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V

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zeigt die Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für das olfaktori-

sche Lernen und Gedächtnis der Honigbiene.

Die Desintegration verursachte schwere assoziative Lern- und damit zusammen-

hängend Gedächtnisdefizite, die lediglich nach starkem Training mit kurzem Inter-Trial-

Intervall auftraten. Die Stabilisierung der Mikrotubuli hingegen förderte unabhängig von

den Trainingsparametern sowohl assoziatives Lernen als auch die Gedächtnisbildung.

Nicht-assoziatives Lernen blieb jeweils unbeeinflusst.

Wider Erwarten bewirkte eine veränderte Integrität bereits während des Trainings

Akquisitionseffekte, denen schnelle Prozesse im Minutenbereich zugrundeliegen müs-

sen. Die Auswirkung auf die Aktivität von Ca2+-Kanälen oder der Acetylcholin Esterase

konnte hierbei ausgeschlossen werden. Mit der Integrität veränderte sich ebenso die

Acetylierung des α-Tubulins, die zur Effizienz intrazellulärer Transportprozesse bei-

trägt. Dies deutet daher auf einen veränderten intrazellulären Transport während der

Akquisition hin.

Weitere die Akquisition beeinflussende Faktoren veränderten ebenfalls die Acetylie-

rung des α-Tubulins. Damit liefert diese Arbeit erste Hinweise für die Beteiligung der

Tubulin-Acetylierung sowie die Notwendigkeit der Mikrotubuli-Integrität während asso-

ziativem Lernen und der Gedächtnisbildung bei spezifischen Trainingsparametern.
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VI

Summary - Zusammenfassung in englischer Sprache

The present work shows the importance of microtubule integrity on olfactory learning

and memory in the honeybee.

The disintegration caused severe deficits in associative learning and related memory

only after a strong training with short inter-trial-interval. Pharmacological stabilization

of microtubules promoted both associative learning and memory formation regardless

of the training parameters. Non-associative learning remained unaffected.

Unexpectedly, an altered integrity induced acquisition effects already during training.

Acquisition is driven by fast processes in the range of minutes. Effects on the activity

of Ca2+-channels or on acetylcholine esterase could be excluded. Together with the

integrity the acetylation of α-tubulin changed. Latter contributes to the efficiency of

intracellular transport processes. A change in intracellular transport during acquisition

therefore seems likely.

Other factors affecting acquisition in addition changed the acetylation of α-tubulin.

Thus this work provides first evidence of the involvement of tubulin acetylation and the

necessity of microtubule integrity during associative learning and memory formation at

specific training parameters.
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1

1 Einleitung

1.1 Lernen und Gedächtnisbildung

Als Lernen ist der Erwerb von geistigen, körperlichen und sozialen Kenntnissen, Fä-

higkeiten und Fertigkeiten definiert. Dies ermöglicht Lebewesen eine Änderung ihres

Verhaltens. Die Fähigkeit zu Lernen und auch die Fähigkeit des Erinnerns (Gedächt-

nis) sind im gesamten Tierreich hoch konserviert, da im Grunde alle Nervenzellen in

allen Individuen ähnlich funktionieren. So werden während des Lernprozesses die Er-

fahrungen im Gehirn bewertet, können als Erinnerungen in Form eines Gedächtnisses

gespeichert, jederzeit wieder abgerufen und somit zu einer bestimmten Verhaltens-

weise umgesetzt werden. Nach dem Aneignen des Gedächtnisses, der sogenannten

Akquisition, kommt es zu dessen Festigung (Konsolidierung). Die gespeicherte Infor-

mation kann für kurze Zeit, mittelfristig oder sogar lebenslang zur Verfügung stehen.

Basierend auf dieser Zeitspanne wird das Gedächtnis unterteilt in Kurzzeit- (short-term

memory, STM), Mittelzeit- (mid-term memory, MTM) und Langzeit-Gedächtnis (long-

term memory, LTM).

1.1.1 Zelluläre Grundlagen des Lernens und der Gedächtnisbildung

Lernen und die Gedächtnisbildung sind dynamische Prozesse, die aus verschiedenen

Phasen bestehen und durch unterschiedliche Mechanismen in Gang gesetzt und auf-

recht erhalten werden [169]. Sie unterliegen einer andauernden Veränderung.

Neuronale Grundlage dieser Modulationsfähigkeit im Gehirn bildet die synaptische

Plastizität. Sie kann als Modell zur Untersuchung der zellulären Mechanismen der

Gedächtnisbildung dienen, da hierbei synaptische Verbindungen zwischen Neuronen

verknüpft werden [5, 6, 123]. Diese sind nicht starr, sondern unterliegen ständigen

Umstrukturierungen. So werden beispielsweise während des Lernens neue Verbin-

dungen geschaffen oder es werden bereits bestehende geschwächt bzw. verstärkt, so

dass die neuronale Aktivität moduliert wird. Zur Änderung der Stärke der synaptischen

Übertragung wachsen beteiligte Synapsen, damit Kontaktflächen zwischen Neuronen

vergrößert werden. Weiterhin kann die Rezeptorausstattung verändert und auch die

Tina Martin



1 Einleitung 2

Transmitterfreisetzung angepasst werden. Damit die synaptische Verknüpfung aller-

dings verstärkt werden kann, müssen nach der Hebb’schen Regel beide Neurone, also

die prä- und postsynaptische Nervenzelle gleichzeitig aktiv sein (Koinzidenz) [72].

1.1.2 Molekulare Grundlagen des Lernens und der Gedächtnisbildung

Auf molekularer Ebene spielen second messenger Kaskaden eine zentrale Rolle bei

der Modulation der neuronalen Aktivität sowie der Konnektivität zwischen Neuronen

und tragen so zur Gedächtnisbildung bei [137]. Die Grundlagen hierzu wurden in vielen

Organismen wie der Maus (Mus musculus) [18], der Meeresschnecke (Aplysia califor-

nica) [4, 37], der Taufliege (Drosophila melanogaster ) [114, 207] und der Honigbiene

(Apis mellifera) [53, 136] untersucht. Die molekularen Mechanismen sind sehr ähnlich

und evolutionär stark konserviert [131].

So spielt sowohl in Mollusken, in Insekten aber auch in Säugetieren der second

messenger cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) und die cAMP-abhängige Pro-

teinkinase A (PKA) eine entscheidende Rolle beim Lernen sowie der neuronalen Pla-

stizität [137] und bildet damit die molekulare Basis aller Gedächtnisse. Zwar beruhen

demnach das Kurzzeit- und Langzeitgedächtnis grundlegend auf der Aktivität der PKA,

dennoch unterscheidet sich aber die Konsolidierung beider Gedächtnisse (vgl. Abbil-

dung 1).

Der molekulare Ablauf zur Gedächtnisbildung wurde besonders an Aplysia erforscht

und beginnt mit einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration, sowohl durch

Depolarisation der Präsynapse als auch durch Stimulation der Postsynapse nach Trans-

mitterfreisetzung. Der erhöhte Ca2+-Spiegel aktiviert nachfolgend eine membranstän-

dige Adenylatcyclase, welche als Koinzidenzdetektor fungiert und unter ATP-Verbrauch

den second messenger cAMP erzeugt. Durch cAMP wird wiederum die PKA akti-

viert. Diese kann nun ihre Zielproteine phosphorylieren und kurzzeitig die Signalwei-

terleitung zwischen Neuronen verstärken, indem beispielsweise die Empfindlichkeit

der Zelle erhöht wird [102, 103]. Die Effekte sind nur von kurzer Dauer, da auch

Phosphodiesterasen (PDE) und Proteinphosphatasen aktiv sind, die cAMP abbauen

und Phosphorylierungen wieder entfernen, wodurch der PKA-Aktivität entgegengewirkt

wird [120]. Dennoch bilden diese posttranslationalen Modifikationen die Grundlage des

STM.

Während zur Ausbildung eines Kurzzeitgedächtnisses bereits vorhandene Proteine
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1 Einleitung 3

Abbildung 1: Molekularer Unterschied zwischen Kurz- und Langzeitgedächtnis. Ein schwacher Sti-
mulus bewirkt durch die Aktivität von Proteinkinasen wie PKA eine vermehrte Transmitter-
freisetzung und erhöht damit die Intensität der Reizweiterleitung an der Synapse (Kurz-
zeitgedächtnis). Ein starker Stimulus, z.B. durch längere Reizung der Synapse bewirkt
einen Transport der PKA in den Zellkern, wo die Expression gedächtnis-relevanter Gene
induziert wird und zur Neusynthese von Proteinen führt, die z.B. für morphologische Än-
derungen der Synapse gebraucht werden (Langzeitgedächtnis). Proteine werden jeweils
entlang der Mikrotubuli transportiert. Nach [93].

oder Ionenkanäle modifiziert werden, müssen zur Erzeugung eines Langzeitgedächt-

nisses neue Proteine sowie weitere Zellbestandteile hergestellt werden, damit struktu-

relle Veränderungen wie das Wachstum neuer Synapsen oder die Festigung bestehen-

der Verbindungen erfolgen können. Hierzu muss die PKA stärker oder andauernder ar-

beiten, beispielsweise durch mehrmalige Aktivierung. Trifft dies zu, wandert die Kinase

in den Nukleus und phosphoryliert den Transkriptionsfaktor CREB (CRE-binding pro-

tein), was dessen Aktivierung bewirkt [40, 177, 202]. Durch die Aktivität von CREB und

des Cofaktors CBP (CREB binding protein), eine beim Lernen und der Gedächtnisbil-

dung essentiell beteiligte Histonacetyltransferase, kann die Genexpression und somit

auch die Synthese von Proteinen, die für die Gedächtnisbildung nötig sind, angeschal-
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tet werden [192]. Dies trägt langfristig zur Verstärkung der Signaltransduktion und da-

mit zur Ausbildung eines langandauernden Gedächtnisses bei. Demnach besitzt die

Genexpression, v.a. die Transkription gedächtnis-relevanter Gene eine entscheidende

Rolle bei der Konsolidierung des LTM [205].

Neben der gleichzeitigen Aktivität zweier Neurone und der cAMP-PKA Signalkaska-

de wirken sich auch weitere Kaskaden wie die Ca2+-CamK Kaskade [11] oder der

inhibierende Transkriptionsregulator CREB-2 auf die Gedächtniskonsolidierung aus

[29, 138]. In höheren Organismen mit komplexen Lernformen spielen bei der Aus-

bildung eines stabilen Gedächtnisses auch Faktoren wie Motivation, circadiane Rhyth-

mik, Sättigungszustand, Alter, aber auch Stress eine wichtige Rolle.

1.1.3 Mikrotubuli bei Lernen und Gedächtnisbildung

Um die zur LTM Bildung hergestellten Proteine und Organelle vom Soma aus an ihren

Wirkort zu befördern, werden Mikrotubuli benötigt, entlang derer der axonale Trans-

port in Neuronen geschieht. Mikrotubuli sind Elemente des Cytoskeletts der Zelle,

welche u.a. am intrazellulären Transport von beispielsweise Vesikeln oder Organel-

len [25, 30, 161], bei der Zellteilung (Mitose), bei der Bewegung von Zellen, aber auch

an der Polarität der Zelle beteiligt sind [189, 210]. Dabei sind die Mikrotubuli in allen

Eukaryonten stark konserviert.

Die strukturellen Untereinheiten der Mikrotubuli stellen das α- sowie β-Tubulin dar,

welche sich einander sehr ähneln. Beide Untereinheiten haben eine ähnliche Sekundär-

und Tertiärstruktur, GTP-Bindefähigkeit sowie ein Molekulargewicht von etwa 50 kDa

[199]. Um einen Mikrotubulus aufzubauen, kommt es zunächst zur Bildung von Hetero-

dimeren, bestehend aus α- und β-Tubulin. Diese Heterodimere sind eng aneinander

gebunden und dissozieren nur unter denaturierenden Bedingungen. Nachfolgend for-

men sie nach ihrer Bindung kurze Protofilamente, von denen sich 13 zu einer zylinder-

förmigen Struktur, den sogenannten Mikrotubuli zusammenlagern (siehe Abbildung 2).

Die entstandene Struktur ist polar, denn sie besitzt an ihrer Basis, dem sogenannten

MTOC (microtubule organisation center) ein Minus-Ende. Neue Dimere lagern sich am

gegenüberliegenden Plus-Ende an, so dass der Mikrotubulus in Plus-Richtung poly-

merisiert und demnach wachsen kann. Bei den Mikrotubuli handelt es sich ferner um

dynamische Strukturen. Es wechseln sich Polymerisations- mit schnellen Depolymeri-

sationsphasen ab. Dies ist u.a. nötig, damit die Zelle flexibel reagieren kann [91].
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Mikrotubuli. Heterodimere aus α- und β-Tubulin bilden kurze
Protofilamente, von denen sich 13 weiter zu den zylinderförmigen Mikrotubuli zusammen-
lagern.

Für den intazellulären Transport werden zudem auch Motorproteine benötigt, die

an Mikrotubuli binden und z.B. Organelle oder Vesikel mit Proteinen in der Zelle in

eine bestimmte Richtung transportieren. Kinesine befördern ihre Fracht in Richtung

Zellperipherie entlang der Mikrotubuli zu deren Plus-Ende hin. Dies bezeichnet man als

anterograden Transport. Den retrograden Transport zum Minus-Ende der Mikrotubuli

steuern Dyneine.

Essentiell ist so beispielsweise der intrazelluläre Transport von Vesikeln mit N-methyl-

D-aspartat (NMDA) bzw. α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure (AM-

PA) Rezeptor-Untereinheiten während des Lernens und der Gedächtnisbildung. Auch

dieser Vesikeltransport in die Dendriten verläuft entlang der Mikrotubuli [77, 172, 203].

Gardiner et al. [57] stellten ein Modell auf, welches die Verbesserung des anterograden

Transports verdeutlicht. Hierbei handelt es sich um den Transport des JIP (JNK interac-

ting protein), was außerdem die Beteiligung der JNK Proteinkinase am intrazellulären

Transport aufzeigt.

Die Störung der intrazellulären Transportabläufe führt häufig zur Krankheitsentwick-

lung wie beispielsweise bei Huntington (Chorea Huntington). Bei Patienten mit die-

ser Krankheit ist der Transport des BDNF (brain-derived neutrophic factor) gestört.

Durch HDAC6-Inhibition lässt sich in der Zellkultur jedoch das Transportdefizit ausglei-

chen, indem eine Erhöhung der Tubulin-Acetylierung induziert wird [42], weshalb der

Tubulin-Acetylierung als posttranslationale Modifikation folglich eine wichtige Funktion

zukommt.
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1.1.4 Proteinacetylierung in Lernen und Gedächtnis

Posttranslationale Modifikationen (PTM) sind Veränderungen von Proteinen, die nach

der Translation stattfinden und unterschiedliche Auswirkungen besitzen können. Mo-

difikationen wie z.B. die Phosphorylierung von Serin- oder Threoninresten bestimmter

Proteine oder Kanäle spielen eine zentrale Rolle beim Lernen und der Gedächtnisbil-

dung. Beispiele weiterer Modifikationen, die für Lernen und Gedächtnis relevant sind,

stellen die Methylierung von Lysinen bzw. Argininen, die Glykosylierung, die Ubiquiti-

nylierung, die Palmitoylierung und v.a. die Acetylierung von Proteinen dar [184].

In diesem Zusammenhang beeinflusst die Acetylierung beispielsweise die Ausbil-

dung des Angstgedächtnisses [1, 66, 145, 192], die Fähigkeit zur Objekterkennung

[17, 104, 128, 146, 204] oder die Bildung eines räumlichen Gedächtnisses [64, 104,

127, 146].

Bei der Acetylierung handelt es sich um eine Proteinmodifikation, an der zwei ver-

schiedene Enzymgruppen beteiligt sind. Die Acetylierungsreaktion wird von sogenann-

ten Histonacetyltransferasen (HATs) katalysiert. Dies geschieht an internen Lysinresten

von Proteinen, wodurch eine Ladungsänderung hervorgerufen wird [159]. Die Deace-

tylierung hingegen, also das reversible Entfernen der Acetylgruppe wird von den Histon-

deacetylasen (HDACs) übernommen (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Proteinacetylierung. Die Acetylierung erfolgt an Protein-
internen Lysinresten und wird durch HATs (Histonacetyltransferasen) katalysiert. Dies hat
eine Ladungsänderung im Protein zur Folge. Die Rückreaktion, die Deacetylierung wird
von HDACs (Histondeacetylasen) übernommen.

Die HDACs können in vier Klassen eingeteilt werden [38]: HDACs der Klasse I be-

sitzen eine Lokalisation im Zellkern, wohingegen Mitglieder der Klasse II sowohl im

Kern als auch im Cytoplasma vorkommen. Enzyme beider Klassen können durch die

bekannten HDAC-Inhibitoren TSA (Trichostatin A), SAHA (Suberoylanilide hydroxamic

acid) und Valproat gehemmt werden [16]. Die HDACs der Klasse III, deren Enzyme

nach ihrem Hefe-Homolog SIR2 auch Sirtuine genannt werden, besitzen einen Nikotin-

amidadenindinukleotid (NAD+)-abhängigen Mechanismus und können daher mit Niko-
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tinamid (NAM) inhibiert werden. Enzyme dieser Klasse sind demnach auch unempfind-

lich gegenüber Hemmstoffen für HDAC Klasse I und II [12]. Die Klasse IV der HDACs

stellt mit der humanen HDAC 11 nur ein einziges Mitglied, die zu allen anderen HDACs

große Sequenzunterschiede aufweist [63].

Histonacetyltransferasen sind wie die Histondeacetylasen evolutionär stark konser-

vierte Enzyme und können aufgrund ihrer Lokalisation in der Zelle in zwei Kategorien

unterteilt werden [163, 179]: Typ A-HATs sind im Zellkern lokalisiert, wo sie an der Hi-

stonacetylierung beteiligt sind und somit einen Einfluss auf die Transkription ausüben.

Typ B-HATs hingegen sind im Cytoplasma zu finden und acetylieren neben neu synthe-

tisierten Histonen auch andere Proteine. Aufgrund konservierter Strukturmotive, also

Ähnlichkeiten im Aufbau der verschiedenen HATs können sie auch in fünf verschie-

dene Familien eingeteilt werden: die MYST-, GNAT-, p300/CBP-, TAF II 250-Familie

sowie die Coaktivatoren der nukleären Rezeptoren [163, 179]. Die Hemmung der HAT-

Aktivität ist durch die Inhibitoren Garcinol, Curcumin sowie Anacardinsäure möglich

[7, 8].

1.1.5 Die Rolle der Proteinacetylierung

Auf molekularer Ebene beeinflusst die Acetylierung z.B. die DNA-Protein-Interaktion,

die Replikation und auch die Transkription. Weiterhin trägt die Acetylierung zur Stabili-

tät von Proteinen oder zur erleichterten Interaktion mit anderen Proteinen bei. Globaler

betrachtet besitzt die Acetylierung eine Funktion bei der Regulation enzymatischer Ak-

tivität, dem Fortschreiten des Zellzyklus sowie bei der Apoptose. Außerdem spielt die

Acetylierung eine Rolle bei der Peptid-Rezeptor-Erkennung [159, 179].

All diese vielfältigen Funktionen der Acetylierung sind zurückzuführen auf das Vor-

handensein einer Vielzahl an Substraten der HATs bzw. HDACs. Dabei stammen die

Namen der Enzyme jeweils von ihrem bekanntesten Substrat, den Histonen, ab. Da

die Enzyme evolutionär älter sind als die Histone selbst [59], liegt es nahe, dass die

HATs und HDACs auch noch weitere, sogenannte Nicht-Histon-Substrate besitzen.

Dazu zählen u.a. Transkriptionsfaktoren und -coaktivatoren, aber auch Kernimport-

faktoren. Ein weiteres wichtiges Acetylierungssubstrat in der Zelle ist das Struktur-

protein α-Tubulin [105, 159].
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1.1.5.1 Die Rolle der α-Tubulin Acetylierung

Eines der Nicht-Histon-Zielproteine der HATs bzw. HDACs ist das im Cytoplasma loka-

lisierte α-Tubulin [55, 68].

Sowohl die α- als auch β-Tubulin Untereinheit der Mikrotubuli werden durch zahl-

reiche posttranslationale Modifikationen (PTMs) verändert. Die beteiligten Enzyme be-

vorzugen meist Tubulin-Untereinheiten, die bereits im Mikrotubulus eingebaut sind.

Dabei sprachen Verhey et al. [193] von einem sogenannten Tubulin-Code, da es ei-

nige Parallelen zum beschriebenen Histon-Code gibt. Während Histone im Zellkern

zu finden sind, kommt Tubulin im Cytoplasma der Zelle vor. Sowohl die DNA, die

im Chromatin um die Histone gewickelt wird, als auch die Tubulin-Untereinheiten bil-

den „höher-geordnete Strukturen“ aus. Teile dieser gebildeten Polymere können durch

PTMs modifiziert werden. Dies kontrolliert die biologische Funktion, wobei spezifische

Proteinkomplexe rekrutiert werden können.

Zu den möglichen PTMs der Tubulin-Untereinheiten zählen z.B. die Tyrosinierung

bzw. die Detyrosinierung, die Phosphorylierung, aber auch Polymodifikationen wie das

Anhängen mehrerer Glutamat- bzw. Glycinreste an das Protein [68, 88]. Eine entschei-

dende und in dieser Arbeit untersuchte PTM ist die Acetylierung des α-Tubulins, die

an Lysin40 stattfindet [55, 155]. Als beteiligte HATs gelten ARD1-NAT1 [144] sowie

Elp3 (Elongator Protein 3) [36, 57, 178]. Als Deacetylasen hingegen wurden zunächst

sowohl HDAC6 als auch SIRT2 (Sirtuin 2) vermutet, da beide mit α-Tubulin im Cyto-

plasma der Zelle co-lokalisieren. Nach diesem ersten Interaktionshinweis konnte auch

in Zellkultur nachgewiesen werden, dass es sich bei HDAC6 und SIRT2 tatsächlich um

die beiden Tubulin-Deacetylasen handelt. Eine siRNA-Transfektion zeigte eine Zunah-

me des Levels an acetyliertem Tubulin, wenn entweder HDAC6 oder SIRT2 herunter-

reguliert wurden [83, 143].

Durch solche Studien konnte auch die Bedeutung der Tubulin-Acetylierung aufge-

klärt werden. Demnach hat die Acetylierung des α-Tubulins einen Einfluss auf die

Motilität der Zelle; sie reduziert sich, wenn es zu verstärkter Acetylierung nach TSA-

Behandlung kommt [83, 189]. Für die Motilität einer Zelle wird ein dynamisches Cyto-

skelett benötigt. Die Acetylierung verändert die Dynamik, da sie Mikrotubuli stabili-

siert und deren Depolymerisation, also das Schrumpfen der Mikrotubuli verlangsamt

[126]. Das Netzwerk acetylierter Mikrotubuli bleibt nach TSA-Behandlung deutlich län-

ger intakt, selbst wenn Colchizin, eine Droge, die die Depolymerisation der Mikrotubuli

Tina Martin



1 Einleitung 9

auslöst, zugegeben wird. Des Weiteren verändert die Acetylierung auch die Wachs-

tumsgeschwindigkeit der Mikrotubuli. So konnte gezeigt werden, dass nach HDAC6-

Inhibition mit Tubacin, einem selektiven HDAC6-Hemmstoff, die Wachstumsrate her-

abgesetzt wird [210].

Weiterhin hat die Acetylierung des α-Tubulins Einfluss auf Protein-Interaktionen wie

z.B. die Bindung von Motorproteinen an Mikrotubuli. Die Tubulin-Acetylierung verbes-

sert die Bindungsaffinität des Kinesins [161] sowie des Dyneins [42] und erleichtert

daher den intrazellulären Transport, wodurch es bespielsweise zu einem verstärkten

Vesikel- [25, 161] sowie zu einem gesteigerten Mitochondrien-Transport in der Zelle

kommt [30].

So besitzt die Tubulin-Acetylierung auch eine Funktion beim Lernen und der Ge-

dächtnisbildung. Eine Studie am Alzheimer-Mausmodell konnte zeigen, dass Nikotin-

amid (NAM) das Lernen und das Gedächtnis verbessert [62]. Die Inhibition der Sirtuine

durch NAM reduziert die Menge einer bestimmten Phospho-Tau Spezies, die mit der

Depolymerisation der Mikrotubuli assoziert wird. Des Weiteren wird durch NAM-Gabe

die Menge an acetyliertem α-Tubulin sowie an MAP2c (Mikrotubuli-assoziertes Prote-

in 2c) erhöht. Diese Effekte bewirken eine verbesserte Mikrotubuli-Stabilität und somit

einen verbesserten neuronalen Transport.

Essentiell ist auch die Integrität der Mikrotubuli während des Lernens. Werden Rat-

ten mit Colchizin behandelt, schränkt die Desintegration das räumliche Lernverhalten

sowie das Gedächtnis ein [108, 141].

Auf zellulärer Ebene spielt für die Gedächtnisbildung die Umstrukturierung der syn-

aptischen Verbindungen eine entscheidende Rolle. Gerade in dendritischen Dornfort-

sätzen wird diese synaptische Plastizität v.a. durch das Aktin-Cytoskelett vermittelt. An

der zeitlichen und räumlichen Organisation und damit der Regulation von Aktin in der

Synapse wird mittlerweile über eine Beteiligung dynamischer Mikrotubuli diskutiert [79].

So zeigten auch Fanara et al. [50] eine Mitwirkung der Mikrotubuli an der synaptischen

Plastizität und damit an der Gedächtnisbildung.

Die Acetylierung des α-Tubulins spielt zudem eine Rolle bei neurodegenerativen

Erkrankungen, was Veröffentlichungen über Krankheitsbilder, die mit Proteinablage-

rungen (Aggregate) assoziert sind, aufzeigen [35, 99, 148, 156]. Die schädigenden

Aggregate fehlgefalteter Proteine, wie sie z.B. bei Alzheimer oder Parkinson entste-

hen, werden von HDAC6 erkannt und über eine Rekrutierung von Dynein entlang der

Mikrotubuli zum Zellzentrum hin abtransportiert, wo sie in sogenannten Aggresomen
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entfernt werden. Nach TSA-Behandlung befinden sich 77 % weniger Aggregate in der

Zelle, da sie nach gesteigerter Acetylierung besser abtransportiert wurden [35].

Die Untersuchungen zur Rolle der Tubulin-Acetylierung wurden bislang nur in in vi-

tro Zellkulturmodellen oder in Vertebraten durchgeführt. Ob die Acetylierung des α-

Tubulins auch in Invertebraten von Bedeutung ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit in

Honigbienen überprüft.

1.2 Der Modellorganismus Honigbiene

Bei der Honigbiene (Apis mellifera) handelt es sich um einen Invertebraten mit kom-

plexem Lernverhalten. Die Biene dient als gut etabliertes Modell zur Untersuchung der

molekularen Grundlagen der Gedächtnisbildung [129, 131]. Bienen erfassen in kür-

zester Zeit ihre Umwelt, Farben und Gerüche der Pollen und des Nektars von Blüten.

Sie können sich dies praktisch ihr Leben lang merken. Bienen verfügen des Weiteren

über ein gutes Ortsgedächtnis, um sich den Standpunkt ihres Bienenstockes und von

Nahrungsquellen, welche sie auch bewerten können, zu merken. Dies wiederum wird

ihnen durch ein olfaktorisches Gedächtnis ermöglicht. Im Labor lässt sich dieses Ge-

dächtnis leicht induzieren, indem Duftreize gegeben werden, womit so beispielsweise

durch klassische olfaktorische Konditionierung das assoziative Lernen untersucht wer-

den kann [129]. Ein weiterer Vorteil, weshalb sich die Biene als Modellorganismus

zur Untersuchung von Lernen und Gedächtnis eignet, ist die Zugänglichkeit des Bie-

nenhirns für verschiedene neurophysiologische Techniken. Des weiteren ist auch das

Genom der Honigbiene sequenziert, was genomische Analysen zulässt [34].

1.2.1 Klassifizierung von Lernprozessen

Eine Klassifizierung von Lernprozessen kann nach der Komplexität des gelernten Ver-

haltens stattfinden. So werden einfache Anpassungen beispielsweise durch Sensi-

tisierung oder Habituation (nicht-assoziativ) erworben. Eine komplexere Lernform ist

das assoziative Lernen. Hierbei werden zwei Ereignisse miteinander verknüpft (as-

soziiert), wie beispielsweise bei der bekanntesten Art des assoziativen Lernens: der

klassischen Konditionierung.
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1.2.1.1 Nicht-assoziative Lernparadigmen (Sensitisierung und Habituation)

Nicht-assoziative Lernformen führen unbewusst zur Veränderung der Reaktion auf Rei-

ze. Man unterscheidet Reize, die von Bedeutung sind und eine Reaktion auslösen so-

wie Reize, die keinerlei Bedeutung für den Organismus darstellen und somit auch zu

keiner Reaktion führen.

Während der Sensitisierung gewinnt ein zuvor bedeutungsloser Reiz an Bedeutung.

Der Reiz kann daher nun eine Reaktion auslösen, da es zu einer erhöhten Reaktions-

bereitschaft oder einer erhöhten Empfindlichkeit gekommen ist. Der Sinn dieser Ver-

haltensänderung liegt in der Erhöhung bzw. Aufrechterhaltung der Alarmbereitschaft

des Lebewesens. Die Dauer des Effektes hängt von der Stärke des dargebotenen Sti-

mulus ab, ist aber in der Regel recht kurzzeitig. Sensitisierung ist wenig reizspezifisch,

denn es treten häufig auch Reaktionen auf andere Reize in verstärkter Form auf, da

das generelle Erregungsniveau des Organismus erhöht wurde.

Der gegenteilige Prozess, also die Abnahme der Reaktionsstärke wird als Habitua-

tion bezeichnet. Habituation ist eine Form von Gewöhnung. Es wird gelernt einen sich

wiederholenden Reizstimulus zu ignorieren, um sich beispielsweise vor einer Reiz-

überflutung zu schützen. Es handelt sich demnach um eine Anpassung von Aufmerk-

samkeitsleistungen, dadurch dass sich Reaktionen auf wiederholt dargebotene Reize

abschwächen. Somit verliert ein bedeutungsvoller Reiz an Bedeutung und damit auch

seine Fähigkeit eine Reaktion auszulösen. Die Habituation ist reizspezisch, d.h. ein

späterer, neuer Reiz kann eine Reaktion, die aufgrund von Habituation nachgelassen

hat, auch wieder aufleben lassen. Ist ein Reiz allerdings sehr intensiv, tritt möglicher-

weise keine Habituation auf. Habituation ist jedoch klar von Adaptation, also Anpas-

sungen, abzugrenzen.

1.2.1.2 Assoziatives Lernparadigma (Die klassische Konditionierung)

Die bekannteste Form des assoziativen Lernens ist die klassische Konditionierung

nach Pavlov [154]. In solchen Lernparadigmen wird ein neutraler Reiz (konditionier-

ter Stimulus, CS) mit einem belohnenden oder bestrafenden Reiz (unkonditionierter

Stimulus, US) gepaart. Der US hat hierbei eine angeborene Bedeutung, wohingegen

der CS vor der Konditionierung keine offensichtliche Reaktion auslöst. Die Reaktion

wird erst durch eine oder mehrere CS/US Paarungen antrainiert. Nach der Assoziation

des CS mit dem US wird somit bereits durch alleinige Gabe des CS eine konditionierte
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Reaktion sichtbar. Art und Stärke der Reize (CS und US) sowie deren zeitliche Abfolge

während des Lernens müssen genau kontrolliert werden, damit die Assoziation im Ge-

hirn stattfindet. Das zeitlich und auch räumlich gleichzeitige Auftreten der Reize wird

als Kontiguität bezeichnet.

1.2.2 Lernparadigma der Honigbiene

Das hier angewandte Lernparadigma ist das appetitive Lernen bei der Honigbiene

[13, 131, 137]. Dabei nutzt man die Begabung der Bienen einen Blütenduft zu ler-

nen, der mit der Belohnung in Form von Pollen oder Nektar verbunden ist. Werden im

Labor die Antennen einer eingespannten Biene mit Zuckerlösung berührt, streckt die-

se reflexartig ihren Rüssel heraus, was als Rüsselreflex bzw. PER (englisch: proboscis

extension reflex) bezeichnet wird. Diese natürliche Reaktion ist eine beobachtbare Ver-

haltensänderung der Biene. Mit Hilfe des PER kann die Biene während des appetitiven

Lernens auf einen Duftreiz hin konditioniert und ihr Gedächtnis abgerufen werden, in-

dem man ihr einen Duft (CS) appliziert, der mit der Berührung der Antennen und des

Rüssels mit Zuckerwasser (US) gepaart ist. Bereits nach einer oder weniger solcher

Paarungen wird die Biene den PER zeigen, auch wenn keine Belohnung in Form des

Zuckerwassers angeboten wird. Sie ist somit auf den Duft, also den CS konditioniert

worden. Je nach Häufigkeit der Reizpaarung kann ein mehr oder weniger stabiles und

zeitlich andauerndes Gedächtnis induziert werden.

1.3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für das olfakto-

rische Lernen und die Gedächtnisbildung der Honigbiene aufgeklärt werden.

Es soll die Hypothese überprüft werden, dass eine Colchizin-induzierte Störung

der Mikrotubuli-Integrität und damit des intrazellulären Transportes die Ausbildung des

Langzeitgedächtnisses beeinträchtigt. Weiterhin soll untersucht werden, ob eine Stabi-

lisierung der Mikrotubuli durch Taxol die Ausbildung des LTM begünstigt, da relevante

Transportabläufe erleichtert ablaufen können (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Aufklärung einer Beteiligung der Mikrotubuli-Integrität bei Lernen und Gedächtnis-
bildung. Nach assoziativem Lernen kommt es zur Ausbildung eines Mittelzeitgedächtnis-
ses (MTM), das auf der posttranslationalen Modifikation von Ionenkanälen oder vorhande-
ner Proteine beruht und nur vorübergehend einige Stunden existiert. Die Ausbildung eines
Langzeitgedächtnisses (LTM) von mehreren Tagen erfordert Translation und Transkription
sowie axonalen Transport dieser neuen Proteine und mRNA. Wird der Transport mit Col-
chizin gestört, stellt sich die Frage, ob sich ein LTM noch induzieren lässt. Die Förderung
des Transports mit Taxol könnte die LTM Bildung begünstigen.

Hieraus ergeben sich folgende Fragestellungen, die anhand dieser Dissertation auf-

geklärt werden sollen:

• Verschlechtert die Colchizin-Behandlung das assoziative olfaktorische Lernen

und Gedächtnis, insbesondere das LTM der Honigbiene?

• Verschlechtert die Colchizin-Behandlung auch nicht-assoziatives Lernen und die

Zuckerwasserempfindlichkeit der Honigbiene?

• Verbessert im Gegensatz zu Colchizin die Taxol-Behandlung das olfaktorische

Lernen und Gedächtnis der Honigbiene?

• Worauf beruhen die Effekte beim olfaktorischen Lernen und Gedächtnis nach

Colchizin- und Taxol-Behandlung?

• Spielt hierbei die Acetylierung des α-Tubulins eine entscheidende Rolle und wo-

durch kann diese moduliert werden?
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2 Material

2.1 Chemikalien

1-Butanol (wassergesättigt) ZCl

2-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

Acetanhydrid ZCl

Acetylthiocholin Sigma-Aldrich, München

Actinomycin D Appli-Chem. Darmstadt

Agarose Sigma-Aldrich, München

APS (Ammoniumpersulfat) ZCl

Bis-Acrylamid (30% (w/v) Acrylamid +

0.8% (w/v) Bisacrylamid)

Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau Appli-Chem, Darmstadt

BSA (Rinderserumalbumin) Roth, Karlsruhe

Chloroform ZCl

Colchizin Sigma-Aldrich, München

Diltiazem Sigma-Aldrich, München

Dithiobisnitrobenzoat (DTNB) Sigma-Aldrich, München

DMSO (Dimethylsulfoxid) ZCl

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) ZCl

Eggalbumin Appli-Chem, Darmstadt

Eserin Fluka

Formaldehyd ZCl

Glycerin ZCl

Glycin Roth, Karlsruhe

Harnstoff ZCl

HCl (Salzsäure) Merck, Darmstadt

Heparin Sigma-Aldrich, München

Histon Mix Sigma-Aldrich, München

Histon H3 Sigma-Aldrich, München

Isopropylalkohol ZCl
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KCl (Kaliumchlorid) Merck, Darmstadt

KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) Merck, Darmstadt

Methanol ZCl

MgCl2•6 H2O (Magnesiumchlorid) Merck, Darmstadt

Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat) ZCl

NaCl (Natriumchlorid) ZCl

NaN3 (Natriumazid) ZCl

NaHCO3 (Natriumbicarbonat) ZCl

Nelkenöl Apotheke

p-NPP (4-Nitrophenylphosphat-Dinatrium-

salz-Hexahydrat)

Appli-Chem, Darmstadt

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, München

Proteinmarker ColorPlus Prestained

Protein Ladder

New England Bioloabs, Frankfurt

SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe

Stimune Prionics, Lelystad NL

Taxol Sigma-Aldrich, München

TEMED

(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin)

Appli-Chem, Darmstadt

tri-Natriumcitratdihydrat ZCl

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Sigma-Aldrich, München

Triton-X-100

(Polyethylen-glycol-tert-octylphenylether)

Fluka, Neu-Ulm

TSA (Trichostatin A) Sigma-Aldrich, München

Tween20

(Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat)

Appli-Chem, Darmstadt

Verapamil Sigma-Aldrich, München

Xylol ZCl
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2.2 Geräte

1 ml-Glashomogenisator mit Glas-S-Stößel Braun

Binokular S6D Leica

Block-Heizgerät Accu BlockTM digital Labnet

Blotkammer Owl

Cool Snap HQ2 Kamera Photometrics, München

Digitalkamera ProgRes C10 Jenoptik

Fluoreszenzmikroskop Axiovent 200 M Zeiss, Jena

Gelelektrophoreseapparatur C.B.S.

Kaltlichtquelle KL 1500 LCD Schott

Klingenbrecher Faulhaber

Lötkolben eigene Herstellung

Microtom Autocut 2040 Reichert-Jung

Mikropipetten Puller Model P-87 Sutter Instrument Co.

pH-Meter (inoLab pH 730) WTW

Pinzetten Dumont

Plastikwanne Einzelhandel

Plate-Reader safire2 Tecan

Powerstation 300 PLUS Labnet

Präparationsbesteck Laborbedearf

Rotor TLA-100 Beckman Coulter, Krefeld

Rührheizgerät RCT basic IKA-Labortechnik

Schüttler KS501 digital IKA-Labortechnik

Tischzentrifuge (Spectrafuge 24D) Labnet

Ultraschallgerät HTU Soni 130 Heinemann

Ultrazentrifuge TL-100 Beckman Coulter, Krefeld

UV Leuchtstoffröhre, 8W, 365nm Phillips

Vortex VX 100 Labnet

Waage CP3202S und CP225D Sartorius

Wärmeschrank MELAG Medizintechnik, Berlin

Weißlicht Leuchtstoffröhre, 6W, neutralweiß Osram

Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg
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2.3 Antikörper

2.3.1 Primäre Antikörper

Zum Nachweis acetylierter Proteine wird der Acetylated-Lysine Antikörper (Ac-Lys) der

Firma cell signaling in der Konzentration 1:2000 in Blockpuffer (1x PBS + 0.5% (w/v)

BSA) verwendet. Der Antikörper ist polyklonal und stammt aus Kaninchen.

Zur Detektion der Acetylierung an Lysin 18 von Histon H3 wird der H3K18ac Anti-

körper der Firma cell signaling in der Konzentration 1:1000 in Blockpuffer (1x PBS +

0.5% (w/v) BSA) verwendet. Dieser Antikörper ist ebenfalls polyklonal und wurde in

Kaninchen hergestellt.

Der Histon H3 Antikörper der Firma Sigma-Aldrich wird zum Nachweis von Histon

3 verwendet. Dieser polyklonale Antikörper wird in der Konzentration 1:5000 in Block-

puffer (1x PBS + 0.5% (w/v) BSA) eingesetzt und stammt ebenfalls aus Kaninchen.

Mithilfe der monoklonalen Maus Antikörper Anti-α-Tubulin sowie Anti-Acetylated-

Tubulin (Ac-Tub), beide stammen von der Firma Sigma-Aldrich, gelingt der Nachweis

von Tubulin bzw. seiner Acetylierung. Beide Antikörper werden in der Verdünnung

1:10000 in Blockpuffer (1x PBS + 0.5% (w/v) BSA) eingesetzt. Weiterhin wird zum

Nachweis von Tubulin ein Antikörper der Firma Acris in der Verdünnung 1:5000 in

Blockpuffer (1x PBS + 0.5% (w/v) BSA) verwendet. Dieser Primärantikörper ist eben-

falls monoklonal und wurde in Ratte hergestellt.

2.3.2 Sekundäre Antikörper

Die verwendeten Sekundärantikörper für Western Blot-Analysen sind mit Meerrettich-

Peroxidase gekoppelt, wodurch ein Chemilumineszenz-Nachweis ermöglicht wird. Sie

sind in Ziege hergestellt worden. Der sekundäre Anti-Maus IgG-Antikörper, der sekun-

däre Anti-Kaninchen IgG-Antikörper sowie der sekundäre Anti-Ratte IgG-Antikörper

(alle Sigma-Aldrich) werden in der Verdünnung 1:10000 in 1x PBS + 0.5% (w/v) BSA

+ 0.1% (v/v) Tween20 eingesetzt.

Für ELISA-Analysen werden sekundäre Antikörper verwendet, die mit alkalischer

Phosphatase konjugiert sind, so dass durch Zugabe des Substrates p-NPP (4-Nitro-

phenylphosphat-Dinatriumsalz-Hexahydrat, Appli-Chem) die durch Umsetzung entste-

hende Gelbfärbung zur Quantifizierung genutzt werden kann. Diese Antikörper sind

ebenfalls in Ziege hergestellt worden. Der sekundäre Anti-Maus IgG-Antikörper so-
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wie der sekundäre Anti-Kaninchen IgG-Antikörper (beide Sigma-Aldrich) werden in der

Verdünnung 1:4000 in 1x PBS + 0.5% (w/v) BSA eingesetzt.

Histologische Untersuchungen werden mit sekundären Antikörpern durchgeführt,

die mit einem fluoreszierenden Farbstoff konjugiert sind. Hierzu dient der Cy-3 kon-

jugierte AffiniPure Anti-Ratte Antikörper aus Ziege der Firma Dianova, Hamburg. Er

wird in der Verdünnung 1:500 in PBS + 1% (w/v) BSA + 0.1% (v/v) Triton verdünnt.

2.4 Puffer und Lösungen

2.4.1 Injektionslösungen

Actinomycin D 2 mg/ml in 100% DMSO

Diltiazem 10 mM in 1x PBS

Colchizin 1 mM in 1x PBS

Eserin 1 mM in 100% DMSO

Taxol 1 mM in 100% DMSO

Trichostation A (TSA) 1.65 mM in 100% DMSO

Verapamil 5 mM in 100% DMSO

2.4.2 Futterlösung

Futterlösung 1 M Sucrose (Haushaltszucker) in

Leitungswasser

2.4.3 Probenvorbereitung

1x PBS 137 mM NaCl

2.7 mM KCl

8 mM Na2HPO4

1.5 mM KH2PO4; pH 7.3-7.4
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Homogenisierungspuffer 1x PBS

1 mM EDTA

2.4.4 ELISA Lösungen

ELISA Blocklösung 1x PBS

0.5% (w/v) BSA

RxN Puffer 0.1 M Tris-HCl; pH 8.7

1 mM MgCl2•6 H2O

Färbelösung 1x RxN-Puffer

1 mM p-NPP

2.4.5 SDS PAGE Lösungen

5x SDS Probenpuffer 10% (w/v) SDS

200 mM Tris-HCl; pH 6.8

10 mM 2-Mercaptoethanol

20% (v/v) Glycerin

0.05% (w/v) Bromphenolblau

10x SDS Laufpuffer 250 mM Tris-HCl; pH 8.8

2 M Glycin

1% (w/v) SDS

Sammelgel Puffer 0.5 M Tris-HCl; pH 6.8

Trenngel Puffer 1.5 M Tris-HCl; pH 8.8
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2.4.6 Western Blot Lösungen

Blotting Puffer 0.25 M Tris-HCl; pH 8.3

0.2 M Glycin

20% (v/v) Methanol

Blocklösung 1x PBS

0.5% (w/v) BSA

0.1% (v/v) Tween20

2.4.7 Lösungen zur Mikrotubuli-Anreicherung

Probenpuffer 1x PBS

1 mM EGTA

2.4.8 Lösungen für Histologie

Carnoy Lösung 30 ml Ethanol absolut

15 ml Chloroform

5 ml Eisessig

Histologie Blocklösung 1x PBS

0.5% (w/v) BSA

0.1% (v/v) Triton

PBS-T 1x PBS

0.1% (v/v) Triton
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2.4.9 Lösungen für AChE Assay

0.1 M Phosphatpuffer pH7.0 57.7 ml 1 M Na2HPO4

42.3 ml 1 M NaH2PO4

900 ml Aqua dest.

0.1 M Phosphatpuffer pH8.0 93.2 ml 1 M Na2HPO4

6.8 ml 1 M NaH2PO4

900 ml Aqua dest.

Substratlösung 75 mM Acetylthiocholin

in Phosphatpuffer; pH8.0

DTNB-Lösung 39.6 mg Dithiobisnitrobenzoat

in 10 ml Phosphatpuffer; pH7.0

15 mg NaHCO3

2.5 Verbrauchsmaterialien

96-well-ELISA Platten Nunc, Wiesbaden

Bienenröhrchen (Plastik) eigene Herstellung

Bienenracks eigene Herstellung

Deckgläschen Roth, Karlsruhe

Dentalwachs Ubert, Raesfeld

Falcon Röhrchen, steril (15 ml und 50 ml) Greiner, Nürtingen

Fangröhrchen (PS-Röhrchen 68ML) Greiner, Nürtingen

Glaskapillaren (10µl) Servoprax R©, Wesel

Glasobjektträger Roth, Karlsruhe

Haushaltszucker Einzelhandel

Kanülen Braun, Melsungen

Metallkolben zur Injektion eigene Herstellung

Nitrocellulose Membran ProtranTM Schleicher/Schuell, Dassel

Tina Martin



2 Material 22

Paraffin Histowax Leica, Solms

Pasteurpipetten VWR, Darmstadt

Pollen Einzelhandel

Rasierklingen Faulhaber, Schönaich

Reaktionsgefäße (1,5 ml) Sarstedt, Nümbrecht

Röntgenfilm Amershan HyperfilmTM MP GE Healthcare, München

Röntgenfilm-Entwickler ZCL

Röntgenfilm-Fixierer ZCL

Spritzen zur Fütterung und Duftapplikation

(2 bzw. 20 ml)

Braun, Melsungen

Textilklebeband Einzelhandel

Tissue-Tek R© Sakura, Staufen

Western Lightning-Enhanced

Chemiluminescence-Substrate

PerkinElmer, Rodgau

Whatman-Filterpapier Schleicher/Schuell, Dassel

Zahnstocher Drogerie

Zentrifugenröhrchen Beckman Coulter, Krefeld
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3 Methoden

3.1 Haltung der Honigbienen Apis mellifera carnica L.

3.1.1 Im Sommer

Die Bienen wurden in Bienenstöcken im Botanischen Garten der Universität des Saar-

landes im Freien mit natürlichen Futterquellen gehalten. Es wurden stets nur aktiv

fliegende Bienen verwendet. Diese wurden mithilfe einer Plexiglaspyramide vor der

Öffnung des Bienenstockes beim Ausfliegen gefangen und in Fangröhrchen überführt.

3.1.2 Im Winter

Im Winter wurden die Bienen zunächst einer künstlichen Winterperiode ausgesetzt.

Anschließend wurde der Stock im Winterflughaus mit UV-durchlässigem Glasdach

(Temperatur: 23-25◦C mit Nachtabsenkung; Luftfeuchtigkeit: 50%) gehalten. Als Futter

dienten 30% (w/v) Sucrosewasser und gemahlene Pollen. Die Versuchstiere wurden

mit Fangröhrchen direkt aus einer mit Gaze bespannten Voliere gefangen.

3.2 Vorbereitung der Versuchstiere

Die Bienen wurden in den Fangröhrchen auf Eis immobilisiert und anschließend per

Hand mit Textilklebeband in kleine Röhrchen fixiert, so dass der Rüssel und die Anten-

nen freilagen (siehe Abbildung 5). Die Bienen wurden, wenn nicht weiter angegeben,

2x täglich mithilfe einer 2 ml-Spritze mit 1 M Sucroselösung gefüttert, morgens 2 und

abends 3 Tropfen. Zwischen den Experimenten bzw. über Nacht wurden die Bienen

in einem dunklen und mit feuchtem Papier ausgelegten Behälter bei Raumtemperatur

aufbewahrt.
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Abbildung 5: Im Röhrchen eingespannte Biene. Die Bienen wurden mithilfe von Textilklebeband an Kopf
und Körper fixiert, so dass der Rüssel und die Antennen frei beweglich blieben.

3.2.1 Injektion der Inhibitoren

Die Bienen wurden mit einer Mikropipette, die zuvor aus einer Glaskapillare gefertigt

wurde, in den Thorax injiziert (Injektionsstelle siehe Abbildung 6). Das Injektionsvolu-

men betrug jeweils 1 µl. Die Zusammensetzung der injizierten Lösungen sowie der

Injektionszeitpunkt ist dem Kapitel 2.4.1 bzw. den einzelnen Bildunterschriften im Er-

gebnisteil zu entnehmen.

Abbildung 6: Die Injektion von Inhibitoren erfolgte an den markierten Stellen in den Thorax der Bienen.
Es wurde je nach Zugänglichkeit nur eine der beiden möglichen Stellen verwendet und die
Droge mithilfe einer Glaskapillare injiziert.

3.2.2 Behandlung mit UV-Licht

Die UV-Behandlung der Bienen erfolgte mithilfe einer UV-Leuchtstoffröhre, die die Wel-

lenlängenbereiche UV-A und UV-C (366 nm und 254 nm) mit einer Intensität von etwa

27 mW/cm (UV-A) und 16 mW/cm (UV-C) abdeckte. Die UV-Leuchte befand sich in
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einer verschließbaren Kartonbox. Zur Kontrolle wurden Bienen in einer gleich gebau-

ten Box unter einer Weißlichtröhre mit einer Intensität von 15 mW/cm gehalten. An die

30 minütige Behandlung schloss sich eine Ruhephase von weiteren 30 min an.

3.3 Verhaltensexperimente

3.3.1 Test der Zuckerwassserempfindlichkeit (Responsiveness)

Die Untersuchung der Empfindlichkeit von Bienen gegenüber Zuckerwasser, also der

Belohnung beim appetitiven Lernen, wird als Responsiveness bezeichnet.

Die in Röhrchen eingespannten Bienen wurden durch Antippen der Antennen mit

einem in aufsteigende Sucroselösungen (0 mM, 30 mM, 100 mM, 300 mM und 1 M)

getränkten Zahnstocher auf den Rüsselreflex (proboscis extension reflex, PER) gete-

stet.

Abbildung 7: Protokoll zum Testen der Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness). Bienen
wurden im Abstand von circa 1-2 min mit einem in aufsteigende Sucroselösungen (0 mM,
30 mM, 100 mM, 300 mM und 1 M) getränkten Zahnstocher an ihren Antennen berührt
und auf den PER getestet.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Office Excel 2003. In einem Säu-

lendiagramm wurde der Prozentsatz der auf den Sucrosestimulus positiv reagierenden

Bienen im Vergleich zur Gesamtanzahl der Bienen dargestellt. Zur statistischen Aus-

wertung wurde ein Fisher Exact Test (Software Primer) durchgeführt.

3.3.2 Nicht-assoziative Lernparadigmen

Die Untersuchungen der nicht-assoziativen Lernformen (Sensitisierung und Habituati-

on) wurden nacheinander mit den gleichen Bienen durchgeführt.
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3.3.2.1 Sensitisierung

Bei der Sensitisierung wurde die Biene vor einem Abzug mit Nelkenduft angeblasen,

indem Luft mithilfe einer 20 ml-Spritze durch einen mit Nelkenöl getränkten Zellstoff

gedrückt wurde. Dabei wurde der PER notiert. Nach einer Wartezeit von 2 min wurde

die Biene mit 1 M Sucroselösung an den Antennen stimuliert (Sensitisierung) sowie

20 s danach der Test mit dem Nelkenduft wiederholt und ebenfalls der PER notiert. Aus

dem Experiment wurden die Tiere entfernt, die nicht mit dem PER auf eine Stimulation

mit einer 1 M Sucroselösung reagierten.

Abbildung 8: Protokoll zur Sensitisierung. Bienen wurden auf den PER getestet, zunächst als Reak-
tion auf Nelkenduft, 2 min später auf 1 M Sucroselösung, dargereicht an die Antennen,
sowie als Reaktion auf erneuten Nelkenduft nach weiteren 15-20 sec.

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von Microsoft Office Excel 2003. Darge-

stellt wurde der prozentuale Anteil der Bienen, die vor und nach der Sensitisierung auf

den Duft mit einem PER reagierten. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des

Fisher Exact Tests (Software Primer).

3.3.2.2 Habituation

Die Bienen wurden mit einem in 100 mM Sucroselösung getauchten Zahnstocher mit

einer Frequenz von etwa 2 Hz an einer Antenne stimuliert, solange bis entweder der

Cut-Off (50 Stimuli) erreicht war oder die Bienen auf 5 hintereinander gegebene Sti-

muli nicht mehr mit dem PER reagierten. Da es sich bei dem PER um eine Alles-oder-

Nichts-Reaktion handelt, gelangt man nach 5 Stimuli in den Bereich der Signifikanz

(50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125% Wahrscheinlichkeit des PER). Solche Bienen wur-

den als habituiert betrachtet und die Anzahl der benötigten Stimuli bis zu ihrer Habitua-

tion notiert. Direkt nach der Habituation muss die Dishabituation getestet werden, um

zu untersuchen, ob es sich um eine tatsächliche Habituation oder um eine Ermüdung
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handelt. Dazu wurden die Bienen mit der 100 mM Sucroselösung an der anderen An-

tenne auf den PER getestet und sollten reagieren (Dishabituation). Vom Experiment

ausgeschlossen wurden solche Bienen, die von Beginn an nicht auf die 1 M Sucrose-

lösung reagierten sowie Bienen, deren Dishabituation ausblieb.

Abbildung 9: Protokoll zur Habituation. Bienen wurden auf den PER getestet, wobei sie mit einem in
100 mM Sucroselösung getränkten Zahnstocher an einer Antenne mit einer Frequenz von
etwa 2 Hz berührt wurden. Nach Ausbleiben des PER (= Habituation) wurde die Dishabi-
tuation getestet, indem die andere Antenne mit der Sucroselösung stimuliert wurde.

Zur Auswertung der Daten wurde Microsoft Office Excel 2003 benutzt. Dargestellt

wurde die durchschnittlich benötigte Anzahl der Stimuli bis die Bienen habituiert waren.

Zur statistischen Analyse wurde mittels der Datensoftware Microsoft Office Excel 2003

ein Student’s t-Test (studentsche t-Verteilung) durchgeführt.

3.3.3 Assoziative olfaktorische Konditionierung

Sofern nicht anders erwähnt, erfolgte das Training mit Bienen, die am Tag zuvor ein-

gespannt und ca. 18 h zuvor das letzte Mal gefüttert wurden. Die Konditionierung der

Bienen erfolgte vor einem Abzug, wobei Nelkenduft (konditionierter Stimulus, CS) mit

einer 1 M Sucroselösung (unkonditionierter Stimulus, US) gepaart wurde. Der Nelken-

duft wurde, wie bei der Sensitisierung (siehe 3.3.2.1) beschrieben, mit einer Spritze

verabreicht. Nach etwa der Hälfte des Volumens aus der 20 ml-Spritze wurde die 1 M

Sucroselösung mithilfe eines getränkten Zahnstochers zunächst an den Antennen und

dann, nach Herausstrecken des Rüssels, auch am Rüssel dargereicht. Die Präsentati-

on dauerte etwa 6 s. Handelte es sich um ein Training mit mehreren Trainingseinheiten

(2 bzw. 3 Trial Training), so wurde zwischen den einzelnen Trainingseinheiten ein Ab-

stand von 2 oder 10 min eingehalten (Inter-Trial-Intervall). Durch erneutes Anblasen
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mit Nelkenduft, ebenfalls vor dem Abzug, wurde das Gedächtnis zu den Zeitpunkten

2 h, 1 d, 2 d sowie 3 d nach dem Training getestet. Die Tiere wurden wie in Kapitel 3.2

beschrieben gefüttert, frühestens jedoch 30 min nach dem jeweiligen Abruf (2 h, 1 d,

2 d). Die Injektion erfolgte wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben. Der Zeitpunkt sowie die

Zusammensetzung der verwendeten Injektionslösungen sind der jeweiligen Bildunter-

schrift im Ergebnisteil zu entnehmen.

Abbildung 10: Protokoll zur assoziativen Konditionierung der Honigbiene. Bienen wurden zunächst
nur mit Nelkenduft (CS) stimuliert. Nach 2 sec wurde gleichzeitig Zuckerwasser (US) an
die Antennen und den Rüssel gegeben. Die Biene durfte weitere 4 sec ihre Belohnung
lecken. Die CS/US Paarung erfolgte je nach Trainingsstärke 1, 2 oder 3x mit einem Inter-
Trial-Intervall von 2 oder 10 min. Beim Abruf nach 2 h bzw. 1, 2, 3 d wurde die Biene nur
auf den Duftreiz getestet.

Zur Auswertung der Verhaltensdaten wurde während des Lernens dokumentiert, ob

Bienen auf den Duft (CS) und die Zuckerwasserbelohnung (US) mit dem PER rea-

gierten. Bienen, die bereits auf den Duft reagierten oder keinerlei Reaktion auf den US

zeigten, wurden bei der Auswertung nicht berücksichtigt. Tote und katatonische Bienen

wurden ebenfalls aussortiert. Beim Abruf wurde die Reaktion auf den Duft (CS) notiert.

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe Microsoft Office Excel 2003. In einem Säu-

lendiagramm wurde der Prozentsatz der auf den Duft positiv reagierenden Bienen im

Vergleich zur Gesamtanzahl der Bienen zum Zeitpunkt des Trainings und der verschie-

denen Abrufe dargestellt. Die Diagramme beinhalten alle überlebenden Bienen zum

Zeitpunkt des letzten Abrufs. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Fisher

Exact Tests (bei n<100) bzw. Chi Square Test (bei n>100, jeweils Software Primer).
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3.4 Biochemische Nachweismethoden

3.4.1 Präparation des Bienenhirns

Die Biene wurde zunächst auf Eis betäubt, woraufhin ihr der Kopf mithilfe eines Skal-

pells abgetrennt und dieser in Wachs eingebettet wurde. Die Kopfkapsel wurde mit

einem feinen Skalpell geöffnet. Dabei verlief der Schnitt von den Antennen durch

die Komplexaugen bis kurz über die oberste Ocelle. Anschließend wurden die über

dem Gehirn liegenden Tracheen und Futtersaftdrüsen sowie die Hirnhaut entfernt. Nun

konnte das Zentralhirn mittels einer Pinzette entnommen werden (siehe Abbildung 11).

Abbildung 11: Links: Bienenhirn mit geöffneter Kopfkapsel. Rechts: Bei der Präparation des Bienenhirns
wurde nur das Zentralhirn, bestehend aus Antennallobus (AL), Alpha-Lobun (αL), Proto-
cerebrum (PC), Kelchen des medianen (MK) sowie lateralen (LK) Pilzkörpers und dessen
Kenyon Zellen (KZ), entnommen. Die optischen Loben (OL) und die Ocellen (OC) wurden
nicht verwendet.

3.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

3.4.2.1 Herstellung des Homogenats

Zur Untersuchung von Bienenhirn im Western Blot wurde ein Zentralhirn in 500 µl

Homogenisierungspuffer [1x PBS; 1 mM EDTA] mit einem S-Pistill auf Eis in einem

Glashomogenisator homogenisiert. Die Probe wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefäß

überführt. Anschließend wurden 100 µl 5x SDS Probenpuffer (0.2 M Tris; 10 mM 2-

Mercaptoethanol; 10% (w/v) SDS; 20% (v/v) Glycerin; 0.05% (w/v) Bromphenolblau;
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pH 6.8 (HCl)) hinzugegeben. Die Proben wurden 5 min bei 95◦C gekocht und auf das

Polyacrylamidgel aufgetragen.

3.4.2.2 Herstellung des Polyacrylamidgels

Es erfolgte eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli. Hierbei handelt es sich

um ein 4%iges Sammelgel (oben) und ein höherprozentiges Trenngel (unten). Zur Un-

tersuchung von Histonen wurde ein 15%iges, zur Untersuchung von größeren Prote-

inen wie dem α-Tubulin wurde ein 10%iges Trenngel (Lösungen siehe 2.4.5) verwen-

det. Das Gel wurde bei 20 mA pro Gel für ca. 40-60 min laufen gelassen, so dass die

Lauffront noch im Gel verblieb.

3.4.2.3 Molekulargewichtsstandard für Western Blot-Analysen

Für SDS-Polyacrylamidgele, die nachfolgend auf eine Nitrocellulose Membran (Schlei-

cher/Schuell) transferiert werden, wurde ein vorgefärbter Molekulargewichtsstandard

der Firma New England Biolabs („Color Plus Prestained Protein Ladder“) verwendet.

3.4.2.4 Western Blot

Unter einem Western Blot versteht man den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter

Proteine auf eine Membran. Dies geschieht mithilfe eines elektrischen Feldes. Die Pro-

teine werden durch hydrophobeWechselwirkungen an der Membran immobilisiert. Das

Gel wurde im Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Schleicher/Schuell)

bei 20 V und 400 mA pro Gel für 40 min geblottet, so dass Proteine anschließend im-

munologisch detektiert werden konnten.

3.4.2.5 Immunfärbung von Proteinen im Western Blot

Nach dem Blotten ist es nötig die aufgetrennten Proteinbanden sichtbar zu machen.

Zur Detektion wurde die Membran für 1 h bei RT in Blocklösung (1x PBS; 0.5% (w/v)

BSA; 0.1% (v/v) Tween20, siehe 2.4.6) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen ab-

zusättigen. Die primären Antikörper, gelöst in Blocklösung (1x PBS; 0.5% (w/v) BSA;

0.1% (v/v) Tween20), wurden alternativ über Nacht bei 4◦C oder für 1 h bei RT inku-

biert. Anschließend wurde die Membran 3x für je 5 min bei RT mit 1x PBS gewaschen

und mit dem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten, sekundären Antikörper, ebenfalls
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gelöst in Blocklösung (1x PBS; 0.5% (w/v) BSA; 0.1% (v/v) Tween20), für 1 h bei RT in-

kubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 1x PBS (3x 5 min). Anschließend wurde

die Membran nach Anleitung in ECL-Entwicklerlösung (PerkinElmer) geschwenkt und

der Blot mit einem Röntgenfilm (GE Healthcare) in der Dunkelkammer entwickelt. Die

Konzentrationen der verwendeten Antikörper sind Kapitel 2.3 zu entnehmen.

3.4.3 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Ein Zentralhirn wurde in 500 µl Homogenisierungspuffer (1x PBS; 1 mM EDTA, siehe

2.4.3) mit einem S-Pistill in einem Glashomogenisator auf Eis homogenisiert (siehe

3.4.1). Anschließend wurden die Proben zusätzlich mit Ultraschall behandelt (10x für

ca. 1 s bei einer Amplitude von 40%, 52 Watt). Danach wurden die Proben zur Tubulin-

Untersuchung nochmals 1:5 mit Homogenisierungspuffer vorverdünnt. Je 50 µl aller

Proben wurden direkt auf die Mikrotiterplatte (Maxisorp, Nunc) aufgetragen und eine

6 stufige Verdünnungsreihe gefertigt. Die Proben wurden für mindestens 30 min bei

RT auf einem Schüttler inkubiert (=coating). Anschließend wurde 1 h bei RT mit 400 µl

Blocklösung (1x PBS; 0.5% (w/v) BSA) je Kavität geblockt. Die Primärantikörper (50 µl

je Kavität), gelöst in Blocklösung (1x PBS; 0.5% (w/v) BSA), wurden alternativ über

Nacht bei 4◦C oder für 1 h bei RT auf einem Schüttler inkubiert. Es folgte ein Waschen

mit 1x PBS (3x 3 min) und nachfolgend eine Inkubation mit alkalische Phosphatase ge-

koppelten, sekundären Antikörpern (50 µl je Kavität), ebenfalls gelöst in Blocklösung

(1x PBS; 0.5% (w/v) BSA), für 1 h bei RT. Nach erneutem Waschen mit PBS (3x 3 min)

wurden je 200 µl Färbelösung (1x RxN-Puffer; 1 mM p-NPP, siehe 2.4.4) in die Kavitä-

ten pipettiert und die ELISA-Platte bei 37◦C im Brutschrank (in der Regel über Nacht)

entwickelt. Die Konzentrationen der verwendeten Antikörper sind dem Kapitel 2.3 zu

entnehmen. Die Gelbfärbung der Proben konnte im Plate-Reader safire2 (Tecan) bei

einer Absorptionswellenlänge von 405nm und einer Referenzwellenlänge von 620nm

gemessen werden.

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Datensoftware Microsoft Office Excel 2003.

Anhand der durchgeführten Homogenat-Verdünnungsreihe und den gemessenen Ab-

sorptionen wurden die Steigungen der einzelnen Kurven ermittelt. Es wurden nur Wer-

te im linearen Messbereich verwendet. Um Steigungen von verschiedenen Platten mit-

einander vergleichbar zu machen oder zusammenzufassen, mussten diese zuvor auf

die Platte normiert werden. Anschließend wurden die Proben jeweils auf die Kontrolle
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normiert. Zur statistischen Analyse wurde mittels der Datensoftware Microsoft Office

Excel 2003 ein Student’s t-Test (studentsche t-Verteilung) durchgeführt.

3.4.4 Mikrotubuli-Anreicherung

Zur Anreicherung polymerisierter Mikrotubuli erfolgte eine Fraktionierung mittels prä-

parativer Ultrazentrifugation. Hierzu wurde je ein Bienenhirn in 300 µl Probenpuffer (1x

PBS, 1 mM EGTA, siehe 2.4.7) bei RT präpariert und homogenisiert (siehe 3.4.1). Die

Proben wurden anschließend bei 5000 x g abzentrifugiert (10 min bei 30˚C), um Zell-

trümmer zu beseitigen. Der daraus erhaltene Überstand wurde nachfolgend ultrazen-

trifugiert (90 min bei 30˚C mit 436 000 x g, Beckman Rotor TLA-100). Im gewonnenen

Überstand nach der Ultrazentrifugation befindet sich lösliches Tubulin, wohingegen im

Pellet cytoskeletale, also polymerisierte Mikrotubuli zu finden sind. Die Überprüfung

der Anreicherung erfolgte mit der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, siehe

3.4.3), wobei das coating mit Probenpuffer der MT-Anreicherung (1x PBS, 1 mM EGTA,

siehe 2.4.7) erfolgte.

3.5 Histologie

Zur Anfertigung histologischer Präparate wurde die Biene auf Eis betäubt, der Kopf

mit einem Skalpells abgetrennt und in Wachs immobilisiert. Die Kopfkapsel wurde mit

einem feinen Skalpell geöffnet und die Drüsen entfernt. Nachfolgend wurde ein Trop-

fen Carnoy Lösung (siehe 2.4.8) aufgebracht und das Gehirn herauspräpariert. Es

folgte eine Fixierung in Carnoy für 4 h bei RT. Danach wurden die Hirne in absolu-

tem Ethanol (2x 30 min) gewaschen, für 1 h in Isopropylalkohol bei RT sowie 1 h in

Isopropylalkohol bei 45˚C im Wärmeschrank inkubiert. Nachfolgend wurden sie in ein

Isopropylalkohol-Paraffingemisch (1:1) überführt und erneut 1 h bei 70˚C im Wärme-

schrank inkubiert. Anschließend wurden die Hirne über Nacht in flüssigem Paraffin bei

60˚C im Wärmeschrank aufbewahrt. Am nächsten Tag wurde das Paraffin ausgewech-

selt. Nachdem das Paraffin fest geworden war (etwa 2 h später), konnten die Hirne

ausgeblockt werden. Für die Paraffinschnitte am Mikrotom wurde der überschüssige

Wachs grob entfernt. Aus den angepassten kleinen Paraffinblöcken wurden nun 7 µm

dünne Serienschnitte angefertigt. Diese wurden mit Aqua dest. auf einen mit Poly-L-

Lysin beschichteten Glasobjektträger aufgebracht und anschließend bei 40˚C auf ei-
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ner Heizplatte gestreckt und getrocknet. Danach verblieben die Schnitte über Nacht

bei 45˚C im Wärmeschrank. Zur Färbung der Schnitte mit Antikörpern mussten die

Schnitte auf dem Objektträger vom Paraffin befreit werden. Hierzu wurden die Objekt-

träger in Xylol (2x 5 min), anschließend in einer absteigenden Ethanolreihe (96, 90,

80, 70 und 50%) sowie in Aqua dest. für je 2 min behandelt. Nachfolgend erfolgten alle

Schritte in einer dunklen Schale. Die Schnitte wurden für 30 min in Blockpuffer PBS-T

(1x PBS, 0.5% (w/v) BSA, 0.1% (v/v) Triton, siehe 2.4.8) geblockt und nachfolgend mit

dem Primärantikörper (siehe 2.3.1) inkubiert. Nach der Inkubation über Nacht wurde

der Primärantikörper abgespült und die Schnitte 3x für je 5 min bei RT mit PBS-T ge-

waschen. Es folgte die Inkubation mit dem Fluorophor-markierten Sekundärantikörper

(siehe 2.3.2) für 1.5 h bei RT, woraufhin sich ein erneuter Waschschritt (3x je für 5 min

bei RT mit PBS-T) anschloss. Anschließend wurde ein Tropfen eines Glycerin-Aqua

dest. Gemisches (1:1) auf die Schnitte aufgebracht und diese mit einem Deckgläschen

abgedeckt. Zur Aufbewahrung konnten die Schnitte im Kühlschrank bei 4˚C gelagert

werden.

Nach erfolgreicher Färbung wurden die Schnitte mithilfe eines inversen Fluoreszenz-

mikroskops (Axiovent 200 M, Zeiss) und einer Kamera (Cool Snap HQ2+, Photome-

trics) fotografiert und die Bilder anschließend mit dem Programm ImageJ ausgewertet.

Hierzu wurde die zu untersuchende Region (Alphalobus des Pilzkörpers sowie der

Zentralkörper) ausgewählt und die durchschnittliche Intensität dieser Fläche abgele-

sen. Es wurden die Intensitäten von jeweils drei aufeinanderfolgenden Schnitten gemit-

telt und die Werte jeweils auf die Kontrolle normiert. Zur statistischen Analyse wurde

mittels der Datensoftware Microsoft Office Excel 2003 ein ungepaarter Student’s t-Test

(studentsche t-Verteilung) durchgeführt.

3.6 Acetylcholin Esterase Assay

Zur Bestimmung der Acetylcholin Esterase (AChE) Aktivität im Bienenhirn wurde ein

colorimetrischer Aktivitätsassay etabliert. Die Messung basiert auf der entwickelten

Methode von Ellman et al. [45] und wurde zur Durchführung mit Bienenhirn in einer 96-

well Mikrotiterplatte angepasst. Die Aktivitätsbestimmung beruht auf der Umsetzung

des Esterase-Substrates Acetylthiocholin zu Thiocholin und Acetat. In Anwesenheit

von Dithiobisnitrobenzoat (DTNB) ruft das entstandende Thiocholin eine Gelbfärbung

hervor, deren Absorption bei einer Wellenlänge von 412nm gemessen wird.
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3.6.1 Etablierung eines Acetylcholin Esterase Assays für Honigbiene

Hierzu wurde ein Zentralhirn präpariert und in 3 ml Phosphatpuffer pH8.0 (siehe 2.4.9)

mit einem S-Pistill in einem Glashomogenisator auf Eis homogenisiert (siehe 3.4.1).

300 µl dieses Homogenates wurden mit 50 µl DTNB-Reagenz (Sigma-Aldrich, Zusam-

mensetzung siehe 2.4.9) für 5 min auf einer Mikrotiterplatte (Maxisorp, Nunc) bei RT

inkubiert. Anschließend wurden 4 µl Substratlösung (Acetylthiocholin, Sigma-Aldrich,

siehe 2.4.9) hinzupipettiert und die Absorptionsänderung (Gelbfärbung) bei 412nm im

1 min-Intervall im Plate-Reader safire2 (Tecan) für insgesamt 30 min verfolgt.

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Datensoftware Microsoft Office Excel 2003. An-

hand der einzelnen Messwerte wurde die Steigung der einzelnen Kurven, also die Ab-

sorptionszunahme pro Minute ermittelt. Die Steigung entspricht der Aktivität der AChE.

3.6.2 Bestimmung der einzusetzenden Homogenatmenge

Zur Etablierung des Assays mit dem Hirn der Honigbiene wurde zunächst eine Ver-

dünnungsreihe mit Homogenat erstellt, um die optimale Enzymmenge für die Aktivi-

tätsmessung zu ermitteln. Hierzu wurde das laut 3.6.1 hergestellte Homogenat eines

Bienenhirns zusätzlich 1:1, 1:3 sowie 1:5 verdünnt und die AChE Aktivität photome-

trisch verfolgt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Homogenat mitgeführt. Ab-

bildung 13 zeigt die Absorptionszunahme in den einzelnen Verdünnungen. Hieraus

wurden nachfolgend die Steigung bestimmt; dies entspricht der Aktivität der AChE (sie-

he Abbildung 12).
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Abbildung 12: Verlauf der Absorptionskurve unterschiedlicher Homogenatverdünnungen im
AChE Assay. Dargestellt sind die gemessenen Absorptionswerte in Abhängigkeit von
der Zeit. Homogenat eines Bienenhirns wurde mit DTNB-Reagenz inkubiert und nach
Zugabe des Substrates der AChE wurde die Absorptionsänderung für 30 min photome-
trisch bei einer Wellenlänge von 412nm verfolgt. Gemessen wurden eine unverdünnte
Homogenatprobe, eine 1:1, 1:3 sowie 1:5 verdünnte Probe; eine Probe ohne Homogenat
diente als Negativkontrolle.

Abbildung 13: Effekt unterschiedlicher Homogenatmengen auf die AChE Aktivität. Gezeigt ist die
relative AChE Aktivität der gemessenen Absorptionskurve unterschiedlicher Homogenat-
verdünnungen (unverdünnte Proben, 1:1, 1:3 sowie 1:5 verdünnte Proben sowie Pro-
ben ohne Homogenat als Negativkontrolle). Die Daten sind auf die unverdünnte Probe
normiert und als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Gemessen wurde die
Absorptionszunahme pro Minute bei einer Wellenlänge von 412nm nach Inkubation mit
DTNB-Reagenz bzw. nach Zugabe des Substrates der AChE. Dies entspricht der Stei-
gung der Kurve und der Aktivität der AChE. n=Anzahl der getesteten Proben.
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Als optimale Homogenatmenge, die sich zur Messung im AChE Assay eignet, wurde

die 1:1 Verdünnung ermittelt. Hier zeigte die Absorptionskurve den linearsten Anstieg.

Die Werte liegen in einem gut messbaren Bereich und die Aktivität lässt sich hoch und

herunter regulieren. Die nachfolgenden Experimente wurden demnach alle mit einer

1:1 Verdünnung des präparierten Homogenats durchgeführt.

3.6.3 Modulation der AChE Aktivität in vitro und in vivo

Anschließend wurde getestet, ob sich die Aktivität der Acetylcholin Esterase im Ho-

mogenat des Bienenhirns modulieren lässt. Hierzu wurde das Homogenat aufgeteilt.

Ein Ansatz wurde 5 min bei 95◦C gekocht oder dem Homogenat wurde Eserin, ein

spezifischer Acetylcholin Esterase Inhibitor, für 5 min zugegeben und die Aktivität des

Enzyms bestimmt.

Abbildung 14: Auswirkung unterschiedlicher Homogenatbehandlungen auf die AChE Aktivität.
Gezeigt ist die relative AChE Aktivität der gemessenen Absorptionskurve unterschiedlich
behandelter Homogenatproben. Die Daten sind auf die unbehandelte Homogenatprobe
normiert und als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Das Homogenat des Bie-
nenhirns wurde aufgeteilt und unbehandelt gelassen; ein Ansatz wurde für 5 min bei 95◦C
gekocht oder für 5 min mit Eserin (3 µM) inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit
DTNB-Reagenz inkubiert. Nach Zugabe des Substrates der AChE wurde die Absorpti-
onszunahme pro Minute bei einer Wellenlänge von 412nm gemessen. Dies entspricht
der Steigung der Kurve und der Aktivität der AChE. n=Anzahl der getesteten Proben. ***:
p<0.001 (gepaarter Student’s t-Test)

Aus Abbildung 14 geht hervor, dass sich im Homogenat des Bienenhirn die Aktivi-

tät der AChE sowohl durch Erhitzen, also Denaturierung der Proteine als auch durch

Inkubation mit dem Inhibitor Eserin hemmen lässt.
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Es wurde nachfolgend geprüft, ob die Aktivität der Acetylcholin Esterase mithilfe von

Eserin sowohl in vitro als auch in vivo gehemmt werden kann. Hierzu wurde das Ho-

mogenat aufgeteilt und einzelne Ansätze 5 min mit unterschiedlichen Konzentrationen

an Eserin inkubiert (in vitro). Für in vivo Untersuchungen wurden Bienen 0.5 h vor der

Präparation mit Eserin in den Thorax injiziiert.

Abbildung 15: Auswirkung der in vitro sowie in vivo Behandlung mit Eserin auf die AChE Akti-
vität. A: Dargestellt ist die relative AChE Aktivität der gemessenen Absorptionskurve mit
Eserin behandelter Homogenatproben. Die Daten sind auf die Kontrollprobe normiert und
als Mittelwert +/- Standardabweichung gezeigt. Das Homogenat des Bienenhirns wurde
aufgeteilt und die Ansätze für 5 min mit unterschiedlichen Eserin-Konzentrationen (0 M,
30 nM, 300 nM, 3 µM) inkubiert =in vitro. B: Dargestellt ist die relative AChE Aktivität der
gemessenen Absorptionskurve mit Eserin behandelter Bienen =in vivo. Die Bienen wur-
den 0.5 h vor dem Präparation der Gehirne mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert.
Kontrolle: 100% DMSO; Eserin: injiziert mit 3-300 µM Eserin in 100% DMSO, Endkon-
zentration in der Biene 30 nM-3 µM. Die Daten sind auf die Kontrolle normiert und als
Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Die einzelnen Homogenatproben wurden
mit DTNB-Reagenz inkubiert. Nach Zugabe des AChE Substrates wurde die Absorpti-
onszunahme pro Minute bei einer Wellenlänge von 412nm verfolgt. Dies entspricht der
Steigung der Kurve und der Aktivität der AChE. n=Anzahl der getesteten Proben bzw.
Bienen. ***: p<0.001 (gepaarter Student’s t-Test für A, ungepaart für B)

Es zeigte sich, dass Eserin nach in vitro Inkubation die Aktivität der Acetylcholin

Esterase im Bienenhirnhomogenat stark hemmt. Diese Inhibition war auch deutlich

zu erkennen, wenn Eserin direkt in lebende Bienen injiziert wurde und die Aktivität

nach der Präparation des Bienenhirns im Homogenat bestimmt wurde (vgl. Abbildung

15). Hierbei wurden die Daten der beiden verwendeten Eserin-Konzentrationen (30 nM

sowie 3 µM) zusammengefasst, da sie das gleiche Ergebnis lieferten. Die Modulation

der AChE Aktivität ist folglich in vitro und in vivo möglich.

Des Weiteren wurde versucht, den Assay auch in vivo ablaufen zu lassen. Hierzu
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wurde Bienen das DTNB-Reagenz sowie das Substrat der AChE entweder in den Tho-

rax oder direkt ins Gehirn injiziert. Die Gehirne wurden 30 min nach der Injektion für

die Messung präpariert. Eine Reaktion ließ sich jedoch in beiden Fällen nicht messen

(nicht gezeigt).

3.7 Herstellung polyklonaler Antikörper

Zur Untersuchung der allgemeinen Proteinacetylierung wurde versucht, eigene poly-

klonale Antikörper in Mäusen herzustellen. Hierzu wurden Mäuse mit chemisch acety-

lierten Antigenen immunisiert und die so erhaltenen Antikörper im Serum gewonnen.

3.7.1 Chemische Acetylierung von Antigenen

Zur Immunisierung bzw. zur Überprüfung des gewonnenen Serums wurden Antigene

benötigt, die viele Lysinreste aufweisen und daher gut acetyliert werden konnten. Als

Antigene dienten BSA (Rinderserumalbumin), EGG (Eggalbumin), ein Mix aller Histone

sowie Histon H3 allein. Die einzelnen Proteine wurden als 1 mg/ml Lösung in 1x PBS

angesetzt. Zur chemischen Acetylierung eines 4 ml Ansatzes wurden schrittweise 1/10

Volumen Acetanhydrid zugegeben. Der pH-Wert der Lösung wurde ständig kontrolliert

und mit 5 M NaOH auf pH6.0 gehalten. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, in dem

die Proteine nicht durch Acetanhydrid acetyliert wurden. Nach einer Inkubation von 1 h

bei RT wurden beide Ansätze über Nacht in getrennten Bechern gegen 1x PBS bei

4˚C dialysiert.

3.7.2 Dialyse

Zur Dialyse wurde zunächst der Dialyseschlauch (Roth) vorbereitet. Hierzu wurde er

zunächst einige Minuten in etwa 800 ml bidestilliertem Wasser gekocht, anschließend

kurz in Wasser geschwenkt und nachfolgend in bidestilliertem Wasser mit einem ge-

strichenen Löffel EDTA (Ethylendiamintetraacetat) erneut gekocht. Nach einem weite-

ren Waschschritt in Wasser konnte der Dialyseschlauch zur Lagerung in bidestilliertem

Wasser mit einer Spatelspitze Natriumazid bei 4˚C aufbewahrt werden.

Zur Dialyse wurden die Proben über Nacht bei 4˚C in den Dialyseschlach gegeben,

der an beiden Enden wasserdicht verknotet und anschließend in einen mit 1x PBS

gefüllten sowie auf einem Magnetrührer stehenden Behälter gehängt wurde.
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3.7.3 Antigen-Injektion in Maus

Zur Immunisierung wurden balb/c Mäuse im Alter von etwa 8 Wochen mit Antigen ge-

spritzt. Als Antigen diente das unter 3.7.1 hergestellte und dialysierte aceBSA bzw.

aceEGG. 50 µl aceBSA (1 mg/ml) wurden mit 50 µl Adjuvanz (Stimune, Firma Prio-

nics) gemischt und die Lösung subcutan im Rückenbereich in die Maus injiziert. Drei

Wochen später wurde erneut immunisiert; hierzu wurden 50 µl aceEGG (1 mg/ml) mit

50 µl Adjuvanz gemischt und wie zuvor subcutan gespritzt. Zwei Wochen nach der

2. Injektion wurde der Antikörpertiter im Mausblut mittels Western Blot auf einem Mix

aus aceBSA sowie aceEGG (0.2 µg je Antigen) geprüft (nicht gezeigt). Wenn im Blut

Antikörper nachgewiesen werden konnten, wurde erneut 2 Wochen später eine finale

Immunisierung mit aceBSA ohne Adjuvanz in den Schwanz der Maus durchgeführt.

3.7.4 Serumgewinnung aus Mausblut

Zur Gewinnung des Mausserums wurde die Maus drei Tage nach der finalen Immu-

nisierung mit CO2-Gas eingeschläfert. Durch Herzpunktion mit einer heparinisierten

Spritze wurde der Maus das Blut entnommen. Dieses wurde 15 min bei 2400 x g

abzentrifugiert. Die im Überstand befindliche Antikörperlösung wurde abpipettiert und

portioniert bei -20˚C gelagert.

Tina Martin



40

4 Ergebnisse

Anhand der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für das

olfaktorische Lernen und Gedächtnis der Honigbiene Apis mellifera aufgeklärt werden.

Hierzu werden Inhibitoren injiziert, welche die Integrität der Mikrotubuli positiv und ne-

gativ verändern. Die Auswirkungen werden anhand assoziativer Konditionierung unter-

sucht.

4.1 Colchizin verschlechtert Lernen und die Gedächtnisbildung

Colchizin, ein toxisches Alkaloid der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale), bindet an

Tubulin, also an freie Mikrotubuli-Untereinheiten und verhindert so die Polymerisation

und den Aufbau des Cytoskeletts. Bei entsprechend hoher Konzentration verursacht

es die Depolymerisation und somit den Zusammenbruch der Mikrotubuli [91].

Im Folgenden wurde untersucht, welche Auswirkungen eine Störung der Mikrotubuli-

Integrität durch Colchizin-Behandlung auf das appetitive Lernen und die Gedächtnis-

bildung in der Biene besitzt.

4.1.1 Austesten verschiedener Colchizin-Konzentrationen

Zu Beginn wurden zwei unterschiedliche Colchizin-Konzentrationen in Bienen injiziert

und ihr appetitives Lernverhalten sowie das Mittelzeitgedächtnis (2 h nach Training)

untersucht. Es wurde eine hohe (50 µM) sowie ein geringe (10 µM) Konzentration

gewählt. Anhaltspunkt für die Wahl dieser Konzentrationen gab eine Studie, bei der

Ratten mit Colchizin behandelt wurden und Lern- und Gedächtniseffekte zeigten [141].

Weiterhin wurden für Zellkultur Untersuchungen Konzentrationen von 1-10 µM verwen-

det, die eine Depolymerisation der Mikrotubuli im Minutenbereich bewirkten [126].

Zur Untersuchung der appetitiven Konditionierung nach Colchizin-Gabe wurde zu-

nächst ein Zeitfenster von 1.5 h vor Trainingsbeginn ausgewählt. Die Ergebnisse der

Konditionierung sind Abbildung 16 zu entnehmen.

So zeigte sich, dass, unabhängig von der eingesetzten Konzentration, die Colchizin-

Behandlung eine Beeinträchtigung des Lernverhaltens bewirkte. Bienen, denen Col-
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chizin injizierte wurde, lernten im Vergleich zu Kontrolltieren schlechter. Auf das Mittel-

zeitgedächtnis (2 h) der Bienen wirkten sich beide Colchizin-Konzentrationen nicht aus

(Abbildung 16).

Abbildung 16: Auswirkung unterschiedlicher Colchizin-Konzentrationen auf assoziatives Lernen
und Mittelzeitgedächtnis. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert.
Es erfolgte ein 3 Trial Training (3 CS/US Paarungen). Beim Gedächtnisabruf wurde nur der
CS präsentiert (2 h). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden
Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 5 mM bzw. 1 mM Colchizin in 1x
PBS, Endkonzentration in der Biene 50 µM (A) bzw. 10 µM (B). Dargestellt ist die Anzahl
der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der
getesteten Bienen. ***: p<0.001 (Chi Square Test)

Um auszuschließen, dass Colchizin die Prozessierung der verwendeten Reize CS

(Duft) und US (Zuckerwasserbelohnung) verändert, wurde die Zuckerwasserempfind-

lichkeit (Responsiveness) bzw. die Auswirkung der Colchizin-Behandlung auf nicht-

assoziatives Lernen (Habituation und Sensitisierung) getestet.

4.1.2 Auswirkungen von Colchizin auf die Responsiveness und das

nicht-assoziative Lernen

Zur Überprüfung der CS- bzw. US-Verarbeitung nach Colchizin-Behandlung wurden

Bienen 1.5 h vor dem Test injiziert und zunächst die Zuckerwasserempfindlichkeit (Re-

sponsiveness) getestet (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Unterschiedliche Colchizin-Konzentrationen wirken sich nicht auf die Zuckerwas-
serempfindlichkeit aus. Bienen wurden 1.5 h vor dem Test mit 1 µl der entsprechenden
Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 5 mM bzw. 1 mM Colchizin in
1x PBS, Endkonzentration in der Biene 50 µM (A) bzw. 10 µM (B). Gezeigt ist die Anzahl
der Tiere in %, die auf den gegebenen Stimulus (Sucrosekonzentration in Lösung) an der
Antenne mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Da die Responsiveness der beiden Versuche (50 µM bzw. 10 µM Colchizin) zu ver-

schiedenen Jahreszeiten getestet wurde, war die Empfindlichkeit gegenüber 0 M Su-

crose unterschiedlich stark. Aus Abbildung 17 geht dennoch hervor, dass weder 50 µM

noch 10 µM Colchizin in der Biene deren Sensitivität gegenüber der Zuckerwasser-

belohnung veränderten. Dies bedeutet, dass die US-Wahrnehmung nach Colchizin-

Behandlung nicht verändert ist.

Anschließend wurde das nicht-assoziative Lernen nach Colchizin-Behandlung an-

hand der Habituation und Sensitisierung getestet.

Dabei zeigte sich, dass die Habituation, also die Gewöhnung an den Zuckerreiz,

nach Colchizin-Behandlung der Bienen unverändert blieb (siehe Abbildung 18). Damit

ist die Reizverarbeitung des US nicht betroffen.

Außerdem konnte im Rahmen von Sensitisierungsexperimenten auf die Verarbeitung

des Duftreizes nach Colchizin-Gabe zurückgeschlossen werden. Es zeigte sich auch

für die Sensitisierung kein Unterschied zwischen Colchizin-behandelten und Kontroll-

tieren, gleichgültig welche Dosis verwendet wurde (siehe Abbildung 19). Nach Appli-

kation von Colchizin hatten die Bienen keine veränderte Bereitschaft für eine Reaktion

auf den Duftreiz.
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Abbildung 18: Unterschiedliche Colchizin-Konzentrationen wirken sich nicht auf die Habituation
aus. Bienen wurden 1.5 h vor dem Test mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert
und kurz vor der Test mit 2 Tropfen 1 M Sucrose angefüttert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin:
injiziert mit 5 mM bzw. 1 mMColchizin in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 50 µM (A)
bzw. 10 µM (B). Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl gegebener Stimuli mit 100 mM
Sucrose an einer der beiden Antennen bis zum Ausbleiben des PER (Habituation). Der
Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Abbildung 19: Unterschiedliche Colchizin-Konzentrationen wirken sich nicht auf die Sensitisie-
rung aus. Bienen wurden 1.5 h vor dem Test mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert.
Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 5 mM bzw. 1 mM Colchizin in 1x PBS, Endkon-
zentration in der Biene 50 µM (A) bzw. 10 µM (B). Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in
%, die vor und nach der Sensitisierung mit 1 M Sucrose an der Antenne auf Nelkenduft
mit dem PER reagiert haben. n=Anzahl der getesteten Bienen.
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Die mit Colchizin behandelten Bienen besaßen demnach eine gleiche Wahrneh-

mung bzw. Reizverarbeitung ihrer Belohnung sowie des Duftes und hatten somit die

gleichen Ausgangsbedingungen für das Training im Rahmen der appetitiven Konditio-

nierung wie Kontrolltiere. Entstehen folglich Effekte bei der assoziativen Konditionie-

rung, handelt es sich hierbei um spezifische assoziative Lern- und Gedächtniseffekte,

da CS und US alleine keine Effekte nach Colchizin-Behandlung verursachten.

Auch die Sterblichkeit blieb nach Colchizin-Behandlung unverändert (siehe Abbil-

dung 20). Die letale Dosis von Colchizin liegt in Mäusen bei ca. 6 mg/kg Körpergewicht

(Quelle: ChemIDplus). Die getesteten Dosen von 50 bzw. 10 µM Endkonzentration

in der Biene belaufen sich auf 20 bzw. 4 mg/kg Körpergewicht. Betrachtet man die

Überlebensrate der Bienen nach Colchizin-Injektion, so zeigte sich kein Unterschied

zu Kontrolltieren (siehe Abbildung 20).

Abbildung 20: Unterschiedliche Colchizin-Konzentrationen wirken sich nicht auf die Überlebens-
rate der Bienen aus. Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechen-
den Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 5 mM bzw. 1 mM Colchizin
in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 50 µM (A) bzw. 10 µM (B). Dargestellt ist die
Anzahl der Bienen in %, die zum Zeitpunkt der Injektion (88 Kontrollbienen sowie 86 Bie-
nen mit 50 µM Colchizin bzw. 145 Kontrollbienen sowie 142 Bienen mit 10 µM Colchizin)
und zu verschiedenen Zeitpunkten danach (beim Training, nach 2 h, 1, 2 bzw. 3 d) gelebt
haben.

Anzumerken ist, dass bei den Untersuchungen zur Überlebensfähigkeit nach Injek-

tion von Colchizin (50 bzw. 10 µM) Tiere verschiedener Jahreszeit verwendet wurden.

Die Winterbienen (Versuche mit 50 µM) zeigten hierbei eine erhöhte Mortalität, wes-

halb Experimente nur bis Tag 2 verfolgt wurden.
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Zusammenfassend ließ sich festhalten, dass eine Behandlung mit Colchizin, unab-

hängig von der eingesetzten Konzentration, keine Auswirkung auf die Zuckerwasser-

empfindlichkeit, das nicht-assoziative Lernen (Habituation und Sensitisierung) sowie

die Vitalität der Bienen hatte, weshalb im Folgenden das assoziative Lernen und die

Gedächtnisbildung nach Colchizin-Behandlung überprüft werden konnte.

Weitere Versuche wurden mit der geringeren Colchizin-Konzentration (10 µM) durch-

geführt, da die gleichen Effekte beim Lernen sowie im Mittelzeitgedächtnis erzielt wur-

den (vgl. Abbildung 16) und diese Konzentration zusätzlich unter der für Maus gelten-

den letalen Dosis lag.

4.1.3 Auswirkungen von Colchizin auf assoziatives Lernen und

Gedächtnisbildung

Um die Effekte von Colchizin auf das assoziative Lernverhalten und die Gedächtnis-

bildung zu untersuchen, wurden Bienen zu verschiedenen Zeitpunkten vor bzw. nach

dem Training mit der Droge injiziert. Hiermit konnte zwischen der Akquisition und der

Konsolidierung der Gedächtnisse unterschieden sowie geklärt werden, in welcher Pha-

se die Integrität der Mikrotubuli eine Rolle spielt.

4.1.3.1 Einfluss von Colchizin auf assoziatives Lernen und Gedächtnis bei

unterschiedlichen Injektionszeitpunkten

Zur Überprüfung, in welcher Phase die Mikrotubuli-Integrität bedeutsam ist, wurden

verschiedene Injektionszeitpunkte getestet. Zunächst wurde Colchizin 1.5 h vor dem

Training injiziert. Somit bestand ausreichend Zeit, damit sich Colchizin und damit die

Störung der Mikrotubuli-Integrität während des Lernprozesses auswirken konnte (siehe

Abbildung 21).

Es zeigt sich erneut der Akquisitionseffekt (vgl. Abbildung 16), also ein verschlech-

tertes Lernvermögen der Bienen nach Colchizin-Behandlung. Des Weiteren führte die

Colchizin-Behandlung 1.5 h vor dem Training zu einer Beeinträchtigung des Langzeit-

gedächtnisses (LTM). Bienen, die mit Colchizin injiziert wurden, besaßen im Vergleich

zu den Kontrollbienen ein deutlich schlechteres Gedächtnis am zweiten und dritten Tag

(Abbildung 21). Keine Auswirkung besaß die Colchizin-Behandlung auf die Ausbildung

des Mittelzeitgedächtnisses (2 h).
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Abbildung 21: Die Injektion von Colchizin 1.5 h vor starkem Training verschlechtert Lernen und
Gedächtnis. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es erfolgte ein
3 Trial Training (3 CS/US Paarungen) mit einem Inter-Trial-Intervall von 2 min. Beim Ge-
dächtnisabruf wurde nur der CS präsentiert (2 h, 1 d, 2 d, 3 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor
dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin:
injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt
ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten.
n=Anzahl der getesteten Bienen. *: p<0.05 (Fisher Exact Test)

Demnach schien die Integrität der Mikrotubuli bereits während des Lernens notwen-

dig zu sein, um ein stabiles LTM zu erzeugen. Um zu überprüfen, ob das verschlechter-

te LTM der Colchizin-behandelten Bienen ausschließlich auf dem verminderten Lern-

vermögen basierte oder eine gestörte Integrität der Mikrotubuli während der Konsoli-

dierungsphase auch in einem verschlechterten LTMmündet, wurde Colchizin anschlie-

ßend erst 0.5 h nach dem Training injiziert (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Die Injektion von Colchizin 0.5 h nach starkem Training verursacht keine Gedächt-
niseffekte. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es erfolgte ein 3
Trial Training (3 CS/US Paarungen). Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS präsentiert
(2 h, 1 d, 2 d, 3 d). Die Tiere wurden 0.5 h nach dem Training mit 1 µl der entsprechen-
den Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x PBS,
Endkonzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf
den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Eine Colchizin-Behandlung nach dem Training bewirkte keinerlei Unterschiede im

Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 22). Es erfolgte keine Beeinträchtigung des Ler-

nens, des Mittel- oder Langzeitgedächtnisses.

Um herauszufinden, ab welchem Zeitpunkt sich Colchizin auf das Lernen und die

Gedächtnisbildung auswirkte, wurde der Injektionszeitpunkt 0.5 h vor das Training ge-

legt (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Die Injektion von Colchizin 0.5 h vor starkem Training verursacht keine Lern- oder
Gedächtniseffekte. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es er-
folgte ein 3 Trial Training (3 CS/US Paarungen). Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS
präsentiert (2 h, 1 d, 2 d). Die Tiere wurden 0.5 h vor dem Training mit 1 µl der entspre-
chenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x
PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %,
die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Wurden Bienen erst kurz vor dem Training mit Colchizin behandelt, waren sowohl

Akquisition als auch Mittel- und Langzeitgedächtnis unbeeinflusst (Abbildung 23).

Demnach bewirkte eine Colchizin-Injektion mindestens 1.5 h vor dem Training eine

Beeinträchtigung in der appetitiven Konditionierung; sowohl Lernen als auch das LTM

waren verschlechtert (vgl. Abbildung 21).

Um die Wirkdauer des Colchizins weiter zu untersuchen, wurde zusätzlich ein län-

gerer Zeitraum ausgetestet und Bienen bereits 18 h vor dem Training mit Colchizin

injiziert (siehe Abbildung 24).

Hierbei zeigte sich ein reduziertes Lernvermögen. Anders als bei der Injektion von

Colchizin 1.5 h vor dem Training, war bei 18 stündiger Behandlung auch das Mittel-

zeitgedächtnis (2 h) beeinträchtigt (Abbildung 24). Ergebnisse zur Untersuchung des

Langzeitgedächtnisses nach 18 stündiger Colchizin-Behandlung konnten im Rahmen

dieser Arbeit nicht erzielt werden, da die Versuche in einer Zeit durchgeführt wurden, in

der generell eine hohe Sterblichkeitsrate der Bienen unter Laborbedingungen vorlag.
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Abbildung 24: Die Injektion von Colchizin 18 h vor starkem Training verursacht starke Lern- und
Gedächtniseffekte. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert und 18 h
vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Col-
chizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Es
erfolgte ein 3 Trial Training (3 CS/US Paarungen). Beim Gedächtnisabruf wurde nur der
CS präsentiert (2 h). Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft
(CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen. ***: p<0.001 (Chi Squa-
re Test)

Abbildung 25 fasst die Auswirkungen unterschiedlicher Injektionszeitpunkte vor bzw.

nach dem Training auf die Akquisition, das Mittelzeit- sowie Langzeitgedächtnis der

Colchizin-behandelten Bienen nach appetitiver Konditionierung zusammen.
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Abbildung 25: Zusammenfassung: Auswirkung von Colchizin auf Lernen und Gedächtnis bei star-
kem Training in Abhängigkeit vom Injektionszeitpunkt. Wurden Bienen kurz nach
(0.5 h) oder kurz vor dem Training (-0.5 h) mit Colchizin behandelt, hatte dies kei-
ne Auswirkung auf das Lernen oder die Gedächtnisbildung (-/-). Wurden Bienen 1.5 h
vor dem Training injiziert, verschlechterte dies die Akquisition sowie das LTM. Bei
18 stündiger Colchizin-Behandlung vor dem Training waren die Akquisition sowie zu-
sätzlich das MTM beeinträchtigt; die Untersuchung des LTM wurde nicht durchgeführt.
Pfeil=Beeinträchtigung.

4.1.3.2 Einfluss von Colchizin auf assoziatives Lernen und Gedächtnis bei

unterschiedlichen Trainingsstärken

Bisher wurden die Auswirkungen von Colchizin bei starkem Training betrachet. Um zu

untersuchen, ob die Beeinträchtigung des Gedächtnisses mit der Trainingsstärke zu-

sammenhängt, wurden im Folgenden die Effekte der Colchizin-Injektion bei verschie-

denen Trainingsstärken überprüft.

Zunächst wurde ein schwaches Training (eine CS/US Paarung) 1.5 h nach Colchizin-

Gabe durchgeführt und das Gedächtnis der Bienen untersucht (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Die Injektion von Colchizin 1.5 h vor schwachem Training hat keine Auswirkung
auf die Gedächtnisbildung. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert.
Es erfolgte ein 1 Trial Training (nur 1 CS/US Paarung). Beim Gedächtnisabruf wurde nur
der CS präsentiert (2 h, 1 d, 2 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der
entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin
in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen
in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten
Bienen.

Dabei zeigte sich, dass eine Colchizin-Injektion vor schwachem Training, im Gegen-

satz zum starken Training, keinen Effekt verursachte. Es gab keinen Unterschied im

Gedächtnis von Colchizin- und Kontroll-injizierten Bienen (Abbildung 26).

Wurde allerdings die Trainingsstärke erhöht und ein 2 Trial Training angewandt, wirk-

te sich die Colchizin-Injektion negativ auf das Lernen sowie das Langzeitgedächtnis

aus (vgl. Abbildung 27). Das Mittelzeitgedächtnis (2 h) war nicht betroffen.
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Abbildung 27: Die Injektion von Colchizin 1.5 h vor einem 2 Trial Training verursacht Lern- und
Gedächtniseffekte. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es er-
folgte ein 2 Trial Training (2 CS/US Paarungen). Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS
präsentiert (2 h, 1 d, 2 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entspre-
chenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x
PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %,
die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.
*: p<0.05 (Chi Square Test)

Abbildung 28 fasst die Auswirkungen unterschiedlicher Trainingsstärken auf die Ak-

quisition sowie das Langzeitgedächtnis nach appetitiver Konditionierung zusammen.
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Abbildung 28: Zusammenfassung: Auswirkung von Colchizin auf Lernen und Gedächtnis in Ab-
hängigkeit von der Trainingsstärke. Bienen wurden 1.5 h vor dem Training mit Col-
chizin injiziert. Wurde ein schwaches 1 Trial Training durchgeführt, verursachte dies
keinen Effekt auf das Gedächtnis (-/-). Wurde ein 2 Trial oder starkes 3 Trial Trai-
ning angewandt, so waren sowohl Lernen als auch Langzeitgedächtnis verschlechtert.
Pfeil=Beeinträchtigung.

Nach dem Vergleich der verschiedenen Injektionszeiten sowie Trainingsstärken (Ab-

bildung 25 und 28) traten die verschlechterte Akquisition sowie das beeinträchtigte

LTM nach Colchizin-Behandlung stets gemeinsam auf. Der Erfolg des Lernens, also

die Akquisitionsphase ist ausschlaggebend für den Erwerb eines stabilen LTM.

In der Akquisitionsphase werden, abhängig vom Training, Prozesse induziert, die

letztendlich zur Bildung der verschiedenen Gedächtnisse führen. Dies könnte den Trans-

port bestimmter Moleküle in die Prä- oder Postsynapse erfordern. Colchizin sollte die

Mikrotubuli depolymerisieren, wodurch ein intrazelluläres Transportdefizit entstehen

kann. Beim 1 Trial Training wären genügend Moleküle vorhanden, so dass kein Effekt

nach Colchizin-Behandlung feststellbar ist. Erfolgt jedoch ein Multipel-Trial-Training,

müssten vermehrt Moleküle transportiert werden, da hierdurch auch Translation sowie

Transkription induziert werden. Liegen nach Colchizin-Behandlung depolymerisierte

Mikrotubuli vor, könnte die Bereitstellung benötigter Moleküle während der Akquisition

nach einzelnen Training-Trials erschöpft sein, was sich wie hier gezeigt negativ auf die

Lerneffizienz auswirkt.

Um daher zu überprüfen, ob dieses Transportdefizit und damit die verschlechterte

Akquisition auch auftritt, wenn mehr Zeit für den Transport benötigter Moleküle zur

Verfügung steht, wurde nachfolgend das kurze Inter-Trial-Intervall von 2 min auf 10 min

verlängert.
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4.1.3.3 Einfluss von Colchizin auf assoziatives Lernen und Gedächtnis bei

unterschiedlichen Inter-Trial-Intervallen

Zur Verlängerung des Zeitintervalls zwischen den CS/US Paarungen wurde ein Inter-

vall von 10 min angewandt. Die Bienen wurden 1.5 h sowie 18 h vor dem starken

Training mit Colchizin bzw. Kontrolllösung injiziert (siehe Abbildung 29 sowie 30).

Abbildung 29: Die Injektion von Colchizin 1.5 h vor starkem Training mit verlängertem Inter-Trial-

Intervall verursacht keine Lern- oder Gedächtniseffekte. Bienen wurden vor dem Ex-
periment über Nacht gehungert. Es erfolgte ein 3 Trial Training (3 CS/US Paarungen) mit
einem Inter-Trial-Intervall von 10 min. Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS präsentiert
(2 h, 1 d, 2 d, 3 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden
Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, End-
konzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den
Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Bei Training mit verlängertem Inter-Trial-Intervall trat das Akquisitionsdefizit nicht

mehr auf (Abbildung 29). Bienen, die 1.5 h vor starkem Training mit Colchizin inji-

ziert wurden, zeigten nun die gleiche Lernrate wie Kontrollbienen. Im Gegensatz zum

Trainingsprotokoll mit kurzem Inter-Trial-Intervall war des Weiteren auch nicht mehr die

Beeinträchtigung des LTM festzustellen (vgl. Abbildung 21).

Weiterhin wurde die Akquisition sowie das MTM von Bienen untersucht, die 18 h vor

dem Training mit Colchizin injiziiert und mit dem verlängerten Inter-Trial-Intervall von

10 min trainiert wurden (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Die Injektion von Colchizin 18 h vor starkem Training mit einem verlängerten Inter-
Trail-Intervall verursacht keine Lern- oder MTM Effekte. Bienen wurden vor dem Ex-
periment über Nacht gehungert sowie 18 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden
Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, End-
konzentration in der Biene 10 µM. Es erfolgte ein 3 Trial Training (3 CS/US Paarungen).
Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS präsentiert (2 h). Dargestellt ist die Anzahl der
Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der gete-
steten Bienen.

Wie zuvor gezeigt bewirkte die 18 stündige Colchizin-Behandlung vor dem Trai-

ning mit einem 2 min Inter-Trial-Intervall ein reduziertes Lernvermögen sowie ein ver-

mindertes MTM (vgl. Abbildung 24). Wurden Bienen allerdings 18 h nach Colchizin-

Behandlung mit einem verlängerten Inter-Trial-Intervall trainiert, waren die Akquisition

sowie das MTM nicht mehr beeinträchtigt (Abbildung 30).

Demnach scheint die Mikrotubuli-Integrität während der Akquisitionsphase maßgeb-

lich entscheidend für die Ausbildung eines stabilen Gedächtnisses zu sein. Erfolgten

die einzelnen Training-Trials in dieser Phase mit kurzem Abstand, führte dies zu ei-

nem durch Colchizin-induzierten schlechten Lernerfolg. Keine Beeinträchtigung wurde

nach Colchizin-Behandlung festgestellt, wenn die Zeitspanne zwischen den Trials er-

höht wurde (vgl. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Auswirkung von Colchizin auf die Akquisition bei verschiedenen Inter-Trial-
Intervallen. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es erfolgte ein 3
Trial Training (3 CS/US Paarungen) mit einem Inter-Trial-Intervall von 2 (A) bzw. 10 min
(B). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert.
Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, Endkonzentration in
der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft (CS)
mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen. *: p<0.05 (Chi Square Test)

Abbildung 32 fasst nachfolgend die Auswirkungen unterschiedlich langer Inter-Trial-

Intervalle während starkem Training auf die Akquisition und dem damit einhergehenden

Effekt auf das Langzeitgedächtnis der Bienen zusammen.
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Abbildung 32: Zusammenfassung: Auswirkung von Colchizin auf Lernen und Gedächtnis in Ab-
hängigkeit von der Dauer des Inter-Trial-Intervalls. Bienen wurden 1.5 h vor dem
Training mit Colchizin injiziert. Wurde während eines starken Trainings ein Inter-Trial-
Intervall von 2 min angewandt, führte dies zur Verschlechterung des Lernens so-
wie zur Beeinträchtigung des Langzeitgedächtnisses von Colchizin-behandelten Bie-
nen. Ein verlängertes Inter-Trial-Intervall von 10 min verursachte keine Veränderung.
Pfeil=Beeinträchtigung, (-/-)=kein Effekt.

Folglich handelte es sich bei der Akquisition tatsächlich um die entscheidende Pha-

se, auf die Colchizin Einfluss nimmt. So trat beim Austesten unterschiedlicher Injektions-

zeiten sowie bei Anwendung von mehreren Training-Trials eine beeinträchtigte Akqui-

sition auf, wodurch damit gekoppelt auch Gedächtniseffekte verursacht wurden. Keine

Gedächtniseffekte entstanden jedoch, wenn die Akquisition nicht betroffen war. Ein

verlängertes Inter-Trial-Intervall führte ebenfalls zum Ausgleich der Akquisitionsver-

schlechterung sowie der jeweiligen Gedächtniseffekte und schien ein Transportdefizit

nach Colchizin-Behandlung zu kompensieren.

Nachfolgend wurden nun die Auswirkungen auf das olfaktorische Lernen und Ge-

dächtnis nach Taxol-Behandlung der Bienen untersucht. Taxol ist eine Substanz, die

gegensätzlich zu Colchizin wirkt und Mikrotubuli stabilisiert. Es stellte sich daher die

Frage, ob sich durch Taxol-Behandlung die jeweiligen Colchizin-Effekte umkehren las-

sen.

4.2 Taxol verbessert Lernen und die Gedächtnisbildung

Taxol (Paclitaxel) ist ein Taxan der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) und wirkt gegen-

sätzlich zu Colchizin. Es bindet an β-Tubulin und kann so den Abbau, also die De-

polymerisation der Mikrotubuli verhindern. Das Cytoskelett gewinnt an Stabilität und

intrazelluläre Transportprozesse werden erleichtert [124, 208].
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Somit wurde vermutet, dass sich Taxol positiv auf die Gedächtnisbildung auswirkt.

Es stellte sich zudem die Frage, ob Taxol wie Colchizin die Akquisition verändert. Da

zur Bildung eines LTM Transkription sowie axonaler Transport erfolgen müssen, sollte

Taxol auch transkriptionsabhängige Gedächtnisse verbessern können.

Um in der Biene das appetitive Lernen und Gedächtnis bei verbesserter Mikrotubuli-

Situation zu testen, wurde zunächst Taxol alleine und später zusammen mit ActD inji-

ziert, um die Transkriptionsabhängigkeit der Gedächtnisse aufzuklären (vgl. [205]). Der

Transkriptionsblocker Actinomycin D (ActD) interkaliert in die DNA und verhindert damit

eine DNA-abhängige RNA-Synthese [60].

Die letale Dosis von Taxol in Mäusen liegt bei 12 mg/kg Körpergewicht (Quelle:

ChemIDplus). Die hier getestete Dosis von 10 µM Endkonzentration in der Biene be-

sitzt eine Konzentration von 8.5 mg/kg Körpergewicht. Abbildung 33 zeigt, dass die

Taxol-Injektion im Vergleich zur Kontrolle nicht zu einer verstärkten Sterblichkeit führte.

Abbildung 33: Die Taxol-Injektion wirkt sich nicht auf die Überlebensrate der Bienen aus. Die Tie-
re wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle:
100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO, Endkonzentration in der Bie-
ne 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die zum Zeitpunkt der Injektion (141
Kontrollbienen sowie 133 Bienen mit 10 µM Taxol) und zu verschiedenen Zeitpunkten
danach (beim Training, nach 2 h, 1, 2 sowie 3 d) gelebt haben.

Die Wahl dieser Konzentration wurde anhand von in der Literatur beschriebenen

Zellkultur Studien getroffen, in denen 1 µM Taxol zur Stabilisierung der Mikrotubuli

sowie zur Acetylierung des α-Tubulins führte [28, 189]. Für in vivo Untersuchungen mit

Bienen wurde diese Konzentration verzehnfacht.
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4.2.1 Auswirkungen von Taxol auf die Responsiveness und das

nicht-assoziative Lernen

Analog zur Colchizin-Behandlung wurde zunächst untersucht, ob die Behandlung von

Bienen mit Taxol die Bewertung und Verarbeitung des CS (Duftreiz) oder US (Zucker-

wasserbelohnung) unverändert lässt. Dies ist eine notwendige Voraussetzung, damit

es sich um spezifische assoziative Lern- und Gedächtniseffekte handelt.

Zur Überprüfung der CS- bzw. US-Prozessierung wurden die Zuckerwasseremp-

findlichkeit (Responsiveness) und das nicht-assoziative Lernen (Habituation und Sen-

sitisierung) überprüft. Bei allen mit Taxol durchgeführten Experimenten dieser Arbeit

wurde die Droge 1.5 h vor dem Versuch injiziert.

In Abbildung 34 ist die Responsiveness, also die Zuckerwasserempfindlichkeit der

Bienen nach Taxol-Behandlung dargestellt.

Abbildung 34: Die Taxol-Injektion wirkt sich nicht auf die Zuckerwasserempfindlichkeit aus. Bie-
nen wurden 1.5 h vor dem Test mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle:
100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO, Endkonzentration in der
Biene 10 µM. Gezeigt ist die Anzahl der Tiere in %, die auf den gegebenen Stimulus (Su-
crosekonzentration in Lösung) an der Antenne mit einem PER reagierten. n=Anzahl der
getesteten Bienen.

Aus Abbildung 34 wird ersichtlich, dass sich die Taxol-Injektion bei Bienen nicht auf

die Sensitivität der Wahrnehmung ihrer Zuckerwasserbelohnung auswirkte.

Im Rahmen von Habituations- sowie Sensitisierungsexperimenten konnte auch eine

Veränderung der US- sowie CS-Verarbeitung nach Taxol-Behandlung ausgeschlossen

werden (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Die Taxol-Injektion wirkt sich nicht auf die Habituation oder die Sensitisierung aus.
Bienen wurden 1.5 h vor dem Test mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle:
100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO, Endkonzentration in der
Biene 10 µM. A: Habituation nach Taxol-Behandlung. Dargestellt ist der Mittelwert der
Anzahl gegebener Stimuli mit 100 mM Sucrose an einer der beiden Antennen bis zum
Ausbleiben des PER (Habituation). B: Sensitisierung nach Taxol-Behandlung. Dargestellt
ist die Anzahl der Tiere in %, die vor und nach der Sensitisierung mit 1 M Sucrose an der
Antenne auf Nelkenduft mit dem PER reagiert haben. Der Fehlerbalken entspricht der
Standardabweichung. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Da es zu keinerlei Beeinträchtigung oder Begünstigung der Duft- bzw. Zuckerwahr-

nehmung nach Taxol-Injektion kam, wurde nachfolgend die Wirkung von Taxol auf das

assoziative Lernen und die Gedächtnisbildung in der Biene untersucht.

4.2.2 Auswirkungen von Taxol auf assoziatives Lernen und Gedächtnisbildung

Zur Überprüfung, welche Effekte Taxol und damit einhergehend eine stabilere Mikro-

tubuli-Struktur in den Bienen bewirkt, wurde Bienen 1.5 h vor dem appetitiven Trai-

ning die Droge injiziert. Die Auswirkungen dieser Injektion im Hinblick auf Lernen und

Gedächtnisleistung sind in den folgenden Kapiteln beschrieben.

4.2.2.1 Einfluss von Taxol auf das assoziative Lernen und Gedächtnis bei

schwachem Training

Zunächst wurde die Auswirkung von Taxol bei schwachem Training überprüft, indem

ein 1 Trial Training 1.5 h nach der Injektion durchgeführt wurde (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die Taxol-Injektion 1.5 h vor schwachem Training verbessert das Gedächtnis. Bie-
nen wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es erfolgte ein 1 Trial Training
(nur 1 CS/US Paarung). Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS präsentiert (2 h, 1 d).
Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert.
Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO, Endkonzentration
in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft
(CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen. *: p<0.05 (Chi Square
Test)

Aus Abbildung 36 geht hervor, dass im Gegensatz zur Colchizin-Behandlung eine

Taxol-Behandlung das Mittelzeitgedächtnis nach 2 h sowie 1 d verbesserte. Demnach

scheint eine stabilere Mikrotubuli-Struktur die Gedächtnisbildung zu erleichtern.

4.2.2.2 Transkriptionsabhängigkeit der Gedächtnisbildung nach schwachem

Training

Um zu testen, ob die Gedächtnisverbesserung durch Taxol von Transkriptionsprozessen

abhängig ist, wurde zusätzlich der Transkriptionsblocker Actinomycin D (ActD) injiziert

(siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Die Verbesserung des Gedächtnisses durch Taxol-Behandlung vor schwachem
Training ist transkriptionsabhängig. Bienen wurden vor dem Experiment über Nacht
gehungert. Es erfolgte ein 1 Trial Training. Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS prä-
sentiert (2 h, 1 d, 2 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entspre-
chenden Lösung injiziert. Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100%
DMSO, Endkonzentration in der Biene 10 µM; Taxol+ActD: injiziert mit 1 mM Taxol sowie
2 mg/ml Actinomycin D (ActD) in 100% DMSO. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %,
die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.
***: p<0.001, **:p<0.01, *: p<0.05 (Fisher Exact Test)

Es zeigte sich, dass die Verbesserung des 2 h, 1 d sowie 2 d Gedächtnisses trans-

kriptionsabhängig war (Abbildung 37). Die Taxol-Gabe alleine bewirkte zu allen gete-

steten Zeitpunkten eine Gedächtnisverbesserung im Vergleich zu Kontrolltieren. Wurde

Taxol jedoch zusammen mit dem Transkriptionsblocker ActD gegeben, war diese Ver-

besserung nicht mehr sichtbar und die Tiere besaßen ein Gedächtnis wie Kontrolltiere.

Folglich erleichtert die Taxol-Behandlung die Ausbildung transkriptionsabhängiger Ge-

dächtnisse.

Das Resultat der mit Taxol und ActD behandelten Bienen war dennoch unerwartet,

da in Biene erst nach 3 Tagen transkriptionsabhängige Gedächtnisse zum Tragen kom-

men [205]. Weiterhin wird nur durch starke Trainingsprotokolle (z.B. 3 Trial Training) ein

transkriptionsabängiges Langzeitgedächtnisse induziert.

Die Behandlung von Bienen mit Taxol schien folglich auch im Rahmen eines schwa-
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chen Trainings transkriptionsabhängige Prozesse zur Ausbildung von Gedächtnissen

zu erleichtern.

Nachfolgend wurde so auch die Auswirkung von Taxol auf assoziatives Lernen und

die Gedächtnisbildung bei starkem Training untersucht.

4.2.2.3 Einfluss von Taxol auf assoziatives Lernen und Gedächtnis bei starkem

Training

Anschließend wurde, analog zu Colchizin-Experimenten, die Trainingsstärke moduliert,

damit die Auswirkungen einer Taxol-Behandlung bei stark trainierten Bienen untersucht

werden konnten. Hierzu wurden Bienen 1.5 h vor dem 3 Trial Training mit Taxol injiziert

(siehe Abbildung 38).

Abbildung 38: Die Taxol-Injektion 1.5 h vor starkem Training verbessert die Akquisition. Bienen
wurden vor dem Experiment über Nacht gehungert. Es erfolgte ein 3 Trial Training (3
CS/US Paarungen) mit einem Inter-Trial-Intervall von 2 min. Beim Gedächtnisabruf wurde
nur der CS präsentiert (2 h, 1 d, 2 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der
entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in
100% DMSO, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen
in %, die auf den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten
Bienen. **: p<0.01 (Fisher Exact Test)
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Wie Abbildung 38 zeigt, verursachte die Behandlung mit Taxol eine verbesserte

Lernleistung der Bienen. Colchizin hingegen verschlechterte die Akquisition (vgl. Ab-

bildung 21). Es gab zudem eine Tendenz, dass sowohl das MTM nach 2 h als auch

das Eintages-Gedächtnis durch die Taxol-Behandlung verbessert waren. Dies ließ sich

jedoch nicht eindeutig zeigen, da das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde.

Daher wurde im Folgenden versucht, den Unterschied zwischen Taxol-behandelten

und Kontrolltieren durch Füttern vor dem Konditionieren zu vergrößern. Dieser Schritt

wurde unternommen, da gesättigte Tiere eine verschlechterte Lernleistung aufweisen

[53]. Demnach sollten Kontrolltiere weniger gut lernen und der positive Einfluss von

Taxol auf die Lernfähigkeit stärker zum Vorschein kommen.

4.2.2.4 Transkriptionsabhängigkeit der Gedächtnisbildung bei starkem Training

Nachfolgende Experimente wurden mit Bienen durchgeführt, die 2 h vor dem Trai-

ning mit 2 Tropfen Sucrose angefüttert wurden, da zu erwarten war, dass gesättigte

Bienen einen schlechteren Lernerfolg besitzen und so Unterschiede zwischen Taxol-

injizierten und Kontrollbienen stärker hervortreten (vgl. [53]). Gleichzeitig wurde die

Transkriptionsabhängigkeit der Gedächtnisbildung mit ActD getestet (siehe Abbildung

39).

Aus Abbildung 39 geht hervor, dass das Anfüttern vor der appetitiven Konditionierung

die Akquisition stark einschränkte. Dennoch wurden in allen Gruppen Gedächtnisse

angelegt. Die Taxol-Behandlung bewirkte einen deutlichen Unterschied im Vergleich

zur Kontrolle; sowohl das 2 h als auch das 1 d Gedächtnis waren verbessert. Diese

Gedächtnisverbesserung war wiederum transkriptionsabhängig, da Taxol zusammen

mit dem Transkriptionsblocker ActD keine Verbesserung mehr erzielte. Leider konnte

keine konkrete Aussage über das 2 d Gedächtnis getroffen werden, da bei zwei von

drei Experimenten, gleichgültig der Behandlung, unerwarteterweise an Tag 2 kaum

Bienen mit einem PER reagierten.

Die verbesserte Mikrotubuli-Integrität nach Taxol-Behandlung bewirkte folglich eine

erleichterte Ausbildung der Gedächtnisse. Ähnlich wie nach schwachem Training (vgl.

Abbildung 37) war dieses transkriptionsabhängige Resultat bei 2 h sowie an Tag 1

unerwartet (siehe [205]).
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Abbildung 39: Die Verbesserung des Gedächtnisses durch Taxol-Behandlung vor starkem Trai-
ning ist transkriptionsabhängig. Bienen wurden vor dem Experiment 2 h gehungert.
Es erfolgte ein 3 Trial Training. Beim Gedächtnisabruf wurde nur der CS präsentiert (2 h,
1 d). Die Tiere wurden 1.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert.
Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO, Endkonzentration
in der Biene 10 µM; Taxol+ActD: injiziert mit 1 mM Taxol sowie 2 mg/ml Actinomycin D
(ActD) in 100% DMSO. Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf den Nelkenduft
(CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen. *: p<0.05; **: p<0.01
(Fisher Exact Test)

4.2.3 Gegenüberstellung der Colchizin- sowie Taxol-Behandlung

Im Vergleich der erhaltenen Resultate bezüglich der Auswirkung auf das olfaktorische

Lernen und die Gedächtnisbildung lässt sich zusammenfassen, dass durch Injektion

1.5 h vor einem schwachen Training mit Colchizin keine Effekte sichtbar waren, wohin-

gegen Taxol eine Verbesserung der Gedächtnisbildung (2 h, 1 d und 2 d) erzielte. Die

Injektion von Colchizin vor starkem Training verursachte ein verschlechtertes Lernen

und damit einhergehend eine Beeinträchtigung des LTM (2 d und 3 d). Im Gegensatz

hierzu wurde durch die Taxol-Behandlung vor starkem Training das Lernen und die

Ausbildung des MTM (2 h und 1 d) verbessert (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Vergleich: Auswirkungen der Colchizin- sowie Taxol-Behandlung auf das olfakto-
rische Lernen und die Gedächtnisbildung. Bienen wurden 1.5 h vor dem Training mit
Colchizin bzw. Taxol injiziert. Dargestellt ist der gegensätzliche Effekt der beiden Dorgen
auf die Akquisition; Colchizin verschlechtert Lernen (Pfeil nach unten), wohingegen Taxol
Lernen verbessert (Pfeil nach oben). Taxol verbessert auch die Ausbildung des MTM, im
Gegensatz zu Colchizin, wodurch das LTM beeinträchtigt wird.

Die Drogen Colchizin und Taxol wirken konträr auf die Mikrotubuli-Integrität. Col-

chizin depolymerisiert, wohingegen Taxol Mikrotubuli stabilisiert. Beide Drogen zeig-

ten einen gegensätzlichen Einfluss auch auf das olfaktorische Lernvermögen. Bienen,

die mit Colchizin injiziert wurden, zeigten eine verschlechterte Akquisition. Bei Taxol-

injizierten Bienen hingegen war die Akquisition verbessert. Zudem bewirkte Taxol so-

wohl bei schwachem als auch starkem Training eine Verbesserung des MTM, welche

jeweils transkriptionsabhängig war. Colchizin hingegen verursachte eine Beeinträchti-

gung des LTM (Abbildung 40).

Es stellte sich die Frage, welche molekulare Auswirkungen die Colchizin- bzw. Taxol-

Behandlung im Bienenhirn besitzen. Ob Mikrotubuli tatsächlich depolymerisiert bzw.

stabilisiert werden, wurde im Folgenden anhand biochemischer Methoden überprüft

(siehe Kapitel 4.3).
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4.3 Biochemische Untersuchung der Colchizin- sowie

Taxol-Behandlung

Die molekularen Auswirkungen der Colchizin- bzw. Taxol-Behandlung, die beide asso-

ziative Lern- und Gedächtniseffekte hervorriefen, wurden anhand biochemischer sowie

immunhistologischer Methoden untersucht.

4.3.1 Histologische Untersuchung der Colchizin-Behandlung

Colchizin sollte zur Depolymerisation der Mikrotubuli führen. Zur Überprüfung der Mikro-

tubuli-Integrität nach Colchizin-Behandlung im Bienenhirn (1.5 h sowie 18 h) wurde der

Mikrotubuli-Gehalt bestimmt, indem Tubulin an Hirnschnitten immunhistologisch mar-

kiert und gemessen wurde. Damit war eine Aussage über die Depolymerisation der

Mikrotubuli indirekt möglich: freie, also nicht inkorporierte Tubulin-Bausteine sind zu

klein, um sie licht-mikroskopisch nachzuweisen. Weniger Signal lässt daher auf depo-

lymerisierte Mikrotubuli schließen.

Die Tubulin-Färbung an den histologischen Schnitten erfolgte im Alphalobus des Pilz-

körpers sowie im Zentralkörper von Bienenhirnen und ist in Abbildung 41 sowie 42 zu

sehen. Bei den untersuchten Strukturen handelt es sich um wichtige Regionen für das

olfaktorische Lernen. Zudem sind diese Strukturen in individuellen Schnitten stets ein-

deutig zu identifizieren.
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Abbildung 41: Die 1.5 h Colchizin-Behandlung reduziert die Tubulin-Färbung im Alphalobus des
Pilzkörpers sowie im Zentralkörper. A: Übersicht der Strukturen eines Bienenhirns, an-
gepasst aus Brandt et al. [22]. Anhand histologischer Schnitte (Beispiele siehe B, C, E,
F) wurde die Tubulin-Intensität im Alphalobus sowie im Zentralkörper von Bienenhirnen
bestimmt. Hierzu wurde den Bienen 1.5 h vor der Präparation der Gehirne 1 µl der ent-
sprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in
1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. B: Alphalobus (Kontrolle). C: Alphalobus
(Colchizin). D: Auswertung der Färbungsintensität im Alphalobus. E: Zentralkörper (Kon-
trolle). F: Zentralkörper (Colchizin). G: Auswertung der Färbungsintensität im Zentralkör-
per. Die Daten sind auf die Tubulin-Intensität der Kontrolltiere normiert und als Mittelwert
+/- Standardabweichung dargestellt. Vergrößerung 400x. Die Zahl im Balken entspricht
der Anzahl der untersuchten Bienen. *: p<0.05 (Student’s t-Test)
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Wurden Bienen 1.5 h mit Colchizin behandelt, so konnte sowohl im Alphalobus des

Pilzkörpers als auch im Zentralkörper eine weniger starke Tubulin-Färbung festge-

stellt werden (Abbildung 41). Dies sprach für einen geringeren Polymerisationsgrad

der Mikrotubuli durch Colchizin-Behandlung. Anschließend wurde die 18 h Colchizin-

Behandlung überprüft (siehe Abbildung 42).

Abbildung 42: Die 18 h Colchizin-Behandlung reduziert die Tubulin-Färbung im Zentralkörper. An-
hand histologischer Schnitte wurde die Tubulin-Intensität im Alphalobus sowie im Zentral-
körper von Bienenhirnen bestimmt. Hierzu wurde den Bienen 18 h vor der Präparation der
Gehirne 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert
mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Die Daten sind auf
die Tubulin-Intensität der Kontrolltiere normiert und als Mittelwert +/- Standardabweichung
dargestellt. Die Zahl im Balken entspricht der Anzahl der untersuchten Bienen. **: p<0.01
(Student’s t-Test)

Auch nach 18 stündiger Colchizin-Behandlung wurde im Zentralkörper eine geringe-

re Tubulin-Färbung festgestellt (Abbildung 42). Dies deutete ebenfalls auf die Depoly-

merisation der Mikrotubuli hin, die für den Akquisitionseffekt sowie das beeinträchtigte

LTM bei der assoziativen Konditionierung verantwortlich zu sein scheint.

4.3.2 Histologische Untersuchung der Taxol-Behandlung

Taxol schützt die Mikrotubuli vor der Depolymerisation und verbessert folglich die Mikro-

tubuli-Integrität. Zur Überprüfung dieser Integrität wurde analog zu Colchizin auch nach

Taxol-Behandlung die Tubulin-Intensität in Bienenhirnschnitten histologisch gemessen.

Ein hohes Intensitätssignal deutet hierbei auf ein stabiles, polymerisiertes Mikrotubuli-

Cytoskelett hin.

Die Tubulin-Färbung an den histologischen Schnitten erfolgte im Alphalobus des Pilz-

körpers sowie im Zentralkörper von Bienenhirnen (siehe Abbildung 43).

Tina Martin



4 Ergebnisse 70

Abbildung 43: Tubulin-Färbung im Alphalobus und im Zentralkörper nach Taxol-Behandlung. An-
hand histologischer Schnitte wurde die Tubulin-Intensität im Alphalobus sowie im Zentral-
körper von Bienenhirnen bestimmt. Hierzu wurde den Bienen 1.5 h vor der Präparation
der Gehirne 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: inji-
ziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Die Daten
sind auf die Tubulin-Intensität der Kontrolltiere normiert und als Mittelwert +/- Standardab-
weichung dargestellt. Die Zahl im Balken entspricht der Anzahl der untersuchten Bienen.

Nach Taxol-Behandlung der Bienen konnte sowohl im Alphalobus als auch im Zen-

tralkörper kein Unterschied in der Tubulin-Intensität festgestellt werden (Abbildung 43).

Dies ist unter Umständen darauf zurückzuführen, dass bereits eine ausreichende Mikro-

tubuli-Integrität vorliegt, die mit Taxol nicht noch weiter verbessert werden konnte.

Um die Mikrotubuli-Integrität dennoch weiter zu untersuchen, wurde nachfolgend ei-

ne Anreicherung der Mikrotubuli nach Colchizin- bzw. Taxol-Behandlung durchgeführt

(siehe Kapitel 4.3.3 sowie 4.3.4).

4.3.3 Integrität der Mikrotubuli nach Colchizin-Behandlung

Um die Depolymerisation nach Colchizin-Behandlung näher zu überprüfen, wurden

Mikrotubuli aus Bienenhirnen mithilfe einer Ultrazentrifugation des Homogenates an-

gereichert. Diese Methode ermöglichte die Auftrennung von polymerisiertem Tubulin,

welches sich nach der Zentrifugation im Pellet befindet, sowie von freien Bausteinen

der Mikrotubuli, die in Form von Tubulinmonomeren bzw. -dimeren im Überstand ver-

bleiben.

Das Vorkommen von Tubulin in der Polymer-Fraktion (Pellet) wurde mittels ELI-

SA nach der Ultrazentrifugation untersucht. Zusätzlich wurde die Tubulin-Acetylierung

überprüft, da sie für die Integrität der Mikrotubuli bedeutsam ist und eine wichtige post-

translationale Modifikation für Lernen und Gedächtnis darstellt (siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: Depolymerisation der Mikrotubuli im Bienenhirn nach in vitro sowie in vivo

Colchizin-Behandlung. A/B: Für in vitro Messungen wurde Homogenat aufgeteilt und
10 min mit der jeweiligen Lösung inkubiert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: Endkonzentra-
tion 10 µM. C/D: Für in vivo Messungen wurden Bienen mit 1 µl der entsprechenden
Lösung in den Thorax injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert mit 1 mM Colchizin in
1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Nach 1.5 h wurden die Gehirne präpariert,
polymerisierte Mikrotubuli mittels Ultrazentrifugation angereichert und die Tubulinmenge
sowie Acetylierung in der erhaltenen Polymer-Fraktionen im ELISA untersucht. Darge-
stellt sind die Mittelwerte der detektierten Menge von Ac-Tub sowie Tub, jeweils norma-
lisiert auf die Kontrolle. Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichung wieder. Die Zahl
im Balken entspricht der Anzahl der getesteten Proben bzw. Bienen. *: p<0.05 (gepaarter
Student’s t-Test für A/B, ungepaart für C/D)
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Es zeigte sich, dass Colchizin sowohl in vitro als auch in vivo die Depolymerisation

der Mikrotubuli sowie eine verminderte α-Tubulin Acetylierung im Bienenhirn induzierte

(Abbildung 44). Die destruktive Mikrotubuli-Integrität könnte folglich die beeinträchtigte

Akquisition bewirkt haben, da durch Depolymerisation sowie bei reduzierter Tubulin-

Acetylierung intrazelluläre Transportstrecken zerstört sind.

4.3.4 Integrität der Mikrotubuli nach Taxol-Behandlung

Die stabilisierte Mikrotubuli-Struktur nach Taxol-Behandlung konnte in den histologi-

schen Schnitten nicht gezeigt werden (vgl. Abbildung 43). Um eine mögliche Stabilisie-

rung der Mikrotubuli dennoch weiter zu überprüfen, wurden polymerisierte Mikrotubuli

aus Bienenhirnen mithilfe der Ultrazentrifugation des Homogenates angereichert, wo-

mit sich eine Aussage über die Mikrotubuli-Integrität nach Taxol-Behandlung erzielen

ließ.

Das Vorkommen sowie die Acetylierung von Tubulin in der Polymer-Fraktion (Pellet)

wurde analog zur Colchizin-Behandlung mittels ELISA nach Ultrazentrifugation unter-

sucht (siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: Stabilisierung der Mikrotubuli im Bienenhirn nach in vitro sowie in vivo Taxol-
Behandlung. A/B: Für in vitro Messungen wurde Homogenat aufgeteilt und 10 min mit
der jeweiligen Lösung inkubiert. Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: Endkonzentration 10 µM.
C/D: Für in vivo Messungen wurden Bienen mit 1 µl der entsprechenden Lösung in den
Thorax injiziert. Kontrolle: 100% DMSO; Taxol: injiziert mit 1 mM Taxol in 100% DMSO,
Endkonzentration in der Biene 10 µM. Nach 1.5 h wurden die Gehirne präpariert, polyme-
risierte Mikrotubuli mittels Ultrazentrifugation angereichert und die Tubulinmenge sowie
Acetylierung in der erhaltenen Polymer-Fraktionen im ELISA untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte der detektierten Menge von Ac-Tub sowie Tub, jeweils normalisiert auf die
Kontrolle. Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichung wieder. Die Zahl im Balken ent-
spricht der Anzahl der getesteten Proben bzw. Bienen. *: p<0.05 **: p<0.01 (gepaarter
Student’s t-Test für A/B, ungepaart für C/D)
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Taxol stabilisierte sowohl in vitro als auch in vivo die Mikrotubuli, da neben ver-

mehrt polymerisierten Mikrotubuli ebenso eine verstärkte Tubulin-Acetylierung festge-

stellt werden konnte (Abbildung 45). Dies könnte einen erleichterten intrazellulären

Transport bewirkt und somit zu einer verbesserten Akquisition geführt haben. Des Wei-

teren könnte dadurch die Transkription schneller ablaufen und zur Gedächtnisverbes-

serung beitragen.

Folglich lassen sich die erhaltenen Lern- und Gedächtniseffekte nach Colchizin-

bzw. Taxol-Behandlung durch eine veränderte Mikrotubuli-Integrität sowie veränderte

Tubulin-Acetylierung im Bienenhirn erklären. Dennoch sind für Colchizin sowie Taxol

zusätzliche Effekte beschrieben, die sich auf Lernen und Gedächtnis auswirken kön-

nen und daher im Folgenden überprüft wurden. Hierbei wurde die Aktivität der Acetyl-

cholin Esterase sowie die Aktivität von Ca2+-Kanälen berücksichtigt, da gerade dem

Akquisitionseffekt nach Colchizin- bzw. Taxol-Behandlung schnelle Prozesse zugrun-

deliegen müssen.

4.3.5 Aktivität der Acetylcholin Esterase nach Colchizin-Behandlung

Eine mögliche Wirkung von Colchizin, die in der Literatur gegensätzlich diskutiert wird,

ist die Hemmung der Aktivität der Acetylcholin Esterase [106–109, 147]. Die AChE

gilt als prä-synaptischer cholinerger Marker, der in Alzheimer Patienten in seiner Ak-

tivität reduziert ist, was auch durch Colchizin-Behandlung in Ratten induziert werden

konnte (vgl. [108]). Das Enzym AChE gehört zur Gruppe der Cholinesterasen, welche

spezifisch den Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) in Essigsäure (Acetat) und Cholin

hydrolysieren. Letzteres wird in die Synapse zurücktransportiert und recycelt. Ist die

Aktivität der AChE vermindert, verbleibt ACh länger im synaptischen Spalt und das

Recycling zur Erzeugung neuer Transmitter für neue Signalweiterleitungen ist verzö-

gert. Dies könnte eine Erklärung für den Akquisitionsunterschied bei unterschiedlich

langen Inter-Trial-Intervallen darstellen (vgl. Abbildung 31).

In der Literatur wird eine Reduktion der AChE Aktivität auf 30-40% nach einmali-

ger Colchizin-Behandlung beschrieben [108, 109]. Um die Aktitivät der AChE im Bie-

nenhirn zu messen, wurde ein colorimetrischer Aktivitätsassay angewandt. Der Assay

basiert auf der entwickelten Methode von Ellman et al. [45] und musste zunächst zur

Durchführung mit Bienenhirn etabliert sowie zur Messung in einer 96-well Mikrotiter-

platte angepasst werden (siehe hierzu Kapitel 3.6.1 im Methodenteil).
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Zur Überprüfung, ob die Colchizin-Behandlung in Bienen die AChE Aktivität hemmt,

wurde Homogenat eines Bienenhirns in vitro mit Colchizin inkubiert bzw. Bienen mit

Colchizin injiziert, um auch Rückschlüsse über die Wirkung von Colchizin in vivo ziehen

zu können (siehe Abbildung 46).

Abbildung 46: Sowohl nach in vitro als auch in vivo Colchizin-Behandlung ist die ACh Esterase
Aktivität unverändert. Die Esterase Aktivität wurde colorimetrisch im Bienenhirnhomo-
genat gemessen. A: Für in vitro Messungen wurde Homogenat 10 min mit der jeweiligen
Lösung inkubiert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: Endkonzentration 10 µM bzw. 100 µM
in 1x PBS. B: Für in vivo Messungen wurden Bienen 1.5 h vor der Präparation der Ge-
hirne mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 1x PBS; Colchizin: injiziert
mit 1 mM Colchizin in 1x PBS, Endkonzentration in der Biene 10 µM. Proben der in vivo

Colchizin-Behandlung wurden zusätzlich in vitro mit 3 µM Eserin inkubiert. Die Zahl im
Balken entspricht der Anzahl der getesteten Bienen.

Aus Abbildung 46 geht hervor, dass weder eine in vitro noch eine in vivo Colchizin-

Behandlung die Aktivität der Acetylcholin Esterase im Bienenhirn veränderte. Weiter-

hin ließ sich feststellen, dass mit nachträglicher in vitro Eserin-Behandlung als Positiv-

kontrolle die AChE Aktivität sowohl in der Kontrolle als auch in der Homogenatprobe

Colchizin-behandelter Bienen reduziert werden konnte. Demnach konnte eine verän-

derte AChE Aktivität nach Colchizin-Behandlung als Ursache für den Akquisitionseffekt

ausgeschlossen werden.

4.3.6 Aktivität von Ca2+-Kanälen

Eine weitere, mögliche Ursache des Akquisitionseffektes nach Modulation der Mikro-

tubuli-Integrität ist die Aktivität von Ca2+-Kanälen. Das Ca2+-Signal spielt als second

messenger eine wichtige Rolle bei der Neurotransmission und damit bei Lernen und

der Gedächtnisbildung.
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So werden beispielsweise L-Typ Ca2+-Kanäle durch Colchizin in Myocyten inaktiviert

bzw. durch Taxol potentiell aktiviert [56]. Dies kann unabhängig von der Mikrotubuli-

Integrität geschehen, wenn die beiden Drogen beispielsweise direkt an die Kanäle bin-

den. Alternativ könnte es zur Änderung der Ca2+-Kanal Kinetik aufgrund einer verän-

derten Mikrotubuli-Integrität nach Colchizin- bzw. Taxol-Behandlung und damit einher-

gehend einer veränderten Protein-Interaktion kommen.

Um in der Honigbiene die Aktivität von Ca2+-Kanälen im Hinblick auf Lernen und Ge-

dächtnis zu überprüfen, wurden Bienen 0.5 h vor starkem Training mit Diltiazem bzw.

Verapamil, beides spezifische Inhibitoren der L-Typ Ca2+-Kanäle, injiziert (siehe Abbil-

dung 47). Damit sollte überprüft werden, ob die spezifische Hemmung der Ca2+-Kanäle

das gleiche Resultat, also eine beeinträchtigte Akquisition zum Vorschein bringt, wie

es durch Colchizin-Behandlung gezeigt wurde (vgl. Abbildung 31).

Abbildung 47: Die Injektion von spezifischen Ca2+-Kanal Inhibitoren vor starkem Training verur-
sacht keine Lern- oder Gedächtniseffekte. Bienen wurden vor dem Experiment über
Nacht gehungert und 0.5 h vor dem Training mit 1 µl der entsprechenden Lösung injiziert.
A: Kontrolle: 1x PBS. Diltiazem: injiziert mit 10 mM in 1x PBS, Endkonzentration in der
Biene 100 µM. B: Kontrolle: 10% DMSO in 1x PBS. Verapamil: injiziert mit 3-5 mM in
10% DMSO, Endkonzentration in der Biene 30-50 µM. Es erfolgte ein 3 Trial Training (3
CS/US Paarungen) mit einem Inter-Trial-Intervall von 2 min. Beim Gedächtnisabruf wurde
nur der CS präsentiert (2 h, 1 d, 2 d). Dargestellt ist die Anzahl der Bienen in %, die auf
den Nelkenduft (CS) mit einem PER reagierten. n=Anzahl der getesteten Bienen.

Aus Abbildung 47 geht hervor, dass sich die Diltiazem-Behandlung nicht auf das Ler-

nen und die Gedächtnisausbildung auswirkte. Es wurden zwei verschiedene Konzen-

trationen (10+100 µM) verwendet, die beide keinen Effekt verursachten. Exemplarisch
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wurde die höhere Konzentration gezeigt (Abbildung 47 A).

Auch für Verapamil wurden zwei verschiedene Konzentrationen (30+50 µM) unter-

sucht, die beide das gleiche Resultat hervorbrachten und daher zusammengefasst

wurden (Abbildung 47 B). Da von besonderem Interesse die Überprüfung der Akqui-

sition war und mit Diltiazem bereits keinerlei Effekte auf Lernen und die Gedächtnis-

bildung zu sehen waren, wurde bei den Experimenten mit Verapamil nur die Akquisition

sowie das MTM betrachtet. Es war hierbei ebenfalls kein Effekt auf Lernen oder Ge-

dächtnis zu sehen.

Es kann durch Inhibition der L-Typ Ca2+-Kanäle folglich nicht der Akquisitionseffekt

festgestellt werden, der nach Colchizin-Behandlung auftrat. Demnach konnte auch die

verminderte Aktivität von L-Typ Ca2+-Kanälen als Ursache für den Akquisitionseffekt

ausgeschlossen werden.

Anzumerken ist jedoch, dass es sich hierbei um erste Versuche zur Ca2+-Kanal In-

hibition handelte. Es müsste in nachfolgenden Untersuchungen ferner sichergestellt

werden, dass die verwendeten Konzentrationen an Diltiazem sowie Verapamil auch

tatsächlich zur Inhibition der Kanäle führen.

Schlussendlich ist davon auszugehen, dass Colchizin und Taxol über ihren Einfluss

auf die Mikrotubuli-Integrität die Effekte auf die Akquisition sowie die Gedächtnisbil-

dung bewirken. Dem zugrunde muss ein schnell induzierbarer, molekularer Mecha-

nismus wie die Acetylierung von α-Tubulin liegen, da andere schnelle Effekte wie die

AChE Aktivität sowie die Aktivität von Ca2+-Kanälen ausgeschlossen werden konnten.

Durchaus ist die Acetylierung von Proteinen eine bedeutsame posttranslationale

Modifikation für das Lernen und die Gedächtnisbildung. Ob sich die Acetylierung des

α-Tubulins sowie der Histone, als bekanntestes Substrat der Acetylierung, mit Para-

metern modulieren lässt, die wie Colchizin und Taxol Lern- und Gedächtniseffekte in

Honigbienen hervorrufen, wurde daher im Folgenden näher überprüft. Dadurch konnte

ferner untersucht werden, ob die Tubulin-Acetylierung als molekularer Modulator für

Lernen und die Gedächtnisbildung gilt.
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4.4 Acetylierung von α-Tubulin als molekularer Modulator für

Lernen und die Gedächtnisbildung

Obwohl Tubulin ein Substrat der Acetylierung ist, stellen die Histone das wohl bekann-

teste Substrat der HATs bzw. HDACs dar und standen lange im Fokus der Untersu-

chungen. So zeigen zahlreiche Studien, dass die Acetylierung der Histone über eine

veränderte Genexpression Gedächtniseffekte verursacht [1, 17, 64, 66, 104, 110, 112,

127, 128, 145, 146, 192, 204]. Die Tatsache, dass es neben den Histonen noch weite-

re Proteine geben muss, deren Acetylierung regulatorisch auf Lernen und Gedächtnis

wirkt, wurde bisher in der Literatur kaum betrachtet (vgl. [174]).

Zur Überprüfung, ob neben der Histon- auch die Tubulin-Acetylierung für Lernen

und die Gedächtnisbildung wichtig ist, mussten zunächst entsprechende Hilfsmittel

etabliert werden, die eine Detektion der Acetylierung von Tubulin sowie eine Unter-

scheidung der einzelnen Acetylierungsubstrate erlaubten.

4.4.1 Spezifität der verwendeten Acetylierungs-Antikörper

Zur Untersuchung der Acetylierung von Proteinen, insbesondere von α-Tubulin erfolgte

ein biochemischer Nachweis mithilfe von Antikörpern gegen die Gesamtprotein- sowie

Tubulin-Acetylierung, wobei deren Spezifität zunächst überprüft werden musste. Die

Histonacetylierung wurde als Referenz mit überprüft; die beiden Antikörper H3K18ac

sowie H3 wurden bereits in unserer Arbeitsgruppe etabilert und ihre Spezifität ist kon-

trolliert (siehe [81]).

4.4.1.1 Charakterisierung des kommerziellen Acetylierungs-Antikörpers

Um in dieser Arbeit zu überprüfen, ob neben den Histonen noch weitere Proteine acety-

liert werden, wurde die Gesamtproteinacetylierung mithilfe eines kommerziellen, poly-

klonalen Antikörpers (Acetylated-Lysine Antikörper (Ac-Lys), cell signaling) untersucht.

Zur Überprüfung, welche acetylierten Proteine der Ac-Lys Antikörper erkennt, wurde

der Antikörper zunächst im Western Blot auf Bienenhirnhomogenat ausgetestet (siehe

Abbildung 48).
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Abbildung 48: Austesten des kommerziellen Acetylierungs-Antikörpers Ac-Lys im Western Blot.
Homogenat eines Bienenhirns wurde in einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufge-
trennt und die Proteine auf eine Nitrocellulose Membran transferiert. Acetylierte Proteine
wurden mit dem Acetylated-Lysine Antikörper (Ac-Lys) der Firma cell signaling nachge-
wiesen. Es wurde weiterhin eine Negativkontrolle für den sekundären anti-rabbit Antikör-
per mitgeführt.

Dabei fiel auf, dass der Ac-Lys Antikörper wider Erwarten nur eine Proteinbande bei

ca. 50 kDa erkannte (Abbildung 48). Laut Hersteller sollte der Antikörper allerdings in

der Lage sein acetylierte Histone, das Tumorsupressorprotein p53, die HATs CBP und

PCAF sowie chemisch acetyliertes BSA zu detektieren. Damit wurde mehr als nur eine

Bande erwartet.

Es stellt sich die Frage, welches 50 kDa große Protein von Ac-Lys erkannt wird.

Ein Protein dieser Größe, welches häufig in der Zelle vorkommt und stark acetyliert

wird, ist das α-Tubulin, so dass die Vermutung nahe liegt, dass Ac-Lys ausschließlich

acetyliertes Tubulin erkennt.

4.4.1.2 Charakterisierung der Antikörper gegen α-Tubulin

Zur Untersuchung und zum Nachweis von α-Tubulin bzw. der Acetylierung des Pro-

teins wurden die monoklonalen Antikörper Anti-α-Tubulin (Tub) sowie Anti-Acetylated-

Tubulin (Ac-Tub) der Firma Sigma-Aldrich verwendet.

Zur Überprüfung, ob die beiden Antikörper lediglich Tubulin bzw. acetyliertes Tubu-

lin detektieren, wurden sie im Western Blot auf Bienenhirnhomogenat getestet (siehe

Abbildung 49).
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Abbildung 49: Austesten der verwendeten Antikörper gegen α-Tubulin im Western Blot. Homoge-
nat eines Bienenhirns wurde in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
die Proteine auf eine Nitrocellulose Membran transferiert. Tubulin wurde mit dem Anti-α-
Tubulin (Tub) Antikörper und acetyliertes Tubulin mit dem Anti-Acetylated-Tubulin (Ac-Tub)
Antikörper der Firma Sigma-Aldrich nachgewiesen. Für den sekundären Antikörper wur-
de ein Negativkontrolle (anti-mouse) mitgeführt.

Alle Antikörper gegen α-Tubulin bzw. gegen die Acetylierung des Proteins (an Ly-

sin40) erkannten lediglich eine Proteinbande bei 50 kDa, was dem Molekulargewicht

von Tubulin entspricht. Daher eignen sich alle Tubulin-Antikörper für ELISA Analysen

oder zur Färbung histologischer Präparate.

4.4.2 Charakterisierung eines selbst hergestellten Acetylierungs-Antikörpers

Da bei Verwendung des Ac-Lys Antikörpers mehrere Banden im Western Blot zu er-

warten waren und die zu sehende 50 kDa-Bande die einzige Proteinbande darstellte

(vgl. Abbildung 48) wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, einen eigenen Antikörper

zum Nachweis acetylierter Proteine in Mäusen herzustellen.

Das erhaltene Serum aceBSA 4 wurde für nachfolgende Untersuchungen ausge-

wählt. Zur Immunisierung wurden Proteine (BSA, EGG) verwendet, die zuvor chemisch

acetyliert wurden. Die Proteine wurden beim Immunisieren der Mäuse abgewechselt,

um die Erkennung acetylierter Lysinreste in verschiedenen Proteinen zu forcieren (sie-

he Kapitel 3.7 im Methodenteil).

Vor der Verwendung des erhaltenen Serums war zunächst dessen Charakterisie-

rung nötig. Dazu zählte u.a. die Unterscheidung von acetylierten und nicht acetylierten

Proteinen. Weiterhin sollte mithilfe des gewonnenen Serums die Detektion acetylierter
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Proteine im Bienenhirnhomogenat möglich sein, so dass der polyklonale Antikörper

z.B. auch für ELISA-Analysen tauglich ist.

4.4.2.1 aceBSA 4 unterscheidet zwischen acetylierten und nicht-acetylierten

Antigenen

Zur Überprüfung, ob der selbst hergestellte Acetylierungs-Antikörper aceBSA 4 zwi-

schen acetylierten und nicht-acetylierten Proteinen (BSA, EGG, Histon-Mix sowie Hi-

ston H3) diskriminiert, wurden die jeweiligen Proteine an eine Mikrotiterplatte gebun-

den und im ELISA mit dem Mausserum aceBSA 4 inkubiert (siehe Abbildung 50).

Abbildung 50: Erkennung acetylierter Antigene mithilfe des Mausserums aceBSA 4. Die Proteine
BSA, EGG, Histone sowie H3 wurden chemisch acetyliert. Acetylierte (ace) und nicht-
acetylierte Proteine (je 10 µg) wurden zum Austesten der Antikörperspezifität im ELISA
mit demMausserum aceBSA 4 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte der Absorption
bei 405nm aus 9 unabhängigen Messungen. Der Fehlerbalken gibt die Standardabwei-
chung wieder.

Das Mausserum aceBSA 4 unterschied zwischen der acetylierten (ace) und nicht

acetylierten Form der untersuchten Proteine (Abbildung 50). Die höchste Absorption

wurde für acetyliertes BSA (aceBSA) gemessen, da BSA die meisten Lysinreste be-

sitzt. Kaum Unterschied wurde für die Diskriminierung zwischen aceEGG und EGG

erreicht, wohingegen aceHistone sowie aceH3 gut von Histonen bzw. H3 in nicht ace-

tytierter Form mithilfe des Serums unterschieden wurden.
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Demnach eignete sich der gewonnene Antikörper zum Nachweis acetylierter Pro-

teine und wurde nachfolgend für Untersuchungen der Proteinacetylierung in Bienen

getestet.

4.4.2.2 aceBSA 4 erkennt nur ein Protein im Bienenhirn

Zur Überprüfung, welche Proteine der aceBSA 4 Antikörper in Bienen erkennt, wurde

das Mausserum im Western Blot auf Bienenhirnhomogenat ausgetestet (siehe Abbil-

dung 51).

Abbildung 51: Erkennung von Proteinen mithilfe aceBSA 4 im Western Blot. Homogenat eines
Bienenhirns wurde in einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Pro-
teine auf eine Nitrocellulose Membran transferiert. Proteine wurden mit dem aceBSA 4
Mausserum nachgewiesen. Für den sekundären Antikörper wurde ein Negativkontrolle
(anti-mouse) mitgeführt.

Das selbst hergestellte Mausserum aceBSA 4 zur Detektion acetylierter Proteine lie-

ferte folglich das gleiche Resultat wie der kommerzielle Ac-Antikörper (vgl. Abbildung

48 und 51). Beide Antikörper detektierten im Western Blot nur eine Bande von ca.

50 kDa, sollten als Acetylierungs-Antikörper jedoch mehrere Proteinbanden detektie-

ren können. Es liegt der Verdacht nahe, dass im Homogenat eines Bienenhirns eine

sehr große Menge an acetyliertem Tubulin (50 kDa) vorliegt, so dass die Gesamtacety-

lierungsantikörper vornehmlich an Tubulin binden und dadurch keine weiteren Proteine

detektiert werden. Nachfolgende Experimente wurden lediglich mit dem Ac-Lys Anti-

körper durchgeführt; aceBSA 4 wurde nicht weiter verwendet.
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4.4.3 Modulation der Proteinacetylierung mit Lern- und

Gedächtnis-beeinflussenden Faktoren

In dieser Arbeit wurde gezielt das Nicht-Histon-Zielprotein α-Tubulin untersucht, wel-

ches bedeutsam für das olfaktorische Lernen und Gedächtnis der Honigbiene ist (siehe

Kapitel 4.1 und 4.2). Im Folgenden wird die Acetylierung des Tubulins näher überprüft.

Hierzu werden Lern- und Gedächtnis-modulierende Faktoren verwendet, für die bereits

Effekte in Honigbienen beschrieben sind. Dazu zählt die Hemmung der HDACs durch

TSA, welches die Acetylierung von Histonen erhöht sowie die Gedächtnisbildung er-

leichtert [81]. Weiterhin werden auch mit physiologischen Behandlungen wie Stress in

Form einer UV-Behandlung oder durch Sättigung der Bienen die Modulation der Ace-

tylierung von α-Tubulin sowie den Histonen im Bienenhirn überprüft; beide Faktoren

weisen wie die Behandlung mit Colchizin und Taxol bereits Effekte beim Lernen auf

[53, 86].

4.4.3.1 Die HDAC-Inhibition mit TSA aktiviert die Tubulin-, die allgemeine

Protein- sowie die Histonacetylierung

Eine HDAC-Inhibition führt bekanntermaßen zu einer gesteigerten Histonacetylierung,

welche die Gedächtnisbildung positiv beeinflusst (vgl. [81, 104, 112, 192]). In der vor-

liegenden Arbeit wurde nun gezielt auch die α-Tubulin Acetylierung nach Behandlung

mit TSA überprüft. Die allgemeine Protein- sowie Histonacetylierung an Histon H3

(H3K18ac) wurden als Referenz ebenfalls im ELISA untersucht (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52: Erhöhung der Tubulin-, der allgemeinen Protein- sowie der Histonacetylierung nach
TSA-Behandlung. Bienen wurden über Nacht gehungert und amMorgen mit 1 µl der ent-
sprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: injiziert mit 20% DMSO in 1x PBS. TSA: injiziert
mit 1.65 mM in 20% DMSO, Endkonzentration in der Biene 165 µM. 2 h nach Injektion
wurden die Gehirne präpariert und die Acetylierung mittels ELISA untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte der detektierten Menge von Tub (A) sowie H3 (B) sowie die Mittelwer-
te des Verhältnisses von Ac-Tub zu Tub (C), Ac-Lys (D) bzw. H3K18ac (E) zu H3, jeweils
normalisiert auf die Kontrolltiere. Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichung wieder.
Die Zahl im Balken entspricht der Anzahl der getesteten Bienen. *: p<0.05; **: p<0.01;
***: p<0.001 (Student’s t-Test)
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Aus Abbildung 52 D und E geht hervor, dass die HDAC-Inhibition mit TSA in der

Biene zu einer Zunahme der Gesamtprotein- sowie der Histonacetylierung führte. Die

Gesamtmenge an Tubulin sowie Histon H3 war durch TSA-Behandlung unverändert

(Abbildung 52 A und B), so dass die Proteinmenge jeweils zur Normalisierung der

Acetylierung verwendet werden konnte.

Ferner konnte durch TSA-Behandlung eine Erhöhung der Acetylierung von α-Tubulin

in Bienen erzielt werden (Abbildung 52 C), was im Einklang mit publizierten Ergebnis-

sen in anderen Tiermodellen steht [42, 126, 210]. Die erhöhte Acetylierung von Tubulin

nach TSA-Behandlung kann folglich die Mikrotubuli-Integrität verbessern und könnte

so der Gedächtnisverbesserung dienen. Dies wurde nachfolgend durch histologische

Analyse weiter überprüft.

4.4.3.1.1 TSA fördert die Mikrotubuli-Integrität im Zentralkörper

Zur Bestimmung des Mikrotubuli-Gehaltes nach TSA-Behandlung wurden histologi-

sche Schnitte angefertigt und die Tubulin-Intensität bestimmt, so dass indirekt eine

Aussage über die Mikrotubuli-Integrität erreicht werden konnte. Die Tubulin-Färbung

an den histologischen Schnitten erfolgte im Alphalobus des Pilzkörpers sowie im Zen-

tralkörper von Bienenhirnen (siehe Abbildung 53).

Abbildung 53: Erhöhte Tubulin-Färbung im Zentralkörper nach TSA-Behandlung. Anhand histolo-
gischer Schnitte wurde die Tubulin-Intensität im Alphalobus sowie im Zentralkörper von
Bienenhirnen bestimmt. Hierzu wurde den Bienen 2 h vor der Präparation der Gehirne
1 µl der entsprechenden Lösung injiziert. Kontrolle: 20% DMSO in 1x PBS. TSA: injiziert
mit 1.65 mM in 20% DMSO, Endkonzentration in der Biene 165 µM. Die Daten sind auf
die Tubulin-Intensität der Kontrolltiere normiert und als Mittelwert +/- Standardabweichung
dargestellt. Die Zahl im Balken entspricht der Anzahl der untersuchten Bienen. *: p<0.05
(Student’s t-Test)
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Nach TSA-Behandlung der Bienen konnte im Zentralkörper eine stärkere Tubulin-

Färbung festgestellt werden. Im Alphalobus des Pilzkörpers blieb die Intensität der

Färbung unverändert (Abbildung 53). Dies sprach für einen höheren Polymerisations-

grad der Mikrotubuli im Zentralkörper, der durch TSA und damit durch eine verstärkte

Tubulin-Acetylierung (vgl. Abbildung 52) induziert wurde.

4.4.3.2 UV-Behandlung reduziert die α-Tubulin Acetylierung und aktiviert die

allgemeine Protein- sowie Histonacetylierung

Bislang ist recht wenig über die Regulation der α-Tubulin Acetylierung bekannt. Zwar

moduliert die TSA-Behandlung die Acetylierung von Tubulin, bewirkt jedoch ausschließ-

lich Gedächtniseffekte. Aus Kapitel 4.1 und 4.2 ergab sich, dass Colchizin sowie Taxol

die Tubulin-Acetylierung und ebenso die Akquisition beeinflussten. Ob Lernen an sich

schon die Integrität der Mikrotubuli bzw. die Tubulin-Acetylierung verändert, ist bisher

in vivo noch nicht gezeigt worden.

Im Folgenden wurde daher untersucht, ob es auch mit physiologischen Faktoren, die

Effekte bereits in der Akquisition hervorrufen, möglich ist, eine veränderte Tubulin- und

auch Histonacetylierung in Honigbienen zu erzielen.

So wurde in der Arbeitsgruppe bislang gezeigt, dass sich Stress, z.B. in Form einer

UV-Behandlung, negativ auf das olfaktorische Lernen der Honigbiene auswirkt [86].

Um zu untersuchen, ob dieser Stress die Acetylierung von Proteinen im Bienenhirn be-

einflusst, wurden Bienen mit UV-Licht behandelt und nachfolgend die α-Tubulin Acety-

lierung, die allgemeine Protein- sowie die Histonacetylierung an Histon H3 (H3K18ac)

im ELISA untersucht. Zur Kontrolle wurden Bienen parallel Weißlicht ausgesetzt (siehe

Abbildung 54).

Tina Martin



4 Ergebnisse 87

Abbildung 54: Abnahme der Tubulin-Acetylierung sowie Anstieg der allgemeinen Protein- sowie
Histonacetylierung nach UV-Licht-Behandlung. Bienen wurden für 30 min mit Weiß-
licht bzw. UV-Licht behandelt. Nach einer Ruhephase von 30 min wurden die Gehirne
präpariert und die Acetylierung mittels ELISA untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
der detektierten Menge von Tub (A) sowie H3 (B) sowie die Mittelwerte des Verhältnisses
von Ac-Tub zu Tub (C), Ac-Lys (D) bzw. H3K18ac (E) zu H3, jeweils normalisiert auf die
Weißlichtkontrolle. Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichung wieder. Die Zahl im
Balken entspricht der Anzahl der getesteten Bienen. *: p<0.05 (Student’s t-Test)
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Die Gesamtmenge an Tubulin sowie Histon H3 war durch UV-Licht-Behandlung un-

verändert (Abbildung 54 A und B), so dass die Proteinmenge erneut zur Normalisie-

rung der Acetylierung verwendet werden konnte.

Hierbei zeigte sich, dass eine UV-Behandlung zwar zur Abnahme der Tubulin- (Ab-

bildung 54 C), jedoch auch zum Anstieg der allgemeinen Protein- sowie der Histonace-

tylierung (Abbildung 54 D und E) führte. Mit dieser Stressform lassen sich folglich die

Acetylierung sowie Lernen modulieren. Da die Acetylierung von α-Tubulin mit der In-

tegrität der Mikrotubuli in Zusammenhang steht, könnten die erwähnten Akquisitions-

effekte [86] u.a. auch auf der reduzierten Tubulin-Acetylierung nach UV-Behandlung

beruhen.

4.4.3.3 Sättigung aktiviert die Tubulin-Acetylierung sowie die allgemeine

Proteinacetylierung

Als weiteren physiologischen Faktor wurde getestet, ob sich auch der Sättigungszu-

stand der Bienen auf die Acetylierung auswirkt. Hintergrund ist die Tatsache, dass

Bienen, die kurzzeitig gehungert wurden, ein schlechteres Lernvermögen zeigen als

Bienen, die beispielsweise über Nacht gehungert wurden [53]. Der metabolische Sta-

tus beeinflusst folglich die Effizienz von appetitivem Lernen.

Um die Acetylierung in Abhängigkeit vom Sättigungszustand der Bienen zu untersu-

chen, wurden Bienen vor der Hirnpräparation entweder über Nacht gehungert (im Fol-

genden als „Hunger“ bezeichnet) oder über Nacht gehungert und am Morgen 2 h vor

der Präparation mit 1 M Sucroselösung satt gefüttert (im Folgenden als „Satt“ bezeich-

net). Die Untersuchung der α-Tubulin Acetylierung, der allgemeinen Protein- sowie der

Histonacetylierung an Histon H3 (H3K18ac) erfolgte mittels ELISA (siehe Abbildung

55).
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Abbildung 55: Steigerung der Tubulin-Acetylierung sowie der allgemeinen Proteinacetylierung
nach Satt Füttern. Bienen wurden über Nacht gehungert bzw. über Nacht gehungert
und am Morgen mit mindestens 5 Tropfen 1 M Sucroselösung satt gefüttert. Nach 2 h
wurden die Gehirne präpariert und die Acetylierung mittels ELISA untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte der detektierten Menge von Tub (A) sowie H3 (B) sowie die Mittel-
werte des Verhältnisses von Ac-Tub zu Tub (C), Ac-Lys (D) bzw. H3K18ac (E) zu H3,
jeweils normalisiert auf die hungrigen Bienen. Der Fehlerbalken gibt die Standardabwei-
chung wieder. Die Zahl im Balken entspricht der Anzahl der getesteten Bienen. **: p<0.01
(Student’s t-Test)
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Der metabolische Status von Bienen bewirkte demnach eine gesteigerte Tubulin-

Acetylierung sowie einen Anstieg der allgemeinen Proteinacetylierung (Abbildung 55 C

und D). Daher lässt sich auch durch Fütterung der Bienen Lernen und gleichermaßen

die Protein- sowie auch die Tubulin-Acetylierung modulieren. Der Sättigungszustand

wirkt sich folglich auch auf die Mikrotubuli-Integrität aus.

Abbildung 56 fasst die erhaltenen Ergebnisse zur Untersuchung der Acetylierung

von Tubulin bei Lern- und Gedächtnis-modulierenden Behandlungen zusammen.

Abbildung 56: Zusammenhang zwischen der α-Tubulin Acetylierung und Effekten bei Lernen und
Gedächtnisbildung. Durch Behandlung von Bienen mit Pharmaka wie Colchizin, Taxol
und TSA sowie mit physiologischen Faktoren wie UV-Stress und Sättigung lassen sich
die Acetylierung sowie Lernen und Gedächtnis beeinflussen. Pfeil=Erhöhung/Reduktion
der Acetylierung bzw. Akquisition und Gedächtnis.

Die TSA-Behandlung beeinflusste lediglich die Gedächtnisbildung, wohingegen die

beiden Drogen Colchizin und Taxol vornehmlich auf die Akquisition wirkten und daran

gekoppelt die Gedächtnisbildung beeinflussten. Ebenso wirken sich UV-Stress sowie

die Fütterung bereits auf das Lernvermögen der Bienen aus. Alle untersuchten Para-

meter modulierten zudem die α-Tubulin Acetylierung.

Abschließend lässt sich somit feststellen, dass Tubulin tatsächlich ein für Lernen und

Gedächtnis relevantes Nicht-Histon-Zielprotein der Acetylierung darstellt. Die Acetylie-

rung des α-Tubulins sowie die Integrität des Mikrotubuli-Cytoskeletts spielen eine ent-

scheidende Rolle für die Effizienz des olfaktorischen Lernens und für die Gedächnisbil-

dung der Honigbiene. Daher fungiert die Mikrotubuli-Integrität als zentraler molekularer

Modulator für Lernen und Gedächtnis.
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5 Diskussion

Anhand der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für das

olfaktorische Lernen und Gedächtnis am Modellorganismus Honigbiene aufgezeigt.

Die Störung der Integrität verursachte schwere Lern- und Gedächtnisdefizite, wohin-

gegen die Stabilisierung der Mikrotubuli sowohl Lernen als auch das Gedächtnis ver-

besserte. Die Modulation der Mikrotubuli-Integrität wirkte sich wider Erwarten bereits

auf die Akquisition aus; jedoch wurde erstmals gezeigt, dass eine Beeinträchtigung

des Gedächtnisses nur zusammen mit einer Beeinträchtigung der Akquisition auftrat

und von der Anzahl der Training-Trials sowie von der Dauer des Inter-Trial-Intervalls

abhing. Aufgrund dieses frühen Effektes ist die Mikrotubuli-Integrität für recht schnelle

Prozesse im Minutenbereich notwendig. Da sich bei Modulation der Integrität auch die

Acetylierung des α-Tubulins veränderte, könnte sie durch einen dadurch bedingt ver-

änderten intrazellulären Transport zu den schnellen Effekten beitragen. Zudem wurde

hier gezeigt, dass die Acetylierung von Tubulin als molekularer Modulator für Lernen

und Gedächtnis fungiert.

5.1 Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für lang- und kurzfristige

Prozesse

Zur Aufklärung einer Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für Lernen und Gedächtnis

wurden die beiden Inhibitoren Colchizin und Taxol verwendet.

Der natürliche Hemmstoff Colchizin aus der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale)

bindet äquimolar an das Strukturprotein α-Tubulin mit einer Halbwertszeit von 20-40 h

[142] und verhindert dabei die Anheftung neuer Tubulin-Bausteine an das wachsende

Plus-Ende der Mikrotubuli. Die Polymerisation ist dadurch blockiert und es kommt zur

Depolymerisation der Mikrotubuli [91, 116]. Dies konnte auch im Rahmen dieser Arbeit

im Zentralhirn von Colchizin-behandelten Bienen nachgewiesen werden.

Im Gegensatz hierzu wurde durch Taxol, einem natürlichen Extrakt der pazifischen

Eibe (Taxus brevifolia), die Stabilisierung der Mikrotubuli im Zentralhirn der Bienen

erreicht. Taxol bindet an GDP-gebundenes β-Tubulin und schützt so den Abbau, ver-

hindert also die Depolymerisation der Mikrotubuli [124, 208]. Das Cytoskelett gewinnt
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an Stabilität und intrazelluläre Transportprozesse werden erleichtert. Dies spiegelt sich

auch in einer erhöhten Tubulin-Acetylierung wider, da dadurch Motorproteine eine hö-

here Affinität zur Bindung an Mikrotubuli besitzen, wodurch der Transport begünstigt

ist [25, 57, 161].

Die hier verwendeten Drogen Colchizin und Taxol sind schon lange als sogenannte

anti-karzinogene Substanzen bekannt [61, 133]. Sie verändern die Dynamik der Mikro-

tubuli, wodurch die Mitose (Zellteilung) verhindert wird und so der Zelltod in Krebszel-

len ausgelöst werden soll [91, 139, 167, 208]. Diese Wirkung besitzt allerdings keinen

direkten Einfluss auf Lernen und Gedächtnis, da eine Zellteilung in Nervenzellen nicht

mehr stattfindet. Dennoch bringt dies natürlich cytotoxische Effekte für den Organismus

mit sich [51, 188]. Diese Toxizität lässt sich jedoch für die hier untersuchten Colchizin-

sowie Taxol-Konzentrationen im Umgang mit Honigbienen ausschließen. Die Mortali-

tätskurven belegen, dass behandelte Tiere die gleiche Überlebensrate besaßen wie

Kontrolltiere. Ein verändertes Lernen oder Gedächtnis kann folglich nicht auf eine er-

höhte Apoptose oder veränderte Vitalität der Bienen zurückgeführt werden.

Aufgrund der Notwendigkeit der Mikrotubuli-Integrität für einen funktionierenden axo-

nalen Transport in Neuronen war die Hypothese der vorliegenden Arbeit, dass eine

Modulation dieser Integrität einzig Effekte im Langzeitgedächtnis verursacht.

Nach assoziativem Lernen kommt es so zur Ausbildung eines Mittelzeitgedächtnis-

ses (MTM), welches auf posttranslationalen Modifikationen von Ionenkanälen oder vor-

handenen Proteinen beruht [94]. Zur Ausbildung eines stabilen Langzeitgedächtnisses

(LTM) ist jedoch die Neusynthese von Proteinen und mRNA, also Translation und Tran-

skription sowie der axonale Transport dieser neuen Proteine und mRNA erforderlich,

um langfristige morphologische Veränderungen in Neuronen auszubilden. Auf zellulä-

rer Ebene sind hierzu koordinierte Strukturveränderungen in der prä- und postsynapti-

schen Nervenzelle erforderlich, an denen Mikrotubuli beteiligt sind. So wird die Größe

der Synapsen angepasst, zusätzliche Synapsen werden ausgebildet oder bereits Exi-

stierende wieder eliminiert, wenn sie nicht benötigt werden [5, 6, 94].

Wird der intrazelluläre Transport der hierzu benötigten Moleküle durch Colchizin ge-

stört, war folglich zu erwarten, dass kein LTM ausgebildet werden kann. Hingegen

sollte die Förderung der Mikrotubuli-Integrität durch Taxol und damit des Transports

die Ausbildung eines LTM begünstigen.

Bei appetitiven Konditionierungsexperimenten mit Honigbienen, in denen die Integri-

tät der Mikrotubuli zuvor verändert wurde, traten jedoch wider Erwarten Effekte bereits
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während der Akquisition und nicht ausschließlich im Langzeitgedächtnis auf. Die Inte-

grität spielt also nicht nur bei der Ausbildung eines LTM, sondern auch für kurzfristige

Prozesse eine wichtige Rolle. Es handelt sich um besonders schnelle Effekte, die be-

reits im Minutenbereich während des Trainings sichtbar wurden. Auch das Mittelzeitge-

dächtnis (2 h nach Training) war bei lang andauernder Störung der Mikrotubuli-Struktur

durch Colchizin sowie nach Verbesserung der Mikrotubuli-Integrität durch Taxol betrof-

fen, was letztlich ebenfalls auf recht frühe Prozesse hindeutet, an denen Mikrotubuli

beteiligt sind.

5.2 Die Mikrotubuli-Integrität ist entscheidend bei assoziativem,

jedoch nicht bei nicht-assoziativem Lernen

Nach Modulation der Mikrotubuli-Integrität durch die beiden Drogen waren in Bienen

weder Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness) noch nicht-assoziative Lernfor-

men (Habituation und Sensitisierung) verändert. Demnach führte die Injektion von Col-

chizin und Taxol nicht zu einer veränderten Wahrnehmung der Zuckerbelohnung oder

gar zu einer veränderten Reizprozessierung des US. Dies ist Vorraussetzung, um as-

soziative Lern- und Gedächtniseffekte eindeutig zu erfassen. Die Responsiveness bei-

spielsweise sollte nach Injektion von Drogen unverändert sein, da Tiere mit hoher Emp-

findlichkeit für Zuckerwasser auch empfindlicher für andere Reize wie beispielsweise

olfaktorische, gustatorische und visuelle Reize sind. Diese Empfindlichkeit könnte das

assoziative Lernverhalten eines Tieres beeinflussen. So wurde gezeigt, dass Tiere mit

hoher Empfindlichkeit für ihre Belohnung auch eine bessere Akquisition sowie ein ver-

bessertes Gedächtnis bei appetitiver Konditionierung besitzen [166].

Mithilfe der einfachen Lernformen Habituation und Sensitisierung können Verände-

rungen der Reaktion auf Reize nach Injektion von Drogen aufgeklärt werden. Während

der Habituation verliert der bedeutsame Reiz der Zuckerbelohnung (US) seinen Wert

und löst keine Reaktion mehr aus. Die Verarbeitung des Reizes war nach Colchizin-

bzw. Taxol-Behandlung nicht verändert. Während der Sensitisierung gewinnt der be-

deutungslose Reiz (Duft, CS) an Bedeutung und löst eine Reaktion aus. Eine ver-

änderte Duftwahrnehmung nach Modulation der Mikrotubuli-Integrität durch Colchizin

und Taxol konnte ebenfalls ausgeschlossen werden.

Eine Behandlung von Ratten mit Taxol veränderte desgleichen nicht deren Aufmerk-
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samkeit in einem kognitiven Test zur seriellen Wahlreaktion, führte jedoch zur einer

erhöhten Sensitivität gegenüber mechanischer Stimulation [19]. Weitere, die Sensorik

betreffende Untersuchungen wie Reizwahrnehmung oder Prozessierung nach Modu-

lation der Mikrotubuli-Integrität wurden bisher in der Literatur noch nicht behandelt.

Somit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Modulation der Mikrotubuli-Integrität

spezifisch nur assoziatives Lernen beeinflusst. Lediglich die Paarung der beiden Sti-

muli CS und US löste Effekte aus. Dies bedeutet, dass für das assoziative Lernen

intakte Mikrotubuli erforderlich sind.

Nakayama et al. etablierten ein Modell für Alzheimer, welches ebenfalls auf einer ge-

störten Mikrotubuli-Integrität basiert [141]. Die hierzu durchgeführte Colchizin-Infusion

in den Hippocampus von Ratten verursachte Dosis-abhängig ein verzögertes Lern-

vermögen der räumlichen Lernaufgabe. Auch die auftretende motorische Beeinträch-

tigung der Ratten hing von der Colchizin-Dosis ab und beruhte auf der Depolymeri-

sation der Mikrotubuli ohne neuronale Schäden hervorzurufen. Ältere Studien zeigten

eine solche Lernbeeinträchtigung nur bei Verwendung von Colchizin-Konzentrationen,

die die Zellen des Gyrus Dentatus im Hippocampus zerstören [141].

Kumar et al. konnten ebenfalls die Colchizin-induzierte Beeinträchtigung des räum-

lichen Lernens von Ratten zeigen, ohne dass Ratten nach der Behandlung in ihrer

Motorik eingeschränkt waren [109].

Weiterhin zeigten Eijkenboom et al., dass Vincristin, ein alternatives Mikrotubuli-Gift,

Mikrotubuli schädigt und so Dosis-abhängig räumliches Lernen von Ratten behindert

[44]. Für Vincristin ist zudem beschrieben, dass es in Tieren Verhaltensdefizite wie die

Beeinträchtigung von motorischen Fertigkeiten und Reflexen sowie kognitive Dysfunk-

tionen hervorruft [153, 175, 185].

Dies steht folglich im Einklang mit den in dieser Arbeit für Biene gezeigten asso-

ziativen Lernbeeinträchtigungen nach Colchizin-Behandlung. Hierbei handelt es sich

jedoch nicht um räumliches Lernen, sondern um ein appetitives, olfaktorisches Lern-

paradigma, was im Zusammenhang mit Colchizin bzw. Taxol bisher in der Literatur

nicht beschrieben wurde.

Im Gegensatz zu Colchizin führte die Behandlung mit Taxol zu einem verbesser-

ten assoziativen Lernen in Bienen. Gleiches zeigte sich für Tubacin, einen selekti-

ven HDAC6-Inhibitor, welcher ausschließlich zu einer verstärkten Tubulin-Acetylierung

führt. Allerdings ist die Verfügbarkeit des Tubacins stark limitiert. Durch freundliche

Unterstützung von Herrn Dr. S. Schreiber (Harvard Universität) konnten in der vorlie-
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genden Arbeit dennoch erste Lernversuche an Honigbienen nach Tubacin-Behandlung

durchgeführt werden und deuteten auf ein verbessertes Lernen hin (nicht gezeigt).

Diese Verbesserung des Lernens wurde ebenfalls nach chronischer Nicotinamid

(NAM) Fütterung in Mäusen beschrieben [62]. NAM ist ein Inhibitor der HDAC En-

zyme der Klasse III (Sirtuine) und damit von SIR2, neben HDAC6 die zweite Tubulin-

Deacetylase. NAM gleicht im Alzheimer Maus-Modell kognitive Beeinträchtigungen so-

wie Defekte im räumlichen Lernen aus und verursacht weiterhin eine Reduktion der

Phospho-Tau Menge, welche maßgeblich für Alzheimer verantwortlich ist. Normaler-

weise stabilisiert Tau das Mikrotubuli-Cytoskelett, wohingegen eine Fehlfaltung zum

Verlust dieser Funktion und damit zur Destabilisierung sowie zur neuronalen Dysfunk-

tion führt [23]. Weiterhin bewirkt NAM eine Zunahme der MAP2c Menge [62] und erzielt

somit insgesamt eine verbesserte Mikrotubuli-Integrität, welche wiederum den neuro-

nalen Transport begünstigt [187].

Auch durch chronische Behandlung von Mäusen mit Epothilon D (EpoD), einer weite-

ren Mikrotubuli-stabilisierenden Verbindung, konnte eine gesteigerte Mikrotubuli-Dichte

und eine verbesserte axonale Mikrotubuli-Integrität im ZNS gezeigt werden [23]. Die

positiven Effekte bewirkten ebenfalls eine verbesserte Lernleistung.

Anzumerken ist allerdings, dass die Behandlung mit NAM sowie EpoD jeweils chro-

nisch über einen längeren Zeitraum erfolgten. In der Biene ließ sich bereits durch ei-

ne einmalige Injektion von Colchizin bzw. Taxol das olfaktorische Lernen beeinflus-

sen. Dies ist ein großer Vorteil Bienen als Modellorganismus zur Untersuchung der

Mikrotubuli-Integrität sowie auch von Lernen und Gedächtnis zu nutzen.

Es stellt sich die Frage, was Ursache der assoziativen Lerneffekte nach Modulati-

on der Mikrotubuli-Integrität ist und ob hierbei der Akquisition eine Schlüsselfunktion

zukommt.

5.3 Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für die Akquisition

Die Gedächtnisbildung kann in die Phase der Gedächtnisanlegung, also des Lernens

(Akquisition) sowie in die Phase der Gedächtnisfestigung (Konsolidierung) aufgeteilt

werden [43]. Das Gedächtnis lässt sich dann wiederum in verschiedene Phasen ein-

teilen und kommt durch ineinandergreifende Signalkaskaden zustande. Es wird durch

unterschiedliche Mechanismen induziert und aufrecht erhalten [169].

Zur Überprüfung welche Phase, sprich Akquisition oder Gedächtniskonsolidierung,
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eine stabile Mikrotubuli-Integrität benötigt, wurden verschiedene Injektionszeitpunkte

von Colchizin vor und nach dem Training der Bienen ausgewählt.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde so erstmalig gezeigt, dass Colchizin auf die

Akquisition sowie die Ausbildung des LTM in Honigbiene gleichermaßen verschlech-

ternd wirkte. Allerdings war hierbei der Injektionszeitpunkt von Colchizin entscheidend.

Frühestens 1.5 h vor dem Training verursachte Colchizin die genannten Beeinträch-

tigungen. Eine Injektion unmittelbar vor dem Training oder gar erst in der Konsolidie-

rungsphase, was zuvor in der Literatur noch nicht beschrieben wurde, bewirkte keine

Veränderung des olfaktorischen Lernens bzw. der Gedächtnisleistung. Andere Studi-

en befassten sich hauptsächlich mit räumlichem Lernen und führten eine Behandlung

mit Inhibitoren meist lange vor dem Training durch. So wurde auch in Ratten durch

Störung der Mikrotubuli-Integrität eine dosis-abhängige Akquisitionsbeeinträchtigung

gezeigt [44, 141]. Durch Verbesserung dieser Integrität wiederum ließ sich die Akqui-

sition von Mäusen bzw. Ratten positiv beeinflussen [23, 62].

5.4 Zusammenhang zwischen Akquisitionseffekt und

Langzeitgedächtnis

In dieser Arbeit wurde mit den beiden konträr wirkenden Inhibitoren Colchizin und Ta-

xol eine gegensätzliche Beeinflussung der Mikrotubuli-Integrität im Hinblick auf das

assoziative Lernen und Gedächtnis gezeigt.

Im Gegensatz zu Experimenten mit Colchizin, bei denen im schwachen Training der

Bienen kein Effekt zu sehen war, ließ sich durch Taxol bereits im 1 Trial Training ei-

ne deutliche Gedächtnisverbesserung (MTM) induzieren. Diese Verbesserung zeigte

sich auch nach starkem Training (MTM sowie LTM) und war in allen Fällen transkrip-

tionsabhängig. Wurde Taxol zusammen mit dem Transkriptionsblocker Actinomycin D

gegeben, kam die Verbesserung der Gedächtnisse nicht mehr zum Vorschein.

Colchizin hingegen wirkte sich negativ auf die Akquisition aus und rief bei starkem

Training schwere Lern- sowie Gedächtnisdefizite der Bienen hervor.

Wurde die Integrität der Mikrotubuli demnach positiv oder negativ verändert, beein-

flusste dies die Akquisition, also die Anlegung des Gedächtnisses. Die beeinträchtigte

Akquisition trat stets gemeinsam mit einem verschlechterten Gedächtnis auf. War die

Akquisition nach Störung der Mikrotubuli-Integrität durch Colchizin verschlechtert, ver-
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ursachte dies auch eine Beeinträchtigung des LTM. So bewirkte auch eine längere

Wirkdauer von Colchizin, welches 18 h vor dem Training injiziert wurde, nicht nur eine

starke Beeinträchtigung der Akquisition, sondern wirkte sich sogar bereits verschlech-

ternd auf das MTM aus.

Die Akquisitionsphase besitzt folglich eine Schlüsselfunktion, die bei Modulation der

Mikrotubuli-Integrität über die Ausbildung eines stabilen Gedächtnisses entscheidet.

Solche Akquisitions- und Gedächtniseffekte wurden ebenfalls in Nagern gezeigt [23,

50, 62, 109, 141], wobei bisher nicht dargestellt wurde, dass die Gedächtniseffekte ab-

hängig von der Akquisition auftreten. Die Untersuchungen fokussierten größtenteils auf

räumliches Lernen und Gedächtnis. Green et al. zeigten dennoch eine Verbesserung

des 1 d Gedächtnisses nach Kontextlernen, wohingegen die hier durchgeführte NAM

Fütterung trotz Stabilisierung der Mikrotubuli keine Gedächtniseffekte bei der Objekt-

erkennung erbrachte [62]. Eine Nocodazol-Behandlung führte indes zur Beeinträchti-

gung des Gedächtnisses nach Angstkonditionierung [50]. Demnach ist die Mikrotubuli-

Integrität für die Ausbildung des Gedächtnisses bei verschiedenen Paradigmen rele-

vant. Dass die Integrität ferner viel bedeutsamer bereits für die Akquisition ist, wurde

bislang nicht beachtet.

In dieser Dissertation konnte so auch erstmals gezeigt werden, dass für das Auf-

treten der Colchizin-induzierten Gedächtnisverschlechterung die Akquisition, insbe-

sondere die Trainingsstärke sowie das angewandte Trainingsprotokoll relevant sind.

Ein schwaches Training nach Colchizin-Behandlung zeigte keinerlei Auswirkung der

Mikrotubuli-Dysfunktion auf die Gedächtnisbildung. Ein Training mit 2 oder 3 Training

Trials verursachte wiederum das beeinträchtigte Lernen sowie damit gekoppelt das

beeinträchtigte LTM. Diese Effekte traten jedoch nur auf, wenn ein 2 min Inter-Trial-

Intervall im Multipel-Trial Training angewandt wurde. Ein längeres Intervall von 10 min

zeigte weder bei 1.5 h noch bei 18 h Colchizin-behandelten Bienen verschlechterende

Effekte auf Lernen und Gedächtnis.

Folglich sind die veränderte Akquisition sowie das dadurch beeinflusste Gedächt-

nis aneinander gekoppelt, so dass geklärt werden muss, welche intrazellulären Aus-

wirkungen die Modulation der Mikrotubuli-Integrität auf die Akquisition besitzt. Hierbei

sind besonders Effekte zu berücksichtigen, die sehr schnelle Auswirkungen innerhalb

der Zelle besitzen, da die Akquisition im Minutenbereich über die Gedächtnisbildung

entscheidet.
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5.5 Dem Akquisitionseffekt zugrundeliegende intrazelluläre

Prozesse

Ist die Hauptwirkung der Drogen Colchizin und Taxol die Veränderung der Mikrotubuli-

Integrität, welche auch im Zentralhirn der Bienen gezeigt wurde, so gibt es aber den-

noch weitere molekulare Auswirkungen, die Lernen und die Gedächtnisbildung beein-

flussen und folglich Ursache des schnellen, assoziativen Lerneffektes sein könnten

(siehe Tabelle 1). Zudem gibt es durch die Behandlung mit den beiden Drogen lang-

fristige Auswirkungen, die zwar während der Akquisition in Gang gesetzt, jedoch als

Gedächtniseffekte sichtbar werden könnten.

Tabelle 1: Intrazelluläre Wirkungen der beiden Inhibitoren Colchizin und Taxol

Droge Wirkung Referenz

Colchizin Depolymerisation der Mikrotubuli [91, 116]
Reduktion der Tubulin-Acetylierung [126]
Inhibition von L-Typ Ca2+-Kanälen, [56]
spannungsgesteuerten Na+-Kanälen, [125]
ligandengesteuerten, nikotinischen [70]
sowie GABAA rezeptorgesteuerten Iononkanälen [24, 200]
Verstärkung der K+-Ströme [117]
Minderung der Na+-Ströme [134]
Reduktion der Acetylcholin Esterase Aktivität [108, 109]
Induktion der Lipidperoxidation [109]
Anstieg des Nitritlevels [109]
Reduktion der Glutathion Menge [108, 109]
Inhibition des Adenylat Cyclase Signalsystems [41]
Modulation der Ca2+-Calmodulin Kaskade [197]
Erzeugung freier Radikale [106]
verstärkte Genexpression von Mapk1 und Mapk3 (p42/44), [206]
Caspase 3, Caspase 8, Cyclin D1, cdk2 und cdk5 [206]
sowie von COX-2 [183]
verminderte Genexpression von Calpain, GSK3ß und Nptx1 [90, 206]

Taxol Stabilisierung der Mikrotubuli [124, 208]
Erhöhung der Tubulin-Acetylierung [25, 57, 161]
Aktivierung von L-Typ Ca2+-Kanälen [56]
Beeinflussung von MAPK wie JNK und ERK [87, 182]
sowie von Tyrosin Kinasen [201]
und NO Synthase [101]
Einfluss auf Apoptose [191]
Herunterregulation der Glutamat Transporter Expression [198]
Minderung der Na+-Ströme [27]
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5.5.1 Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für die Aktivität von Ca2+-Kanälen

Eine Wirkmöglichkeit von Colchizin ist seine Eigenschaft L-Typ Ca2+-Kanäle zu inhibie-

ren, wohingegen Taxol diese Kanäle aktivieren kann und die Wahrscheinlichkeit dafür

erhöht, dass sie geöffnet sind (siehe Tabelle 1), ohne dass die Anzahl der Kanäle an

sich verändert wird. Die Effekte sind äußerst schnell und werden in Myozyten bereits

nach 10-15 min sichtbar [56].

Schon vor 30 Jahren wurde gezeigt, dass die Weiterleitung des Aktionspotentials

nach 2 tägiger Colchizin-Behandlung in Säugerneuronen reduziert war [54]. Der Wirk-

mechanismus dahinter ist jedoch unklar. Colchizin und Taxol könnten über eine verän-

derte Mikrotubuli-Integrität und der damit einhergehenden veränderten Protein-Inter-

aktion ebenso gegensätzlich auf die Aktivität der L-Typ Ca2+-Kanäle wirken. Ferner

wurde diskutiert, dass die beiden Drogen auch direkt auf die Kanäle wirken, indem

sie daran binden und möglicherweise die Strom-induzierte Inaktivierung modulieren.

Zudem könnten beide Drogen auch die lokale Konzentration an Ionen verändern [56].

Gerade zur LTM Bildung ist das Ca2+-Signal von Bedeutung, da Ca2+ ein wichtiger

second messenger ist. So wurde kurz nach dem Training ein Anstieg der Ca2+-Antwort

in olfaktorischen Hirnstrukturen von Bienen detektiert [49], dessen Blockade beson-

ders bei Training mit mehreren Trials selektiv zur Beeinträchtigung des olfaktorischen

LTM führt [2]. Die Blockade der L-Typ Ca2+-Kanäle mit Ca2+-Kanal Antagonisten wie

Verapamil, Diltiazem und Nifedipin führte bei Ratten ferner zur Beeinträchtigung des

LTM nach Objekterkennungslernen [171] sowie nach Angstkonditionierung [9]. Lernen

sowie STM waren nicht betroffen. Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Ex-

perimente, bei denen Bienen vor dem Training mit Verapamil oder Diltiazem injiziiert

wurden, zeigten ebenfalls keine Veränderung beim Lernen oder im MTM, jedoch auch

nicht im LTM.

Weder die Literatur noch die hier durchgeführten Experimente weisen auf eine Col-

chizin- oder Taxol-induzierte veränderte Ca2+-Kanal Aktivität hin, die Ursache für den

Akquisitionseffekt sein könnte. Somit kann durch eine veränderte Ca2+-Kanal Aktivität

nach Modulation der Mikrotubuli-Integrität höchstens die Veränderung des LTM erklärt

werden; die veränderte Akquisition und das abweichende MTM bedürfen anderer Dar-

legung.
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5.5.2 Einfluss von Colchizin auf die Aktivität der Acetylcholin Esterase

Die Acetylcholin Esterase (AChE) ist nötig für die Spaltung und das Recycling des

Neurotransmitters Acetylcholin. Eine Hemmung der AChE Aktivität könnte mit einer

verzögerten Signalweiterleitung einhergehen und daher Grundlage für den schnellen

Akquisitionseffekt darstellen. So induziert eine Colchizin-Behandlung in Ratten eine

Reduktion der AChE Aktivität auf 30-40% [108, 109] (siehe Tabelle 1), jedoch konnte

in der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, dass Colchizin in vitro oder in vivo

die AChE Aktivität im Bienenhirn vermindert.

Ob die in Tabelle 1 zusätzlich erwähnten Wirkungen von Colchizin und Taxol für die

Lern- und damit Gedächtniseffekte der Honigbienen relevant sind, wurde im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

5.5.3 Bedeutung der Mikrotubuli-Integrität für intrazellulären Transport

Zentraler Befund dieser Arbeit ist die Tatsache, dass assoziatives Lernen die Integri-

tät der Mikrotubuli erfordert, die ihrerseits Hauptangriffspunkt von Colchizin und Taxol

darstellt (hervorgehoben in Tabelle 1).

In unserer Arbeitsgruppe wird gezeigt, dass assoziatives Lernen ferner die Acety-

lierung von Histonen induziert. Eine solche posttranslationale Modifikation kann eine

schnelle Antwort auf Stimuli darstellen und sich regulatorisch auswirken.

So konnte auch im in vitro-Modell in Hippocampusneuronen durch 5 Pulse mit Se-

rotonin, einem Neurotransmitter, der während des Lernens ausgeschüttert wird, eine

erhöhte Tubulin-Acetylierung festgestellt werden [30]. Auch an Hirnschnitten wurde ei-

ne aktivitäts-abhängige Acetylierung des α-Tubulins durch KCl-Depolarisation gezeigt

[150]. Neuronale Aktivität wirkt sich so in Hippocampusneuronen über eine verstärkte

Tubulin-Acetylierung positiv auf den intrazellulären Transport entlang der Mikrotubuli

aus [118]. Daher könnte ebenso assoziatives Lernen die Tubulin-Acetylierung induzie-

ren und für einen verbesserten intrazellulären Transport sorgen.

Solche Transportprozesse sind zielgerichtet. Eine als „Synaptic Tagging“ beschrie-

bene Hypothese besagt [52], dass ein Transport in diejenigen Synapsen erfolgt, die

wiederholt aktiviert wurden. Aktive synaptische Stellen werden so schnellstmöglich

und effizient beliefert [196]. Des Weiteren sprachen Mitsuyama et al. von einer An-

passung des Mikrotubuli-Vorkommens nach hochfrequenter Stimulation zur Langzeit-

Potenzierung [135]. Es stellt sich daher die Frage, ob sich Strukturen zu Regionen
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ausbilden, wo sie besonders stark benötigt werden.

Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass Colchizin und Taxol die Acetylierung des

α-Tubulins beeinflussen, könnte dem Akquisitionseffekt eine veränderte Effizienz des

intrazellulären Transports zugrundeliegen. Zudem können durch Modulation der Mikro-

tubuli-Integrität Protein-Protein-Interaktionen verändert sein, so dass beispielsweise

MAPs (Mikrotubuli-assoziierte Proteine) oder Motorproteine in ihrer Bindung an Mikro-

tubuli beeinflusst werden [25, 161, 187].

So werden während der Akquisition beim Multipel-Trial-Training Prozesse induziert,

die für Lernen und die Gedächtnisbildung notwendig sind und den Transport bestimm-

ter Moleküle in die Prä- oder Postsynapse erfordern (Beispiele siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Transportgüter, die mit kurz- oder langanhaltenden Auswirkungen entlang der
Mikrotubuli befördert werden

Auswirkung Transportgut Referenz

kurzfristig Mitochondrien [30]
IEG (Immediate Early Genes) wie
KHC (Kinesin heavy chain), [160]
Ubiquitinhydrolase, [73]
C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein), [100]
CPEB (cytoplasmic polyA element binding protein) [176]
und Arc [14, 15]
BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) [42]
spannungsabhängige Na+- sowie K+-Kanäle [27, 117]

langfristig synaptische Proteine wie
Neurexin und Neuroligin, [39, 85, 165]
Piccolo und Bassoon, [21, 58, 122, 168, 211]
Synaptotagmin, Synaptophysin und Rab3A [76]
Rezeptoren wie Glycin-, [118]
muscarinische Acetylcholin- [31]
AMPA- und [46, 47, 97, 173]
NMDA-Rezeptoren [65, 77, 172, 203]
Aktin-modulierende Faktoren [89]
PKA [69]

Solche Multipel-Trial-Konditionierungen führen zu einer de novo Proteinsynthese so-

wie zu Transkriptionsprozessen [53, 53, 94, 130, 205], so dass die neu gebildeten Pro-

teine und mRNA Moleküle daraufhin an ihren Zielort transportiert werden müssen, um

ein LTM zu induzieren. Liegen durch Colchizin depolymerisierte Mikrotubuli vor, könnte

so die Bereitstellung benötigter Moleküle während der Akquisition nach einzelnen Trai-
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ning Trials erschöpft sein, was sich negativ auf die Lerneffizienz auswirkte und dadurch

in einem beeinträchtigten LTM widerspiegelte. Eine 18 h Colchizin-Behandlung führte

neben einem beeinträchtigten Lernen sogar zur Beeinträchtigung des MTM, wobei hier

die Depots relevanter Moleküle aufgebraucht sein könnten. Wurde in der Akquisitions-

phase das kurze Inter-Trial-Intervall von 2 min jedoch auf 10 min verlängert, könnte

folglich ausreichend Zeit zum Auffinden noch intakter Strukturen für den Transport be-

nötigter Moleküle zur Verfügung gestanden haben, weshalb keine Beeinträchtigung

von Lernen mehr auftrat.

Laut Literatur ist zwar ebenfalls ein veränderter intrazellulärer Transport für solche

Lern- und Gedächtniseffekte verantwortlich; dennoch finden sich keine konkreten Kan-

didaten (vgl. [44, 62, 141]). Nachfolgend werden so einige potentielle Kandidaten aus

Tabelle 2, deren jeweiliges Vorhandensein an aktiven Stellen in Neuronen für die Effizi-

enz von Lernen und der Gedächtnisbildung bedeutungsvoll sein kann, näher betrachtet

(vgl. Abbildung 57).

5.5.3.1 Gedächtnisbildung erfordert Transport langfristig benötigter Moleküle

Zur LTM Bildung wird u.a. eine Veränderung der molekularen Beschaffenheit der Syn-

apse benötigt.

So werden z.B. Glycin Rezeptoren zu hemmenden Synpasen [118] oder Glutamat

Rezeptoren wie α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure (AMPA) und N-

methyl-D-aspartat- (NMDA) Rezeptoren vom Soma aus in die Dendriten und Synapse

entlang der Mikrotubuli transportiert [46, 47, 65, 77, 97, 172, 173, 203] (vgl. Abbildung

57), wo sie einer gesteigerten Glutamataufnahme dienen [33], die mit der synaptischen

Wirksamkeit und dem Lernen einhergeht [111, 113, 157]. So führte in Mäusen ein

Knock-out der NR2C-Untereinheit des NMDA Rezeptors zu Defiziten in der Akquisition

sowie im Gedächtnis nach Angstkonditionierung [75]. Die Überexpression des KIF17

Motorproteins bewirkte hingegen eine Lern- sowie Gedächtnisverbesserung, da mehr

NR2B transportiert wurde und in der Synapse zur Verfügung stand [203].

Zur Änderung der Plastizität sind auch strukturelle Veränderungen in Neuronen not-

wendig, an denen Mikrotubuli beteiligt sind. So wird z.B. Neuroligin, ein transmem-

branes, postsynpatisches Zelladhäsionsprotein, welches Prä- und Postsynapse mit-

einander verbindet, entlang intakter Mikrotubuli transportiert und kann bei Langzeit-

depression wieder von der Zelloberfläche entfernt werden [164].
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Abbildung 57: Modell zur Auswirkung einer Modulation der Mikrotubuli-Integrität auf den intra-
zellulären Transport in einem Neuron. Zum Lernen und zur Gedächtnisbildung ist der
Transport von Organellen (z.B. Mitochondrien), Rezeptoren, mRNA (IEG) und Proteinen
vom Zellkörper aus in die Prä- und Postsynapse wichtig. Der Transport erfolgt in Vesi-
keln und wird von Motorproteinen entlang der Mikrotubuli gesteuert. In den Ausläufern
des Neurons befindet sich Aktin, welches über Mikrotubuli reguliert wird. Colchizin stört
die Integrität der Mikrotubuli, wodurch der Transport und die Regulation des Aktins ne-
gativ beeinflusst sind. Taxol sowie TSA stabilisieren Mikrotubuli, wodurch der Transport
begünstigt und die Regulation des Aktins ebenfalls positiv beeinflusst wird.
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Auch MAPs wirken auf strukturelle Änderungen, da sie Mikrotubuli stabilisieren [187].

MAPs regulieren indes die Verknüpfung zwischen einzelnen Mikrotubuli sowie die Ver-

bindung zwischen Mikrotubuli und anderen zellulären Strukturen wie es insbesondere

für das Tau Protein gezeigt wurde. Dessen Hyperphosphorylierung führt zur Destabili-

sierung der Mikrotubuli und trägt damit zur Alzheimer Erkrankung bei [3, 23].

Als strukturelle Änderung gilt auch die Dendriten-Elongation, an der MAP2 beteiligt

ist. Es bindet PKA in Hippocampusneuronen [69]; jedoch verursacht ein Fehlen von

MAP2 die Minderung der PKA in Dendriten und im gesamten Neuron und daher eine

verringerte CREB-Phosphorylierung, die für die Transkriptionsaktivierung essentiell ist.

Eine LTM Bildung erfordert Translation sowie Transkription [53, 53, 94, 130, 205], wo-

bei Taxol eine transkriptionsabhängige Gedächtnisverbesserung in Bienen sogar nach

einem 1 Trial Training induzierte. Zwar bildet sich normalerweise nach schwachem 1

Trial Training kein transkriptionsabhängiges Gedächtnis aus [53, 205], jedoch könnte

mit verbesserter Mikrotubuli-Integrität die PKA erleichtert und schneller in den Zellkern

wandern und dort die Genexpression anschalten.

Mikrotubuli wirken ferner bei der Regulation des Aktin-Cytoskeletts und damit bei der

synaptischen Transmission mit [89]. Neuronale Aktivität führt neben einer gesteigerten

Anzahl zusätzlich zu einem rascheren Einwandern der Mikrotubuli in die Dendriten

[82], in denen hauptsächlich das Aktin-Cytoskelett vorkommt [92]. Dendritische Fort-

sätze sind ein Maß für die synaptische Stärke und gelten als Speicher des LTM [170].

Veränderungen in der Morphologie dieser Struktur sind daher die Schlüsselfunktion

im Lernen und in der Gedächtnisbildung [98, 209]. Diese Änderungen beruhen zwar

auf der Dynamik des Aktins [48, 186], welches jedoch durch Mikrotubuli reguliert wird

(zur Übersicht [79]). Dabei wandern Aktin-regulierende Faktoren und Proteine, die das

wachsende Ende der Mikrotubuli markieren, in die Synapse und Dendriten ein und

stabilisieren das Aktin-Netzwerk [89]. Nocodazol führt dazu, dass weniger Proteine am

wachsenden Ende akkumulieren und somit weniger auf die Aktin-Dynamik einwirken,

wodurch es zu Morphologie- sowie Änderungen der synaptischen Transmission kom-

men kann [89], was folglich Lernen und Gedächtnis beeinflussen könnte (vgl. Abb. 57).

5.5.3.2 Akquisition erfordert einen schnellen Transport

Der Akquisition hingegen müssen sehr schnelle Transportprozesse zugrundeliegen,

die durch Lernen induziert werden.
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Aktivitäts-reguliert werden so z.B. Mitochondrien transportiert [119], was durch For-

cierung der Tubulin-Acetylierung verstärkt abläuft [30, 78]. Die Regulation und Zielge-

nauigkeit des Transports wird neben HDAC6 von Miro1 (mitochondriale Rho GTPase1)

reguliert [30, 119]. Es fungiert als Ca2+-Sensor, da es große Ionenflüsse an ionotro-

phen Glutamat Rezeptoren registriert und Mitochondrien zu aktiven Stellen rekrutiert.

Somit besitzt es eine Schlüsselfunktion, wie Energie zeitlich und räumlich passend zu

energieverbrauchenden aktiven Regionen geliefert wird und dort der vitalen Funktion

von Neuronen dient [96, 115, 194]. Die Dynamik dieses mitochondrialen Transports ist

recht hoch, da in Zellkultur Studien bereits nach 2 min eine deutliche Zunahme von

Mitochondrien in Dendriten aufgezeichnet wurde [119, 149]. So könnten auch Mito-

chondrien während der Akquisition entsprechend dorthin transportiert werden, wo ein

starker Energieverbrauch stattfindet, damit die Energieversorgung z.B. für die Funktion

von Ionenpumpen oder zur Herstellung des second messengers cAMP sichergestellt

und die Effizienz des Lernens gewährleistet wäre (vgl. Abbildung 57). Kommt es zu ei-

nem abnormalen Mitochondrien-Transport, können neurodegenerative Erkrankungen

wie Alzheimer oder Parkinson entstehen [10, 26, 162, 190], was die Notwendigkeit

eines funktionierenden mitochondrialen Transports unterstreicht.

Neben den Mitochondrien spielen auch weitere Organelle wie beispielsweise Ribo-

somen, Endosomen oder Lysosomen eine wichtige Funktion beim Lernen und bei der

Gedächtnisbildung, werden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter diskutiert.

Vielmehr stellt sich die Frage, welche weiteren Zielmoleküle während der Akquisition

schnell entlang der Mikrotubuli transportiert werden müssen.

So kann neben wichtigen Proteinen auch mRNA in die Dendriten oder Synapse

transportiert und erst lokal bei Bedarf translatiert werden [21, 58, 122, 168, 211]. Eine

solche Proteinsynthese kann somit schnell und effizient auch langfristige Änderungen

der synaptischen Stärke erzielen [84, 95, 196].

Ein schneller Effekt wurde beispielsweise für das IEG (Immediate Early Gene) Arc

(aktivitäts-reguliertes Cytoskelett-assoziertes Protein) gezeigt [140, 181], dessen mR-

NA in die Dendriten von stimulierten synaptischen Regionen gebracht und dort transla-

tiert wird [14, 15, 180]. Schon 15 min nach Angstkonditionierung von Mäusen ist mehr

Arc mRNA exprimiert worden [140]. Arc ist ein aktivitäts-reguliertes Gen [195], das für

die Konsolidierung der synaptischen Plastizität sowie für die Bildung des LTM benötigt

wird, da es den Transport von AMPA Rezeptoren reguliert [32, 158]. Knock-out Mäu-

se haben bei verschiedensten Lernparadigmen Beeinträchtigungen in der Akquisition
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sowie ein beeinträchtigtes LTM aufgezeigt, wohingegen das STM intakt geblieben ist.

Diese Effekte erinnern an die Resultate, die hier bei der appetitiven Konditionierung

von Colchizin-injizierten Honigbienen hervorgerufen wurden.

Auch spannungsabhängige K+-Kanäle, die eine wichtige Funktion bei der zellulären

Ionen Homeostase sowie der Erregbarkeit von Nervenzellen ausüben, sind Transport-

gut entlang der Mikrotubuli [20, 74, 152] (vgl. Tabelle 2). Abhängig von der exzitatori-

schen Neurotransmission werden die Untereinheiten des K+-Kanals auf der Membran

exponiert oder wieder entfernt, wobei Mikrotubuli diese Transportprozesse steuern (vgl.

[117]). So führt eine Störung des Transports mit Nocodazol oder Colchizin durch Varia-

tion der Kanal-Anzahl in der Membran zu einer Änderung der K+-Ströme, wodurch sich

auch die Dauer des Aktionspotentials verändert. Ebenso wie Colchizin führt die Injek-

tion von Tubulin-RNA in Xenopus laevis Oozyten zur Minderung der K+-Ströme durch

eine verlängerte Aktivierungszeit, was nahe legt, dass freies Tubulin bzw. die gestörte

Mikrotubuli-Integrität die Effekte auslöst [20]. Dies kann Auswirkungen für die Weiterlei-

tung des Aktionspotentials sowie die Ausschüttung von Neurotransmittern und folglich

für die Lerneffizienz haben. Im Gegensatz zu Colchizin [125] reduziert Taxol ferner die

Anzahl von Na+-Kanälen und somit der Ströme [27]. Grund hierfür kann ebenfalls die

veränderte Mikrotubuli-Integrität sein. So können freie Tubulin-Untereinheiten ihr ge-

bundenes GTP an G-Proteine (Guanin-Nukleotid-Bindeprotein) abgegeben. Insbeson-

dere das Gs-Protein stimuliert hierdurch die Aktivität der Adenylat Cyclase [71], welche

cAMP herstellt und dadurch die PKA aktiviert, die die Amplitude der Na+-Ströme erhö-

hen kann, indem sie Na+-Kanäle rekrutiert [67].

Letztendlich bildet wohl ein Transportdefizit die Grundlage für den Akquisitionseffekt

nach Modulation der Mikrotubuli-Integrität, wobei die entprechende Fracht unbekannt

bleibt. Da nach der Modulation schnelle Effekte auftraten, muss ein rasch induzier-

barer, molekularer Mechanismus wie die α-Tubulin Acetylierung verantwortlich sein

(siehe Tabelle 1), da andere schnelle Effekte wie die Wirkung auf die Aktivität von

Ca2+-Kanälen oder die AChE ausgeschlossen werden konnten. Die Acetylierung des

α-Tubulins sowie damit einhergehend die Integrität der Mikrotubuli scheinen daher ent-

scheidend beim olfaktorischen Lernen zu sein, so dass in der vorliegenden Arbeit wei-

terhin gezeigt wurde, dass die Tubulin-Acetylierung als molekularer Modulator für Ler-

nen und Gedächtnis fungiert.

Tina Martin



5 Diskussion 107

5.5.4 Acetylierung des α-Tubulins als Modulator von Lernen und Gedächtnis

Es gibt viele posttranslationale Modifikationen (PTM) an Proteinen, die eine Wirkung

auf Lernen und Gedächtnis ausüben (zur Übersicht siehe [184]). Eine solche wichtige

PTM ist die Acetylierung, welche u.a. einen Einfluss auf die Ausbildung des Angst-

gedächtnisses [1, 66, 110, 112, 145, 192], auf die Fähigkeit zur Objekterkennung

[17, 104, 128, 146, 204] oder auf die Ausbildung eines räumlichen Gedächtnisses

[64, 104, 127, 146] besitzt.

Auch wurde in verschiedenen Studien unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt, dass

in Bienen Proteine existieren, deren Acetylierung sich auf das olfaktorische Lernen

und die Gedächtnisbildung auswirkt. Schließlich verbessert Trichostatin A (TSA), ein

HDAC-Hemmstoff, aufgrund seines Einflusses auf die Histonacetylierung die Gedächt-

nisbildung [81], wohingegen der HAT-Inhibitor Garcinol die Gedächtnisausbildung ne-

gativ beeinflusst [132]. Acetylierte Histone besitzen eine schwächere Interaktion mit

der DNA, so dass das Chromatin zugänglicher und die Transkription von gedächtnis-

relevanten Genen erleichtert wird [80, 104, 121]. Die Modulation der Histonacetylierung

führt folglich über eine veränderte Genexpression zu Gedächtniseffekten, die Akquisi-

tion ist jedoch nicht betroffen.

Neben den Histonen scheint es zudem noch weitere Zielproteine zu geben, deren

Acetylierung regulatorisch auf Lernen und Gedächtnis wirkt. Dies wurde bisher in der

Literatur kaum betrachtet (vgl. [174]). Ein Hinweis, dass es weitere sogenannte Nicht-

Histon-Substrate gibt, die transkriptions-unabhängig zur Gedächtnisbildung beitragen,

zeigte die Arbeit mit TSA bei der assoziativen Konditionierung von Honigbienen [81].

Hier konnte die Gedächnisverbesserung nicht vollständig durch gleichzeitige Behand-

lung mit dem Transkriptionsblocker ActD unterdrückt werden.

Ein solches Nicht-Histon-Protein ist das α-Tubulin, welches eine entscheidende Rol-

le beim olfaktorischen Lernen und Gedächnis spielt. Schließlich wurde in der vorlie-

genden Arbeit in TSA-behandelten Bienen eine gesteigerte Acetylierung des Tubulins

gezeigt, weshalb es neben den Histonen an der TSA-induzierten Gedächtnisverbes-

serung beteiligt zu sein scheint (vgl. [81]). TSA wirkt folglich sowohl auf die Histon-

als auch auf die Tubulin-Acetylierung. Um solche Gedächtniseffekte eindeutig einem

der beiden Proteine zuzuordnen, bedarf es eines spezifischen Inhibitors wie Tubacin,

welches ausschließlich auf die Acetylierung des Tubulins wirkt.

Ist durch TSA-Behandlung zwar die Gedächtnisbildung, jedoch nicht die Akquisition
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verändert, welche wiederum für diese Arbeit maßgebend ist. Ob die Acetylierung von

Tubulin tatsächlich die Akquisition beeinflussen kann, musste folglich mit Bedingungen

überprüft werden, die sich bereits auf Lernen auswirken. So verändern beispielswei-

se physiologische Faktoren wie UV-Stress oder der metabolische Status der Bienen

bereits die Akquisition.

UV-Stress bei Bienen führt dabei zur Aktivierung der JNK (Jun-N-terminale Kinase,

Stress-aktivierte Proteinkinase), bewirkt eine höhere Responsiveness sowie ein ver-

schlechtertes Lernen und Gedächtnis [86]. Zusätzlich wurde im Rahmen dieser Disser-

tation die Aktivierung der Histonacetylierung gezeigt. Die Acetylierung des α-Tubulins

wurde durch UV-Stress reduziert, scheint also die Mikrotubuli-Integrität zu schädigen.

Weiterhin beeinflusst der metabolische Status der Bienen die Wahrnehmung des US

(Zuckerwasser) und damit auch den appetitiven Lernerfolg [53]. In satten Tieren ver-

liert der US an Bedeutung, was sich an der verminderten Responsiveness zeigt [151].

Des Weiteren ist in gesättigten Tieren beim appetitiven Lernparadigma der Lernerfolg

gering und die Ausbildung des Gedächtnisses unterdrückt. Auch hierbei wurde in der

vorliegenden Arbeit eine Zunahme der Tubulin-Acetylierung nach Füttern der Honig-

bienen gezeigt.

Die hier untersuchten Parameter (Colchizin- sowie Taxol-Behandlung, UV-Stress und

Sättigung) beeinflussen folglich neben der α-Tubulin Acetylierung zugleich auch das

olfaktorische Lernen sowie die Gedächtnisbildung, weshalb Tubulin bzw. die Mikro-

tubuli-Integrität als molekularer Modulator für Lernen und Gedächtnis erscheint.

5.5.5 Fazit

Abschließend lässt sich festhalten, dass die α-Tubulin Acetylierung bedeutsam für das

olfaktorische Lernen und Gedächtnis der Honigbienen zu sein scheint. Die damit ein-

hergehende Integrität des Mikrotubuli-Cytoskeletts spielt eine entscheidende Rolle für

die Effizienz des Lernens und für die Ausbildung des Gedächtnisses. Die Behandlung

der Bienen mit Colchizin führte zu einer destruktiven Mikrotubuli-Integrität, wodurch

schwere Lern- und Gedächtniseffekte entstanden. Abhängig waren die Effekte von der

Akquisitionsphase, da bei Änderung der Injektionszeit, der Trainingsstärke sowie der

Dauer des Inter-Trial-Intervalls keine Beeinträchtigungen auftraten. Nach Ausschluss

der Wirkung auf die Aktivität von Ca2+-Kanälen oder der Acetylcholin Esterase wirkt

Colchizin vermeintlich auf einen schnellen intrazellulären Transport noch unbekann-
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ter Moleküle, die während der Akquisition gebraucht werden. Entsprechendes gilt für

Taxol, welches die Mikrotubuli-Integrität sowie Lernen und Gedächtnis verbesserte.

Um die während der Akquisition zu transportierenden Kandidaten zu identifizieren,

müssten z.B. „Live Cell Imaging“ Studien an Neuronen, insbesondere an Zellen des

Pilzkörpers durchgeführt werden, in denen bestimmte Zielmoleküle markiert werden

und so ein veränderter Transport verfolgt werden kann. Ferner könnten in Fruchtfliegen

(Drosophila melanogaster ) genetische Veränderungen eingebracht werden, die den

Transport betreffen. So könnte in vivo ein lern-induzierter Transport untersucht werden,

da die CS/US Paarung die Polymerisation der Mikrotubuli auszulösen scheint. Dabei

sollten z.B. Motorproteine, die energieliefernden Mitochondrien, Kanalproteine oder

bestimmte IEG berücksichtigt werden, deren Vorhandensein die Lerneffizienz beein-

flussen kann. Im Modellorganismus Biene wäre die praktische Umsetzung der Unter-

suchung nicht möglich.

Molekular betrachtet unterstützt die α-Tubulin Acetylierung die Mikrotubuli-Integrität.

Diese Modifikation kann durch einmalige Behandlung der Bienen mit Pharmaka wie

Colchizin, Taxol sowie TSA, aber auch mit physiologischen Faktoren wie UV-Stress

und dem metabolischen Status der Bienen moduliert werden. Alle Faktoren beeinflus-

sen zudem auch Lernen und Gedächtnis, weshalb Tubulin als molekularer Modula-

tor für Lernen und Gedächtnis fungiert. Um die Effekte jedoch eindeutig der Tubulin-

Acetylierung zuordnen und von der Histon-Acetylierung trennen zu können, bedarf es

Untersuchungen mit spezifischen Inhibitoren wie Tubacin, wodurch ausschließlich die

Acetylierung des Tubulins verändert würde und die Auswirkungen auf Lernen und Ge-

dächtnis untersucht werden könnten.
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