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1. Einleitung

1.1. Auswirkung des Futterentzugs auf Genexpression, Physiologie

und Verhalten bei Drosophila melanogaster

Nahrung hat fiir das Uberleben und damit auch fir den Fortpflanzungserfolg eines Tieres eine
entscheidende Bedeutung. Daher sind zahlreiche Mechanismen auf der Ebene der
Genexpression, der Physiologie und des Verhaltens in hohem MaRe durch die natlrliche
Selektion geformte Anpassungen zur Sicherung der Nahrungsversorgung in einer
veranderlichen und oft durch Ressourcenknappheit gekennzeichneten Umwelt. Bei Drosophila
melanogaster wurde eine Reihe von Reaktionen nachgewiesen, die durch Futterentzug
ausgeldst werden. Beispielsweise wurde gezeigt, dass das Expressionsmuster zahlreicher
Gene von der Art und Verfligbarkeit des Futters abhangt (Zinke et al. 2002; Ryuda et al. 2008;
Fujikawa et al. 2009). Auf der Ebene der Physiologie wurde nachgewiesen, dass beispielsweise
die Lipid- und Zuckerkonzentrationen der Hamolymphe, dem Blut bei Drosophila (Leopold and
Perrimon 2007), bei Futterentzug sinken (Meunier et al. 2007). Mit sinkendem Zuckerspiegel
wird u.a. auch das adipokinetische Hormon (AKH) ausgeschittet, welches bei Insekten eine
vergleichbare Funktion wie das Glukagon bei Saugern hat (Kim and Rulifson 2004; O’Shea and
Rayne 1992; Lorenz and Gade 2009; Jiang and Zhang 2003). Auf einen Zuckerreiz steigt mit
dem Futterentzug die Aktivitat der Sif-Geschmacksneurone und die Wahrscheinlichkeit mit
dem Ausstrecken des Saugrissels (,proboscis extension reflex“: PER) zu reagieren (Abb. 1A,
Edgecomb et al. 1994; Meunier et al. 2007). Ebenso nimmt die motorische Aktivitat und die
Bereitschaft zur Futteraufnahme zu (Lee and Park 2004; Meunier et al. 2007). Von
entscheidender Relevanz fir diese Doktorarbeit ist, dass auch das zuckerkonditionierte
Verhalten vom Futterentzug abhangig ist (Abb. 1B, Gruber 2006).
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Abb. 1: Abhangigkeit futterbezogener Verhaltensweisen vom Futterentzug. A: Proboscis-
Abdriucke: Die Anzahl der SaugrUsselabdricke auf einem Saccharose(0.5M)-Gelatin-
Untergrund innerhalb von 20min hing von der Dauer des vorhergehenden Futterentzugs ab
(Edgecomb et al. 1994). B: Zuckerkonditioniertes olfaktorisches Kurzzeitgedachtnis.
Zunehmende Zeitspannen ohne Futter (Oh, 4h, 8h, 16h, 24h und 32h) bis zur Konditionierung
bewirkten einen Anstieg des konditionierten Verhaltens im Zeitintervall von 4h-24h. Die
Datenpunkte zeigen die Mittelwerte der Lernindizes (Li) von 21-37 Experimenten. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM: ,standard error of the mean®) an (Gruber 2006).



1.2. Physiologische Korrelate zum Futterentzug

Wichtige physiologische Korrelate zum Futterentzug sind die Zusammensetzung des Bluts und
die Fullung des Verdauungstrakts. Beide spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Verhaltensweisen, die der Futtersuche und -aufnahme dienen, welche in dieser Doktorarbeit
auch als futterbezogenes Verhalten bezeichnet werden. Die Frage ob Signale vom Blut bzw.
vom Verdauungstrakt auch an der Regulation des zuckerkonditionierten Verhaltens bei

Drosophila beteiligt sind (siehe 1.4.), spielt fir diese Doktorarbeit eine zentrale Rolle.

1.2.1. Das Blut als physiologisches Korrelat zum Futterentzug
1.2.1.1. Blutnahrstoffkonzentrationen

Die Nahrstoffkonzentrationen des Bluts korrelieren mit dem Fitterungszustand und kénnen
regulierende Funktionen fiir Stoffwechsel und Verhalten haben. Beispielsweise sind Zucker, wie
Glukose oder Trehalose, einige Aminosauren, Lipide und Sterole nicht nur wichtige Nahrstoffe,
sondern auch Signalmolekiile, die den Metabolismus und zum Teil auch das Fressverhalten bei
Saugern oder Insekten regulieren (Marty et al. 2007; Havel 2001; Amakawa 2001; Behmer et al.
1999; Abisgold and Simpson 1988; Simpson and Raubenheimer 1993). Ein bekanntes Beispiel,
wie Fressverhalten und Stoffwechsel von der Konzentration eines Nahrstoffs reguliert werden,
ist die Wirkung des Blutglukosespiegels bei Saugern (Abb. 2). Konzentrationsschwankungen
zirkulierender Glukose beeinflussen vor allem die Aktivitat insulin- und glukagonproduzierender
Zellen des Pankreas und der Neurone des Hypothalamus, welche eine zentrale Rolle bei der
Regulation von Metabolismus und Fressverhalten einnehmen (Marty et al. 2007; Havel 2001).
Diese Zellen nehmen die Glukose abhangig von der extrazellularen Konzentration des Moleklils
Uber Glukosetransporter auf, was, nach der Metabolisierung des Zuckers, zu einer Anderung
des ATP-ADP-Verhaltnisses fuhrt. Der intrazellulare Energiezustand ist Uber ATP-sensitive
Kanale mit der Spannung der Plasmamembran und damit mit der Aktivitat der Zelle verknupft
(Marty et al. 2007). So bewirkt die Futteraufnahme, dass im Blut die Glukosekonzentration
ansteigt, welche als Signal zur Hemmung der Fressbereitschaft und zur Absenkung des

Glukosespiegels im Blut fungiert.
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Glukosedetektoren wurden auch bei Insekten nachgewiesen, wie z.B. endokrine Zellen bei
Drosophila, die einen ATP-sensitiven Kalium-Kanal exprimieren. Diese Neurone, die einen Teil
der paarigen Corpora cardiaca bilden, schitten in Abhangigkeit von der extrazellularen
Trehalose-/Glukosekonzentration das AKH aus (Kim and Rulifson 2004; Lee and Park 2004).
AKH, der Gegenspieler zu den ,Drosophila insulin like peptides® (dilp’s), bewirkt die
Mobilisierung von im Fettkdrper gespeicherten Zuckern und Lipiden und deren
Konzentrationsanstieg in der Hamolymphe (lkeya et al. 2002; Rulifson et al. 2002; Broughton et
al. 2005; Lee and Park 2004). Das AKH-Signal scheint auch auf Verhaltensebene Hyperaktivitat
zu induzieren, welche bei Fliegen, die langer nichts gefressen haben, auftritt und offenbar die
Chance, auf Futter zu treffen, erhoht (Lee and Park 2004; Isabel et al. 2005; Lorenz and Gade
2009). Auch der u.a. im Fettkorper exprimierte Rezeptor ,Bride of sevenless” (BOSS) wurde als
Glukosesensor identifiziert. BOSS ist an der Regulation des Zucker- und Lipidstoffwechsels
beteiligt und scheint mit dem Insulinsignalweg verknipft zu sein (Kohyama-Koganeya et al.
2008). Bei Bombyx mori wurde postuliert, dass die Ausschittung des insulinahnlichen
Bombyxins vom Glukosespiegel der Hamolymphe abhangt (Masumura et al. 2000). Aufgrund
der bei Saugern und Insekten ahnlichen Funktion der Glukose als Signalmolekil zur Regulation
der Aktivitdt endokriner Zellen und des Stoffwechsels, kdnnte vermutet werden, dass der
Zucker, ahnlich wie bei Saugetieren, auch bei Insekten eine Rolle bei der Regulierung

futterbezogener Verhaltensweisen spielt.



1.2.1.2. Blutosmolaritat
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Injektionen von Trehalose, NaCl, Glycin und anderen Substanzen” (*sieche Abb. 3) ins Blut vor

einer Futterung flhrten zur Reduktion der Futteraufnahme bei Nymphen der Art Locusta

migratoria (Bernays and Chapman 1974). Die verwendeten Substanzen sind chemisch

unterschiedlich und ihr inhibitorischer Effekt war konzentrationsabhangig. Deshalb wurde

geschlossen, dass die unterdriickende Eigenschaft aller Substanzen darin besteht, dass sie

einen Anstieg der Blutosmolaritdt bewirken. Neben der regulierenden Funktion einzelner

Nahrstoffe, kann offenbar auch die Osmolaritat der Hamolymphe, die aus der Kombination aller

gelésten Molekile resultiert, als verhaltensmodulierendes Signal zu fungieren (Bernays and

Chapman 1974; Abisgold and Simpson 1987; Simpson and Bernays 1983; Simpson and
Raubenheimer 1993).
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Abb. 3: Beziehung zwischen der
Hamolymphosmolaritit und der
aufgenommenen Futtermenge. Die
Reduktion der aufgenommenen
Futtermenge  korreliert mit dem
osmotischen Druck der Hamolymphe,
der durch Injektionen chemisch
unterschiedlicher Substanzen 20min
vor der Testflitterung verursacht wurde

(Bernays and Chapman 1974).
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1.2.2. Der Verdauungstrakt als physiologisches Korrelat zum Futterentzug

Ein anderes physiologisches Korrelat zum Futterentzug ist die Flllung des Verdauungstrakts.
Bei Saugetieren fiihrt die Fillung des Magens oberhalb des Pylorus unabhangig vom Nahrwert
des Futters zum Absinken der Fressbereitschaft. Informationen Uber die Magendehnung
werden von Mechanorezeptoren Uber den Vagalnerv ans Gehirn geleitet (Powley and Phillips
2004; Cummings and Overduin 2007). Auch bei Insekten spielen Dehnungsrezeptoren, deren
Aktivitat von Zustandsanderungen des Verdauungskanals abhangt, eine wichtige Rolle fir die
Kurzzeitregulation des Fressverhaltens (Bernays 1985). Beispielsweise wurde eine inverse
Korrelation zwischen dem Kropfgewicht, welches den Fullungsgrad mit Futter widerspiegelt, und
der Fressbereitschaft bei Schistocerca gregaria, Locusta migratoria und Phormia regina
gefunden (Roessingh and Simpson 1984; Bernays 1985; Edegecomb et al. 1987; Sudlow et al.
1987). Eine kunstliche Fullung des Hinter- und Mitteldarms mit Agar oder Paraffin bei
Schistocerca gregaria und Locusta migratoria flhrte zur Reduktion einer anschlieflenden
Futteraufnahme. Dieser Effekt wurde durch Kappen des ventralen Nervenstrangs (,ventral
nerve cord“. VNC) aufgehoben (Roessingh and Simpson 1984; Simpson 1983). Die
Durchtrennung bestimmter mit dem Verdauungssystem assoziierter Nerven kann eine drastisch
erhdhte Futteraufnahme (Hyperphagie) auslésen. So fiihrten bei Locusta migratoria
Durchtrennungen der Pharynxnerven im Bereich des Kropfs und des Vorderdarms zu
gesteigertem Fressverhalten (Bernays and Chapman 1973). Bei Phormia regina verursachte
das Kappen des VNC, des medianen Abdominalnervs (,median abdominal nerv*: MAN) und des
rekurrenten Nervs (,recurrent nerv: RN) Hyperphagie (Dethier and Gelperin 1967; Gelperin
1971b; Bernays 1985). Als mutmalliche Dehnungsrezeptoren bei Phormia wurden Neurone
identifiziert, die vom RN abzweigen und mit der anterioren Region des Vorderdarms verknupft
sind. Die Spikeaktivitat dieser Zellen korrelierte mit der experimentell kontrollierten Peristaltik
oder Ausdehnung des Vorderdarms (Gelperin 1967). Auch im Bereich des bei Fliegen im
Abdomen gelegenen Kropfs wurden Zellen als mutmaBliche Dehnungsrezeptorneurone
identifiziert. Diese liegen an Verzweigungen des MAN, welcher ein Netzwerk tber dem Kropf
bildet. Kontraktion und Ausdehnung des Kropfs veranderten die Spikefrequenz der Zellen und

die Spikeaktivitat hing vom Kropfvolumen ab (Gelperin 1971b).
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1.2.3. Ein hypothetisches Modell fiir

Fressverhalten bei Fliegen

die Regulation von Metabolismus und

Blut und Verdauungstrakt haben bei daraufhin untersuchten Insekten- und Saugetierarten
wichtige Funktionen fiir die Regulation der Fressbereitschaft und des Stoffwechsels. Aufgrund
zahlreicher Daten von verschiedenen Insektenarten, insbesondere von Phormia regina, wurde
ein Modell vorgeschlagen, welches die Regulation des Metabolismus' und der Futteraufnahme
bei Schmeilkfliegen beschreiben soll (Gelperin 1971a). Dabei wird postuliert, dass die
Fressbereitschaft aus stimulierenden gustatorischen Reizen und inhibierenden Signalen der
Dehnungsrezeptoren des Verdauungstrakts resultiere. Nach dem Modell hat auRerdem der
Nahrstoffgehalt des Bluts, wahrscheinlich signalisiert durch die Osmolaritat, eine modulierende
Wirkung auf die Fressbereitschaft. Mit geringen Modifikationen wurde dieses Modell spater auf
Drosophila tbertragen (Gelperin 1971a; Buch and Pankratz 2009; Abb. 4; 27).
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Abb. 4: Hypothetisches Schema fiir die Regulation des Stoffwechsels und des
Fressverhaltens bei Drosophila. Urspringlich von Gelperin (1971a) fir Phormia regina

entwickeltes Diagramm und fiir Drosophila von Buch und Pankratz (2009) leicht abgewandelt.
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1.3. Das zuckerkonditionierte Verhalten

Der Futterentzug beeinflusst Verhaltensweisen wie motorische Aktivitat, Futterpraferenzen,
PER-Frequenz, Futteraufnahme wund zuckerkonditioniertes Verhalten. In dieser Arbeit
konzentrierte ich mich auf die Untersuchung des zuckerkonditionierten Verhaltens, welches den
Vorteil bietet, dass im Test keine verhaltensmodulierenden unkonditionierten Futterreize
auftreten. Die Gedachtnisexpression kdnnte deshalb unmittelbarer die ,innere* futterbezogene

Verhaltensbereitschaft der Fliegen widerspiegeln.

1.3.1. Begriffsbestimmungen zum Lernen und Gedachtnis

Lernen kann als Verhaltensanderung eines Tieres aufgrund von neu gemachten Erfahrungen
definiert werden. Das zeitliche Fortbestehen der Verhaltensinderung wird als Gedachtnis
bezeichnet (Davis 2005). Die Fahigkeit, Verknipfungen zwischen Ereignissen herzustellen, wird
assoziatives Lernen genannt, wobei man zwischen operanter und klassischer Konditionierung
unterscheiden kann. Bei der operanten Konditionierung wird eine Verknipfung einer Handlung
mit den daraus resultierenden Konsequenzen gebildet. Bei der klassischen Konditionierung wird
die Beziehung zwischen zwei externen Reizen gelernt (Dudai 2002). Dabei gilt, dass ein
zunachst oft bedeutungsarmer Reiz (CS = konditionierter Stimulus) mit einem
verhaltensbedeutsamen, unkonditionierten Reiz (US), der einen unkonditionierten Reflex (UR)
ausldst, zeitlich gepaart wird, so dass schliellich der CS alleine ohne den US eine
Verhaltensantwort, ndmlich den konditionierten Reflex (CR), auslést (Heldmaier und Neuweiler
2003). Als CS kann dabei jeder Reiz dienen, der nach der Konditionierung eine den US
vorhersagende Bedeutung gewinnt (Davis 2005). Abhangig davon ob der US als Belohnung
(z.B. Zucker) oder als Bestrafung (z.B. Elektroschock) wirkt, spricht man von appetitiver oder

aversiver Konditionierung.

1.3.2. Olfaktorische Konditionierung bei Drosophila

Um die Grundlagen des Lernens und des Gedachtnisses zu erforschen, wird seit etwa 35
Jahren Drosophila melanogaster als Modellorganismus verwendet. Die einfache Haltung, die
kurze Generationszeit (ca. 10 Tage bei 25°C), die Verfligbarkeit genetischer Methoden und die

Fille an Informationen Uber das Fruchtfliegengenom machen das Insekt zu einem beliebten
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Versuchsobjekt. Aulerdem ist die Fliege mit der vergleichsweise geringen Anzahl von 200.000
Neuronen besser dazu geeignet die Funktionsweise eines Nervensystems zu verstehen, als es
der Mensch mit ca. 10" bis 10'? Neuronen sein kdnnte (Davis 2005; Venken and Bellen 2005;
Ashburner 1989; Armstrong et al. 1995; Kandel 2000).

Zur Erforschung von Lernen und Gedachtnis wird bei der Fliege vor allem die olfaktorische
Konditionierung durchgefihrt. Dabei wird wahrend des Trainings ein CS*-Duft entweder mit
einem Zucker-US belohnt (appetitive Konditionierung) oder mit einem Elektroschock-US bestraft
(aversive Konditionierung) und jeweils ein nicht belohnter bzw. bestrafter CS™-Duft prasentiert.
Abhangig davon wie viele Fliegen sich im anschlieRenden Test fir den CS*- bzw. CS™ -Duft
entschieden haben, kann dann ein erster Praferenzindex berechnet werden: P1 = [ N (¢cs+) = N
©s9 1/ [N cs+) + N cs) I; CS™ = Duft A; CS™ = Duft B. Unter reziproker Verwendung der gleichen
Dufte werden in einem zweiten Experiment naive Fliegen trainiert, getestet und ein zweiter
Praferenzindex berechnet: P2 = [ N ¢cs+)— N sy 1/ [N (cs+) + N csy I; CS* = Duft B; CS™ = Duft
A. Aus den Mittelwerten beider Praferenzindizes wird schliefllich der Lernindex ermittelt: Li =
(P1 + P2) / 2. Negative Li-Werte, die bis -1 reichen kdnnen, geben ein aversives Gedachtnis
wider. Positive Li-Werte bis +1 werden beim Zeigen eines appetitive Gedachtnisses berechnet.
Die reziproke Verwendung von zwei Duften wird als differenzielle Konditionierung bezeichnet
und hat den Vorteil, dass nicht assoziative Lerneffekte wie Habituation und Sensitivierung

heraus gerechnet werden (Davis 2005, Kim et al. 2006).

Beim Vergleich zwischen der Konditionierung mit Zucker und Elektroschock zeigt sich, dass das
aversive Gedachtnis deutlich schneller degradiert. Fur ein aversives Langzeitgedachtnis (LTM)
sind viele Konditionierungsdurchgénge noétig. Demgegenuber reicht ein 2min-Training mit
Zucker aus, um ein appetitives LTM fir Tage zu bilden (Tempel et al. 1983; Krashes et al.
2008). Fur den Aufbau und den Abruf des olfaktorischen Gedachtnisses nimmt der Pilzkorper
eine zentrale Rolle ein. In dieser bilateralen Gehirnstruktur konvergieren wahrend der
olfaktorischen Konditionierung die neuronalen Informationswege des Duft-CS und des US. Es
wird postuliert, dass bei einer zeitlichen Paarung des CS und US eine prasynaptische Bahnung
in den Neuronen des Pilzkérpers, den Kenyonzellen, stattfindet. Dabei gilt die Ca**/Calmodulin-
abhangige Adenylatcyclase (Rutabaga) als molekularer Koinzidenzdetektor, der Uber die
Aktivierung des cAMP-Signalwegs die prasynaptische Bahnung initiert. Fir den
Gedachtnisabruf wird angenommen, dass der Duft-CS ausreicht, um, aufgrund der Verstarkung
der Prasynapsen, nachgeschaltete Neurone zur Ausflihrung einer konditionierten Reaktion (CR)
zu aktivieren (Abb. 5, 6, 7; Heisenberg 2003, Davis 2005).
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3rd antennal
segment

Abb. 5: Olfaktorischer Signalweg. Duftinformationen werden von den Antennen und
Maxillarpalpen (nicht gezeigt) an die ca. 40 Glomeruli der Antennalloben weitergeleitet. Diese
sind Uber Projektionsneurone (IACT: ,inner antennocerebral tract”) mit den Gehirnstrukturen des
lateralen Horns und dem Kalyx, dem Eingang des Pilzkérpers (blau), verbunden. Mit a/a’, B/p’
and y sind die 3 Untersysteme des Pilzkérpers angegeben. Vereinfacht nach Heisenberg
(2003).

Abb. 6: Modell zum olfaktorischen

Antennal lobe Projection neurons Kenyon cells

% FRTI Gedachtnis. Aufgrund des spezifischen
% - Erregungsmusters  der olfaktorischen
\ G%\E/@V 1 Afferenzen, Glomeruli und

it [

Projektionsneurone wird eine flir einen

i

bestimmten Duft spezifische Gruppe von

Da"geri:’-':" us o Kenyonzellen aktiviert. Die Zellen des
Cb: Pilzkérpers  bilden  Synapsen  mit
modulatorischen Eingangsneuronen, die

F°°°' s Q den US (Elektroschock bzw. Futter)
— signalisieren. Die Kenyonzellen sind Gber

Cb Synapsen mit extrinsischen

Ausgangsneuronen verbunden. Diese Synapsen werden verstarkt, wenn der CS und US

gleichzeitig auftreten. Nach Heisenberg (2003).
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Kenyon cell Abb. 7: Prasynaptische Modulation der
Ca+ Transmission an der Synapse von der
Kenyonzelle zum Ausgangsneuron. Das
gleichzeitige Auftreten des CS und des US flhrt
zum Anstieg von cAMP in der Kenyonzelle, was
zu einer erhdhten Aktivitdt der PKA fuhrt. Die
PKA verstarkt die synaptische Transmission
durch Phosphorylierung von Proteinen der

Prasynapse. Nach Heisenberg (2003).

1.3.3. Der Einfluss des Futterentzugs auf die Expression des zuckerkonditionierten

Verhaltens

Bei Drosophila wurde gezeigt, dass fur die appetitive Konditionierung, bei der im Training ein
Duft mit Zucker belohnt wird, der Faktor ,Futterentzug“ eine entscheidende Rolle spielt.
Gefltterte Fliegen zeigten kein bzw. kaum ein signifikantes Kurzzeitgedachtnis (Abb. 1B;
Tempel et al. 1983). Mit zunehmender Dauer eines Futterentzugs bis zum
Konditionierungsbeginn stieg auch das gemessene Kurzzeitgedachtnis signifikant an, bis ein
Plateau erreicht wurde (Abb. 1B). Inwiefern der Gedachtnisaufbau im Training vom
Fltterungszustand abhangt, blieb bislang unklar. Es wurde aber bereits nachgewiesen, dass fir
das Zeigen des zuckerkonditionierten Gedachtnisses im Test ein Futterentzug notwendig ist.
Nur Fliegen, die bis zum Test keinen Zugang zu Futter hatten, exprimierten das konditionierte
Verhalten, wahrend eine Fitterung nach der Konditionierung bis zum Test die
Gedachtnisexpression inhibierte (Gruber 2006; Krashes et al. 2008). Konditionierte Fliegen, die
nach dem Training zuerst gefiittert und dann wieder ausreichend lange ohne Futter gehalten

wurden, zeigten im Test das Gedachtnis (Tempel et al. 1983; Krashes et al. 2008). Das macht
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deutlich, dass nach dem Gedachtnisaufbau eine Fitterung nur die Bereitschaft zur
Gedachtnisexpression temporar unterdriickt, nicht aber das zuckerkonditionierte Gedachtnis
selbst dauerhaft beschadigt bzw. abbaut. Deshalb wurde vermutet, dass durch die Paarung mit
dem Zucker (US) der Duft (CS) eine neue, futterassoziierte Bedeutung bekommt und so die
Expression des olfaktorischen Gedachtnisses ahnlich reguliert werden koénnte wie andere
futterbezogene Verhaltensweisen (Krashes et al. 2008). Eine Untersuchung der Bereitschaft
zum zuckerkonditionierten Verhalten kdnnte daher generell die Regulation von futterbezogenem
Verhalten aufzuklaren helfen, wie bereits die Forschung am Drosophila Neuropeptid F (dNPF)
deutlich machte. Vor kurzem wurde gezeigt, dass das dNPF an der Regulation des
zuckerkonditionierten Verhaltens beteiligt ist. Das dNPF wirkt hemmend auf dopaminerge
Neurone, die selbst Ausgangsneurone des Pilzkdrpers inhibieren und damit die Expression des
Gedachtnisses supprimieren. Ein dNPF-Signal gibt daher die Gedachtnisexpression frei (Abb.
8; Krashes 2009). Andere Studien zeigten, dass der dNPF-Signalweg bei Larven das
Fressverhalten aktiviert (Wu et al. 2003, 2005). Auch das Saugerhomolog NPY spielt eine
wichtige Rolle fir die Bereitschaft zur Futtersuche und -aufnahme (Luquet et al. 2005; Gao and
Horvath 2007).

memory testing Abb. 8: Modell zur Kontrolle der
MB MB

Expression des zuckerkonditionierten

Gedachtnisses. Ein CS+ erregt eine

spezifische Gruppe von Projektionsneuronen

MB-MP
o o (PN) und Zellen des Pilzkérpers (MB) (gelb).
& Der Pilzkérperausgang (ap-Neurone) wird in
- memory testing - gefutterten  Fliegen durch  dopaminerge

Neurone (rot) inhibiert (oben). In nicht

gefltterten Fliegen (unten) hemmt dNPF (rot)

_ _ : condioned  die Wirkung der dopaminergen Zellen (griin)
T QOOOO— T QUURE—"= behavior

dNPF of dNPF of und das appetitive Gedachtnis wird exprimiert.

Vereinfacht nach Krashes (2009).
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1.4. Zielsetzung fur die Doktorarbeit

In dieser Arbeit habe ich versucht, herauszufinden wie die Bereitschaft zur Expression des
zuckerkonditionierten Verhaltens bei Drosohpila reguliert wird. Dazu war es zuerst notwendig zu
bestatigen, dass die Bereitschaft zur zuckerkonditionierten Gedachtnisexpression vom
Futterentzug abhangt und durch Futterungen temporar und reversibel unterdriickt werden kann.
Aulerdem sollte Uberprift werden wie selektiv der Futterentzug das zuckerkonditionierte
Verhalten beeinflusst. Im nachsten Schritt sollte herausgefunden werden, welche
futterungsassoziierten = Faktoren  die  anschlieBend  getestete  Bereitschaft  das

zuckerkonditionierte Verhalten zu zeigen, unterdriicken. Dazu wurde die Wirkung

der internen Glukosekonzentration,
der erndhrenden Eigenschaft des Futters,
des aufgenommenen Futtervolumens,

der Starke des SuRgeschmacks und

YV V V V V

der Osmolaritat des Futters

auf die Gedachtnisexpression untersucht. SchlieRlich wurde Uberprift, ob die
Gedachtnisexpression und ein Zuckerpraferenzverhalten ohne Fitterung und nur durch
kinstliche Stimulation AKHerger Zellen supprimiert werden kénnen. Dabei sollte durch die
Thermostimulierung AKH-produzierender Neurone ein Anstieg der Trehalose- und Lipid-

konzentrationen und damit wahrscheinlich der Osmolaritat der Hdmolymphe bewirkt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Genotypen der verwendeten Fliegen

Tabelle 1: verwendete Fliegenlinien

Linie Beschreibung Kommentar Referenzen
Canton S Wild-Typ aus Wiirzburger Schwirzel 2002
Fliegensammlung
kantonisiert
white!8 white” Mutante Dura 1993
Expression des
UAS-TrpAl w; UAS-TrpAL(ll) . . Hamada et al. 2008
warmesensitiven
lonenkanals dTRPA1
Gal4-AKH y w; AKH-Gal4 (Il treibt Expression in Lee and Park 2004
AKH-produzierenden
Neuronen der
Corpora cardiaca
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2.2. Fliegenaufzucht

Alle Fliegen wurden auf einem Standard Drosophila Medium (Guo et al., 1996) in einem
konstanten hell/dunkel Zyklus (14h/10h) aufgezogen und gehalten. Die Temperatur betrug 25°C
und die Luftfeuchtigkeit 60%.

2.3. Futterentzug

Zur experimentellen Nutzung wurden 0 bis 1 Tage alte adulte Fliegen beiderlei Geschlechts fir
1 Tag auf frischem Futter gehalten, um einen homogenen Futterungszustand fur alle
herzustellen. Danach wurden die 2 bis 3 Tage alten Fliegen in Glaser transferiert, die nur
Wasser getranktes ,Tissue“-Papier enthielten. Der Futterentzug dauerte je nach Versuch Oh bis
ca. 50h.

2.4. Konditionierter Stimulus (CS)

Als konditionierte Stimuli wurden die Difte 3-Octanol (MERCK, Germany, 8.21859.0050) und 4-
Methylcyclohexanol (Sigma-Aldrich, Germany, 66360-100ML) verwendet. Beide Dufte wurden
mit Paraffin (Sigma-Aldrich, Germany, 76233-1L) 10-fach verdunnt. Wahrend des Trainings und
des Tests wurden die Dufte in Duftbehdltern mit einem Durchmesser von jeweils 4.3mm (3-

Octanol) und 5.3mm (4-Methylcyclohexanol) prasentiert.

2.5. Unkonditionierter Stimulus (US)

Als unkonditionierter Stimulus wurde in allen appetitiven Lernversuchen 2M Saccharose
verwendet. In einem Versuch wurden zusatzlich zur Saccharose noch weitere Zucker als
unkonditionierte Stimuli benutzt: 2M Glukose, 2M Fruktose, 2M Arabinose und 1M Trehalose.
Fir alle 2M Zuckerldsungen wurden 25ul/cm? und fiir die 1M Trehaloselésung 50ul/cm? auf
Filterpapiere (Whatman, England, 3030917) pipetiert und nach dem Trocknen wurden die
Papiere wahrend des Trainings in Réhrchen prasentiert. In den aversiven Lernexperimenten

wurde Elektroschock als unkonditionierter Stimulus gegeben.
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2.6. Duftkonditionierung

Wie schon bei anderen Autoren beschrieben, wurden bei der Duftkonditionierung entweder
Zucker als Belohnung oder Elektroschocks als Bestrafung verwendet (Tully and Quinn 1985;
Thum et al., 2007). Es wurde eine differenzielle Konditionierung mit zwei Duften (CS* und CS’)
durchgeflhrt. Dabei empfingen die Fliegen im Training fiir 1min den CS* zusammen mit Zucker
oder Elektroschocks (12 Pulse; 90V DC) (Tully and Quinn 1985; Thum et al., 2007).
Anschlieend wurde den Fliegen fur 1min der CS™ ohne Zucker oder Elektroschocks prasentiert.
Bei der Zuckerkonditionierung empfingen die Fliegen den CS* und den CS jeweils zweimal und
die Tiere wurden zwischen einem zuckerenthaltenden und einem zuckerfreien Réhrchen hin
und her transferiert. Um nicht assoziative Effekte durch die Reihenfolge der CS* - und CS’ -
Prasentationen auszuschlieRen, wurde der CS* in etwa der Halfte der Versuche vor dem CS’
angeboten und in der anderen Halfte war die Reihenfolge umgekehrt. Nach dem Training wurde
das assoziative Gedachtnis getestet, indem sich die konditionierten Fliegen zwischen dem
vormals belohnten/bestraften (CS*) und unbelohnten/unbestraften (CS’) Duft entscheiden
konnten (,T-maze“-Prinzip) (Schwarzel et al. 2002). Die Fliegen wurden entweder direkt nach
dem Training (Kurzzeitgedachtnis/3min-Gedachtnis) einem Test zugeflihrt oder zuerst in
befeuchteten Glasern aufbewahrt und dann auf ein 3h-, 4h- oder 12h-Gedachtnis getestet. Ein
vollstdndiges Experiment bestand aus zwei Versuchen. Im ersten Versuch wurde ein Duft
belohnt/bestraft und im zweiten Versuch wurde mit einer neuen Gruppe von Fliegen der andere
Duft belohnt/bestraft. Aus den Mittelwerten der Praferenzen (P1 und P2) beider reziproker

Experimente wurde der Lernindex (Li) berechnet (Tully and Quinn, 1985).
P1= [ N (CS+) — N (CS-) ] / [ N (CS+) +N (CS-) ] CS+ = 3-OCt; CS =4-MCH
P2 = [ N (Cs+) — N (Cs-) ] / [ N (CS+) +N (CS-) ] CS+ = 4-MCH, CS = 3-Oct

Li = (P1+P2)/2

2.7. Manipulation des Futterungszustands im Lernexperiment

Zur Manipulation des Fuitterungszustands wurden unterschiedliche Substanzen gefittert
(Tabelle 2). Neben metabolisierbaren Zuckern wurden als nicht ,erndhrende®, aber siRe
Substanzen D-Arabinose und Trehalose, der der Trehalaseinhibitor Validoxylamin A (VA)

beigemengt war, verwendet. Als nicht sif3e, aber osmotisch wirksame Substanzen benutze ich
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NaCl, KCI und Glycin. Die Osmolaritat der Salze und des Glycins waren in den entsprechenden
Experimenten doppelt so hoch wie die der Glukose. Alle Plastikglaser in denen die Fliegen
gehalten wurden, waren entweder durch einen Agaroseblock oder ein Wasser getranktes
»1issue“-Papier befeuchtet, unabhangig ob die Glaser Futter enthielten oder nicht. Die
Futtersubstanzen wurden, wenn nicht extra anders angegeben, in einem 0.75%-Agaroseblock
angeboten. In einigen Versuchen wurden sie auch auf getrocknetem Filterpapier prasentiert.
Um einseitige Effekte auf das Verhalten, die durch Erschitterungen beim Transfer in die
Futterglaser auftreten konnten, auszuschlieRen, wurde auch die Kontrollgruppe, die nicht

gefluttert wurde, in futterfreie Behalter transferiert.

Tabelle 2: verwendete Substanzen in den Konditionierungsversuchen. Die Substanzen

wurden den Fliegen in der Regel zwischen Training und Test angeboten.

gefltterte Substanz(en) Flatterungsdauer | Art der Futterprasentation
Futtergemisch 1min, 2min, 5min, | 0.75% Agaroseblock

(Drosophila Medium) 20min (Carl Roth, Germany, 2267.3)
Saccharose: 2M 4h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier

(MERCK, Germany,
1.07687.1000)

Fruktose: 2M 4h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier
(Carl Roth, Germany)

D-Arabinose: 15min, 4h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier;
0,3M; 0,5M; 1M; 2M 0.75% Agaroseblock

(Sigma-Aldrich, Germany,
A3131-100G)

Glukose: 15min, 4h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier;
0,3M; 0,5M; 1M; 2M 0.75% Agaroseblock;
(MERCK, Germany, 7% Agaroseblock

1.04074.1000)
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Trehalose:

0,125M; 1M
(Sigma-Aldrich, Germany,
T9531-100G; BDH
PROLABO, Germany,
28719.290)

4h

50ul/cm? getrocknet auf Filterpapier;
0.75% Agaroseblock

Validoxylamine A:
20uM

(Wako Chemicals, Germany,

20-01321)

4h

0.75% Agaroseblock

NaCl: 0,3M
(MERCK, Germany,
1.06404.1000)

15min

0.75% Agaroseblock

KCI: 0,3M
(MERCK, Germany,
1.04936.1000)

15min

0.75% Agaroseblock

Glycin: 0,6M
(Carl Roth, Germany, 3908.2)

15min

0.75% Agaroseblock

2.8. Thermostimulierung AKH-produzierender Zellen

Ziel war es, die Wirkung Kkunstlich stimulierter AKH-produzierender Neurone auf die
Gedachtnisexpression und die Zuckerpraferenz zu untersuchen. Dazu erhielten transgene
Fliegen (&' y w; Gal4-AKH x @ w; UAS-TrpAl; Kontrolle: w x w; UAS-dTrpAl und y w; AKH-
Gal4 x w) eine Hitzebehandlung, die den temperatursensitiven Kationenkanal TrpA1, der in
AKHergen Zellen exprimiert wurde, aktivieren sollte (Lee and Park 2004; Hamada et al. 2008).
Um die AKHergen Neurone thermisch zu stimulieren, wurden die Fliegen fir 40min in einem

33°C-Inkubator aufbewahrt. Die Fliegen wurden fir die Hitzebehandlung in vorgewarmte Glaser

transferiert. Alle Glaser waren befeuchtet und ohne Futter.
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2.9. Uberlebensexperimente

Fir die Uberprifung des Erndhrungswerts der in den Konditionierungsexperimenten
verwendeten Substanzen wurden die Uberlebensraten nach einer Fitterung gemessen. Dazu
wurden alle Fliegen fir 20h ohne Futter gehalten und anschlieend fiir unterschiedlich lange
Zeit gefuttert (Tabelle 3). Je nach Versuch wurden die Fliegen entweder bis zum Versuchsende
auf dem Testfutter gehalten oder zwischenzeitlich in befeuchtete Glaser ohne Futter transferiert.

Nach 25h oder 50h wurden die Uberlebensraten berechnet.

Uberlebensrate (%) = (Anzahl der lebenden Fliegen / Anzahl aller Fliegen) x 100. Die Art der

Futterprasentation war mit der in den Konditionierungsversuchen identisch.

Tabelle 3: verwendete Substanzen in den Uberlebensversuchen

gefltterte Substanz(en) Futterungsdauer | Art der Futterprésentation

Futtergemisch 5min; 20min; 0.75% Agaroseblock

(Drosophila Medium) 48-50h

Saccharose: 2M | 48-50h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier

Fruktose: 2M | 48-50h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier

Maltose: 1M | 48-50h 0.75% Agaroseblock

(Carl Roth, Germany, 8951.1)

D-Arabinose: 1M | 48-50h 0.75% Agaroseblock

Glukose: 2M | 48-50h 25ul/cm? getrocknet auf Filterpapier;
™ 0.75% Agaroseblock;

Mischung aus 48-50h 0.75% Agaroseblock

D-Arabinose: 1™

D-Glukose: ™

Trehalose: 0.5M; 0.125M | 4h; 48-50h 50ul/cm? getrocknet auf Filterpapier;

0.75% Agaroseblock
Trehalose: 0.5M; 0.125M | 4h; 48-50h 0.75% Agaroseblock
Validoxylamine A: 5uM; 20uM
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2.10. Test auf Zuckerpraferenz

FUr den Zuckerpraferenztest wurden Fliegen auf zwei Halften eines trockenen Whatman
Filterpapiers in einer Petrischale gegeben (Schnaitmann et al. 2010). Eine Halfte war zuvor mit
einer 2M Saccharoseldsung behandelt worden, die andere zur Kontrolle mit Wasser. Die
raumliche Verteilung der Fliegen wurden jede Sekunde von oben mit einer CMOS Kamera fir
insgesamt 240 s aufgenommen. Die Anzahl der Fliegen auf beiden Halften wurde standig mit
Hilfe der Imaged Software (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda Maryland, USA) gezahlt. Ein Praferenzindex wurde gebildet indem die Anzahl der
Fliegen auf der “Kontroll’-Halfte von der Anzahl derer auf der “Zucker’-Halfte subtrahiert wurde
und das Zwischenergebnis durch die Anzahl aller Fliegen dividiert wurde. Das Experiment

erfolgte in Zusammenarbeit mit Stephan Knapek (Gruber et al. in Bearbeitung).

2.11. Quantifizierung der aufgenommenen Futtermengen

Die Messung der Futtermenge entsprach im wesentlichem bereits publizierten Protokollen
(Tanimura et al. 1982; Hiroi et al. 2004). 20h nicht gefltterte Fliegen wurden wie im
Konditionierungsexperiment fir 15min in Futterglasern gehalten. Diese enthielten im 0.75%-
Agaroseblock einen Farbstoff (0.05% Brilliant Blue FCF) und die zu untersuchenden
Substanzen. Anschlielend wurden die Fliegen gefroren, je 20 von ihnen mit 300ul 50%-Ethanol
homogenisiert und fiir 40min bei 15,000 g zentrifugiert. Schliel3lich wurde die relative Absorption
bei 630nm mit Hilfe eines ,microplate reader (Nalge Nunc International, Denmark) gemessen.
Um die aufgenommene Futtermenge zu kalkulieren, wurden die gemessenen OD-Werte von
OD-Werten subtrahiert, die aus dem Homogenat nicht gefitterter Fliegen ermittelt wurden. Die
von einer Gruppe von Fliegen aufgenommene Futtermenge wurde aus der Standard-Kurve
(lineare Regression) der OD-Werte gegen die Farbstoffkonzentration hergeleitet. Der ermittelte
Wert wurde durch die Anzahl der homogenisierten Fliegen dividiert. Das Experiment erfolgte in

Zusammenarbeit mit Prof. Teiichi Tanimura und Michiko Fujita (Gruber et al. in Bearbeitung).



27

2.12. Elektrophysiologie

Die elektrophysiologische Untersuchung der Chemosensillen des Labellums wurde mit Hilfe der
bereits publizierten “tip-recording”-Methode durchgefuhrt (Hiroi et al. 2002). Eine Fliege wurde
an der Spitze einer mit Drosophila-Ringerldsung gefullten Glaskapillare befestigt. Der
Saugrissel wurde an der Basis des Labellums mit Lanolin fixiert (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Tokyo, Japan). Eine einzelne I-Typ Geschmackssensille des Labellums wurde
fur bis zu 4s mit einer Ableitelektrode stimuliert, die das Stimulans und 1TmM KCL enthielt. Das
von einem Vorverstarker (TastePROBE) aufgezeichnete Signal wurde digitalisiert (DT2821,
Data Translation, USA), auf einem Computer gespeichert und mit einer Software (dbwave)
analysiert (Marion-Poll 1995). Das Experiment erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Teiichi

Tanimura und Michiko Fujita (Gruber et al. in Bearbeitung).

2.13. Statistik

Das Signifikanzlevel bei allen statistischen Tests war 5%. Die Daten wurden zuerst auf ihre
Normalverteilung und Varianzen mit dem Shapiro-Wilktest untersucht, gefolgt von Bonferroni-
Korektur bzw. Barlett Test. Wurde kein Kriterium verletzt, wurde ein parametrischer Test
verwendet (two-tailed [one-sample] t-test, one- or two-way ANOVA gefolgt von Bonferroni
korregierten post-hoc Tests). Waren die Daten nicht normal verteilt oder die Varianzen zu
verschieden, so wurde ein nicht parametrischer Test verwendet (Kruskal-Wallis Test gefolgt von
Dunns Korrektur). Die Statistik wurde mit Prism (GraphPad, San Diego, CA) durchgeflihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Bedeutung des Fiitterungszustands fiir Aufbau und Expression

des zuckerkonditionierten Gedachtnisses

3.1.1. Wie selektiv ist der Einfluss des Futterentzugs fiir das zuckerkonditionierte
Verhalten ?

Wie in der Einleitung beschrieben, wurde eine deutliche Abhangigkeit des zuckerkonditionierten
Verhaltens vom Futterungszustand festgestellt (Abb. 1B; Gruber 2006; Tempel et al. 1983;
Krashes et al. 2008). Es stellte sich die Frage, ob diese Abhangigkeit auf eine moglicherweise
generell mit dem Futterentzug ansteigende, motorische Aktivitdit und/oder sensorische
Empfindlichkeit, wie z.B. einer verbesserten Duftwahrnehmung, zuriickgeflihrt werden kann
oder ob das zuckerbelohnte Verhalten selektiv vom Fitterungszustand beeinflusst wird. Um
diese Frage zu klaren, wurden gefutterte und fur 20h nicht gefutterte Fliegen entweder mit einer
Zuckerbelohnung oder zur Kontrolle mit einer Elektroschockbestrafung konditioniert und sofort
nach dem Training getestet. Dabei zeigte sich, dass das zuckerbelohnte Verhalten viel starker
vom Futterentzug abhing als das elektroschockkonditionierte (Abb. 9; p < 0.001). Ein
Futterentzug war fir ein signifikantes zuckerkonditioniertes Verhalten absolut notwendig (Abb.
9). Wie bereits bekannt, zeigten im Gegensatz dazu auch gefitterte Fliegen nach der
Elektroschockbestrafung ein olfaktorisches Gedachtnis, auch wenn Uberraschenderweise ein
Einfluss des Futterentzugs auf das elektroschockkonditionierte Verhalten feststellbar war (Abb.
9). Aus dem Ergebnis wird geschlossen, dass der Futterentzug selektiv den Aufbau und/oder

die Expression des zuckerkonditionierten Gedéachtnisses beeinflusst.
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> Abb. 9: Abhangigkeit des appetitiven
80 1 | OFed und aversiven Kurzzeitgedachtnisses
*
- I BStarved vom Fitterungszustand. Gefiitterte
4 60 A . .
= Fliegen (helle Balken) zeigten nur nach
> * I
2 40 | einer Elektroschockkonditionierung ein
£ Gedachtnis (p < 0.001) und nicht
(]
g 20 - nachdem sie mit Zucker trainiert wurden
é (p > 0.05). Der Unterschied in der
-0 Gedachtnisexpression zwischen
Sugar reward  Shock punishment gefiitterten (helle Balken) und fir 20h

nicht gefutterten Fliegen (dunkle Balken) war bei der Zuckerkonditionierung deutlich starker als
bei der Elektroschockkonditionierung. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern
gekennzeichnet (fur alle p < 0.001). Es sind die Mittelwerte der Lernindizes (Li) von 12-23

Experimenten gezeigt. Die Fehlerbalken geben die SEM’s an. (Zus. mit S.K.")’

3.1.2. Ist der Futterentzug notwendig fir den Aufbau des zuckerkonditionierten

Gedachtnisses im Training und/oder fiir dessen Expression im Test ?

In den bisherigen Versuchen wurde das Gedachtnis immer direkt nach der Konditionierung
getestet, so dass der Futterungszustand der Fliegen wahrend des Gedachtnisaufbaus im
Training und wahrend des Gedachtnisabrufs im Test immer sehr dhnlich war. Deshalb war es
unklar, ob entweder das Lernen oder das Zeigen des Gedachtnisses oder beides vom
Fiutterungszustand abhangig sind. Um zuerst den Einfluss des Futterentzugs auf die
Gedachtnisexpression zu untersuchen, erfolgten eine Duft-Zucker-Konditionierung im nicht
gefltterten Zustand und der Test eines 4h-Gedachtnisses im gefutterten Zustand. Dazu wurden
Fliegen nach einem Futterentzug von 20h konditioniert und dann entweder direkt nach dem
Training oder unmittelbar vor dem Test fur 20min geflttert. Es stellte sich heraus, dass alle
gefutterten Fliegen, im Gegensatz zu den nicht gefltterten der Kontroligruppe, kein 4h-
Gedachtnis zeigten (Abb. 10).

'In Zusammenarbeit mit Stephan Knapek (S.K.'), Tanimura-Gruppe: Prof. Teiichi Tanimura/Michiko Fuijita
(T.T./M.F."), Lasse Bracker (L.B.") oder Igor Siwanowicz (1.S."). Vgl. 8.1. Erklarung (S. 79).
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20min gefittert wurden, zeigten kein Gedachtnis. Es sind die Li-Mittelwerte + SEM von 20-22
Experimenten dargestellt. Der Buchstabe a zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0.01) zu
allen anderen Gruppen an. Ein signifikantes Gedachtnis (p < 0.001) wird durch einen Stern und

ein nicht signifikantes durch NS (p > 0.05) symbolisiert.

Da fir alle Fliegen die Bedingungen fiir den Gedachtnisaufbau im Training gleich waren, kann
gefolgert werden, dass der Fitterungszustand wahrend des Tests kontrolliert, ob das
Gedachtnis gezeigt wird oder nicht. Ob die 20min-Ftterungen zwischen Training und Test die
Duft-Zucker-Assoziationen dauerhaft zerstérten oder ob dadurch das Gedachtnis selbst intakt
blieb, aber die Bereitschaft es zu zeigen unterdrickt wurde, konnte mit diesem Versuch nicht
geklart werden. Um zwischen diesen beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, war es notwendig
die konditionierte Gruppe von Fliegen, die direkt nach dem Training gefuttert wurde, bis zum
Test langer ohne Futter zu halten. Aus diesem Grund wurde ein Experiment durchgefihrt, in
dem ein 12h-Gedachtnis getestet wurde. Es wurden Fliegen, die 12h nicht geflttert wurden,
konditioniert und dann entweder sofort nach dem Training oder unmittelbar vor dem 12h-
Gedachtnis-Test fur 20min geflttert. Fliegen, die direkt vor dem Test geflttert wurden, zeigten,
wie schon im vorherigen 4h-Gedéachtnisversuch, kein olfaktorisches Gedachtnis (Abb. 11). Im
Gegensatz dazu wurde bei Fliegen, die unmittelbar nach dem Training gefuttert wurden und
dann fur 11h 20min bis zum Test kein Futter bekamen, ein 12h-Gedachtnis gemessen (Abb.
11). Damit wird klar, dass eine Flitterung von konditionierten Fliegen nur die Bereitschaft das
Gedachtnis zu zeigen temporar unterdriickt, nicht aber das Gedachtnis selbst abbaut.
Zusatzlich wurde in diesem Versuch untersucht inwiefern auch der Gedachtnisaufbau wahrend
des Trainings vom Fitterungsstatus beeinflusst wird. Dazu wurden gefltterte Fliegen
konditioniert und 12h nach dem Training getestet. Es wurde entweder dauerhaft oder flir 20min
vor dem Training geflttert. Zwischen Training und Test wurden alle Fliegen ohne Futter
gehalten. Beide Gruppen der vor dem Training gefltterten Fliegen zeigten kein 12h-Gedachtnis

(Abb. 11), trotz des 12h-Futterentzugs zwischen Training und Test. Zwei bis zum Training nicht
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geflutterte Gruppen, die im Test ebenfalls einen Futterentzug von 12h bzw. 11h 40min
aufwiesen, zeigten ein 3min- bzw. 12h-Gedachtnis. Deshalb kann angenommen werden, dass
die bis zum Training gefitterten Fliegen im Test ausreichend lange ohne Futter waren um ein
Gedachtnis zu zeigen, wenn sie im Training gelernt hatten. Da bei diesen Fliegen aber keine
konditionierte Duftpraferenz gemessen wurde, wird gefolgert, dass im Training keine Duft-
Zucker-Assoziation gebildet wurde. Aus dem Ergebnis des Versuchs wird geschlossen, dass
der Futterungszustand den Aufbau des zuckerkonditionierten Gedachtnisses im Training und

die Expression im Test kontrolliert.
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Abb. 11: Auswirkung unterschiedlicher Fiitterungszustinde auf Bildung und Expression
des zuckerkonditionierten 12h-Gedachtnisses. Fliegen, die bis zum Training geflttert
wurden, zeigten kein Gedachtnis. Bei Fliegen, die bis zum Training keinen Futterzugang hatten,
war kein konditioniertes Verhalten detektierbar, wenn eine Fitterung von 20min direkt vor dem
Test erfolgte. Fliegen, die den gleichen 20min-,Futterpuls® unmittelbar nach dem Training
erhielten, zeigten ein Gedachtnis, das sich nicht von dem der dauerhaft nicht gefltterten
Kontrollgruppe unterschied. Zusatzlich wurde ein Kurzzeitgedachtnis getestet. Mit a
gekennzeichnete Gruppen unterscheiden sich signifikant (p < 0.05) von solchen, die mit b
markiert sind. Signifikantes konditioniertes Verhalten (p < 0.05) wird durch einen Stern
angegeben. NS bedeutet nicht signifikant (p > 0.05). Es sind die Mediane + Quartile von 16-32
Experimenten dargestellt.
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3.1.3. Abhiangigkeit der Zuckerpriferenz vom Futterentzug

Wie aus Abbildung 11 gefolgert wurde, bilden bis zur Konditionierung gefitterte Fliegen kein
Gedachtnis. Dies konnte damit erklart werden, dass die Verhaltensbedeutsamkeit des Zucker-
US‘ vom Fitterungszustand abhangt. Um dies zu uUberprifen, wurde der Einfluss des
Fitterungsstatus auf die naive Zuckerpraferenz untersucht. Dazu wurden geflitterte und
unterschiedlich lange nicht geflitterte Fliegen einem binaren Wahltest zugefiihrt. Es stellte sich
heraus, dass die Praferenz fiir die Seite mit Zucker gegeniiber der Seite ohne Zucker mit dem
Fitterungszustand korreliert war (Abb. 12). Das Ergebnis macht deutlich, dass die Saccharose
fur gefltterte Fliegen nicht verhaltensbedeutsam ist und wahrend einer Konditionierung
wahrscheinlich keine Belohnung darstellt. Die Frage ob der Zucker inkorporiert werden muss,

um als Belohnung zu wirken, kann mit diesem Versuch nicht geklart werden (vgl. Abb.1A).

100 1
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Abb. 12: Abhédngigkeit der Zuckerpriaferenz vom Fiitterungszustand: Fliegen, die fiir 5h,
10h oder 24h nicht gefittert wurden, zeigten ein Praferenzverhalten fir 2M Saccharose. Eine
15min-Futterung direkt vor dem Test bewirkte eine Reduktion der Zuckerpraferenz von zuvor
24h nicht gefltterten Fliegen. N=4-14. Die Balken geben die zusammengefassten Daten der

ersten 120 s wider. Es sind die Mediane # Quartile angegeben. (Zus. mit S.K.)" vo" $-2°

3.1.4. Einfluss kurzer Fiitterungen auf die Gedichtnisexpression und das Uberleben

In den Abbildungen 10 und 11 wurde gezeigt, dass ein 20min-,Futterpuls® vor dem Test die
Bereitschaft ein zuckerkonditioniertes 4h- und 12h-Gedachtnis auszupragen, vollstandig
unterdrickte. Um nun herauszufinden wie lange eine Futterung vor dem Test mindestens

andauern muss um die Gedachtnisexpression zu inhibieren, wurden Fliegen nach einem
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Futterentzug von 20h konditioniert und nach 4h getestet. Unmittelbar vor dem Test wurde
entweder ein 5min-, 2min- oder 1min-,Futterpuls“ gegeben. Uberaschenderweise reichte schon
eine Fltterungsdauer von einer Minute aus um die Auspragung eines 4h-Gedachtnisses zu
unterdricken (Abb. 13). Zusatzlich wurde der Effekt eines 1min-,Futterpulses® auf die
Expression eines 3min-Gedachtnisses untersucht. Dazu wurden Fliegen nach einem
Futterentzug von 20h konditioniert und unmittelbar nach dem Training flr eine Minute geflttert
und dann sofort getestet. Die Futterung supprimierte die Expression des Kurzzeitgedachtnisses
(Abb. 13).

Abb. 13: Effekt kurzer
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kennzeichnen jeweils einen signifikanten Unterschied zu den entsprechenden Gruppen (p <
0.001 bzw. p < 0.05). Signifikantes konditioniertes Verhalten (p < 0.01) wird durch einen Stern
angegeben. NS bedeutet nicht signifikant. Die Datenpunkte zeigen die Li-Mittelwerte £+ SEM von

15-25 Experimenten.

Da eine 5min-Futterung eine 4h-Gedachtnisexpression ebenso vollstandig unterdrickte wie in
vorherigen Versuchen eine 20min-Futterung, wurde untersucht inwiefern die beiden
unterschiedlich lange dauernden ,Futterpulse® auch einen vergleichbar ernadhrenden Effekt
haben. Es wurden Fliegen nach einem Futterentzug von 20h flr 5min oder 20min geflttert,
anschliel3end flir 50h erneut ohne Futterzugang gehalten und schlief3lich wurde flur jede Gruppe
die Uberlebensrate berechnet. Die Uberlebensraten beider gefiitterter Gruppen waren nicht
verschieden voneinander, aber erhéht gegeniiber der Uberlebensrate der nicht gefiitterten
Kontrollgruppe (Abb. 14). Das bedeutet, dass das gleiche Futter, flir 5min oder fir 20min

angeboten, 50h spater eine vergleichbar ernahrende Wirkung auf die nicht gefltterten Fliegen
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hat. Eine Futteraufnahme hat daher in beiden Futterungsintervallen stattgefunden, wobei

vermutet werden kann, dass in beiden Gruppen eine ahnliche Menge aufgenommen wurde.

20h 48-50h Abb. 14: Auswirkung kurzer Futterungen auf die

-------------- Starvation  gyrivedidead ~ Uberlebensrate. Fltterungen von Fliegen nach

= Food pul
oodpuise einem Futterentzug von 20h fiir 5- oder 20min

;2 ,ﬁ_l erhdhten die nach ca. 2 Tagen gemessenen
g 50 {_ T Uberlebensraten vergleichbar. Die mit einem Stern
3 40 gekennzeichnete Gruppe unterscheidet  sich
E 30 signifikant (p < 0.001) von allen anderen. NS bedeutet
Sl nicht signifikant. Es sind die Mittelwerte + SEM der
0T |—I—| Uberlebenden Fliegen in Prozent von 13-16
Food pmse Omin 5min 20min Experimenten dargestellt.

3.1.5. Verwendung reiner Zucker zur Manipulation des Fiitterungszustands

Das in allen bisherigen Experimenten zur Manipulation der Futterungszustadnde verwendete
Futter bestand aus einem komplexen Gemisch von Lipiden, Proteinen und Kohlenhydraten. Die
Wirkung einzelner Substanzen und deren Konzentrationen auf die Expression des
konditionierten Verhaltens konnte daher nicht untersucht werden. Deshalb verwendete ich statt
eines diffusen Futtermix‘ einzelne, reine und dadurch in ihrer Konzentration festlegbare Mono-
und Disaccharide um die Gedachtnisexpression zu unterdriicken. Es wurden Fliegen nach
einem Futterentzug von 20h konditioniert und 4h nach dem Training getestet. Zwischen Training
und Test wurden die Fliegen dauerhaft mit jeweils einer der folgenden Substanzen gefittert: 2M
Saccharose, 2M Glukose, 2M Fruktose oder 1M Trehalose. Alle verwendeten Substanzen
unterdriickten die Gedachtnisexpression (Abb. 15). Das Ergebnis zeigt, dass einzelne reine
Zucker ahnlich die Expression eines zuckerkonditionierten Gedachtnisses unterdriicken kénnen

wie ein komplexes Futtergemisch.
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Abb. 15: Unterdriickung der Expression eines zuckerkonditionierten 4h-Gedachtnisses
durch verschiedene Mono- und Disaccharide. Fitterung von 2M Saccharose, 2M Glukose,
2M Fruktose oder 1M Trehalose zwischen Training und Test unterdrickten das konditionierte
Verhalten. Die Substanzen wurden auf Filterpapier oder wie sonst Ublich im Agaroseblock (#)
prasentiert. Mit a und b bzw. ¢ und d gekennzeichnete Gruppen unterscheiden sich jeweils
signifikant (fur beide p < 0.001) von einander. Signifikantes konditioniertes Verhalten wird durch
einen Stern angezeigt (p < 0.001). NS bedeutet nicht signifikant. Die Balken zeigen die Li-
Mittelwerte £ SEM von 24-39 Experimenten.

Um zu Uberprifen inwieweit die im Konditionierungsexperiment verwendeten Substanzen
erndhrend fiir die Fliegen sind, wurde ein Uberlebensexperiment durchgefiihrt. Nach 20h
Futterentzug, wurden den Fliegen fir 50h jeweils eine der Substanzen (2M Saccharose, 2M
Glukose, 2M Fruktose oder 1M Trehalose) angeboten. Fliegen, die mit den Zuckern geflttert
wurden, wiesen hohere Uberlebensraten auf als nicht gefiitterte Fliegen (Abb. 16). Daraus kann
geschlossen werden, dass die Saccharide erndhrend waren und deshalb auch aufgenommen
wurden. Das Ergebnis deutet daraufhin, dass die Zucker auch im Konditionierungsexperiment

den Ernahrungszustand der Fliegen bis zum Test anderten.
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sich jeweils signifikant (p < 0.01 bzw. p <

0.001) von einander. Es sind die Mediane +

Quartile der Uberlebenden Fliegen in

Prozent von 8-14 Experimenten dargestellt.

3.2. Suche nach fitterungsassoziierten Faktoren, die das

zuckerkonditionierte Verhalten unterdriicken

3.21. Inhibieren die ,erndhrende“ Eigenschaft des Futters und der Anstieg der

Glukosekonzentration im Korper die Expression des zuckerkonditionierten
Gedachtnisses ?

Das Futtergemisch und die verwendeten Saccharide unterdriickten die Gedachtnisexpression
und waren erndhrend. Um herauszufinden welche fltterungsassoziierten physiologischen
Parameter entscheidend fiir die Unterdriickung des konditionierten Verhaltens sind, untersuchte

ich deshalb zuerst die Rolle der beim Fressen ansteigenden koérperinternen
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Glukosekonzentration und der ,ernahrenden Eigenschaft‘ des Futters. Dazu verwendete ich
folgende Substanzen, die von nicht gefltterten Fliegen aufgenommen werden, aber die die
interne Glukosekonzentration nicht erhdhen und nicht metabolisiert werden konnen: den siif3en,
aber nicht erndhrenden Zucker Arabinose und eine mit dem Trehalaseinhibitor Validoxylamin A

gemischte Trehalose, die nicht in Glukose gespaltet werden kann.

3.2.1.1. Futterung von Trehalose und Validoxylamin A

Glukose dient den meisten Organismen als zellularer Brennstoff und fungiert u.a. bei Insekten
als Signalmolekidl zur Regulation des Stoffwechsels (Kim and Rulifson 2004; Kohyama-
Koganeya et al. 2008; Masumura et al.,, 2000). Mdglicherweise konnte Glukose wie bei
Saugetieren auch direkt an der Regulation des Fressverhaltens beteiligt sein (Marty et al. 2007).
Bei Insekten wird Glukose durch die Hydrolyse des aus zwei Glukose Untereinheiten
bestehenden Hauptblutzuckers Trehalose generiert. Die Spaltung der Trehalose wird dabei
durch das Enzym Trehalase katalysiert (Becker et al. 1996; Wegener et al. 2003; Elbein et al.
2003). Um die Glukoseproduktion zu blockieren, verwendete ich den Trehalase Inhibitor
Validoxylamin A (VA). VA, das in seiner Struktur der Trehalose ahnelt (Abb. 17A), zeigt eine
hohe Affinitat fir die Trehalase und inhibiert spezifisch deren enzymatische Aktivitat, was bei
verschiedenen Lebewesen nachgewiesen wurde (Asano et al., 1990; Takahashi et al. 1995).
Die Uberpriifung ob und wie spezifisch VA wirkt, fand mit Hilfe eines Uberlebensexperiments
statt. Dabei wurden Fliegen nach einem Futterentzug von 20h fir 50h mit 0.5 M Trehalose, 1M
Maltose oder 1M Glukose gefittert. Die Zucker wurden jeweils entweder mit oder ohne 5uM VA
prasentiert. Nach der 50h-Fitterung wurden die Uberlebensraten berechnet. Alle VA freien oder
VA enthaltenden Zucker, nur nicht die mit VA versetzte Trehalose, bewirkten eine Erhéhung der
Uberlebensraten (Abb. 17B). Das zeigt, dass VA die ,erndhrende“ Eigenschaft von Trehalose
inhibiert. Die Wirkungslosigkeit von VA in der Futterung von Maltose, einem anderen aus zwei
Glukoseeinheiten zusammengesetzten Disaccharid, und Glukose lasst auf die spezifische
Inhibition der Trehalase durch VA schlieRen (Abb. 17B). Dass VA, gemischt mit Trehalose,
seine Wirkung durch die Zugabe von Glukose verliert, zeigt, dass keine toxisch erhdhte
Trehalosekonzentration, sondern Hypoglycamie die Uberlebensrate reduzierte (Abb. 17B). Der
inhibitorische VA-Effekt auf die ,ernahrende” Eigenschaft von Trehalose zeigte sich auch bei
einer 4h-Fatterung (Abb. 17C).
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Abb. 17: Uberpriiffung der spezifischen Wirkung von Validoxylamin A (VA) im
Uberlebensexperiment. A: Chemisch d@hnliche Strukturen von VA und Trehalose. B: Selektive
Wirkung von 5uM VA auf das Uberleben. VA reduzierte spezifisch die Uberlebensrate von
Fliegen, die mit 0.5M Trehalose gefittert wurden. Dieser Effekt wurde durch Zugabe von 1M
Glukose vollstandig “gerettet”. NS bedeutet nicht signifikant. N=9. Es sind die Mittelwerte + SEM
der iiberlebenden Fliegen in Prozent dargestellt. (Zus. mit L.B.")" ¥9" -2 C: Effekt einer VA-
Fltterung fir 4h. Das Uberleben von mit 0.125M Trehalose gefiitterten Fliegen ohne 20uM VA
war gegenuber allen anderen Gruppen erhéht. Der Stern zeigt einen signifikanten Unterschied
(p < 0.001) zu allen anderen Gruppen an. Es sind die Mittelwerte + SEM der Uberlebenden

Fliegen in Prozent dargestellt. Die Anzahl der Experimente betrug 25-31.

Um die Rolle einer ansteigenden internen Glukosekonzentration als moglichen Faktor bei der
Suppression eines konditionierten Verhaltens zu Uberprifen, wurden Fliegen nach einem
Futterentzug von 20h konditioniert und flr 4h zwischen Training und Test entweder nur mit
0.125M Trehalose oder mit 0.125M Trehalose und 20 uyM VA geflttert. Das Trehalosefutter

reduzierte die Gedachtnisauspragung gleichermalien, unabhangig ob mit oder ohne Zugabe
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von VA (Abb. 18). Daraus wird gefolgert, dass ein Anstieg der Glukosekonzentration in der

Fliege nicht notwendig zur Unterdriickung der Gedachtnisexpression ist.
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unterscheiden sich signifikant (p < 0.001) von allen anderen. NS bedeutet nicht signifikant. Die

Balken zeigen die Li-Mittelwerte £+ SEM von 12 Experimenten.

3.2.1.2. Futterung von D-Arabinose

Alternativ zur Inhibition der Trehalase, wurde eine flr Drosophila sif3e, aber nicht ernahrende
Substanz gesucht. Als méglichen Kandidaten (personliche Mitteilung Tanimura; Marella et al.
2006) wahlte ich die Pentose D-Arabinose. Nachdem elektrophysiologische Untersuchungen an
Sensillen des Labellums Arabinose als suf} identifizierten (Abb. 19A), Uberprifte ich in einem
Uberlebensexperiment die erndhrenden Eigenschaften. Nach einem 20h-Futterentzug wurden
die Fliegen fur 50h auf entweder 1M Arabinose, 1M Glukose oder einer Mischung aus beiden
Zuckern gesetzt. Nach den 50h wurden die Uberlebensraten berechnet. Diese waren zwischen
Arabinose- und nicht gefitterten Fliegen nicht verschieden (Abb. 19B). Deshalb kann gefolgert
werden, dass dieser Zucker nicht ernahrend ist. Die Moglichkeit, dass ein Ernahrungswert von
gleichzeitiger Toxizitat Gberlagert wurde, konnte durch die Rettung mit Glukose ausgeschlossen

werden.
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Abb. 19: SiiBer Geschmack und ernahrende Eigenschaft der D-Arabinose. A:
Elektrophysiologische Messungen an den Sensillen des Labellums. Die Spikefrequenzen der
SuR-Rezeptorneurone folgten den Konzentrationen von Arabinose und Glukose. Es sind die
Mediane * Quartile von 8-19 Experimenten dargestellt. (Zus. mit T.T./M.F.")" ¢ S 20 B
Arabinose ist nicht ernahrend. Die Reduktion der Uberlebensrate durch 1M Arabinose wurde
vollstandig durch die Zugabe von 1M Glukose ,gerettet’. Es sind die Mediane = Quartile

dargestellt. Die Anzahl der Experimente betrug 6-8.

Nachdem Arabinose als nicht erndhrende aber sif3e Substanz identifiziert war, wurde der
Zucker auf seine die Gedachtnisexpression unterdrickende Eigenschaft getestet. 20h nicht
gefltterte und konditionierte Fliegen wurden fir 15min direkt vor dem Test mit unterschiedlichen
Arabinose- und Glukosekonzentrationen geflttert. Die Arabinose supprimierte die 4h-
Gedachtnisexpression (Abb. 20). Der Unterdriickungseffekt war dem der Glukose sehr ahnlich
und verstarkte sich mit zunehmender Konzentration (Abb. 20). Damit wird das Ergebnis des
»1rehalaseinhibitionsversuchs® (Abb. 18) bestatigt, dass die ernadhrende Eigenschaft eines
Futters nicht notwendig zur Unterdriickung der zuckerkonditionierten Gedachtnisexpression ist.
Da die Arabinosefitterung wahrscheinlich keinen Einfluss auf die interne Glukosekonzentration
hat, bestatigt das Ergebnis dieses Versuchs, dass ein Glukoseanstieg im Korper nicht

notwendig flr die Suppression des konditionierten Verhaltens ist.



41

Training Test
40 - 20h {4y

-------- Starvation == Substance (15min)

30
.:': —— Arabinose
> 20 A
o —o—Glucose
£
Q -
S 10

0 T 1

= 4
-10

Concentration (M)

Abb. 20: Effekt von Arabinose und Glukose auf die Expression des zuckerkonditionierten
4h-Gedachtnisses. Die Unterdrickung des konditionierten Verhaltens durch 15min-
Fatterungen direkt vor dem Test folgte ansteigenden Arabinose- und Glukosekonzentrationen
(OM, 0.3M, 0.5M, 1M, 2M). Gleiche Konzentrationen der beiden Zucker hatten eine vergleichbar

supprimierende Wirkung. Es sind die Mittelwerte + SEM von 16-47 Experimenten dargestellt.

3.2.2. D-Arabinose und andere Zucker als unkonditionierte Stimuli

Um herauszufinden ob eine sufle aber nicht erndhrende Substanz als Belohnung beim
Gedachtnisaufbau im Training dienen kann, konditionierte ich 20h nicht gefutterte Fliegen mit
2M Arabinose und zur Kontrolle mit 2M Saccharose, 2M Glukose, 2M Fruktose oder 1M
Trehalose. Mit Arabinose als unbedingtem Reiz trainierte Fliegen zeigten eine &hnlich
signifikante Gedachtnisexpression wie mit Glukose, Fruktose oder Trehalose belohnte Fliegen
(Abb. 21). Das konditionierte Verhalten nach der Belohnung mit Saccharose war jedoch
signifikant ausgepragter als bei allen anderen Zuckern (Abb. 21). Der Versuch macht deutlich,
dass eine Substanz nicht erndhrend sein muss um belohnend zu wirken. Ich vermute deshalb,

dass die belohnende Eigenschaft im siflen Geschmack liegt.
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Glu: Glucose (24)
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Abb. 21: Konditionierung mit verschiedenen Zuckern. Das Training von 20h nicht
gefltterten Fliegen mit 2M Arabinose, 2M Saccharose, 2M Glukose, 2M Fruktose oder 1M
Trehalose bewirkte die Expression eines appetitiven Kurzzeitgedachtnisses. Signifikantes
konditioniertes Verhalten (p < 0.001) wird durch einen Stern angegeben. NS bedeutet nicht
signifikant. Der Buchstabe a gibt einen signifikanten Unterschied (p < 0.001) zu allen anderen

Gruppen an. Es sind die Mittelwerte £+ SEM von 16-37 Experimenten angegeben.

3.2.3. Die aufgenommene Futtermenge als moégliches verhaltensinhibitorisches Signal

Wie in Abbildung 20 gezeigt, verstarkte sich mit zunehmenden Arabinose- und
Glukosekonzentrationen der Unterdrickungseffekt auf das konditionierte Verhalten. Da
futterbezogene  Verhaltensweisen bei vielen Tieren durch Volumensignale des
Verdauungstrakts inhibiert werden (Powley and Phillips 2004; Cummings and Overduin 2007;
Edgecomb et al. 1987; Roessingh and Simpson 1984; Simpson and Bernay 1983; Bernays
1985), konnte die Expression des zuckerkonditionierten Gedéachtnisses von der
aufgenommenen Futtermenge abhangig sein. Daher wurden Fliegen nach einem Futterentzug
von 20h fir 15min mit den gleichen Arabinose- und Glukosekonzentrationen gefiittert wie im
Konditionierungsversuch. Die anschliefende Quantifizierung der aufgenommenen Futtermenge
zeigte jedoch, dass die inkorporierten Volumina negativ mit den zunehmenden Konzentrationen
der beiden Zucker korreliert waren (Abb. 22). Dartberhinaus wurde bei allen Konzentrationen
immer mehr Glukose als Arabinose aufgenommen (Abb. 22). Die Wirkungen der beiden Zucker
auf die Futteraufnahme (Abb. 22) und das zuckerkonditionierte Verhalten (Abb. 20) korrelieren
somit nicht miteinander. Deshalb kann geschlossen werden, dass der Suppressionsgrad des
konditionierten Verhaltens von der Konzentration und nicht von Unterschieden in der

aufgenommenen Futtermenge abhangig ist.
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Ingestion volume Abb. 22: Aufnahme von

24h Arabinose und Glukose bei

0.2 - - Starvation == Substance (15min) . .
verschiedenen Konzentrationen.

% 015 - Q—{\f 3 Ansteigende Zuckerkonzentrationen
é (OM, 0.3M, 0.5M, 1M, 2M) bewirkten
£ | ——aGl
5 O ucése keine verstarkte Aufnahme. Es
8 —=— Arabinose
L .05 - wurde bei gleichen Konzentrationen
mehr  Glukose als Arabinose
0 T T T 1

aufgenommen. Die 15min-
0 0.5 1 1.5 2

Concentration (M) Futterungen erfolgten nach einem

20h-Futterentzug. Die mit einem
Stern gekennzeichneten Gruppen unterscheiden sich jeweils  signifikant (p < 0.001) von den
nicht markierten Gruppen der gleichen Konzentration. Die Datenpunkte geben die Mittelwerte +
SEM von 8-11 Experimenten an. (Zus. mit T.T./M.F.")" ve"-S-29

3.2.4. Wird das zuckerkonditionierte Verhalten durch den siiBen Geschmack und/oder die

Osmolaritat des Futters unterdriickt ?

3.2.4.1. Ein Versuch die Wirkung des slRen Geschmacks ohne eine Futteraufnahme zu

Uberprifen

Die mit der Konzentration zunehmende Unterdriickung der Gedachtnisexpression kénnte mit
einem Anstieg des stfRen Geschmacks der Zucker erklart werden. Um den Effekt des ,stifRen
Geschmacks” auf die Gedachtnisexpression zu untersuchen, sollte eine Substanz gefittert
werden, die sB ist, aber nicht inkorporiert werden kann. Dazu habe ich 20h nicht gefitterten
und konditionierten Fliegen fir 15min vor einem 4h-Gedachtnis-Test eine 1M Glukose in einem
7%-Agaroseblock angeboten. Diese maximale Agarosekonzentration sollte die Zuckeraufnahme
verhindern. Zur Kontrolle bekamen andere Fliegen eine 1M Glukose mit der bisher immer
verwendeten Agarosekonzentration von 0.75%. Das Ergebnis zeigte, dass die 1M Glukose das
4h-Gedachtnis unabhangig von den unterschiedlichen Agarosekonzentration, gleich
unterdruckte (Abb. 23A). Die Quantifizierung der aufgenommenen Futtermenge ergab aber
ebenfalls, dass die verschiedenen Agarosekonzentrationen keinen Einfluss auf die inkorporierte

Glukosemenge hatten (Abb. 23B). Deshalb kann aufgrund dieser Versuche keine Aussage uber



44

die Rolle des sifen Geschmacks bei der Unterdriickung der Gedachtnisexpression gemacht

werden.
gh-memary—15min feeding

a6
as I T
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= 03

—_—
02
al I
4%

9GIuIV; aga.75% GIM;aga7%  agal.75%  aga 7%
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Abb. 23: Wirkung von ,harter” und ,,weicher” Glukose auf die Gedachtnisexpression und
die aufgenommene Menge. A. Expression des 4h-Gedachtnisses: 1M Glukose im 0.75%-
(helle Balken) oder im 7%-Agaroseblock (dunkle Balken) unterdriickte das konditionierte
Verhalten vergleichbar. Die Fitterung erfolgte fir 15min direkt vor dem Test. Es sind die
Mittelwerte + SEM von 12-16 Experimenten dargestellt. B. Glukoseaufnahme: Die
unterschiedlichen Agarosekonzentrationen von 0.75%, 2%, 4% und 6% hatten keinen Einfluss
auf die inkorporierte Menge eines 1M Glukosefutters. Alle Fliegen wurden bis zur 15min-
Fatterung 20h ohne Futter gehalten. Es sind die Mittelwerte + SEM dargestellt. (Zus. mit
TT/MFII)1 vgl. S. 29

3.2.4.2. Unterdriickung der zuckerkonditionierten Gedachtnisexpression durch die Osmolaritat

des aufgenommenen Futters

Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, wurde das zuckerkonditionierte Verhalten durch Futterungen
ansteigender Arabinose- und Glukosekonzentrationen zunehmend unterdriickt. Da mit den
Zuckerkonzentrationen der suRe Geschmack korreliert (Abb. 19A), kdnnte dieser ein Signal
darstellen, das die Gedachtnisexpression inhibiert. Um seine Rolle bei der
Verhaltenssuppression zu Uberprifen, sollte der sifie Geschmack von der Konzentration
dissoziiert werden. Dazu wurden Fliegen nach einem Futterentzug von 20h trainiert und fir

15min vor einem 4h-Gedachtnis-Test entweder mit einer reinen sifen Substanz (0.3M
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Glukose) oder mit einer Mischung aus 0.3M Glukose und jeweils einer nicht slilen Substanz
(0.3M NaCl, 0.3M KCI, 0.6M Glycin) geflttert. Ich verwendete 0.3M Glukose, da bei dieser
Konzentration nach einer 15min-Fltterung keine Unterdriickung der Gedachtnisexpression zu
erwarten war. Durch Zugabe der nicht sif3en Substanzen zur Glukose sollte die Konzentration
des Futters, aber nicht der sifle Geschmack erhéht werden. Elektrophysiologische Messungen
bestatigten, dass die Mischungen aus Glukose und einer der nicht siken Substanzen gleich
oder weniger suf3 als die reine Glukose waren (Abb. 24A). Es stellte sich heraus, dass der
schwach supprimierende Effekt der reinen Glukose auf die Expression des 4h-Gedachtnisses
durch jede zusatzliche nicht sile Substanz (NaCl, KCI, Glycin) deutlich verstarkt wurde. Das
konditionierte Verhalten wurde nur durch die Mischungen vollkommen unterdrickt (Abb. 24B).
Das Ergebnis macht deutlich, dass das Ausmal} der Unterdriickung der Gedachtnisexpression
mit der Konzentration, aber nicht mit dem siRen Geschmack korreliert. Die chemische
Spezifitat der Substanzen war nicht relevant fir den synergistischen Unterdriickungseffekt auf
das konditionierte Verhalten. Deshalb wird geschlossen, dass die Osmolaritat der
aufgenommenen Substanzen ein entscheidender Faktor zur Unterdrickung des
zuckerkonditionierten Gedachtnisses ist. Da die Substanzen nur zusammen mit Glukose
inkorporiert wurden, kann angenommen werden, dass der siiBe Geschmack als notwendige
Stimulation fir die Futteraufnahme fungiert (Abb. 24A,C). Ohne Glukose wurden NaCl, KCI und
Glycin nicht aufgenommen (Abb. 24C) und hatten keine supprimierende Wirkung auf die
Gedachtnisexpression (Abb. 24B). Dies deutet darauf hin, dass die Detektion der Osmolaritat
nicht peripher, wie z.B. an den Tarsen, sondern im Korperinneren stattfindet. Dafir kommen der
Verdauungstrakt und/oder die Hamolymphe in Frage. In diesem Versuch wird auflerdem
bestatigt, dass die Menge des aufgenommenen Futters und die Suppression des

zuckerkonditionierten Verhaltens nicht miteinander korrelieren (Abb. 24B, C).
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Fig. 24: Dissoziation des suBen
Geschmacks von der Osmolaritit. A.
Elektrophysiologische Messungen der SuR-
(rosa) und Salzneuronen (blau) an den
Sensillen des Labellums. Die Spikefrequenz
der SiUR-Neurone war bei 0.3M Glukose
grolRer bzw. gleich wie bei den Mischungen
aus 0.3M Glukose mit 0.3M NaCl, 0.3M KCI
bzw. 0.6M Glycin. Die mit a gekennzeichnete
Gruppe unterscheidet sich signifikant von mit
b (p < 0.05), aber nicht von mit ¢ markierten
Gruppen (p > 0.05). Es sind die Mediane *
Quartile angegeben. N=12-30. (Zus. mit
T.T/M.F." V- S 22 B Osmolaritatseffekt auf
die Expression des zuckerkonditionierten 4h-
Gedachtnisses. Zugabe von NaCl, KCI oder
Glycin  zur Glukose unterdriickte das
konditionierte Verhalten vollstandig. Die
Konzentrationen sind gleich wie in A. Die
15min-Fltterungen waren direkt vor dem
Test. Mit a gekennzeichnete Gruppen
(Glukosemischungen) unterscheiden sich
signifikant (p < 0.001) von allen anderen und
weisen kein signifikantes Gedachtnis auf (p >
0.05). Die mit b markierte Gruppe (Glukose)
unterscheidet sich von allen anderen
signifikant (p < 0.01). Es sind die Mittelwerte +

C. Inkorporation der oben beschriebenen

Substanzen. Die Aufnahme der Mischungen aus Glukose und NaCl, KCI oder Glycin war gleich

oder geringer als die der reinen Glukose. Konzentrationen und Futterungsdauer sind gleich wie

in B. Die mit a gekennzeichnete Gruppe unterscheidet sich signifikant von mit b (p < 0.01) und

c (p < 0.05), aber nicht von mit d markierten Gruppen (p > 0.05). Die Datenpunkte

reprasentieren die Mediane + Quartile von 11-12 Experimenten. (Zus. mit T.T./M.F.

II)1, vgl. S. 29
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3.3. Thermostimulation AKHerger Zellen

Um herauszufinden, ob Hamolymphsignale wie die Osmolaritdt an der Suppression des
zuckerkonditionierten Verhaltens beteiligt sind, versuchte ich die Konzentrationen von
Hauptnahrstoffen des Bluts zwischen Training und Test kinstlich zu erhéhen. Dass eine
Erhéhung der Hamolymphosmolaritat bei Insekten die Fressbereitschaft unterdriicken kann,
wurde durch Injektionsexperimente bei Locusta nahegelegt (Bernays and Chapman 1974;
Abisgold and Simpson 1987; Simpson and Bernays 1983; Simpson and Raubenheimer 1993).
Fir die homeostatische Regulation der Lipid- und Zuckerspiegel in der Hdmolymphe sind bei
Drosophila neurosekretorische Zellen und die Corpora cardiaca der Ringdrise verantwortlich
(Kim and Rulifson 2004, Rulifson et al. 2002). Bei Bedarf werden diese im Fettkérper
gespeicherten Nahrstoffe durch das AKH mobilisiert und in die Hamolymphe freigegeben (Lee
and Park 2004; Isabel et al. 2005). AKH wird ausschlieflich in einem Teil der Corpora cardiaca
exprimiert und bei sinkendem Blutzuckerspiegel ausgeschiittet (Lee and Park 2004; Kim and
Rulifson 2004; Isabel et al. 2005; Predel et al. 2004; Wegener et al. 2006). Um ohne eine
Futterung eine vortubergehende Erhdhung der Trehalose- und Lipidkonzentrationen und damit
wahrscheinlich des osmotischen Drucks in der Hamolymphe zu erreichen, wurden AKH-
produzierende Zellen (Abb. 25A, B) durch einen 40min-, Hitzepuls“ stimuliert. Diese artifizielle
Stimulation wurde durch eine AKH-Gal4 (Lee and Park 2004) getriebene Expression des
temperatursensitiven Kationenkanals dTrpAl ermdglicht (Hamada et al. 2008). Bei 20h nicht
gefltterten und anschliefend mit Zucker konditionierten Fliegen wurde ein 4h-Gedachtnis
getestet. Ein 40min-, Hitzepuls® direkt vor dem Test unterdrickte die Gedachtnisexpression
vollstandig (Abb. 25C), trotz fehlender Fitterung. Die Inhibition der Gedachtnisexpression war
nur vorubergehend, da der gleiche ,Hitzepuls® direkt nach dem Training keine Wirkung auf das
konditionierte Verhalten hatte (Abb. 25C). Wurden Fliegen fiir 20h nicht geflttert und
anschlielend im Training mit einem Elektroschock bestraft, hatte die gleiche Hitzebehandlung
direkt vor dem Test keinen Effekt auf ein 3h-Gedachtnis (Abb. 25D). Das bedeutet, dass die
Stimulierung der AKH-produzierenden Zellen weder die generelle Duftwahrnehmung noch die
Bewegungsfahigkeit signifikant beeintrachtigen. Erstaunlicherweise wurde durch den 40min-
.Hitzepuls® ein nachfolgend getestetes Zuckerpraferenzverhalten nicht verandert (Abb. 25E).
Das deutet daraufhin, dass die Thermostimulationen der AKHergen Neurone nur die
zuckerkonditionierte Reaktion auf den konditionierten Duftreiz, nicht aber einfache,
erfahrungsunabhangige Reaktionen auf einen Zuckerreiz beeinflussen. Zusammenfassend wird

gefolgert, dass die kinstliche Stimulation  AKH-produzierender Neurone das
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zuckerkonditionierte Verhalten spezifisch, temporar und reversibel unterdriickt. lch nehme an,
dass das Unterdriickungssignal durch einen AKH-induzierten Anstieg der Trehalose- und/oder
Lipidkonzentrationen und damit wahrscheinlich von der Osmolaritat der Hamolymphe

verursacht wird.
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Abb. 25: Auswirkung der Thermostimulation AKH-produzierender Zellen auf die
Zuckerpraferenz und das konditionierte Verhalten. A. und B.: AKHerge Neurone der
Corpora cardiaca. AKH-produziernde Zellen (griin) sind dem Verdauungstrakt benachbart
(violett). G, Gehirn; S, Subésophagialganglion; O, Osophagus; P, Proventriculus; M, Mitteldarm;
TG, Thoracalganglion; F, Flugmuskel. (Zus. mit 1.S.")" Yo" $- 2 G  Zuckerkonditioniertes 4h-
Gedachtnis: Fliegen, die den thermosensitiven Kanal TRPA1 in AKHergen Zellen exprimierten
(AKH-Gal4 x UAS-dTripAl), zeigten keine Gedachtnisexpression, wenn die 40min-
Hitzestimulation direkt vor dem Test erfolgte (orange). Die gleiche Hitzebehandlung unmittelbar
nach dem Training (blau) oder die Abwesenheit einer Thermostimulierung verursachten keinen
Unterdrickungseffekt. Der Stern kennzeichnet einen signifikanten Unterschied (p < 0.001) zu
allen anderen Gruppen. Es sind die Mittelwerte + SEM von 8-14 Experimenten dargestellt. D.
Aversives 3h-Gedachtnis: Die 40min-Thermostimulation AKHerger Neurone vor dem Test hatte
keinen Einfluss auf die Expression eines elektroschockkonditionierten Verhaltens. NS bedeutet
nicht signifikant. Es sind die Mittelwerte £+ SEM von 15-16 Experimenten dargestellt. (Zus. mit
S.K.N"ve-S 2 E 7zyckerpraferenz: Fliegen, die TRPA1 in AKHergen Zellen exprimierten (AKH-
Gald x UAS-dTripAl), zeigten nach 40min-Hitzestimulation direkt vor dem Test kein von dem
der Kontrollgruppen abweichendes Praferenzverhalten. NS bedeutet nicht signifikant. Es sind

die Mittelwerte + SEM von 8 Experimenten dargestellt. (Zus. mit S.K.")" 9" 5%
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4. Diskussion

4.1. Einfluss des Futterentzugs auf das zuckerkonditionierte Lernen

und Gedachtnis

In Ubereinstimmung mit anderen Autoren zeigen meine Versuche, dass der Futterentzug
notwendig fir die Expression des zuckerkonditionierten Gedachtnisses im Test ist und dass
Fatterungen nach der Konditionierung die Bereitschaft zum Zeigen des Verhaltens
vorubergehend unterdriicken (Abb. 10, 11; Tempel et al. 1983; Gruber 2006; Krashes et al.
2008). Ich konnte dariberhinaus demonstrieren, dass bereits Fltterungen von wenigen Minuten
direkt vor dem Test die Expression des zuckerkonditionierten Verhaltens unterdriicken (Abb.
13).

Da Futterungen von 1min einen gedachtnisunterdrickenden Effekt hatten (Abb. 13),
wohingegen die 2min-Prasentation des Zucker-US‘ wahrend des Trainings offensichtlich keine
supprimierende Wirkung auf die Gedachtnisexpression hat, ist anzunehmen, dass der
getrocknet auf Filterpapier angebotene Saccharose-US nicht inkorporiert  wird.
Futteraufnahmeexperimente von wenigen Minuten mit auf Filterpapier getrockneten Zuckern

scheinen diese Annahme zu bestatigen (persénliche Mitteilung Prof. Tanimura).

Aulerdem habe ich nachgewiesen, dass ein Futterentzug bis zum Training notwendig fir den
Gedachtnisaufbau ist (Abb. 11). Dies kénnte dadurch erklart werden, dass der Zucker generell
keine belohnende Bedeutung flir geflitterte Fliegen hat, was durch das Fehlen einer

erfahrungsunabhangigen Zuckerpraferenz ohne Futterentzug unterstitzt wird (Abb. 12).
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4.2. Wie wurde die Expression des zuckerkonditionierten

Gedachtnisses unterdruckt ?

4.2.1. Osmolaritat des aufgenommenen Futters

Weder ein Anstieg der internen Glukosekonzentration (Abb. 17, 18), noch die ,ernahrende®
Eigenschaft des Futters (Abb. 19, 20) oder Unterschiede in der aufgenommenen Futtermenge
(Abb. 20, 22) waren notwendig um das zuckerkonditionierte Verhalten zu unterdriicken. Es
wurde gezeigt, dass der Suppressionsgrad des zuckerkonditionierten Verhaltens der
Konzentration der Substanzen folgte (Abb. 20) und nicht mit der Starke des suflen Geschmacks
korrelierte (Abb. 24). Da die chemische Spezifitat der Substanzen keine Rolle fur den
Unterdriickungseffekt spielte (Abb. 24), wird geschlossen, dass die Osmolaritdt des
aufgenommenen  Futters ein  entscheidender Faktor bei der Regulation des

zuckerkonditionierten Verhaltens ist.

4.2.2. Thermostimulation AKH-produzierender Zellen

Nicht nur Fatterungen, sondern auch die Thermostimulation AKHerger Zellen bei transgenen
Fliegen (AKH-Gal4 x UAS-TrpAl) direkt vor dem Test flhrten zur Unterdriickung des
zuckerkonditionierten Verhaltens (Abb. 25C).

4.2.2.1. Regulation AKH-produzierender Neurone

Expression und Synthese des AKHs wurden bei larvalen und adulten Fliegen (Drosophila
melanogaster) ausschliefllich in ca. 14 Zellen lokalisiert, die als Drisenlappen (,glandular
lobes®) den Hauptteil der paarigen Corpora cardiaca bilden (Lee and Park 2004; Kim and
Rulifson 2004; Isabel et al. 2005; Predel et al. 2004; Wegener et al. 2006). Die AKH-
Ausschittung wird normalerweise durch Absinken der extrazellularen Glukose- oder
Trehalosekonzentration induziert, was bei Futterentzug oder z.B. bei langeren Flugaktivitaten
erfolgt. Da die Zellen der Corpora cardiaca bei Drosophila das Enzym Trehalase exprimieren,

konnte die Regulation der Aktivitat AKHerger Neurone durch Glukose, dem enzymatischen
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Spaltprodukt der Trehalose, erfolgen (Kim and Rulifson 2004). Wie die vom Glukosespiegel des
Blutes regulierten endokrinen Zellen des Pankreas und Neurone im Hypothalamus bei Saugern
(Marty et al. 2007), werden auch in AKH-produzierenden Neuronen ATP-sensitive Kalium-
Kanale exprimiert. Diese Kanéle dienen als intrazelluléare Energiesensoren, da ihr Offnen und
SchlieRen vom ATP/ADP-Verhaltnis abhangt. Dadurch wird das Membranpotential und letztlich

die Ausschuttung des Hormons beeinflusst (Kim and Rulifson 2004).

4.2.2.2. Wie unterdriickt die Thermostimulation AKH-produzierender Neurone die Expression

des zuckerkonditionierten Verhaltens ?

Wie sich herausstellte, fiihrt eine 40-min Hitzestimulation AKHerger Neurone, die den
thermosensitiven Kanal TRPA1 (Hamada et al. 2008) exprimieren, zur Unterdrickung des
zuckerkonditionierten Verhaltens (Abb. 25C). Als Ursache dafir schlage ich einen durch die
Thermostimulation AKHerger Zellen bedingten Anstieg der Trehalose- und Lipidkonzentration in
der Hamolymphe vor. Dabei kénnte die Erhéhung des Trehalose- und/oder des Lipid- oder des
Osmolaritatsspiegels das gedachtnisunterdriickende Signal darstellen. Die letzte Mdglichkeit ist
deshalb wahrscheinlich, da insbesondere die Trehalose als Hauptblutzucker der Insekten einen
signifikanten Beitrag zur Gesamtosmolaritat der Hamolymphe liefern konnte (Gelperin 1971a;
Van der Horst et al. 1980; Elbein et al. 2003). Dass die Aktivitdt AKH-produzierender Neurone
einen Konzentrationsanstieg der Trehalose und/oder der Lipide im Blut verursacht, wurde bei
einer Reihe von Insekten nachgewiesen (Steele 1961,1963; Friedman 1967; Goldsworthy and
Coupland 1974; Loughton and Orchard 1981; Moreau 1982). Bei Locusten bewirkte
beispielsweise die Injektion eines Extrakts der Drisenlappen (,glandular lobes®) der Corpora
cardiaca in die Hamolymphe einen Anstieg der Zucker- und Lipidkonzentrationen. Bei
Drosophila wurde nach Apoptose der AKHergen Zellen eine drastisch reduzierte
Trehalosekonzentration in der Hdmolymphe festgestellt (Lee and Park 2004; Isabel et al. 2005).
Eine ektopische Expression von AKH im Fettkérper bewirkte einen signifikanten Anstieg der
Trehalose- und Lipidkonzentrationen in der Hamolymphe (Lee and Park 2004). Die Wirkung der
ektopischen AKH-Expression macht auch deutlich, dass die Konzentrationserhéhungen in der
Hamolymphe auf AKH und nicht auf mogliche koexprimierte Hormone oder Transmitter
zurickzufuhren sind. Wie massenspektrometrische Untersuchungen ergaben, wird AKH
wahrscheinlich als einziges Neuropeptid im Driisenlappen der Corpora cardiaca exprimiert

(Predel et al. 2004; Wegener et al. 2006; personliche Mitteilung Dr. Christian Wegener). Daher
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kann angenommen werden, dass der Suppressionseffekt auf die Gedachtnisexpression durch
kinstliche Stimulation AKHerger Zellen auf die indirekte Wirkung von AKH und nicht auf die
anderer Neuropeptide zurlickzufihren ist. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
dass das konditionierte Verhalten unabhangig vom Anstieg der Blutkonzentrationen durch eine
direkte neuronale Aktivitdt AKH-produzierender Neurone unterdriickt wird. Dies erscheint jedoch
unwahrscheinlich, da die Aktivitat der AKHergen Zellen im Wild typ durch Futterentzug stimuliert
wird und daher mit dem Anstieg der Bereitschaft zur Gedéachtnisexpression und des
Fressverhaltens kovariiert. Dass die Aktivitat AKH-produzierender Zellen offensichtlich nicht mit
der Inhibition, sondern mit der Aktivierung der Fressbereitschaft assoziiert ist, wurde aus
Versuchen mit Fliegen, deren AKHerge Neurone ausgeschaltet wurden, geschlossen (Lee and
Park 2004; Isabel et al. 2005). Diesen Fliegen fehlte die fir den Wildtyp typische, mit
zunehmendem Futterentzug ansteigende, lokomotorische Aktivitdt. Zusammenfassend wird
daher angenommen, dass die Unterdriickung des zuckerkonditionierten Verhaltens durch einen
Anstieg der Trehalose- und/oder Lipidkonzentrationen oder der daraus resultierenden
Osmolaritdt der Hamolymphe verursacht wird, welche durch die Hitzestimulation AKHerger

Neurone bewirkt wird bzw. werden.

4.3. Lokalisierung der gedachtnisunterdriickenden Signale

4.3.1. AKH-Versuch

Die Fliegen wurden bis zur Hitzebehandlung und bis zum Test nicht gefuttert (Abb. 25C). Das
macht deutlich, dass weder ein Anstieg der Osmolaritit oder der Futtermenge im
Verdauungstrakt noch eine Aktivierung der Geschmacksrezeptoren notwendig fir eine
Unterdriickung der Gedachtnisexpression sind. Folglich kann angenommen werden, dass die
Detektion der Osmolaritat bzw. der Trehalose- und/oder Lipidkonzentrationen in der

Hamolymphe stattfindet.
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4.3.2. Fiitterungsversuche

Es wird angenommen, dass die Unterdrickung des konditionierten Verhaltens durch die
Osmolaritdt des aufgenommenen Futters verursacht wird. KCI, NaCl und Glycin hatten nur
einen Suppressionseffekt auf die Gedachtnisexpression, wenn sie zusammen mit Glukose
aufgenommen wurden. Als jeweils pure Substanz wurden sie nicht inkorporiert und hatten dann
auch keinen Einfluss auf die Gedachtnisauspragung (Abb. 24). Deshalb wird geschlossen, dass
die Detektion der Osmolaritat prinzipiell im Korper und nicht peripher wie z.B. an den Tarsen
erfolgt. Eine solche Detektion kénnte im Verdauungstrakt oder in der Hamolymphe stattfinden.
Wie schnell die Aufnahme von Zuckern in das Blut erfolgt, wurde an bis zur Flugunfahigkeit
erschopften Fliegen gezeigt. Es genlgte eine Glukoseflutterung von 30s, damit die Tiere wieder
fliegen konnten (Wigglesworth  1949; wvgl. Abb. 14). Gleiche Arabinose- und
Glukosekonzentrationen hatten eine vergleichbar supprimierende Wirkung auf die
Gedachtnisexpression (Abb. 20). Aber es wurde bei jeweils gleicher Konzentration deutlich
mehr Glukose als Arabinose aufgenommen (Abb. 22). Daher kénnte vermutet werden, dass bei
gleicher Konzentration jeweils mehr Glucose als Arabinose von der Hadmolymphe absorbiert
wird. Dies wiurde den Schluss zulassen, dass die Detektion der Osmolaritat nicht im Blut,
sondern im Verdauungstrakt stattfindet. Andererseits kénnte die Hamolymphabsorption von der
Konzentration bzw. Osmolaritdt der Zucker und nicht von deren Mengenunterschieden im
Verdauungstrakt abhangen. Beispielsweise wurde bei Schaben (Periplaneta americana)
gefunden, dass die Kropfentleerungsrate in den Darm von der Osmolaritdt des Kropfinhalts
abhangt (Treherne 1957). Unter dieser Voraussetzung kénnte die Detektion der Osmolaritat im
Verdauungstrakt und/oder in der Hamolymphe erfolgen. Eine Messung der
Zuckerkonzentrationen bzw. der Osmolaritat in der Hamolymphe nach einer Arabinose- und

Glukosefiitterung kdnnte mehr Klarheit bringen.

4.3.3. Eine mogliche Osmolaritatsdetektion im Verdauungskanal und/oder im Blut

Die Unterdrickung der Gedachtnisexpression sowohl durch Aufnahme chemisch
unterschiedlicher Substanzen als auch durch Hitzestimulierung AKHerger Neurone kdnnte
durch einen Anstieg der Hamolymphosmolaritat erklart werden. Eine andere Mdéglichkeit ware,
dass die Verhaltensinhibition bei den Futterungen und bei der Thermostimulation AKH-
produzierender Zellen jeweils in unterschiedlichen Koérperkompartimenten induziert wird. Die

unterdrickende Wirkung der Futteraufnahme konnte auf einen Osmolaritatsanstieg des Inhalts
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des Verdauungskanals zurtickgefiihrt werden. Die Verhaltenssuppression im AKH-Versuch wird
wahrscheinlich durch ein Signal der Hamolymphe verursacht. Kirzlich wurden Neurone
gefunden, deren Zellkérper sich in der Hamolymphe befinden und deren Fortsatze direkten
Kontakt mit dem Inhalt des Verdauungskanals haben kdnnten (Abb. 26). Diese Zellen kdnnten
an einer Detektion der Osmolaritat des aufgenommenen Futters und/oder des Bluts beteiligt
sein (Abb. 28).

Abb. 26: MutmaRBliche Osmolaritiatsrezeptorneurone. Die Zellkérper (grin, Pfeil) kdnnten mit
der Hamolymphe und die Zellfortsatze (grin, Doppelpfeile) mit dem Lumen des

Verdauungstrakts (violett) im Kontakt stehen. (Zus. mit 1.S.")" 9" S-2°

Generell scheint die Hdmolymphe als physiologisches Korrelat zum Futterentzug gut geeignet
zu sein. Sie absorbiert Futterbestandteile aus dem Verdauungskanal und Nahrstoffe durch
metabolische Aktivititen vom Fettkdrper und anderen Geweben (Simpson and Raubenheimer
1993). Qualitat und Menge des gegenwartig und in der Vergangenheit aufgenommenen Futters,
sowie die metabolische Aktivitat bestimmter Gewebe spiegeln sich daher in der
Zusammensetzung des Bluts wider und bilden den aktuellen Fitterungszustand ab (Abisgold
und Simpson 1987; Simpson and Raubenheimer 1993). Da die Blutosmolaritat aus der
Kombination aller geloster (Nahr-)Stoffe resultiert, konnte sie ein grober Indikator fir den
Fitterungszustand sein (Simpson and Raubenheimer 1993). Auch der Inhalt des
Verdauungskanals konnte den aktuellen Fitterungszustand widergeben. Die Osmolaritat des
kiarzlich aufgenommenen Futters konnte ein grober Indikator fir dessen Nahrwert sein.

Fluktuationen in der externen Futterverfigbarkeit kdnnten daher mit Schwankungen der
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Osmolaritdt des Inhalts des Verdauungstrakis und/oder des Bluts korrelieren, welche als

verhaltensmodulierende Signale dienen kénnten.

4.4. Sattigungssignale im Tierreich

4.4.1. Hamolymphosmolaritat als inhibitorisches Signal

Ein Einfluss der Osmolaritdt auf das Verhalten wurde auch bei Heuschrecken gefunden
(Bernays and Chapman 1974; Abisgold and Simpson 1987; Simpson and Bernays 1983;
Simpson and Raubenheimer 1993). Aus Experimenten mit Locusta migratoria wurde gefolgert,
dass Injektionen von z.B. Trehalose, NaCl oder Glycin ins Blut die anschlieRende
Futteraufnahme reduzieren (Bernays and Chapman 1974). Wie im AKH-Versuch (Abb. 25)
wurden die Tiere so lange ohne Futter gehalten, dass der Verdauungstrakt zur Zeit der
Manipulation der Hamolymphe und des anschlieBenden Tests entleert war. Die injizierten
Substanzen hatten unabhangig von ihrer chemischen Spezifitdt alle die gleiche
Suppressionswirkung. Daraus wurde geschlossen, dass eine Erhéhung der Osmolaritat in der
Hamolymphe eine Suppression der Futteraufnahme bewirkt. Anders als in den
Fltterungsexperimenten, in denen z.B. Futterungen von wenigen Minuten ein 4h-Gedachtnis
vollstdndig unterdrickten (Abb. 13), hatten Injektionen direkt vor oder wahrend der
Testfltterung bei Locusta kaum bzw. keinen Einfluss auf die Fressbereitschaft. Die grofite
unterdrickende Wirkung hatten Injektionen, die 20min vor einer Grasflitterung verabreicht
wurden. Die Frage wie das Blutsignal zur Verhaltensanderung fihrt, blieb von den Autoren
unbeantwortet. Die Osmolaritat der Hamolymphe kénnte direkt die Aktivitdt von Neuronen
regulieren, die futterbezogene Verhaltensweisen beeinflussen. So wird beispielsweise bei
Schnecken (Limax maximus) die Aktivitat von Neuronen des motorischen Fressprogramms
(,feeding motor programme®) im zentralen Nervensystem direkt von einem Anstieg der

Osmolaritat der Hamolymphe inhibiert (Phifer and Prior 1985).
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4.4.2. Verhaltenssuppression durch mutmaRliche Dehnungsrezeptorneurone

Bei Phormia regina wurden zwei Populationen mutmaRlicher Dehnungsrezeptorneurone
identifiziert, die entweder an einer RN-Abzweigung oder an MAN-Verzweigungen liegen und mit
dem Vorderdarm bzw. dem Kropf assoziiert sind. Die Aktivitdt dieser Neurone hangt offenbar
von der Peristaltik und dem Volumen des Verdauungskanals ab (Gelperin 1967; 1971b).
Verhaltensexperimente zeigten, dass nicht nur die aufgenommene Futtermengen, sondern auch
die inkorporierten Zuckerkonzentrationen mit der Unterdrickung der Fressbereitschaft
korrelieren (Gelperin 1971a; Edgecomb et al. 1987). AulRerdem wurde eine Abhangigkeit der
Aktivitat mutmalBlicher Dehnungsrezeptorneurone von der Zuckerkonzentration gefunden. So
war die RN-Spikefrequenz nach Fitterung mit 1M Saccharose gréRer als nach Aufnahme von
0.1M (Gelperin 1971a; Gelperin 1972). Um diese Befunde zu erkldren, wurde vorgeschlagen,
dass die Peristaltik (,slug movement) und das Volumen des Verdauungstrakts, die von
Dehnungsrezeptorneuronen detektiert werden, von der Osmolaritat des aufgenommenen
Futters bzw. der Hamolymphe abhangen (Abb. 27; Gelperin 1971a). Wie bei Phormia regina
gezeigt wurde, korreliert das Kropfgewicht, als Indikator flr dessen Fillung, mit der
Konzentration der zuvor angebotenen Zucker (Edgecomb et al. 1987). Bei Schaben
(Periplaneta americana) bewirkten aquiosmolare Konzentrationen verschiedener Substanzen
(Glukose, Sorbose, Glycerol und NaCl) die gleichen Entleerungsraten des Kropfs. Je hoher die
Osmolaritat des Kropfinhalts war, desto langsamer wurde der Kropf entleert (Treherne 1957).
Untersuchungen bei Phormia regina kamen zum gleichen Ergebnis. Zusatzlich konnte bei ihnen
und bei Locusta migratoria nachgewiesen werden, dass auch eine Erhéhung der Osmolaritat in
der Hamolymphe mittels Injektionen die Verlangsamung der Kropfentleerung bewirkt (Gelperin
1966; Bernays 1985). Daher konnten die Dehnungsrezeptorneurone die Blutosmolaritat indirekt
Uber die Peristaltik und das Volumen des Verdauungstrakts detektieren (Abb. 27; Gelperin
1971a).
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Abb. 27: Diagramm zur Regulation des Metabolismus‘ und des Fressverhaltens bei der
Schmeilfliege. Die Fressbereitschaft ist Uber die Blutosmolaritdt mit dem Stoffwechsel
verknipft. Die Blutosmolaritat resultiert wahrscheinlich hauptsachlich aus der Konzentration

zirkulierender Trehalose, dem Hauptblutzucker der Fliegen (Gelperin 1971a).

Da der beschriebe Mechanismus eine Filllung des Verdauungstrakts voraussetzt, ist er als

Ursache fir die durch Thermostimulation AKHerger Zellen beobachtete Unterdriickung der
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Gedachtnisexpression (Abb. 25C) sehr unwahrscheinlich. Auch die Ergebnisse der
Fitterungsversuche zeigen keine Korrelation zwischen aufgenommener Futtermenge und
Suppression des zuckerkonditionierten Verhaltens (Abb. 20, 22). Dehnungsrezeptorneurone,
die Volumenunterschiede des Verdauungstrakts detektieren, kénnen deshalb die Regulation der
Gedachtnisexpression nicht erklaren. Nur Neurone, die die Osmolaritat direkt oder eine von ihr
abhangige Peristaltik detektieren, kdnnen das zuckerkonditionierte Verhalten inhibieren (vgl.
4.3.3.).

44.3. Signale der internen Glukose-/Trehalosekonzentrationen und des

Ernahrungszustands

Bei Saugern spielt der Glukosespiegel des Bluts eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Stoffwechsel und Fressverhalten (Marty et al. 2007; Havel 2001). Auch bei Drosophila und
anderen Insekten ist anzunehmen, dass Glukose (bzw. Trehalose) als Signalmolekul fiur die
Regulation des Stoffwechsels und vielleicht des Verhaltens fungiert (Masumura et al. 2000;
Amakawa 2001; Kim and Rulifson 2004; Kohyama-Koganeya et al. 2008). Die Inhibition des
zuckerkonditionierten Verhaltens nach Thermostimulation AKH-produzierender Zellen (Abb. 25)
konnte durch einen Anstieg der Glukose-/Trehalosekonzentration im Blut verursacht werden.
Das zuckerkonditionierte Verhalten wurde aber durch Futterung des nicht erndhrenden
Trehalose-VA-Gemischs und der Arabinose ebenso unterdrickt wie durch metabolisierbare
Zucker (Abb. 18, 20). Aufierdem wurde der Unterdriickungseffekt der Glukose durch Zugabe
von Salz verstarkt (Abb. 24). Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass ein Anstieg
der internen  Glukose/Trehalosekonzentartionen und eine  Verbesserung des
Erndhrungszustands vielleicht hinreichend, aber nicht notwendig sind um das
zuckerkonditionierte Verhalten zu unterdriicken. Dass bei Insekten die internen
Glukose/Trehalose-Konzentrationen und der Erndhrungsstatus fir die Regulation der
Futteraufnahme nicht notwendig sein mussen, wurde an einer anderen Fliegenart gezeigt.
Ahnlich wie Arabinose fir Drosophila ist Fukose ein siiRer, aber nicht metabolisierbarer Zucker
fur Phormia. Fukose wird von den Fliegen sogar gegeniber einigen erndhrenden Zuckern
praferiert (Hassett et al. 1950; Dethier et al. 1956) und die Aufnahme wird bis zum ,Hungertod*

ebenso reguliert wie die bei metabolisierbaren Zuckern (Gelperin 1971a).
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4.4.4. Die Rolle des Geschmacks

Da eine Mischung aus 0.3M Glukose und einer nicht sifRen Substanz das konditionierte
Verhalten starker unterdriickte als pure 0.3M Glukose (Abb. 24B), habe ich geschlossen, dass
die Wahrnehmung des sifRen Geschmacks keinen supprimierenden Einfluss auf die
anschlielRend getestete Gedachtnisexpression hat. Dass das zuckerkonditionierte Verhalten
vollig ohne Geschmacksstimuli supprimiert werden kann, wurde durch die Wirkung der
Thermostimulation AKH-produzierender Neurone deutlich (Abb. 25C). Generell ist der siiRe
Geschmack bei Drosophila wie bei vielen anderen Tieren wichtig fir die Initiation des
Fressverhaltens (Marella et al. 2006; Abb. 24A, C). Die stimulierende Wirkung des sifen
Geschmacks wurde beispielsweise bei Fliegen (Phormia regina, Drosophila melanogster)
gezeigt. Reizungen der Geschmackssensillen mit Saccharose fuhrten bei Fliegen, die keinem
Wasserentzug ausgesetzt waren, dazu, dass sie kurz danach sogar auf Wasserstimuli mit
PER'’s reagierten. Bei Locusten wurde nach einem Kontaktverlust zum Phagostimulans ein
kurzfristiger Aktivitdtsanstieg beobachtet, der als gesteigerte Futtersuche interpretiert wurde
(Duerr and Quinn 1982; Simpson and Bernays 1983; Bernays 1985). Daher wurde fur Phormia
und andere Insekten angenommen, dass der Prozess der Futteraufnahme hauptsachlich ein
Resultat aus dem Zusammenspiel einer positiven Rickkopplung durch den SuR-Geschmack
und negativer Ruckkopplungen durch Signale von z.B. Dehnungs- bzw. mutmaRlichen
Osmolaritatsrezeptorneuronen ist (Abb. 4, 27; Gelperin 1971a; Simpson and Bernays 1983).
Demnach sind im nicht gefltterten Zustand die inhibitorischen Signale schwacher als
stimulierende gustatorische Futterreize und es kommt zur Nahrungsaufnahme. Diese wird
beendet, wenn die stimulierende Wirkung gustatorischer Reize durch Adaptation der
Rezeptoren und zentralnervése Habituation abnimmt und wenn gleichzeitig inhibitorische
Signale z.B. vom Verdauungstrakt zunehmen (Abb. 4, 27; Dethier and Gelperin 1967; Dethier
1952; Edgecomb et al. 1987; Gelperin 1971a; Simpson and Bernays 1983; Bernays 1985).

4.5. Uneinheitliche Regulation futterbezogener Verhaltensweisen

4.5.1. Wirkung der Thermostimulierung AKHerger Zellen auf das Verhalten

Die Hitzestimulierung AKH-produzierender Zellen fihrte zur vollstdndigen Unterdriickung des
zuckerkonditionierten Verhaltens, hatte aber keine Auswirkung auf das

Zuckerpraferenzverhalten (Abb. 25C, E). Das zuckerkonditionierte Verhalten und die
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Zuckerpraferenz  werden offensichtlich  unterschiedlich reguliert. Die Expressionen
verschiedener futterbezogener Verhaltensweisen und Anderungen physiologischer Parameter
kovariieren meist mit dem Futterentzug. Es wurde gezeigt, dass bei Drosophila z.B. die
Futteraufnahme, die PER-Frequenz, die lokomotorische Aktivitdt, das Praferenzverhalten und
die Expression des zuckerkonditionierten Verhaltens mit dem Futterentzug zunehmen (Abb. 1,
12; Meunier et al. 2007; Edgecomb et al. 1994; Lee and Park 2004; Isabel et al. 2005; Gruber
2006). Ebenso wurden z.B. ein Anstieg der Geschmackssensitivitdt zuckerdetektierender
Neurone und die Reduktion der Trehalose- und Lipidkonzentrationen in der Hdmolymphe nach
langerem Futterentzug nachgewiesen (Meunier et al. 2007). Auf den ersten Blick konnte
deshalb vermutet werden, dass diesen Verhaltensweisen und physiologischen Parametern ein
fur alle gemeinsamer Regulationsmechanismus zu Grunde liegt. Andererseits gibt es
Anhaltspunkte, dass vom Futterentzug aktivierte Verhaltensweisen unterschiedlich reguliert
werden. Bei Phormia ist beispielsweise die Regulation der Futteraufnahme und der PER-
Ausléseschwelle pharmakologisch und durch das Durchschneiden von Nerven trennbar.
Injektionen von Reserpin und d-Amphetamin erhéhten die Futteraufnahme und die PER-
Ausloseschwelle. Injektionen von Fenfluramin bewirkten nur einen Anstieg der PER-
Ausloseschwelle, nicht aber eine Erhdéhung des aufgenommenen Futtervolumens (Murdock et
al. 1985; Long et al. 1986). Die Durchtrennungen des RN und des MAN bewirkten beide
Hyperphagie (Dethier and Gelperin 1967; Gelperin1967; Gelperin 1971b). Die PER-
Ausloseschwelle wird aber nur durch Schneiden des RN gesenkt und das auch nur wenn die
Stimulation an den Tarsen und nicht am Labellum erfolgte (Edgecomb et al. 1987; Sudlow et al.
1987). Es ware deshalb moglich, dass die Thermostimulation AKHerger Zellen ein Signal
produziert, welches das zuckerkonditionierte Verhalten, nicht aber die Zuckerpraferenz
unterdrickt. Karzlich durchgefihrte Versuche zeigen aulerdem, dass die Hitzestimulierung
AKH-produzierender Neurone die Futteraufnahme inhibiert (persdnliche Mitteilung Prof.

Tanimura) und daher nicht ausschlieRlich die Gedachtnisexpression beeinflusst.

Die selektive Inhibition nur einer der beiden Verhaltensweisen konnte aber auch dadurch erklart
werden, dass die Zuckerwahrnehmung durch die AKH-Ausschittung verstarkt wird. Eine
mogliche unterdrickende Wirkung einer erhdhten Blutosmolaritdt auf das Praferenzverhalten
konnte durch einen gleichzeitigen Anstieg der Geschmackssensitivitdt kompensiert worden
sein. Dass AKH an der Modulation der Geschmackssensitivitat beteiligt sein kénnte, wird
deshalb wahrscheinlich, weil AKH-Rezeptoren nicht nur im Fettkérper, sondern auch in

gustatorischen Neuronen exprimiert werden, die den sifien Geschmack vermitteln (Bharucha et
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al. 2008). Moglicherweise ist aber auch die verhaltensauslésende Schwelle des Zuckerreizes so
niedrig, dass, anders als beim konditionierten Duft, der Unterdrickungseffekt einer
Thermostimulierung AKH-produzierender Neurone zu schwach ist und keine sichtbare

Auswirkung auf das naive Praferenzverhalten hat.

4.5.2. Wirkung der Fitterung und der Hitzestimulation AKHerger Zellen auf das

zuckerkonditionierte Verhalten

Nicht nur verschiedene futterbezogene Verhaltensweisen (vgl. 4.5.1.), sondern auch die
Expression des zuckerkonditionierten Verhaltens kénnten unterschiedlich reguliert werden. Dies
kann vermutet werden, wenn man die Fitterungs- und AKH-Versuche vergleicht. Fitterungen
vor dem Test unterdrickten das zuckerkonditionierte Verhalten und die Zuckerpraferenz (Abb.
10, 11, 12, 13). Eine Suppression des zuckerkonditionierten Verhaltens wurde schon nach einer
Minute festgestellt (Abb. 13). Als ein entscheidender Faktor zur Unterdrickung wurde die
Osmolaritdt des Futters vorgeschlagen, die im Verdauungskanal und/oder im Blut detektiert
werden koénnte (Abb. 24). Demgegeniber verursachte die Hitzestimulation AKHerger Neurone
die Unterdriickung des konditionierten Verhaltens, beeinflusste aber nicht die Expression der
Zuckerpraferenz (Abb. 25). Nach der artifiziellen Stimulation der AKHergen Zellen kénnten die
Osmolaritat oder die Konzentrationen spezifischer Molekile wie z.B. Glukose/Trehalose oder
Lipide das verhaltensinhibierende Signal reprasentieren. Dieses ist wahrscheinlich ein Signal
des Bluts und nicht des Verdauungskanals. AuRerdem bleibt unklar ob das mutmalliche
,Blutsignal“ unmittelbar oder zeitlich verzbgert die Verhaltensexpression unterdrickt. Daher
kénnte angenommen werden, dass die Futterungen zumindest teilweise andere Signalwege
induzieren als die Hitzestimulierung AKHerger Zellen (Abb. 28). Eine unterschiedliche
Regulation eines futterbezogenen Verhaltens wurde auch bei Heuschrecken in bezug auf die
Futteraufnahme vorgeschlagen (Bernays 1985). Die Fressbereitschaft wird durch Fullung des
Verdauungskanals sofort, durch eine kinstliche Erhéhung der Blutosmolaritat aber zeitlich
versetzt inhibiert (vgl. 4.4.1.).



63

4.6. Motivationsmodell zum zuckerkonditionierten Verhalten

Ob und wie stark ein Verhalten gezeigt wird, kann sehr variieren, auch wenn die Reizsituation
konstant bleibt. Verhalten ist aulRerdem meist zielgerichtet und weist haufig eine kurzzeitige
Stabilitat bis zum Erreichen des Ziels auf. Schliel3lich stellt sich oft die Frage, warum eine
bestimmte von vielen méglichen Handlungen realisiert wird. Um diese Eigenschaften des
Verhaltens verstehen zu kdnnen, wurden Motivationskonzepte entwickelt (Berridge 2004). Mit
Motivation (lat. movere = bewegen) ist meist der Antrieb zu einem bestimmten Verhalten
gemeint. Motivation kontrolliert die Aktivierung, Richtung, Zielorientierung, Intensitat und Dauer
des Verhaltens. Auch die zuckerkonditionierte Gedachtnisexpression weist Eigenschaften eines
motivierten Verhaltens auf. So wurde in den von mir durchgeflihrten Versuchen gezeigt, dass
die Expression des zuckerkonditionierten Verhaltens trotz konstanter Reizsituation im Training
und im Test sehr variabel sein kann. Ob sich die Fliegen in Richtung des CS+ bewegen, hing
von den Futterungsbedingungen ab. Das Verhalten hat somit eine Zielgerichtetheit und
aufgrund der Konditionierung des Duftstimulus mit der Zuckerbelohnung wahrscheinlich auch
eine Zielerwartung. Generell wird die Motivation fiir ein Verhalten durch zahlreiche externe und
interne Faktoren beeinflusst. Bei den meisten Motivationskonzepten spielen Anderungen
physiologischer Parameter eine wichtige modulierende Rolle fir die Expression eines
Verhaltens. So wird angenommen, dass mit der Zunahme eines physiologischen Mangels durch
Defizitsignale Verhaltensweisen verstarkt werden, die schliellich diesen Mangel beseitigen
(Berridge 2004; Berridge and Schulkin 1989). Die Expression des zuckerkonditionierten
Gedachtnisses ist vom Futterentzug abhangig und kovariiert somit mit physiologischen
Parametern, wie z.B. mit Nahrstoffkonzentrationen in der Hdmolymphe. Es kénnen deshalb
Signale postuliert werden, die mit der externen Futterverfigbarkeit und mit internen
physiologischen Parametern korrelieren, und die die Expression dieses Verhaltens modulieren.
Meine Ergebnisse machen wahrscheinlich, dass die Osmolaritit des Inhalts des
Verdauungstrakts und/oder der Hamolymphe das zuckerkonditionierte Verhalten unterdriickt.
Die Osmolaritat, die aus der Gesamtheit aller gelosten (Nahr-) Stoffkonzentrationen im
Verdauungskanal und/oder Blut resultiert, kénnte den Futterungszustand grob widerspiegeln
(Simpson and Raubenheimer 1993). Es kénnte deshalb angenommen werden, dass die
Osmolaritat des Inhalts des Verdauungstrakts und/oder des Bluts ein internes physiologisches
Korrelat zur externen Futterverfigbarkeit darstellt und als verhaltensmodulierendes Signal
fungiert. Moglicherweise kdnnten aufierdem Trehalose- und/oder Lipidkonzentrationen im Blut

als chemisch spezifische Signale auf das zuckerkonditionierte Verhalten wirken. Wie kurzlich
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herausgefunden wurde, stimuliert das dNPF die Expression des zuckerbelohnten
Gedachtnisses (Krashes et al. 2009). Dabei wirkt dNPF hemmend auf dopaminerge Neurone,
die selbst inhibitorisch den Pilzkérper innervieren. Das zuckerkonditionierte Verhalten wird nur
dann exprimiert, wenn dNPF bei Futterentzug die Inhibition des Pilzkdrperausgangs durch die
dopaminergen Zellen unterdriickt (vgl. Abb. 8). Aufgrund der Resultate meiner Arbeit kann
vermutet werden, dass die dNPF-Ausschittung und damit die Kontrolle Uber die

Gedachtnisexpression durch Osmolaritatssignale reguliert werden konnte (Abb. 28).
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Abb. 28: Modell zur Regulation der Expression des zuckerkonditionierten Verhaltens und
der Zuckerpriferenz. Die Futteraufnahme unterdriickt durch ein Osmolaritatssignal die
Expression des zuckerkonditionierten Verhaltens (,conditioned odor approach®) und durch ein
Osmolaritatssignal oder andere Signale die Expression des Zuckerpraferenzverhaltens. Die
Osmolaritdtsdetektion konnte im Verdauungstrakt und/oder im Blut erfolgen. Die
Thermostimulation AKH-produzierender Neurone bewirkt die selektive Unterdrickung des
zuckerkonditionierten Verhaltens durch ein Signal der Trehalose und/oder Lipidkonzentrationen
oder der Osmolaritat der Hamolymphe. An der Regulation der futterbezogenen
Verhaltensweisen kdnnten Hormone wie das dNPF beteiligt sein.
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Generell wird deutlich, dass nicht nur die Bedeutung der Futterreize selbst, sondern auch die
eines futterreizassoziierten Stimulus (CS+) durch Signale interner physiologischer Zustande
moduliert werden kdnnen. Dieses Phanomen wurde auch bei Mausen nachgewiesen. Dabei
wurde ein akustischer CS mit einem NaCl-US bestraft. Nach einem anschlieRend
herbeigefuhrten physiologischen Salzmangel, wirkte der CS+ nicht als aversiver sondern als
appetitiver Reiz (Tindell et al. 2009). Die Bedeutung des CS+ hatte sich in Abhangigkeit vom
internen Salzzustand sogar umgekehrt. Dadurch, dass die aktuelle Bedeutung externer Reize
durch interne physiologische Zustdnde moduliert werden kann, tendiert ein Individuum dazu
sich in einer gegebenen Umwelt seinen Bedirfnissen entsprechend zu verhalten. Die
Verrechnung externer und interner Faktoren fuhrt auf diese Weise zu biologisch sinnvollem

Verhalten.
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5. Zusammenfassung

In dieser Doktorarbeit habe ich die Regulation der Expression des zuckerbelohnten Verhaltens
durch den Fultterungszustand bei Drosophila melanogaster untersucht. Die Fliegen konnen
wahrend einer Trainingsphase mit Hilfe einer Zuckerbelohnung auf einen bestimmten Duft
konditioniert werden. Nach dem Training kénnen die Fliegen dann auf das olfaktorische
Gedachtnis getestet werden. Die Bereitschaft das zuckerkonditionierte Gedachtnis im Test zu
zeigen wird vom Fitterungszustand kontrolliert, wie ich in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen friherer Arbeiten demonstrierte (Tempel et al. 1983; Gruber 2006; Krashes et al.
2008). Nur nicht gefiitterte Fliegen exprimieren das Gedachtnis, wahrend Fltterungen bis kurz
vor dem Test eine reversibel supprimierende Wirkung haben. Einen ahnlichen regulatorischen
Einfluss (bt der Futterentzug auch auf die Expression anderer futterbezogener

Verhaltensweisen, wie z.B. die naive Zuckerpraferenz, aus.

Nachdem ich den drastischen Einfluss des Futterungszustands auf die Auspragung des
zuckerkonditionierten  Verhaltens gezeigt bzw. bestatigt hatte, habe ich nach
verhaltensregulierenden Faktoren gesucht, die bei einer Fltterung die Gedachtnisexpression
unterdricken. Als mogliche Kandidaten untersuchte ich Parameter, die zum Teil bereits bei
verschiedenen  futterbezogenen  Verhaltensweisen  unterschiedlicher  Tierarten als
LSattigungssignale“ identifiziert worden waren (Marty et al. 2007; Powley and Phillips 2004;
Havel 2001; Bernays and Chapman 1974; Simpson and Bernays 1983; Gelperin 1971a). Dabei
stellte sich heraus, dass weder die ,erndhrende® Eigenschaft des Futters, noch ein durch
Futteraufnahme bedingter Anstieg der internen Glukosekonzentration flir die Suppression des
zuckerkonditionierten ~ Gedachtnisses  notwendig  sind. Die Unterdrickung  der
Gedachtnisexpression kann auch nicht durch Unterschiede in den aufgenommenen
Futtermengen, die als verhaltensinhibitorische Dehnungssignale des Verdauungstrakts wirken
konnten, oder mit der Starke des siRen Geschmacks erklart werden. Die Suppression des
zuckerbelohnten Verhaltens folgte den Konzentrationen der gefutterten Substanzen und war
unabhangig von deren chemischen Spezifitdt. Deshalb wird die Osmolaritdt des
aufgenommenen Futters als ein entscheidender Faktor fur die Unterdrickung der
zuckerkonditionierten Gedachtnisexpression angenommen. Weil nur inkorporierte Substanzen

einen Unterdrickungseffekt hatten, wird ein osmolaritatsdetektierender Mechanismus im Korper
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postuliert, wahrscheinlich im  Verdauungstrakt und/oder der Hamolymphe. Die
Hamolymphosmolaritat ist als ,Sattigungssignal® bei einigen wirbellosen Tieren bereits
nachgewiesen worden (Bernays and Chapman 1974; Simpson and Raubenheimer 1993;
Gelperin 1971a; Phifer and Prior 1985). Deshalb habe ich mit Hilfe genetischer Methoden und
ohne die Fliegen zu flttern, versucht Gber einen kunstlich induzierten Anstieg der Trehalose-
und Lipidkonzentrationen die Osmolaritat der Hamolymphe in Drosophila zu erhdhen. Eine
solche konzentrationserhéhende Wirkung fir Lipide und die Trehalose, dem Hauptblutzucker
der Insekten, ist bereits fir das adipokinetische Hormon (AKH), das von Zellen der Corpora
cardiaca exprimiert wird, nachgewiesen worden (Kim and Rulifson 2004; Lee and Park 2004;
Isabel et al. 2005). Es stellte sich heraus, dass die kinstliche Stimulierung AKH-produzierender
Neurone das zuckerkonditionierten Verhalten temporar, reversible und selektiv unterdriickt.
Gleiche Behandlungen hatten keinen Effekt auf ein aversiv konditioniertes olfaktorisches

Gedéachtnis oder ein naives Zuckerpraferenzverhalten.

Wie aus dieser Arbeit hervorgeht, stellt wahrscheinlich die Osmolaritat des Verdauungstrakts
und der Hamolymphe oder nur der Hamolymphe ein physiologisches Korrelat zum
Fitterungszustand dar und wirkt als unterdriickendes Signal. Dass Fitterungen das
zuckerkonditionierte Verhalten und die Zuckerpraferenz supprimieren, die kiinstliche Stimulation
AKH-produzierender Zellen aber selektiv nur die zuckerbelohnte Gedachtnisexpression
unterdrickt, deutet auf mindestens zwei unterschiedliche ,Sattigungssignalwege® hin.
Aulerdem macht es deutlich wie uneinheitlich futterbezogene Verhaltensweisen, wie das

zuckerbelohnte Verhalten und die naive Zuckerpraferenz, reguliert werden.
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6. Summary

In this work | investigated the regulation of the expression of the sugar conditioned behavior by
feeding states in Drosophila melanogaster. During the training flies are able to associate an
odor with a sugar reward. During the test these flies have the opportunity to show their odor
memory. In accordance with previous findings (Tempel et al. 1983; Gruber 2006; Krashes et al.
2008), | also showed that the readiness to express sugar conditioned memory is controlled by
the feeding state. The memory was only displayed by starved flies, whereas feedings of the flies
until the test cause a reversible and temporary suppression of conditioned behavior. Feeding

states similarly influence the expression of other food-related behaviors like sugar preference.

After | have showed/confirmed the drastic influence of feeding state on sugar conditioned
behavior, | tried to search for factors which suppress the memory expression of conditioned flies
during feeding. Therefore | verified physiological parameters as promising candidates which
have already been identified as “satiation-signals” for different food-related behaviors through
the animal kingdom (Marty et al. 2007; Powley and Phillips 2004; Havel 2001; Bernays and
Chapman 1974; Simpson and Bernays 1983; Gelperin 1971a). As the results revealed, neither
the nutritional value of the available food nor an increase of the internal glucose-concentrations
were necessary for suppressing conditioned behavior. Furthermore differences in sweet taste
and in the amount of the ingested food, which likely serve as volumetric signals of the digestive
system, were not critical determinants for inhibition of the memory expression. Because
suppression followed the concentration of the substances independent of the chemical
specificity, | conclude that the osmolarity of the ingested food is a critical factor for inhibition of
sugar conditioned behavior. Only ingested substances were suppressive. Therefore an internal
osmolarity-detecting mechanism is postulated, most probably in the digestive system or the
hemolymph. Hemolymph-osmolarity has already been shown as a “satiation-signal” for some
invertebrates (Bernays and Chapman 1974; Simpson and Raubenheimer 1993; Gelperin 1971a;
Phifer and Prior 1985). Thus | tried to increase the hemolymph-osmolarity by an artificially
induced rise of the concentration of lipids and trehalose, the main blood sugar of insects. A
concentration-increasing effect such like this has already been shown for the adipokinetic
hormone (AKH), which is expressed in cells of the corpora cardiaca (Kim and Rulifson 2004;
Lee and Park 2004; Isabel et al. 2005). | demonstrated that an artificial stimulation of AKH-
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producing neurons induces the suppression of sugar conditioned behavior, but leaves aversive

conditioned behavior and naive sugar preference unchanged.

This work indicates that the osmolarity of the digestive system and the hemolymph or only of the
hemolymph serves as (a) physiological correlate(s), which signals suppression. Feeding
induced inhibition of the expression of sugar conditioned behavior and naive sugar preference,
whereas the artificial stimulation of AKH-producing cells selectively inhibited sugar rewarded
memory expression alone. Thus | assume at least two separable “satiation”-pathways.
Moreover these results demonstrate the non-uniform regulation of different food-related

behaviors like sugar conditioned behavior and naive sugar preference.
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8. Anhang

8.1. Erklarung

Erklarung gemaR § 4 Absatz 3 der Promotionsordnung der Fakultat
fur Biologie der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat zu
Wiirzburg vom 15. Marz 1999:

Hiermit erklare ich, die vorgelegte Dissertation selbstandig angefertigt zu
haben und keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und
Hilfsmittel verwendet zu haben. Die mit meiner Publikation wortgleichen
oder nahezu wortgleichen Textpassagen habe ich selbst verfasst. Alle aus

der Literatur entnommenen Stellen sind als solche kenntlich gemacht.

Alle in Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern’ gemachten
Experimente sind als solche gekennzeichnet. Diese Zusammenarbeit
umfasste theoretische Diskussionen und vor allem die praktische

Umsetzung einiger von mir und meinem Betreuer” geplanter Experimente.

Des Weiteren erklare ich, dass die vorliegende Arbeit weder in gleicher

noch in ahnlicher Form bereits in einem anderen Prufungsverfahren
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