). Die Ethanoltoleranz der Kontrollgruppe w!!!8 ist signifikant hher als
die der homozygot hypomorphen Fliegen 18+1% (p = 7,1E —5)(B). Im Vergleich dazu
liegt die Toleranz der fiir das Hypomorph heterozygoten Fliegen bei 23 4+ 3% (genaue
Werte in Tabelle A.14, Anhang).

1118 1118

Die Kontrollgruppen, w!!'® Fliegen und heterozygote w'!'®, sert>® Fliegen entwickelten eine
MET1 von 22 + 0,4 min und 22 + 0,7 min. Die MET1 der experimentellen Gruppe lag bei
21+0,3 min (Abb. 3.30A). Die MET2 der Kontrollgruppen betrug 2940, 5 min und 2840, 6
min, wahrend die MET2 der fiir sert® homozygoten Fliegen bei 25 4= 0,4 min lag. Die
MET1 und MET2 der w!!'® Fliegen unterschied sich signifikant von der MET1 und MET?2
der experimentellen Gruppe. Die Ethanoltoleranz der Kontrollgruppen betrug 25 + 1% und
23 £ 3% (Abb. 3.30). Die experimentelle Gruppe entwickelt eine Toleranz von 18 + 1%. Die
Ethanoltoleranz der w!''® Fliegen war signifikant hoher, als die der experimentellen Gruppe.
Fliegen, die heterozygot fiir das Hypomorph sind, zeigten eine 3dhnliche Ethanolsensitivi-

tat wie wildtypische Fliegen und eine etwas, aber nicht signifikant, reduzierte Ethanoltoleranz.
Die Ergebnisse zeigen, dass ein Hypomorph des dsert Gens mit einer Deletion in der

Promotorregion zu einer erhdhten Ethanolsensitivitdt und einer reduzierten Toleranz in
Fliegen fiihrt. Ahnliche Resultate konnten nach Inhibition des dSERTs mit einem SHT
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Wiederaufnahmehemmer gezeigt werden. Es ist daher anzunehmen, dass die 5HT Signal-
transduktion mafRgeblich an der Entwicklung von Ethanolsensitivitat und Toleranz beteiligt

ist.
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4. Diskussion

4.1. Pharmakologische Manipulation der 5HT Konzentrationen

in Drosophila

Die Fiitterung der SHT Vorstufe SHTP (4 mg/ml), iiber 24 h fiihrte zu einer ErhShung
der 5HT Konzentrationen in der Fliege. Diese Fliegen zeigten keine Verdnderung ihrer
Ethanolsensitivitdt oder Toleranz.

Es stellt sich die Frage, ob die 5HT Konzentration durch dir Gabe von 5HTP tatsichlich
erhoht wurde. Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits erfolgreich Fliegen mit 5HTP
gefiittert.

SHTP wurde fiir 4-5 Tage gefiittert, indem 5HTP dem Futtermedium zugefiigt wurde
(VAYSSE et al. 1988). Nach einer Pavlovschen Konditionierung war die Inhibition des
Proboscis Reflexes nach 5SHTP Fiitterung verstarkt.

In einer anderen Studie wurden Fliegen fiir 24 h mit 4mg/ml 5HTP gefiittert. Dieses
Fitterungsprotokoll war ausreichend, um die zirkadiane Rhythmik der Fliegen zu verandern.
Erhdhte 5SHT Konzentrationen verursachten eine reduzierte Anpassung der Fliegen an die
zirkadiane Rhythmik nach einem Lichtpuls. Eine dhnliche Reaktion wurde bei Fliegen die
mit den SERT Inhibitoren Fluoxetin und Citalopram gefiittert wurden beobachtet (YUAN
et al. 2005). Folglich wurden 5SHTP und SERT Inhibitoren bereits erfolgreich in Drosophila
eingesetzt. Es wurde jedoch nicht gezeigt, ob in den Fliegen die 5HT Konzentrationen

verandert sind.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Fiitterung von 5HTP fiir 24 h die 5HT
Konzentrationen in den Kopfen der Fliegen erhdht. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf
Ethanolsensitivitat oder Toleranz. Dabei ist nicht geklart, wo sich die erhohten 5HT
Konzentrationen im Kopf der Fliege befinden; in den Zellen, in Neurotransmitter Vesikeln
oder im extrazelluldren Gewebe. Eine Verdnderung der 5SHT Signaltransduktion kénnte mit
einer veranderten 5HT Konzentration im synaptischen Spalt einhergehen. Die Messung der

5HT Konzentration im synaptischen Spalt der Fliege ist bis heute noch nicht méglich.
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In Ratten konnte mit Hilfe von in vivo Mikrodialyse und ex vivo HPLC gezeigt werden, dass
nach Fiitterung von 5HTP extrazelluldre 5HT Konzentrationen erhdht sind (HALLADAY
et al. 2006). Gleichzeitig ist die Ethanolaufnahme dieser Tiere reduziert. Gibt man Ratten
eine 5HTP Injektion intra peritoneal (i.p.), dass heilt in die Bauchhdhle, wird ebenfalls
eine Reduktion der Ethanolaufnahme gemessen (ZABIK et al. 1994). AuBerdem wird eine
konditionierte Geschmacksaversion in Ratten festgestellt. Wird Ratten direkt nach 5HTP
Injektion (i.p.) ausschlieBlich Ethanol als Fliissigkeit zu trinken gegeben, dann verweigern
sie diese Fliissigkeit bis der Tod eintritt (ZABIK und ROACHE 1983). Menschen wird 5HTP
hauptsichlich gegen Depression und Fettsucht gegeben (CANGIANO et al. 1998; Ubersicht,
TURNER et al. 2006). Fiir die Reduzierung der Alkoholaufnahme im Menschen ist der SHT
Agonist 5HTP jedoch nicht geeignet (zum Uberblick, TAMBOUR und QUERTEMONT 2007).

Fitterung von p-CPA einem 5HT Syntheseinhibitor reduziert 5HT Konzentrationen,
verandert jedoch nicht Ethanol induziertes Verhalten. Fraglich ist, ob durch Fiittern von
Pharmaka funktionelles 5HT gebildet bzw. reduziert wird und am richtigen Ort einen Effekt
ausiiben kann.

Nach 4-5 Tagen Fiitterung von p-CPA, das dem Futter beigemischt wurde, schneiden Fliegen
bei einem Pavlovschen Lernparadigma schlechter ab als Fliegen die mit 5HTP gefiittert
wurden (VAYSSE et al. 1988). In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Fiitterung von p-CPA
nach 24 h zu einer Reduktion von 46% der 5HT Konzentration in den Fliegenkdpfen fiihrt.
Diese Reduktion von 5HT hat jedoch keinen Einfluss auf die Entwicklung von Ethanoltoleranz
oder Sensitivitat. Allerdings ist die Tendenz einer erhéhten Ethanolsensitivitat zu sehen, die
jedoch auf Grund einer kleinen Anzahl an Wiederholungen nicht signifikant war. Deshalb
sollte p-CPA fiir 3-4 Tage gefiittert werden, bevor die Fliegen auf Ethanolsensitivitdt und

Toleranz getestet werden.

In Menschen wird Alkoholabhangigkeit unter anderem mit einem Defizit an 5HT Neurotrans-
mission in Verbindung gebracht. Zahlreiche Studien belegen, dass 5HT Syntheseinhibition
die Ethanolaufnahme erhéht (GELLER 1973; HILL und GOLDSTEIN 1974; LYNESS und
SMITH 1992, Uberblick, LeMarquand et al., 1994a). Die Mehrzahl der bisher durchgefiihrten
Studien im Tiermodell ergaben jedoch kontrdre Ergebnisse, d.h. in 14 Studien trinken
die Tiere weniger Ethanol und in sechs Studien bleibt die Ethanolaufnahme unverdndert
(Uberblick, LEMARQUAND et al. 1994). Das kann, unter anderem, an einer konditionierten

Geschmacksaversion, hervorgerufen durch die unangenehmen Nebenwirkungen von p-CPA,
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die mit dem Konsum von Ethanol assoziiert werden liegen (MYERS und CICERO 1969).
Auch wenn die Aufnahme von Ethanol nach p-CPA Gabe nicht notwendiger Weise reduziert
ist, konnte im Gehirn von Ratten nach drei Tagen p-CPA Fiitterung eine Depletion von 93%
5HT gemessen werden (KOE und WEISSMAN 1966). Dennoch ist nicht sicher, ob dies in

Fliegen reproduzierbar ist.

Eine andere Moglichkeit 5HT Konzentrationen zu reduzieren ist, durch Injektion des
Neurotoxins 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT). Die Injektion von 5,7-DHT in das intra-
cerebrale Ventrikel von Mausen erhohte deren Schlaffrequenz und fiihrte zu einen Abfall
der Korpertemperatur. Interessanterweise reagierten diese Mause auf Ethanol sensitiver als
Kontrollmause (MELCHIOR und TABAKOFF 1986). Wird Ratten eine einmalige Injektion
von 5,7-DHT (200ug) in die lateralen Ventrikel gegeben, wird die 5SHT Konzentration zu
75% reduziert und die Entwicklung einer Ethanoltoleranz verzdgert, was fiir eine erhohte
Sensitivitdit nach Ethanoleinfluss sprechen wiirde. L-Tryptophan dagegen erhéht nach
einmaliger oraler Gabe (75mg/kg) SHT um 39% und erleichtert die Ethanoltoleranzent-
wicklung (KHANNA et al. 1979). Eine andere Studie konnte hingegen zeigen, dass Ratten,
ohne Préferenz fiir Alkohol, nach 5,7-DHT Gabe erhéhten Alkoholkonsum zeigten und mit
HPLC wurden in den meisten Gehirnregionen dieser Ratten post-mortem reduzierte 5HT
Konzentrationen gemessen (WANG et al. 1996). Keinen Einfluss auf die Ethanolaufnahme
dagegen hatte die Mikroinjektion von 10 g 5,7-DHT in die dorsalen und medianen Raphe
Kerne von Ratten, die keine Praferenz fiir Alkohol zeigten (ADELL und MYERS 1996).

Dieses Neurotoxin sollte auch in Drosophila angewendet werden, um diese Fliegen anschlie-

Bend auf Ethanolsensitivitat und Toleranz zu testen.

In dieser Arbeit wurde Paroxetin aus einer Reihe von SERT Inhibitoren ausgewahlt, weil
gezeigt wurde, dass Paroxetin die hochste Affinitdt zum Drosophila SERT hat (DEMCHYS-
HYN et al. 1994). Im Menschen zeigt Paroxetin jedoch eine geringe Affinitdt zum hSERT
(DEMCHYSHYN et al. 1994). Dagegen hat Fluoxetin, der wohl bekannteste SERT Inhibitor
(Prosac), eine dhnlich hohe Affinitat fiir den menschlichen hSERT wie Paroxetin fiir den
dSERT (DEMCHYSHYN et al. 1994). Der SERT Inhibitor Paroxetin (1 mg/ml) wurde,
wie die oben beschriebenen Psychopharmaka, ebenfalls 24 h gefiittert. Es konnte gezeigt
werden, dass Paroxetin einen Einfluss auf Ethanolsensitivitat und Toleranz in Drosophila hat.
Das Fiittern von Paroxetin fiihrt zu einer erhohten Ethanolsensitivitat und einer reduzierten
Toleranz. 5BHT Konzentrationen in Fliegenkopfen sind nach Paroxetin Gabe jedoch nicht

verandert.
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Studien in Vertebraten belegen, dass die Inhibition von SERT Bindungsstellen durch SSRIs,
die 5HT Signaltransduktion im synaptischen Spalt verldngert. In Ratten wurde nach 15
Tagen mit einer in vivo Mikroelektrode die reduzierte 5SHT Aufnahme im Hippocampus
gemessen. Die 80%ige Reduktion von SERT Bindungsstellen wurde mittels Signalen von
Gefrierschnitten gemessen (BENMANSOUR et al. 2002, BENMANSOUR et al. 1999). Die Wir-
kung von SSRIs fiihrt in S3ugetieren unter anderem zu einer reduzierten Ethanolaufnahme
(LEJOYEUX 1996; Ubersicht, SELLERS et al. 1991). Die reduzierte Ethanolaufnahme wird
haufig auf eine geringere Aufnahme von Fliissigkeit und Nahrung zuriickgefiihrt. Tiere und
Menschen mit weniger Appetit nehmen auch automatisch weniger Ethanol zu sich (MEERT
1993; HIGGINS et al. 1992; ALVARADO et al. 1990). Dies kann in diesem Experiment
ausgeschlossen werden, da die Fliegen mit Ethanoldampf begast wurden.

Eine andere Studie konnte zeigen, dass die Reduzierung der Ethanolaufnahme durch
Paroxetin in Mausen nur kurzzeitig eintrat und schon nach wenigen Tagen eine Toleranz zu
diesem Effekt entstand (GULLEY et al. 1995). Es stellt sich die Frage, ob nach Fiitterung
von Paroxetin iiber mehrere Tage, das beobachtete ethanolinduzierte Verhalten von Fliegen

immer noch messbar ist oder ob eine Toleranz entsteht.

Andererseits konnten Studien in Ratten zeigen, dass SSRIs substituierend fiir Ethanol
wirken. Paroxetin und Fluoxetin substituieren beide die freiwillige Ethanolaufnahme in
Ratten. Diese Substitution kann mit einem 5HT2a Rezeptor Antagonist fiir Fluoxetin,
aber nicht fiir Paroxetin, aufgehoben werden. Die Wirkung von SERT Inhibitoren wird
demnach mit einer indirekten Aktivierung von unterschiedlichen 5SHT Rezeptorsubtypen in
verschiedenen Gehirnregionen assoziiert. Die indirekte Stimulation von 5HT Rezeptoren wird
in Zusammenhang mit der stimulierenden Wirkung von Ethanol gebracht. Moglicher Weise
gibt es Ahnlichkeiten zwischen den stimulierenden Effekten von SSRIs und Ethanol.

(GARDIER et al. 2003; MAUREL et al. 1999, MAUREL et al. 1997). Welche 5HT Re-

zeptorsubtypen fiir die Wirkung von Paroxetin in Frage kommen, ist leider noch nicht geklart.

Ahnlich wie in Fliegen wird in M3usen nach Injektion von Paroxetin eine erhohte Ethanolsen-
sitivitat festgestellt. Wird Mausen Paroxetin (i.p. 5 mg/kg) oder Fluoxetin (i.p. 10 mg/kg)
27 Tage lang injiziert und werden die Tiere am 28. Tag mit Ethanol (i.p. 2 g/kg) behandelt,
siecht man eine erhohte Sensitivitdt im Bezug auf die stimulierenden und lokomotorischen
Effekte von Ethanol (GOELDNER et al. 2005). Vermutlich gibt es einen Zusammenhang

zwischen erhohter Ethanolsensitivitat und einer reduzierten Ethanolaufnahme.
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4.2. Genetische Manipulation der 5HT Konzentrationen mit
dem dSERT in Drosophila

Die langfristige Reduktion der 5HT Signaltransduktion in Fliegen sollte durch gesteigerte
Wiederaufnahme von 5HT in die Prasynapse nach Uberexpression eines wildtypischen
dSERTSs erreicht werden. Dagegen sollte die Uberexpression eines inaktiven dSERTs die
Signaltransduktion erhdhen. Geklart werden muss jedoch, ob der wildtypische und der

inaktive dSERT in der Fliege funktionell exprimiert werden.

Postuliert wird, dass der SERT wegen seiner hohen Affinitat fiir 5HT nicht direkt an den
aktiven Zonen einer Synapse lokalisiert ist (PICKEL und CHAN 1999; ZHOU et al. 1998).
Folglich kdnnte die SHT Signaltransduktion unverdndert erfolgen, ohne dass eine erhdhte
dSERT Dichte einen direkten Einfluss auf die Verweildauer von 5HT im synaptischen Spalt
hat. Nur 5HT, welches von der aktiven Zone in dulere Bereiche des synaptischen Spaltes

diffundiert wird aufgenommen und wieder in die Prasynapse transportiert.

Ferner wird der SERT post-translational reguliert, unter anderem via Proteinkinase C
Phosphorilierung und Glykosilierung (TATE et al. 2003; RAMAMOORTHY und BLAKELY
1999; TATE und BLAKELY 1994), d. h. eine hohe Transkriptionsrate des SERT muss nicht
notwendiger Weise zu einer erhShten Integration in die Zellmembran fiihren (HAASE et al.
2001; Ubersicht, ZAHNISER und DOOLEN 2001). Vermutet wird, dass der SERT mit einem
limitierten endogenen Faktor interagiert, der Funktion und Pharmakologie des Transporters
reguliert (RAMSEY und DEFELICE 2002). Durchgefiihrt wurde das Experiment mit
Xenopus Qozyten, in die hsert oder Ratten sert (rsert) cRNA injiziert wurde. Transport
und Spannung wurden fiir verschiedene Expressionslevel des SERTs gemessen und es konnte
gezeigt werden, dass eine Erhhung der SERT Konzentration nicht zu einem gesteigerten
Transport fiihrt, sondern der Transport abhdngig von dem endogenen Faktor ist.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Uberexpression des SERTs nicht unbedingt ausrei-
chend sein muss, um eine erhohte Transportrate zu generieren, da der Transportmechanismus
von vielen verschiedenen Faktoren abhangig ist (RAMSEY und DEFELICE 2002; Ubersicht,
ZAHNISER und DOOLEN 2001).

In dieser Arbeit soll die Erhdhung der 5HT Signaltransduktion wahrend der Entwicklung
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mit einem inaktiven dSERT erreicht werden. Dafiir wurden zwei Aminosiuren des dSERT
verandert, die im rSERT nach Veranderung zur Inaktivierung des Transporters fiihrten
(ANDROUTSELLIS-THEOTOKIS und RUDNICK 2002).

Gezeigt werden konnte, dass die Expression des dominant negativen was-sert®™15 Konstruk-
tes in den meisten Neuronen zu keiner Veranderung der Ethanolsensitivitat oder Toleranz
fiihrte. 5SHT Konzentrationen in den Képfen der Fliegen waren jedoch signifikant erhdht in

der Kontrolle mit einer uas-sertPN'®

Kopie, in der experimentellen Gruppe app/-GAL4/+;
uas-sert®™1° /+ und in Fliegen, in denen das was-sert®™'® Konstrukt homozygot exprimiert
wurde. Dies deutet daraufhin, dass der Insertionsort mitverantwortlich fiir die erhdhten 5SHT
Konzentrationen ist.

Um diese ungetriebene Expression zu vermeiden, wurde ein gleiches Konstrukt mit einem
anderen Insertionsort eingesetzt: uas-sertPN%9.

Trotz signifikant erhdhter SHT Konzentrationen in den Kopfen der experimentellen Fliegen
sind Ethanolsensitivitdt und Ethanoltoleranz wildtypisch. Fiir die erhéhten 5SHT Konzentra-
tionen konnen kompensatorische Prozesse verantwortlich sein. Da der Riicktransport von
5HT in die Prasynapse inhibiert ist, kdnnte es zu einer verstarkten 5HT Produktion kommen,
um die Signaltransduktion aufrecht zu erhalten. In SERT defizienten M&usen ist die 5HT
Syntheserate bis zu 60% erhoht, wobei die erhéhte 5SHT Syntheserate kompensatorisch fiir
die bis zu 70% reduzierte 5SHT Konzentration in Geweben von verschiedenen Gehirnregionen
wirkt. Die Depletion des SERTs in Mausen verhindert somit die adequate Speicherung von
S5HT im Zellgewebe, was unzureichend kompensiert wird mit einer erhohten 5HT Synthese
(KM et al. 2005).

Mause mit einer Defizienz fiir den SERT nehmen freiwillig weniger Ethanol zu sich als
wildtypische Mausen (KELAI et al. 2003; BENGEL et al. 1998). Der Grund fiir die
reduzierte Ethanolaufnahme ist die hohere Ethanolsensitvitat der SERT defizienten Mause
(BOYCE-RUSTAY et al. 2006).

Auf Grund dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, ob die erhdhten 5HT Konzentrationen
in Drosophila nach Inaktivierung des dSERTs ausreichend sind, um eine wildtypische 5HT
Signaltransduktion wiederherzustellen. Hinzuzufligen ist, dass neben dem inaktiven dSERT
auch immer noch wildtypischer dSERT vorhanden ist, wenn auch in vermutlich geringfiigigen

Mengen.

Des Weiteren wurde ein Hypomorph des dserts hinsichtlich ethanolinduzierten Verhaltens

untersucht. Dieses dsert® Hypomorph wurde kiirzlich hergestellt und hat eine Deletion
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in der Promotorregion des dsert, was zu einer Reduktion ders dSERTs fiihrt (Hirsh,
personliche Kommunikation). Fliegen homozygot fiir dieses Hypomorph zeigen eine erhdhte
Ethanolsensitivitdt und eine reduzierte Toleranz. Demnach wurde ein dhnliches Verhalten
wie nach Fiitterung eines dSERT Inhibitors beobachtet.

Interessant ist, dass SERT defiziente Mause auch eine reduzierte 5HT1a und 5HT1b Autore-
zeptoraktivitdt und Expression aufweisen (FABRE et al. 2000; L1 et al. 1999). Die Reduktion
von Rezeptoren vermindert die 5SHT Signaltransduktion. Die so verdnderte Signaltransdukti-
on konnte eine Ursache fiir die erhdhte Ethanolsensitivitat in M&usen sein.

Auch in Drosophila sollte untersucht werden, ob eine chronische Inhibition der dSERT Akti-

vitdt die Expression der 5SHT Rezeptoren veradndert.

4.3. Inhibition der Neurotransmission von serotonergen und

dopaminergen Neuronen

Um serotonerge Neuronen zu inhibieren, wurde eine ddc-GAL4 Linie verwendet, die in
serotonergen und dopaminergen Neuronen Expression zeigt (LI et al. 2000; LUNDELL und
HirsH 1994; BEALL und HIRSH 1987). Die Inhibition der Neurotransmission wahrend der
Entwicklung in einer Untergruppe von serotonergen und dopaminergen Neuronen mit Hilfe
der ddc-GAL4 Linie hat keinen Einfluss auf Ethanolsensitivitat oder Toleranz.

Ziel des Projektes war es jedoch, ausschlieRlich serotonerge Neuronen wahrend der Entwick-
lung zu inhibieren, um Auswirkungen auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz zu untersuchen.
Deshalb wurden mehrere putativ serotonerge GAL4 Linien hergestellt.

Zwei dieser GAL4 Linien, die sert1+2-GAL4 und die 5htr1b-GAL4 Linie, zeigten einen
ethanolinduzierten Verhaltensphanotyp. Die Ethanolsensitivitat ist erhéht, wenn die Neuro-
transmission der serotonergen Zellen der sert1+2-GAL4 inhibiert wird.

Ahnliche Ergebnisse sieht man in Mausen nach chronischer Fiitterung von Paroxetin und
Fluoxetin (GOELDNER et al. 2005), und nach der Gabe des 5HT Neurotoxins 5,7-DHT
(MELCHIOR und TABAKOFF 1986). In diesen Studien wurde der SERT in allen Zellen
inhibiert, bzw. 5HT aus dem Gehirn der Mause weitgehend entfernt. Deshalb lasst sich
vermuten, dass eine Inhibition der 5HT Signaltransduktion in allen serotonergen Zellen

zu einer erhohten Ethanolsensitivitat und eventuell zu einer reduzierten Ethanoltoleranz fiihrt.

Die in dieser Arbeit verwendete sertl1+2-GAL4 Linie zeigt jedoch nur Expression in ca.

50% der Neurone, was bedeutet, dass die serotonerge Signaltransduktion nicht vollstandig
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inhibiert werden konnte. Deshalb sollten GAL4 Linien hergestellt werden, in denen alle

serotonergen Neuronen inhibiert werden kdnnen (siehe 4.4).

Der humane 5HT1a Rezeptor ist nicht nur pra-, sondern auch postsynaptisch lokalisiert
(NESTLER et al. 2001) und ist demnach kein reiner Autorezeptor. Deshalb ist es kaum
iberraschend, dass die GAL4 Linie mit dem 5htrlb Promotorfragment in serotonergen,
dopaminergen und zwei unbekannten Zellen Expression zeigt. Der Eindruck entsteht, dass
dieser Rezeptor in Drosophila ebenfalls pra- und postsynaptisch exprimiert wird. Interessant
ist aulerdem der ethanolinduzierte Verhaltensphanotyp dieser Fliegen. Inhibiert man die
Zellen dieser GAL4 Linie mit TNT entwickeln die Fliegen eine sehr hohe Ethanolsensitivitat
sowie eine stark reduzierte Ethanoltoleranz. Da die ddc-GAL4 Linie im Vorfeld keinen
Phanotyp gezeigt hat, stellt sich die Frage, welche der serotonergen und dopaminergen
Neurone der 5htr1b-GAL4 Linie fiir den Phanotyp verantwortlich sind.

Um herauszufinden, ob dopaminerge Neuronen bei der Ethanolsensitivitat eine Rolle spielen
wurde zusdtzlich eine th-GAL4 Linie mit was-tnt verkreuzt und auf Ethanolsensitivitat
und Toleranz getestet. Die Inhibition der Neurotransmission der von der th-GAL4 Linie
getriebenen dopaminergen Neuronen fiihrt zu einer erhohten Ethanolsensitivitat, beeinflusst

aber nicht die Ethanoltoleranz.

Im folgenden Teil werden die Neurone diskutiert, in denen mdglicherweise Neurotransmission

stattfinden muss, damit sich normale Ethanolsensitivitat entwickeln kann.

4.4. Neuroanatomische Studien von serotonergen und

dopaminergen Neuronen zweier GAL4 Linien

Die Verteilung von serotonergen Neuronen im Fliegengehirn wurde untersucht und mit verdf-
fentlichten Ergebnissen verglichen (Vallés und White, 1988). Alle acht schon beschriebenen
SHT Gruppen lieBen sich nachweisen, jedoch zahlte die IP Zellgruppe sieben statt drei bis
vier Zellen. Zusatzliche Neurone wurden wie folgt beschrieben: AS, LE und DP mit jeweils
einer Zelle pro Gehirnhélfte, AP und PSE3 mit jeweils drei Zellen und LP3 mit zwei Zellen
pro Gehirnhilfte.

Unterschiede kdnnen daraus resultieren, dass manche dieser Zellen klein und nur schwach
gefarbt sind, andere wiederum sehr weit anterior im Gehirn liegen, so dass sie auf Gefrier-

schnitten nur schwer detektierbar und auch nicht in jedem whole-mount zu sehen sind.
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Die sert1+2-GAL4 Linie exprimiert GFP in 46% der serotonergen Neuronen und in zwei
nicht serotonergen Neuronen im Pars Intercerebralis (PlI).

Verschiedene Praparationen zeigen unterschiedliche Anzahlen an 5HT positiven Zellen.
Auf den Gefrierschnitten wurde eine erhohte Anzahl an Neuronen angefirbt. Jeweils ein
zusatzliches Neuron ist in der Zellgruppe SE3 und IP zu sehen, zwei Neurone mehr z3hlt
die SP1 Zellgruppe und elf statt fiinf Neurone sind in der LP2 Gruppe zu finden. Die
funf Neurone bilden den Mittelwert fur 13 whole-mounts, wobei von Gehirn zu Gehirn
Schwankungen auftraten. Auf den Gefrierschnitten sind insgesamt 32 serotonerge Zellen
angefarbt. Das sind ca. 73% aller serotonerger Zellen, im Gegensatz zu nur 46% gefarbten
serotonergen Neuronen in den whole-mounts.

Diese Unterschiede kénnten durch die bessere Zuganglichkeit der Schnitte fiir den Antikérper

erklart werden.

Da die Zellen auf Gefrierschnitten besser angefdrbt werden, sollten mehr 5HT positive

Gefrierschnitte von sert1+2-GAL4 Gehirnen angefertigt und untersucht werden.

Erwartet wurde, dass in allen serotonergen Zellen Expression zu sehen ist, da in Ratten
gezeigt wurde, dass der SERT Transporter mit allen serotonergen Zellen, aber nicht mit
Gliazellen kolokalisiert (RATTRAY et al. 1999). Um dies auch fiir Drosophila zu belegen,
wurde ein dSERT Antikdrper hergestellt. Mit diesem Antikérper konnte gezeigt werden,
dass der dSERT mit 5HT Zellkorpern, Axonen und Dendriten kolokalisiert. Im Bezug
auf die in dieser Arbeit verwendete sertl+2-GAL4 Linie bedeutet dies, dass es sich bei
dem Promotorfragment, welches zu Herstellung des sert1+2-GAL4 Konstruktes verwendet

wurde, nicht um die vollstindige Promotorregion handelte.

Um 100%tige dSERT Expression zu bekommen konnte man die gesamte kodierende
Region des dSERT in den GAL4-Vektor klonieren. Eine andere Moglichkeit wére die
Promotorregion der Tryptophan Hydroxylase zu benutzen. Die Tryptophan Hydroxylase
ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der 5HT Synthese und kommt deshalb
ausschlieBlich in serotonergen Zellen vor (LOVENBERG et al. 1967, GRAHAME-SMITH
1964). Interessanterweise wurden in Fliegen, Nagetieren und im Menschen zwei Gene dieses
Enzyms gefunden: TPH1, was in der Peripherie vorkommt, und TPH2, das ausschlieRlich
im Gehirn transkribiert wird (NECKAMEYER et al. 2007; WALTHER und BADER 2003).

Dadurch kénnte gezielt die 5HT Konzentration im Gehirn manipuliert werden, ohne den
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peripheren 5HT Haushalt zu beeinflussen (WALTHER und BADER 2003).

Vergleicht man die serotonergen Neurone der sert1+2-GAL4 Linie mit den serotonergen
Neuronen der 5htr1b-GAL4 Linie gibt es eine sehr hohe Uberlappung der gefirbten seroto-
nergen Zellgruppen.

Die Anzahl der Neurone ist fiir die Zellgruppen SE1, SE2, SP2 und IP identisch. Die
Zellgruppe LP1 z3hlt in der sert1+2-GAL4 Linie fiinf und in der 5htr1b-GAL4 Linie acht
Neurone. Die zwei Neurone der SE3 Gruppe, die in der sert1+2-GAL4 Linie gefirbt sind,
finden sich in der 5htr1b-GAL4 Linie in weniger als drei von acht untersuchten Gehirnen.
Dasselbe gilt fiir die Neuronen der LE und der PSE3 Zellgruppe der 5htr1b-GAL4 Linie.
Keine der beiden Zellgruppen ist in der sert1+2-GAL4 Linie angefarbt. Dafiir sind die
Zellgruppen AP und AS mit jeweils einem Neuron nur in der sert1+2-GAL4 Linie angefarbt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass beide GAL4 Linien in genau 20 von putativ 44
serotonergen Neuronen Expression zeigen, mit einer Uberlappung von 80% beziiglich der
Neuronengruppen.

Ob es sich dabei um exakt die gleichen Neurone in den einzelnen Neuronengruppen handelt,
muss noch bestimmt werden. Wird die Vesikelausschiittung der serotonergen Neurone
der sertl+2-GAL4 Linie inhibiert, reagieren die Fliegen mit einer erhdhten Sensitivitat
auf Ethanol. Inhibiert man die Neurone der 5htr1b-GAL4 Linie, reagieren die Fliegen mit
einer sehr hohen Ethanolsensitivitdit und mit einer sehr niedrigen Ethanoltoleranz. Dieser
erhebliche Unterschied liegt vermutlich daran, dass die 5htr1b-GAL4 Linie zusatzlich noch
in elf dopaminergen Neuronen Expression zeigt.

Falls serotonerge Neuronen Ethanolsensitivitdt vermitteln, kommen Neuronen der folgende
Zellgruppen in Frage: SE1, SE2, LP1, LP2, SP1, SP2, IP.

Wird die Neurotransmission in einer Untergruppe von dopaminergen Neuronen mit Hilfe
einer th-GAL4 Linie inhibiert wird, fiihrt dies ebenfalls zu einer erhdhten Ethanolsensitivitat.
In anderen Modellorgansimen wurde bereits gezeigt, dass dopaminerge Neurone eine Rolle
bei der Entwicklung von Ethanolsensitivitdt spielen (PHILLIPS et al. 1998; RUBINSTEIN
et al. 1997; WEISS et al. 1993; YOSHIMOTO et al. 1992).

115



4.5. Gehirnregionen und Neurone, die moéglicherweise

Ethanolsensitivitat oder Toleranz vermitteln

Die Projektionen der beiden hier beschriebenen GAL4 Linien sind nicht vergleichbar. Die
Neurone der sert1+2-GAL4 Linie projizieren in das subdsophagiale Ganglion und in eine
Geweih &hnlichen Struktur im Protocerebrum. Zusatzlich werden Teile des Pilzkdrper

innerviert, wobei es sich vermutlich um die «, # und y-Loben handelt.

Die 5htr1b-GAL4 Linie zeigt Projektionen im Protocerebrum und seitlich vom Osophagus.
Innerviert wird ein Teil des Pilzkdrpers und der Ellipsoidkdrper bzw. der facherférmige Korper.
Fiir den Ellipsoidkorper ist bereits gezeigt worden, dass er eine Funktion bei der Entwicklung
von Ethanoltoleranz hat. Dabei ist hauptsichlich die Neurotransmitterausschiittung in den

small field Neuronen von Bedeutung (SCHOLZ et al. 2000).

Fir Drosophila wurde gezeigt, dass eine homer Nullmutante verantwortlich fiir Ethanol-
toleranz und Sensitivitat ist (URIZAR et al. 2007). Das Expressionsmuster von homer im
Ellipsoidkdrper ist dem Expressionsmuster unserer 5htr1b-GAL4 Linie erstaunlich dhnlich.
Des Weiteren konnten die erhohte Ethanolsensitivitdt und reduzierte Ethanoltoleranz von
homer den R2 und R4m /arge field Neuronen, die den Ellipsoidkorper innervieren, zugeordnet
werden (URIZAR et al. 2007). Die Expression der R4m und R2 Typ Neurone wurde von
Renn et al., (1999) ausfiihrlich beschrieben. Die damals verwendeten GAL4 Linien c42 und
c819 (c547) zeigen ein sehr dhnliches Expressionsmuster im Ellipsoidkorper im Vergleich zu
der in dieser Arbeit beschriebenen 5htr1b-GAL4 Linie (RENN et al. 1999). Leider ist nicht
bekannt, welchen Neurotransmitter/peptide etc. diese Zellen fiir die Signaltransduktion
verwenden. Interessant ware es festzustellen, ob es sich bei der 5htr1b-GAL4 Linie eventuell
auch um R2 bzw. R4m Neuronen handelt, die den Ellipsoidkdrper innervieren. Des Weiteren
sollte die Neurotransmission der GAL4 Linien c42 und c819(c547) inhibiert werden und die

Fliegen auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz getestet werden.

Eine andere GAL4 Linie, die eine reduzierte Ethanoltoleranz nach Inhibition der Neuro-
transmission mit TNT aufweist und ebenfalls eine dhnliche Expression wie die 5htr1b-GAL4
zeigt, ist die Linie 078Y. Diese Linie zeigt Expression in den small field Neuronen des

Ellipsoidkdrpers und in ein paar zusatzlichen Neuronen (SCHOLZ et al. 2000).

Andere GAL4 Linien (c107, 201Y und c522), die ebenfalls im Zentralkomplex Expression
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aufweisen, zeigen eine reduzierte Ethanolsensitivitit wenn sie mit einem was-PKAinh
Transgen verkreuzt werden (RODAN et al. 2002). Die Neuroanatomie dieser GAL4 Linien

sollte untersucht werden und mit den hier beschriebenen Linien verglichen werden.

Als nachstes miissten die dopaminergen und serotonergen Neurone der ddc-GAL4 Linie, sowie
die dopaminergen Neurone der th-GAL4 Linie genau beschrieben und mit der 5htr1b-GAL4
Linie verglichen werden. Ziel ist es heraus zu finden, welche Neurone bzw. Neuronengruppen
fir die Ethanolsensitivitdt und Toleranz verantwortlich sind. Die vorliegende Studie legt
nahe, dass Neurone, die den Ellipsoidkorper innervieren, vermutlich in die Entwicklung von

Ethanolsensitivitat und Toleranz involviert sind.

4.6. Perspektiven

Drosophila melanogaster ist ein geeignetes Modell, um die Auswirkung von Ethanol im Bezug
auf Ethanolsensitivitit und Toleranz zu testen. Griinde sind, die relativ hohe Ahnlichkeit
dieses Invertebraten zu Saugetieren im Bezug auf das ethanolinduzierte Verhalten, wie
gesteigerte Lokomotoraktivitat, Verlust der Kérperkontrolle und schliellich die Betaubung.
Auch das serotonerge System in Drosophila ist stark konserviert im Vergleich zu Vertebraten.
Psychopharmaka, wie z. B. 5HT Wiederaufnahmehemmer konnen erfolgreich eingesetzt
werden. Da in dieser Arbeit mit Hilfe von GAL4 Linien nur 46% der serotonergen Neurone
manipuliert wurden, sollte der Beitrag der restlichen Neuronen zur Ethanolsensitivitdt und
Toleranz untersucht werden. Serotonerge Neuronengruppen, die niher untersucht werden
sollten sind: SE1, SE2, LP1, LP2, SP1, SP2 und IP. Dabei gilt es heraus zu finden, welche
Neurone wichtig fiir die Entwicklung einer Ethanolsensitivitdit und/oder Toleranz sind.
Sind diese Neuronen identifiziert, gilt es im nidchsten Schritt die mit diesen Neuronen
assoziierten Gehirnstrukturen ausfindig zu machen. Schlussendlich gilt es die Funktion der
SHT Signaltransduktion im Bezug auf die Toleranzentwicklung zu verstehen, umso mehr

weil Ethanoltoleranz zu einer Alkoholabhangigkeit fiihren kann.

In dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass mindestens elf dopaminerge Neurone
eine Rolle bei der ethanolinduzierten Verhaltensantwort spielen. Diese elf dopaminergen
Neurone konnten bestimmten dopaminergen Zellgruppen zugeordnet werden, wobei genaue

Projektionen jedoch unklar sind und noch definiert werden miissen.
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Es ist wichtig anzumerken, dass die hier untersuchte Ethanolsensitivitdt bzw. Toleranz nach
den Richtlinien des DSM-IV nur eines von vielen Kriterien darstellt, die fiir eine Alkohol-
abhingigkeit im Menschen charakteristisch sind (ASSOCIATION 2000). Dabei wird eine
Alkoholabhangigkeit definiert als a) die unkontrollierte Aufnahme von Ethanol, unbeeinflusst
von Umweltfaktoren und b) das Risiko eines Riickfalles in die Alkoholabhingigkeit auch
nach mehreren Jahren (HEYNE 1996). In Ratten konnte gezeigt werden, dass die Menge
der freiwilligen Ethanolaufnahme primar von Umweltfaktoren, wie soziale Stellung in der
Gruppe, isolierte Haltung etc. beeinflusst wurde. Nach sechs bis acht Monaten stellte sich
jedoch, unabhangig von Umweltfaktoren, eine erhohte Alkoholaufnahme ein. Nach neun
Monaten Abstinenz tranken diese Ratten doppelt so viel wie Kontrolltiere, auch wenn
der Ethanol mit einer bitter schmeckenden Substanz vermischt wurde. Auch hier spielten
Umweltfaktoren keine Rolle (WOLFFGRAMM und HEYNE 1995). Diese Abhangigkeit wird
psychische Abhangigkeit genannt und tritt nur ein, wenn die Ratten freiwillig Ethanol zu
sich nehmen kdnnen. Injiziert man Ratten Ethanol, entsteht eine physische, jedoch keine
psychische Abhiangigkeit (HEYNE 1996; WOLFFGRAMM und HEYNE 1995).

Ein vergleichbares Experiment kdnnte mit Drosophila durchgefiihrt werden. Die Fliege
misste freiwillig eine Ethanollésung wahlen kénnen, wobei die aufgenommene Fliissigkeits-
menge pro Fliege genau gemessen werden miisste. Die Frage ist, ob Drosophila tatsachlich
alkoholabhangig werden kann und welcher Zeitraum dafiir nétig ist. Eine Alkoholabhangigkeit
konnte getestet werden, indem die Fliege nach einer Entzugsperiode den Ethanol in einer
bitter schmeckenden Lésung bekommt oder sie einen Elektroschock auf sich nehmen muss,
um Ethanol zu bekommen (siehe dazu, HEYNE 1996).

Ware eine Alkhohlabhangigkeit in Fliegen nachweisbar, kdnnte man versuchen, Gene und
Mechanismen, die in die Entstehung einer Abhangigkeit involviert sind, zu untersuchen. Diese
Gene bzw. Mechanismen waren der Schlissel fiir die erfolgreiche Therapie einer weltweit
vorherrschenden chronischen Erkrankungen, der Alkoholabhingigkeit (Ubersicht, TAMBOUR
und QUERTEMONT 2007).
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5. Zusammenfassung

Der Neurotransmitter Serotonin spielt ein Rolle bei der Entwicklung von Ethanoltoleranz
und Alkoholismus. Die vorliegende Arbeit untersuchte die Funktion von Serotonin (5HT) im
Bezug auf Ethanolsensitivitdt und Toleranz in Drosophila melanogaster. Pharmakologisch
wurden die 5HT Konzentrationen durch Fiittern eines Vorlaufers der 5SHT Synthese kurzeitig
erhoht oder mit einem Syntheseinhibitor reduziert. Die Verdanderung der 5HT Konzen-
trationen mittels dieser Pharmaka hatte jedoch keinen Einfluss auf die Entwicklung von
Ethanolsensitivitdt oder Toleranz. 5HT wird durch den SHT Transporter (SERT) aus dem
synaptischen Spalt in die Prasynapse wieder aufgenommen. Die kurzzeitige Fiitterung des
SERT Inhibitors Paroxetin fiihrt zu erhohter Ethanolsensitivitdt und reduzierter Toleranz.
Ein dhnlicher Phinotyp wurde in der hypomorphen sert> Mutante, die eine reduzierte dsert
Expression aufweist, beobachtet. Dies legt nahe, dass kurz- wie langfristige Reduktion der
SERT Funktion die Entwicklung einer vollstandigen Ethanoltoleranz verhindern. Folglich
hat die Verlangerung der 5HT Signaltransduktion im synaptischen Spalt, nicht aber die
allgemeine Erhéhung von 5HT Konzentrationen im Fliegengehirn einen Einfluss auf die
Entwicklung von Ethanoltoleranz.

Zur genauen Bestimmung der SERT Expression im adulten Gehirn der Fliege wurde ein Dro-
sophila SERT (dSERT) Antikdrper hergestellt. Mit Hilfe dieses Antikdrpers konnte gezeigt
werden, dass der dSERT mit serotonergen Somata, Axonen und Dendriten kolokalisiert.
Ferner sollten 5HT Konzentrationen im synaptischen Spalt durch Uberexpression des
wildtypischen dsert in einem GroRteil der Neurone mit Hilfe des UAS/GAL4 Systems
reduziert werden. Diese Fliegen wiesen weder eine verdnderte 5HT Konzentration in den
Kopfen auf noch war die Ethanolsensitivitat bzw. Toleranz verdndert. Das kann einerseits
daran liegen, dass der dSERT nicht in die Membran integriert wird oder andererseits daran,
dass unser Konstrukt nicht funktional ist. Die Uberexpression eines inaktiven dSERTs sollte
theoretisch zur Erhéhung von 5HT Konzentrationen im synaptischen Spalt fiihren. Wurde
ein inaktiver dSERT in den meisten Neuronen der Fliege exprimiert, erhdhten sich zwar
die 5BHT Konzentrationen in den Kopfen der Fliegen, dennoch war das ethanolinduzierte
Verhalten nicht verdndert.

Zusatzlich wurde untersucht, welchen Einfluss die Inhibition der 5SHT Ausschiittung auf die
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Entwicklung von Ethanolsensitivitdt und Toleranz hat. Zur Inhibition der Neurotransmission
in serotonergen Zellen wurde ein Tetanus Toxin (TNT) Transgen in Verbindung mit
verschiedenen GAL4 Treiberlinien eingesetzt. Die Inhibition von serotonergen und dopami-
nergen Neuronen mit Hilfe einer GAL4 Linie, die einen Abschnitt des Gens der Dopamin
Decarboxylase (ddc) beinhaltet, fiihrte zu keiner Verdnderung von Ethanolsensitivitdt bzw.
Toleranz.

Fiir weitere GAL4 Linien wurde zunachst das Expressionsmuster neuroanatomisch untersucht.
Von vier ausgewadhlten GAL4 Linien zeigten zwei Expression in serotonergen Neuronen. Die
sert]1+2-GAL4 Linie mit einem Stiick Promotorregion des dsert zeigt Expression in 46%
der serotonergen Neuronen. Wurden diese mit Hilfe von Tetanus Toxin inhibiert, zeigten
die Fliegen eine leicht aber signifikant erhéhte Ethanolsensitivitdt und eine unverdnderte
Toleranz. Die zweite GAL4 Linie enthalt ein Stiick Promotorregion des 5SHT1b Rezeptors und
zeigt Expression in ebenfalls 46% der serotonergen Neurone, weitgehend iiberlappend mit
der Expression der Linie sert1+2-GAL4. Jedoch exprimiert die 5htr1b-GAL4 Linie zusatzlich
in vier serotonergen Neuronen, in elf dopaminergen und einem unbekannten Neuron.
Interessanterweise ist nach Inhibition der Neurotransmission in diesen Neuronen eine stark
erhdhte Ethanolsensitivitdt sowie eine reduzierte Ethanoltoleranz zu beobachten. Folglich
konnte die Inhibition der Neurotransmission in dopaminergen Neuronen fiir die Reduktion der
Ethanolsensitivitdt verantwortlich sein. Deshalb wurde die Neurotransmitteraussschiittung
in dopaminergen Neuronen mit Hilfe der th-GAL4 Linie und TNT unterdriickt und diese
Fliegen wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, Ethanolsensitivtdt und/oder Toleranz zu

entwickeln.

Nach Inhibition der von th-GAL4 getriebenen dopaminergen Neurone wurde eine erhdhte
Ethanolsensitivitat gemessen, aber keine signifikant verdnderte Ethanoltoleranz.

Da die ddc-GAL4 Linie im Vorfeld keinen ethanolinduzierten Verhaltensphanotyp gezeigt
hat, sollte bestimmt werden, welche dopaminergen Neuronen der 5htri1b-GAL4 sowie
der th-GAL4 Linie fiir die erhdhte Ethanolsensitivitat verantwortlich sind. Serotonerge
Neuronengruppen, die in die Entwicklung von Ethanolsensitivitdit und Toleranz involviert
sein konnten, sind SE1, SE2, SE3, LP1, LP2, SP1, SP2 und IP, wahrend es sich bei den
dopaminergen Neuronengruppen um PAL1, PPL1, PPM2, PPM3 und SVP1 handeln kdnnte.

Einige Neurone der 5htr1b-GAL4 Linie projizieren in den Ellipsoidkorper, eine Struktur

des Zentralkomplexes, fiir die bereits gezeigt wurde, dass sie in die Entwicklung von
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Ethanoltoleranz involviert ist. Jedoch muss naher untersucht werden, welche Neuronen fir
die Innervation verantwortlich sind. Dafiir sollten GAL4 Linien verwendet werden, die eine
dhnliche Expression wie die 5htr1b-GAL4 Linie, aber ausschlieRlich im Ellipsoidkorper, zeigen.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass serotonerge und dopaminerge
Neurone in die Entwicklung von Ethanolsensitivitat und Toleranz in Drosophila melanogaster
involviert sind. Ferner konnte gezeigt werden, dass eine veranderte 5HT Signaltransduktion
zu einer reduzierten Toleranz fiihrt. Weiterfiihrend ist die ldentifizierung von serotonergen
Neuronen, die fiir die Entwicklung von Ethanolsensitivitdt und/oder Toleranz verantwortlich
sind, von grolem Interesse. Ziel ist es, die neuronalen Schaltkreise aufzudecken, die den

Phanomenen Ethanolsensitivitdt und Toleranz zugrundeliegen.
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6. Summary

Serotonin dysregulation is strongly implicated in the development of ethanol tolerance and
alcoholism. This work examined the role of the neurotransmitter 5HT in the development
of ethanol sensitivity and tolerance in Drosophila melanogaster. Using a pharmacologic
approach 5HT concentrations were increased after feeding a 5SHT precursor or decreased
after feeding a 5HT synthesis inhibitor. This change of 5SHT concentrations did not influence
the development of ethanol sensitivity or tolerance. Reuptake of 5HT into the pre-synapse
is regulated via a 5HT transporter (SERT). After feeding the SERT reuptake inhibitor
Paroxetin an increase in ethanol sensitivity and a reduction in tolerance was observed.
A reduction of SERT expression in the hypomorph sert®® mutant leads to a similar
phenotype. Supposing short-term as well as long-term reduction of SERT function inhibits
the development of normal ethanol tolerance. Therefore, the prolonged 5HT signalling
within the synaptic cleft, but not the overall raising of 5SHT concentrations in fly brains has
an influence on the development of ethanol tolerance. To determine the SERT expression
in the adult brain of the fly, a Drosophila SERT (dSERT) antibody was generated. This

antibody co-localizes with serotonergic somata, axons and dendrites.

Furthermore, 5HT concentrations were reduced in the synaptic cleft, through over-expression
of a wildtype dSERT in most neurons using the UAS/GAL4 system. Those flies neither
showed a change in 5HT concentrations in heads, nor a changed development of ethanol
sensitivity and tolerance. On the one hand this can be due to dSERT that is not integrated in
the membrane of the pre-synapse or on the other hand that our construct is not functioning.
Over-expression of an inactive dSERT should theoretically lead to an increased 5HT
signalling in the synaptic cleft. The inactive dSERT was expressed in most neurons and

increased 5HT concentrations in heads, but had no influence on ethanol induced behavior.

Moreover it was investigated, what influence the inhibition of 5HT neurotransmission has
on the development of ethanol sensitivity and tolerance. To inhibit the neurotransmission of
serotonergic cells a tetanus toxin transgene in combination with various GAL4 driver lines

was used. The inhibition of serotonergic and dopaminergic neurons using a GAL4 driver line
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that contains a fragment of the dopamine decarboxylase gene does not influence ethanol

sensitivity, or tolerance.

For additional GAL4 lines first the expression pattern was studied by neuroanatomy. Out of
four selected GAL4 lines two showed expression in serotonergic neurons. The sert1+2-GAL4
line which included a fragment of the dsert promotor region shows expression in 46% of
the serotonergic neurons. Inhibition of those neurons with tetanus toxin shows a slight, but

significant increase in ethanol sensitivity, but normal tolerance.

The second GAL4 line contains a promotor fragment of the 5HT1b receptor gene and also
expresses GAL4 in 46% of the serotonergic neurons, largely overlapping with the expression
pattern of the sert1+2-GAL4 line. However, the 5htr1b-GAL4 line in addition expresses
GALA4 in four serotonergic, eleven dopaminergic and one unknown neuron. Interestingly, after
inhibition of those neurons, increased ethanol sensitivity and reduced tolerance was observed.
The inhibition of neurotransmission in those dopaminergic neurons could be responsible
for increased ethanol sensitivity. In the next step, we therefore inhibited neurotransmission
exclusively in dopaminergic neurons using a GAL4 line with a gen fragment of the enzyme
tyrosine hydroxylase (th-GAL4) and tested those flies for ethanol sensitivity and tolerance.
After inhibition of neurons driven by the th-GAL4 line increased ethanol sensitivity was
measured, but normal tolerance. We wanted to find out, which dopaminergic neurons of the
5htr1b-GAL4 and the th-GAL4 line are responsible for increased ethanol sensitivity.
Serotonergic groups of neurons that could be involved in the development of ethanol sensi-
tivity and tolerance are SE1, SE2, SE3, LP1, LP2, SP1, SP2 and IP, whereas dopaminergic
neurons that might play a role could belong to the groups PAL1, PPL1, PPM2, PPM3 and
SVP1.

Some neurons of the 5htr1b-GAL4 line project into the ellipsoid body, a structure of
the central complex that was shown previously to be involved in the development of
ethanol tolerance. Therefore it should be investigated which neurons are responsible for
the innervation of the ellipsoid body. In this case GAL4 lines should be used, that show a
similar expression pattern as our 5htr1b-GAL4 line, but exclusively express GAL4 in neurons
that project into the ellipsoid body, to investigate if inhibition of a small subset of neurons

influences ethanol sensitivity and/or tolerance.

In this work, for the first time, the involvement of the serotonergic and dopaminergic system in

the development of ethanol sensitivity and tolerance was demonstrated in the fly. Furthermore
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we showed that modified 5SHT signalling leads to a reduced tolerance. The next step is to
identify serotonergic and dopaminergic neurons that are responsible for the development of
ethanol sensitivity and tolerance. Our intention is to reveal neuronal frameworks that underlie

ethanol sensitivity and tolerance.
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A. Anhang: Tabellen

Tab. A.1.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Fiitterung von 5SHTP

5HTP MET1 SEM MET2 SEM Toleranz % SEM n=
Vehikel 23,79 0,54 30,99 0,56 22,66 2,71 16
0,04 mg 23,4 0,35 30,41 0,88 22,58 3,01
0,4 mg 22,72 0,82 28,3 0,91 19,3 3,34
4 mg 23,11 0,52 30,06 0,5 22,88 2,09 14
Tab. A.2.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Fiitterung von p-CPA
p-CPA MET1 SEM MET?2 SEM Toleranz % SEM n=
Vehikel 2421 0,65 31,39 0,57 22,76 2,1 12
0,1 mg 24,11 0,94 30,22 0,95 23,94 4,62
1 mg 25,24 2,01 31,38 0,73 19,92 3,61
10 mg 21,98 0,37 29 0,83 20,59 2,55
Tab. A.3.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Fiitterung von Paroxetin.
Paroxetin MET1 SEM MET2 SEM Toleranz % SEM n=
Vehikel 23,73 0,54 31,07 0,4 23,43 1,99 16
0,01 mg 23,42 0,42 29,96 0,74 22,01 2,02 12
0,1 mg 24,64 0,63 31,82 1,31 22,38 2,26 12
1 mg 21,27 1,22 25,82 1,31 17,2 2,26 12
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Tab. A.4.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Uberexpression des dSERT in Neuronen.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
w8 17,73 0,39 2496 1,12 28,21 293 8
w8 yas-sert3t [+ 17,84 0,87 2474 1,11 27,79 1,96 8
w8 appl-GAL4/+ 19,74 0,44 29,65 0,95 33,23 1,12 8
appl-GAL4/ uas-sert* 1764 056 2583 0,65 31,71 1,33 8

Tab. A.5.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Inaktivierung des dSERT(15) in Neuronen.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
wilis 17,47 043 24,45 0,91 27,66 362 8
w8 4 uas-sertPN15 /4 21,01 073 2866 1,03 26,64 087 8
w8 appl-GAL4/+ 157 044 2374 0,9 33,47 227 8
appl—GAL4/+,uas—sertDN15/+ 16,2 0,29 22,94 0,51 29,2 1,58 8

Tab. A.6.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Inaktivierung des dSERT(29) in Neuronen.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
wilid 1844 039 2652 08 30,46 1,88 12
w18 yas-sertPN29 /4 2418 023 3434 036 29,6 067 12
w18 appl-GAL4/+ 1832 041 2786 0,83 33,76 2,05 12
appl-GAL4/ uas-sertPN?? 19,74 023 27,93 0,36 29,29 0,67 12

Tab. A.7.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Inhibition von serotonergen und dopaminergen

Neuronen.
MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
w8 19,23 046 2863 1,19 32,09 2,37 10
w8+ ddc-GAL4/+ 18,62 0,41 27,78 0,557 32,91 1,03 9
w8 yas-tnt/+ 16,68 037 23838 1,11 29,57 241 7
uas-tnt/+, ddc-GAL4/+ 18,12 0,51 26,07 0,62 30,45 1.4 9
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Tab. A.8.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Inhibition einer Untergruppe von serotonergen

Neuronen.
MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
w8 19,12 049 275 0,33 30,41 1,78 12
w18 sert14+2-GAL4 1893 0,72 2862 0,71 33,75 228 11
w8 yas-tnt [+ 16,67 0,39 2459 0,63 31,95 1,66 12
sertl+2, uas-tnt/+ 15,13 0,37 23,23 0,84 34,32 2 12

Tab. A.9.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Uberexpression des dSERT in einer Untergruppe

von serotonergen Neuronen.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
w8 20,84 0,75 27,63 05 24,62 1,93 8
w18 sert14+2-GAL4 19,58 0,57 26,93 0,79 27,08 221 8
w8 yas-sert3t /+ 1955 0,6v 29,22 1,01 33,05 1,25 5
sert1+2, uas-sert3* [+ 1937 0,84 2696 0,89 27,69 397 7

Tab. A.10.: MET1, MET?2 und Ethanoltoleranz nach Inhibition von 5HT Rezeptor Neuronen.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
witis 2264 154 284 137 20,77 193 8
w8 4 5htrib-GAL4/+ 2326 1,05 27,61 1 15,89 1,49 8
w8 yas-tnt/+ 187 093 2535 1,27 25,78 297 8
vas-tnt/+, 5htr1b-GAL4/+ 12,57 095 13,72 0,88 8,75 245 6

Tab. A.11.: MET2 und Ethanoltoleranz nach Inhibition von 5HT Rezeptor Neuronen und 10 min
EtOH Begasung.

10min. MET2 SEM n=
w118 2465 1,14 7
w8 4 5htrib-GAL4/+ 24,96 0,45 6
w8 yas-tnt [+ 20,84 0,4 7
uas-tnt/+, 5htr1b-GAL4/+ 12,5 1,06 7
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Tab. A.12.: MET?2 nach Inhibition von 5HT Rezeptor Neuronen und 20 min EtOH Begasung.

20min. MET?2 SEM n=
w1118 26,2 1,46 6
w8 4 5htrib-GAL4/+ 25,75 0,93 6
w8 yas-tnt/+ 25,14 1,07 7
uas-tnt/+, 5htr1b-GAL4/+ 11,24 0,78 9

Tab. A.13.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz nach Inhibition von dopaminergen Neuronen.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
wllis 19.64 068 29,19 1,5 31,84 2,19 12
w8 4+ th-GAL4/+ 18,78 0,89 28,64 0,66 34,41 252 12
w8 yas-tnt/+ 1594 0,55 23,15 0,56 31,1 1,78 12
uas-tnt/+, th-GAL4/+ 124 048 16,71 0,57 25,53 207 12

Tab. A.14.: MET1, MET2 und Ethanoltoleranz einer hypomorphen dSERT Linie mit Deletion in der
5" Promotorregion des dSERT.

MET1 SEM MET2 SEM Toleranz% SEM n=
wlli® 21,94 0,37 2937 0,46 25,19 1,17 12
w8 sert™ /4 21,54 0,68 2791 059 22,72 2,72 8
sert’d ] sert> 20,88 031 2548 0,41 18 09 12
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B. Anhang: Bilder
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Abb. B.1.: dSERT und 5HT Antikorperfarbungen. Gefrierschnitte vom Kopf einer mannlicher Can-
tonS Fliege wurden angefertigt. Die linke Reihe zeigt die dSERT Antikorperfarbung

(griin), in der Mitte ist die 5HT Farbung (magenta) zu sehen und die rechte Spalte zeigt
die Kolokalisation der dSERT Antikdrperfarbung mit 5HT. Gefrierschnitte A-F (weiBer
Balken 50 = um).
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Abb. B.2.: dSERT und 5HT Antikérperfarbungen. Gefrierschnitte G-L (weifer Balken 50 = pum).
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Abb. B.3.: dSERT und 5HT Antikorperfarbungen. Gefrierschnitte M-Q (weier Balken 50 = um).
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Abb. B.4.: GFP und 5HT Antikdrperfarbung von sert1+2-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen.
Gefrierschnitte vom Kopf einer mannlichen Fliege wurden angefertigt. Die linke Reihe
zeigt die GFP Antikorperfarbung (griin), in der Mitte ist die 5SHT Farbung (magenta)

zu sehen und die rechte Spalte zeigt die Kolokalisation der GFP Farbung mit 5HT.
Gefrierschnitte A-F (weiBer Balken 50 = um).
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Abb. B.5.: GFP und 5HT Antikorperfarbung von sert1+2-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen.
Gefrierschnitte G-L (weiRer Balken 50 = um).
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Abb. B.6.: GFP und 5HT Antikorperfarbung von sert1+2-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen
(weiRer Balken 50 pm). Gefrierschnitte M-R (weiRer Balken 50 = pum).
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Abb. B.7.: GFP und 5HT Antikorperfarbung von sert1+2-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen.
Gefrierschnitte S-T (weiRer Balken 50 = um).
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Abb. B.8.:

GFP und 5HT Antikérperfarbung von 5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen.
Gefrierschnitte vom Kopf einer mannlicher Fliegen wurden angefertigt. Die linke Reihe
zeigt die GFP Antikorperfarbung (griin), in der Mitte ist die 5HT Farbung (magenta)
zu sehen und die rechte Spalte zeigt die Kolokalisation der GFP Farbung mit 5HT.
Gefrierschnitte A-F (weiBer Balken 50 = um).
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Abb. B.9.: GFP und 5HT Antikdrperfarbung von 5htr1b-GAL4, uas-mCD8gfp transgenen Fliegen.
Gefrierschnitte G-L (weiRer Balken 50 = pm).
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