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Abkirzungsver zeichnis:

Abb. = Abbildung

AC | = adenylatecyclase |

ala = alpha-lobes absent

amn = amnesiac

AMPA = A-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-1soxazol epropionate
APV = Aminophosphonoval erat

ARM = anesthesia-resistant memory

BAL = Benzaldehyd

Ca= Cacium

CaM-Kinase = Ca**/Calmodulin-abhangige Proteinkinase
CAMP = cyclic adenosine-monophosphate

CREB = cAMP-responsive element-binding protein
CS = conditioned stimulus

dCREB = Drosophila CREB

DAB = 3,3'-Diaminobenzidin

ddc = Dopa-Decarboxylase

dnc = dunce

DKO = double knockout

DPM = dorsal paired medial

f. = folgende

fasll = fasciclin 1l

G-Protein = Guanylnukleotid-bindendes Protein

h = Stunde(n)

HU = Hydroxyurea

KI-MaPKM({ = dominant negative MaPKM{

leo = leonardo

L1 = Lernindex

LTM = long-term memory

LTP = long-term potentiation

MAPK = mitogen activated protein kinase



MaPKM( = dauerhaft aktive atypische Isoform der PKC der Maus
mbd = mushroom bodies deranged
mbm = mushroom body miniature
MCH = Methylcyclohexanol

min = Minute(n)

MTM = middle-term memory
NMDA = N-Methyl-D-Aspartat

Nf1 = Neurofibromatose 1

PACAP = pituitary-adenylyl-cyclase-activating peptide
PBS = phosphate buffered saline
PBT = phosphate buffered triton
PER = proboscis extension reflex
PKA = Proteinkinase A

PKC = Proteinkinase C

PL C = Phospholipase C

rsh =radish

rut = rutabaga

sec = Sekunde(n)

shi = shibire

Tab. = Tabelle

tur = turnip

UAS = upstream activating sequence
US = unconditioned stimulus

vol = volado

VI = Vermeidungsindex

WT = Wildtyp



1. Einleitung

Seit Beginn der experimentellen Gehirnforschung vor etwa 200 Jahren hat es immer
wieder Versuche gegeben, eine der wohl wichtigsten Leistungen des Nervensystems,
namlich die Erinnerungsfahigkeit, zu erkldren und im Gehirn zu lokalisieren. Gerade
auf dem Gebiet der Gedéachtnisforschung sind in den letzten Jahren bedeutende
Fortschritte beim Verstdndnis der molekularen Mechanismen, die der zeitlichen
Struktur des Gedachtnisses zugrundeliegen, erzielt worden. Man ist aber noch sehr weit
davon entfernt, mit Sicherheit angeben zu kdnnen, wo im Gehirn die Erinnerung z. B.
an einen Sonntagsspaziergang, ein Gesprach oder auch nur einen Gedanken aufbewahrt
sein konnte, ob es dafir spezialisierte Gedachtniszonen gibt, oder ob das
Zusammenspiel von Neuronen aus ganz unterschiedlichen Bereichen des Gehirns

vonnoten ist.

Karl Lashley (1890-1958) entfernte bel Ratten verschiedene Regionen der
Grofzhirnrinde, um den Sitz des Gedéachtnisses zu untersuchen. Er kam zu dem Schluf3,
dal} Gedachtnis wohl auf viele Gehirnregionen verteilt sein musse (Lashley 1929;
1933). Beim Menschen war das Auftreten von Amnesien nach Beschadigung des
mittleren Temporallappens und der Hippocampusformation aufschlureich. Das
Kurzzeitgedachtnis blieb intakt, aber das langerzeitige Gedachtnis war zerstort,
wogegen wiederum viele Jahre zuriickliegende Erinnerungen noch vorhanden waren.
Heute besteht die Maoglichkeit der Sichtbarmachung von Hirnprozessen durch
bildgebende Verfahren wie die Positronenemissionstomographie  (PET).
Gedéachtnideistungen lief3en sich aber bisher damit noch nicht lokalisieren.

Als man erkannt hatte, dal3 an Drosophila-Fliegen Lernen und Gedachtnis im Labor
getestet werden kdnnen (Quinn 1974), bestand die Hoffnung, gerade wegen des relativ
geringen Komplexitétsgrades des Organismus und seines Gehirns, sowie der
vorbestehenden umfangreichen Charakterisierung der genetischen Ausstattung,
grundlegende Einsichten in die Organisation von Gedachtnis zu gewinnen, die aber
auch zu einem algemeinen Verstandnis von Gehirnen Uber die Speziesgrenzen hinweg

beitragen sollten; dies wegen der genetischen Gemeinsamkeiten und den gleichen



Herausvorderungen der selben Umwelt gegentiber (Heisenberg 1990). Ein erster Schritt
war die Entdeckung, dal3 die Pilzkdrper, eine schon von der Geometrie her auffalige
Struktur des Zentralgehirns bei Insekten, bei olfaktorischem Lernen und Gedéchtnis
eine Rolle spielen (Heisenberg 1998). Fliegen, deren Pilzkorper durch verschiedene,
unabhangige Methoden zerstért oder durch Expression eines Transgens in ihrer
Funktion beeintréchtigt wurden, haben ein gestértes Erinnerungsvermogen: Die
Pilzkorper sind aso notwendig fir das Geruchslernen (Heisenberg 1985; De Belle 1994,
Connolly 1996). Das Gen rutabaga (rut) kodiert fir die Adenylatcyclase Typ | (AC I).
Fliegen mit einer Mutation im Gen fur die AC | (rut-Fliegen) haben u. a. ein gestortes
Geruchs-Gedachtnis (siehe S. 44). In der hier vorgelegten Arbeit wird durch die
pilzkorperspezifische Wiederherstellung von rut in rut-Fliegen gezeigt, dal3 die
Pilzkorper, jedenfalls hinsichtlich der Funktionen des rut-Gens, auch hinreichend fir
olfaktorisches Lernen und Gedéchtnis sind. Damit wurde zum ersten Mal in einem
Lebewesen eine Gedéachtniseistung ,positiv‘ (durch ,wieder-anschalten*) einer

Gehirnstruktur zugeordnet, entgegen den Annahmen Lashleys.

1. 1. Grundlagen des Verhaltens

Jedes Tier ist initial aktiv. Das jeweilige Verhaten wird nicht durch einen externen
Stimulus (Reiz) oder einen internen Stimulus (z. B. Hormone) ausgelst, sondern das
von selbst um seiner Konsequenzen willen hervorgebrachte Verhalten wird dadurch nur
moduliert, d. h. in seiner Auftrittswahr scheinlichkeit verdndert. Dieses Modell kommt
ohne ,an sich® vorhandene, jedoch uns unbekannte Reize aus. Die
»Verhaltensdisposition® ist die Gesamtheit der zu einer bestimmten Zeit als
Wahrscheinlichkeiten représentierten Verhatensoptionen, aso der moglichen
Handlungen und Reaktionen, eines Organismus (Heisenberg 1994b). Man kann jeder
Verhadtensoption einen bestimmten Wahrscheinlichkeitswert zuweisen. Diese
Wahrscheinlichkeiten éndern sich mit der Zeit und bestimmen in ihrer Gesamtheit die
Verhaltensdisposition. Die Verdnderung der Verhatensdisposition durch Reize ist
Wahrnehmung (Heisenberg 1992).



Die mogliche Verhaltenseinheit, also z. B. die Abwendung von einem Geruch oder die
Zuwendung zum Licht, wird einerseits zufallig , angestol3en”, was bedeutet, dai3 die
Entscheidung fir eine bestimmte Verhaltensaul3erung nicht determiniert, nicht streng
vorhersagbar ist; andererseits durch einen Selektionsprozess gefiltert: ,, Darwinsches
Prinzip* (Heisenberg 1984). Das Zidl dieser standigen Selektion ist, dal3 moglichst nur
die an die jeweilige Situation und Umwelt angepaldten Verhaltensweisen zur
Ausfuihrung gelangen. Angepaldtheit (Adaptation) definiert sich letztlich durch den
Reproduktionserfolg, aso den Erfolg, die eigenen Gene in die nachste Generation zu

bringen.

Da bel einer unibersehbaren Vielzahl von wechselnden Umweltanforderungen strikt
angeborene Verhaltensweisen Uberfordert wéren, ist es fir en Lebewesen
lebensnotwenig ausprobieren, immer wieder vollig neue, unvorhersehbare Strategien
entwickeln zu kénnen. Man stellt sich vor, dal3 Kopien der verhaltenssteuernden
Befehle an ein sensorisches Zentrum geschickt werden, wo dann eine Bewertung tber
den Erfolg der Handlung geschehen kann. Die Kopie des motorischen Programms
bezeichnet man als , Efferenzkopie”. Die Veranderung des sensorischen , Inputs’, die
anzeigt, ob die Handlung erfolgreich war, wird zeitlich mit der eigenen Handlung
verglichen, und es erfolgt eine Verstarkung oder eine Abschwéchung. Diese als
»Reafferenzprinzip® (Holst 1950) bezeichnete Verhaltenssteuerung ist die Grundlage
von ,operantem Verhalten“, also selbst-produziertem Verhalten, das durch die

Konsequenzen besimmt ist (siehe auch 1.2.2.2. ,, Operante Konditionierung“).

In héher entwickelten Tieren und bei Menschen muf3 der Versuch im ,trial and error*
nach der Aktivierung nicht die Schwelle zur tatschlichen Ausfihrung Uberschreiten,
sondern kann als ,,symbolische Handlung®* (Vorstellung, Denken) intern einer Selektion
und Bewertung unterliegen. Das kénnte man als Einsichtsfahigkeit bezeichnen. Doch
auch bei einfachen Tieren treten die ,,Versuche” auf, um die Situation zu veréndern
bzw. um ein Ziel zu erreichen. Eines der Hauptziele ist die Herstellung und Wahrung
von ,Orientiertheit® (Heisenberg 1984), en ,Wissen® Uber die as
Verhaltensdispositionen reprasentierte Umwelt im Sinne der Vorhersagbarkeit und

BeeinflulBbarkeit. In so fern hat auch eine Fliege schon , Einsicht®.



Obwohl das Verhalten ein sténdiger kreativer, neues hervorbringender Proze3 ist, ist es
aus wiedererkennbaren Modulen aufgebaut, die aber bei hoheren Tieren teilweise so
miteinander verschliffen und zu einer Einheit verbunden sind, dal3 man sie nicht mehr

ohne weiteres als solche erkennen kann.
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Abb. 1: , Allgemeines Modell zur Beschreibung der probabilistischen Eigenschaft von
Verhalten. Das Modell beinhaltet eine Schleife fir die Efferenzkopie beziglich des



operanten Verhaltens und einen Nachselektionsschritt, fir dessen Existenz es bel
Insekten keine Hinweise gibt® (Abb. modifiziert nach Heisenberg 1994b; Text ins
Deutsche Uber setzt)

1. 2. Lernen

Lernen ist die auf Erfahrung basierende Verdnderung von Verhaltensweisen oder
Verhatensdispositionen. Lernen setzt eine Plastizitat, eine Formbarkeit des Verhaltens
voraus. Das Verhaten ist plastisch in einer Interaktion zwischen Organismus und
Umwelt. Dies hat den Vorteil der besseren Adaptation an Umstadnde, die im
Zeitmaldstab der Evolution instabil, im Zeitmalistab des Individuums dagegen stabil
sind.

Erlernte Verhaltensweisen sind erworbene Verhaltensweisen. Dem erworbenen
Verhalten stellt man klassischerwei se das angebor ene Verhalten gegentiber. Dieses |43t
sich daran erkennen, dal} das Lebewesen zu seiner Ausfuhrung keine Erfahrung
benttigt. Z. B. kann man Fliegenweibchen isoliert aufziehen und dann feststellen, dal3
sie mit Mannchen der eigenen Spezies bevorzugt kopulieren. Die conspezifischen
Méannchen haben besser passende ,angeborene Auslésemechanismen® fir das
Paarungsverhalten als Mannchen anderer Arten (Tarpy 1997; S. 2/3). Die Spinne, die
beim ersten Versuch ihr Netz perfekt zu spinnen vermag, ist auch ein typisches Beispiel.
Haufig mul’ jedoch das angeborene V erhatensrepertoire durch Erfahrung reifen.

1. 2. 1. Nicht-assoziatives L ernen

In der Lerntheorie unterscheidet man nicht-assoziatives und assoziatives Lernen (Squire
1999). Nicht-assoziatives Lernen bedeutet eine Verdnderung der Reaktionsintensitét
oder -haufigkeit auf einen einzelnen Reiz , der z. B. mehrfach wiederholt wird. Bei der
Habituation fuhrt wiederholtes Auftreten eines harmlosen Reizes zu einer

Verringerung der Reaktion auf ihn. So kann man bei Drosophila durch ein



expandierendes visuelles Muster vor der Fliege die Landereaktion, bel der die Beine
ausgebreitet werden, hervorrufen. Doch wenn der Fliege nicht die Mdéglichkeit zur
tatséchlichen Landung gegeben wird, d. h. wenn die Beine keinen Kontakt mit dem
Untergrund aufnehmen kénnen, wird sie mit der Zeit immer seltener diese Reaktion
zeigen. Die Landereaktion ist habituiert. Das ist auch vorteilhaft, denn sinnlose
Reaktionen wirden unnétig Energie verbrauchen. Damit ist dieser Vorgang eine

Anpassung an die Umwelt, also Lernen. Allerdings noch eine einfache Form.

Komplexer ist die zweite Form des nicht-assoziativen Lernens, die Sensitivierung
(,sensitization” oder auch , pseudoconditioning”): Ein meist schadlicher Reiz, z. B. ein
elektrischer Schlag, fuhrt dazu, da3 ein Versuchstier, z. B. eine Maus, starker als
gewohnlich auch auf andere schwache oder neutrale Stimuli reagiert, etwa auf ein
Gerdusch. Die Verhaltensdnderung ist nicht, wie bei der Habituation, auf den
auslésenden Stimulus beschrankt. Das Tier ist aarmiert und die algemeine
Reaktionsbereitschaft gesteigert. Durch einen solchen Reiz kann z. B. auch die oben
erwdhnte Habituation der Landereaktion wieder rickgangig gemacht werden. Dies
bezeichnet man als Dishabituation. Bel Drosophila konnte gezeigt werden, dal3
Sensitivierung und Dishabituation unterschiedliche Vorgange sind (unverdffentlichtes

Ergebnisvon Z. Asztalos; personliche Mitteilung M. Heisenberg).

1. 2. 2. Assoziatives Lernen

Beim assoziativen Lernen tritt nicht nur eine enfache Modulation der
Verhatensreaktion auf, sondern hier wird eine Verknipfung, eine Assoziation zwischen
zwei Reizen oder aber einem Reiz und einem selbstproduzierten, zielgerichteten
Verhalten hergestellt. Dies fuhrt dazu, dal3 fortan Reize mit neuen Reaktionen gekoppelt
sind bzw. dal3 das eigene Verhalten reizbezogen moduliert wird. Je nachdem ob das
Verhaten des Tieres mit dem Reiz in einer Wechselwirkung steht, oder ob dieser Reiz
ganz unabhangig vom Verhalten des Tieres, aber erkennbar mit einem anderen Reiz
(Verstarker) gekoppelt ist, spricht man einerseits von operanter oder andererseits von

klassischer Konditionierung (Tarpy 1997).



1. 2. 2. 1. Klassische Konditionierung

Die klassische Konditionierung wurde von dem russischen Physiologen Iwan Pawlow
(1849-1936) beschrieben. Bei einem seiner Experimente lief3 er z. B. bei Hunden
gleichzeitig mit der Futtergabe eine Glocke ertdnen und stellte fest, daf’ nach diesem
»1raning” die Glocke alleine ausreichend war, um Speichelfluf3 auszulésen. Der Ton
wurde mit Futter assoziiert und hat die Fahigkeit erlangt, in der , Testsituation” selbst
die Reaktion hervorzurufen, die vorher nur durch das Futter ausgelst worden war.
Allgemein kann man sagen, dal} bei der klassischen Konditionierung die zeitliche
Paarung von einem neutralen Stimulus (z. B. Ton; Duft; Umgebung) und einem nicht-
neutralen Stimulus (z. B. Elektroschock; Futter-Belohnung), den man im Gegensatz zu
dem zu konditionierenden neutralen Stimulus als unkonditionierten Stimulus (US;
unconditioned stimulus) bezeichnet, erkannt und gespeichert wird. Das Verhalten des

Tieres hat wahrend des Trainings keinen Einflul® auf die auftretenden Stimuli.

Der US (z. B. Futter) 16st eine unkonditionierte Reaktion aus (z. B. Speichelflufd), die
angeboren ist oder zumindest nicht erlernt werden mufd und die von dem neutralen
Stimulus (Glocke) zunéchst nicht hervorgerufen wird. Aber durch die Konditionierung
wird der neutrale Stimulus zum Pradiktor des US und 16st auch ohne US-Présentation
die unkonditionierte Reaktion aus. Der neutrale Stimulus ist zu einem konditionierten
Stimulus geworden (CS; conditioned stimulus; Glocke im obigen Beispiel). Der US,
der auch als Verstarker bezeichnet wird, kann ein negativer Verstéarker mit noxischer,
also schadigender Wirkung sein, beispielsweise ein Elektroschock. Man spricht dann
von konditionierter Aversion. Ein solcher negativer Verstarker wird im folgenden als
,Bestrafung” oder ,Strafreiz“ bezeichnet. Oder der US kann ein positiver Verstérker,
wie z. B. Futter oder die Entfernung eines unangenehmen Reizes sein. Mann spricht
dann von konditionierter Appetenz. Im folgenden wird ein solcher Verstarker als
»Belohnung” bezeichnet. Der Verstarker ist normalerweise von biologischer Relevanz
fUr das Tier und 16st vorhersagbar eine starke Reaktion aus, wogegen der CS alleine

eventuell nur eine schwache Orientierungsreaktion ausl 6st.



Entscheidend ist, dal3 die beiden zu assoziierenden Reize gleichzeitig auftreten,
wogegen es bei der Senstivierung nicht auf die Gleichzeitigkeit der beiden
verschiedenen Reize ankommt. Dadurch kann der CS aus der Fille der Reize, die
standig vorhanden sind und as Kontext bezeichnet werden, herausgehoben und as
bedeutsam erkannt werden. Bel Konditionierungsexperimenten mit Ratten kam es
jedoch nicht so sehr darauf an, daid jeder CS (Ton) mit einem US (Elektroschock)
gepaart war, aber wenn Elektroschocks ohne zeitliche Paarung mit einem Ton gegeben
wurden, sank die Stérke der Konditionierung (Rescorla 1968). Allerdings fuhrt die
langer zeitige Prasentation des CS ohne US zur Ausléschung (Extinktion) der erlernten
Reaktion, da der CS nicht mehr zur Vorhersage des US geeignet ist. D. h. das Tier wird
nach dem Vorgang der Extinktion seltener mit der unkonditionierten Reaktion auf die
alleinige CS-Prasentation reagieren as vorher. Ob Extinktion eine Abschwéchung der
urspringlichen Koppelung oder ein neuer Lernvorgang ist, der das zuvor gelernte
Ubertrumpft, wurde bislang kontrovers diskutiert. Das Ergebnis einer neueren Arbeit
Uber Extinktion bei Drosophila spricht fur die erstere These (Schwaerzel 2002).

Wesentlich ist die Rethenfolge von CS und US: Esist erwiesen, dald der CS vor dem US
auftreten mul3, um gelernt zu werden. Bei umgekehrter Reihenfolge findet kein Lernen
statt. Das ist auch biologisch sinnvoll, da der CS as Pradiktor fir den as wichtig oder
gefahrlich erachteten US dienen soll (Tarpy 1997). Aul3erdem muld der zeitliche
Abstand von CS und US innerhalb gewisser Grenzen liegen: Bei der Konditionierung
des Lidschlagreflexes des Kaninchens erwies sich ein Intervall von 0.2 - 0.4 sec als
optimal, wogegen schon ein Abstand von weniger as 0.06 sec und mehr als 0.7 sec das

Lernen verschlechterte (Coleman 1971).

Nicht alle Reize werden gleich gut miteinander assoziiert: Beim ,, Futter-Vermeidungs-
Lernen” wird die pharmakologisch ausgel oste Ubelkeit, die auf die Nahrungsaufnahme
folgt, auch dann noch mit dem spezifischen Geschmack der Nahrung assoziiert, wenn
zwischen den beiden Reizen ein Zeitraum von bis zu mehreren Stunden liegt. Man
konnte sich vorstellen, da zur Uberbriickung dieses Zeitraumes ein latentes
~Arbeitsgedachtnis® (siehe S. 11) gebildet wird, dem dann rickwirkend Bedeutung

beigemessen wird, wenn die Ubelkeit eintritt (wobei das eigentliche assoziative



Gedachtnis definitionsgemal erst mit dem Auftreten der Ubelkeit gebildet wird). Es
wird nur Ubelkeit, nicht eine andere , Bestrafung®, als US, bzw. nur der Geschmack,
nicht ein anderer CS, auf den Ubelkeit folgt, als CS gelernt. Hier liegt also ein
angeborenes Prinzip vor, das das Lernen in eine bestimmte firr das Uberleben sinnvolle
Richtung lenkt (Squire 1999).

1. 2. 2. 2. Operante Konditionierung

Die operante oder instrumentelle Konditionierung, die auch Lernen am Erfolg genannt
werden kann, wurde von Edward Thorndike (1874-1949) entdeckt und systematisch von
B. F. Skinner (1904-1990) untersucht. Sie basiert auf operantem Verhalten (siehe 1.1.).
Thorndike sperrte eine Katze in einen K&fig. Aulderhalb des Ké&figs befand sich eine
Futterquelle. Durch Berthrung eines Riegels konnte eine Ture zum Futter gedffnet
werden. Wenn die Katze auf der Suche nach einer Mdglichkeit, das Futter zu erreichen
den Riegel bertihrte, 6ffnete sich die Ture. Die Koinzidenz von Riegelbetétigung und
offener Ture wurde erkannt, und mit der Zahl der Trainingsperioden verkirzte sich die
Zeit bis zum Offnen der Tire. Die Katze hat also gelernt, dafl? durch den Riegel die Ture
gedffnet werden kann und das Verhalten nun aktiv zur Erreichung des Ziels eingesetzt
(Thorndike 1911; Tarpy 1997; S. 220). Hier wird ein spontan produziertes eigenes
Verhalten mit dem US (Erreichen des Futters; Erfolg) verknipft.

Allerdings hat Thorndike noch mehr Wert auf die Assoziation von Reiz (raumliche
Néhe zum Hebel) und Reaktion (Driicken des Hebels) gelegt, wogegen Skinner die
Assoziation zwischen dem operanten Verhalten und dem Verstéarker sah. Er hat den
Versuchsaufbau in der ,Skinner-Box“, in der z. B. Ratten und Vdgel operant
konditioniert werden kdnnen, so erweitert, dal3 das zu lernende Verhaten nicht immer
zum Erfolg fuhrt, sondern nur dann, wenn es gleichzeitig mit einem zusétzlichen
Stimulus, etwa dem Aufleuchten eines bestimmten Lichts, erfolgt, welcher anzeigt, dai3
die Bedingung fur eine erfolgreiche Handlung gegeben ist. Diese Art des CS bezeichnet
man al's diskriminativen Simulus, und damit liegt der Schwerpunkt auf der Assoziation

von Verhaten und Verstérker (Skinner 1966). Allerdings geschieht sowohl bei den



soeben beschriebenen Experimenten das erste oder zweite Berlihren des Riegels nicht,
indem das Versuchstier durch einen Ausrutscher anstofdt: ,,...das Tier [6st ein Problem,
das nie vorher von diesem Tier oder einem seiner Vorfahren geldst worden war...es hélt
den Hebel nicht fir eine Wurzel, unter der es graben mochte und es betétigt ihn nicht
aus Versehen, z. B. indem es auf diese Seite des Kéfigs féallt. Es gehort zur Natur der
Ratte, nach unkonventionellen Losungen fir neue Probleme zu suchen.* (Ubersetzung
aus Heisenberg 1984; S. 223).

1. 2. 2. 3. Konditionierung als therapeutische Technik

Die Technik der systematischen Desensitivierung nutzt das Phanomen der Extinktion. In
der therapeutischen Situation tritt Extinktion dann auf, wenn etwa die bisher
vermiedene Situation (der CS) oder das eigene unerwiinschte Verhalten (z. B. Errdtenin
Gesellschaft) nicht von einem Verstérker begleitet wird. Bel Patienten mit phobischer
Angst, z. B. Tierphobien, wurde die systematische Desensitivierung besonders héufig
angewandt. Die Patienten sollen in entspanntem Zustand zuerst fir sie wenig
bedrohliche Situationen in der Vorstellung durchspielen, etwa die almahliche
Anndherung an ein Spinnennetz, dann die Bedrohlichkeit steigern und schliefdlich nach
dem selben Schema an wirkliche Situationen herangehen. Dadurch, dal’ bei einer wenig
bedrohlichen oder nur vorgestellten Situation keine Angst (US) oder keine Ursache
auftritt, die vielleicht urspringlich die Angst ausgel6st hatte, wird die Verknipfung mit
dem CS (bedrohliche Situtation) gelockert oder ,, extingiert”.

Das ,Biofeedback” berunt auf operanter Konditionierung. Unbewuld erzeugte

Veranderungen z. B. der Muskelspannung werden dem Patienten sichtbar gemacht, so
dai eine Verstarkung oder Abschwachung erfolgen kann (Kandel 1996; S. 680).
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1. 3. Gedéchtnis

1. 3. 1. Grundlagen des Gedachtnisses

Gedéachtnis ist das Resultat von Lernen. Man unterscheidet verschiedene Phasen des
Gedachtnisses. Der amerikanische Philosoph William James (1841-1910) machte als
erster die Unterscheidung zwischen Kurz- und Langzeitgedéchtnis. Das
Kurzzeitgedachtnis, das er als ,, priméres Gedachtnis‘ bezeichnete, dauere Sekunden bis
Minuten an. Das Langzeitgedachtnis, von ihm ,, sekundéres Gedéachtnis* genannt, kann
Wochen, Monate oder das ganze L eben lang bestehen (James 1890). Spéter wurde noch
weiter differenziert: Kognitive Psychologen unterscheiden zwei Komponenten des
Kurzzeitgedachtnisses. Das unmittelbar e Gedachtnis (,,immediate memory*) und das
Arbeitsgedachtnis (,working memory*). Das unmittelbare Gedachtnis (manchmal
auch as ,Ultrakurzzeitgedachtnis® bezeichnet) dauert nur wenige Sekunden an und
kann ungeféhr sieben Posten, also z. B. sieben Zahlen aufnehmen und behalten. Wenn
man es nicht aktiv durch standiges Wiederholen aufrecht erhdlt, verschwindet es
innerhalb von maximal 30 Sekunden. Man kann es aber durch aktives Wiederholen
ausdehnen, was dann als , Arbeitsgedachtnis® (Baddeley 1974) bezeichnet wird. Der
Begriff , Kurzzeitgedachtnis* bezieht sich aber auch auf spatere Konsolidierungsphasen,
bis zur Ausbildung von Langzeitgedachtnis. ,In diesem Sinne kénnen
Kurzzeiterinnerungen viele Minuten lang - vielleicht sogar eine Stunde oder langer —
und damit weit Gber den Punkt hinaus Uberdauern, bis zu dem Information aktiv im
Gedéachtnis behalten wird“ (Squire 1999; S. 93).

Man unterscheidet auf3erdem 4 Phasen der Gedéchtnisverarbeitung: Die Kodierung,
also die Aufnahme der Information ins friihe Kurzzeitgedachtnis, die Konsolidierung,
die Speicherung und den Wieder abruf (Kandel 2000; S.1237). Man kénnte auch noch
die , Phase" desVergessens hinzuflgen.

Der Ubergang von einer instabilen, kurzlebigen Form in eine stabilere langlebige Form

wird as Konsolidierung bezeichnet. Vor Abschlufd der Konsolidierungsphase ist das

Gedéachtnis anféllig gegentber Storfaktoren wie z. B. Elektroschocks oder Hypoxie.

11



Nach der Konsolidierung wird die Erinnerung im Langzeitgedéchtnis gespeichert, ist
dort jedoch nicht fir immer gesichert: Zum Gedéachtnis gehort auch das Vergessen.
Hier kann man unterscheiden zwischen der Ausldschung des Gedachtnisinhalts, also
dem unwiederbringlichen Verlust der Gedachtnisinformation, und der schlichten
Unfahigkeit, das nach wie vor gespeicherte Material wieder abzurufen (,retrieval”).
Dal’ Gedéachtnisverlust nicht die vdllige Ausléschung der Information bedeuten muf3,
kann man z. B. daran sehen, dal? der Gedachtnisverlust nach Hirnverletzungen teilweise
reversibel ist. Das Wiederabrufen kann ungenau sein und ist als konstruktiver Prozess
anzusehen, bei dem verschiedene Arten von Informationen aus verschiedenen
Gehirnbereichen kombiniert werden (Kandel 2000; S. 1238). Das Vergessen kann
beschleunigt werden durch Interferenz mit neuer Information (,, proactive interference"):
Etwas schon gelerntes behindert die Neuaufnahme und Speicherung einer Information
in der Zukunft; oder durch Interferenz mit friherer Information (,retroactive
interference”): Neu erlerntes verursacht das Vergessen dterer Erinnerungen. Das
Vergessen kann auch durch Extinktion (siehe S. 8 und S. 52) beschleunigt werden,
indem der CS auftritt, ohne dal3 ein US auf ihn folgt (DeZazzo 1995; Tarpy 1997,
Squire 1999; Eichenbaum 2002).

1. 3. 2. Krankhafte Stérungen des Gedéachtnisses

Wie so oft hat man auch in der Gedéachtnisforschung Einblicke in die normale Funktion
durch das Studium von beeintréchtigtem oder krankhaft verandertem Gedachtnis
(Amnesien) erhalten. 1882 hat der franzosische Philosoph und Psychologe Theodore
Ribot festgestellt, da® bel Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma oder anderen
Hirnschadigungen, bei denen das Gedachtnis gestért war, weit zuriickliegende
Erinnerungen in geringerem Mal3e betroffen waren als erst kirzlich erworbene. Das
Ribot’sche Gesetz (,Ribot's law”; ,law of regression“) besagt, dal3 sich der
Gedachtnisverlust umgekehrt zur Zeitdauer zwischen zu erinnerndem Ereignis und
Zeitpunkt der Verletzung verhdlt. Weiter zuriickliegende Ereignisse werden besser
erinnert. Ein Befund, der fir die unterschiedliche Organisation verschiedener
Gedéachtnisphasen spricht (Eichenbaum 2002; S.21). Den Gedachtnisverlust fur
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Ereignisse vor dem Unfall bezeichnet man als retrograde Amnesie, die Schwierigkeit
beim Speichern neuer Inhalte (nach dem Unfall) als anterograde Amnesie. Die
retrograde Amnesie umfaldt in der Regel einen kurzen Zeitabschnitt, verglichen mit der
wesentlich langer andauernden anterograden Amnesie, was ebenso fir die
unterschiedliche Organisation der Gedachtnisphasen spricht.

Das Korsakow-Syndrom, das auch den Namen ,, amnestisches Psychosyndrom® trégt,
wurde 1887 von Sergel Korsakoff beschrieben (Eichenbaum 2002; S.22). Diese Form
der Amnesie, auf die auch das Ribot'sche Gesetz zutrifft, kommt im Rahmen von
.exogenen®  Psychosen, besonders bei  Alkoholismus, aber auch beim
Malabsorptionssyndrom vor. Man findet haufig beidseitige Atrophien von Strukturen
des Zwischenhirns (Thalamus, Hypothalamus, Corpora Mamillaria), was auf deren
Bedeutung fur das Gedachtnis hinweist. Schadigungen dieser limbischen
Gehirnregionen sowie des Hippocampus durch Schlaganfdle (bilaterale
Thalamusinfarkte), Infektionen (Herpesenzephalitis) oder Tumoren kénnen gleichartige
Amnesien erzeugen, jedoch in der Regel nur, wenn die Schadigung bilateral vorliegt.
Bilaterale Schadigungen sind fur systemische Beeintrachtigungen, z. B. die Hypoxie
typisch, die im Ubrigen den Hippocampus wegen seiner besonderen Empfindlichkeit
gegenlber Sauerstoffmangel als eine der ersten Hirnregionen betrifft. Einseitige
Schadigungen fuhren zu weniger ausgeprégten Stérungen, die, je nach Gehirnhélfte,

sprachbezogen oder nicht sprachbezogen sind.

Beim Morbus Alzheimer finden sich Degenerationen vor alem im Frontal- und
Temporallappen, sind also kortikal lokalisiert. Deswegen wird die Alzheimer-Amnesie
auch als kortikale Amnesie bezeichnet, im Gegensatz zur axialen oder subkortikalen
Amnesie bei Zwischenhirnschadigungen (Korsakow-Syndrom; siehe oben) oder
subkortikalen Demenzen wie dem Morbus Parkinson. Bel der kortikalen Amnesie ist
der Gedéachtnisverlust meist schwerer ausgepragt as bei der subkortikalen. Betroffen
sind vor alem der Wortschatz und das abstrakte Denken. Bei der subkortikalen
Amnesie ist der Defekt meist nicht komplett. Bestimmte Einzelheiten kénnen erinnert
werden. Die Erinnerungsl iicken werden jedoch durch erfundenes Material erganzt, was

man as Konfabulation bezeichnet. Meist ist auch die zeitliche Reihenfolge der
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Ereignisse nicht korrekt. AuRerdem kann dem Ereignis kein situativer und zeitlicher
Kontext zugeordnet werden, was man als ,,Quellenamnesie* bezeichnet. Der aktive
Abruf und die Rekonstruktion autobiographischer Ereignisse ist gestort. Eigene
V orhaben werden vergessen: Storung des ,, prospektiven® Gedachtnisses. Im Gegensatz
zur Alzheimer-Amnesie sind das Wortgedéchtnis, soziale Gewohnheiten, automatisierte
Bewegungen, also der Komplex des ,impliziten* Gedéachtnisses (siehe unten) gut
erhalten. Apraxie und Agnosie, typische kortikale Stérungen, sind nicht vorhanden.
Dagegen sind die Orientierung zur eigenen Person, die Aufmerksamkeit und die
Geschwindigkeit des Denkens stérker beeintréchtigt als bei der kortikalen Amnesie. Die
Alzheimer-Amnesie ist durch ein Vorwiegen der anterograden Amnesie-Komponente
Zzu Beginn der Erkrankung mit spdterem Hinzutreten der retrograden Komponente
gekennzeichnet. (Adams 2001, S. 447-457; Rahmann 1988, S. 288-292; Schmidt 1991,
S. 127-136; Squire 1999; Kunze 1999).

Eine besondere und harmlose Form der Amnesie ist die ,transiente globale Amnesie”,
ein vorubergehender (ca. 24 h andauernder) Ausfall der Gedachtnisfunktion, der in der
Regel vollig reversibel ist. Die Pathogenese ist unklar, Ischamien der Temporallappen
stehen zur Debatte. (Kunze 1999, S. 800).

1. 3. 3. Erkenntnisse auf Grund operativer Entfernung bestimmter Gehirnteile

Weitere Schritte zur Lokalisation des Gedéchtnisses gingen soweit, Gehirnareal e gezielt
operativ auszuschalten, um feststellen zu kénnen, wie sich dies auf das Lernverhalten
auswirkt. In den zwanziger Jahren trainierte Karl Lashley Ratten, durch ein einfaches
Labyrinth zu laufen. Danach entfernte er Teile des Cortex und testete nach 20 Tagen das
Erinnerungsvermogen im Labyrinth. Er kam zu dem Schluf3, da3 die Abnahme des
Gedéachtnisses nicht vom spezifischen Ort, sondern von der Gesamtgrof3e des kortikalen
Bereichs abhangt, der entfernt worden war. Diesen Zusammenhang bezeichnete er als
Massenwirkung. Er vermutete auch, dal3 verschiedene Hirnregionen sich funktionell
gegenseitig vertreten konnten: Prinzip der Aquipotentialitat. Diese Ergebnisse wurden

allerdings kritisiert, da nicht nur Areale des Cortex, sondern auch Bereiche des
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Hirnstamms fir das Gedachtnis notwendig sein konnten, und da sich in diesem
speziellen  Verhaltensexperiment  unterschiedliche Informationskandle (visuelle,
olfaktorische und kinasthetische Orientierung) gegenseitig vertreten konnten, die
moglicherweise an bestimmte Gehirnregionen gebunden sind (Lashley 1929; 1933;
1950; Squire 1999).

Die bahnbrechenden Arbeiten des Neurochirurgen Wilder Penfield (Penfield 1959) am
ertffneten Gehirn von Epilepsiepatienten lenkten die Aufmerksamkeit auf den medialen
Temporalappen und den Hippocampus. Penfield, der zur Behandlung schwerer
Epilepsien Teile des Temporalappens entfernte, reizte vorher am
schmerzunempfindlichen Gehirn des wachen Patienten Teile des Cortex elektrisch, um
sprachrelevante Gehirnareale nicht mitzuentfernen. Dabel konnte der Patient die
Wahrnehmungen, die dabei entstanden, sprachlich mitteilen. Reizung im
Temporalappen fihrte mitunter zu zusammenhdngenden Erinnerungen und
Vorstellungen aus der Vergangenheit. Reizungen an der gleichen Stelle fuhrten immer
wieder zu den selben Ruickblenden, die sich teilweise durch grof3en Detailreichtum
auszeichneten. In anderen Cortexarealen konnten keine solchen Empfindungen erzeugt

werden.

Eine weitere Bestétigung der Bedeutung des Temporallappens waren die Befunde am
Patienten ,H. M.“, dem wegen einer schweren Epilepsie ein Teil des Temporallappens
einschliefdlich der vorderen zwei Drittel des Hippocampus beidseits entfernt wurde. Die
Folge war, dal3 zwar das Kurzzeitgedachtnis erhalten blieb, aber Inhalte nicht langer als
wenige Minuten gespeichert werden konnten. Z. B. konnte er Zahlenreihen genau so gut
nachsprechen wie normale Kontrollpersonen, vergald aber schon nach kurzer Ablenkung
die Zahlen und auch die Tatsache, dal3 er schon eine Zahlenreihe nachgesprochen hatte.
Gleichzeitig war die Erinnerung an Ereignisse aus der Kindheit und lange vor der
Operation erhalten. Offenbar ist die Hippocampusregion fir den Transfer des
Kurzzeitgedachtnisses ins Langzeitgedachtnis notwendig, aber selbst nicht der Sitz des
Langzeitgedachtnisses. Allerdings konnte ,H. M.* seine Fahigkeit, die Umrisse eines
Sterns nachzuzeichnen, den er nur im Spiegel sehen konnte, durch Ubung von Tag zu

Tag verbessern. Er konnte sich aber nicht daran erinnern, die Ubung schon einmal
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gemacht zu haben. D. h. bewuf3tes und sprachlich ausdriickbares ,, Wissen* bendtigt den
Hippocampus als Relaisstation fur das Langzeitgedachtnis, das langfristige Erlernen
von Fahigkeiten und Bewegungen ist Hippocampus-unabhangig. Ersteres bezeichnet
man als deklaratives oder explizites Gedachtnis, letzteres as prozedurales oder
implizites Gedéachtnis. Beim deklarativen Gedéchtnis unterscheidet man noch das
semantische Gedéchtnis (Faktenwissen): die Kenntnis allgemeiner Sachverhalte wie
geschichtlicher Daten oder des sprachlichen Wortschatzes;, sowie die Erinnerung an
Fakten aus der eigenen Biographie: episodisches Gedachtnis. Letzteres ist bei
Hippocampusschédigungen schwerer betroffen als das semantische Gedachtnis. Die
Beeintrachtigung des semantischen Gedéchtnisses gilt als typisches Merkmal der
Alzheimer-Amnesie (Milner 1966; Tulving 1972; Kunze 1999; S. 800).

Bald nach dem Bekanntwerden des Falles ,H. M." wurden Versuche unternommen,
Amnesien im Tiermodell kinstlich zu erzeugen (nach ,H. M." wurden
Hippocampektomien bei Menschen in dieser Form natirlich nicht mehr durchgefhrt).
Bei Affen wurde gezeigt, da3 die bilaterae Entfernung von Hippocampus und
Amygdala eine anterograde Amnesie im Objektunterscheidungslernen bewirkt. Das
Erlernen motorischer Fahigkeiten war dagegen, wie bel ,,H. M.* unbeeintrachtigt. Das
Ribot’ sche Gesetz, adso die bessere Erinnerung an weiter zurtickliegende Ereignisse,
welche bei den Versuchstieren naturlich besser kontrollierbar und besser bekannt waren
als bel zufdlig verunfallten oder bei hippocampektomierten Patienten, traf auch auf die
Amnesien der operierten Affen zu (Mishkin 1987; Eichenbaum 2002).

Die zuletzt genannten Befunde sprechen insgesamt gegen die ,, Massenwirkung® von

Lashley: Die Hippocampusregion zeichnet sich vor anderen Hirnarealen durch ihre

Unentbehrlichkeit bel der Formierung von Langzeitgedachtnis aus.

1. 4. Molekulare und zelluldre M echanismen von Lernen und Gedachtnis

Ende des 19. Jahrhunderts formulierte der Neuroanatom Ramon y Cgjal (1852-1934)
eine revolutiondre Hypothese, die heute als Hypothese der synaptischen Plastizitéat
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bezeichnet wird. Diese besagt, dal3 die Stérke der synaptischen Verbindung zwischen
den Neuronen modifizierbar ist, d. h. dal3 sich die Effizienz andern kann, mit der ein
prasynaptisches Neuron ein postsynaptisches Neuron aktiviert (oder hemmt). Diese
Anderung sei von der Aktivitit der Neurone abhédngig und die Grundlage fir
Lernvorgénge. Cajal hat diese Hypothese unter anderem auf Grund der Beobachtung
aufgestellt, dald in Gehirnen hdher entwickelter Spezies mehr synaptische Verbindungen
zwischen den Nervenzellen bestehen als bel weniger hochentwickelten. Er schlof3, dai3
dies die Basis fur die htheren ,intellektuellen” Fahigkeiten der hoher entwickelten
Spezies sei, und vermutete, da3 Ubung die Zahl und Starke solcher Verbindungen
steigern konne (Eichenbaum 2002; S. 9). Die Entstehung zusétzlicher Neurone zur
Speicherung von Erlerntem schien lange Zeit nicht in Frage zu kommen, da Neurone im
adulten Organismus ihre Teilungsfahigkeit in der Regel verloren haben, jedoch konnte
in den letzten Jahren gezeigt werden, dal3 Neubildung von Neuronen aus neuronalen
Stammzellen (Neuroblasten) im Hippocampus von Ratten, Mausen und Menschen in

geringem Mal3e vorkommt (Cameron 1999; Kempermann 1998; Eriksson 1998).

Inzwischen sind die molekularen Mechanismen, die mit synaptischer Plastizitét
einhergehen, teilweise bekannt. Sie sind bel Drosophila, M&usen und Aplysia sehr
ahnlich. Sie werden zunéchst bel Aplysia, wo sie entdeckt wurden, erlautert. Dann wird
auf molekulare und zelluldre Mechanismen des Gedachtnisses bei Mausen eingegangen.
Nach dieser algemeinen Einfuhrung wird in Kapitel 1.5. der Stand der
Gedachtnisforschung bei Drosophila erléautert, worauf die Ergebnisse (Abschnitt 3)
dieser Doktorarbeit bezlglich der Lokalisierung des Geruchsgedachtnisses bei
Drosophila dargestellt werden. Zum SchluR  wird kurz die Zulassigkeit
speziesibergreifender Vergleiche beziglich der bei Drosophila gewonnenen

Erkenntnisse erwogen (Abschnitt 5).
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1. 4. 1. Die Entdeckung der Bedeutung der cAMP-Kaskade fur Lernen und Gedéchtnis
bei Aplysia

Die Meeresschnecke Aplysia, auch Seehase genannt, besitzt ca. 20 000 Nervenzellen,
die in mehreren Ganglien gruppiert sind. Dieses einfach gebaute Weichtier besitzt die
Fahigkeit zu Habituation, Sensitivierung und assoziativem Lernen (Kandel 2000; Squire
1999). Wenn man den Siphon (Atemrohre) der Schnecke bertihrt, zieht er sich
zusammen (Siphonrickziehreflex) und die Kieme, das auerlich gelegene
Atmungsorgan, zieht sich unter den Mantelrand zurtick (Kiemenriickziehreflex) (siehe
Abb. 2). Diese Reflexantwort ist habituierbar. Wiederholte Berihrung des Siphons fiihrt
zu immer schwéacheren Retraktionen. Das Gedéachtnis bleibt nach 10 Beriihrungen etwa
10-15 min erhaten (Kurzzeithabituation). Wenn man dieses Training an 4
aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt, bleibt die Erinnerung bis zu 3 Wochen lang
erhalten (L angzeithabituation).

Die Habituation kommt dadurch zustande, dal3 die sensorischen Neurone des Siphons
bzw. dazwischengeschaltete Interneurone die jeweiligen Motoneurone der Kieme durch
Ausschittung von weniger Transmitter weniger stark erregen. Bel langzeithabituierten
Tieren kommt es auch zu einer Veringerung der Anzahl an prasynaptischen
Endigungen (siehe 1.4.4.).

Welche molekularen Vorgange zu veranderter Transmitterausschittung fuhren, wurde
bei der Untersuchung der Sensitivierung des Kiemenriickziehreflexes entdeckt. DafUr
wird am Schwanz ein elektrischer Schlag gegeben, was zur Folge hat, dal? die Kieme
auf eine Bertihung des Siphons hin stérker als gewohnlich zurtickgezogen wird. Diese
Form des Lernens ist im Gegensatz zur homosynaptischen Habituation, die innerhalb
der direkten Verbindung von sensorischem Siphonneuron und motorischem

Kiemenneuron stattfindet, heterosynaptisch.
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Abb. 2: Kiemen- und Sphonrickziehreflex bei Aplysia. Eine Berihrung des Sphons
fuhrt zu seiner Kontraktion und zum Zurickziehen der Kieme unter den Mantelrand
(Abb. aus Squire 1999; S. 40).

Als drittes Neuron ist das sensorische Schwanzneuron, das den Elektroschock Uber eine
Reihe modulierender Interneurone weiterleitet, beteiligt. Es bewirkt am sensorischen
Siphonneuron eine Erhdhung der Transmitterausschittung, was zu einer stérkeren
Retraktion der Kieme fuhrt. Die modulierenden Interneurone setzen Serotonin frei, das
am sensorischen Siphonneuron einen 7-Helix-Transmembranrezeptor aktiviert. Dieser
aktiviert Uber ein stimulatorisches Gs-Protein (guanylnukleotidbindendes Protein) eine
Adenylatzyklase, ein membransténdiges Enzym, das aus ATP den sekundéren
Botenstoff (,, second messenger*) cAMP herstellt (siehe Abb. 3).

Das Gs-Protein besteht im inaktiven Zustand aus einer a-, - und y-Untereinheit.
Solange GDP an das Protein gebunden ist, ist es inaktiv. Die Aktivierung des
Transmembranrezeptors durch einen Transmitter fihrt zum Austausch von gebundenem
GDP gegen GTP. Die a-Untereinheit mit dem gebundenen GTP dissoziiert von der (y-
Untereinheit ab und aktiviert die Adenylatzyklase. Durch eine intrinsische GTPase-
Aktivitdt wird GTP wieder zu GDP hydrolysiert, wodurch der inaktive Zustand
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wiederhergestellt wird (zur Bedeutung des G-Proteins fur das Gedéchtnis von
Drosophilasiehe S. 39).

Das von der AC synthetisierte CAMP aktiviert die cAMP-abhangige Proteinkinase A
(PKA). Die PKA besteht aus 2 regulatorischen und 2 katalytischen Untereinheiten. Da
die regulatorischen Untereinheiten die katalytischen hemmen, ist der Proteinkomplex
inaktiv. Wenn cAMP an die regulatorischen Einheiten bindet, erfolgt eine
Konformationsanderung, wodurch sie sich von den katalytischen Einheiten |6sen. Diese
kénnen nun Zielproteine an Threonin- und Serinresten phosphorylieren und dadurch

deren Aktivitat verandern.

Diese Signaltransduktionkaskade hat die Eigenschaft, am Rezeptor ankommende
Signale zu verstérken, indem z. B. ein Rezeptor viele G-Proteine aktiviert, die ihrerseits
noch mehr Adenylatzyklasen aktivieren. Sie ist nicht neuronenspezifisch sondern wird
in vielen unterschiedlichen Koérperzellen benutzt: Z. B. wird in Epithelzellen der
Chloridionenkanal (CFTR-Protein) von der durch cAMP aktivierten PKA
phosphoryliert und dadurch geGffnet. Im Glykogenstoffwechsel fuhrt die
Phosphorylierung von Enzymen durch die PKA zum Abbau von Glykogen (Stryer
1996; S. 363). Man findet dieses second-messenger System schon bei Bakterien (Squire
1999; S. 60). Das bedeutet, dal3 sich in der Evolution kein vollig neuer molekularer
Mechanismus herausgebildet hat, um Lernen (in diesem Fall noch nicht-assoziatives
Lernen) zu erméglichen, sondern dal3 auf ein schon vorhandenes Signalsystem

zurlckgegriffen wurde, welches auch anderen Zwecken dient (Squire 1999; S. 60).

Von der aktivierten PKA fuhrt der Weg zur Erhdhung der Transmitterausschiittung tber
eine  Phosphorylierung von K'-Kandlen. Dadurch verlangert sich die
Repolarisationsphase des Aktionspotentials, da die Phosphorylierung bewirkt, dal3
weniger K*-lonen ausstrémen kénnen. Das hat einen langeren Ca*-Einstrom und damit
eine starkere Transmitterausschittung zur Folge. Die PKA  bewirkt durch
Phosphorylierung anderer Proteine auch eine stérkere Vesikelmobilisierung aus einer
Vesikelspeicherregion hin zur ,aktiven Zone"*, wo die Transmitter abgegeben werden.

Serotonin aktiviert aul3erdem tber einen zweiten Transmembranrezeptor, ein Go-Protein
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und die Phospholipase C (PLC) die Proteinkinase C (PKC). Zur Vesikelmobilisierung
ist die gemeinsame Aktivitat der PKA und PKC nétig (Kandel 2000; S. 1250-1255).
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Abb. 3: Modell der Kurzzeitsensitivierung beim Kiemenriickziehreflex von Aplysia.
Erlauterungen siehe Text. Reaktionskette 1: Konformationsianderung der K'-Kanéle
durch PKA-Phosphorylierung. Reakti onsketten 2+3: Die  verstarkte
Transmitterfreisetzung und Offnung von L-Typ-Ca®*-Kanalen wird gemeinsam durch
die PKA und PKC bewirkt (Abb. aus Kandel 1996).

Aplysia ist auch klassisch konditionierbar. Dabei wird gleichzeitig mit der Berihrung
des Siphons ein Schwanzschock gegeben. Nach mehrmaliger Wiederholung kann man
durch eine leichte Beriihrung des Siphons alleine einen starkeren Riickzug der Kieme
feststellen, als wenn US (Schwanzschock) und CS (Siphonberiihrung) zeitlich ungepaart
verabreicht worden wéren. Die Erinnerung bleibt mehrere Tage erhalten. Man kann im
selben Experiment auch den Mantelrand, dhnlich wie den Siphon, reizen, was ebenfalls

zu einem Zurtckziehen der Kieme fuhrt. Wenn man Berthrungen des Mantelrandes im
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Gegensatz zu Bertihrungen des Siphons nicht mit Schwanzschocks paart, kann man im
selben Tier zwischen Sensitivierung und klassischer Konditionierung differenzieren. Es
kommt nur zu einer erfolgreichen Konditionierung, wenn der CS dem US (um ca. 0.5
sec) vorausgeht (Squire 1999; S. 64).

Auf neuronaler Ebene |at sich diese klassische Konditionierung folgendermal3en
erklaren (siehe Abb. 4): Die Adenylatzyklase | ist nicht nur durch das G-Protein,
sondern auch durch Ca®*/Calmodulin aktivierbar. Wenn Ca®* in die Zelle bei deren
Depolarisierung einstromt, wird Calmodulin durch Bindung von 3 oder 4 Ca**-lonen
aktiviert und aktiviert dann die AC I, eine Unterform der Adenylatzyklasen, die durch
Ca®* und G-Protein aktiviert werden kann. Die so durch Ca®*/Calmodulin aktivierte AC
weist allosterische Eigenschaften auf, indem sie auf eine G-Proteinaktivierung in
Uberadditiver Weise mit einer wesentlich hoheren Produktion von cCAMP antwortet als
es nach Aktivierung durch Ca®*/Calmodulin oder G-Protein aleine (z. B. bei der
Sensitivierung; klassische Konditionierung ist also eine Verstarkung der Prozesse bel
der Sensitivierung) geschehen wére. Deshalb ist die Ca?*/Calmodulin-abhéngige AC ein
Koinzidenzdetektor (Bourne 1993) fir das gleichzeitige Vorhandensein zweier
Signale:

1. der Depolarisation des sensorischen Neurons, welches den CS welterleitet. Diese
fihrt zu Ca®*-Einstrom.

2. der Aktivierung des Transmembranrezeptors durch Transmitterfreisetzung aus einem

Neuron, das den US weiterleitet.

Es spiegeln sich auf molekularer Ebene auch die zeitlichen Anforderungen an die
klassische Konditionierung: Der CS mul3 dem US vorausgehen (die AC muf3 erst durch
Ca”* aktiviert werden, um dann auf die G-Proteinaktivierung mit einer starkeren CAMP-
Produktion antworten zu kénnen). Diese Form der présynaptischen Verstérkung wird

aktivitatsabhangige Verstarkung genannt.
Bel Saugetieren sind mindestens 10 verschiedene Adenylatzyklasen bekannt. Sie

unterscheiden sich durch ihre Aktivier- bzw. Hemmbarkeit durch G-Protein und Ca2".
So werden auRer der AC | auch die AC 11l und VIII durch Ca?*/Calmodulin
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(synergistisch mit Gg,) stimuliert, dagegen die AC V und VI durch C&* inhibiert. Alle
Adenylatzyklasen werden durch G, stimuliert (Sunahara 1996).

Die Bedeutung der cAMP-Kaskade fur das Lernen wurde untermauert, als man
Lernmutanten bei Drosophila isolierte, bel denen Komponenten genau dieses
Signalwegs defekt sind (siehe 1.5.4.1.).
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Abb. 4: Modell der molekularen Vorgange bei der klassischen Konditionierung. In A
geht dem US kein CS voraus, die Ca**-Kanale bleiben bei fehlender Depolarisation
geschlossen. In B wird der US mit einem CS gepaart. Ca®* koppelt an Calmodulin und
tritt mit der AC in Wechselwirkung. Dadurch kann die AC als Reaktion auf dasvom US
Neuron freigesetzte Serotonin wesentlich mehr cAMP produzieren. UCS =
unconditioned stimulus (US) (Abb. aus Kandel 1996).

1. 4. 2. Molekulare Grundlagen des L angzeitgedachtni sses

Eine allgemeine Eigenschaft des Gedéachtnisses Uber die Speziesgrenzen hinweg scheint
der allméhliche Ubergang von einer instabilen kurzlebigen in eine stabile langlebige

Form zu sein. Das Langzeitgedachtnis zeichnet sich durch Transkription und
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Proteinsynthese aus. Kurzzeitgedachtnis baut nur auf kovalenten Verdnderungen von
schon vorhandenen Proteinen auf, wogegen fur das Langzeitgedachtnis neue Proteine

hergestellt und neue Synapsen gebildet werden.

Erste Hinweise auf dieses Phdnomen ergaben sich durch Experimente an Mausen. Ihnen
wurde der Proteinsynthesehemmer Cycloheximid kurz vor dem Training in einem
raumlichen Lernparadigma injiziert. Das Kurzzeitgedachtnis nach 15 min war normal,

doch das 3 h-Gedachtnis war im Vergleich zu Kontrolltieren gestort (Flexner 1966).

Die Aufklarung der molekularen Grundlagen des Langzeitgedachtnisses begann mit
Aplysia (siehe Abb. 5). Wiederholte Serotoninpulse an Nerven-Explantaten von
Aplysia, die die synaptischen Verhdtnisse zwischen sensorischem und motorischem
Neuron nachstellen, fuhren dazu, dal? die katalytische Komponente der PKA in den
Kern diffundiert. Dort phosphoryliert die PKA den Transkriptionsfaktor CREB-1
(CAMP-responsive element-binding protein), der die Transkription von Genen bewirkt,
die fur die Ausbhildung des Langzeitgedéchtnisses noétig sind, indem er an die
entsprechende CRE (CAMP-responsive element) - Region auf der DNA bindet. Die
Injektion von Oligonukleotiden in den Nukleus, die CRE-Regionen enthalten, fangt die
CREB-Proteine ab und verhindert dadurch deren Bindung an die CRE-Regionen auf der
DNA. Das Ergebnis ist, dal3 die Langzeitverstarkung blockiert ist, ohne dal3 die
kurzfristige Erhohung der synaptischen Effektivitédt beeintréchtigt wird (Dash 1990).

Umgekehrt fuhrt die Injektion von phosphoryliertem CREB-1-Protein in sensorische
Neurone von Aplysia zu einer Langzeitverstarkung der synaptischen Ubertragung, ohne
kurzzeitige EinflUsse zu haben (Bartsch 1998). Dagegen ist CREB-2 (Bartsch 1995) ein
hemmender Faktor der Transkription indem er die CRE-Region auf der DNA und auch
das CREB-1-Protein bindet. CREB-2 wird unabhangig von der PKA reguliert.
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Abb. 5: Die Reaktionskette 3 stellt die Vorgange bel der Langzeitsensitivierung bei
Aplysia dar. Die von cAMP aktivierte PKA phosphoryliert CREB im Zellkern, das tber
die Veranderung von Genaktivitaten zu Langzeitver nderungen in diesem Neuron fuhrt

(Erléauterungen siehe Text; Abb. aus Kandel 1996).
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CREB-1 aktiviert sogenannte unmittelbare frihe Gene (,,immediate early genes'). Eines
der Gene kodiert fir das Enzym Ubiquitinhydrolase (Alberini 1994), ein anderes flr den
Transkriptionsfaktor C/EBP (Hedge 1997). Die Ubiquitinhydrolase baut als Teil des
Ubiquitinproteasoms die hemmende regulatorische Untereinheit der PKA ab, wodurch
die PKA aktiviet wird. Die Ubiquitinhydrolase bildet so enen
Rickkopplungsmechanismus, da die aktive PKA im Kern wieder CREB-1 aktivieren
kann. Damit ist ein ,,Umschalten” von den Kurzzeit- zu den Langzeitprozessen erreicht.
Der Transkriptionsfaktor C/EBP wirkt auf Gene, die fur die Bildung neuer synaptischer
Verbindungen verantwortlich sind.

Wie schon bel der cAMP-Kaskade ist CREB bel Drosophila (siehe 1.5.4.3.), Aplysia

und Mausen gleichermal?en bedeutsam. Homozygote creb-Mause haben ein
geschadigtes L angzeiterinnerungsvermogen (Bourtchuladze 1994).

1. 4. 3. Morphologische Grundlagen der synaptischen Plastizitét

Eine Synapse ist eine spezidisierte Struktur zur Kommunikation zwischen 2 Neuronen
oder zwischen Neuron und Muskelzelle. Man unterscheidet chemische und elektrische
Synapsen. Bel der elektrischen Synapse flieft der Strom direkt von der présynaptischen
zur postsynaptischen Zelle. Die chemische Synapse zwischen 2 Neuronen besteht aus
prasynaptischer Endigung der Zelle, die den Transmitter ausschiittet. Der Transmitter
leitet das Signal Uber den synaptischen Spalt weiter zur Postsynapse. Dort wird es von
dem chemischen wieder in ein elektrisches Signal umgewandelt. Alle vier Regionen
einer Nervenzelle: Axon (einfacher Fortsatz, der das Signal vom Zellkorper weg leitet),
prasynaptische Nervenendigungen, Zellkérper (Soma) und Dendriten (vielfache
Fortsdtze, die Signale zum Zellkorper hin leiten) kdnnen im oben definierten Sinne
prasynaptisch oder postsynaptisch sein. Die meisten Synapsen sind jedoch axo-
somatisch, axo-dendritisch oder axo-axonisch.

Die axo-somatischen Synapsen sind meistens hemmend: Sie fihren zu einer

Unterdrickung des elektrischen Signals in der postsynaptischen Zelle. Die
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entsprechenden Transmitter im Zentralnervensystem sind typischerweise GABA (y-
Aminobuttersdure) oder Glycin. Axo-dendritische Synapsen sind in der Regel
aktivierend: Sie fihren meist Uber den Transmitter Glutamat zu einer Verstarkung des
postsynaptischen Signals. Zentrale Neurone haben meist 20-40 Hauptdendriten mit
jewells noch feineren Verzweigungen. Die Kontaktstelle von prasynaptischem Neuron
auf den Dendriten liegt entweder am Dendriten-Schaft oder an einer spezialisierten
Struktur, die als dendritischer Dorn (,, spin€*) bezeichnet wird. Ein ,spine* hat einen
dunnen Hals und einen dickeren Kopf. Damit stellt er ein eigenes Kompartiment dar,
das vom Rest des Dendriten biochemisch weitgehend isoliert ist, was zu lokalen
Veranderungen hinsichtlich der synaptischen Plastizitdt an Neuronen fihren kann.

Axo-axonische Synapsen an axonalen Endigungen wie im Falle der heterosynaptischen
Verstdrkung bei Aplysia haben meist modulatorische Funktion im Sinne der
Veranderung der Transmitterausschittung aus der von ihnen direkt beeinflufdten Zelle
auf die nachgeschaltete Zelle. Hier ist es vom Standpunkt abhangig, ob man das
»modulierte” Axon als prasynaptisch in Bezug auf das nachgeschaltete Neuron, oder als
postsynaptisch in Bezug auf das modulierende Axon (das im Falle der Sensitivierung
bei Aplysiaden US reprasentiert) bezeichnet (Kandel 1996; Kandel 2000).

1. 4. 4. Synaptische Plastizitét durch Anderung der Zahl synaptischer Verbindungen

Bel den synaptischen Langzeitveranderungen, die, wie oben erlautert, mit
Gentranskription und Proteinsynthese einhergehen, kommt es neben der Erhéhung der
Transmitterausschittung auch zu strukturellen Veranderungen (, Wachstum® in Abb. 5).
Dabei kommt es zur Zunahme oder Abnahme der Zahl prasynaptischer Endigungen,
zum Auswachsen oder zur Ruckbildung von Dendriten oder von dendritischen ,, spines®.
Bel langzeit-sensitivierten Seehasen z. B. ist die Zahl der prasynaptischen Endigungen
verdoppelt, bel langzeit-habituierten ist sie um 1/3 reduziert und die Zahl der
Endigungen mit aktiver Zone von 40 % auf 10 % erniedrigt (siehe Abb. 6) (Kandel
2000; S. 1256-1257; Bailey 1983).
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Bel untrainierten Seehasen findet man, dall 90% der sensorischen Neurone
Verbindungen zu Kiemen-Motoneuronen haben. Nach Langzeithabituation sinkt dieser
Wert auf 30% und liegt noch nach 1 Woche auf diesem Niveau, nach 3 Wochen bei
60% (Castellucci 1978; Kandel 2000).
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Abb. 6: A: Anzahl synaptischer Endigungen bei langzeithabituierten und
langzeitsensitivierten Seehasen sowie bei Kontrolltieren. B: Schematische Darstellung
der Zunahme bzw. Abnahme synaptischer Verbindungen nach Lanzeithabituation und

Langzeitsensitivierung (Abb. aus Kandel 2000, adaptiert nach Bailey 1983).
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1. 4. 5. Langzeitpotenzierung (LTP)

Die Langzeitpotenzierung (long-term potentiation; LTP) ist ein aus dem Nervensystem
von Sadugern bekannter neurophysiologischer Mechanismus, der mit Lernen und
Gedachtnis in Verbindung gebracht wird, und dessen molekulare Grundlagen zur Zeit
aufgeklart werden. LTP tritt bel kinstlicher Reizung einer Nervenbahn mit
hochfrequenten elektrischen Impulsen as ene Zunahme der synaptischen
Ubertragungsstérke auf. Diese kann, je nach dem, wie lange gereizt wird, tage- oder
wochenlang anhalten.

LTP ist in den drei wichtigsten afferenten Bahnen des Hippocampus induzierbar: Im
Tractus perforans, den Moosfasern und den Schaffer-Kollateralen. LTP in den
Schaffer-Kollateralen ist assoziativ und postsynaptisch induziert. Wenn eine schwache
Stimulation einer Bahn zeitlich mit einer starken Stimulation einer anderen, das gleiche
postsynaptische Neuron innervierenden, Bahn gepaart wird, tritt auch in den Synapsen
der schwach stimulierten Bahn LTP auf. Dies wére ohne die zusétzliche Stimulierung
der anderen Bahn nicht geleistet worden. LTP in den Moosfasern ist nichtassoziativ und

prasynaptisch, der Sensitivierung bei Aplysiavergleichbar.

Im Unterschied zur prasynaptischen Verstéarkung bei Aplysiaist LTP in den Schaffer-
Kollateralen (CA1-Region) ein Vorgang, der gleichzeitig Aktivitét im prasynaptischen
Neuron und die Depolarisation des postsynaptischen Neurons verlangt. Man bezei chnet
eine solche Synapse als Hebb-Synapse, da Donald Hebb (1904-1985) 1949 gefordert
hat: ,Wenn das Axon einer Zelle A..die Zelle B erregt und wiederholt oder
persistierend am Erregungsproze? von B beteiligt ist, kommt es zu enem
Wachstumsprozef? oder einer metabolischen Anderung in einer dieser Zellen oder in
beiden, und zwar in der Form, dal3 die Effizienz der Zelle A als eines der Neurone, die
B erregen, erhdht wird.” (Hebb 1949). Dagegen ist bei der oben erdrterten Form der
synaptischen Verstarkung, die bel Aplysia beobachtet wird und auch dem Gedéchtnis
von Drosophila zugrunde liegt (siehe 1.5.), nur Aktivitét in der Présynapse gefordert,
was man auch daran sehen kann, dal3 Transmitterausschiittung der Prasynapse beim
Lernen nicht notwendig ist (siehe 1.5.4.2.). Bel LTP in den Schaffer-Kollateralen mufl3
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jedoch das postsynaptische Neuron durch prasynaptische Transmitterausschittung

depolarisiert werden.

Das préasynaptische Neuron setzt Glutamat als Transmitter frel, das sowohl an NMDA-
(N-Methyl-D-Aspartat) als auch an nicht-NMDA-Rezeptoren (A-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-1soxazolepropionate; AMPA-Rezeptoren) am postsynaptischen Neuron
bindet. Gewohnlich ist der NMDA-Rezeptor durch Mg?* blockiert, so dai? keine lonen
durch ihn einstromen koénnen. Der AMPA-Rezeptor dagegen ist immer aktivierbar und
fuhrt zu einer Depolarisation der postsynaptischen Membran, ist also fur die normale
Signaliibertragung  zustandig. Er ist durchlassig fir K* -und Na'-lonen. Ist die
Depolarisation besonders stark, wie z. B. nach einer hochfrequenten Reizung, wird das
Mg**-lon aus dem NMDA-Kanal herausgetrieben. Nun kann auch der NMDA-Kanal
durch Glutamat aktiviert werden. Er ist auRer fir Na'- und K*-lonen auch fir Ca?*
durchlassig. Der Einstrom von Ca?* hat die Aktivierung der PKC, der Mitogen
Activated Protein Kinase (MAPK) und der CaM-Kinase Il zur Folge. Diese Kinasen
veranlassen durch Phosphorylierung eine verstérkte Reaktionsbereitschaft der AMPA-
Rezeptoren auf Glutamat und den Einbau neuer AMPA-Rezeptoren in die Membran.
Fur die Etablierung von Langzeitgedéachtnis wird, wie bei Drosophila (siehe 1.5.4.3.)
und Aplysia, tber die PKA und die Phosphorylierung von CREB auf die Transkription
eingewirkt. Auferdem wird ein retrogrades Signal ausgel6st, welches zur Prasynapse
wandert und dort die Transmitterausschittung verstérkt. Diese Verstarkung funktioniert
allerdings nur, wenn das prasynaptische Neuron gleichzeitig erregt wird, was der
aktivitatsabhangigen Verstéarkung bei der klassischen Konditionierung bei Aplysia
ahnlich ist (Squire 1999; S. 127/128). Die Erhthung der Transmitterausschiittung ist
notwendig, um LTP aufrechtzuerhalten. Die Induktion der LTP dagegen findet,
NM DA-Rezeptor-abhéngig, in der Postsynapse statt.

LTP in den Moosfasern (CA3-Region) ist dagegen unabhangig von postsynaptischer
Aktivitét und dem gleichzeitigen Feuern mehrerer Neurone. Sie ist jedoch abhéngig von
Ca™-Einstrom in die Prasynapse, welcher, shnlich wie bei Aplysia, tber die
Ca’*/Calmodulin-abhangige AC die Menge von cAMP und der PKA erhoht. Sie ist
aul3erdem unabhangig von NMDA-Rezeptoren. Es findet keine Blockierung der LTP
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statt, wenn die NMDA-Rezeptoren mit Aminophosphonovaerat (APV) gehemmt
werden (Kandel 2000; S. 1258-1260). Allerdings gab es unter anderen Stimulations-
und Ableitebedingungen widersprichliche Ergebnisse. So wurde auch eine NMDA-
Rezeptor-abhéngige Moosfaser-L TP gefunden, und Urban et a. (Urban 1996) nehmen
an, dal? in der CA3-Region sowohl ein Hebb'scher (pr& und postsynaptisch) als auch
ein nicht-Hebb’scher Mechanismus (prasynaptisch) der synaptischen Verstarkung
vorhanden sind. Lechner und Byrne vermuten eine solche Synthese auch fir die
plastische Synapse bel der assoziativen Konditionierung von Aplysia. Denn bel senso-
motorischen Synapsen von Aplysia-Neuronen in Zellkultur ist nach tetanischer Reizung
des sensorischen Neurons Ca®*-Einstrom durch NMDA-Rezeptoren notwendig (Lin
1994). Aulerdem wird im Zellkultur-Analogon von assoziativer Konditionierung bel
Aplysia die Verstéarkung durch den NMDA-Rezeptor-Antagonisten APV (Murphy
1997) und den Ca’*-Chelator BAPTA (Bao 1998) gehemmt. Lechner und Byrne
schlagen als Modell vor, dal3 nach wie vor prasynaptisch die AC a's Koinzidenzdetektor
fungiert, aber zusétzlich postsynaptisch NMDA-Rezeptoren auf Glutamat (CS) und
Depolarisation (US) reagieren. Auf den postsynaptischen Ca?*-Einstrom hin kénnte ein
unbekanntes retrogrades Signal in der Prasynapse die Aktivierung der AC durch
Ca”*/Calmodulin verstéarken (Lechner 1998).

Man findet LTP auch auf3erhalb des Hippocampus. Man kennt es aus Amygdala,

Striatum, Cerebellum, Neocortex und sogar aus dem Rickenmark (Eichenbaum 2002;
S. 65).

1. 4. 6. Die Adenylatzyklase und synaptische Plastizitét bei Sdugern

Die AC | der Ratte ist nicht nur neuronenspezifisch exprimiert, sondern auch
hauptsachlich in den fir das Lernen wichtigen Gehirnregionen wie Hippocampus
(Gyrus dentatus, CA1- und CA3-Region), Cerebellum und Neocortex (Xia 1991; Xia
1993). Sie wird, wie bei Drosophila (siehe 1.5.) und Aplysia, durch Ca**/Calmodulin
stimuliert, in vitro auch durch ein stimulatorisches G-Protein ohne Ca?*/CaM. In vivo

(in Hek-293 Zellen) wird sie jedoch nur dann durch B-adrenerge Agonisten und
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Glucagon stimuliert, wenn sie gleichzeitig durch Ca?*/CaM aktiviert wird (Wayman
1994). Sie kann also auch als Koinzidenzdetektor dienen.

Méause mit mutiertem AC I-Gen haben normale LTP im Tractus perforans und in den
Schaffer-Kollateralen, jedoch eine verminderte (aber noch vorhandene) Moosfaser-L TP
(Villacres 1998). AC I-mutierte Méause sind auch im Verhalten untersucht worden. Dazu
ist ein Wasser-, Labyrinth* (,Morris water maze") verwendet worden. Dabel mul3 die
Maus schwimmend eine Plattform erreichen, die unter der Wasseroberflache liegt, also
nicht sichtbar ist. Sie navigiert mit Hilfe der optischen Umgebungseindriicke von den
Wanden des Raumes und kann nach dem Training von beliebiger Position aus die
Plattform auf direktem Wege erreichen. Die AC I-mutierten Mause waren dabei vollig
normal. In einer anderen Version des Paradigmas zeigten sie jedoch Veranderungen.
Wenn man namlich die Plattform nach dem Training entfernt, suchen die Wildtyp-
Mause langer an dem Ort, an dem die Plattform vorher war, als die mutierten Méause
(man kénnte aber auch argumentieren, dal3 es eine Leistung ist, schnell zu erkennen, dal3
die Plattform nicht mehr da ist, und statt dessen an anderer Stelle zu suchen, was die
mutierten Mause auch taten; auf das Gedéachtnis kann man also nicht so ohne weiteres
schlief3en) (Wu 1995).

Um festzustellen, ob die relativ milden Ausfélle bei AC |-mutierten Mausen daher
ruhren, dal? andere Adenylatzyklasen noch funktionieren, wurde eine Mutante fir die
AC XIIl (die AC XIlIl ist die einzige AC aulRer der AC I, die in vivo durch
Ca’*/Calmodulin stimuliert wird), und, as diesein LTP und LTM (long-term memory)
normal war, Mause mit Mutationen beider Gene (DKO) hergestellt. Diese hatten in CA
1 gestorte L (late phase) - LTP, also LTP die langer als 3 h anhalt, mit Gentranskription
und Proteinsynthese einhergeht und wofir der cCAMP/PKA-Signalweg bendtigt wird
(Blitzer 1995). Bei der Einfachmutante kann jede AC also noch genigend cAMP
herstellen. AuRerdem waren die DKO-Mause, im Gegensatz zu den Einfachmutanten,
im langerzeitigen und Langzeitgedachtnis nach ,passivem Vermeidungstraining®
gestort. Dabel wird der Ubertritt von der beleuchteten zur unbeleuchteten Seite einer
Kammer mit einem Elektroschock bestraft. Das Lernen war normal, jedoch nach 30

min, 24 h und 8 Tagen waren Defekte im Erinnerungsvermogen zu verzeichnen. Ebenso
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im , Kontext-Lernen“, bei dem in einer bestimmten Umgebung Elektroschocks gegeben
werden, so dal3 die Tiere bel spdterem Aufenthalt in dieser Umgebung , freezing"
zeigen, einen Ausdruck von Furcht. Sie sind aber nicht generell lerngestért, sondern,

soweit getestet, nur in Hippocampus-abhangigen Paradigmen (Wong 1999).

1. 5. Lernen und Gedéachtnis bei Drosophila

1.5. 1. Lernparadigmen

Lernen und Gedéachtnis bei Drosophila wurde zum ersten Mal im Labor von S. Benzer
untersucht (Quinn 1974). Damals wa as Lernparadigma en operantes
Geruchsvermeidungsparadigma verwendet worden, das spéater von T. Tully (Tully
1985) zu einem klassischen umgewandelt und verbessert worden ist. Als negative
Verstarker wurden Elektroschocks sowie Chininsulfatpulver verwendet. Die Fliegen
wurden mit den Gertichen 3-Octanol und 4-Methylcyclohexanol trainiert. Spéter wurden
auch positive Verstarker erfolgreich benutzt (Tempel 1983). Belohnung durch in
Zuckerwasser getrankte Filterpapiere konnte ein langlebigeres Gedachtnis produzieren
als das Lernen mit negativem Verstérker. Allerdings war das Lernen mit Elektroschocks
als US resistenter gegen Extinktion (Tully 1985). Das in dieser Arbeit verwendete
klassische olfaktorische Lernparadigma wird auf S. 34 kurz beschrieben und unter 2.4.

ausfuhrlich erlautert.

Inzwischen sind eine Vielzahl von verschiedenen anderen Lernparadigmen entwickelt
worden: Im Flugsimulator werden as CS u. a. bestimmte Muster verwendet (aufrechtes
und umgekehrtes T), a's Bestrafung Hitze. Die Fliege wird an einem Detektor so fixiert,
daid sie die Fltgel wie im Flug frei bewegen kann. Der Detektor mifdt die intendierten
Richtungsanderungen im Flug. Diese werden verrechnet und mit minimaler
Verzogerung mit entgegengesetzten Drehbewegungen der Arena beantwortet, in der die
Fliege hangt, und in deren 4 Quadranten sich jeweils ein T-Muster befindet. So hat die
Fliege den Eindruck, as wirde sie wirklich die Richtung im Flug andern, und kann so

wéhlen, auf welches der Muster sie zufliegen will. Wenn eines der beiden
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unterschiedlichen Muster durch einen Hitzestrahl regelmaidig bestraft wird, vermeidet
die Fliege das Muster auch dann noch, wenn der Strafreiz nicht mehr appliziert wird

(operante Konditionierung) (Wolf 1986).

Bel der Konditionierung des PER (,, proboscis extension reflex”), bei dem die Fliege den
Rissel ausstreckt, wenn die Tarsi der Vorderbeine mit Zucker in Bertihrung kommen,
wird mit dem Ausstrecken des Rissels regelméaliig ein Elektroschock gepaart. Als
Ergebnis verringert sich die Haufigkeit des PER (Médioni 1975).

Die Balzkonditionierung, eine operante Verhaltensdnderung, besteht darin, dal3 bereits
befruchtete Weibchen auf die Kopulationsversuche eines Mannchens anders reagieren
und ein verandertes chemisches Signal absondern al's jungfrauliche Weibchen, so dal3 es
nicht zur Paarung kommt. Die Folge ist, dal3 bel den Maénnchen die
Paarungsbereitschaft sowohl gegenliber diesen Fliegen as auch gegeniber
jungfraulichen Weibchen sinkt. Dies hédlt 2-3 h an und kann auch erzeugt werden, wenn

man eine Fliegenattrappe mit dem Signalstoff bestreicht.

Auch Habituation und Sensitivierung konnen in vielerlei Hinsicht hervorgerufen
werden: Die Habituation der Landereaktion wurde schon erwéhnt (siehe 1.2.1.). Ein
Beispiel fur Senstitivierung (hier kein schadlicher Reiz; siehe 1.2.1.): Beim akustischen
LPriming* wird die Paarungsbereitschaft von jungfréulichen Weibchen durch
kinstlichen Paarungsgesang so gesteigert, da3 die Paarung auch mit fligellosen
Mannchen (der Gesang wird durch Flugelvibrationen erzeugt) verstarkt stattfindet.

Olfaktorisches Lernen und Langzeitgedachtnis bei Drosophila: Im klassischen
olfaktorischen Lernparadigma (Tully 1985; siehe 2.4.) wird eine Gruppe von ca. 100
Fliegen nacheinander mit 2 unterschiedlichen Gertichen konfrontiert, von denen einer
mit 12 Elektroschocks gepaart ist. Dies bewirkt, dald bei gleichzeitiger Applikation der
beiden Geriiche aus unterschiedlichen Richtungen nach ca. 2 Minuten im Durchschnitt
95% der Fliegen den vorher unbestraften Geruch bevorzugen. Aus der relativen Anzahl
der Fliegen, die den einen oder den anderen Geruch bevorzugen wird ein ,, Lernindex*

(siehe 2.4.2.) errechnet. Ein Lernindex von 1 besagt, dall alle Fliegen das gelernte



Verhalten gezeigt haben, ein Lernindex von O, dal3 die Verteilung auf die beiden
Gertiche nicht von einer Zufallsverteilung verschieden ist. Der Lernindex nach dem
gewohnlichen Training in diesem Paradigma féllt innerhalb von 24 h von 0.9 auf 0.1 ab.
Wenn man aber statt eines Trainingszyklus mit insgesamt 12 Elektroschocks 10 solche
Zyklen hintereinander mit jewells funfzehn-mindtigen Pausen zwischen den Zyklen
durchfihrt (,, spaced training”), erhdt man nach 24 h einen finfmal so hohen Lernindex
(0.5), der in den ersten 4 Tagen kaum abféllt und nach insgesamt 7 Tagen (das
entspricht fast ¥ der Lebenserwartung von Drosophila) noch bei 0.3 liegt (Tully 1994).
Darauf wird unter 1.5.4.3. noch eingegangen werden.

1. 5. 2. Pilzkorper und Zentralkomplex: Anatomie und Struktur

Das Drosophilagehirn besteht aus etwa 200.000 Neuronen (Zars 2000b). Davon
entfallen je etwa 70.000 auf einen einzelnen optischen Lobus. Das Zentralgehirn besteht
aso aus etwa 60.000 Neuronen, 30.000 pro Hemisphdre. Die morphologisch
auffalligsten Strukturen im Zentralgehirn sind der Zentralkomplex, der unpaar in der

Mitte zwischen den beiden Gehirnhélften liegt, und die paarigen Pilzkorper.

Der Zentralkomplex besteht aus 4 Untereinheiten: Der Protocerebralbriicke, einer
stabférmigen Struktur, die zwischen den Calyces des Pilzkérpers liegt; dem
facherformigen Korper, der sich ventral davon befindet; darunter liegen die Noduli, und
am weitesten ventro-rostral der Ellipsoidkorper. Es wird vermutet, dal3 die Funktion des
Zentralkomplexes in der Regulation der Verhaltensaktivitdt des Insekts besteht.
Aul¥erdem dient er der Verbindung der beiden Gehirnhdften. Zentralkomplexmutanten
zeigen eine geringere Laufgeschwindigkeit und kirzere Flugzeiten. Der Zentralkomplex
ist ein motorisches Zentrum und wére unter allen Gehirnstrukturen am ehesten als Ort
der Generierung von initialer Aktivitdt anzusehen (siehe 1.1.), wohingegen die
Pilzkorper mehr der Sensorik, vor allem beziglich der Olfaktorik, aber auch anderer
Modalitdten, zuzuordnen sind (Heisenberg 1994).
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Als die Pilzkérper (corpora pedunculata) 1850 erstmals von Dujardin (Dujardin 1850)
beschrieben wurden, verglich er sie auf Grund ihrer auf3eren Form mit der gewundenen
Grofhirnrinde der Saugetiere und hielt sie fir den Sitz der Intelligenz. ,, Es dauerte fast
150 Jahre, um zweifelsfrei herauszuarbeiten, dafd sie in der Tat mit so etwas wie
Intelligenz zu tun haben: Sie sind essentiell fir das Kurzzeitgedéchtnis im
Geruchsunterschei dungsparadigma.“ (Ubersetzung aus Heisenberg 1998; S. 2).

Die Pilzkorper von Drosophila bestehen aus 2500 parallel von dorso-caudal nach rostro-
ventral verlaufenden Neuronen pro Hemisphare, die as Kenyon-Zellen oder intrinsische
Pilzkdrperneurone bezeichnet werden. Die Zellkorper der Kenyon-Zellen liegen im
dorso-caudalen Gehirn und senden ihre Axone nach vorne aus. Die Dendriten der
Kenyon-Zellen bilden die beiden Calyces, nach deren Pilzform die Pilzkdrper benannt
wurden. Die paralel verlaufenden Axone bilden die Pedunkel, die sich rostro-ventral in
die waagerechten und senkrechten Loben aufspalten. Der gesamte Pilzkorper ist vom

restlichen Gehirn durch eine diinne Gliazell-Lamelle getrennt.

Man kann anhand von Genexpressionsmustern (Crittenden 1998) 3 Untereinheiten
unterscheiden, die schon im Pedunkel separat verlaufen. Ein Teil der Fasern spaltet sich
in den waagerechten o- und den senkrechten B-Lobus, ein anderer Teil in den
waagerechten o' - und den senkrechten ‘-Lobus auf, und ein dritter Teil bildet den am
weitesten rostral liegenden waagerechten y-Lobus (siehe Abb. 7 und Schemazeichnung
in Abb. 16). Die Pilzkorper von Drosophila erhaten tber die Calyces Afferenzen von
den Antennalloben und sind damit nur durch zwei synaptische Stationen von den
Geruchsrezeptoren getrennt. Diese befinden sich auf dem 3. Antennalsegment und auf
dem Maxillarpalp. Die olfaktorischen Rezeptorneurone konvergieren auf die 40
Glomeruli, aus denen jeder Antennallobus besteht. Dabei konvergieren die
gemeinsamen Fasern einer bestimmten Geruchsempfindlichkeit auf einen Glomerulus.
Von dort ziehen im antennoglomeruldren Trakt Projektionsneurone zum lateralen Horn
(laterales Protocerebrum), wobei sie Seitenaste, die die Kenyon-Zellen innervieren, zum
Calyx abgeben (Heisenberg 1994; Heisenberg 1995; Vosshall 2000).
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Wohin die Efferenzen aus den Loben der Pilzkdrper projizieren, ist nur zum Teil
bekannt. Sie ziehen in die den Pilzkdrpern benachbarten Regionen des Protocerebrums,
auch ins laterale Protocerebrum, wo die Projektionsneurone enden, sowie zurlick zum
Calyx (Ito 1998). Esist zu erwarten, dal3 sie letztlich Verbindungen zu Neuronen (z. B.
im Thorakalganglion) haben, die die motorischen Effektororgane innervieren.
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Abb. 7. Schematische Darstellung der wichtigsten Gehirnstrukturen von Drosophila,
die am Geruchdernen beteiligt sind. AGT=Antennoglomerularer  Trakt;
AL=Antennallobus;, CA=Calyx; (CC=Zentralkomlex); DPM=Dorsal Paired Medial
Neuron; KCs=Kenyonzellen; ped=Pedunkel (Darstellung aus Waddell 2001b).

Wahrend der Metamorphose verlieren die larvalen Pilzkorper den groften Tell ihrer
Nervenfasern und neue Fasern wachsen aus. Eine hohe Populationsdichte bei der
Aufzucht der Larven fuhrt zu einer hdheren Zahl von Kenyon-Zellen (Heisenberg
1995), eine niedrige Populationsdichte bei adulten Tieren verringert die Zahl der
Kenyon-Zellen wieder (Technau 1984). Die Pilzkérper sozial lebender Insekten sind
besonders grof3, so die von Arbeiterinnen bel Bienen im Vergleich zu Dronen (Jonescu
1909).
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1. 5. 3. Funktion der Pilzkorper - Stoérungsmuster pilzkorperloser Fliegen

Bislang sind mehrere Funktionen bekannt, fir die die Pilzkdrper notwendig sind:
Olfaktorisches Kurzzeitgedachtnis, olfaktorisches Langzeitgedachtnis,
Balzkonditionierung, Kontrolle spontaner Bewegungsaktivitét, Kontextgeneralisierung

und Entscheidungsfahigkeit bei sich widersprechenden Reizen.

Bei Bienen konnte gezeigt werden, dal3 die Kuhlung von Teilen der Pilzkorper (aber
auch des Antennallobus) nach dem Training das olfaktorische Kurzzeitgedachtnis
beeintrachtigt (Erber 1980). Einzelne Experimente dieser Art kénnen keine Gewissheit
verschaffen, dal3 es wirklich die Pilzkérper sind, deren Beeintrachtigung zu dem
Verhaltensdefekt fuhrt. Fir die Aussage, dal3 die Pilzkorper fur olfaktorisches
Gedachtnis notwendig sind, wurden deswegen bei Drosophila drei unterschiedliche
Interventionsmethoden herangezogen (siehe Abb. 8). Diese sollen im folgenden kurz

beschrieben werden.

Mutanten mit Strukturdefekten in den Pilzkérpern: mushroom bodies deranged (mbd)

und mushroom body miniature (mbm). Bel mbd-Fliegen wachsen die bei der
Metamorphose neugebildeten Fasern nicht wie gewdhnlich zu Pedunkeln heran,
sondern bilden eine ,turbanartige” (Heisenberg 1985; S. 64) Struktur in der Néhe der
Calyces oder wachsen auf einem anderen Weg in des Gehirn ein. Die etwa 400 von der
Metamorphose nicht betroffenen Pilzkdrperneurone bleiben davon unbeeinflufdt. mbm-
Fliegen-Weibchen verlieren die Pilzkorperfasern nach dem 2. Larvenstadium und bilden
keine neuen Fasern wahrend der Metamorphose. Es liegt ein geschlechtsbezogener
Dimorphismus vor: Méannliche mbm-Fliegen haben in der Regel normal entwickelte
Pilzkorper. Diese, wie auch noch einige andere Pilzkérpermutanten haben gemein, dal3
sie sich vdllig normal verhalten und Geriiche und Elektroschocks wahrnehmen kénnen,

aber in der olfaktorischen Konditionierung versagen.
Im Vergleich zur mechanischen Zerstérung oder Kihlung der Pilzkdrper mit einer

unvermeidlichen Mit-Zerstorung oder Mit-Kihlung von Bereichen aufRerhalb der

Pilzkorper hat die Erzeugung pilzkorperloser Fliegen durch Mutationen den Vorteil der
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»Nichtinvasivitat“. Der Defekt ist genau auf die Struktur, fUr die man sich interessiert,
beschrankt. Andererseits kénnen auch hier unerwiinschte Nebenwirkungen nicht vollig
ausgeschlossen werden, wie nicht beobachtete Entwicklungsdefekte des Nervensystems
oder biochemische Stérungen, die sich negativ auf das Lernen auswirken und durch die

Mutation verursacht sein konnten.

Hemmung der Proliferation von Pilzkérperneuroblasten in der Entwicklung (De Belle

1994). Die Pilzkorper entwickeln sich aus 4 Neuroblasten in jeder Hemisphére. Diese
Neuroblasten, sowie ein weiterer Neuroblast (fir den Antennallobus) sind die einzigen
proliferierenden Zellen in den ersten 8-12 h nach dem Schltpfen der Larve. Wenn man
den Larven in diesem Zeitfenster das Zytostatikum Hydroxyharnstoff (Hydroxyurea;
HU) flttert, gehen diese Neuroblasten zugrunde, was zur Folge hat, dal3 sich keine
Pilzkorperneurone entwickeln. Es fehlt allerdings auch der Teil des Antennallobus, der
aus dem erwahnten zusétzlichen Neuroblasten entsteht. Der Rest des Gehirns entwickelt
sich normal. Die adulten Fliegen verhalten sich weitgehend normal. Geruchs- und
Elektroschockwahrnehmung sind unverandert, jedoch sind olfaktorisches Lernen und
Gedéachtnis wiederum fast vollstandig zerstort.

Expression eines konstitutiv aktiven G,s-Proteins in den Pilzkérpern (Connolly 1996).

Die Expression geschah mit Hilfe des P-Gal4 enhancer trap Systems (siehe 2.2.). Das
Protein ist Tell ener Signatransduktionskaskade, in der beim Lernen die
Adenylatzyklase | aktiviert wird. Expression einer Variante des G,s-Proteins, bel der
durch einen einzigen Aminosaureaustausch die GTPase-Aktivitdt des Proteins zerstort
wurde, und das Protein damit die AC standig aktiviert (konstitutiv aktiv), schadigt das
Geruchglernen nur, wenn sie in den Pilzkorpern, nicht wenn sie in anderen
Gehirnregionen erfolgt, wie etwaim Zentralkomplex. Uberexpression des wildtypischen
Gys In den Pilzkoérpern hat jedoch keine Auswirkung auf das Lernen. Als Pilzkorper-
Gal4-Linien wurden benutzt: 238y, c309, c747, 201y. Als Zentralkomplexlinien wurden
verwendet: ¢232, ok348. Vier von diesen Linien, namlich 238y, c772 (identisches
Expressionsmuster wie c747), 201y und c232 wurden in der hier vorgelegten Arbeit
verwendet (Expressionsmuster dieser Linien siehe 3.1.), um die rut’-cDNA in oder

auRerhalb der Pilzkdrper zu exprimieren (siehe 3. und 4.).
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Dal diese drei unterschiedlichen Methoden zu dhnlichen Stérungsmustern fihren, ist
ein Indiz dafir, dal tatsachlich die Pilzkérper, bzw. deren Fehlen fir die
Verhaltensanderung der Fliegen verantwortlich sind, da sie genau die ,, Schnittmenge"
der 3 Experimente bilden. Die jeweils anderen Nebeneffekte der Einzelmethoden
konnen als urséchlich ausgeschlossen werden. Z. B. sind bei der HU-Methode auch
Antennallobus-Neurone ausgeschaltet, bei den Gal4-Linien sind auch Neurone
aulRerhalb der Pilzkorper betroffen (z. B. das mediane Bindel).
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Abb. 8: Das Lernvermdgen im klassischen olfaktorischen Lernparadigma ist in drei
publizierten Sudien bei Fliegen mit ablatiertem oder biochemisch verandertem
Pilzkorper zerstort. 238y, ¢309, c747 und 201y sind Gal4-Linien, die im Pilzkorper
exprimieren. C232 und 0k348 sind Zentralkomplexlinien. Der Lernindex wurde jeweils
mit 100 multipliziert.

In einer neueren Arbeit aus dem Jahre 2001 konnte gezeigt werde, dald Teile der
Pilzkorper fr das olfaktorische Langzeitgedachtnis notwendig sind. Bei Fliegen, denen
die vertikalen Loben, aso a- und a'-Loben, fehlen, war das Langzeitgedéchtnis nach
10-fachem Training mit Zwischenpausen (,Spaced training®) null, das

Kurzzeitgedachtnis dagegen normal. Fehlten die horizontalen B/p‘-Loben, waren beide
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Gedachtnisformen unbeeintrachtigt (Pascual 2001). Darauf wird im Kapitel 1.5.4.3.

genauer eingegangen werden.

Die Pilzkorper sind notwendig fur die Balzkonditionierung (,, courtship conditioning®)
(siehe S. 34). Bei Fliegen mit HU-ablatierten Pilzkdrpern funktioniert zwar noch die
initiale Suppression, aber die Fiegen nehmen friher (nach 30 min) ihre
Paarungsversuche wieder auf als Wildtypfliegen (nach 2-3 h). Das Kurzzeitgedachtnis
ist also normal, das 30-min-Gedéachtnis aber gestort. In einer bestimmten Variante des
Paradigmas, in der ein 9 Tage anhatendes Langzeitgedachtnis ausgebildet wird,
verschwand das Gedéchtnis bei HU-Fliegen vollstéandig innerhalb eines Tages (McBride
1999).

Neben der Bedeutung fur Lernen und Gedéchtnis haben die Pilzkdrper auch Einflufd auf
die spontante Laufaktivitat der Fliegen (Martin 1998). In diesem Fall wurden neben den
erwshnten pilzkorperlosen Fliegen (mbm'*; HU-behandelte Fliegen) auch Fliegen mit
blockierter synaptischer Ubertragung in den Pilzkérpern untersucht. Letzteres wurde
durch die Expression eines Gens der leichten Kette von Tetanustoxin erreicht (Cnt-E;
Sweeney 1995). Das Tetanustoxin wurde mit Hilfe der Gal4-Technik (2.2))
gewebespezifisch exprimiert, wobei die 3 Pilzkorper-Gal4-Linien 201y, 17d und H24
(Expressionsmuster siehe 3.1.) verwendet wurden. Cnt-E inhibiert durch die Spaltung
von neuronalem Synaptobrevin die Transmitterausschiittung an den Synapsen und
blockiert somit die synaptische Ubertragung an den von den Gal4-Linien betroffenen
Neuronen. Es stellte sich heraus, dald pilzkorperlose Fliegen, bzw. Fliegen, deren
Pilzkdrper funktionell ausgeschaltet sind, eine hdhere Laufaktivitét als normale Fliegen
zeigen, ganz im Gegensatiz zu Zentralkomplex-Mutanten, die eine geringere
Bewegungsaktivitét haben. Dabel aul3ert sich dieser Effekt in einer Verlangerung der
Lauf- und einer Verkirzung der Ruhephasen. Da die Ausgangsneurone der Pilzkorper
noch nicht gut bekannt sind, ist nicht klar, ob dieser Einfluf3 auf die Laufaktivitét tber
einen direkten hemmenden Einflul® auf die Zentralkomplexneurone erfolgt.

Aullerdem sind die Pilzkorper wichtig fir Kontextgeneraliserung beim visuellen

Lernen im Flugsimulator (Liu 1999). Bel Lernexperimenten versucht man
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normalerweise, den Kontext, also ale Reize, die nicht CS oder US sind, zwischen
Training und Test moéglichst unverdndert zu lassen. Der Kontext im olfaktorischen
Lernparadigma (siehe 2.4.) besteht z. B. in der Geschwindigkeit der Luftstromung durch
die Rohrchen, in den Ausmal3en der Rohrchen oder der Handhabung durch den
Experimentator. In der natirlichen Umwelt ist es jedoch die Regel, dal? der Kontext sich
andert. Deshalb ist zu erwarten, dal3 sich in der Evolution Mechanismen der Abstraktion
vom jeweiligen Kontext durchgesetzt haben. D. h. das Tier mul3 unterscheiden, welche
Umweltreize immer gleichzeitig mit dem US gepaart und welche unabhangig davon

sind.

Kontext im Flugsmulator (sehe S. 33), mit dem die Versuche zur
Kontextgeneralisierung durchgefiihrt wurden, sind z. B. die Beleuchtung der Arena,
Geréusche, Erschitterungen und Gertiche im Raum. Wildtypische Fliegen konnen im
Flugsimulator auch dann noch die bestraften Muster vermeiden, wenn im Test (wenn
also keine Hitzebestrafung mehr erfolgt) die Arenabeleuchtung farblich gegentiber der
im Training verandert ist (Kontextdnderung vom Training zum Test). Pilzkorperlose
Fliegen (mbm; HU-behandelte Fliegen; Fliegen mit UASCntE unter der
Expressionskontrolle der Gal4-Linie 17d) konnten zwar im Fugsimulator visuell
normal lernen, versagten jedoch, wenn sich der Kontext zwischen Training und Test
anderte. Das bedeutet, dal3 die Pilzkdrper fur die Erkennung der zeitlichen Paarung von
CSund US, d. h. fur die Unterscheidung von CS und Kontext wichtig sind. Auch hier
fuhren drel unabhéngige Methoden der Ausschaltung der Pilzkorper zum selben
Ergebnis.

Die Pilzkérper scheinen auch eine Rolle bei der Entscheidungsfallung bel zwei sich
widersprechenden Reizen zu spielen. Konditioniert wurde auf visuelle Symbole mit
bestimmter Orientierung und Farbe im Flugsimulator. Wurde nun die zu vermeidende
Farbe mit der zu bevorzugenden Orientierung des Symbols (und umgekehrt) im Test
kombiniert (widerspriichliche Gedachtnisbilder), und die Intensitdt der Farben
schrittweise verandert, entschieden sich die Fliegen bei einer hohen Farbintensitét fur
die Farbe as CS, dem zu folgen oder nicht zu folgen den US vermeiden sollte, bei

niedrigerer Intensitdt fUr die Orientierung des Symbols. Der ,, Umschlagspunkt* war bei
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Wildtypfliegen eng definiert: entweder Farbe oder Orientierung. Bei mbm-Fliegen oder
HU-behandelten Fliegen war kein so scharfes entweder-oder-Verhalten zu beobachten
(Tang 2001).

1. 5. 4. Molekulare M echanismen von Lernen und Gedéchtnis bel Drosophila

1.5. 4. 1. Biochemische L ernmutanten

Nachdem unter 1.5.3. strukturelle Lernmutanten besprochen wurden, wird im folgenden
auf Mutationen eingegangen, die die Anatomie des Nervensystems in der Regel nicht
verdndern, aber bel denen bestimmte Enzyme oder Rezeptoren ubiquitéar nicht mehr
oder nicht in ausreichendem Mal3e gebildet werden (,, biochemische Lernmutanten).
Die wichtigsten der identifizierten biochemischen Lernmutanten bei Drosophila haben
garade in der geschilderten Signaltransduktions-Kaskade Defekte vorliegen (siehe Abb.
3). So ist bel dunce (dnc) das Gen fur die cCAMP-abbauende Phosphodiesterase defekt,
was zu einer Akkumulation von cCAMP in der Zelle fuhrt. Bei rut ist das Gen fur die AC
| defekt, bei dco das Gen fur die katalytische Untereinheit der PKA, bel amn das Gen
fUr ein Peptid, das vermutlich den G-Protein-Rezeptor aktiviert. Das spricht dafir, dal3
der synaptischen Plastizitét bei Drosophila die oben besprochenen molekularen
Mechanismen zugrunde liegen. Der Vorteil bei Drosophilaist, dal3 man den Effekt auf
das Verhalten direkt zu sehen bekommt. Man kann das Gedéchtnis der genetisch
verdnderten Fliege messen. Bei Aplysia wurden isolierte Nervenpraparate auf die
Veranderung der Ubertragungsstérke untersucht und vorausgesetzt, dal’ damit Aussagen
Uber das Gedéchtnis gemacht werden kdnnen.

Die erste Lernmutante, die Uberhaupt isoliert wurde, war eine biochemische
Lernmutante: dunce (dnc). Sie wurde mit Hilfe des operanten olfaktorischen
Vermeidungsparadigmas (siehe 1.5.1.) isoliert. In dem heutzutage verwendeten
klassischen Lernparadigma zeigt dnc einen initialen Lernindex (LI; siehe 2.4.2.) von
0.3, verglichen mit 0.9 beim Wildtyp. Schon nach einer halben Stunde ist der Lernwert
auf 0.1 abgesunken. Die Wahrnehmung der Gertiche und der Elektroschocks (dies gilt
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definitionsgemaf} fir alle Lernmutanten) ist ungestért. Die Weibchen sind steril. Wenn
Zuckerbelohnung als US verwendet wird, ist der Lernindex zu Beginn normal, fallt
danach aber schnell ab (Tempel 1983). Weiterhin sind dnc-Fliegen gestért in der
Balzkonditionierung (Gailey 1984), im visuellen Lernen (Folkers 1982) und der
Sensitivierung (nicht-assoziativ) des PER (Duerr 1982). Dald nicht-assoziatives und
assoziatives Lernen dhnliche molekulare Grundlagen haben, ist, wie oben beschrieben,
schon bei Aplysia entdeckt worden. Interessanterweise ist bel dnc-Fliegen die
Habituation der Landereaktion stabiler und erfolgt schneller als beim Wildtyp.

dnc ist das Gen fir die Phosphodiesterase 11, die aus cAMP 5 AMP macht. In der
Mutante hauft sich also cAMP in der synaptischen Endigung des Neurons an.
Offensichtlich behindert dies das Funktionieren der Signalkaskade. Dal3 der Defekt bei
dnc von den aktuellen Anforderungen an die cAMP-Kaskade beim Lernen herrtihrt und
nicht durch Entwicklungsdefekte bestimmt ist, hat ein Experiment gezeigt, bel dem bel
dnc-Fliegen durch den heat shock 70-Promotor (Golic 1989) kurz vor dem Training
(klassisches olfaktorisches Paradigma) die Wildtyp-cDNA oder eine homologe cDNA
aus der Ratte zur Expression gebracht wurde (Dauwalder 1995). In beiden Fallen konnte
das Lernen gerettet werden, obwohl das wildtypische Gen wahrend der Entwicklung

nicht aktiv gewesen war.

rutabaga (rut) ist das Strukturgen fur die AC | und das Gen, das in dieser Arbeit
gewebespezfisch exprimiert wurde (siehe 2.2. und 3.). Ebenso wie dnc wurde rut mit
Hilfe des olfaktorischen Lernparadigmas isoliert (Aceves-Pina 1983; Dudai 1984,
1988). rut-Fliegen zeigen etwa 60% des Lernwertes von Wildtypfliegen in der
klassischen olfaktorischen Konditionierung. Der Wert féllt in der ersten halben Stunde
nach dem Training stark ab, namlich auf 0.25 und liegt nach 3 Stunden bei 0.1. rut-
Fliegen sind in allen bisher getesteten L ernparadigmen gestort.

Genau entgegengesetzt zu dnc ist rut beim olfaktorischen Zucker-Belohnungslernen
(Tempel 1983) starker beeintrachtigt als beim olfaktorischen Bestrafungslernen. In der
Balz-Konditionierung, beim visuellen Lernen und der Sensitivierung des PER ebenso

wie in der stabileren Habituation der Landereaktion entsprechen die Veranderungen bei



rut in etwa denjenigen von dnc. Auflerdem haben rut-Fliegen eine verdnderte

synaptische Plastizitdt an der larvalen neuromuskul&ren Synapse (Zhong 1990).

Doppelmutanten fur dnc und rut sind im olfaktorischen Lernen schlechter als
Einfachmutanten (Tully 1985), obwohl die Mutationen entgegengesetzte Effekte haben:
dnc erhdht die cAMP-Menge, rut vermindert sie, so dal3 die CAMP-Menge nur noch
leicht erhoht ist (Livingstone 1984). Es kommt also auf die prézise Regulierung von
CAMP an und nicht auf die absolute Menge. Die Sterilitdt der dnc-Weibchen konnte
alerdings durch die rut-Mutation unterdriickt werden. Hier kommt es offenbar auf die

absolute Menge an cAMP an.

Die urspringliche rut-Mutation ist durch EMS (Ethylmethansulfonat) - Mutagenese
erzeugt worden (Livingstone 1984), welche hauptsachlich zu Punktmutationen fuhrt.
Die Mutation (rut’) besteht in einem Basenaustausch an der Position 3459 in der
Wildtyp-cDNA: Ein Adenin an der Stelle von Guanin. Das fuhrt zu einem Arginin an
Stelle von Glycin an der Aminosaure-Position 1026 (Levin 1992). Die Defizienz-
Komplementations-Analyse ergab, dal? die Mutation in den Banden 12F5-7 auf dem X-
Chromosom liegt (Livingstone 1984; Livingstone 1985).

Funf P-Elementinsertionslinien, deren P-Elemente in dieser Region liegen und die aus
einer Suche nach pilzkérperspezifischen Enhancern stammen, wurden im klassischen
olfaktorischen Lernparadigma getestet und zeigten alle signifikant verminderte
Lernwerte. Drei von ihnen konnten das rut*-Allel nicht komplementieren. Eine dieser
Linien, ndmlich rut2080 wurde fir die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente zur
Wiederherstellung des Gedachtnisses (Rettung; , rescue”) als Mutante verwendet. Der
Insertionsort des dazugehdrigen P-Elements liegt 155 Nukleotide stromaufwérts vom
5'-Ende der Adenylatzyklasen-cDNA (Levin 1992).

Die rut-kodierte Zyklase und die AC | von Saugetieren weisen starke Homologien auf.
2 Bereiche mit jeweils 6 Transmembrandomainen, jede gefolgt von einer
cytoplasmatischen Schleife, charakterisieren beide Proteine. Das Drosophila-Enzym
enthdlt einen zusdtzlichen 120 kd Schwanz nach der 2. Schleife, so dal3 das gesamte
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Protein zweimal so grofd ist, wie das Saugerprotein. Das Drosophila G,s kann die
Sauger-AC stimulieren (Quan 1991).

Laut einer neueren Arbeit (Guo 2000) greift das Drosophila-Homolog eines Tumor-
Suppressor-Gens in den rut-Signaltransduktionsweg ein und ist fur das olfaktorische
Lernen essentiell: Das Ras-Gap (GTPase activating protein), vom Gen
Neurofibromatose 1 (Nfl) kodiert. Nfl-Fliegen haben einen partiellen Lerndefekt,
ahnlich wie rut-Fliegen. Dieser Defekt kann in einem ,,rescue” - Experiment, bel demin
adulten Nfl-Fliegen durch einen Hitzeschock das Nfl-Gen aktiviert wird, behoben
werden. Das bedeutet, dal3 Entwicklungsdefekte keine Rolle fir das Lerndefizit spielen.
Die rut/Nf1-Doppelmutante lernt genau so wie die Einfachmutante (im Gegensatz zur
rut/dnc-Doppel mutante; siehe oben). Das konnte bedeuten, dal3 beide Genprodukte sehr
dicht im cAMP-Transduktionsweg beieinander liegen, denn die Effekte addieren sich
nicht. In biochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 die AC-Aktivitét
aus einer Nfl-abhangigen und einer Nfl-unabhangigen Komponente besteht, wobei die
Nf1-abhangige Komponente die rut-AC, also die AC I, involviert (Guo 2000).

DCO (dco) ist das Gen fir die Proteinkinase A. Drain et al. zeigten, dal3 einerseits die
Inhibition der PKA, andererseits deren Uberexpression Lernen und Gedachtnis im
klassischen olfaktorischen Lernparadigma zerstoren (Drain 1991). Ahnlich wieim Falle
von cAMP zerstoren also eine Verminderung wie eine Erhéhung der Menge an PKA

das Lernen.

volado (vol) codiert fur o-Integrin, ein Molekil, das Zeladhdsion und
Signaltransduktion vermittelt. vol-Fliegen sind im olfaktorischen Gedachtnis gestort,
und auch dieses Molekil ist, wie die Glieder der cAMP-Kaskade, stark in den
Pilzkorpern vertreten (Grotewiel 1998).

fasciclin 11 (fasll) kodiert fir ein NCAM von Vertebraten und apCAM von Aplysia
verwandtes Protein. Es ist ebenfalls ein Zelladhésionsmolekil, das der Adhasion und
Migration von Neuronen und der Stabilisierung und dem Wachstum von Synapsen an
der neuromuskuléaren Endplatte dient. Wegen der starken Expression dieses Gens in den
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Pilzkorpern wurden fasll-Fliegen in ener neueren Arbeit (Cheng 2001) auf
olfaktorisches Lernen getestet. Sie erwiesen sich as Lernmutanten, und das Gedachtnis
konnte durch Expression des normalen Gens in faslI-Fliegen kurz vor dem Training
gerettet  werden. Die Pilzkorper sind nicht sichtbar  durch  eventuelle
Entwicklungsdefekte veréndert.

leonardo (Ieo) entspricht einem Gen, das bei Saugern fur die zeta-1soform des 14-3-3-
Proteins, die dort hauptsachlich im Gehirn exprimiert wird, kodiert. Biochemisch waren
die 14-3-3-Proteine schon lange bekannt. Uber die Funktion wurde zum ersten Mal
etwas bekannt, als sich herausstellte, dal3 leo-Fliegen eine Stérung im Geruchslernen
haben (Skoulakis 1996). Wie bei den Adhasionsmolekiilen handelt es sich also um ein
Protein, von dem nicht primér bekannt ist, dal3 es mit dem cAMP-Weg zusammenhangt.
Vielmehr hangen die 14-3-3 Proteine Uber eine Interaktion mit RAF1 mit dem MAPK
(Mitogen Aktivated Protein Kinase) - Weg zusammen. Es ist auch bekannt, dal3 die
PKC, die einen EinfluR auf das Gedachtnis (turnip, PKM; siehe S. 49 f.) hat, 14-3-3
bindet. Es ist denkbar, dal3 die nicht rut-abhangige synaptische Plastizitét (rut-Fliegen
haben noch 60% des urspriinglichen Lernwertes) durch solche alternativen Wege erklart

werden kann. leo ist verstarkt im Pilzkorper exprimiert.

Fliegen mit einer temperatur-sensitiven Mutation im Gen fur die Dopa-Decar boxylase
(Ddc) lernen ebenfalls schlecht im Geruchs-Lernparadigma. Dieses Enzym katalysiert
die Synthese von Dopamin und Serotonin (Wrigth 1981). Bel 20°C ist die
Enzymaktivitét schon leichtgradig, bei der restriktiven Temperatur von 29°C noch
stérker reduziert. Bel verschiedenen Allelen unter permissiver und restriktiver
Temperatur ergeben sich unterschiedlich hohe Enzymwerte und diese korrelieren mit
der Lernleistung der Fliegen (Livingstone 1983; Tempel 1984). Wahrscheinlich sind
Dopamin oder Serotonin die modulierenden Transmitter, die Uber das G-Protein die AC
aktivieren. Wenn nicht gentigend Transmitter hergestellt wird, kann der US also nicht
die plastische Synapse modulieren.

Das Genprodukt von amnesiac (amn) hat Ahnlichkeit mit Neuropeptiden von

Vertebraten und einem hypothalamischen Peptid (pituitary-adenylyl-cyclase-activating
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peptide; PACAP), das die Fahigkeit besitzt, Adenylatzyklasen zu aktivieren (Davis
1996). Mdglicherweise aktiviert das Produkt von amn, von dem noch nicht bekannt ist,
ob es bei Drosophila wirklich ein Neuropeptid ist, Uber einen Transmembranrezeptor
und das G-Protein die Adenylatzyklase. amn-Fliegen haben zwar fast wildtypische
Lernwerte, aber die Erinnerung falt schnell ab (auf 0.4 nach 30 min; auf 0.35 nach 1 h).
Damit ist amn verantwortlich fir ,, middle-term-memory* (MTM; siehe S. 55) (Tully
1985).

Das amn-Genprodukt ist im Gegensatz zu anderen geruchs-lern-relevanten Genen nicht
in den Pilzkorpern sondern hauptséchlich in zwei Neuronen (eines pro Hemisphére)
auBerhalb der Pilzkorper exprimiert, den DPM (,,dorsal paired medial“) - Zellen. Diese
jedoch innervieren mit ihren Axonverzweigungen die Pilzkdrper-Loben, und das spricht
wieder fur die Bedeutung der Pilzkorper hinsichtlich des olfaktorischen Gedachtnisses.
Wenn man in einem , rescue” - Experiment in amn-Fliegen das wildtypische Gen nur in
den DPM-Zellen exprimiert, ist das Kurzzeitgedachtnis (in diesem Fall das 1-h-
Gedachtnis) wieder vollig normal, die Wiederherstellung in den Pilzkorpern fuhrt zu
keinem , rescue’. Wenn man andererseits die synaptische Ubertragung der DPM-Zellen
in normalen Fliegen hemmt, bekommt man einen Gedachtnisdefekt wie in amn-Fliegen
(Waddell 2000). Dazu war ein temperatursensitives shibire (shi) - Alld (shi*)
verwendet worden. shi kodiert fir Dynamin, eine Mikrotubulus - assoziierte GTPase,
die an der Endozytose und dem ,recycling” von Veskeln beteiligt ist, und wirkt
dominant negativ durch Bildung nicht - funktioneller Multimere. Expression von shi'
z. B. nur in den Photorezeptorzellen oder in cholinergen Neuronen fihrt reversibel zu
Blindheit bzw. Lahmungen. shi*!, nur in den DPM-Neuronen exprimiert, fihrt bei der
restriktiven Temperatur von 29 °C reversibel zu einem Stopp der synaptischen

Ubertragung auf die Pilzkorperneurone.

amn in diesen beiden modulatorischen Neuronen ist also notwendig und hinreichend fir
das Geruchsgedachtnis. Von Neuropeptiden ist bekannt, dal3 sie intrazelluldre
Signalkaskaden langer als andere Neurotransmitter stimulieren. Das amn-Genprodukt
konnte also eine langerfristige Erhdhung der cAMP-Konzentration bewirken, nachdem
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das Lernen schon erfolgt ist, und damit zur Uberbriickung der Zeit bis zur Ausbildung
von Langzeitgedachtnis beitragen (Waddell 2000).

Bel turnip (tur) sind ebenfalls Lernen und Gedéchtnis im olfaktorischen Lernparadigma
gestort (Aceves-Pina 1983). Bel tur-Fliegen ist die Proteinkinase C (PKC) vermindert.
Allerdings wird nur eine indirekte Beeinflussung der PKC vermutet, da die bekannten
Strukturgene fur die PKC nicht mit turnip identisch sind. Eine Verbindung der PKC zur
cAMP-Kaskade wird angenommen (Smith 1986). Auskunft Uber die PKC selbst
beziiglich ihrer Bedeutung fir das Lernen kann nicht von der PKC-Mutante erhalten
werden, da die Mutation letal ist. Aber die Expression der dauerhaft aktiven atypischen
Isoform der PKC der Maus (MaPKM() in Drosophila 30 min nach dem Lernen im
klassischen olfaktorischen Paradigma verbesserte nach Drier et al. das Gedachtnis. Die
Induktion durch Hitzeschock vor dem Training hatte keinen positiven Einfluf3. Auch das
Gedachtnis nach Massentraining ohne Zwischenpausen (,massed training*) konnte

gesteigert werden, aber nicht das nach Massentraining mit Pausen (,, spaced training®).

Der Lerndefekt von rsh-Fliegen, bel denen nach ,,massed training” kein ARM gebildet
wird, konnte durch PKM-Expression behoben werden. Andererseits hatte das Fittern
von Chelerytrin, einem Inhibitor der PKM(Z, sowie die Expression eines ,,dominant
negativen“ MaPKM({-Proteins (KI-MaPKM(; ohne Kinase-Aktivitét) einen negativen
Effekt auf das Gedachtnis, aber nicht auf das Lernen. Uberdies konnte das Gedachtnis
auch durch die Induktion des DrosophilazHomologs der aPKM (DaPKM) nach dem
Lernen gesteigert werden (Drier 2002). Die Autoren vermuten, dal3 die PKM fir den
Erhalt, nicht die stéarkere Ausbildung des Gedachtnisses verantwortlich ist, da das
Lernen durch Inhibition nicht beeintrachigt wird, und auch eine Induktion vor dem
Lernen keinen positiven Einfluld hat. Die selektive Verbesserung des Gedachtnisses nur
nach ,, massed training” konnte daher rihren, dal3 nach ,,massed training®, im Gegensatz
Zu ,spaced training”, normalerweise nicht die PKM involviert wirde, so dal3 also das
Anschalten dieses zusdtzlichen Weges das Gedéachtnis verbessern kann (nach ,, spaced
training” aber eine Storung bedeutet) (Drier 2002). Die PKC hat eine ahnliche
Bedeutung fir die Aufrechterhaltung von LTP (siehe 1.4.5.) bei Méausen: Die Injektion
von MaPKM( in CA 1 - Zellen fuhrte zu einer Potenzierung der Ubertragungsstarke,
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die wiederum durch Chelerytrin und KI-MaPKM( (ohne Kinase-Aktivitét) gehemmt
werden konnte (Ling 2002).

shaker (sh) hat einen Defekt im Gen fiir einen spannungsgesteuerten K*-lonenkanal
(Kamb 1988). Die Fliegen sind im olfaktorischen Lernparadigma lern- und
gedachtnisgestort. Der von der PKA in Aplysia phosphorylierte K*-Kanal (siehe 1.4.1.)
ist nicht spannungsabhangig.

Weitere Lernmutanten im olfaktorischen Lernparadigma, Uber welche molekular noch
wenig bekannt ist, sind: cabbage (cab) (Aceves-Pina 1979), latheo (lat) (Boynton
1992), linotte (lio) (Dura 1993), radish (rsh) (Folkers 1993), nalyot (nal) (DeZazzo
2000). lat und lio haben auch strukturelle Gehirndefekte.

Bei Drosophila ist auRerdem die Ca**/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase (CaM-
Kinase) von Wichtigkeit fir das Lernen (Griffith 1993). Es konnte durch induzierbare
Expression eines Inhibitors der CaM-Kinase gezeigt werden, dal3 dadurch die
Balzkonditionierung (assoziativ) und das akustische ,, priming* (nicht-assoziativ) gestort

werden.

Viele dieser Gene, die fur olfaktorisches Lernen benttigt werden, sind in den
Pilzkorpern besonders stark exprimiert, so z. B. dnc, rut, dco, vol, fasll, leo und sh.
Aber auch in anderen Gehirnregionen |83t sich ihre Expression nachweisen (z. B.
Heisenberg 1994; Waddell 2001a). Die erhohte Expression spricht fur die Pilzkorper als
maoglichen Ort von Lernen und Gedachtnis. Die rut-Adenylatzyklase befindet sich
haupséachlich in den Pedunkeln und Loben der Pilzkdrper (mégliche Folgerungen fir die

Konvergenz von US und CS siehe unter 4.).

Die erfahrungsabhangige strukturelle Plastizitéat im Drosophila-Gehirn ist verkntipft
mit der cCAMP-Kaskade. Es wurde gezeigt, dal3 das Volumen der Calyces bei Fliegen,
diein Helligkeit aufgezogen werden, grof3er ist, als bei Fliegen ohne visuelle Erfahrung.
Dies, obwohl bei Drosophila bislang keine direkten Verbindungen von den optischen

Loben zu den Pilzkérpern gefunden wurden. Dieser Unterschied ist aber bel dnc- und
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amn-Fliegen, die eine gestorte cAMP-Kaskade aufweisen, nicht auszumachen. Wie
beim Lernen ist also auch bei der erfahrungsbedingten strukturellen Plastizitdt eine
funktionierende cAMP-Kaskade notwendig. Allerdings hat die Mutation rut® keinen
Einfluld auf die CalyxgrofRe, wobei rut im Calyx innerhalb der PilzkGrper auch
vergleichsweise gering reprasentiert ist. Moglicherweise wird durch eine andere AC als
die AC | genligend CAMP hergestellt. Allerdings ist die Calyxgréf3enzunahme, die von
einer erhohten Populationsdichte bei der Aufzucht herrtihrt, nicht nur bei dnc und amn
Fliegen nicht mehr vorhanden, sondern auch bei rut Fliegen. Also bedienen sich diese
beiden (visuelle Erfahrung; Populationsdichte) auf Erfahrung beruhenden

Strukturveranderungen unterschiedlicher Mechanismen (Barth 1997).

1.5. 4. 2. Speicherung — Wiederabruf - Vergessen

Zwel Arbeiten aus dem Jahre 2001 (Dubnau 2001; McGuire 2001) kamen zu dem
selben Ergebnis, da? Neurotransmission von den Kenyon-Zellen auf extrinsische
Neurone nicht fur das Erlernen und die Speicherung sondern nur fir das
Wiederabrufen der Information nétig ist. Dazu exprimierten sie mit Hilfe der Gal4-
Technik shi*™' in den Pilzkérpern, das, wie oben erlautert, von Waddell in den DPM-
Neuronen verwendet worden war. Oberhalb von 29 °C schaltet es reversibel die
Neurotransmitter-Ausschittung durch Hemmung des ,recycling® von Vesikeln ab.
Zunéchst ergab sich eine Zerstdrung des 3-min-Gedachtnisses durch shi**-Expression
wahrend Training und Test durch die Gal4-Linien MB 247 und ¢739, nur eine nicht-
signifikante Abschwéachung bei 201y (McGuire 2001). Da ¢739 hauptsachlich in den
o/B-Loben, und 201y hauptsachlich im y-Lobus (201y hat auch Expression im o-/f3-
Lobus, jedoch schwéacher als im y-Lobus) exprimiert, ergibt sich nach Ansicht der
Autoren das ao/p-System as notwendig fur Lernen. Um die Komponenten Lernen,
Speicherung und Wiederabruf unterscheiden zu kénnen, wurde shi*™' dann zum einen
wahrend des Trainings, zum anderen zwischen Training und Test und dann wahrend des
Tests (nach 30 min bei Dubnau, nach 3 h bei McGuire) durch Temperaturerhthung
aktiviert. Danach wurde es durch Absenken der Temperatur jewells wieder inaktiviert.

Das Ergebnis war, dal3 Neurotransmission von den Kenyon-Zellen auf nachgeschaltete

51



efferente Neurone nicht fir den Lernvorgang und die 30-minitige oder 3-stindige
Speicherung notwendig ist, dal3 sie aber fur das Wiederabrufen des Gedéachtnisses
gebraucht wird. McGuire verwendete hier nur die Linie ¢739. Das Ergebnis sprach
damit dafir, dai3 die chemischen Synapsen (es konnten im Pilzkorper auch elektrische
Synapsen vorhanden sein; Waddell 2001a; S. 1272) im o/-System funktionsfahig sein
muissen, damit Gedachtnis abgerufen werden kann. Dubnau benutzte die weniger
selektiven Pilzkdrper-Linien c747, die c772 in dieser Arbeit entspricht, und c309, die
ebenso wie c747 schon von Connolly et al. zur Uberexpression des G-Proteins benutzt

worden war, und kam zu dem gleichen Ergebnis.

Die Autoren argumentieren, dafl3 die molekularen Verdnderungen auf der Grundlage der
rut-Adenylatzyklase zur Gedachtnisbildung ,,oberhalb” des Pilzkérperausgangs, also im
Calyx oder sogar im Antennallobus stattfanden. Aber: ,, Diese zwei Veroffentlichungen
sagen uns, dal3 Lernen ohne Pilzkorperausgang - nicht, daf3 Lernen unabhéngig von den
Pilzkorpern auftritt* (Ubersetzung aus Waddell 2001a, S. 1272). Durch shi wird ja nicht
die AC | gehemmt. Die einfachste Vorstellung ist, dal3 die AC an den présynaptischen
Endigungen der Kenyon-Zellen als Koinzidenzdetektor fungiert, wobel beim Lernen
dort keine Transmitterausschittung nétig ist. Diese ist aber dann beim Test notwendig,
wenn das Gelernte in Verhalten umgesetzt wird. Die Ergebnisse der rut-,rescue
Experimente (siehe 3.) zeigen, dal rut-abhangige synaptische Plastizitdt im
Antennallobus weder notwendig noch hinreichend (189y hat dort Expression) fir
Gedachtnisist.

Welche molekularen Mechanismen spielen beim Vergessen eine Rolle? In einer
neueren Arbeit (Schwaerzel 2002) wurde gezeigt, dal3 Extinktion der im Pilzkorper
lokalisierten  Geruchs-Gedachtnisspur  auch  dann  erfolgt, wenn  die

Sl unter MB 247 oder ¢772 in ihrer Transmission

Pilzk6rperausgangsneurone durch shi
blockiert werden. Dal3 die Kurzzeit-Gedachtnisspur dort lokalisiert ist, wurde in der hier
vorgelegten Arbeit gezeigt; in der Arbeit von Schwaerzel et a. konnte auch
|angerzeitiges Gedachtnis im Pilzkérper lokaiert werden (siehe S. 90 f.). Wenn shi*!
aber durch eine Gal4-Linie (GH146) exprimiert wird, die die Eingangsneurone des

Pilzkorpers blockiert, tritt keine Extinktion auf. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dal3
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Extinktion durch eine Abschwéachung genau der synaptischen Verbindung erfolgt, die
durch das Lernen verstérkt worden war, dal3 also kein neuer Lernvorgang den alten
durch interzellulare Wechselwirkungen unterdriickt, sondern dal3 Extinktion ein
intrazelluldrer Vorgang ist. Da Extinktion auch in rut-Fliegen auftritt, ist die AC |
wahrscheinlich nicht an den molekularen Mechanismen des Vergessens beteiligt. Die
Autoren vermuten einen bislang unbekannten Inhibitor, der entweder den cAMP-
Spiegel senkt bzw. die PKA oder die PKA-Substrate hemmt, wenn der CS', also der
Duft, der vorher bestraft wurde, aleine, ohne US, préasentiert wird und dadurch die
intrazelluldre Ca?*-K onzentration in Abwesenheit einer G-Protein-Aktivierung ansteigt.
Es wird in diesem Zusammenhang auf ein Drosophila-Gen hingewiesen, das homolog
zu einer Sauger-AC (Typ IX) ist, die durch Ca?*/Calmodulin inhibiert wird, auRerdem
auf Calcineurin, eine Ca’*/CaM-abhéngige Phosphatase, die die PKA-Wirkungen
antagonisieren konnte (Schwaerzel 2002).

1. 5. 4. 3. Molekulare und strukturelle Grundlagen des Langzeitgeddchtnisses bel
Drosophila

Wie schon erwahnt konnten Tully et al. zeigen, dal3 Drosophila ein Langzeitgedachtnis
(long-term memory; LTM) im klassischen olfaktorischen Paradigama erwerben kann,
wenn man die Zahl der Trainingszyklen erhéht (Tully 1994) (siehe Abb. 9). 10
Trainingszyklen, wobel bei jedem die Ublichen 12 Elektroschocks gegeben werden,
ergeben ein 7-Tage-Gedéachtnis von 0.3 (Lernindex; siehe 2.4.2.), allerdings nur, wenn
zwischen jedem Zyklus eine 15-mindtige Pause liegt (,, spaced training®). Wenn man die
10 Trainingzyklen unmittelbar hintereinander durchfihrt (, massed training”) bildet sich
definitionsgemal’ kein Langzeitgedachtnis, sondern nur ein 4 Tage lang anhaltendes
Gedéachtnis, welches die Eigenschaft hat, unempfindlich gegen Kélteanasthesie zu sein
(anesthesia-resistant memory; ARM). Dal3 Unterbrechungen zwischen den
Trainingseinheiten zu langer anhaltendem Gedachtnis fuhren, ist vielfach beobachtet
worden und gilt auch fur Vertebraten einschliefdich des Menschen (Ebbinghaus 1885;
Carew 1972; Hintzman 1974; Frost 1985). Diese beiden Gedachtnisformen (LTM und
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ARM) sind bei Drosophila genetisch voneinander unterschiedene, parallele Pfade der
Speicherung.

LTM ist abhangig von Proteinsynthese. Das konnte durch Futtern von Cycloheximid,
ahnlich wie schon bei Méusen (siehe S. 24), demonstriert werden. Den Fliegen wurde
der Proteinsynthese-Hemmer 12-15 h vor dem Training im olfaktorischen Paradigma
und auch wahrend der Zeitspanne zwischen Training und Test gefittert: Der Lernwert
24 h nach dem Training war auf 41% des Wertes der Kontrolltiere reduziert (Tully
1994). LTM wird nur durch ,spaced training* erzeugt. ARM (der 41%-,Rest* nach 24
h) wird sowohl durch ,, spaced training” als auch durch ,,massed training* erzeugt. ARM
nach , massed training” wird durch Cycloheximid-Gabe nicht beeintrachtigt. Aber es
wird, im Gegensatz zu LTM, durch die Mutation rsh (Folkers 1993) vollstandig zerstort.

1”] ®m10x spaced

# 10z massed

LA |

PEAFOAMANCE INDEX

RETENTICN TIME [cay)

Abb. 9: Zeitliche Verlaufe des Gedachtnisses von Drosophila nach Einfach-, Zehnfach-
(, massed”) und Zehnfach-Training mit jeweils 15-mindtigen Pausen zwischen jedem
Trainingsabschnitt (,, spaced” ) (Abb. aus Tully 1994).

Die Gedéachtniswerte sind additiv, d. h. bel rsh-Fliegen besteht der Lernwert z. B. einen
Tag nach dem ,, spaced training* nur noch aus der LTM-Komponente. Daher weil3 man,
dai3 die LTM-Komponente innerhalb von 7 Tagen in etwa auf dem gleichen Niveau
bleibt und der Gesamtabfall des Gedéachtnisses durch den Abfall der ARM-Komponente



begriindet ist. Dagegen besteht bel Fliegen mit geghemmter Proteinsynthese der Lernwert
nach ,spaced training” nur noch aus der ARM-Komponente. Beide Werte addiert
ergeben den Lernwert von Wildtyp-Fliegen. rsh-Fliegen, denen man Cycloheximid
flttert, haben einen Tag nach ,, spaced training” kein Gedachtnis mehr.

Doch bevor sich das Gedéchtnisin ARM und LTM , aufspaltet”, misse es, so Tully et
al. (Tully 1994), die Phasen des Kurzzeitgedachtnisses (short-term memory; STM)
und des Mittelzeitgedachtnisses (middle-term memory; MTM) durchlaufen (siehe
Abb. 10). Das Kurzzeitgedachtnis, welches unmittelbar nach dem Lernen entsteht und
ca. 2 h anhdlt, sei durch Mutationen in den Genen dnc und rut gestort. Das
Mittelzeitgedachtnis, das das Maximum innerhalb einer Stunde nach dem Lernen
erreicht und binnen 5 h auf null abfdlt, sei durch die amn-Mutation, die sich durch
initial hohe, dann aber rasch abfallende Lernwerte auszeichnet, gestort. Aus MTM
entwickelten sich dann parallel ARM und LTM. Die beiden Mutationen lat und lio
beeintrachtigten dagegen nur das Lernen und schon nicht mehr das Kurzzeitgedachtnis
(Boynton 1992; Dura 1993).
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Abb. 10: Zeitliche Abfolge der unterschiedlichen Gedachtniskomponenten bei
Drosophila. Die dargestellten Kurven ergeben sich durch Subtraktion der Lernwerte
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von Mutanten und pharmakologisch behandelten Fliegen von den wildtypischen
Lernwerten. (Abb. aus DeZazzo 1995).

Das DrosophilaHomolog des CREB-Gens ist fur die Auspréagung von LTM und die
Inititerung der Proteinsynthese verantwortlich. Die dCREB2-a Isoform ist ein PKA-
abhangiger Transkriptionsaktivator (wie CREB-1 bei Aplysia). Die dCREB2-b Isoform
ist ein Repressor der dCREB2-a - Transkriptionsaktivierung (wie CREB-2 bei Aplysia).

Fliegen mit dem dCREB2-b-Gen unter der Kontrolle eines induzierbaren
Hitzeschockpromotors (Golic 1989) wurden 3 h nach Hitzeschockgabe trainiert. Hierbei
wird die Transkription des Gens durch hohe Temperatur (Hitzeschock) induziert. Das
Ein-Tages-Gedachtnis nach ,spaced training® war bel Fliegen, die den Hitzeschock
erhalten hatten halb so grof3 wie bei Kontrollfliegen ohne Hitzeschock (Yin 1994).
Andererseits konnte gezeigt werden, dal3 die induzierte Expression der aktivierenden
dCREB2-a Isoform die Formierung von LTM verstdrkt. Schon durch einen
Trainingzyklus konnte das sonst nur nach ,spaced training” gebildete 7-Tage-
Gedachtnis erzeugt werden. Phosphorylierung des dCREB2-a Aktivators ist eine
Voraussetzung fir seine Aktivitdt. Verdnderte Aktivatoren mit einem
Aminosaureaustausch im Bereich der PKA-Phosphorylierungssequenz, durch
Hitzeschock induziert, konnten kein LTM nach einmaligem Training hervorbringen
(Yin 1995).

Yin et al. versuchen mit diesen Ergebnissen die Notwendigkeit der Trainingspausen
beim ,spaced training® zu erkldaren. Nur wenn das Training mit Unterbrechungen
durchgefihrt wird, bildet sich das Langzeitgedéchtnis aus. Experimente mit
unterschiedlich langen Pausen zeigten einen Anstieg des Lernindex mit schrittweliser
Verlangerung der Pause von 1 bis 15 min. Noch léngere Pausen bewirkten keine weitere
Erhohung. Die Autoren argumentieren (Yin 1995), dal3 durch das Training sowohl der
CREB-Aktivator als auch der CREB-Repressor aktiviert wirden. Doch zunéchst
Uberwiege die reprimierende Wirkung des CREB-Repressors, der den Aktivator davon
abhdlt, die fur das Langzeitgedéachtnis nétigen Gene zu aktivieren. Aber wahrend der

Trainingspause wurde der Repressor schneller als der Aktivator inaktiviert werden, so
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dal3 die Menge an nicht reprimiertem Aktivator AC (AC= Menge an Aktivator — Menge
an Repressor) zunehme und wéhrend vieler Wiederholungen von Training und
Zwischenpause eine Akkumulation stattfande. Erhdhe man nun durch transgene
Expression die Menge an Aktivator, reiche schon ein einfaches Training aus, dal3 AC
positiv wirde, erhdhe man die Menge an Repressor, reiche auch ,, spaced training” nicht

aus, um ein positives AC zu erzeugen.

Ein Teil der Pilzkorper ist notwendig fur Langzeitgedachtnis nach , spaced training"
(Pascual 2001). Bei der Mutation , alpha-lobes-absent” (ala) fehlen bel einem Teil der
Fliegen ausschliefdlich die vertikalen Loben (o und '), bel einem anderen Teil zwei der
drei horizontalen Loben ( und ‘), ein dritter Teil besitzt ale 5 Loben (einschlief3lich
des y-Lobus). Die jeweiligen Loben fehlen, da sich die Neurone in den Pedunkeln nicht
wie Ublich in die zwei Aste fur die a- und B-Loben bzw. die a‘- und B‘-Loben
aufzweigen, sondern nur in eine Richtung weiterziehen. Es stellte sich heraus, dal3 das
24-h-Gedachtnis nach ,, spaced training* bei Fliegen ohne vertikale Loben null war, bel
Fliegen ohne horizontale Loben dagegen normal. Dies, obwohl die Nervenaste der
vertikalen und horizontalen Loben in der Entwicklung aus den selben Pedunkel-
Neuronen abzweigen. Bemerkenswert ist, dal3 zwar nur dann das Gedachtnis zerstort
war, wenn mit ,spaced training® gelernt worden war, aber dald dann nicht, wie zu
erwarten, nur der LTM-Anteil nach 24 h fehlte, sondern auch der ARM-Anteil. Nach
»massed training” war der LI bel Fliegen ohne vertikale Loben so grof wie bei ala-

Fliegen mit allen 5 Loben.

Bel Fliegen ohne vertikale Loben sind die 3- und B‘-Loben in der Mitte fusioniert. Da
dies aber auch bei normal lernenden ala-Fliegen mit allen 5 Loben der Fall ist, erklart
das nicht den Langzeitgedachtnis-Defekt. Die vertikalen Loben sind nur for
Langzeitgedachtnis notwendig. Das 3-h-Gedachtnis sowie das 24-h-Gedéchtnis nach
»massed training” waren unbeeintréchtigt. Ob das Kurzzeitgedéchtnis z. B. von den y-
Loben, die in ala-Fliegen nicht verdndert erschienen und die nach den Ergebnissen der
hier vorgelegten Arbeit der Hauptort des Kurzzeitgedachtnisses sind (siehe 3.), spéter zu
den vertikalen Loben transferiert wird, oder ob Kurz- und Langzeitgedéchtnis von
Anfang an parallel angelegt werden, ist eine offene Frage (Pascual 2001).
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Da bei diesen Befunden Teile des Gehirns ablatiert sind, kann man, wie bei den mbm-
und mbd-Fliegen, nicht schlief3en, dal? das Langzeitgedachtnis in den vertikalen Loben
abgelegt wird, sondern nur, dal3 sie eine der dafiir notwendigen Strukturen sind. Man
darf auch nicht vergessen, dal3 die PilzkGrper in einem grof3eren Zusammenhang
gesehen werden mussen: Sie sind z. B. auch fir Kontextgeneralisierung wichtig (Liu
1999). Es wére etwa denkbar, daf? solch eine umfassendere Funktion fir die besonderen
Anforderungen zur Ausbildung von Langzeitgedéachtnis gerade nach ,,spaced training"
notig ist, wobel der ,,Kontext”, auf den sich die Generalisierung beziehen wirde, hier
mehr zeitlicher Natur wére, und es aus diesem Grund bei Fehlen der vertikalen Loben
nicht aufgebaut werden kann. Pascual et al. vermuten, dal? das L angzeitgedéachtnis nach
»Spaced training” und Proteinsynthesehemmung deswegen nur teilweise zerstort wird,
weil noch eine Restaktivitét von Ribosomen vorhanden bleibt (Pascual 2001). Denn in
den ala-Experimenten wird auch dieser Rest zerstort, weshalb dem 24-h-Gedéachtnis
nach ,spaced training” ein gemeinsamer molekularer und zelluléarer Mechnismus
zugrundeliegen sollte. Wenn man aber annimmt, dal3 bei fehlenden vertikalen Loben
nicht speziell Proteinsynthese-abhéngiges LTM betroffen ist, sondern der Lernvorgang
bei , spaced training® geschadigt ist, kbnnte man argumentierten, dal3 auch nicht-
Proteinsynthese-abhangiges ARM nach ,spaced training® in solchen Fliegen nicht
gebildet wird. Bei den Experimenten zur Kontextgeneralisierung war kein Unterschied
zwischen vertikalen und horizontalen Loben gemacht worden. Die Gal4-Linie 17d, die
verwendet worden war, exprimiert in a- und B-Loben. Esist also nicht auszuschlief3en,

dal3 fur die Kontextgeneralisierung nur die vertikalen Loben notwendig sind.
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1. 6. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Es war, wie in der Einleitung ausfihrlich geschildert, zu der Zeit, as diese Arbeit
begonnen wurde, bekannt, dal3 die Pilzkdrper von Drosophila melanogaster fur
olfaktorisches Lernen und Gedéchtnis notwendig sind. Man daf jedoch
Einzelstrukturen im Gehirn nicht isoliert vom Gesamtgehirn betrachten, da man davon
ausgehen kann, dal3 das Gehirn ein Netzwerk ist, in dem die Funktion der einzelnen
Teile voneinander abhangt, sich also die Verdnderung eines Tells auf andere Teile
auswirkt. Wenn also das Gedachtnis an einer anderen Stelle alsim Pilzkorper lokalisiert
wére, konnte die Ablation des Pilzkdrpers z. B. eine wichtige Verbindungsbahn zu
dieser Stelle oder einen unentbehrlichen Ort zur Vorverarbeitung der Information
zerstoren. Es konnte auch auf das Zusammenspiel zwischen Pilzkdrper und anderen
notwendigen Arealen ankommen, etwa bel der Formierung und Stabilisierung des
Gedachtnisses, im Sinne eines Informationsaustausches oder der Ausbildung eines
Kreidaufs. Die konsolidierte Gedachtnisinformation schlieffdlich kdnnte tUber mehrere
Gehirnregionen verteilt sein. Man weil3 also nicht, ob der Pilzkdrper das einzige
notwendige Areal ist, obwohl natiirlich mit der Uberexpression von G,s (Connolly
1996) (siehe S. 39) aufRerhalb des Pilzkorpers die Notwendigkeit einiger anderer

Gehirnregionen schon ausgeschlossen wurde.

Neben der Notwendigkeit der Pilzkorper fur das olfaktorische Gedachtnis war im
Vorfeld dieser Doktorarbeit ebenso die Bedeutung der Adenylatzyklase fur synaptische
Plastizitét in verschiedenen Modellorganismen hinreichend deutlich geworden. Der
strukturelle und biochemische Ansatz wurde nun zu einem ,rescue® - Experiment
vereinigt. Das zentrale Paradigma falt Abb. 11 zusammen. In der Mutante fur die AC |
wurde das wildtypische rut-Gen einerseits nur im Pilzkdrper, andererseits auf3erhalb des
Pilzkorpers im Gehirn mit Hilfe des Gal4-UAS-Systems exprimiert. Damit ist die rut-
abhangige synaptische Plastizitdt jeweils nur im einen oder anderen ausgewahlten
Gehirnareal zu erwarten, und die so veranderten Fliegen kodnnen in enem
V erhaltensexperiment auf ihre Gedéachtnisleistung, fur die die synaptische Plastizitét die
molekulare Grundlage ist, getestet werden. Wirde der Lernwert der rut-Mutante durch
die pilzkorperspezifische Wiederherstellung von rut wieder wildtypisch (Rettung,
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~rescue*), aber durch eine Wiederherstellung auf3erhalb des Pilzkérpers nicht, wirde
das dafir sprechen, dal3 rut-abhéngige synaptische Plastizitét ausschliefdich in den
Pilzkorpern fur die Gewahrleistung des olfaktorischen Gedachtnisses ausreicht. Damit
wére das Gedachtnis lokalisert. Man hétte nicht nur einen weiteren, zusétzlichen
Beweis fur die Notwendigkeit der Pilzkorper fir Geruchsgedachtnis, sondern hétte die
friheren Experimente auf fruchtbare Weise so vervollsténdigt, dal3 die Aussage zutréfe,
dai’d die Pilzkorper fur olfaktorisches Lernen und Gedéachtnis notwendig und hinreichend

sind.

GAL4 Somatic Mosaic Rescue

b3 b2

c’ﬁ" '
Mormal Mutant
ottt + + ut: +: +
L nl e @ °
2o |, an B
{R_,.r"'l o '-. ). &
MBs Normal EB Normal
rut: MB GAL4: UAS rut* rut: EB GAL4: UAS rut*

Abb. 11: Gal4 somatischer Mosaik-, rescue” ; dunkel = wildtypisch (links oben); hell =
mutant (rechts oben); MB: mushroombody (Pilzkérper), EB: €llipsoid body
(Ellipsoidkorper);  Abb. links unten: wildtypisches rut-Gen ausschlie@lich in den
Pilzkorpern: Pilzkorper dunkel, Hintergrund hell. Abb. rechts unten: wildtypisches rut-
Gen ausschliefdlich auRerhalb der Pilzkorper: Ellipsoidkorper dunkel; Pedunkel der
Pilzkorper und Hintergrund hell.
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2. Materialien und Methoden

2. 1. Fliegen

Die Fliegen wurden auf Maismehl/Molasse-Medium (Zusammensetzung siehe Guo
1996) bel 25°C, 60% Luftfeuchtigkeit und einem 16h hell/8h dunkel-Rhythmus
gehaten. Die Wildtyp-Fliegen waren vom Stamm Canton S. Die verwendeten
Genotypen der transgenen Fliegen sind bei den einzelnen Ergebnissen im Tell 3
aufgefihrt.

2. 2. Gal4-Technik und UASga4rut’-Fliegen

Die Gal4-Technik wurde von Brand und Perrimon (1993) entwickelt (siehe Abb. 12).
Sie macht sich die Existenz von P-Elementen zu Nutze. P-Elemente sind Transposons,
also bewegliche Gene, die bei Anwesenheit von einem as Transposase bezeichneten
Protein, das gewohnlich durch das P-Element selbst kodiert wird, ihre urspriingliche
Position im Genom verlassen und an einer anderen Stelle wieder inserieren konnen.
L&t man ein P-Element, das selbst keine Transposasefunktion mehr besitzt und statt
dessen den Hefe-Transkriptionsfaktor Gal4 tragt, zufallig ins Genom inserieren, kann es
zu folgendem Effekt kommen: Das Gen fur den Hefe-Transkriptionsfaktor, vor dem
sich ein schwacher Promotor befindet, gerét unter die Kontrolle eines Enhancers, der
normalerweise die Aktivitdt eines nahegelegenen Gens nach einem bestimmen
zeitlichen und raumlichen Muster kontrolliert. Der Hefe-Transkriptionsfaktor wird dann
nach dem selben Muster exprimiert. Dieses Muster kann sich auf eine abgrenzbare
Gehirnregion wie die Pilzkorper oder den Zentralkomplex beschréanken, in der Regel
sind jedoch mehrere Strukturelemente gleichzeitig betroffen. Die Expressionsmuster der

in dieser Arbeit verwendeten Linien werden unter 3.1. dargestellt.
Die Fliegen einer solchen Gal4-Linie kann man mit Fliegen einer anderen Linie

kreuzen, die ein Reportergen unter der Kontrolle einer UAS (upstream activating

sequence)cas-Sequenz im Genom tragen, an welche der Transkriptionsfaktor binden

61



und die Transkription aktivieren kann. Auf diese Weise |&3t sich das entsprechende Gen
in nur denjenigen Gehirnregionen aktivieren, in denen das Gal4-Element aktiv ist. Das
Reportergen kann z. B. fur Tetanustoxin kodieren, welches zur funktionellen
Ausschaltung der Neuronen fihrt, oder Tau, welches zur Sichtbarmachung des
Expressionsmusters (siehe 2.3.) dient.

GAL4
— "
—— 5- y
F T |
- Genomes Enhamter - -m aocoe——Eene X '—.
uAS
Tissue-specific expression of GALA Transcriptional activation of Gene X

Abb. 12: Die Kreuzung zwischen Fliegen, die das Gal4-Element tragen und Fliegen, die
das Reportergen X unter der Kontrolle der Gal4-abhangigen UAS (upstream activating
sequence) - Sequenz tragen, ergibt Fliegen, bel denen das Gen X in den Zellen

exprimiert wird, in denen Gal4 exprimiert wird (Abb. aus Brand 1993).

Fir die hier durchgefiihrten , rescue® - Experimente wurde die wildtypische rut’™-cDNA
unter die Kontrolle des UA Sga4-Promotors gebracht. Diese Arbeit wurde von Dr. Troy
Zars durchgefuihrt. Dazu wurde die rut-cDNA von einem , bluescript” Vektor (Levin
1992) mit Kpnl und Xbal Schnittstellen in einen pUAST Vektor (Brand 1993)
subcloniert. Durch diesen Schritt wurden 294 Nukleotide vom nicht trandlatierten 3'-
Ende entfernt, aber das vermeintliche Stoppcodon wurde dabel nicht verandert. Die

UASca4-CDNAS, nach dem Standardprotokoll in das Fliegengenom (3. Chromosom)
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integriert, wurden, unter der Verwendung einer cantonisierten FM7a; SM1-Linie, in
einen rut2080-Hintergrund gekreuzt (Zars 2000Db).

2. 3. Immunhistochemie

Um die Expressionsmuster der verwendeten Gal4-Linien darzustellen, wurde UAS-Tau
als Reporter verwendet (I1to 1997). Das von einer Rinder-cDNA kodierte Mikrotubulus-
assoziierte Protein Tau, ein neuronales Protein, verteilt sich auf das ganze Axon und
lakt sich mit Anti-Tau Antiserum sichtbar machen. Gal4 +/+ - Fliegen wurden mit
UAS-Tau +/+ - Fliegen gekreuzt. Die mit Ather betdubten Fliegen wurden am
Halskonnektiv auf Krégen (bis zu 20 Fliegen pro Kragen) aufgefadelt (Hesenberg
1979) und bis zur Fixierung auf Eis gestellt. Die Fixierung erfolgte 4 h lang in Carnoy-
Fixativ.

Carnoy-Fixierl6sung (50 ml):

30 ml 100% Athanol
15 ml Chloroform

5 ml Eisessig

Es folgten Waschschritte in 100% Athanol: zweimal 30 min und einmal 1 h in 100%
trockenem Athanol. Inkubation ber Nacht in Methylbenzoat. Am néachsten Tag 1 h
Inkubation in Paraffin-Methylbenzoat (58°C). Danach wurden die Fliegen in den
Kragen achtmal jeweils 30 min in flussiges Paraffin (Merck, Darmstadt; Schmelzpunkt
bei 56-58 °C) mit einer Temperatur von 58 °C getaucht und daraufhin in Paraffinbl6cke
gegossen. Die Krégen wurden von den Paraffinblcken abgetrennt, so dal3 nur noch die
Kopfe der Fliegen in den Blocken zurtickblieben. Daraufhin wurden die Kopfe im
Paraffin mit einer Schichtdicke von 7 um mit einem Mikrotom (Jung; Heidelberg)
geschnitten und die entstehenden Schnittbander auf mit Eiweil3-Glycerin (HUhner-
Eiweil3; Chroma, Minster) bestrichenen Objekttragern bei 42 °C gestreckt. Nach dem
Antrocknen: Entparaffinierung mit Xylol: zweimal 30 min; sowie Rehydrierung durch
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eine absteigende Athanolreihe: je 15 min 96%, 90%, 70% und 50% Athanol. Danach
Spulen mit Aqua destillata und Umrandung der Schnitte mit einem Fettstift.

Die weiteren Schritte fanden in einer geschlossenen feuchten Kammer statt, um ein
Austrocknen der Schnitte zu verhindern: Inkubieren in PBT (1x PBS plus 0.1% Triton
X-100; zu PBS siehe unten) fur 15 min. Dann 3 h inkubieren mit 2% Pferde-Serum (in
PBT). Bel 4 °C Uber Nacht inkubieren mit anti-Tau (Monoklonaler Antikorper; Sigma,
Steinheim) 1:1000 in 0.1% PBT. Am né&chsten Tag wurde dreimal 10 min mit 0.1%
PBT gewaschen. Dann wurde der Zweitantikorper (anti-mouse; Vectastain Elite ABC
Kit; Vector Lab., Inc., Burlingame) zugegeben: 1:100 in PBT fur 1 h. Danach wurde
nochmals mit 0.1% PBT dreimal 10 min gewaschen. Dann wurde 30 min inkubiert mit
dem ABC-Komplex (aus Vectastain Elite ABC Kit), der 30 min vorher angesetzt
worden war: auf 100 pl PBT je 1 pl Reagenz A und Reagenz B. Dann wurde wiederum
dreimal 10 min mit 0.1% PBT gewaschen, worauf die Farbung mit DAB (3,3'-

Diaminobenzidin; Sigma, Steinheim) folgte.

Dazu wurden 5 ml DAB mit 5 pl Wasserstoffperoxid gemischt. Die Farbung wurde
durch Abstoppen mit 1x PBS (10x PBS: 80g NaCl, 2g KCl, 14,49 NaHPO,, 2,49
KH2PO,, pH 7,4) zu dem Zeitpunkt beendet, an dem die Farbung unter dem Mikroskop
ausreichend kontrastreich erschien (nach ca. 3 min). Danach wurde erwérmtes (~50 °C)
flissiges Glycergel (Zubereitung aus. 7g Gelatine, 50g Glycerin, 0,59 Carbolséure-
Kristallein 42 ml H,0) aufgetragen und mit einem Deckglas abgedeckt.

2. 4. Verhatensexperimente

Wie unter 1.5.1. bereits erwahnt, konnen Drosophila-Fliegen olfaktorisch konditioniert
werden. In dieser Arbeit wurden die Fliegen mit der von Tully und Quinn (Tully 1985)
entwickelten Apparatur zur klassischen olfaktorischen Konditionierung trainiert. Bei der
klassischen Konditionierung (siehe 1.2.2.1.) wird eine Assoziation zwischen CSund US
hergestellt. In dem in dieser Arbeit verwendeten Paradigma wurden 2 Gerliche

verwendet, von denen in jedem Einzelexperiment jeweils einer mit Elektroschocks als



US gepaart wurde. Dies ist der CS'. Der andere Geruch, der CS wurde ohne
gleichzeitige US-Applikation dargeboten. Die Fliegen konnten dann nach einer
bestimmten Zeit, je nach dem, welche Gedéchtnisspanne man testen wollte, zwischen
den beiden Gertichen wahlen. Bei geglicktem Experiment entschied sich die grof3e
Mehrzahl der Fliegen fir den vorher unbestraften Geruch (CS).

2. 4. 1. Trainingsapparatur

Die Trainingsapparatur (siehe Abb. 13) bestand aus einem Trainingsréhrchen, das innen
mit einer flexiblen Leiterplatine ausgekleidet war, Uber welche den Fliegen
Elektroschocks verabreicht werden konnten. Nur an der zur Trainingsapparatur
gerichteten Offnung, an der die Luft abgesaugt wurde, befand sich eine Stelle ohne
Leiterplatine, an der den Fliegen also keine Schocks gegeben werden konnten. Doch
war die Ausdehnung dieses Areals (ca. 2 cm?), verglichen mit der hohen Anzahl von
Fliegen im Rohrchen (~100), sehr klein.

Von dem Traningsréhrchen konnten die Fliegen in einen verschiebbaren
Zwischenraum durch leichtes Klopfen befordert und von dort zu den zwei Testréhrchen
verschoben werden, wo sie sich fir eines der Rohrchen entscheiden konnten. Die
Testréhrchen waren 10 cm lang und hatten einen Durchmesser von 1.7 cm. Das
Trainingsréhrchen war 8.1 cm lang und hatte den selben Durchmesser wie die
Testrohrchen. Jedes Rohrchen besal? an einem Ende ein feinmaschiges Netz, durch
welches Luft hineinstromen konnte, die Uber das verschiebbare Zwischenstiick mit einer
Geschwindigkeit von 12.5 ml/sec durch eine Wasserstrahlpumpe angesaugt wurde.
Damit die Geschwindigkeit in den zwei Testréhrchen genau so grof3 war wie im
Trainingsréhrchen, wurde die Luft aus den zwei Testrohrchen mit doppelter

Geschwindigkeit (25 ml/sec) angesaugt.
Zwel Behdltnisse mit den Duftstoffen wurden in zwei Duftréhrchen plaziert. Wenn man

diese auf die Rohrchen mit den Fliegen aufen aufsteckte, stromte die mit dem Duft

angereicherte Luft in das Rohrchen und Uber die Fliegen. Die Duftbehalter in den
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Duftrohrchen hatten eine Oberflache von 12 mm? fir Benzaldehyd und von 95 mm? fir
Methylcyclohexanol, die jeweils als Reinstoffe verwendet wurden und beide eine
abstolRende Wirkung auf die Fliegen haben. Die GrofRe der Duftbehdlter (d. h. die GroRke
der Oberflache, Uber die die Duftstoffe mit Luft in Berdhrung kamen) wurde so
gewdhlt, dal3 der Lernindex bei Bestrafung des einen Geruches so grold war, wie bei
Bestrafung des anderen. Dies war nicht identisch mit der natirlichen Praferenz der
Fliegen. Bei den angegebenen OberflachengrofRen war Benzaldehyd fir die Fliegen
abstofRender als Methylcyclohexanol, sowohl, wenn untrainierte Fliegen die Wahl
zwischen den beiden Gertichen hatten, als auch, wenn man abwechselnd einen der
Gerliche gegen Luft testete (siehe Tab. 2). Moglicherweise assoziieren die Fliegen die
Elektroschocks besser mit Methylcyclohexanol als mit Benzaldehyd und lernen es

besser, was die nattrliche Pré&ferenz ausgleichen wirde.

| -

66



Abb. 13: Apparatur zur klassischen Konditionierung von Drosophila mit einem
Trainingsréhrchen mit Drahtspirale (schrager Pfeil; oben) und zwel Testrohrchen
(unten). In der Mitte befindet sich ein verschiebbares Zwischenstiick mit Anschlissen
fur die Wasserstrahlpumpe (kleine Pfeile). In dem Zwischenstiick befindet sich ein
kleiner Hohlraum (grof3er horizontalter Pfeil). Nach dem Training werden die Fliegen
dort hinein bewegt und kénnen in dem senkrechten Schieber soweit heruntergeschoben
werden, da3 der Hohlraum direkte Verbindung zu den seitlichen Rohren der
» Testebene” erhdlt. Dargestellt sind auRerdem die beiden Duftréhrchen mit den
Behaltnissen fur die Duftstoffe, die auf die Fliegen-Rohrchen aul3en aufgesteckt werden
konnen (Abb. modifiziert nach Tully 1985).

2. 4. 2. Standardtraining

Ungefahr 300 Fliegen, die zwischen 1 und 6 Tagen alt waren, wurden am Vortag des
Experiments in frische Glaser mit dem Standardmedium ohne Hefe und Filter gesetzt.
Dort konnten sie sich dber Nacht putzen und hatten vergleichbare
Umgebungsbedingungen (bezlglich Alter des Glases und Mediums, sowie beziiglich
»Stress' durch eine bestimmte Gesamtzahl von Fliegen im Glas). Die getesteten Fliegen
waren dann also zwischen 2 und 7 Tagen alt. Fur ein Experiment wurden ca. 100
Fliegen in das Trainingsrohrchen gebracht. Dafur wurde eine selbstgebaute Vorrichtung
zum Ansaugen der Fliegen aus den Glasern verwendet: Uber einen Plastikschlauch
wurden die Fliegen in ein Glasréhrchen (& etwa 5 mm) gesaugt, welches am hinteren
Ende mit einem feinmaschigen Netz abgedichtet war. Von dort wurden sie vom

Experimentator vorsichtig in das Trainingsrohrchen geblasen.

Im Trainingsréhrchen waren sie zu Beginn des Experiments fur 90 sec frischer Luft
ausgesetzt. Dann wurde eines der beiden Duftrohrchen 60 sec lang auf das
Fliegenrohrchen aufgesetzt und gleichzeitig Elektroschocks von 120 V fiur 1.25 sec ale
5 sec, also insgesamt 12 Schocks, verabreicht. Nach einer 45 sec dauernden Periode mit
Frischluft folgten weitere 60 sec mit dem anderen Duft, aber ohne Elektroschocks. Nach

wiederum 45 sec Frischluft wurden die Fliegen durch dreimaliges Klopfen aus dem
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Trainigsrohrchen in das verschiebbare Zwischenstiick bewegt und dort zwischen der
Trainings- und Testebene gefangen gehalten. Von dort wurden sie nach weiteren 60 sec
an den Wahlpunkt zwischen den beiden Testrohrchen geschoben. Innerhalb dieser 60
sec war ein Ventil umgeschaltet worden, so dal3 die Luft jetzt durch den unteren Pfad
angesaugt wurde; auf3erdem wurden die vorher verwendeten Duftrohrchen auf die
beiden Testrohrchen gesteckt.

@ | Luit Training (b) Test
strom OCT mit Schock
MCH ohne Schock

Kupfer- L uftstrom L uftstrom
Duft- . | spirale
gefaR ¥ J’ l

Lift

V

Abb. 14: (a) Training: Methylcyclohexanol (MCH) wird nicht mit Elektroschocks
gepaart; Octanol (OCT) wird damit gepaart (in der hier vorgelegten Arbeit wurde statt
OCT Benzaldehyd verwendet). (b) Test: Die Fliegen wurden im beweglichen ,, Lift"
nach unten zum Wahlpunkt verschoben und haben sich fur den vorher unbestraften
Geruch (Methylcyclohexanol; MCH) auf der rechten Seite entschieden. (Abb.
modifiziert aus. Waddell 2001b; Beschriftung ins Deutsche Uber setzt)

Am Wahlpunkt wurden die Fliegen gleichzeitig von einer Seite mit dem vorher nicht
bestraften, von der anderen Seite mit dem vorher bestraften Geruch konfrontiert und
hatten 120 sec Zeit, sich fur eine Seite zu entscheiden. Danach wurde das zentrale
bewegliche Element nach oben geschoben, um die Fliegen in den jeweiligen Rohrchen
gefangen zu halten und sie spater zdhlen zu kdnnen. Die im , Lift* befindlichen Fliegen
(durchschnittlich ~5) wurden nicht mitgezahit. Die Fliegen wurden daraufhin mit CO,
betdubt und gezéhlt. Eine Betaubung vor dem Experiment wurde vermieden, um das
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Verhalten der Fliegen nicht zu beeinflussen, statt dessen wurden sie nur durch Schitteln

oder Ansaugen mit dem Mundschlauch bewegt.

Das Gedachtniswird im Lernindex (L1) quantitativ erfaflt.

LI = (A-B) / (A+B)

A = Anzahl der Fliegen, die den bestraften Geruch vermieden haben; B = Anzahl der
Fliegen, die den bestraften Geruch nicht vermieden haben. Ein LI von 1 bedeutet, dal3
alle Fliegen gelernt haben und sich auch entsprechend verhalten haben. Ein Index von O
bedeutet, dal3 keine Fliege gelernt hat, dal3 also in beiden Testréhrchen gleich viele
Fliegen sind. Ein Index von —1 besagt, dal sich alle Fliegen fur den bestraften Geruch
entschieden haben.

Ein vollstéandiges Experiment bestand aus 2 Teil-Experimenten. In dem einen wurde
Methylcyclohexanol bestraft, in dem anderen Benzaldehyd. Dann wurde der Mittelwert
aus beiden Lernindices errechnet: , Vollstandiger” L1. Der endgultige L ernindex einer
Fliegenlinie ist der Mittelwert aus 6 solchen vollstandigen Lernindices. Das entspricht
ca. 1200 getesteten Fliegen. Die Experimente mit einer Linie erstreckten sich in der
Regel Uber drei verschiedene Tage, und Fliegenstamme, von denen ein schlechtes
Lernen erwartet wurde, wurden soweit wie moglich zur selben Zeit mit Stdmmen

gemessen, von denen gutes Lernen erwartet wurde.

Alle Experimente wurden in Dunkelheit durchgefihrt. Nur eine 665 nm Rotlichtquelle,
fur die Fliegen nicht sichtbar und auf die Apparatur zentriert, war in Betrieb. Die
Raumtemperatur betrug 25 °C und wurde durch einen HeizlUfter konstant gehalten, der
an einen Thermostat angeschlossen war. Die Luftfeuchtigkeit betrug mindestens 85%.
Der Luftbefeuchter wurde nur zwischen den Experimenten angeschaltet, um eine
Beeinflussung der Fliegen durch Vibrationen auszuschlief3en. Diese Bedingungen sind
erforderlich, um ein optimales Lernen zu gewdahrleisten (Tully 1985; DeBelle 1994).

Die hohe Luftfeuchtigkeit erzeugt einen Feuchtigkeitsfilm in dem Trainingsrohrchen,
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welcher den Widerstand zwischen Draht und Fliegenbein verringert und damit den

Elektroschock wirksamer macht.

Vor jeder Reithe von Experimenten wurden die Rohrchen etwa 30 min lang mit Fliegen
beladen, well sich herausgestellt hatte, dal3 der Lernindex in Réhrchen, in denen lange
keine Fliegen waren, geringer ausféllt als nach einiger Zeit der ,,Reifung” mit Fliegen
(Tully 1985). Um den Lernindex zu verbessern, wurden auf3erdem vor jedem
Experiment die DUfte fUr ca. 1 min in die Testrohrchen gesaugt, damit die Fliegen beim
Test sofort dem Geruch ausgesetzt waren, der ansonsten erst langsam anstromen wiirde,
wenn sich die Fliegen zu entscheiden hétten. Danach wurde die Mischluft aus dem
zentralen Element herausgesaugt, damit dort keine Duftreste zurtickblieben. AulRerdem
erschien eine vorsichtige Handhabung der Fliegen beim Hineinblasen, Klopfen und
Verschieben des Zentral sticks fur hohe Lernwerte von Bedeutung.

2.4.3. Test des30 min - und des 4 h - Gedachtnisses

Beim Standardexperiment wird ca. 2 min nach dem Training getestet. Zum Test des
Gedachtnisses nach langeren Zeitintervallen wurden die Fliegen nach der
Trainingsphase, also nach der Prasentation des zweiten Geruchsstoffes, fir 30 min in
ein Rohrchen geklopft, das von den Ausmalien her dem Trainingsrohrchen vergleichbar,
nur kidrzer (4 cm) war. Dort wurden sie, wahrend die Experimente weiterliefen,
belassen, nach 30 min mit dem Mundschlauch wieder angesaugt und in das
Trainingsrohrchen geblasen. Nach 90 sec mit Frischluft wurde die 2. Hélfte des
normalen Experiments durchgefiihrt, also 60 sec ,, Lift*, 120 sec Test.

Der Test des 4 h - Gedachtnisses unterschied sich nur in so weit von dem des 30 min-
Gedachtnisses, as die Fliegen in der Zwischenzeit auf Zucht-Glaser mit Futter gesetzt
und in die 25°C-Kammer gebracht wurden. Dies deshalb, um den Gedéchtniswert nicht
durch die Hungerbelastung zu beeintréachtigen. Weil aber der Transfer der Fliegen in die
grof3en Glaser eine Mehrbelastung durch zweimaliges Klopfen und Ansaugen mit sich
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bringt, wurde darauf bei den 30 min-Tests, bel denen der Futtermangel noch nicht ins
Gewicht féllt, verzichtet.

2. 4. 4. Test der Geruchsvermeidung

Um zu testen, ob die Fliegen der unterschiedlichen Linien die Gerliche gleich gut
wahrnehmen konnen, wurden 100 Fliegen im Trainingsrhrchen 90 sec mit Luft
bestréomt und konnten sich nach 60 sec im ,Lift* innerhalb von 120 sec zwischen
frischer Luft in einem Roéhrchen ohne Duftgefé? und einem der beiden Gerliche im
anderen Rohrchen entscheiden. Die verwendeten Duftstoffe wurden von der Mehrzahl
der Fliegen vermieden: Durchschnittlich etwa 95% der Fliegen zogen Frischluft dem
angebotenen Geruch vor. In einem zweiten Experiment wurde der andere Geruch gegen
L uft getestet und der Ver meidungsindex (V1) folgendermal3en berechnet:

VI = (A-B) / (A+B)

A = Anzahl der Fliegen, die den Geruch vermieden haben; B = Anzahl der Fliegen, die
den Geruch nicht vermieden haben. Wiederum wurde der Mittelwert aus beiden Teil-
Experimenten berechnet (vollstandiger V). Dieses Doppel experiment wurde sechsmal
wiederholt, und der endgultige VI war der Mittelwert aus den 6 vollstdndigen

Vermeidungsindices.

2. 4. 5. Test der Vermeidung von Elektroschocks

In &dhnlicher Weise wurde gemessen, ob die Fliegenlinien den US gleich gut
wahrnehmen und vermeiden. Nach 90 sec im Trainingsréhrchen und 60 sec im ,, Lift"
war fur ca. 100 Fliegen eine Entscheidung zwischen zwei Trainingsréhrchen mit
Leiterplatine und entsprechender Moglichkeit zur Verabreichung von Elektroschocks

verlangt. In einem der beiden Roéhrchen wurden 24 Schocks innerhalb von 120 sec
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verabreicht, im anderen Rohrchen keine. Die Mehrzahl der Fliegen (durchschnittlich
etwa 90%) vermied das Rohrchen, in dem Elektroschocks gegeben wurden.

VI = (A-B) / (A+B)

A = Anzahl der Fliegen, die die Elektroschocks vermieden haben; B = Anzahl der
Fliegen, die die Elektroschocks nicht vermieden haben. Die Seiten, auf denen
Elektroschocks gegeben wurden, wurden in jedem Teil-Experiment vertauscht, der
vollstandige VI aus zwei Halbexperimenten durch Bildung des Mittelwerts errechnet,
und der endgultige VI as Mittelwert von sechs vollstandigen Vermeidungsindices
ermittelt.

2. 5. Statistik

Zur Ermittlung von statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den verschiedenen
Linien bel Lernexperimenten und Kontrollexperimenten wurde ein MANOVA (Sachs
1992) verwendet. Zur detaillierten Analyse wurde, wenn nétig, ein Duncan Post Hoc

Test (beides in einem Statistica 4.5 Programm) herangezogen.
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3. Ergebnisse

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 bei Drosophila ausschliefdich im
Pilzkérper vorhandene rut-abhéngige synaptische Plastizitdt ausreichend fir
wildtypisches Lernen und Kurzzeitged&chtnis im olfaktorischen Lernparadigma ist. Es
besteht Grund zu der Annahme, dal3 der y-L obus digenige Untereinheit des Pilzkorpers
ist, die fir den Erwerb des Kurzzeitgedachtnisses beim Geruchslernen von besonderer
Bedeutung ist. Dagegen ist rut-abhéangige Plastizitét aufl3erhalb des Pilzkorpers fur
normales L ernen nicht ausreichend.

Den idealisierten Darstellungen in Abb. 15 entsprechen am ehesten die beiden Gal4-
Linien MB 247-36y mit ausschliefdlicher Pilzkdrperexpression und c232 mit Expression
im Ellipsoidkorper. Bei Expression der rut’™-cDNA in rut-Fliegen durch die erstere Linie
(Genotyp siehe unten) ergab sich im Verhaltensexperiment (2-min Gedéchtnis) ein
wildtypischer Lernwert, durch die letztere ein rut-typischer. Das Lernen konnte also bei
MB 247 ,gerettet” werden, bei ¢232 nicht. Das spricht daflr, dald das Gedéchtnis im
Pilzkorper lokalisiert ist. Dartiber hinaus wurden mehrere andere Linien getestet, die
nicht so ausschliefdlich wie die beiden dem ,,Ideal” nahekommenden Linien entweder im
Pilzkorper oder aulRerhalb des Pilzkdrpers exprimieren. Die Ergebnisse dieser anderen
Linien weisen insgesamt in die selbe Richtung und erhérten damit die Hypothese der
Lokalisation des Gedachtnisses im Pilzkorper, der die ,, Schnittmenge* der , rescue’-
Linien darstellt.

3. 1. Ergebnisse der L ernexperimente und Expressionsmuster der Gal4-Linien

Es wurden insgesamt elf Gal4-Linien auf ihre Fahigkeit untersucht, das Lernen bei
Drosophila durch Expression der rut’-cDNA zu retten. Der Genotyp der méannlichen
Fliegen war: rut/Y; Gal4-Element/+; PJUASgaLs-rut']/+, oder, wenn das Gal4-Element
auf dem 3. Chromosom lag: rut/Y; +/+; PlJUASgaL4-rut’]/Gal4-Element. Fliegenlinien
des angegebenen Genotyps werden im folgenden mit dem Namen des Gal4-Elements

bezeichnet.
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Kreuzungsschema (in der F1-Generation ist nur der relevante mannliche Genotyp und
aulRerdem nur der Fall mit dem Gal4-Element auf dem 2. Chromosom dargestellt):

rut/rut; +/+; UASIUAS Sz >< +Y; Gal4iGal4; +1+ ()

l

rut/Y; Gal4/+; UAS/+

Trainiert und getestet wurden Fliegen beiderlei Geschlechts. Jedoch wurden nur die
mannlichen gezéhlt und ausgewertet, da sie hemizygot fur die rut-Mutation waren und
damit kein weiteres funktionierendes rut-Allel hatten. Dagegen hatten die weiblichen
Fliegen auf dem zweiten X-Chromosom noch ein wildtypisches rut-Allel (und zeigten
auch etwas bessere Lernwerte als die Mannchen). Geruchslernexperimente, bei denen
sich gleichzeitig getestete mannliche und weibliche Tiere unterschiedlichen Genotyps
im Verhalten unterschieden, hatten gezeigt, dal3 die Fliegen sich individuell entscheiden
und nicht von anderen beeinfluf3t werden (Heisenberg, personliche Mitteilung; Quinn
1974).

Digjenigen Linien, die wildtypische Lernindices zeigen, werden als ,rescue” - Linien
bezeichnet, und die Linien, fir die das nicht zutrifft, as ,nicht-rescue* - Linien. Die
Ergebnisse der Lernexperimente sind zusammen mit den Lernkontrollen in Abb. 15

zusammengefasst und werden im folgenden erlautert.

Zunachst wurden Fliegen vom Wildstamm Canton S (1. Saule in Abb. 15) und die
Mutante rut2080 (2. Saule in Abb. 15) gemessen. Die Lernwerte von 0,89 fir Canton S
und von 0,51 fur rut2080 entsprechen den aus der Literatur bekannten Werten (Tully
1985). Sie sind signifikant voneinander verschieden (p<0,0005).

Die Gal4-Linie elav, die den Transkriptionsfaktor unterschiedslos in allen Neuronen

von Drosophila exprimieren sollte, also auch im Pilzkérper, ergab keinen vergleichbar

hohen Lernwert wie die , rescue’ - Linien, sondern war mit 0,68 sowohl von rut als
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auch von Canton S signifikant verschieden. Zur Deutung dieses Ergebnisses siehe unter
4. 3. Fur diese Linie wurden keine Kontrollexperimente durchgefihrt, deshalb ist der
Lernwert auch nicht in Abb. 15 aufgefihrt.

Funf der Linien, nédmlich MB 247-36y, c772, 30y, 238y und H24 erreichten Lernwerte,
die vom wildtypischen nicht signifikant verschieden waren (,rescue” - Linien; p >
0,05). Den hochsten Lernwert erreichte MB 247 (ein klonierter Enhancer des dMEF2-
Gens; Schulz 1996), die einzige der Linien, die aul}erhalb des Pilzkorpers so gut wie
keine Expression zeigt. Der LI von 201y nimmt eine Mittelstellung ein, indem er sich
zwar signifikant von dem von rut unterscheidet (p < 0,05), aber auch signifikant vom

wildtypischen unterschieden ist (p < 0,005) (Tell-Rettung; ,, partial rescue®).

Die Lernindices der Linien ¢232, 17d, 189y waren nicht signifikant von rut verschieden

(, nicht-rescue” - Linien) (p > 0,05).

Eine weitere verwendete Linie, c522 war ebenfalls nicht signifikant von den rut-Fliegen
verschieden, zeichnete sich aber dadurch aus, da? das Gal4-Element selbst einen
dominant negativen Effekt auf das Lernen austibte und daher nicht gefolgert werden
kann, dal3 der niedrige Lernwert alein durch das Vertellungsmuster der
Adenylatzyklase im Gehirn begriindet ist. Da der dominante Effekt aber das Lernen nur
teilweise beeintréchtigt, werden die Ergebnisse hier trotzdem erwéahnt (siehe auch 3.3.
und 4.3.).

Im folgenden werden die Expressionsmuster (siehe Abb. 16 und Tab. 1) zusammen
mit den Lernindices (siehe Abb. 15 und Tab. 1) der ,rescue” - und , nicht-rescue” -
Linien aufgefthrt.

,rescue’ - Linien:

MB 247-36y - 0,87

Expression ausschliefdlich im Pilzkorper. Dort in alen Untereinheiten: o/f-Loben,

o' /B*-Loben, y-Lobus. Jedoch, im Vergleich zu o/-Loben und y-Lobus, nur schwache
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Expression im a‘-und B‘-Lobus. Auch die Verwendung des Reporters UAS-lacZ-K12
(Schwaerzel 2002) zeigt diese Verteilung, auf3erdem ein schwaches Signal in einigen
Gliazellen des Gehirns aul3erhalb des Pilzkorpers (dazu keine genauere Beschreibung in
Schwaerzel 2002). Die Quantifizierung der Anzahl von Kenyon-Zellen, die unter dem
MB 247-Treiber mit dem UAS-nls-lacZ-Reporter Expression zeigen, ergab eine Zahl
von 711 + 17 Zellen pro Hemisphéare in Mannchen, von 825 + 22 Zellen pro
Hemisphare in Weibchen (Schwaerzel 2002). Bei etwa 2500 Kenyon-Zellen pro
Hirnhélfte sind also bei dieser Linie 1/4 bis 1/3 dieser Zellen betroffen.
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Abb. 15: Ergebnisse der Lernexperimente. Die Saulen reprasentieren den LI einer
Fliegenlinie; die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar; n=6 fur

jeden Genotyp.

c7/72: > 0,83
Expression im gesamten Pilzkorper. Auf3erdem im Antennallobus, Ellipsoidkdrper und

facherformigen Korper (letzterer in Abb. 16 nicht dargestellt). Medianes Bindel.
Verschiedene Bereiche des Protocerebrums. Die Z&hlung der exprimierenden Kenyon-
Zellen (nicht der Zellen auf3erhalb des Pilzkorpers) wie bel MB 247 (siehe oben) ergab
842 + 28 Zellen pro Hemisphare in Méannchen, 871 + 47 Zellen pro Hemisphére in
Weibchen (Schwaerzel 2002). Also etwa 1/3 der Kenyon-Zellen. Die
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Expressionsverteilung im gesamten Gehirn wird wiederum auch mit UAS-lacZ-K12 als
Reporter bestatigt (Schwaerzel 2002).

30y: = 0,80

Expression im gesamten Pilzkorper. Aul3erdem im Antennallobus, Ellipsoidkdrper und

facherférmigen Korper.

238y: > 0,79
Expression im gesamten Pilzkorper. Aul3erdem im Antennallobus und Ellipsoidkdrper.

Medianes Biindel. Neurone der optischen Loben mit Asten zum kontralateralen
optischen Lobus und lateralen Protocerebrum (nach Connolly 1996; in Abb. 16 nicht zu
sehen).

H24: > 0,76

Expression innerhalb des Pilzkdrpers nur im y-Lobus. Fleckformige Expression im

Antennallobus und einer Gruppe von Ringneuronen des Ellipsoidkorpers.

201y: > 0,67

Expression im Pilzkorper. Dort jedoch keine Expression im a'- und B'-Lobus. Im
Vergleich zum y-Lobus nur schwache Expression im a-/B-Lobus. 4 Kenyon-Zell-
Biindel, die schon im Calyx unterschieden werden kdnnen, verbinden sich im Pedunkel
zu 2 Strangen, die sich dann aufteilen und in den Kern des a-Lobus und in den Kern des
B-Lobus ziehen. Exprimierende Kenyon-Zellen mehr am Rand des Pendunkels
projizieren ausschliefdlich in den y-Lobus (Kaiser K., Information aus ,flybrain®;
www.flybrain.org): Betonte Anfarbung der Peripherie der Pedunkel im 3. Bild von links
in Abb. 16 zu sehen. Expression auch im medianen Bindel.
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Abb. 16: Expressionsmuster der verwendeten Gal4-Linien im Gehirn mit dem Reporter
P[UASsaL4-TAU] . Die frontalen Paraffin-Schnitte liegen (von links nach rechts) auf
Hohe der jLoben;, der o/f, o'/f-Loben und dem medianen Bindel; des
Ellipsoidkorpers und der Pedunkel; der Calyces. Schemazeichnung: lobe = Lobus; al
(antennal lobe) = Antennallobus, meb (median bundle) = medianes Bindel; an
(antennal nerve) = Antennalnerv; e (esophagus) = Osophagus; eb (ellipsoid body) =
Ellipsoidkorper; ped (peduncle) = Pedunkel; Kcb (Kenyon cell bodies) = Kenyon-Zell-
Korper; ca (calyx) = Calyx. Dorsal ist oben. Der Mal3stabsbalken entspricht 50 pm.

,hicht-rescue* - Linien:

c232: > 0,59

Expression fast ausschliefdich in den Ringneuronen des Ellipsoidkorpers.

189y: > 0,59

Expression in a- und pB-Lobus und schwache Expression im y-Lobus des Pilzkorpers.

Aulerdem im Ellipsoidkérper, Antennallobus und Antennalnerv. Medianes Biindel.

17d: > 0,57

Expression in a- und B-Lobus des Pilzkorpers. Im Gegensatz zu 201y in den Pedunkeln

nur zentrale Anfarbung. Medianes Biindel.

a/B-Lobus |o'/B‘-Lobus| y-Lobus |Ant.-Lobus| Ellipsoidk. Med.Bundel
MB 247 + + + - - -
cr72 + + + + + +
30y + + + + + -
238y + + + + + +
H24 - - + + + -
201y + - + - - +
c232 - - - - + -
189y + - (+) + +
17d + - - - - +

Tab. 1. Expressionsverteilung der 9 Fliegen-Linien. Die , rescue” - Linien, also die
Linien, deren LI nicht signifikant vom wildtypischen verschieden ist, sind fett gedruckt,

201y mit , partial rescue” kursiv.
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3. 2. Langzeitgedachtnis

Zur Untersuchung des langerzeitigen Gedachtnisses wurden die Zeitspannen 30 min
und 4 h gewéhlt, da in den ersten 30 min bei rut-Fliegen ein verhdltnismaldig steiler
Abfall des L1 zu beobachten ist und nach 4 h der LI schon fast bei null liegt. Es wurde
die ,rescue” - Linie MB 247 gewéhlt, da sie den héchsten Lernwert von allen , rescue’-
Linien hat und keine Expression auf3erhalb des Pilzkorpers besitzt. Es zeigte sich, dal3
schon nach 30 min der Lernwert dieser Linie signifikant niedriger ist als der
wildtypische (siehe Abb. 17). Eine funktionierende Adenylatzyklase ausschlief3lich im
Pilzkdrper scheint also nicht auszureichen, um die Erinnerung in diesem Lernparadigma
langere Zeit auf dem Niveau des Wildtyps zu halten. Trotzdem ist der Lernindex
signifikant grof3er als der der reinen Mutante (Teil-Rettung; ,, partial rescue®). Es konnte
jedoch in nach Abschlul® dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten gezeigt werden,
dal’ MB 247-Fliegen mit zwei Kopien des Gal4-Elements und der rut™-cDNA nach 30
min und 3 h nicht vom Wildtyp verschieden sind (volle Rettung; ,full rescue")
(Schwaerzel 2002; siehe unter 4.4.). Nach 4 hiist der LI von MB 247 weder von Canton

S noch von rut signifikant unterschieden.
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Abb. 17: Abfall des Lernwerts Uber die Zeit bel Wildtyp-Fliegen, rut-Mutante und der
» rescue’ - Linie MB 247. Zum Zeitpunkt O (entpricht einem Kurzzeitgedachtnis von ca.
2 min) ist der Lernwert von MB 247 von dem wildtypischen nicht verschieden (p>0,05).
Nach 30 min ist der Lernwert von MB 247 signifikant vom Wildtyp und auch von rut
verschieden (p<0,05). Nach 4 h ist er weder signifikant von Canton S noch von rut
verschieden (p>0,05). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts an.

3. 3. Kontrollexperimente

Zur Sicherung des Arguments, dal? die Rettung des Lernvermdgens tatsachlich auf der
raumlich begrenzten Wiederherstellung der Adenylatzyklase beruht, wurden folgende
Kontrollmessungen durchgefiihrt:

---Um auszuschlief3en, dal3 die rut-cDNA auch ohne Gal4-Treiber transkribiert wird,
wurden mannliche rut-Fliegen mit UAS-Konstrukt und ohne Gal4-Element gemessen.
Deren Lernwert (3. Saule in Abb. 15) war von dem von Canton S signifikant

verschieden (p<0,0005) d. h. ohne Gal4-Element wird kein ,,rescue” erreicht.

Kreuzungsschema (in der Fl-Generation ist nur der relevante mannliche Genotyp
dargestellt):

rut/rut; +/+; PlJUASgaLa-rut’]/ PIJUASgaLa-TUt'] 9 >< WT Canton S O/
rut/Y; +/+; PlUASgaLs-Tut’]/+

---Um auszuschlief3en, dai3 die Gal4-Elemente selbst bei den ,rescue” - Fliegen einen

dominant positiven Effekt auf das Lernen haben, wurden Fliegen getestet, die

heterozygot fur das entsprechende Gal4-Element und hemizygot fur rut2080 waren.

Diese Fliegen erreichten Lernindices, die signifikant von Canton S verschieden waren
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(p<0,0005). Das Gal4-Element hat also keinen dominant positiven Effekt auf das
Lernen.

Kreuzungsschema (es ist nur der Fall mit dem Gal4-Element auf dem 2. Chromosom
dargestellt; in F1 nur Mannchen dargestellt):

rut/rut; +/+: +/+: 9 >< +/Y: Gald/Gal4; +/+ O

|

rut/Y; Gald/+; +/+

---Um auszuschlief3en, dal3 die Gal4-Elemente bei den , nicht-rescue” - Fliegen einen
dominant negativen Effekt auf das Lernen austiben, wurden Wildtypfliegen mit einer
K opie des entsprechenden Gal4-Elements gemessen. Es wurden weibliche Gal4-Fliegen
und méannliche Canton S-Fliegen miteinander gekreuzt, wobei das Geschlecht hier ohne
Bedeutung fur den Genotyp ist. Es wurden, wie in alen Experimenten, nur mannliche

Fliegen gezahit. Diese Fliegen waren vom Wildtyp nicht signifikant verschieden
(p>0,05).

Kreuzungsschema (Gal4-Element nur auf dem 2. Chromosom dargestellt; in F1 nur
Mannchen dargestellt):

+/+; Gal4/Gald: +/+ Q >< WT Canton S O/

|

+/Y; Gad4/+; +/+

Eine Ausnahme bildete c522: Der LI war auf 0,73 erniedrigt (siehe 4.3.), weshalb diese

Linie aus der weiteren Betrachtung ausgeschlossen wurde. Das bedeutet, das Gal4-
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Element c522 hatte selbst einen Einflul3 auf das Lernen, der unabhangig von der
Expression der rut’-cDNA war. Der niedrige LI im Rettungsexperiment mit Gal4-
Element und UAS-Konstrukt in einer Fliege kann also nicht alleine auf das spezifische
raumliche Verteilungsmuster der rut’™-cDNA unter ¢522 zuriickgefuihrt werden, also
darauf, da3 die rut’-cDNA hauptsichlich auRerhalb der Pilzkorper exprimiert wird,
sondern ist zum Teil durch einen dominant negativen Einfluf3 des Gal4-Elements selbst
bedingt.

Zwei umfassende Reihen wichtiger Kontrollexperimente untersuchten die Duft- und
Elektroschockwahrnehmung der verschiedenen Linien (Tab. 2). Denn nur bei gleicher
Wahrnehmung von CS und US sind die Lernindices Ausdruck unterschiedlicher oder
gleicher Lernleistung und damit vergleichbar, also nicht durch schlechtere oder bessere
Perzeption der Reize verursacht.

CS-Kontrolle: Veranderungen im Wahrnehmungsvermdégen fir die zwei verwendeten
Dufte waren bel keiner der Linien festzustellen. Samtliche Vermeidungsindices waren
nicht signifikant von den wildtypischen verschieden (p>0,05).

US-Kontrolle: Auch der unkonditionierte Stimulus wird von allen Fliegenlinien gleich
gut wahrgenommen (p>0,05). Allerdings sind die Werte von 189y und 17d signifikant
niedriger als der von rut2080 (p<0,05), aber nicht als der von Canton S, worauf es
eigentlich ankommt. Die ,rescue® - Linie c772 hat einen &hnlich niedrigen
Schockvermeidungsindex und lernt trotzdem gut, was ein Argument dafUr ist, dal3 der
niedrige Lernwert der , nicht-rescue” - Linien 189y und 17d nicht durch die niedrige
Schockvermeidung verursacht wird.
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Tab. 2: US- und CS- Vermei dung_]

Fliegen-Linie Schockvermeidungs-1ndex Geruchsvermei dungs-1ndex
BAL MCH Gesamt

Canton S 82,3+2,2 91,7+36  74,7£7,3 83,2+49
rut 86,0+2,4 97,0+14 76,926 86,9+2,0
247 78,6+4,8 87,555 785+11,3 83,0+6,7
c772 69,0+5,4 88,7+3,1 63,0+9,2 759+4,9
30y 80,0+5,7 98,8+1,2 934+30 96,1+18
238y 80,4+4,1 97,5+16 80,5+3,1 93,0+18
H24 87,6+3,0 97,6+2,4 80,5+3,1 89,6158
201y 79,9131 98,7+0,8 84,2444 915+23
c232 81,7+3,0 92,845 73,1+7,7 82,945
189y 69,1+7,4 95,0+3,2 91,2+6,4 93,1+34
17d 67,7+4,4 98,8+0,8 77,0+4,1 87,9+2,1
Tabelle 2. Wildtyp Canton S-Fliegen, rut-Fliegen und rut-Fliegen mit gezielter

Expression der rut’-cDNA wurden auf Vermeidung von Elektroschocks und den in den

Lernexperimenten verwendeten Duften (BAL und MCH; die Werte sind sowohl getrennt
fur beide Geriiche als auch im Mittel aufgefiihrt) getestet. Dargestellt ist der endgultige

Vermeidungsindex plus/minus dem Sandardfehler des Mittelwerts.



4. Diskussion

Mit Hilfe der dargestellten genetischen Methoden und der durchgefihrten
Verhaltensexperimente wurde, in Zusammenschau mit den friheren Experimenten zur
Ausschaltung der Pilzkdrper, zum ersten Mal in der Geschichte der Gehirnforschung
eine Gehirnstruktur as notwendig und hinreichend fir eine Leistung erkannt. Das
olfaktorische Kurzzeitgedachtnisist (mit den unter 4. 5. erwahnten Einschrankungen) in

den Pilzkdrpern der Fruchtfliege Drosophilalokalisiert.

4. 1. Diskussion der Ergebnisse der Lernexperimente und Expressionsmuster der Gal4-

Linien

Bei einem ersten Uberblick tber die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der ,, rescue’ -
und , nicht-rescue” - Linien falt auf, dai3 alle ,rescue” - Linien Expression im y-Lobus
haben, und alle ,nicht-rescue’ - Linien (bis auf 189y mit schwacher Expression im vy-
Lobus) dort keine Expression haben. Weiterhin zeigen alle ,rescue* - Linien bis auf
H24 Expression im a- und B-Lobus. 201y (,partial rescue’) hat Expression in alen 3
Loben-Systemen. Von den drei ,nicht-rescue’ - Linien hat ¢232 Uberhaupt keine
Pilzkorperexpression, 17d und 189y exprimieren in a- und B-Lobus aber nicht im o'-

und B‘-Lobus.

Das besondere der Linie MB 247-36y ist, dal3 sie so gut wie ausschliefdlich im
Pilzkorper Expression zeigt und den hochsten Lernwert aller ,rescue® - Linien hat.
Damit scheidet das mediane Bindel, das bei den von Connolly et al. (1996)
verwendeten Gal4-Linien as zusédtzliche ,Schnittmengen”-Struktur neben den
Pilzkorpern Gbrigblieb, as alternativer Ort des olfaktorischen Kurzzeitgedachtnisses
aus.

Die Tatsache, da3 die ,rescue® - Linie H24, die nicht signifikant von Canton S

unterschieden werden kann, keine Expression im o/p-System, aber Expression im y-

Lobus aufweist, und dal3 die , nicht-rescue”-Linien 17d und 189y im o~ und B-Lobus
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Expression haben, deutet auf die besondere Bedeutung des y-Lobus hin. Die Ergebnisse
lassen die Annahme zu, dal3 nur die y-Loben der Sitz des 2-Minuten-Gedéchtnisses sind.
Selbst wenn in H24 die Rettung des 2-Minuten-Gedéchtnisses unvollstandig ware, was
nicht auszuschlief3en ist, lief3e sich dies auf den Grad oder die Verteilung der Expression
innerhalb des y-Lobus bei H24 zuriickfihren.

Dal bel ala-Fliegen mit fehlenden vertikalen als auch fehlenden horizontalen (B/p‘-)
Loben kein Defekt des Kurzzeitgedachtnisses vorliegt, versuchen Pascual et a. durch
funktionelle Redundanz zwischen den Loben oder, in Bezug auf das Ergebnis der hier
vorgelegten Arbeit (Zars 2000a) durch die spezifische Bedeutung der y-Loben fur das
Kurzzeitgedachtnis zu erkléren (Pascual 2001). Obwohl viel dafir spricht, kann man
aber nicht mit Sicherheit ausschlief3en, dal3 die y-Loben nur zusammen mit dem o/3-
System, woflr die Ergebnisse von McGuire et a. sprechen wirden (McGuire 2001),
100% des wildtypischen Lernwertes restituieren. Wenn die y-Loben tatséchlich
ausreichten, konnte es nattrlich sein, dal3 wiederum nur ein Bruchteil von diesen ca
1000 Fasern auf jeder Seite des Gehirns fur das Kurzzeitgedachtnis fur MCH und BAL

gebraucht wird. Diese interessante Frage bedarf der weiteren detaillierten Klarung.

Wie in der Einleitung dargestellt, wurde bisher die Notwendigkeit der Pilzkorper fur
Geruchslernen durch drel unabhangige Techniken, sie strukturell oder funktionell
auszuschalten, gezeigt (Heisenberg 1985; De Belle 1994; Connolly 1996). Mutanten
ohne oder mit stark verkleinerten Pilzkdrpern (mbm, mbd), Ablation der Pilzkérper
durch das Zdllgift Hydroxyharnstoff und die Uberexpression der konstitutiv aktiven o-
Untereinheit des G-Proteins (G,s) mit Hilfe der Gal4-Technik in den Pilzkorpern
fuhrten alle gleichermal3en zu einer Ausschaltung des Lernens und Gedéchtnisses von
Gerlichen. Dald diese unabhangigen Methoden zu dem gleichen Ergebnis fuhren,
schliefit weitgehend aus, dal’3 die mit jeder einzelnen Methode verbundenen moglichen
Nebeneffekte das Resultat herbeifiihren.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ergdnzen diese Befunde: Die Tatsache,

dai3 die Zerstérung der Pilzkorper das Geruchslernen unméglich macht, beweist nicht,
da’ das Gedachtnis auch dort lokalisiert ist. Es beweist nicht, da3 die Pilzkérper
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hinreichend fir diese Leistung sind, nur, dal3 sie notwendig, also dafir unentbehrlich

sind.

Der umgekehrte Ansatz, der, bel intakter Struktur, von einem Defekt auf molekularer
Ebene ausgeht und den Defekt strukturell begrenzt wieder behebt, lokalisiert hingegen
das ,,Engramm*“ positiv zu dieser Struktur. Synaptische Plastizitdt allein im Pilzkorper
ist hinreichend fir das olfaktorische Kurzzeitgedachtnis. Auf das Modell der rut-
Adenylatzyklase angewandt bedeutet dies, dal3 das Gedéachtnis auf dem Niveau einer
einzigen synaptischen Verbindung zu suchen ware, ndmlich an der Verbindung
zwischen der Prasynapse der Kenyon-Zelle und extrinsischem Ausgangsneuron im
Lobus bzw. am Ubergang zwischen Pedunkel und Lobus. Dort wird rut auch jeweils
hauptséchlich exprimiert. Wenn man Synapsen zwischen den Kenyon-Zellen innerhalb
des Pilzkorpers in Betracht zieht, wirde das Gedéchtnis auch an diesen Synapsen zu
finden sein. Synaptische Plastizitdt in den Neuronen, die den CS weiterleiten, z. B. im
Antennallobus, ist nicht nétig. Dald tatsachliche Transmitterausschittung an diesen
Synapsen beim Lernen entbehrlich ist (McGuire 2001; Dubnau 2001), widerspricht
diesem Modell nicht, es geht nur um die Bereitschaft bzw. die Wahrscheinlichkeit der

Ausschittung in der Herausforderung der Testsituation.

Die sensiblen Neurone, die den US zum Pilzkorper leiten, sind bei Drosophila nicht
bekannt. Die Vermutung liegt nahe, dal’3 sie Verbindungen mit den pré&synaptischen
Endigungen der Kenyon-Zellen herstellen und dort, dem Modell entsprechend,
Transmitter ausschitten, Rezeptoren aktivieren und Uber das G-Protein die AC
stimulieren. Fir dieses Modell sprechen auch die Ergebnisse der Arbeit von Waddell
(Waddell 2000) beziglich der DPM-Neurone (siehe S. 47 f.), die ja synaptische
Verbindungen zu den Loben aufbauen (aber nicht den US weiterleiten, sonst wére in
den Experimenten mit der Hemmung der Transmitterausschittung auch das Lernen
gestort). Gene fur Dopamin-Rezeptoren werden hauptséchlich in den Kenyon-Zellen
exprimiert (Han 1996, Han 1998). Es konnten also dopaminerge Neurone den US an
den Pilzkorper weliterleiten. Dal3 dopaminerge Neurone die Pilzkdrperloben innervieren,
ist bekannt (Nassel 1992). Ebenso, dal3 Mutationen der Dopa-Decarboxylase (Ddc) das
Lernen beeintréchtigen (Livingstone 1983; Tempel 1984).
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4. 2. Vergleich mit den Ergebnissen von J. Connolly et al. (1996) und T. Zars et al.
(2000b)

J. Connolly hat fir die Experimente mit der Uberexpression des G-Proteins Gal4-
Linien benutzt, von denen vier in den hier dargestellten Experimenten ebenfalls
verwendet wurden. Dabel ist die quantitative Ubereinstimmung bis ins Detail
erstaunlich. Digjenigen Linien, die zu einer vollen Wiederherstellung des Lernindex
fuhrten, ergaben bei J. Connolly eine vollstandige Zerstérung des Lernindex (c747,
aquivalentes Expressionsmuster wie ¢772; und 238y, wobei der kleine quantitative
Unterschied zwischen diesen beiden Linien, der aber nicht signifikant ist, wiederum
seine Entsprechung bel J. Connolly hat), 201y, das zu einem mittleren Lernwert flhrte,
zerstorte bei J. Connolly das Lernen auch nur zur Hélfte, und ¢232 (Zentralkomplex)
beschéadigte bei ihm das Lernen nicht, wie auch umgekehrt hier keine Verbesserung
erreicht wurde. D. h. die unterschiedlichen Linien hatten, bedingt durch die spezifischen
Expressionsmuster, in den unterschiedlichen Experimenten dhnliche Wirkungen auf das

Lernen, nur in entgegengesetzter Richtung.

Diesist um so bemerkenswerter, als der rut-abhangige Anteil des Kurzzeitgedachtnisses
nur etwa 40% des Gesamtwertes betrégt, das konstitutiv aktive G,s aber das
Kurzzeitgedachtnis zu 100% blockiert. Nimmt man an, dal3 die Unterschiede in der
Wirksamkeit der Gal4-Linien auf die Unterschiede ihrer Expressionsmuster
zurtickzuftihren sind, kann man sich kaum der Schluf¥folgerung widersetzen, dai3 die
beiden Komponenten des Kurzzeitgedachtnisses co-lokalisiert sind, d. h. dal3 auch die

rut-unabhangige Komponente in den y-Loben liegt.

T. Zars hat ebenfalls einige der hier verwendeten Gal4-Linien benutzt, um die fir das
Lernen in einem anderen Paradigma, der ,, Hitzekammer®, hinreichende Gehirnstruktur
zu finden. In diesem Paradigma werden einzelne Fliegen in eine dunkle Kammer, die
gerade so hoch ist, dal3 eine Fliege darin laufen kann, gesetzt. Sie werden dort darauf
trainiert, eine Seite zu vermeiden, indem das Betreten genau dieser Seite durch die
Erhohung der Temperatur in der gesamten Kammer bestraft wird. Wenn sich die Fliege
auf der anderen Seite aufhalt, wird die Temperatur wieder abgesenkt (Wustmann 1996;
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Wustmann 1997). Nach mehrminitigem Training vermeiden die Fliegen auch ohne
Bestrafung die vorher bestrafte Seite.

Die rut-Mutante hat auch in diesem Paradigama einen Lerndefekt, und durch
Wiederherstellung der wildtypischen Adenylatzyklase konnten Lernen und
Kurzzeitgedachtnis (nach 3 min) mit Hilfe einiger Gal4-Linien gerettet werden. Diesen
waren die folgenden Gehirnareale gemeinsam: Teile des Antennallobus, das mediane

BiUndel und Telle des Ventralganglions.

Im einzelnen: elav, c772 und c522 retteten die Lernfahigkeit; aulerdem die hier nicht
verwendeten Linien ¢115 und ¢271. 30y, 238y, H24 und 201y leisteten dies nicht. 189y
und c232 konnten in der Hitzekammer (wie auch im olfaktorischen Lernparadigma)
nicht retten. Das bedeutet, dal3 die Information des Kurzzeitgedachtnisses bel diesen
verschiedenen Anforderungen an die Fliege, namlich raumliches Lernen mit Hitze als
US und Geruchslernen mit Elektroschocks als US, in unterschiedlichen Gehirnregionen
représentiert ist. Dal3 die Pilzkdrper nicht fur das raumliche Lernen notwendig sind, war
schon dadurch bewiesen worden, dal3 pilzkorperlose Fliegen in der Hitzekammer
normal lernen (Wolf 1998).

Die Tatsache, dal3 Linien, die im einen Paradigma retten, im anderen nicht retten, weist
darauf hin, dal? Uber , rescue* oder , nicht-rescue” die spezifische raumliche Verteilung
der Adenylatzyklase entscheidet und nicht z. B. die Gesamtmenge an AC im Gehirn
(eine ,Massenwirkung® &hnlich der Lashley's) oder die Restexpression in den

Geweben, diein der Immuncytochemie TAU-negativ sind.

4. 3. Diskussion der Ergebnisse von ¢522 und elav

Wie schon erwdhnt hatte bei ¢522 das Gal4-Element einen dominant negativen Effekt
auf das Lernen, weshalb diese Linie in die Gesamtbewertung nicht mit eingegangen ist.
Dieses Ergebnis soll hier dennoch kurz erwahnt werden, da die Erniedrigung des

Canton S-LI durch eine Kopie des Gal4-Elements auf 0.73 nicht vollig ausreicht, um
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den niedrigen Lernwert (0.52) im Rettungsexperiment zu erklaren. Auch kdnnten andere
Ursachen, wie eine Erkrankung genau dieser Fliegen zur Zeit des Kontrollexperiments
eine Rolle gespielt haben. Das Expressionsmuster von ¢522 wirde die bisher gezogenen
Schluf¥folgerungen unterstiitzen. Expression ist hauptséchlich auf3erhalb der Pilzkorper
zu finden: Im Antennallobus, im medianen Bindel, in den Ringneuronen des
Ellipsoidkoérpers, im Antennalnerv und innerhalb der Pilzkérper im o' /B* - System. Die

Vermeidungsindices fur Elektroschocks und Gerliche von ¢522 waren wildtypisch.

elav hatte einen LI von 0.68, was dem von 201y (,partial rescue”) entspricht. Jedoch
wirde man erwarten, dal3 diese panneuronal exprimierende Linie zu einer vollen
Rettung in der Lage ist, da sie ja auch die Pilzkdrper umfaldt. Es sind mehrere Griinde

denkbar, warum elav nur partiell das Lernen rettet:

-Die Bereitstellung der Adenylatzyklase Typ | in bestimmten Regionen auf3erhalb der
Pilzkorper wirkt sich negativ auf das Gedachtnis aus.

-Das Expressionsniveau in den Pilzkdrpern reicht nicht aus, um wie in den , rescue'-
Linien das Lernen wieder herzustellen (so, wie es bei MB 247 nicht ausreichte, um das
30-min- und 4-h-Gedéchtnis wieder herzustellen; siehe unten).

-elav hat durch die P-Element-Insertion im Genom der Fliege einen dominant negativen
Effekt auf das Lernen (wurde nicht getestet).

Im Hitzelernparadigma (siehe oben) hingegen konnte das Lernen durch elav vollstandig
wiederhergestellt werden (Zars 2000b).

4. 4. 30 min - und 4 h - Gedachtnis

In nach Abschlufl3 dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zum léngerzeitigen
Gedéachtnis konnte gezeigt werden, dal3 MB 247-Fliegen mit jeweils zwei Kopien des
Gal4-Elements und des UAS-Konstrukts mit der rut’™-cDNA einen wildtypischen
Gedachtniswert auch noch nach 30 min und 3 h haben (Schwaerzel 2002). Dazu waren

beide Elemente auf ein Chromosom (3.) rekombiniert worden, so dal3 fur dieses
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Chromosom homozygote Fliegen eine grofRere Menge an AC | im Pilzkorper hatten als
die vom Autor dieser Arbeit getesteten MB 247 Fliegen, die, wie die anderen Linien
auch, nur heterozygot fur die beiden Elemente waren. Die Menge an rut-
Adenylatzyklase im Pilzkorper war offensichtlich nicht ausreichend fir eine suffiziente
Rettung gewesen. Bei Schwaerzel et a. war nach 3 min der rut-unabhangige Lernwert
nur 30% des Canton S - Wertes, bei Experimenten dieser Arbeit waren es 60% (bei
insgesamt hoheren absoluten Werten). Moglicherweise ist die etwas verénderte Version
der Verhaltensapparatur und die Verwendung von 3-Octanol statt Methylcyclohexanol
als Duft dafur verantwortlich. Nach 3 h lag der rut-Lernwert, wie aus der Literatur
bekannt, fast bei null, und damit auch der rut-unabhénige Anteil bel fast 0%. Deswegen
ist der wildtypische LI der ,rescue* - Fliegen von ca. 0.4 nach 3 h (bei initialem
Lernwert von ca. 0.6) ein besonders schlagendes Argument dafir, dal? der Pilzkorper
der Ort des olfaktorischen Gedachtnisses ist, und dal3 das Gedéchtnis auch nach 3 h

noch im Pilzkérper gespeichert wird.

Die Tatsache, dal3 nach 3 h noch Transmitterausschittung von den Kenyon-Zellen auf
die Pilzkorperausgangsneurone eine Voraussetzung fur die Présentation des gelernten
Verhaltens ist, zeigt, da3 das Gedachtnis auch dann noch dort zu finden ist. Die
Tatsache, dald3 auf Transmitterausschittung in der Zeit zwischen Lernen und Test
verzichtet werden kann, zeigt zudem, dal3 das Gedachtnis den Pilzkorper nicht verlassen
muf3, um nach 3 h noch vorhanden zu sein. Diese schon seit Arbeiten aus dem Jahre
2001 (McGuire 2001; Dubnau 2001) bekannten Befunde wurden in der Arbeit von
Schwaerzel et al. (2002) mit shi*'-Expression unter der Gal4-Linie c772 bestétigt.

Es scheinen also fir verschiedene Lernleistungen, wie Lernen im Flugsimulator, was
bei gleichbleibendem Kontext ohne Pilzkorper bewerkstelligt werden kann (Liu 1999),
far réaumliches und olfaktorisches Lernen unterschiedliche Gehirnregionen
herangezogen zu werden, aber nicht fir verschiedene Gedachtnisphasen, wie wir es
vom Saugergehirn kennen.
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4. 5. Aussagekraft und Gultigkeit der Ergebnisse im Gesamt-K ontext

Hier sollen auch einige Einschrankungen erdrtert werden, die die Allgemeingultigkeit

der gezogenen Schlul3folgerungen relativieren.

Erstens wurde hier, wie schon mehrfach erwahnt, nur das rut-abhangige Gedachtnis
untersucht. Die rut-Fliegen haben, im Gegensatz zu den pil zkérperlosen Fliegen, immer
noch etwa 60% des Wildtyp-Kurzzeitgedachtnisses. Es ist nicht bekannt, ob dieses
verbleibende Gedéachtnis dadurch bedingt ist, dal3 die Mutante keine Nullmutante ist,
aso noch eine Restfunktion des Gens partiell Lernen ermdglicht, oder ob rut-

unabhéngige synaptische Plastizitat fur die 60% verantwortlich gemacht werden kann.

Zweitens ist das tatsachliche raumliche Verteilungsmuster der rut’-cDNA nicht direkt
beobachtet worden, sondern nur aus der Verteilung des P(UASGaL4-TAU)-Reporters
geschlossen worden. Da noch kein Antikorper gegen das rut-Protein verflgbar war, war

die direkte Sichtbarmachung nicht moglich.

Drittens koénnte zwar die Tatsache, da’3 selbst ein so massiver Eingriff in das
AC/cCAMP-System wie die G,sExpression (Connolly 1996) wahrend der gesamten
Entwicklung, wodurch ja das Lernen zu 100% zerstért wird, keine Letalitét oder andere
Verhatensdefekte hervorruft, darauf hinweisen, dal3 die AC | oder andere durch Ggs
beeinflute ACs keine grofRere Rolle wahrend der Entwicklung spielen, es ist jedoch
nicht ausgeschlossen, dal3 die Rettung im adulten Tier eine Folge des Vorhandenseins
des Enzyms in der Larve ist. Gerade der y-Lobus ist dagenige System in den
Pilzkdrpern, das am frihesten in der Entwicklung angelegt wird. Die rut-AC konnte fir
synaptische Plastizitét verantwortlich sein, die fur die korrekte Vernetzung der Neurone
in der Entwicklung sorgt. Sie ist ja auch fur erfahrungsbedingte strukturelle Plastizitét
verantwortlich (siehe S. 50). Andererseits haben zeitlich kontrollierte , rescue’-
Experimente bel dnc-Fliegen (siehe S. 44) den Lerndefekt Entwicklungs-unabhangig
behoben (Dauwalder 1995). Da dnc den selben Signalweg betrifft wie rut, konnte das
dafir sprechen, dal3 auch bei rut die Rettung des Lernens nicht durch Wirkungen
wahrend der Entwicklung bedingt ist.
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Viertens wurde hier nur ein einziges Paar von Duftstoffen untersucht. Es kénnte sein,

daf’ der y-Lobus nur fir diese speziellen Geriiche der Ort des Kurzzeitgedachtnissesiist.

5. Resiimee, Ausblick und Erérterung der Ubertragbarkeit auf menschliches
Gedéachtnis

Mit dem erfolgreichen pilzkérperspezifischen ,rescue® des olfaktorischen
Gedéchtnisses schliefdt sich der Kreis, dessen erster Halbkreis durch die Pilzkorper-
Ablationsexperimente erdffnet worden war. Die Pilzkdrper sind notwendig und

hinreichend fir olfaktorisches Lernen.

Es ist keineswegs selbstverstandlich, dal? bel einem so einfachen Organismus wie einer
Fliege mit nur etwa 200 000 Neuronen im Gehirn Erinnerungen beziglich einzelner
Verhaltendeistungen (z. B. Geruchs- und Hitzelernen) in separaten Gehirnregionen
vertreten sind. Man konnte auch erwarten, dal’ das Zusammenspiel aller oder vieler

Bereiche nétig wére.

Die Tatsache, dal3 fur verschiedene Lernparadigmen verschiedene Hirnregionen die
Speicherung Ubernehmen, scheint zu zeigen, dal3 es fir das Kurzzeitgedachtnis keinen
allgemeinen Gedéachtnisort Uberhaupt gibt. Mdglicherweise werden, wie es etwa flr das
sogenannte nicht-deklarative Gedachtnis gefordert wird, die Gehirnregionen, die an der
Verarbeitung der Reize und Informationen selbst schon beteiligt sind, auch fir deren
Kurzzeit-, eventuell auch Langzeitspeicherung, benutzt. Die Entwicklung neuer
Lernparadigmen wird die Mdglichkeit schaffen, die Gemeinsamkeiten und Unterschiede

des Gedéachtnisses bel verschiedenen Formen des Lernens zu ergrinden.

Die Anwendung der Hitzeschock-Flippase Technik wird die zeitliche Kontrolle der
Expression der rut’™-cDNA ermdglichen, um Entwicklungsdefekte auszuschliefien. Dies
ist bei dnc schon geschehen (Dauwalder 1995). Bel dieser Technik kann man durch eine
Temperaturerhhung bewirken, dald3 eine DNA-Region, die von zwel FRT-Regionen
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flankiert ist und z. B. den UAS-Promotor von dem rut™-Gen trennt, herausgeschnitten

und damit die Transkription des Gens ermdglicht wird (Golic 1989).

Zur Beurteilung der Frage des Expressionsniveaus von rut” wird die Herstellung und
Verwendung eines fur die rut-AC spezifischen Antikorpers aufschlufdreich sein. Die
Generierung einer Nullmutante fir rut wird die Frage der verbleibenden 60% beim LI
weiter kldren. Die Messung weiterer Gal4-Linien mit héherer Menge an rut-Protein
(wie schon mit MB 247 geschehen) wirde zeigen, ob auch fir langerzeitiges
Gedachtnis die y-Loben eine vordringliche Bedeutung haben, oder ob, wie die ala-
Fliegen vermuten lie3en, eine Verlagerung innerhalb der Pilzkorper im Laufe der
Konsolidierung bis hin zur Ausbildung von LTM stattfindet.

Die Ahnlichkeiten, die zwischen Invertebraten und Siugetieren, einschliellich des
Menschen, gerade auf molekularer Ebene mehr und mehr erkannt werden, geben Grund
zur Hoffnung, die bel Drosophila gewonnenen Erkenntnisse auch zum Verstandnis der
menschlichen Gedéachtnisprozesse verwenden zu kénnen. Die Evolution scheint ja mit
der Adenylatzyklase und dem cAMP auf ganz elementare und damit weit verbreitete
molekulare Vorgange der Signaltransduktion, die sogar schon in Bakterien vorkommen,
zurlckgegriffen zu haben, um eine ganz neue Leistung, ndmlich die von Lernen und
Gedéachnis zu schaffen.

Zur Erforschung des Gedéchtnisses erwies sich gerade Drosophila melanogaster as
ideales Versuchsobjekt wegen der neuen Mdoglichkeiten der gewebespezifischen
Expresson von Transgenen, der Eignung fir Verhatensexperimente sowie dem
niedrigen Komplexitdtsgrad des Gehirns, der aber doch so hoch ist, dal3 Lernen und
Gedéchtnis in einem Mal3e, wie wir es von hoheren Organismen her kennen, vorhanden
sind. Es bestent also ein Zugang sowohl auf molekularer Ebene, auf der
Verhatensebene als auch auf der strukturellen Ebene.

Eine Bricke zum Menschen findet sich auf der molekularen Ebene z. B. schon

hinsichtlich der Bedeutung der Proteinkinase M fur LTP und der Adenylatzyklase fir
LTP und Lernen bel Fliegen und Mausen (siehe 1.4.6. und 1.5.4.1.). Die letzten
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gemeinsame Vorfahren der Mause mit dem Menschen liegen ca. 60 mio Jahre zurlck.
Dagegen trennen den Menschen von der Fliege ca. 500 mio Jahre (Campbell 2002). Die
Ansicht, LTP sei eine Grundlage von Gedachtnis bei Vertebraten, ist jedoch selbst bei
Mausen umstritten. Beim Menschen gibt es hieriber keine Erkenntnisse. Auf der
strukturellen Ebene ist der Vergleich Mensch - Fliege noch schwieriger. Bel so
ungeheuer unterschiedlichen Gehirnen, sowohl hinsichtlich Grof3e als auch Aufbau, und
vom derzeitigen Stand des Wissens aus |alét sich die beliebte Homologisierung von
murinem oder menschlichem Hippocampus und Pilzkorper schwer vertreten. Hier ist
zuné&chst noch viel Detailarbeit auf den einzelnen Gebieten notwendig. Rein auf3erlich
spréachen im Moment fir die Homologisierung: Die Bedeutung fur das Gedachtnis, die
enge Verbindung zum olfaktorischen System, die starke Expression lern-relevanter
Gene in beiden Systemen, das phylogenetisch hohe , Alter” der Hippocampusformation
im Vergleich zu anderen Hirnteilen. Andererseits hat der Pilzkdrper womoglich eine
grundlegendere Funktion in der Entscheidungsfahigkeit (siehe 1.5.3.), die beim
Menschen eher nicht im Hippocampus liegt. Die Verbindung zum olfaktorischen
System ist bei den Pilzkorpern in der Evolution erst spéter hinzugekommen, was man
aus der unterschiedlichen Grof3e der Calyces bel verschiedenen Insekten folgern kann
(Heisenberg 2003; Strausfeld 1998).

Bezlglich des Gedachtnisses bestehen, die Zul&ssigkeit des Vergleichs vorausgesetzt,
folgende Unterschiede: Wie in der Diskussion erlautert, gibt es einige Hinweise, dal3
das Gedéachtnis den Pilzkorper im Laufe der Zeit nicht verlalét. Im Gegensatz dazu wird
der Hippocampus fur eine Zwischenstation auf dem Weg der Gedachtniskonsolidierung
gehalten. Verletzungen kortikaler Assoziationsareale deuten darauf hin, dal3 die
Langzeitspeicherung in diesen Arealen erfolgt, die auch fur die urspringliche
Verarbeitung der Information vor Weitergabe an den Hippocampus verantwortlich
waren (Kandel 2000, S. 1233). Hinzu kommt, dal3 der Hippocampus nur fir das
.deklarative”, nicht far das ,nicht-deklarative® Gedéachtnis (Verhaltensebene)
verantwortlich sein soll (Squire 1999), und eine solche Unterscheidung kann bei
Drosophila noch nicht sinnvoll gemacht werden. Wenn man davon ausgeht, dal3 sich
das explizite Gedachtnis im Laufe der Evolution erst spat ausgebildet hat, kdnnte man
aber ein bel Drosophila schon vorhandenes, von unserem Standpunkt aus jetzt als
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»implizit* bezeichnetes, Gedachtnissystem postulieren, das seine Bedeutung neben dem

expliziten Gedachtnis bei hoheren Organismen nicht eingebifét hat.

Beim impliziten Gedéchtnis bestiinden damit groRere Ahnlichkeiten als beim
Hippocampus-abhangigen. Beim hippocampektomierten Patienen ,H. M.“ liefd sich mit
gezielten Lerntests ein im Gegensatz zum expliziten Gedachtnis noch erhaltenes
implizites/prozedurales Gedachtnis, also der Erwerb bestimmter Fahigkeiten durch
Ubung, nachweisen (siehe 1.2.2)). Es wére aufgrund der Gemeinsamkeiten in der
genetischen Ausstattung zu erwarten, dal’ dieses Gedachtnis auch dhnliche molekulare
Grundlagen hat wie das in dieser Arbeit untersuchte Gedachtnis. Es wéare von den
Prinzipien der Evolution her aber auch zu erwarten, dal3 die molekularen Mechanismen
»hoherer* Gedéchtnisformen nicht vollig andere sind, sondern auf schon vorhandenen
aufbauen.

Die deutlichste Neuerung, die damit auch das grofte Hindernis eines direkten
Vergleichs Fliege - Mensch darstellt, war wohl die , Erfindung* sprachbezogenen
Bewuldtseins und Gedéchtnisses, was auf3er beim Menschen nur noch bei

hochentwickelten Sdugetieren ansatzwei se vorhanden sein mag.
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6. For male Zusammenfassung

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 das olfaktorische Kurzzeitgedachtnis

von Drosophila melanogaster in den Pilzkdrpern lokalisiert ist.

Zu Beginn dieser Doktorarbeit war bekannt, dal3 die Pilzkorper notwendig fur das
Geruchsgedachtnis sind. Drel unabhéngige Methoden der Ablation bzw. Veranderung
der biochemischen Eigenschaften der Pilzkorper hatten zu dem selben Ergebnis gefihrt,
dal3 funktionierende  Pilzkorper  unentbehrlich  fur den  Aufbau  eines
Geruchsgedachtnisses sind. Noch informativer als ein Experiment, in dem durch
Zerstorung einer Struktur eine Leistung unmadglich gemacht wird ist der umgekehrte
Weg, der durch einen gewebespezifischen ,rescue* die Leistung wiederherstellt. Dazu
wurde in dieser Arbeit das wildtypische Allel des Gens rutabaga in rut-mutanten
Fliegen mit Hilfe des Gal4/UAS-Systems ausschliefdich in den Pilzkorpern, bzw., im
Gegenexperiment, nur auf3erhalb der Pilzkorper zur Expression gebracht. rut kodiert fur
die Adenylatcyclase I, die mit synaptischer Plastizitdt bel Drosophila, Aplysia und
Mausen in Verbindung gebracht wird. Man geht davon aus, dal3 synaptische Plastizitét
die molekulare Grundlage fur Lernen und Gedachtnis ist. Die AC | stellt cAMP her,
dessen Menge und préazise Regulation die Ubertragungsstérke an Neuronen beeinfluft.
Eine Storung dieses Signalweges z. B. durch die rut-Mutation fuhrt zu einer

Beeintrachtigung des Gedachtnisses bei Drosophila

rut wurde mit Hilfe des in Drosophila etablierten Gal4/UAS-Systems exprimiert: Der
gewebespezifisch aktive Hefe-Transkriptionsfaktor Gal4 fihrt dazu, dal3 das hinter
einen Gal4-spezifischen UAS-Promotor klonierte wildtypische rut-Gen in denjenigen
Zellen transkribiert wird, in denen der Transkriptionsfaktor vorhanden ist. Dies wurde
in einer rut-Mutante durchgefihrt, so dal3 in alen anderen Zellen keine funktionierende
AC | vorhanden war. Die rut-abhéngige synaptische Plastizitdt wurde damit
ausschliefdlich auf die gewunschten Regionen beschrankt. Das Expressionsmuster der

Gal4-Linien wurde durch Immuncytochemie (Anti-Tau) sichtbar gemacht.
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Diese Fliegen wurden in einem klassischen Konditionierungsexperiment auf ihr
Geruchs-Gedéachtnis untersucht. Dazu wurden einer Gruppe von Fliegen nacheinander 2
Gerliche prasentiert, von denen einer mit Elektroschocks gepaart war. Nach ca. 2 min
konnten diese Fliegen sich fur einen der beiden Gerliche entscheiden, die nun
gleichzeitig aus 2 unterschiedlichen Richtungen dargeboten wurden. Je nach
Lernleistung entschieden sich mehr oder weniger Fliegen fur den vorher unbestraften

Geruch.

Es ergab sich, dald der Ort im Gehirn, an dem die wildtypische AC | exprimiert wurde,
Uber die Hohe des Gedéchtniswertes entschied: Die AC | ausschliefdlich in den
Pilzkdrpern gewahrte ein vollig normales Gedachtnis, wogegen die AC | aul3erhalb der
Pilzkorper das Gedéachtnis nicht gegenlber der rut-Mutante verbessern konnte. Die
Analyse der Expressionsverteilung von insgesamt 9 getesteten Fliegenlinien mif3t
Uberdies dem y-Lobus des Pilzkorpers eine besondere Bedeutung bel und |&3t den
Schluf3 zu, dai’ das hier untersuchte Gedachtnis ausschliefdich in den y-Loben lokalisiert
ist.

Dieses erfolgreiche rut-,rescue’ - Experiment zeigt, daf3 rut-abhéngige synaptische
Plastizitét ausschliefdich in den Pilzkdrpern ausreichend fur ein wildtypisches
Gedachtnis ist. Dieses Ergebnis vervollstéandigt die Erkenntnisse von den Pilzkérper-
Ablationsexperimenten insofern, als nun die Aussage zutrifft, da’3 die Pilzkdrper

notwendig und hinreichend fir das ol faktorische Kurzzeitgedachtnis sind.
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