Die Regulation der Hamolymphglucose und ihre
Bedeutung fur die sensorische Sensitivitat sowie das
appetitive Lernen und Gedachtnis der Honigbiene
(Apis mellifera)

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
des Doktors der Naturwissenschaften
der Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat Il
Chemie, Pharmazie, Bio- und Werkstoffwissenschaften
der Universitat des Saarlandes

vorgelegt von

Kathy Rether

Saarbriicken
2012



Tag des Kolloquiums:

Dekan:
Berichterstatter:

Vorsitz:
Akad. Mitarbeiter:

30. Marz 2012

Prof. Dr. W. F. Maier
Prof. Dr. U. Mdller
Prof. Dr. M. Montenarh
Prof. Dr. V. Helms

Dr. G.-W. Kohring



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung \'A
Summary Vil
1 Einleitung 1
1.1 Die Energiehomeostase - ein Zusammenspiel zwischen Kérper und Gehirn . 1
1.1.1 Die Blutglucose und die Energiehomeostase beim Saugetier . . . . . 1
1.1.1.1 Ein Netzwerk basierend auf Insulin und Leptin . . . . . . .. 1
1.1.1.2 Glucosedetektion in der Peripherie und im Gehirn . . . . . . 2
1.1.2 Glucosetransporter (GLUT) . . . . . ... ... ... ... ... .... 4
1.1.2.1 Die Physiologie und Gewebeverteilung der Glucosetransporter 4
1.1.2.2 Die Regulation der Glucosetransporter . . . . . ... .. .. 6
1.1.3 Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) . . . . .. .. ... ... .. 7
1.1.4 Die Energiehomeostase beilnsekten . . . . .. ... ... ... ... 8

1.1.5 Die Honigbiene - Metabolismus und Verhaltensanderungen in einem
sozialen Organismus . . . . . . . .. 9
1.1.5.1 Die Zuckeraufnahme und der Hamolymphzucker . . . . . . . 9
1.1.5.2 Die Regulation der Arbeitsteilung . . . . .. ... ... ... 10
1.2 Lernenund Gedé&chtnisbildung . . . . . . .. ... ... L 11
1.2.1  Zelluldre und molekulare Grundlagen . . . . .. ... ... ...... 11
1.2.2 Lernen beider Honigbiene . . . ... ... ... ... ......... 13

1.2.3 Der Metabolismus bei Lern- und Gedachtnisprozessen - ein untrenn-
bares Zusammenspiel . . . . . .. ..o o 13
1.2.3.1 Motivation und Belohnungssysteme . . . . . ... ... ... 14
1.3 Zielsetzung . . . . . . . . L 15
2 Material und Methoden 16
21 Material . . . . . . . e 16
2.1.1 Chemikalien . .. . . . . . . . . .. e 16
2.1.2 \Verbrauchsmaterialien . . . . . . . ... ... ... . ... ... ... 18
2.1.3 PufferundLésungen. . . . . ... ... .. ... 19
2.1.3.1 H&molymphglucose-Bestimmung . . .. ... ... ... .. 19
2.1.3.2 Agarose-Gelelektrophorese . . . . . ... ... ... ... .. 19
2.1.3.3 Peptid-Kopplung . . . . ... ... ... .. 19
2.1.3.4 Probenvorbereitung . . . ... ... ..o 19
21.3.5 SDS-PAGE . . . . . . . . 20
2.1.3.6 Westernblotund Dotblot. . . . . . ... ... ... ...... 20
21.3.7 ELISA . . . 21

2.1.3.8 Histologie. . . . . ... ... . ... 21



Inhaltsverzeichnis

2.2

214 EnzymeundKits . . . . . . .. 21
215 Pharmaka . . . . . .. ... 22
2.1.6 Antikdrperund Peptide . . . . ... ... ... ... 22
2.1.6.1 Primére Antikérper . . . . . ... 22
2.1.6.2 Sekundare Antikdrper . . . . . ... oo 22
21.6.3 Peptide . . ... .. ... 23
2.1.7 Primer . . . . 23
218 Gerdte. . . . . . . 23
2.1.9 Software und Internetadressen . . . . . ... ... 24
Methoden . . . . . . . . . 25
2.2.1 Haltung und Vorbereitung der Versuchstiere (Apis mellifera carnica) . 25
2.2.2 Appetitive olfaktorische Konditionierung . . . . . . ... .. ... ... 26
2.2.3 Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness) . . . ... ... ... 27
2.2.4 Hamolymphentnahme und Messung des Hamolymphglucosespiegels 27
225 Injektion . . . . . . 28
2.2.6 Gehirnpraparation . . . . . ... ... 28
2.2.7 RNA-Aufreinigung aus Geweben . . . . . . ... ... ... L. 29
2.2.8 KonzentrationsbestimmungderRNA . . . . . .. ... ... ... ... 29
2.2.8.1 Photometer. . .. ... ... . ... ... 29
2282 RiboGreen® . ... ... ... ... ... 29
2.2.9 Reverse Transkription . . . . .. ... ... ... o 30
2210 Real-time PCR . . . . . . . . . 30
2.2.10.1 Primerdesign . . . . . . . .. 30
2.2.10.2 Durchfihrung der real-time PCR . . . . . ... ... ... .. 31
2.2.10.3 Standardkurve . . . . ... 32
2.2.11 Standard-PCR . . . . . . . . . 34
2.2.12 Agarose-Gelelektrophorese . . . . . . . .. ... ... 34
2.2.13 Gelextraktion . . . . . . . . .. 34
2.2.14 Konzentrationsbestimmung der cDNA-Standards mit PicoGreen® .. 35
2.2.15 Herstellung polyklonaler Antikérper. . . . . . . . . . . ... ... ... 35
2.2.15.1 Peptiddesign . . . . . . ... 35
2.2.15.2 Kopplung der Peptide an Tragerproteine . . . . . . .. .. .. 35
22153 Dialyse . . . . . . .. 36
2.2.15.4 Immunisierung der Ratten . . . . . . ... ... ... .... 36
2.2.15.5 Serumgewinnung aus Rattenblut . . . . . ... ... ... .. 36
2.2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) . . . . . ... .. 36
2.2.16.1 Probenvorbereitung . . . . . ... ... 36
2.2.16.2 Herstellungdes Gels . . . . . ... ... ... ... ..... 37
2217 Westernblot . . . . . . . .. 37
2218 Dotblot . . . . .. 37



Inhaltsverzeichnis

2.2.18.1 Probenvorbereitung . . . . . . .. ... oL
2.2.18.2 Erstellendes Dotblots . . . . . ... .. .. ... ... ...,

2.2.19 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) . . ... ... ... ..
2.2.19.1 Probenvorbereitung . . . . . . .. ...
2.2.19.2 Durchfuhrungdes ELISA . . . . . . .. ... ... .. ....

2.2.20 Histologie . . . . . . . . e
2.2.20.1 Carnoy-Fixierung des Abdomens . . . ... ... ... ...
2.2.20.2 Formol-Fixierung des Gehirns . . . . ... ... ... ....
2.2.20.3 Anfertigung der histologischen Schnitte von Abdomen und
Gehirn . ...

2.2.20.4 Immunfarbung und Mikroskopie der histologischen Praparate

3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Hamolymphglucose-Bestimmung in der Honigbiene . . . . .
3.2 Die Heterogenitat und Dynamik des Hamolymphglucosespiegels bei der Ho-
nigbiene . . . . . . .

3.3 Die Hamolymphglucose als Basis fir Verhaltensanderungen . . . . . .. ..
3.3.1 Der Einfluss der Hamolymphglucose auf die Zuckerwasserempfind-
lichkeitdesPER . . . . . . . . . . . ... ...

3.3.2 Der Einfluss der Hamolymphglucose auf das appetitive olfaktorische
Lernenund Gedéachtnis . . . . . ... ... ... .. L.

3.3.3 Die Manipulation des Hamolymphglucosespiegels beeinflusst das Ge-
dachtnis . . . . . . .

3.4 Die Dynamik des Hadmolymphglucosespiegels bei der appetitiven Belohnung
3.4.1 Der unkonditionierte Stimulus verursacht einen Anstieg des Glucose-
spiegels . . . ..

3.4.2 Die Manipulation der Hamolymphglucose veréandert die Dynamik des
Glucosespiegels bei der appetitiven Belohnung . . . . . . ... .. ..

3.5 Der Glucosetransporter GLUT1 bei der Honigbiene . . . . . . ... ... ...
3.5.1 Die mRNA-Verteilung der beiden GLUT1-Isoformen in der Honigbiene
3.5.1.1  Normierung auf den Elongationsfaktor EF1-alpha . . . . . .

3.5.1.2 Die Verteilung der GLUT1-Isoformen in Kopf und Kérper

3.5.1.3 Die Verteilung der GLUT1-Isoformen in Fliegern und Stock-

bienen . .. ...

3.5.2 Die Abhéangigkeit zwischen Hamolymphglucose und GLUT71-mRNA--
Expression . . . . ...

3.5.3 Der Glucosetransporter im Bienenhirn . . . . . .. ... ... ... ..
3.5.3.1 Charakterisierung der selbst hergestellten GLUT1-Antikdrper

3.5.3.2 Die Regulation der GLUT1-Proteinexpression im Bienenhirn

3.5.4 Die Lokalisation des Glucosetransporters GLUT1 a im Bienenhirn

40
40

42
42

44
46

46

47

48
49

50

51
52
52
53
54

55

57
58
59
60
62



Inhaltsverzeichnis

3.6

Die Untersuchung potenzieller Vermittler der glucoseabhangigen Verhaltens-

modulation in der Honigbiene . . . . . . . .. ... ... 64
3.6.1 ATP-sensitive Kaliumkanale haben keinen Einfluss auf die Himolymph-

glucose und die Zuckerwasserempfindlichkeit . . . . . . ... ... .. 65

3.6.2 Derlnsulin-Signalweg . . . . . . ... ... 66
3.6.2.1 Die Manipulation der Phosphoinositid-3-Kinase und der Ein-

fluss auf die Zuckerwasserempfindlichkeit . . . . . . ... .. 67
3.6.2.2 Die Inhibition der Phosphoinositid-3-Kinase hat keinen Ein-

fluss auf die H&molymphglucose . . . . . . ... ... .. .. 68

3.6.3 Die Vitellogenin-Expression korreliert nicht mit der Hamolymphgluco-
se und der Zuckerwasserempfindlichkeit: Unterschiede zwischen Som-

merbienen und Bienen im Winterflughaus . . . . . ... ... ... .. 69
3.6.4 Die AMP-abhangige Proteinkinase (AMPK) als Vermittler des gluco-
seabhéngigen Verhaltens . . . . . .. ... ... .. L. 72
3.6.4.1 Der AMPK-Aktivator AICAR erhéht den Hamolymphglucose-
spiegel . . ... 73
3.6.4.2 Der AMPK-Aktivator AICAR erniedrigt die Zuckerwasseremp-
findlichkeit und verschlechtert das Lernen und Gedéachtnis . 74
3.6.4.3 Die AMPK-Aktivitat im Bienenhirn veréndert sich in Abhan-
gigkeit des Futterungszustands . . . . . . . ... ... ... 75
3.7 \Verschiedene physiologische Merkmale unterliegen bei der Honigbiene sai-
sonalen Unterschieden . . . . . . . . . . . . ... ... ... .. . 77
3.7.1 Die Dynamik des Hadmolymphglucosespiegels im Winter . . . . . . .. 77
3.7.2 Die Expression von GLUTT1 a bei Stockbienen und Fliegern . . . . .. 79
Diskussion 80
4.1 Die Heterogenitat des Hamolymphglucosespiegels - eine Verhaltensspezifi-
ZIBTUNG . o o o o e e e e e e e e 80
4.1.1 Die Modulation des Fressverhaltens: zustandsabhangige Anpassun-
genderSensorik . . . ... 82
4.1.2 Das appetitive Lernen und Gedéchtnis - eine Frage der Belohnung . . 84

4.2

4.3

4.4
4.5

4.1.2.1 Der Anstieg des Glucosespiegels - eine interne Belohnung? 85
4.1.3 Vitellogenin versus Hamolymphglucose bei der Vehaltensspezifizierung 88

Die Regulation des Glucosetransporters GLUT1 bei der Honigbiene . . . . . 89
421 GLUTT1im Koérper der Honigbiene . . . . ... ... .. ........ 90
4.2.2 Der Glucosetransporter im Bienenhirn . . . . .. ... ... ... ... 91
Der Insulin-Signalweg als Verhaltensmodulator - stromabwarts der Hamo-

lymphglucose? . . . . . . ... 92
Die Frage nach ATP-sensitiven Kaliumkanélen in der Honigbiene . . . . . . . 94
Die AMP-abhangige Proteinkinase bei der Glucosehomeostase der Biene . . 94



Inhaltsverzeichnis

451 Die AMPKim Bienenhirn . . . . . ... ... ... ... .. ... ... 96

4.6 Fazit . . . . . . 97
Literaturverzeichnis 99
Abkilirzungsverzeichnis 120
Danksagung 123



Zusammenfassung

Im Zentrum dieser Arbeit steht die Frage nach der Rolle der Hamolymphglucose bei ap-
petitiven Verhaltensanpassungen in der Honigbiene. Dabei wird erstmals ihre Funktion als
metabolisches Signal bei Lern- und Gedachtnisprozessen untersucht.

In Verhaltensexperimenten zeigte sich eine Korrelation zwischen dem glykdmischen Sta-
tus und der gustatorischen Sensitivitit. Dynamische Anderungen des Glucosespiegels in-
folge der appetitiven Belohnung nahmen zudem mafgeblichen Einfluss auf das Lernen und
die Gedachtnisbildung. Dies liefert erstmals Hinweise auf eine Bedeutung der Hamolymph-
glucose als internes Belohnungssignal.

Auf molekularer Ebene wurden die AMP-abhéngige Proteinkinase (AMPK) und der Glu-
cosetransporter GLUT1 als Kandidaten identifiziert, die als Regulatoren des Glucosespie-
gels und Komponenten eines internen Belohnungssystems an Verhaltensmodulationen teil-
haben. Die Aktivierung der AMPK erhéhte den Glucosespiegel und flihrte gleichzeitig zu
einer Reduktion der sensorischen Sensitivitdt sowie zu einem Lern- und Gedachtnisdefi-
zit. Schnelle Anderungen des Glucosespiegels spiegelten sich ferner in einer akuten, fiitte-
rungsbezogenen Hochregulation des GLUT1-Proteins im Gehirn wider. Dies legt eine Funk-
tion von GLUT1 bei der Ubertragung glucosevermittelter Belohnungssignale auf die neuro-
nale Ebene nahe.

Damit wurde erstmals umfassend gezeigt, dass die Himolymphglucose der Biene indivi-
duell reguliert wird und in Abh&ngigkeit des metabolischen Zustands das appetitive Lernen
und Gedachtnis moduliert.

\



Summary

This thesis focuses on the importance of haemolymph glucose levels in modulating appeti-
tive behaviour in honeybees. Its role as a metablic signal in learning and memory processes
is investigated for the first time.

Behavioural studies revealed a correlation between glycemic state and gustatory sen-
sitivity. Moreover, dynamic changes in glucose levels, caused by appetitive reward, con-
siderably influenced learning and memory formation. This provides first evidence for the
relevance of haemolymph glucose levels as an internal reward signal.

On the molecular level, AMP-dependent protein kinase (AMPK) and the glucose trans-
porter GLUT1 turned out to be candidates acting as modulators of glycemia and components
of an internal reward system which alters behaviour. AMPK activation increased glucose
levels and simultaneously caused a reduction of sensory sensitivity as well as learning and
memory deficits. An acute, feeding related upregulation of GLUT1 protein in the brain fur-
ther reflected rapid changes in glucose concentrations. This suggests a role of GLUT1 in
conveying reward signals by glucose to the neuronal level.

This work represents the first extensive study which proves heamolymph glucose levels
to be individually regulated in honeybees and to modulate appetitive learning and memory
according to metabolic state.

Vil



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Energiehomeostase - ein Zusammenspiel zwischen Koérper und Ge-
hirn

Die Energiehomeostase, sprich die Aufrechterhaltung eines stédndig angepassten Gleich-
gewichts zwischen Nahrungsaufnahme und -speicherung, sowie Energiemobilisierung und
-verbrauch, ist ein strikt regulierter Prozess, der flr einen gesunden, leistungsfahigen und
letztendlich lebensfahigen Organismus von unabkdmmlicher Bedeutung ist. Eine Hauptrolle
spielt dabei die Konstanz der im Blut vorhandenen Glucose, welche als bevorzugter Brenn-
stoff des Gehirns dauernd in ausreichendem MaBe zur Verfligung stehen muss. Sie steht so
auch als entscheidende Komponente im Mittelpunkt eines komplexen Systems, welches die
Kommunikation zwischen Kérper und Gehirn voraussetzt und in Abh&ngigkeit des Ernah-
rungszustands endokrine und autonome Signale sowie Verhaltensanpassungen koordiniert.
Verhaltenséanderungen beschranken sich dabei nicht nur auf das Essverhalten an sich,
sondern schlieBen auch im weiteren Sinne damit in Verbindung stehende Prozesse wie
Bewegung zum Futtererwerb und Aufmerksamkeit bis hin zum Lernen und Ged&chtnis
ein [133, 231]. Die Wichtigkeit eines einwandfrei koordinierten homeostatischen Systems
wird anhand zahlreicher metabolischer Erkrankungen wie Fettsucht oder Diabetes mellitus
deutlich, die auch h&ufig mit kognitiven Einschrankungen einhergehen [29,118,170].

1.1.1 Die Blutglucose und die Energiehomeostase beim Saugetier

1.1.1.1 Ein Netzwerk basierend auf Insulin und Leptin Beim S&ugetier gelten die Le-
ber und das Fettgewebe als die wichtigsten Organe zur Speicherung und Mobilisierung von
Nahrstoffressourcen. Sie stellen auch bedeutende Ausgangs- und/oder Zielpunkte der en-
dokrinen Signalmolekile Insulin und Leptin dar, die die Hauptkomponenten eines peripher
wie zentral vielschichtigen Netzwerks bei der Sdugetier-Homeostase bilden (siehe Abbil-
dung 1) [165,236].

Insulin wird von glucosesensitiven g-Zellen des Pankreas produziert und unter ande-
rem infolge hoher Glucosekonzenrationen postprandial (nach der Nahrungsaufnahme) oder
durch autonome Signale sezerniert [5, 203]. Nach der Sekretion erfillt Insulin durch An-
docken an den Insulinrezeptor und Aktivierung einer Vielzahl von intrazelluldren Signalen,
einschlieBlich der PI3-Kinase, in verschiedenen Geweben vielfaltige Funktionen zur Ent-
fernung der Uberschiissigen Glucose aus dem Blutkreislauf und der Synthese von Nahr-
stoffspeichern [76, 131, 195]. So wird vor allem in Muskel- und Fettgewebe vermehrt Glu-
cose aufgenommen [131, 184] und die Glykogen- sowie Fettspeicherung gefdrdert [48, 58].
Umgekehrt wird die Gluconeogenese in der Leber gehemmt [63]. Zudem hat Insulin einen
stimulierenden Effekt auf die Proteinsynthese [126]. Der periphere Gegenspieler des Insu-
lins, Glucagon, signalisiert den Hungerzustand und wird infolge niedriger Blutglucose von
a-Zellen des Pankreas sezerniert. Glucagon fuhrt zur Mobilisierung der Glykogenspeicher
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Abbildung 1: Modell der entscheidenden Kontrollpunkte bei der Energie- und Glucosehomeo-
stase. Neuronale Systeme im Hypothalamus nehmen die Nahrstoff-/Glucoseverfiigbarkeit oder hor-
monelle Signale tber den Energiezustand des Korpers (z.B. Insulin und Leptin) wahr und aktivieren,
teilweise tber Neuropeptide, Wege zur Regulation der hepatischen Glucoseproduktion oder von Ver-
haltensweisen wie Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch.

und Aktivierung der Gluconeogenese [142,223].

Insulin hat aber nicht ausschlieBlich, wie lange vermutet, Effekte in der Peripherie. Auch
im Hypothalamus, dem homeostatischen Kontrollzentrum im Gehirn, werden Insulinsignale
detektiert und integriert [39, 143]. Es kann zum einen an der Regulation orexigener (Appetit
férdernder) und anorexigener (Appetit hemmender) Neuropeptide im Hypothalamus betei-
ligt sein (die selbst wiederum die Insulinproduktion modulieren kénnen) oder mit anderen
Gehirnregionen kommunizieren [5, 206, 215]. Beispielsweise weist der an der Gedéachtnis-
bildung beteiligte Hippocampus eine Vielzahl von Insulinrezeptoren auf, sodass eine Betei-
ligung an kognitiven Funktionen denkbar ist [86, 166, 245]. Auch Leptin agiert im Hypotha-
lamus und férdert die Produktion anorexigener Neuropeptide [105]. DarlGber hinaus ist das
Hormon vermutlich auch an der Modulation hypothalamischer glucosesensitiver Neurone
beteiligt [203,217]. Leptin wird vom peripheren Fettgewebe proportional zu seiner Masse
abgegeben und signalisiert Sattigung [148].

Neben den durch die Blutglucose ausgeldsten Signale spielen auch noch weitere meta-
bolische Faktoren eine Rolle bei der Einspeisung des homeostatischen Systems, wie bei-
spielsweise freie Fettsduren und Aminosauren sowie endokrine, mechano- und chemosen-
sorische Signale aus dem Gastrointestinaltrakt [138,163,182,219].

1.1.1.2 Glucosedetektion in der Peripherie und im Gehirn Die interne Glucosedetek-
tion erfolgt Gber glucosesensitive Neurone. Am besten charakterisiert sind diese Sensoren
in den B-Zellen des Pankreas. Sie kommen aber vermutlich auch in dieser Form im Hypo-
thalamus und im Darm vor [203,217].

Zu dem Sensorsystem gehdéren spezielle Glucosetransporter (GLUT2; siehe auch Ab-
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Abbildung 2: Glucosedetektion und Insulinsekretion in g-Zellen des Pankreas. Das Glucose-
Sensorsystem besteht aus dem Glucosetransporter GLUT2, der Glucokinase und dem ATP-
sensitiven Kaliumkanal (Katp). Abhé&ngig von der Verflgbarkeit im Blut transportiert GLUT2 Glu-
cose in die Zelle. Dort wird sie bei einem physiologischen Anstieg des Glucosespiegels von der
Glucokinase vermehrt phosphoryliert (Glucose-6-Phosphat; G-6-P) und so zur Metabolisierung und
ATP-Produktion bereitgestellt. ATP blockiert den Kyrp-Kanal, was den Ausstrom von K*-lonen ver-
hindert und das Membranpotential verandert (Av). Durch spannungsabhangige Calciumkanaéle stro-
men Ca’*-lonen ein und bewirken die Insulinsekretion.

Katp

schnitt 1.1.2) sowie eine Glucokinase und ATP-sensitive Kaliumkanéle (Karp-Kanale) [4,
203]. Die passiven Glucosetransporter besitzen eine relativ geringe Affinitat zu Glucose, so-
dass die Glucoseaufnahme direkt von der Blutglucose abhangt und unter physiologischen
Bedingungen nicht geséattigt ist [224]. Zuséatzlich besitzt die Glucokinase, welche fir die
Phosphorylierung der Glucose im Zellinneren, dem ersten Schritt der Glykolyse, verant-
wortlich ist, eine geringe Affinitdt zu Glucose. Sie stellt den limitierenden Faktor bei der
ATP-Produktion im Zuge der Glykolyse dar und halt damit das ATP/ADP-Verhéaltnis immer
an einer unteren Grenze [64].

Dies ist ausschlaggebend fir die Funktion der Katp-Kanéle. Sie bestehen aus einem au-
Beren Ring aus vier identischen regulatorischen SUR1-Einheiten (Sulfonylurea-Rezeptor 1)
und einem inneren, die Pore bildenden Ring aus vier kleineren K|r6.2-Untereinheiten (eng-
lisch: K™ Inward Rectifier). Diese sind ATP-sensitiv und kdnnen den Kanal so in Abhangigkeit
von Schwankungen der Blutglucose, welche sich aufgrund der oben genannten Faktoren di-
rekt im ATP/ADP-Verhaltnis der g-Zellen wiederspiegeln, éffnen und schlieBen [15, 16, 144].
Unterstitzt wird dieser Vorgang durch das an der SUR1-Untereinheit antagonistisch wir-
kende ADP [172]. Bei einer Erh6hung der Blutglucose und Bindung von ATP an den Kanal
schlie3t sich dieser, was zu einer Erhéhung der intrazelluldren Kaliumkonzentration fihrt und
eine Depolarisation der Membran begunstigt. Infolgedessen werden spannungsabhangige
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Calciumkanale ge6ffnet, Calcium strémt ein und veranlasst die Insulinsekretion der g-Zellen
(siehe Abbildung 2).

Vieles deutet auch darauf hin, dass glucosesensitive Neurone im Hypothalamus ein ahn-
liches Sensorsystem aufweisen. Speziell im ventromedialen Hypothalamus und im Nucle-
us arcuatus, die auch von Insulin- und Leptinsignalen moduliert werden (siehe Abschnitt
1.1.1.1), ist eine Neuronen-Population bekannt, die ihre Aktivitdt zusatzlich in Abhangig-
keit der Blutglucose veréndert. Sie ist so auch an der neuroendokrinen Glucosehomeosta-
se beteiligt. Diese Neurone exprimieren ebenfalls GLUT2, Glucokinase und Katp-Kanéle
[140,147,203,217].

Es gibt zudem Hinweise, dass Katp-Kanale auch im Hippocampus Einflisse auf Lernen
und Gedachtnis haben [27,53].

1.1.2 Glucosetransporter (GLUT)

Der erleichterte Transport von Glucose Uber die Plasmamembran von Sdugerzellen wird
von einer Familie von Glucosetransportern (GLUT) katalysiert. 14 Isoformen dieser Trans-
portproteine (GLUT1-14) sind bekannt, die strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen und durch
ihre jeweiligen biochemischen Eigenschaften, ihre Regulation und Gewebeverteilung spe-
zifische physiologische Aufgaben erflllen und eng mit der Glucosehomeostase verwoben
sind [17,174]. Neben den in allen Zellen des Kérpers vertretenen passiven Transportern der
GLUT-Familie sind aktive, energieabhangige Natrium/Glucose-Cotransporter ausschlielich
in den proximalen Nierentubuli und im Dinndarm vertreten [106], sodass die verschiedenen
GLUT-Mitglieder den Hauptteil der Glucosetransporter im Kdérper bilden.

Alle GLUT-Isoformen haben eine gemeinsame vorhergesagte Sekundarstruktur mit 12
Transmembrandoméanen. Sie sind hoch glykolsyliert und besitzen eine extrazelluldre N-Gly-
kosylierungsstelle [17,167].

1.1.2.1 Die Physiologie und Gewebeverteilung der Glucosetransporter Die klassi-
schen und am besten charakterisierten Glucosetransporter stellen GLUT1 bis GLUT4 dar.

GLUT1 ist in fast allen Geweben des Korpers fir die basale Glucoseversorgung gegen-
wartig, wobei er in Erythrozyten sowie im Endothel in besonderem Male exprimiert ist. Er
erflllt eine spezielle Funktion als Blut-Hirn-Schranken-Transporter und ist somit einer der im
Hirn am starksten vertretenen Glucosetransporter, wo er auch durch Expression in Astrozy-
ten an der dynamischen Versorgung von Neuronen beteiligt ist [51,52,66, 73].

GLUT2 kann von den anderen GLUT-Isoformen anhand seiner niedrigen Glucose-Affini-
tat und hohen Umsatzrate unterschieden werden. Diese Eigenschaften sind kennzeichnend
fir seine physiologische Funktion, vornehmlich im Pankreas und in der Leber [224]. Seine
Aufgabe als Teil des Blutzucker-Sensorsystems sind bereits in Abschnitt 1.1.1.2 beschrie-
ben. In der Leber als Speicherorgan ist es wichtig, sowohl die Glucoseaufnahme als auch
deren Abgabe in den Blutkreislauf zu gewéhrleisten, wobei der Transport keinen limitieren-
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den Faktor darstellen darf. Hoch affine Glucosetransporter wie GLUT1, GLUT3 und GLUT4
hingegen sind unter physiologischen Bedingungen nahezu geséttigt und stellen so eine dau-
ernde Glucoseaufnahme in die Zellen sicher [174]. Auch in der Niere und im Darm, sowie
im Hypothalamus kommen GLUT2-Transporter vor [203,217,224].

GLUT3 wird hauptséchlich in Neuronen exprimiert, kommt aber auch in anderen Gewe-
ben mit hohem Glucoseanspruch, wie Hoden oder Plazenta, vor [51, 66, 113, 149]. Er ist
somit neben GLUT1 der im Hirn am h&ufigsten vorkommende Vertreter der GLUT-Familie.

GLUT4 ist ein sehr gut untersuchter, insulinabhangiger Glucosetransporter, der vor allem
in Muskeln und Fettgewebe vorkommt [91,114,115]. Mit seiner schnellen und anpassungsfa-
higen Expressionsdynamik (siehe Abschnitt 1.1.2.2) trégt er einen GroBteil zur insulinvermit-
telten, postprandialen Glucosebeseitigung aus dem Blutkreislauf in die genannten Gewebe
und so auch zur systemischen Glucosehomeostase bei. Dies zeigt sich besonders deutlich
anhand der Tatsache, dass Fehlfunktionen des Glucosetransporters eine zentrale Rolle bei
der Diabetes mellitus-Pathogenese spielen [26, 84, 120].

Die Gewebeverteilung und Funktion der verschiedenen Glucosetransporter ist in Abbil-

Gehirn

Blut-Hirn-Schranke

Pank
N J Glucose ankreas
__/
Insulin
N\

Abbildung 3: Die Gewebeverteilung und Funktion der Glucosetransporter GLUT1-GLUT4 bei
der Glucosehomeostase. GLUT2 ist Teil des pankreatischen Glucose-Sensorsystems und be-
stimmt Uber die Insulinproduktion. Diese sorgt ihrerseits u.a Uber die Expressionserhdhung von
GLUT4 in Muskel- und Fettgewebe fir die Aufnahme von Glucose aus dem Blutkreislauf. GLUT1
wird in diesen Geweben auch fiir die basale Glucoseversorgung exprimiert. Die Leber ist in Ab-
hangigkeit des aktuellen Glucosespiegels flir die Aufnahme oder Abgabe von Glucose Uber GLUT2
zustandig, sodass das Gehirn andauernd mit Glucose versorgt werden kann. Dabei ist GLUT1 fiir
den Glucosetransport tiber die Blut-Hirn-Schranke und GLUTS fir den neuronalen Transport verant-
wortlich.
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dung 3 schematisch zusammengefasst.

1.1.2.2 Die Regulation der Glucosetransporter Die Expression von GLUT-Proteinen
kann vielseitig, in lang- wie kurzfristigen Prozessen, durch chronische und akute Signa-
le reguliert werden. Am bekanntesten ist wohl die akute, insulingesteuerte Regulation von
GLUT4. Im insulinsensitiven Muskel- und Fettgewebe sind GLUT4-Molekule nicht nur in der
Plasmamembran lokalisiert, sondern befinden sich ebenfalls in gro3en Mengen in Membran-
vesikeln in intrazelluldren Reservoirs [78,91]. Diese Reservoirs kénnen infolge der Aktivie-
rung des Insulinrezeptors in einem PI3-Kinase-abhangigen Prozess nach der Nahrungsauf-
nahme innerhalb von Minuten an die Zelloberflache rekrutiert werden und die Gberschiissige
Glucose aus dem Blutkreislauf abfangen [40,91,184]. Ein weiteres Signal, das eine erhdhte
Glucoseaufnahme erfordert und zur Translokation von GLUT4 in die Plasmamembran fuhrt,
stellt eine erhéhte Muskelbetéatigung dar [103]. Sie fhrt vermutlich Gber die Erhéhung des
ATP/AMP-Verhaltnisses zu einer durch AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase) vermittelten
Oberflachenexpression der Transporter [80, 136]. In Fettzellen hingegen, welche Glucose
hauptséchlich fir die Fettsynthese abziehen, kann AMPK auch an einer Verminderung der
GLUT4-Expression in der Plasmamembran beteiligt sein [83, 194].

Chronische Signale wie andauernde Hyper- oder Hypoglykdmie dagegen haben nicht
nur weitreichende Effekte auf die Rekrutierung von GLUT4, sondern auch auf die Biosyn-
these verschiedener Glucosetransporter [65, 121, 213]. Daran beteiligt kénnen wiederum
der Insulin-PI3K- sowie der AMPK-Signalweg sein, die auch wichtige Modulatoren der Tran-
skriptionsmaschinerie darstellen [42, 108, 246]. Diabetische Ratten zeigen so eine drasti-
sche Reduktion der GLUTT- und GLUT4-mRNA im Skelettmuskel [120,121]. Auch im Ge-
hirn kann chronische Hyperglykédmie eine Herunterregulation von GLUT1 verursachen [19],
wohingegen chronische Hypoglykdmie zu einer Hochregulation der mRNA- und Proteinex-
pression fuhrt [134,213]. Auch Glucose selbst, nicht nur gekoppelt mit der Insulinantwort,
kann als Signal fur die GLUT-Regulation fungieren. Es konnte gezeigt werden, dass chroni-
sche Hyperglykdmie im Rattenmuskel zu einer Erniedrigung der GLUT4-Oberflachen- und
mRNA-Expression, jedoch zu einer Erhdhung des GLUT1-Proteinlevels fiihrt [65].

Die GLUT1-Expression hangt vermutlich auch von dem lokalen Glucoseverbrauch in ein-
zelnen Zellen/Geweben ab. Dies wird besonders deutlich im Gehirn, wo GLUT1 in der Blut-
Hirn-Schranke fir die Energieversorgung der Neurone verantwortlich ist. Im Frontal- und
Motorcortex, Hirnregionen mit einem ausgesprochen hohen Energiebedarf, ist die GLUT1-
Expression besonders stark ausgepragt [51]. Aber auch dynamische Veranderungen von
GLUT1 in Abhangigkeit des lokalen Energiebedarfs wurden bereits beschrieben. So fihrt
der Verlust visueller Eingédnge zu einer parallelen Herabsetzung des Glucoseverbrauchs
und der GLUT1-Dichte in visuellen Strukturen des Rattenhirns [67]. Auch bei Lernprozes-
sen wurde ein erhdhter Glucosemetabolismus der beteiligten Hirnregionen nachgewiesen,
der mit schnellen Anderungen der GLUT1-Expression auf RNA- und Proteinebene einher-
geht [52].
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1.1.3 Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK)

Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist der zentrale zelluldre Energiesensor in euka-
ryotischen Zellen und spielt sowohl bei der zellularen als auch bei der systemischen Ener-
giehomeostase eine ausschlaggebende Rolle. Sie ist in der Lage, den Energiestatus der
Zelle anhand des ATP/AMP-Verhaltnisses zu erfassen und bei Energiemangel, sei es durch
Hunger, Stress oder Muskeltatigkeit, den Metabolismus in katabolischer Richtung anzupas-
sen. Darlber hinaus ist sie Ziel vielseitiger und komplexer Regulationsmechanismen in der
Peripherie und im Gehirn, die auf eine entscheidende systemische Bedeutung der Kinase
schlieBen lassen.

Die Sauger-AMPK besteht aus drei Untereinheiten, einer katalytischen a-Untereinheit,
die eine konventionelle Kinasedomane besitzt, sowie den regulatorischen g- und y-Unter-
einheiten. Die y-Untereinheit besitzt AMP- und ATP-Bindestellen, die entscheidend sind flr
die Aktivitat und weitere Regulation des AMPK-Komplexes [94,220].

Um eine maximale Sensitivitdt gegenidber dem Energiestatus zu entfalten, wird die Ak-
tivitdt der AMPK auf drei Arten reguliert, die jeweils durch AMP und hohe ATP-Konzen-
trationen antagonistisch beeinflusst werden [93, 101]. Zum einen bewirkt die Bindung von
AMP eine allosterische (aber vergleichsweise geringe) Aktivierung. Zum anderen wird die
AMPK dadurch aber zu einem besseren Substrat fiir GUbergeordnete Kinasen (z.B. LKB1),
die durch Phosphorylierung der a-Untereinheit an Thr172 eine starke Aktivitdtserhéhung
der AMPK verursachen [92, 235]. Auch die Stimulierung durch &uBere, rezeptorvermittel-
te Signale kann zur Phosphorylierung der AMPK-a-Untereinheit durch die Gbergeordnete
CaMK-Kinase fuhren [102]. Letztendlich wird die AMPK durch AMP-Bindung auch vor der
Dephosphorylierung durch Protein-Phosphatasen geschitzt [61,196].

Wird die AMPK nun aufgrund eines akuten zellularen Energiemangels oder durch au-
Bere Signale aktiviert, so bewirkt sie unter anderem Uber die Phosphorylierung mehrerer,
an entscheidenden Stoffwechselwegen beteiligter Enzyme eine Vielzahl zellularer Antwor-
ten zur vermehrten Produktion und zum verminderten Verbrauch von ATP (siehe Abbildung
4) [94]. Beispielsweise werden die Acetyl-CoA-Carboxylase, das geschwindigkeitsbestim-
mende Enzym bei der Fettsauresynthese, sowie die Glykogen-Synthase direkt durch AMPK
phosphoryliert und damit inaktiviert [47,212], die Glykolyse dagegen durch Aktivierung der
Phosphofructokinase 2 stimuliert [152]. Weiterhin kommt es zur erhdéhten Glucoseaufnah-
me in die Zelle (siehe Abschnitt 1.1.2.2), die unter anderem auf die Wirkung der AMPK auf
diverse Transkriptionsprozesse zurlickzuflihren ist [108, 136, 246].

In der Peripherie wird die AMPK durch die hormonellen ,Sattigungssignale” Leptin und
Adiponektin, welche vom Fettgewebe sezerniert werden, aktiviert [159,243]. Dies zeugt von
ihrer Beteiligung am allgemeinen Energiehaushalt des Kérpers. Studien, die zeigen, dass
die AMPK im Hypothalamus durch Aktivierung die Nahrungsaufnahme stimulieren und um-
gekehrt duch Hemmung herabsetzen kann, unterstitzen die vermutete Schllsselfunktion
in der Energiehomeostase [12, 158]. Auffallig ist dabei auch die teils antagonistische Re-
gulation der AMPK im Kérper und im Hirn. Wahrend Leptin, das vom Fettgewebe sezer-
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Abbildung 4: AMPK-regulierte Schlisselprozesse beim Energiehaushalt. Die AMPK-Aktivitat ist
abhangig vom ATP/AMP-Verhaltnis in der Zelle. Bei AMP-Uberschuss ist die AMPK aktiv und leitet
die Aktivierung (—) oder Hemmung (—|) entscheidender Stoffwechselprozesse ein.

nierte ,Séattigungssignal®, AMPK im Muskel aktiviert, fihrt es im Hypothalamus zu einer
Hemmung [158, 159].

AMPK ist im zentralen Nervensystem dariiber hinaus an der Neuroprotektion beteiligt
[135,218,228].

1.1.4 Die Energiehomeostase bei Insekten

Bei Insekten hat der Fettkérper essenzielle Funktionen bei der Kontrolle des Energiehaus-
halts inne. Er ist als nahrstoff- und hormonsensitives Organ flr die Speicherung und Mo-
bilisierung von Fett und Glykogen sowie fir die kontrollierte Synthese vieler in der Hamo-
lymphe zirkulierender Proteine und Metabolite, wie Vitellogenin und Trehalose, verantwort-
lich [13, 85, 190]. Er Ubernimmt so ahnliche Aufgaben wie die Leber und das Fettgewebe
beim Saugetier. Die Hamolymphe ist das Blut-Korrelat beim Insekt, welches die Organe frei
umspdalt. An zirkulierenden Nahrstoffen enthélt sie hauptsachlich Proteine und Kohlenhydra-
te, aber auch Lipide (Diglyceride) [28, 85,230, 240]. Neben den Monosacchariden Glucose
und Fructose ist auch das als Speicherzucker dienende Disaccharid Trehalose in hohen
Mengen vorhanden [2,234,241].

Die Erforschung endokriner und molekularer Systeme zur Energiehomeostase bei Insek-
ten hat bereits weitreichende Parallelen zum Saugersystem offengelegt. So haben nahrstoff-
sensitive insulindhnliche Peptide (Insulin-like Peptides, ILPs), welche bei vielen Insekten in
neurosekretorischen Zellen, aber auch teilweise in peripheren Geweben produziert werden,
tiefgreifende Effekte auf das Zellwachstum, den Metabolismus und die Nahrstoffspeiche-
rung. Drosophila ILPs zeigen eine verstarkte Expression bei hoher Nahrstoffverfigbarkeit,
insbesondere Aminosauren, und die Ablation der ILP-produzierenden Zellen fihrt zu einem
diabetesahnlichen Phanotyp mit erhdhter Glykédmie [99, 100, 112, 191]. VergréBerte Nahr-
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stoffspeicher im Fettkérper und resultierende Verhaltenseffekte, wie verringerte Futterauf-
nahme, konnten bereits durch Aktivierung des Insulin-Signalwegs erzielt werden, wohinge-
gen die Inhibition einen Abbau der Nahrstoffspeicher nach sich zieht [38, 188].

Auch die gegenregulierende Komponente, das glucagonahnliche Adipokinetische Hor-
mon (AKH), ist bei vielen Insekten bekannt und wird nahrstoffabhéangig von Zellen der Cor-
pora Cardiaca (CC) sezerniert [125,178]. Bei Drosophila unterliegt die Abgabe des Fett und
Glykogen mobilisierenden Hormons direkt der Steuerung durch niedrige Hamolymphzucker-
konzentrationen. Das Sensorsystem der CC-Zellen mit einer Beteiligung von Katp-Kanélen,
ahnlich wie in g-Zellen des Pankreas, scheint konservierte Mechanismen zu besitzen [125].
AKH erhéht nicht nur die Diglycerid-, Trehalose- und Glucosekonzentration der Hamolym-
phe, sondern stimuliert auch die motorische Aktivitat, was vermutlich auf eine zusétzliche
Aktivierung octopaminerger Neurone zurtickgeht [139,232].

Der zellulare Energiesensor AMPK, der beim Sauger auch stark in den systemischen
Energiehaushalt involviert ist (siehe Abschnitt 1.1.3), ist auch in Drosophila charakterisiert.
Das Enzym kann durch AMP aktiviert werden und hat viele mit der Sduger-Kinase tberein-
stimmende Ziele zur Regulation des zelluldren Stoffwechsels [176]. Es konnte aber auch
bereits gezeigt werden, dass die Herunterregulierung der AMPK-Funktion zu hungerahnli-
chen metabolischen wie Verhaltensmodulationen fuhrt [117].

1.1.5 Die Honigbiene - Metabolismus und Verhaltensanderungen in einem sozialen
Organismus

Die Nahrung einer Honigbiene besteht hauptsachlich aus Kohlenhydraten aus Nektar und
Proteinen aus Pollen. Wahrend junge Arbeiterinnen, die Aufgaben im Stock ausflihren, wie
beispielsweise das Fiittern der Brut, tatsdchlich auch einen hohen Proteinumsatz haben,
basiert der Stoffwechsel und die Nahrung einer alteren Sammlerin (Flieger) fast ausschlief3-
lich auf Kohlenhydraten [11,57,189,193,225]. Die Sammlerin ist fir das Ausfliegen aus dem
Stock und die Futtersuche verantwortlich. Selbst die Bereitstellung von Energie fiir den Flug
ist allein auf den Kohlenhydrat-Metabolismus zurlckzufiihren, obwohl die ausfliegende Ho-
nigbiene nur relativ geringe Glykogenspeicher in Resten des abgebauten Fettkérpers und
in den Flugmuskeln besitzt [28,171,189, 193].

1.1.5.1 Die Zuckeraufnahme und der Hamolymphzucker Als Nahrungsdepot verfiigt
die Biene Uber einen Honigmagen (Kropf) [216]. Neben der Hamolymphe, die im Vergleich
zum Sauger hohe Mengen an Monosacchariden (Glucose und Fructose) sowie auch das
Speicher-Disaccharid Trehalose enthélt, dient er als wichtigstes Energiereservoir beim Aus-
flug der Biene. Die Abgabe gespeicherter Zuckerlésung aus dem Kropf in den Mitteldarm
und die H&molymphe zur Bereitstellung von Energie ist ein regulierter Prozess, der vom Pro-
ventriculus durch einen SchlieBmuskel gesteuert wird [23,55]. Die Zucker-Transportrate tber
den Proventriculus in den Mitteldarm hangt dabei von der bereits in der Hamolymphe vor-
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handenen Menge metabolisierbaren Zuckers, insbesondere Trehalose, ab, wobei der nach-
folgende Transport vom Mitteldarm in die Himolymphe ein passiver Prozess ist [33, 34, 54].
Ein Konzentrationsgradient fir Glucose oder Fructose wird stets durch die sofortige Um-
wandlung der Monosaccharide in Trehalose oder durch ihre Verbrennung aufrechterhalten.
So konnte gezeigt werden, dass die Transportrate von Kohlenhydraten in die Haimolymphe
in den ersten funf Minuten nach Futteraufnahme am hdéchsten ist und weiterhin von der
individuellen metabolischen Rate abhangt [34, 54].

1.1.5.2 Die Regulation der Arbeitsteilung Die Arbeitsteilung im Bienenvolk ist eng as-
soziiert mit den Ernahrungszustanden der Individuen im Laufe ihres Lebens. Eine Arbeite-
rin durchlauft normalerweise verschiedene Stationen, wobei die Aufgabenbereiche als jun-
ge Arbeiterin zun&chst innerhalb des Stocks, spéter - als altere Arbeiterin - auBerhalb als
Nektar- oder Pollensammlerin anfallen [11,225].

Junge Bienen besitzen ein hohes Mafl3 an Nahrstoffspeichern im gut ausgebildeten Fett-
kérper. Entsprechend der Nahrstoffverflgbarkeit produziert der Fettkérper groBe Mengen
des Dotterproteins Vitellogenin (Vg) [31,57,70]. Dieses Protein wird zum einen bei Inverte-
braten als Néhrstoffspeicher in Eizellen akkumuliert, zum anderen ist es aber bei der Honig-
biene eine Schllisselkomponente bei der komplexen Regulation des sozialen Arbeitsverhal-
tens [7,9, 70]. Eine hohe Vg-Expression, welche an Proteinkonsum und die ausreichende
Verflgbarkeit von Aminosauren geknlpft ist, geht mit einem niedrigen Niveau an Juvenilhor-
mon einher und das Flug- und Sammelverhalten der Biene wird unterdrtickt [90]. In alteren
Tieren nimmt der Proteinkonsum ab und die Nahrstoffspeicher im immer mehr reduzier-
ten Fettkdrper verringern sich. Die damit einhergehende Herabregulierung der Vitellogenin-
Expression und Erhéhung der Juvenilhormon-Titer fihren zum Einsetzen des Sammelver-
haltens. Dazu z&hlt auch die Erhéhung der sensorischen Empfindlichkeit auf Zuckerwasser-
Stimuli sowie die verbesserte Fahigkeit zum appetitiven assoziativen Lernen und der Aus-
bildung eines Gedachtnisses, was fir das effiziente Sammeln von Nektar und Pollen erfor-
derlich ist [7,177,201,202].

Auch der Insulin-Signalweg scheint in Beziehung zur néhrstoffabhangigen Arbeitsteilung
zu stehen. Der niedrigere Ernahrungszustand der Flieger im Vergleich zu Stockbienen ist
hier aber an eine gesteigerte Expression von ILP1 (Insulin-like peptide 1) sowie eine héhe-
re ILP-Empfindlichkeit (durch erhéhte Insulinrezeptor-Expression) gekoppelt [10, 173]. Dies
stellt speziell bei der sozialen Reifung der Honigbiene eine umgekehrte Beziehung zwischen
Nahrstoffverfligbarkeit und -speichern und dem Insulin-Signalweg im Vergleich zu anderen
Tieren, aber auch Honigbienen-Larven selbst, dar [38, 105, 190, 229].

Dariliber hinaus sind biogene Amine, wie Octopamin, an der Regulation der Arbeitstei-
lung beteiligt [97,198].
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1.2 Lernen und Gedachtnisbildung

Das Lernen und die Gedachtnisbildung sind Prozesse, die fir das Uberleben von Tier und
Mensch unabdingbar sind. Beim Lernen werden Erfahrungen, Kenntnisse und Fertigkeiten
erworben, die als Gedéachtnis gespeichert und in gleichen oder ahnlich wieder auftreten-
den Situationen abgerufen und akkurat angewandt werden kdnnen. Neben den urspringli-
chen und primitiven Lernformen, wie beispielsweise der Nahrungssuche und -bewertung,
die die Basis des Uberlebens sichern, gibt es bei hdheren Organismen - insbesondere
beim Menschen - zusétzlich hoch entwickelte Lern- und Gedachtnisformen, welche ein aus-
gepragtes Abstraktionsvermégen und bewusste Wahrnehmungserfahrungen erfordern, wie
beispielsweise der Spracherwerb. Es kann so zwischen deklarativen (bewussten) und nicht-
deklarativen (unbewussten) Lernformen unterschieden werden.

Die Fahigkeit zu lernen und das Verhalten an gegebene Bedingungen anzupassen ist
im gesamten Tierreich hoch konserviert und auch molekulare Grundprinzipien sind bei ver-
schiedenen Organismen immer wieder anzutreffen. Diese Grundprinzipien konnten in nie-
deren Organismen anhand einfacher Lernformen gut erforscht werden und lassen sich auch
auf héhere Organismen Ubertragen.

1.2.1 Zellulare und molekulare Grundlagen

Die Verknipfungen zwischen Neuronen im Nervensystem eines Organismus, die synapti-
schen Verbindungen, sind nicht statisch. Erst das Vorhandensein hoch dynamischer Pro-
zesse, die die Umstrukturierung, Verstarkung oder Abschwachung neuronaler Verbindun-
gen gewahrleisten, erméglichen die Funktion und Anpassungsfahigkeit des Nervensystems.
Dieses Phanomen wird als synaptische Plastizitat bezeichnet und wird als Basis des Ler-
nens und der Gedachtnisbildung angesehen [21,22,153]. Aktivitdtsabh&ngig werden hierbei
neuronale Verbindungen spezifisch verstarkt, wenn die beteiligten Neurone gleichzeitig aktiv
sind (Hebb‘sche Regel) [104].

Die synaptische Plastizitat kann sowohl auf Ebene der Morphologie als auch auf Ebene
der Physiologie der Synapsen stattfinden [45]. So kdnnen zum einen zusatzliche Synapsen
auswachsen, die die Kontaktoberflaiche zwischen den Neuronen vergréBern. Zum anderen
kann die Ubertragung durch Verstarkung der Transmitterausschiittung an der Prasynapse
oder die Anderung der postsynaptischen Rezeptorausstattung verbessert werden.

Auf molekularer Ebene spiegelt sich die erforderte Koinzidenz neuronaler Aktivitét in der
Auspragung von second messenger Kaskaden wieder, die eine zentrale Rolle bei der Akti-
vitats- und Strukturmodulation von Neuronen bei der Gedachtnisbildung spielen [160]. Der
second messenger cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) und die cAMP-abhangige
Proteinkinase A (PKA) gehdren zu den evolutionar hoch konservierten Signalkaskaden, die
im Zusammenhang mit der Gedé&chtnisbildung sowohl bei Invertebraten wie der Meeres-
schnecke (Aplysia californica) [18,60], der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) [87,244]
und der Honigbiene (Apis mellifera) [79, 168], als auch bei Sadugern (Maus, Mus muscu-
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lus) [37] gut erforscht sind. Ein ausfuhrlich beschriebenes molekulares Modell stellt die
Gedachtnisbildung an einem neuronalen Schaltkreis bei der Meeresschnecke dar (siehe
Abbildung 5).
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Abbildung 5: Molekulare Prozesse beim Lernen und der Gedachtnisbildung am Modell Ap-
lysia. Die Adenylatzyklase (AZ) wird vollstédndig aktiviert, wenn die gleichzeitige Aktivitat (AP: Ak-
tionspotentiale) zweier Neurone gegeben ist. Uber die Produktion des second messengers cAMP
aktiviert sie die PKA, welche lokal an einer Signalverstarkung zur verbesserten Reizweiterleitung
(erhéhte Transmitterausschittung oder Empfindlichkeitssteigerung durch Kanalmodifikationen) oder
aber durch Wanderung in den Zellkern an der Transkriptionsaktivierung beteiligt sein kann. Dies fuhrt
letztendlich zu einer Strukturverdnderung der Synpasen.

Die membransténdige, calciumabhangige Adenylatzyklase, welche ATP in cAMP um-
wandelt, spielt dabei als Koinzidenzdetektor eine entscheidende Rolle [3]. Ist ein Neuron ak-
tiv, so kommt es aufgrund von Aktionspotentialen zu einem Calciumeinstrom im Synapsen-
bereich. Dies fuhrt zu einer teilweisen Aktivierung der Adenylatzyklase. Erst, wenn ein zwei-
tes Neuron gleichzeitig aktiv ist, welches durch Transmitterfreisetzung die Adenylatzyklase
zusatzlich Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert, potenziert sich der Effekt und
es kommt zur ausreichenden cAMP-Produktion, die die Aktivierung der cAMP-abhangigen
Proteinkinase A (PKA) nach sich zieht. Diese ist im Weiteren an einer Verstarkung der Sig-
nalUbertragung beteiligt. Bei kurzzeitiger Aktivierung kann sie bereits vorhandene Proteine
im Synapsenbereich, wie lonenkanale, modifizieren, um eine erhéhte Empfindlichkeit des
Neurons oder eine verstarkte Transmitterausschittung auszuldésen [45,49, 129]. Bei verlan-
gerter Aktivierung, beispielsweise durch wiederholte Koinzidenz, gelangt sie in den Zellkern
und kann durch Transkriptionsaktivierung zur Neusynthese von Proteinen und dauerhaften
Strukturveranderungen der Synapse flhren [60,211]. Neben der cAMP-PKA-Kaskade tragt
unter anderem auch die Calcium-Calmodulin-Kaskade in vielen Organismen zur transkripti-
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onsabhangigen wie -unabhangigen Gedachtnisbildung bei [25].

In einem einfachen System wie den neuronalen Schaltkreisen von Aplysia lassen sich
die molekularen Grundlagen gut studieren. Im lebenden Tier, vor allem auch bei héheren
Organismen, gibt es aber eine Vielzahl von verschalteten Mechanismen und Modulatoren,
wie circadiane Rhythmik, Motivation oder Stressfaktoren, die in komplexen Netzwerken das
Lernen und die Gedéachtnisbildung beeinflussen.

1.2.2 Lernen bei der Honigbiene

Die Honigbiene als Invertebrat verfigt Uber ein duBerst komplexes Lernverhalten. Speziell
beim Sammelflug muss sie ihre Umwelt schnell erfassen, sich orientieren und Orte, Farben
und Dtifte ertragreicher Bliten erlernen und immer wieder abrufen kénnen. So zeichnet sie
sich durch die Bildung robuster visueller und olfaktorischer Gedachtnisse aus, die sich auch
unter Laborbedingungen hervorragend induzieren und beobachten lassen. Daher stellt die
Honigbiene einen sehr guten, etablierten Modellorganismus zur Erforschung der molekula-
ren Grundlagen des Lernens und der Gedachtnisbildung dar [155, 156].

Ein im Labor angewandtes Lernparadigma ist die appetitive olfaktorische Konditionie-
rung nach dem Prinzip der klassischen Konditionierung nach Pavlov [156, 160, 179]. Dabei
wird die Féahigkeit der Biene ausgenutzt, eine Assoziation zwischen dem Duft einer Blite und
der darauf folgenenden Belohnung in Form von Nektar oder Pollen herzustellen. Der Biene
im Labor wird ein fir sie unbedeutender Duft prasentiert (konditionierter Stimulus, CS), der
einmal oder mehrmals mit einer Zuckerwasserbelohnung an den Antennen und dem Rissel
gepaart wird (unkonditionierter Stimulus, US). Die Biene reagiert bei Bertihrung ihrer Anten-
nen mit Zuckerwasser natlrlicherweise mit dem Herausstrecken ihres Rissels (Proboscis),
um die Belohnung aufzunehmen (RUsselreflex; englisch: Proboscis Extension Reflex; PER).
Nach der erlernten Assoziation zwischen dem (zuvor) unbedeutenden Duft und der Beloh-
nung zeigt sie jedoch auch infolge der alleinigen Duftgabe diese Reaktion, sodass sich das
Vorhandensein eines Gedachtnisses anhand des PER leicht beobachten lasst (siehe dazu
auch Abbildung 7, Seite 26 im Methodenteil).

1.2.3 Der Metabolismus bei Lern- und Gedachtnisprozessen - ein untrennbares Zu-
sammenspiel

Lern- und Gedachtnisprozesse sind energieaufwandig und bendtigen einen erhéhten Nach-
schub an Brennstoffen, in Neuronen also vornehmlich Glucose. Im Gehirn des Saugers wird
dies z.B. durch einen erhdhten lokalen Blutfluss oder tiber die Dichte der Glucosetransporter
realisiert [52,77,128]. Zudem beeinflussen viele Faktoren, wie Motivation, Aufmerksamkeit
und sensorische Sensitivitat, die eng an metabolische Signale gekoppelt sind, Lern- und
Gedachtnisprozesse. So ist es nicht verwunderlich, dass das Lernen und die Gedachtnisbil-
dung eine funktionierende Einheit mit der Energiehomeostase des Kérpers bilden missen
und viele Stoffwechselerkrankungen mit kognitiven Defiziten einhergehen.
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Einschrankungen in der Glucoseregulation mit erhéhter Glykédmie, wie sie bei Fettsucht
oder Diabetes mellitus, aber auch bei alteren Sdugern auftreten, sind haufig mit Beeintrach-
tigungen im Lernverhalten und der synaptischen Plastizitat verbunden [29, 118, 162, 170],
wahrend eine verminderte Kalorienzufuhr und ein beschleunigter Stoffwechsel, z.B. durch
Bewegung, umgekehrte Effekte aufweisen [221]. Weiterhin wurde eine Gedachtnis verbes-
sernde Wirkung von Glucose durch auBere Zufuhr bereits vielfach demonstriert [157].

Es gibt Hinweise darauf, dass sich metabolische Signale, wie Insulin oder auch Glu-
cose selbst, in direktem Weg auf Prozesse des Lernens und der Gedachtnisbildung in
den beteiligten Hirnregionen auswirken, beispielsweise auf die lokale Transmittersynthe-
se [68, 166, 185].

1.2.3.1 Motivation und Belohnungssysteme Viele Verhaltensweisen, darunter auch
das Fressverhalten, sind motivationsgesteuert und in ihrer Auspragung abhangig vom ak-
tuellen physiologischen Zustand eines Tieres. Hunger ist dabei der wohl am besten unter-
suchte Motivationszustand, der, ausgel6st durch endokrine und neuronale ,Hungersignale*
aus dem Koérper, die Futtersuche und das Fressverhalten iniziiert [188,236]. Jedoch ist nicht
der Energiestatus allein fir die Initiation des appetitiven Verhaltens verantwortlich. Vielmehr
spielen auch erlernte futterbezogene Hinweise Uber die senorischen Eigenschaften, wie
Geschmack und Duft, aber auch Uber die Bekdmmlichkeit und den Kaloriengehalt der Nah-
rung nach Aufnahme eine Rolle. Diese appetitiven Gedachtnisse unterliegen ebenso der
Modulierbarkeit durch den Motivationsstatus. So ist ein verbessertes appetitives Lernen und
Gedachtnis bei hungrigen im Vergleich zu satten Tieren ein Uberall im Tierreich verbreitets
Phanomen [79, 133].

Neuronale Belohnungssysteme sind an der Bewertung und Integration von Belohnungs-
informationen, z.B. durch Nahrung, beteiligt. Sie werden im Vertebraten-Hirn von dopami-
nergen Neuronen gebildet, welche in viele Gehirnregionen projizieren, deren Aktivitat be-
einflussen und so verschiedene Verhaltensweisen kontrollieren. Diese Neurone reagieren
auf neue und erwartete (erlernte) Futterreize, und zwar bei hungrigen Tieren starker als bei
satten, sodass sie die individuelle Belohnungsstarke reprasentieren [204, 205, 233].

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass Hormone, wie Insulin und Leptin, sowie hy-
pothalamische Neuropeptide, die in Abhangigkeit des Energiezustands sezerniert werden
(siehe Abschnitt 1.1.1.1), zur Aktivitdt des dopaminergen Motivationssystems beitragen [82,
96,109].

Auch bei Drosophila wurden kiirzlich durch das Neuropeptid NPY (Drosophila NPF) mo-
dulierte dopaminerge Neurone gefunden, die an der Verkniipfung des Sattigungszustands
mit der appetitiven Gedachtnisbildung beteiligt sind [133]. Bei Invertebraten, wie auch der
Honigbiene, spielen aber insbesondere auch octopaminerge Neurone eine wichtige Rolle
bei der Ubertragung der Belohnungsinformation [198,226].

Auch die sensorische Sensitivitat unterliegt Modulationen durch den physiologischen
Zustand des Korpers. Bei der Honigbiene korreliert die Sensitivitat gegentber Zuckerwas-

14



1 Einleitung

serreizen (Zuckerwasserempfindlichkeit) direkt mit dem appetitiven Lernen und Gedacht-
nis [169, 201] und ist mitunter abh&ngig von der Nahrstoffverfligbarkeit in der Hamolym-
phe [7]. Bei der Vermittlung der sensorischen Modulation, z.B. stiBem Geschmack, spielen
beim Saugetier orexigene (Appetit steigernde) und anorexigene (Appetit hemmende) Fakto-
ren eine Rolle [119].

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle der Hamolymphglucose als potenzielles internes Signal
Uber den physiologischen Zustand des Korpers in der Honigbiene (Apis mellifera) zu unter-
suchen. Im Vordergrund steht die Prifung der Hypothese, dass die Hamolymphglucose in
Abhéangigkeit des individuellen Sattigungszustands an neuronalen sensorischen Modulatio-
nen beteiligt ist und mithin das Verhalten, speziell die Zuckerwasserempfindlichkeit sowie
das appetitive Lernen und Gedachtnis, beeinflusst. Hierbei wird zusétzlich ihre Bedeutung
bei der Verabreichung eines minimalen appetitiven Stimulus, der auch beim Lernen als Be-
lohnung dient, herausgestellt.

Weiterhin soll untersucht werden, ob Glucosetransportern bei der Regulation des Hamo-
lymphglucosegehalts eine Funktion zukommt und welche weiteren molekularen Vermittler
an der Einstellung des Glucosespiegels in der Biene beteiligt sind.

Dabei stehen die folgenden Fragestellungen im Mittelpunki:

+ Sind Parallelen zwischen dem Hamolymphglucosespiegel, dem appetitiven Lernver-
halten und der sensorischen Prozessierung erkennbar?

* L&sst sich das Gedéachtnis durch die Manipulation des Hamolymphglucosespiegels
verandern?

« Fiihrt eine geringfligige Zuckeraufnahme wie im Zuge der Konditionierung zu Ande-
rungen des Hamolymphglucosespiegels?

* Gibt es Glucosetransporter, deren Expression mit kurz- oder langfristigen Veranderun-
gen des Hamolymphglucosespiegels in Zusammenhang stehen?

» Spielen molekulare Signale wichtiger Glucose-Regulationssysteme von Saugetieren,
wie der Insulin-Signalweg und Katp-Kanéle, auch eine Rolle bei der Honigbiene? Ste-
hen sie in Verbindung mit der Hamolymphglucose und dem Verhalten? Korrelieren
Hamolymphglucose und Verhalten mit anderen Nahrstoff-Speichersystemen der Bie-
ne?
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Substanz

1-Butanol (wassergesattigt)
2-Mercaptoethanol

Agarose

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bis-Acrylamid (0,8 % [w/v] Bisacryl-
amid, 30% [w/v] Acrylamid)
Bromphenolblau (3,3’,5,5’-Tetrabrom-
phenolsulfonphthalein-Na-Salz)
BSA (Rinder Albumin Fraktion V)
BSA (Rinder Albumin Fraktion V; fur
Zellkultur)

CaCl,x2H,0 (Calciumchlorid-2-Hydrat)
Chemolumineszenz-HRP-Substrat
(Luminol Reagenz, Peroxid)
Chloroform

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
D-(+)-Glucose

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNA-Standard (6x O’Range Ruler
DNA-Ladder)

dNTP Mix (jeweils 10 mM)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure;
Dinatriumsalz-Dihydrat)

Eisessig

Ethanol absolut
Ethidiumbromid-Lésung (1%)
Gilutardialdehyd (25%)

Glycerin

Glycin

H,>O (DNase/RNase-frei)

Harnstoff

HCI (Salzsaure)

Heparin
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Firma

Z-Chem

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Z-Chem

Roth, Karlsruhe

Appli Chem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Elmer Perkin, Waltham USA
Z-Chem

Roth, Karlsruhe

Z-Chem

Z-Chem

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Z-Chem

Z-Chem

Sigma-Aldrich, Minchen
Appli Chem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Z-Chem

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt
Z-Chem

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
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Imject Maleimid Activated Blue
Carrier Protein

Isopropylalkohol

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)
KLH (Keyhole-Limpet-Hamocyanin)
Ladepuffer (6x Orange DNA loading
Dye)

Methanol

MgClyx6H,O (Magnesiumchlorid)
NaCl (Natriumchlorid)

NaHCOj; (Natriumhydrogencarbonat)
Na,HPO4x2H,0 (Dinatriumhydrogen-
phosphat-2-Hydrat)

NaH;PQO4x2H,0 (Natriumdihydrogen-
phosphat-2-Hydrat)

NaNs (Natriumazid)

NaOH (Natriumhydroxid)

Nelkendl

Paraffin Histowax

Paraformaldehyd

p-NPP (para-Nitrophenylphosphat-
Dinatriumsalz-Hexahydrat)
Poly-L-Lysin

Protein-Standard (SeeBlue® Plus2
Pre-Stained Standard)
Protein-Standard (ColorPlus Pre-
Stained Protein Ladder)
RNase-Dekontaminationsreagenz
Rox Il Dye

Saccharose

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Stimune (Adjuvans)

SYBR® Green 10000x

Temed (N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-
diamin)

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-amino-
methan)

Triton-X-100
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Thermo Scientific Pierce,
Rockford USA

Z-Chem

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

Fermentas, St. Leon-Rot
Z-Chem

Merck, Darmstadt
Z-Chem

Merck, Darmstadt

Z-Chem

Z-Chem

Acros Organics, Geel B
Z-Chem

Apotheke

Leica, Solms
Sigma-Aldrich, Minchen

Appli Chem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen

Invitrogen, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt
Appli Chem, Darmstadt

Takara, Saint-Germain-en-Laye F
Lebensmittelhandel

Roth, Karlsruhe

Prionics, Lelystad NL
Sigma-Aldrich, Minchen

Appli Chem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen
Fluka, Neu-Ulm
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Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-
monolaurat)
Xylol

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Matrial

96-well PCR-Platten High-Profile
96-well Platten Immuno-Plate (schwarz)
96-well Platten Immuno-Plate
Bienenracks (Plastik)

Bienenréhrchen (Plastik)
Dialyseschlauch

Dentalwachs (medium)

Falcons 15 ml und 50 ml

gestopfte Pipettenspitzen
Glaskapillare Capilettor Tip (1 - 5 ul)
Glasobjekttrager

Glucoseteststreifen

Contour Sensoren Teststreifen
Deckglaschen

Hamilton-Spritze

Kanulen

Klebefilm fir PCR-Platten

Optical adhesive film

Metallpistill fur Glaskapillare
Nitrocellulose-Membran Optitran BA-S 85
Pasteurpipetten
PCR-ReaktionsgefalRe

Rdntgenfilm Amersham Hyperfilm MP
Rdntgenfilm-Entwickler REF 103482
Rdntgenfilm-Fixierer REF 103655
Reaktionsgeféafe (0,5 ml und 1,5 ml)
Spritzen (2 ml und 20 ml)
Whatman-Papier
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Appli Chem, Darmstadt
Z-Chem

Firma

Biozym, Hessisch Oldendorf
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
eigene Herstellung
eigene Herstellung
Roth, Karlsruhe
Ubert, Raesfeld
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Selzer, Frankfurt
Roth, Karlsruhe

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Finnzymes, Vantaa FIN
Selzer, Frankfurt
Schleicher/Schuell, Dassel
VWR, Darmstadt
Sarstedt, Nimbrecht

GE Healthcare, Miinchen
Tetenal, Norderstedt
Tetenal, Norderstedt
Eppendorf, Hamburg
Braun, Melsungen
Schleicher/Schuell, Dassel
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2.1.3 Puffer und Lésungen

2.1.3.1 Hamolymphglucose-Bestimmung

Humanringer, NaHCO3-gepuffert: 147 mM NacCl
4 mM KCI
2,2 mM CaCl,
24 mM NaHCO3

2.1.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x): 2 M Tris
50 mM EDTA, pH 8,0
1 M Eisessig
Agarosegel 1% (90 ml): 0,9 g Agarose

4.5 pul Ethidiumbromid
in TAE-Puffer

2.1.3.3 Peptid-Kopplung

0,1 M Phosphatpuffer; pH 7,5: 81 mM Nay;HPQO,
19 mM NaHgPO4

0,1 M Phosphatpuffer; pH 6,8: 46,3 mM Na,HPO4
53,7 mM NaHgPO4

2.1.3.4 Probenvorbereitung

PBS: 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PQO,
8 mM Na,HPO4x2H,0; pH 7,3-7,4

Homogenisierungspuffer: 1 mM EDTA
in PBS

Homogenisierungspuffer mit Harnstoff: 1 mM EDTA
1 M Harnstoff
in PBS
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2.1.3.5 SDS-PAGE

Probenpuffer: 10 mM 2-Mercaptoethanol
0,05% [w/v] Bromphenolblau
20% [v/v] Glycerin
10% [w/v] SDS
0,2 M Tris-HCI; pH 6,8

Polyacrylamid-Gel: Sammelgel 4% (2 ml):
267 ul Bis-Acrylamid
25 pl 20% [w/v] SDS
10 pl 10% [w/v] APS
5 ul Temed
1,193 ml H,O dest.
500 ul 0,5 M Tris-HCI; pH 6,8

Trenngel 10% (4 ml):

1,3 ml Bis-Acrylamid

20 ul 20% [w/v] SDS

20 pl 10% [w/v] APS

10 ul Temed

1,617 ml H,O dest.

1 ml1,5M Tris-HCI; pH 8,8

Laufpuffer (10x) 2 M Glycin
1% SDS
0,25 M Tris

2.1.3.6 Westernblot und Dotblot

Blotpuffer: 0,2 M Glycin
20% [v/v] Methanol
0,25 M Tris

Blockpuffer: 0,5% bzw. 2% [w/v] BSA
0,1% [v/v] Tween 20
in PBS

Waschpuffer: 0,4 M NaCl

0,1% [v/v] Tween 20
in PBS
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2.1.3.7 ELISA

Blockpuffer:

RxN-Puffer:

Farbeldsung:

2.1.3.8 Histologie

Carnoy-L6sung:

PBS-T:

Blockpuffer:

Formaldehyd-L&sung:

2.1.4 Enzyme und Kits

Enzym / Kit

Maxima® Hot Start Tag DNA Polymerase
Peq Gold Gel Extraction Kit

Premix Ex Tag™ Perfect real Time
Quant-it™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit
Quant-it™ RiboGreen® RNA Assay Kit
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit

RNase Free DNase Set

RNeasy Mini Kit
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0,5% [w/v] BSA
in PBS

1 mM MgCl,x6H,0
0,1 M Tris-HCI; pH 8,7

1 mM p-NPP
in RxN-Puffer

30 ml Ethanol absolut
15 ml Chloroform
15 ml Eisessig

0,1% [v/v] Triton
in PBS

0,5% [w/v] BSA
0,1% [v/v] Triton
in PBS

4% [w/v] Paraformaldehyd
in PBS
mit einigen Tropfen 1 M NaOH geldst

Firma

Fermentas, St. Leon-Rot

Peqglab, Erlangen

Takara, Saint-Germain-en-Laye F
Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Fermentas,St. Leon-Rot
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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2.1.5 Pharmaka

Substanz
AICAR
Compound C
Diazoxid
Glyburid
LY294002
Wortmannin

2.1.6 Antikérper und Peptide

2.1.6.1 Primare Antikérper

Antikorper / Wirt

GLUT1 b Antikdérper aus Ratte
(polyklonal)

GLUT1 a Antikérper aus Ratte
(polyklonal)

AMPKa Antikérper aus Kaninchen
(polyklonal)

Phospho-AMPKa (Thr172) Antikérper
aus Kaninchen (monoklonal)
Vitellogenin Antikdrper, Klon 03A6,
aus Maus (monoklonal)

2.1.6.2 Sekundare Antikorper

Antikérper / Wirt

Anti-Kaninchen IgG, Alkalische
Phosphatase-gekoppelt aus Ziege
Anti-Maus IgG, Alkalische
Phosphatase-gekoppelt aus Ziege
Anti-Kaninchen IgG, Peroxidase-
gekoppelt aus Ziege

Anti-Ratte 1gG, Peroxidase-
gekoppelt aus Ziege

Anti-Maus IgG AffiniPure, Cy™3-
gekoppelt aus Ziege

Anti-Ratte 1gG AffiniPure, Cy™3-
gekoppelt aus Ziege
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Firma

Sigma-Aldrich, Miinchen
Calbiochem, Darmstadt

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach
Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach
Cayman Chemical, Tallinn EST
Cayman Chemical, Tallinn EST

Firma

eigene Produktion

eigene Produktion

Cell Signaling, Danvers USA

Cell Signaling, Danvers USA

eigene Produktion

Firma

Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Minchen

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
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2.1.6.3 Peptide Die Peptide zur Ratten-Immunisierung gegen die Glucosetransporter
(GLUT1) der Honigbiene (NCBI Accession XP_393425.2 und XP_392938.2) wurden von
der Firma PANATecs, Tubingen synthetisiert. Die Sequenzen sind Tabelle 4 (Seite 35) im
Methodenteil zu entnehmen.

2.1.7 Primer

Die Primer fur die real-time PCR wurden HPLC-gereinigt, die Primer fiir die Standard-PCR
entsalzt in einer Konzentration von je 100 uM geliefert. Sie stammten von der Firma Sigma-
Aldrich, Miinchen. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 3 (Seite 31) im Methodenteil

aufgefihrt.

2.1.8 Gerite

Gerat

1 ml-Glashomogenisator/Glas-S-Pistill
Agarose-Gelelektrophoresekammer
Binokular S6D

Block-Heizgerat Accu Block™digital
Blotkammer

Blutzuckermessgerat Contour Set
Brutschrank

Cool Snap HQ?** Kamera
Fluoreszenzmikroskop Axiovent 200 M
Kihlzentrifuge 5804R

Létkolben

Mastercycler personal

Microtom Autocut 2040

Mikropipetten Puller Model P-87
Mx3000P QPCR System

pH-Meter inoLab pH 730

Photometer Bio Mate 3

Powerstation 300 PLUS
Rihrheizgerat RCT basic

Safire® Plate-Reader

Schuttler KS501 digital
SDS-PAGE-Gelelektrophoresekammer
Switching Power DPS-4005 PFC
Tischzentrifuge Spectrafuge 24D
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Firma

Braun, Melsungen

Owl Separation Systems
Leica, Solms

Labnet, Berlin

Owl Separation Systems
Bayer Vital GmbH, Leverkusen
MELAG Medizintechnik, Berlin
Photometrics, Mlinchen

Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

eigene Herstellung

Eppendorf, Hamburg
Reichert-dung

Sutter Instrument, Novato USA
Stratagene, Amsterdam NL
WTW, Weilheim

Thermo Scientific

Labnet, Berlin
IKA-Labortechnik, Staufen
Tecan, Mainz
IKA-Labortechnik, Staufen
C.B.S.

Voltkraft, Hirschau

Labnet, Berlin
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2.1.9 Software und Internetadressen

Imaged (Bildverarbeitung und -analyse in Java)

Integrated DNA Technologies OligoAnalyzer 3.1 (Primerdesign;
eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx)

Microsoft Office Excel (Tabellenkalkulation)

National Center for Biotechnology Information, NCBI (Molekularbiologische
Datenbank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Oligonucleotide Properties Calculator (Primerdesign;
www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html)

Origin8 (Datenanalyse- und Graphikprogramm)

Péle Biolnformatique Lyonnaise (PBIL) Network Protein Sequence Analysis (Software
zur Protein-Sequenzanalyse; http://npsa-pbil.ibcp.fr)

Primer of Biostatistics (Statistik-Programm)

Stratagene MxPro-Mx3000P Software (real-time PCR Software)
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2.2 Methoden
2.2.1 Haltung und Vorbereitung der Versuchstiere (Apis mellifera carnica)

Die Versuchstiere stammten aus Bienenstdcken im botanischen Garten der Universitat des
Saarlandes. Im Sommer wurden die Stdcke im Freien, im Winter im Winterflughaus bei kon-
stanter Temperatur (28 °C) und Luftfeuchtigkeit (50%) gehalten. Wenn nicht anders beschrie-
ben, wurden die Experimente mit Sammlerbienen durchgeflhrt, welche beim Verlassen des
Stocks in einer Plexiglas-Pyramide gefangen wurden. Zum Sammeln von Bienen innerhalb
des Stocks wurde der Deckel gedffnet und die Bienen wurden mithilfe einer Pinzette direkt
vom Kamm gepflicki.

Die Tiere wurden auf Eis immobilisiert und in Plastikréhrchen eingespannt, sodass aus-
schlieBlich der Kopf mit Antennen und Proboscis (Russel) frei beweglich, sowie Thorax und
Abdomen fir Injektionen bzw. die Hamolymphentnahme zugénglich waren (siehe Abbildung
6). Vor und zwischen den Versuchseinheiten wurden die Bienen in abgedunkelten, feuchten
Boxen aufbewahrt. Die Fitterung erfolgte mit 1 M Saccharoselésung mittels einer Kanle.
Genauere Angaben zu Fitterungzeiten und -mengen bei den Einzelexperimenten sind dem
Methoden- und Ergebnisteil zu entnehmen.

Kopf
Thorax mit
Injektionsstelle

Antennen
Proboscis

Abdomen

Stelle der
Hamolymphentnahme

Kantle

Abbildung 6: A: In einem Plastikréhrchen eingespannte Biene in dorsaler Ansicht. Der Thorax mit
der seitlichen Injektionensstelle sowie das Abdomen sind zugénglich. B: Kopf einer eingespannten
Biene in seitlicher Ansicht mit frei beweglichen Antennen und Proboscis. C: Abdomen einer ein-
gespannten Biene bei der Hdmolymphentnahme mit einer Kanile (Hamiltonspritze) zwischen zwei
Tergiten.
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2.2.2 Appetitive olfaktorische Konditionierung

Bei diesem Lernparadigma wurden die Bienen durch die Paarung zweier Reize darauf trai-
niert, einen neutralen, konditionierten Stimulus (CS) mit einem belohnenden, unkonditio-
nierten Stimulus (US) zu assoziieren. Als CS diente dabei Nelkenduft, der 5 Sekunden lang
durch ein Spritze auf die Antennen der Biene geblasen wurde. Nach 3 Sekunden der alleini-
gen Duftprasentation wurde das Tier Gberlappend mit einem in 1 M Saccharoselésung (US)
getréankten Zahnstocher zunachst kurz an den Antennen berlhrt bis der durch den US aus-
geldste PER (Proboscis Extension Reflex = Russelreflex) eintrat und daraufhin 5 Sekunden
lang am Russel belohnt (siehe Abbildung 7A). Dieser Trainingsdurchgang (Trial) wurde ent-
weder einmal oder dreimal mit einem Inter-Trial-Intervall von 2 Minuten durchgeflhrt (siehe
Abbildung 7B). Die Gedachtnisabrufe erfolgten 2 Stunden (2 h) und 1 Tag (1 d) nach dem
Training durch die alleinige Prasentation des Duftes. Je nach Vorhandensein des PER wur-
den die Reaktionen als positiv oder negativ dokumentiert. Wahrend des Trainings und der
Abrufe waren die Bienen vor einem Abzug positioniert.

A

Olfaktorische Konditionierung Abruf

CS (Duft) | CS (Duft)

| US (Saccharose) |

0 sec 3 sec 5 sec 8 sec 0 sec 5 sec
B
1 2h/1d
— ——1
1 Trial
— 2 min 2 min 2h/1d —
1 1 1
3 Trial

Abbildung 7: Ablauf der appetitiven olfaktorischen Konditionierung der Honigbiene. A: Das
Training erfolgte durch die zeitlich Uberlappende Applikation des konditionierten Duftstimulus (CS)
und der Saccharose-Belohnung am Proboscis (US). Beim Gedachtnisabruf wurde hingegen nur der
Duftreiz prasentiert, der im Falle eines ausgebildeten Gedachtnisses den PER hervorruft. B: Die
Trainingsprozedur gestand aus 1 Trial oder aus 3 Trials im Abstand von 2 min, wahrend die Gedacht-
nisabrufe immer nach 2 h und 1 d stattfanden.
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Fir die Konditionierungsversuche wurden die Bienen in der Regel am Nachmittag des
Vortages gefangen und mit 20 bis 30 ul 1 M Saccharoseldsung geflttert. Weiterhin erhielten
die Tiere an jedem weiteren Versuchsabend 20 bis 30 ul und mindestens 30 min nach den
Gedéchtnisabrufen 10 bis 20 ul der Saccharoselésung. Weitere Angaben zur Fitterung sind
an entsprechender Stelle im Ergebnisteil zu finden.

Zur Versuchsauswertung wurde der Prozentsatz reagierender Tiere bei jedem Trial und
Abruf aufgetragen. Dazu wurde Microsoft Office Excel zuhilfe genommen. Bienen, die be-
reits bei der ersten Duftprésentation einen PER zeigten (falsch postiv), sowie Bienen, die bei
der US-Présentation keinen PER zeigten, wurden aus den Experimenten ausgeschlossen.
Die Software Primer of Biostatistics diente zur statistischen Auswertung der Daten im Fisher
Exact (Anzahl der Versuchstiere < 100) oder Chi Square Test (Anzahl der Versuchstiere >
100).

2.2.3 Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness)

Beim Responsiveness-Test wurden die Tiere auf ihre Reaktion gegentiber Zuckerwasser
(Saccharosel6sung) getestet. Dazu wurden die Antennen mittels getréankter Zahnstocher im
zeitlichen Abstand von etwa 2 min mit Saccharoselésungen aufsteigender Konzentrationen
(0, 30, 100, 300, 1000 mM) berlhrt, ohne dass eine Belohnung am Rissel erfolgte. Die
Reaktion wurde je nach Vorhandensein des Risselreflexes (PER) positiv oder negativ be-
wertet und die Gesamtzahl der positiven Reaktionen auf Wasser und Zuckerwasser eines
Individuums gaben den ,Sucrose Response Score” an. Alternativ wurden die Reaktionen
der Tiere bei jeder einzelnen Konzentration prozentual angegeben. Zur statistischen Analy-
se wurde in diesem Fall der Fisher Exact Test zum Gruppenvergleich angewendet. Bei der
Angabe der Daten als ,Sucrose Response Score” konnte dieser fur Spearman Rangkorre-
lationen oder Gruppenvergleiche im Mann-Whitney Rangtest (beides im Programm Origin8)
eingesetzt werden.

2.2.4 Hamolymphentnahme und Messung des Hamolymphglucosespiegels

Die Hamolymphproben (2 £ 0,5 ul pro Biene) wurden dem lebenden Tier mithilfe einer
Hamilton-Spritze entnommen, indem es am Abdomen zwischen zwei Tergiten (Rickenplat-
ten) seitlich punktiert wurde (siehe Abbildung 6 A und C, Seite 25). Die Messung erfolgte
mittels eines kommerziellen Blutzuckermessgerats, welches lediglich ein Testvolumen von
0,6 ul bendtigt und einen Messbereich von 0,1 bis 6 mg/ml Glucose einschlief3t.

Dazu wurde die entnommene Hamolymphe auf einen Objekttrager gegeben, umge-
hend mit carbonatgepuffertem Humanringer verdiinnt (mindestens 1:2 [v/v]) und gemes-
sen. Glucosekonzentrationen Uber 4 mg/ml wurden ausgeschlossen, Konzentrationen un-
ter 0,1 mg/ml wurden wie 0,09 mg/ml behandelt.
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2.2.5 Injektion

Alle Substanzen wurden mithilfe spitz ausgezogener Glaskapillaren mit Metallpistill seitlich
in den Thorax injiziert (siehe Abbildung 6A, Seite 25). Die jeweiligen Injektionsvolumina und
Konzentrationen sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Konzentrationen und Volumina der Injektionslésungen

Substanz Injektionslésung Injektionsvolumen
AICAR 0,2 Min PBS 1 ul
Compound C 3,5 mM in DMSO 1 ul
Diazoxid 10 mM in 50% DMSO 1 ul
Glucose 0,2 mg/ul in PBS 2 ul
Glyburid 4 mM in 50% DMSO 1 ul
LY294002 1,5 mM in DMSO 1 ul
Wortmannin 10 uM in DMSO 1wl

2.2.6 Gehirnpraparation

Der Kopf einer auf Eis immobilisierten Biene wurde mit einem Skalpell abgetrennt und in
einen Wachswdrfel eingebettet. Die Kopfkapsel wurde unverziglich durch einen waagerech-
ten Schnitt von den Antennen zum obersten Ocellus gebffnet (siehe Abbildung 8). Nach ra-
schem Entfernen der Drisen mit einer feinen Pinzette wurde das Zentralhirn (oder fur die
Histologie das gesamte Hirn mit optischen Loben) umgehend mittels eines Skalpells her-
ausgetrennt und mit einer Pinzette enthommen.

Abbildung 8: Links: Blick auf das Bienenhirn in einer gedffneten Kopfkapsel. Rechts: Detailansicht
des Gehirns mit Hirnregionen. Das Zentralhirn, dem beim olfaktorischen Lernen wichtige Funktionen
zukommen, besteht aus den Antennalloben (AL), dem Protocerebrum (PC), den alpha-Loben (al)
und den Kelchen des medianen (MK) und lateralen Pilzkérpers (LK) mit den Kenyon Zellen (KZ). Die
Ocellen (OC) sowie die optischen Loben (OL) gehéren nicht zum Zentralhirn. Die Hirnregionen sind
einseitig markiert.
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2.2.7 RNA-Aufreinigung aus Geweben

Gesamt-RNA wurde mithilfe des RNA-Aufreinigungskits ,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) nach
dem Herstellerprotokoll aus verschiedenen Geweben (Kopf, Thorax, Abdomen, Hirn) isoliert.
Diese wurden in RNase-freien (mit RNase-Dekontaminationsreagenz behandelten und mit
DEPC-H,0 gespiilten) Glashomogenisatoren in mitgeliefertem, 2-mercaptoethanolhaltigem
Homogenisierungspuffer homogenisiert. Ein DNase-Verdau wurde mit dem ,RNase Free
DNase Set“ von Qiagen wie vom Hersteller angegeben ins Protokoll mit eingebunden. Die
eingesetzten Gewebemassen sowie Homogenisierungspuffer- und Saulenelutionsvolumina
(mitgeliefertes RNase-freies H,0) sind Tabelle 2 zu entnehmen. Die RNA wurde entweder
umgehend zur Reversen Transkription eingesetzt oder bei -70°C gelagert.

Tabelle 2: Eingesetzte Gewebemassen und Puffervolumina zur RNA-Extraktion aus verschiedenen
Geweben.

Gewebemasse | Homogenisierungsvol. / | Elutionsvol.
Gewebe [mg] eingesetztes Vol. [ul] (H>0) [1l]
Abdomen komplett 60 1000 / 600 80
Thorax komplett 40 600 / 600 60
Kopf komplett 10 350/ 350 80
Kérper (ohne Kopf) 100 1200/ 600 80
Hirn (1-3 vereint) <10 350 /350 60

2.2.8 Konzentrationsbestimmung der RNA

2.2.8.1 Photometer Zur Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten RNA wurde die-
se 1:10 [v/v] mit RNase-freiem Wasser zu einem Volumen von 70 ul verdinnt. Als Re-
ferenzwert diente reines Wasser. Durch die Erfassung der optischen Dichte bei 260 nm
(Nucleinsaure-Absorption) sowie 280 nm (Protein-Absorption) im Photometer wurden Quan-
titdt und Reinheit der RNA wie folgt ermittelt:

ODygo = 44 ug/ml RNA

ODy60/0OD5go = Reinheit

Es wurde ausschlieBlich mit Proben weitergearbeitet, deren OD54y zwischen 0,1 und 1 und
deren ODy60/OD2gy Uber 1,6 lag. Proben mit einer ODogy < 0,1 wurden einer zusatzlichen
RNA-Konzentrationsbestimmung (siehe unten) unterzogen.

2.2.8.2 RiboGreen® Sehr niedrige RNA-Mengen auBerhalb des Sensitivitatsbereichs
des Photometers wurden mithilfe des hochsensitiven RNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs
RiboGreen® bestimmt. Hierzu wurde eine 6-stufige Standardreihe des mitgelieferten rRNA-
Standards (1:3-Verdinnungsschritte in mitgeliefertem TE-Puffer) im Bereich zwischen 0 und
1000 ng/ml rRNA hergestellt und die RNA-Proben in einer Verdinnung zwischen 1:30 und
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1:50 [v/v] in mitgeliefertem TE-Puffer eingesetzt. Als Referenzwerte dienten entweder rei-
ner TE-Puffer (Standard) oder TE-Puffer mit H,O (1:30 bzw. 1:50, RNA-Proben). Die Fluo-
reszenz der Ansatze (jeweils Dupletts) wurde nach Zugabe eines Volumens RiboGreen®
Reagenz (1:200 [v/v] in TE) und fanfmindtiger Inkubation unter Lichtausschluss bei einer
Anregungswellenlange von 480 nm und einer Extinktionswellenlange von 520 nm in ei-
nem Reaktionsendvolumen von jeweils 200 ul in schwarzen 96-well Platten bestimmt. Hier-
fur wurde ein Safire? Plate-Reader benutzt. Die Fluoreszenzwerte der Proben lagen im-
mer zwischen 5000 und 50000, die der niedrigsten Standardverdiinnung nahe 60000. Die
RNA-Konzentrationen der Proben wurden mithilfe von Microsoft Office Excel anhand der
Standard-Geradengleichung ermittelt.

2.2.9 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird mRNA unspezifisch mithilfe einer Reversen Transkrip-
tase und Oligo-(dT), Primern in einzelstrangige cDNA umgeschrieben, welche dann als
Template zur Amplifikation spezifischer Gene in der real-time PCR eingesetzt werden kann.

Zur reversen Transkription wurde das ,RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit“ von Fermentas nach Anleitung des Herstellers verwendet. Es wurden immer zwischen
2,5 ulund 11 ul RNA (0,1 - 0,5 ug) eingesetzt. Die cDNA im Reaktionsansatz wurde entwe-
der direkt zur real-time PCR eingesetzt oder alternativ einige Tage bei -20°C gelagert.

2.2.10 Real-time PCR

Die quantitative real-time PCR ist eine Methode zur Vervielféltigung und gleichzeitigen Quan-
tifizierung von DNA. Sie kann nach vorheriger reverser Transkription von mRNA zu cDNA
Aufschluss Uber die relative und quantitative Expression von mRNA spezifischer Gene ge-
ben. Im Gegensatz zur Endpunktanalyse von Standard PCRs kann in der real-time PCR mit-
tels Fluoreszenzmarkern die PCR-Produktmenge nach jedem einzelnen Zyklus beobachtet
werden (siehe Abbildung 9A, Seite 33). Der erste signifikante Fluoreszenzanstieg der expo-
nentiellen Phase (C; = Threshold Cycle) korreliert dabei direkt mit der Ausgangsmenge an
cDNA in der Reaktion.

2.2.10.1 Primerdesign Die Primer fur die real-time PCR wurden Intron-tUberspannend
entworfen, sodass mindestens einer der beiden Primer zum Teil das 3’-Ende eines Exons
und zum Teil das 5’-Ende des benachbarten Exons abdeckte. So wurde gewahrleistet, dass
keine genomische DNA zusatzlich zur mRNA amplifiziert wurde. Die Amplikonlange betrug
125 bis 150 bp. Die Primer wurden mithilfe der Programme , Oligonucleotide Properties Cal-
culator” und ,IDT OligoAnalyzer 3.1“ so gewahlt, dass sie keine Selbst- oder Heterodimere
sowie Haarnadel-Strukturen bildeten, der G/C-Gehalt bei 40%-60% und die Schmelztempe-
ratur zwischen 60°C und 65°C lag. Nucleotid-Repeats wurden vermieden und die BLAST-
Analyse ergab keine weiteren Sequenzhomologien in der Biene. Die Primer-Sequenzen aller
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Tabelle 3: Sequenzen der in der real-time PCR und Standard-PCR eingesetzten Primerpaare

Gen/ID Sequenz der real-time PCR-Primer 5’- 3’
GLUT1 b /409933 | for | AAGACTAGCCTTGAAAACTACACG
rev | CAAGCTGCTCCTGTCGTTAC
GLUT1 a/ 409424 | for | CACCTCAGCAGCTTATTGAAG

rev | CACCAGAGAACCACCGATC
EF1-alpha/ 544670 | for | CCTCTTCAGGACGTATATAAAATCG
rev | AGCTTCGTGATGCATTTCAACAG
Sequenz der Standard-Primer 5’- 3’
GLUT1 b /409933 | for | GGTCAGCGTTATGAGTATGAAC
rev | CCACTTGGTTACTGGCTCTC
GLUT1 a/ 409424 | for | AGCAGGCTACAACAAGTACGC

rev | GCTCCAACACCCAATGTCGC
EF1-alpha/ 544670 | for | GTTATTGGACACGTCGACTCTGG
rev | CCATTGCTGATTTGACCAGGGTG

in der real-time PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 3 aufgelistet.

2.2.10.2 Durchfihrung der real-time PCR Die real-time PCR wurde mit dem
Mx3000P QPCR System von Stratagene und der dazugehdérigen Software durchgefihrt.
Beides wurde vom Institut fir Genetik an der Universitat des Saarlandes unter Leitung von
Herrn Prof. Walter zur Verfigung gestellt.

Zur Detektion der Amplifikat-Menge wurde der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff
SYBR® Green benutzt, als Referenzfluorochrom Rox Il. Die Reaktionsansatze wurden mit
dem ,Premix Ex Tag™ Perfect real Time* von Takara in 96-well PCR-Platten pipettiert. Als
Template fir die Proben diente der Reaktionsansatz aus der reversen Transkription (siehe
2.2.9) unverdinnt oder 1:1 [v/v] in DNase- und RNase-freiem H,O verdinnt. Die Templates
der Standards (siehe 2.2.10.3) wurden in 6 Verdinnungsstufen (in DNase- und RNase-
freiem H,O) von 107 bis 102 Molekiile/10ul eingesetzt. Nach dem Ansetzen der Reaktio-
nen auf Eis wurden die Platten umgehend mit einem Klebefilm verschlossen, 1 min lang
bei 1000xg und 4°C abzentrifugiert und zum PCR-Lauf in den Cycler Uberfihrt. Zur Iden-
tifizierung unspezifischer PCR-Produkte anhand ihrer Schmelztemperatur wurde direkt im
Anschluss an die real-time PCR eine Dissoziationskurve (Diss.-Kurve), wie in den Reakti-
onsbedingungen angegeben, im Programm erstellt (siehe auch Abbildung 9C). Die Anséatze
und Reaktionsbedingungen sind im Folgenden aufgeflhrt:
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Reaktionsansitze: Proben: Standards: | Reaktionsbedingungen:
H,O 9,1 ul 0,1 ul Denaturierung  95°C 3 min
Takara Premix 8 ul 8 ul
Rox Il 0,3 ul 0,3 ul Denaturierung 95°C 10 sec
SYBR® Green (1:5000) 1 ul 1 ul Hybridisierung 58°C 18 sec 40 Zyklen
Primer forward 0,3 ul 0,3 ul Elongation 72°C 18 sec
Primer reverse 0,3 ul 0,3 ul
Template 1 ul 10 wl Denaturierung  95°C 30 sec
20 ul 20 ul Hybridisierung 58°C 18 sec Diss.-Kurve
Denaturierung  95°C 30 sec

Zusétzlich wurden fir jedes Gen Negativkontrollen ohne Template angefertigt. Jede Probe
wurde stets als Triplett, die Standards und Negativkontrollen als Dupletts gemessen, deren
C+-Werte nicht mehr als 0,5 Zyklen voneinander abweichen durften.

Zur Auswertung wurden die vom Programm MxPro von Stratagene mittels der Standard-
geraden (siehe 2.2.10.3) berechneten Kopienzahlen in Microsoft Office Excel exportiert und
es wurden zunachst von jeder Probe die Verhaltnisse zwischen GLUT1- und EF1-alpha-
Kopienzahl zur Normierung gebildet, die im Folgenden auf den Mittelwert jedes Einzelex-
periments normiert wurden. Die normierten Werte wurden entweder flir Pearson Korrela-
tionsanalysen und Regressionsanalysen mithilfe des Programms ,Primer of Biostatistics”
eingesetzt oder es wurden Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet und im t-Test
statistisch ausgewertet.

2.2.10.3 Standardkurve Zur quantitativen Analyse der Proben wurde fiir jedes Gen eine
Standardkurve mittels eines spezifischen cDNA-Standards definierter Kopienzahl erstellt.
Durch die Auftragung der C.-Werte gegen den Logarithmus (log) der Startkopienzahl jeder
Standardverdiinnung (1:10 in DNase- und RNase-freiem H,O; 107-10%) kann zum einen die
Startkopienzahl der Proben an der Standardkurve abgelesen werden, zum anderen die Effi-
zienz der PCR anhand der Steigung festgestellt werden (siehe Abbildung 9B). Die Effizienz
lag bei den Experimenten immer zwischen 90% und 110%.

Die cDNA-Standards wurden fir jedes in der real-time PCR quantifizierte Gen so ge-
wahlt, dass sie ein etwa 1000 bp groBes Fragment des Gens reprasentierten, welches
das spezifische Amplikon flr die real-time PCR enthielt. Dazu wurde RNA aus drei Hir-
nen isoliert (siehe 2.2.6), revers transkribiert (siehe 2.2.9) und nach Bestimmung der cDNA-
Konzentration (siehe 2.2.8) in einer Standard PCR (siehe 2.2.11) mit spezifischen Standard-
Primerpaaren vervielfaltigt (siehe Tabelle 3, Seite 31). Das PCR-Produkt wurde gelelektro-
phoretisch aufgetrennt (siehe 2.2.12) und die Standard-cDNA aus dem Gel eluiert (siehe
2.2.13). Nach der Konzentrationsbestimmung der cDNA mit PicoGreen® (siehe 2.2.14) wur-
den die spezifischen Standards in DNase- und RNase-freiem H,O auf eine Konzentration
von 108 Molekullen/10 ul verdiinnt und in 1 ml-Aliquots bei -20°C eingefroren.
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Abbildung 9: A: Beispiel einer Aufzeichnung der Amplifikation von cDNA-Standardproben in ei-
nem real-time PCR-Lauf. Die Standards wurden mit verschiedenen Anfangskopienzahlen, die sich
jeweils um das 10-fache unterschieden (107-102) in die Reaktion eingesetzt. Die Negativkontrolle
ohne Template (NTC) zeigt keine Amplifikation. Der C; kennzeichnet den Zyklus, bei dem es zur ers-
ten sichtbaren Fluoreszenzerhéhung der exponentiellen Phase der PCR kommt, und korreliert mit
der Anfangskopienzahl der cDNA. Aufgetragen ist das Delta (d) der auf den Referenzfarbstoff Roxl|
normierten (n) Fluoreszenz (R) zur Basislinie [dRn] abh&ngig von der Zykluszahl. B: Beispiel einer
Standardkurve wie sie aus der Auftragung der C;-Werte gegen die Anfangskopienzahlen (log) der
Standards aus A hervorgeht. Die Effizienz der PCR kann an der Steigung der Standardgeraden ab-
gelesen werden. Bei optimaler Effizienz der PCR (100%; Verdopplung der PCR-Produktmenge pro
Zyklus) liegen die C;-Werte der 10-fachen Standardverdliinnungen (10 = 2%) um 3,32 Zyklen ausein-
ander. C: Beispiel einer Dissoziationskurve der PCR-Produkte. Spezifische PCR-Produkte (Proben)
zeigen einen Peak bei ihrer spezifischen Schmelztemperatur. In der Template-freien Negativkontrol-
le (NTC) kénnen sich Primerdimere mit niedrigerer Schmelztemperatur bilden. Weitere Peaks bei
héheren Temperaturen kénnen Verunreinigungen der Proben mit genomischer DNA darstellen (hier
nicht vorhanden). Aufgetragen ist die Fluorszenzabnahme durch den Ubergang von dsDNA in ssDNA
bei der jeweiligen Temperatur (negative 1. Ableitung der auf den Referenzfarbstoff RoxIl normierten
Fluoreszenz nach der Temperatur [-Rn’(T)]) gegen die Temperatur.

33



2 Material und Methoden

2.2.11 Standard-PCR

Zur Gewinnung und Amplifikation der spezifischen cDNA-Standards wurde eine Standard-
PCR (Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase, Fermentas) unter folgenden Bedingungen
durchgefihrt:

Reaktionsansitze: Reaktionsbedingungen:
H,O 32,1 ul Denaturierung 95°C 4 min
10x Puffer 5 ul
MgCl, 4 pul (25 mM) Denaturierung 95°C 45sec
dNTPs 1 ul (je 10 mM) Hybridisierung 58°C 45sec 35 Zyklen
Primer forward 2,5 ul (je 10 mM) | Elongation 72°C 45 sec
Primer reverse 2,5 ul (je 10 mM)
Polymerase 0,4 ul (5u/ul) Finale Elongation 95°C 10 min
Template 2,5 ul (~120 ng)
50 ul

Die Primer-Sequenzen aller Standard-Primer sind in Tabelle 3 (Seite 31) aufgefihrt. Es
wurden zwei Reaktionsansatze pro Gen angefertigt.

2.2.12 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese wandern Nucleinsduren aufgrund ihrer negativen La-
dung im elektrischen Feld zur Anode und werden in der Gelstruktur ihrer Gré3e nach auf-
getrennt.

Die gesamten PCR-Ansatze fir die cDNA Standards (siehe 2.2.11) wurden nach der
Amplifikation mit Ladepuffer versetzt (jeweils 50 + 10 ul) und auf ein 1%iges Agarosegel mit
Ethidiumbromid geladen. Zusatzlich wurden 5 ul eines DNA-Standards aufgetragen. Das
Gel lief eine Stunde bei 60 V in einer mit TAE-Puffer geflllten Gelkammer.

2.2.13 Gelextraktion

Nach der Auftrennung der PCR-Produkte flr die Standardherstellung im Agarosegel wurden
die spezifischen Banden mit der GréBe von etwa 1000 bp aus dem Gel extrahiert. Hierzu
wurden die Banden kurz auf einer UV-Lampe sichtbar gemacht und mit einem Skalpell aus-
geschnitten (jeweils beide nebeneinander liegenden Banden derselben PCR-Anséatze zu-
sammen). Die Extraktion erfolgte mit dem Gelextraktionskit ,Peq Gold Gel Extraction Kit*
von Peglab nach Anleitung des Herstellers. Die cDNA wurde im letzten Schritt mit 80 ul des
mitgelieferten Elutionspuffers eluiert.
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2.2.14 Konzentrationsbestimmung der cDNA-Standards mit PicoGreen®

Zur moglichst prazisen Konzentrationsbestimmung der aus dem Gel eluierten Standard-
cDNA wurde der hochsensitive, DNA doppelstrangbindende Fluoreszenzfarbstoff
PicoGreen® benutzt. Es wurde eine Standardreihe aus der mitgelieferten Lambda-DNA her-
gestellt wie auch in Abschnitt 2.2.8 (RiboGreen®) beschrieben. Die cDNA-Proben wurden
ebenfalls in 1:30 oder 1:50 [v/v] Verdiinnungen in mitgeliefertem TE-Puffer eingesetzt, wah-
rend deren Referenzansatze mit Elutionspuffer aus dem Gelextraktionskit (siehe 2.2.13) an-
gesetzt wurden. Die weitere Vorgehensweise war analog zur RiboGreen®-Messung (siehe
2.2.8).

2.2.15 Herstellung polyklonaler Antikorper

Auf Grund der fehlenden Verfligbarkeit kommerzieller Antikérper, welche mit der Sequenz
der beiden GLUT1-Isoformen der Honigbiene kompatibel sind, wurden mittels synthetischer
Peptide polyklonale Antikérper in Ratten hergestellt.

2.2.15.1 Peptiddesign Als Antigen zur Immunisierung der Ratten wurde jeweils ein Pep-
tid aus der Aminosduresequenz der beiden GLUT1-Isoformen ausgewahlt, welches mdbg-
lichst hydrophil ist und sich laut Voraussagen gut zugénglich auBerhalb von Transmem-
brandoméanen befindet. Dazu wurde ein frei verfigbares Programm (PBIL Network Protein
Sequence Analysis, siehe 2.1.9) zu Hilfe genommen. AuBBerdem wurde N-terminal ein Cys-
teinrest angehéangt, der Uber seine Thiol-Gruppe die Kopplung an die Tragersubstanzen
(siehe 2.2.15.2) ermdglicht. Die Sequenzen der Peptide sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Sequenzen der synthetischen Peptide zur Immunisierung von Ratten gegen GLUT1 der
Honigbiene.

Protein (NCBI Accession / Gen ID) \ Peptidsequenz
GLUT1 a (XP_392938.2 / 409424) CETENDKSSNKIQE
GLUT1 b (XP_393425.2 / 409933) CDRLEEHSHRRKLR

2.2.15.2 Kopplung der Peptide an Tragerproteine Als hoch immunogene Tragerprote-
ine dienten BSA, KLH und ,Imject Maleimide Activated Blue Carrier Protein“. Zur Kopplung
an BSA oder KLH wurden jeweils 1 mg des Peptids mit 1 mg BSA bzw. KLH und 10 ul des
Crosslinkers Glutardialdehyd (25%) in einem Endvolumen von 1 ml (in Phosphatpuffer pH
7,5) 2 h bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde 30 min lang durch Zugabe von 100 ul 1 M
Glycin abgestoppt und bei 4°C in PBS diaysiert (siehe 2.2.15.3). Aliquots der gekoppelten
Peptide wurden bei -20°C gelagert.
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Die Kopplung an ,Imject Maleimide Activated Blue Carrier Protein“ erfolgte in einem
200 wl-Ansatz aus 1 mg Peptid und 1 mg des Tragerproteins in Phosphatpuffer (pH 6,8).
Nach einer zweistindigen Inkubation bei RT wurde der Ansatz in PBS (pH < 7,5) dialysiert
(siehe 2.2.15.3) und innerhalb von 2 Wochen verwendet.

2.2.15.3 Dialyse Zur Vorbereitung des Dialyseschlauchs wurde dieser zunachst in etwa
800 ml bidestilliertem Wasser gekocht. Nach kurzem Schwenken in Wasser wurde er erneut
in bidestilliertem Wasser gekocht, welches mit einem Teel6ffel EDTA versetzt wurde. Der
Schlauch wurde nach einem weiteren Waschschritt mit Wasser bei 4°C in bidestilliertem
Wasser mit etwas NaN3 gelagert.

Zur Dialyse der Peptide im ReaktionsgefaB wurden die Offnungen der GefaBe wasser-
dicht mit Dialyseschlauch Uberspannt und mit einem Schwimmer in ein mit PBS befilltes
Becherglas gegeben, welches Uber Nacht bei 4°C auf einen Rihrer gestellt wurde.

2.2.15.4 Immunisierung der Ratten Zur Immunisierung wurden acht Wochen alte Lewis-
Ratten aus Eigenzucht verwendet. Sie wurden insgesamt 4x im Abstand von jeweils drei Wo-
chen durch subkutane Injektion des mit Stimune Adjuvans versetzten gekoppelten Peptids
(jeweils 100 wl; 0,1 mg Peptid) immunisiert. Die erste Injektion wurde mit BSA-gekoppeltem
Peptid, die zweite Injektion mit KLH-gekoppeltem Peptid vorgenommen. Nach zwélf Tagen
wurden Blutproben der Ratten entnommen und im Westernblot auf den Antikorpertiter und
die Spezifitét getestet (nicht gezeigt). Es folgten zwei weitere Injektionen mit je 0,5 mg des
an ,Imject Maleimide Activated Blue Carrier Protein“ gekoppelten Peptids (100 ul + 100 ul
Adjuvans).

2.2.15.5 Serumgewinnung aus Rattenblut Die Ratten wurden 16 Tage nach der letzten
Immunisierung durch CO,-Begasung getétet und das Blut durch Herzpunktion mit einer he-
parinisierten Spritze entnommen. Das die Antikérper enthaltende Rattenserum wurde durch
15 min lange Zentrifugation des Blutes bei 2400xg gewonnen. Der Uberstand wurde aliquo-
tiert und bei -20°C gelagert.

2.2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch das anionische Tensid SDS werden Proteine denaturiert und erhalten eine stark ne-
gative Ladung, sodass sie im elektrischen Feld zur Anode wandern und im Gel ihrer Gré8e
nach aufgetrennt werden. Die Homogenate von Bienenhirnen wurden einer Auftrennung
unterzogen, um spezifische Banden der zu untersuchenden Proteine GLUT1 und AMPK zu
erhalten.

2.2.16.1 Probenvorbereitung Die Gehirnhomogenate wurden hergestellt, indem 2 Hir-
ne in 400 ul (GLUT1) bzw. 200 ul (AMPKa und phospho-AMPKa) Homogenisierungspuffer
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(PBS, 1 mM EDTA) im Glashomogenisator auf Eis homogenisiert wurden. Im Anschluss wur-
den die Homogenate mit 1/5 Volumen 2-mercaptoethanol- und SDS-haltigem Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 95°C im Heizblock erhitzt.

2.2.16.2 Herstellung des Gels Im Folgenden wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE
nach Laemmli durchgefiihrt, wobei ein 4%iges Sammelgel und ein 10%iges Trenngel gegos-
sen wurde. 200 ul der oben beschriebenen Homogenate wurden in eine Tasche des Gels
gegeben, parallel dazu 5 pl eines Protein-Standards von New England Biolabs (GLUT1)
oder Invitrogen (AMPKa und phospho-AMPKca) in eine benachbarte Tasche. Das Gel lief
bei einer konstanten Stromstarke von 20 mA etwa 1 h lang in einer mit SDS-Laufpuffer
beflllten Kammer.

2.2.17 Westernblot

Beim Westernblot werden Proteine nach ihrer Auftrennung im SDS-Gel durch Anlegen eines
elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran tberfuhrt. Auf der Mem-
branoberflache sind sie schlieBlich fir Immunreaktionen erreichbar. Die Methode diente zur
Uberpriifung der Funktionsfahigkeit und Spezifitdt der hergestellten GLUT1-Antikérper im
Rattenserum sowie der kommerziellen AMPKa und phospho-AMPKa Antikdrper.

Das Gel wurde im semi-dry System 40 min lang bei 20 V und 0,4 A auf die in Blotpuffer
aquilibrierte Membran geblottet. Im Anschluss wurde die Membran in Blockpuffer mit 2%
BSA [w/v] (GLUT1) bzw. 0,5% BSA [w/v] (AMPKa und phospho-AMPKa) 1 h bei Raum-
temperatur (RT) geblockt und danach in einzelne Streifen geschnitten, welche in den bei-
den GLUT1-Serumlésungen bzw. AMPKa- und phospho-AMPKa Antikérperlésungen (alle
1:1000 [v/v] im jeweiligen Blockpuffer) oder in reinem Blockpuffer (Negativkontrolle) Uber
Nacht bei 4°C inkubiert wurden. Die Membranstreifen wurden unter Leitungswasser abge-
spult und nach 3x 5 min Waschen mit Waschpuffer (PBS; 0,4 M NaCl; 0,1% Tween [v/V]
for GLUT1) bzw. mit PBS (fir AMPKa und phospho-AMPKa) 1 h lang im sekundéaren,
Peroxidase-gekoppelten Antikdrper (1:10000 im jeweiligen Blockpuffer) inkubiert. Die Strei-
fen wurden erneut 3x gewaschen, in Luminol-Reagenz und Peroxid-Substrat (1:1) getaucht
und auf einem Rdntgenfilm entwickelt.

2.2.18 Dotblot

Der Dotblot stellt eine vereinfachte Form des Westernblots zur immunologischen Detektion
und Analyse von Proteinen dar, ohne dass eine vorherige Auftrennung der Proteine erfolgt.
Im Gegensatz zur ELISA-Technik (siehe 2.2.19) kénnen die Proteine hier auch in denaturier-
ter Form eingesetzt werden. Mit dieser Methode wurden die Spezifitdt der GLUT1-Antikdrper
fir ihre Immunisierungspeptide sowie die GLUT1-Proteinexpression im Bienenhirn unter-
sucht.
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2.2.18.1 Probenvorbereitung Die an BSA gekoppelten Immunisierungspeptide
GLUT1 a und GLUT1 b (siehe 2.2.15.2) wurden 1:3 (GLUT1 a) bzw. 1:10 (GLUT1 b) in
Homogenisierungspuffer (PBS, 1mM EDTA) vorverdinnt.

Zur Herstellung der Gehirnhomogenate wurde jeweils ein Hirn in 150 ul Homogenisie-
rungspuffer auf Eis homogenisiert.

Im Folgenden wurden sowohl fur die Peptid-Proben als auch fir die Gehirnhomogenate
4-stufige Verdiinnungsreihen (1:3-Schritte) in Homogenisierungspuffer hergestellt. Die Pro-
ben wurden mit 1/5 Volumen 2-mercaptoethanol- und SDS-haltigem Probenpuffer versetzt
und 5 min bei 95°C im Heizblock gekocht. Bei den Gehirnhomogenaten wurde zusétlich eine
Negativkontrolle aus reinem Homogenisierungspuffer mitgefihrt.

2.2.18.2 Erstellen des Dotblots Jeweils 1,5 ul der Proben wurden mittels einer Acht-
kanal-Pipette auf eine in Blotpuffer &quilibrierte Nitrocellulose-Membran pipettiert, welche
direkt im Anschluss 1 h bei RT in Blockpuffer (mit 2% BSA [w/v]) geblockt wurde. Die weitere
Prozedur verlief aquivalent zum Westernblot mit GLUT1-Antikérpern (siehe 2.2.17) mit einer
verklrzten Inkubationszeit des GLUT1-Serums (1 h bei RT). Zudem wurden die priméren
GLUT1-Antikérper fur die Peptid-Proben in einer Verdinnung von 1:10000 eingesetzt.

Die Auswertung wurde mithilfe des Programms ImagedJ und mit Microsoft Office Excel
vorgenommen. Dabei wurden die Grauwerte der einzelnen Probenverdinnungen auf dem
entwickelten Film bestimmt und so wurde fir jede Probe eine Steigung berechnet, deren
Bestimmtheitsmalf3 nicht < 0,8 sein durfte. Die Mittelwerte der Steigungen wurden, zunachst
auf den Mittelwert jedes Einzelexperiments und schlieBlich auf den Mittelwert einer Gruppe
normiert, mit Standardabweichungen aufgetragen und im t-Test statistisch analysiert.

2.2.19 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein immunologisches Verfahren, mit dem native Antigene mittels enzyma-
tischen Farbreaktionen quantitativ nachwiesen werden kénnen. Diese Technik diente zur
Quantifizierung von Vitellogenin (Vg) im Abdomen der Honigbiene sowie zur Bestimmung
der AMPK-Aktivitat im Bienenhirn.

2.2.19.1 Probenvorbereitung Zur Bestimmung der Vitellogeninmenge wurde das Ab-
domen einer auf Eis immobilisierten Biene mit einem Skalpell abgetrennt und der Darm
zusammen mit dem Stechapparat mit einer Pinzette aus dem Abdomen gezogen. Die darm-
freien Abdomen wurde in jeweils 300 ul Homogenisierungspuffer (PBS, 1 mM EDTA, 1 M
Harnstoff) in einem Glashomogenisator auf Eis homogenisiert. Weiterhin erfolgte eine 1:50-
Verdinnung der Homogenate in Homogenisierungspuffer mit Harnstoff und ein dreimindti-
ger Zentrifugationsschritt bei 8000xg zum Entfernen von Gewebe- und Kutikularesten. Beim
Auftragen auf die 96-well Platte (Immuno-Plate) wurden die Proben zun&chst noch einmal
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1:3 verdunnt und schlieB3lich wurde eine 3-stufige Verdlinnungsreihe in Homogenisierungs-
puffer mit Harnstoff (1:3-Schritte) vorgenommen.

Zur Bestimmung der AMPK-Aktivitat im Bienenhirn wurde jeweils ein Hirn auf Eis in
500 pl Homogenisierungspuffer (PBS, 1 mM EDTA, 1 M Harnstoff) aufgenommen und, wie
oben beschrieben, homogenisiert. Die Proben wurden hier beim Auftragen auf die Platten
noch einmal 1:4 verdinnt und die Verdiinnungsreihe bestand aus 5 Stufen in 1:2-Verdin-
nungsschritten.

2.2.19.2 Durchfiihrung des ELISA Nach der Auftragung der Homogenat-Verdiinnungs-
reihen und zusétzlichen homogenatfreien Negativkontrollen (jeweils 100 nl) folgte eine ein-
stindige Inkubation bei RT (Coating). AnschlieBend wurden in jeder Kavitat unspezifische
Bindungsstellen mit 400 ul Blockpuffer (PBS, 0,5% BSA [w/v]) 1 h bei RT abgeblockt und
die Inkubation mit dem priméaren Antikérper (je 50 wl) erfolgte Uber Nacht bei 4°C auf dem
Schuttler. Die primaren Antikérper wurden wie folgt eingesetzt:

Vitellogenin (dialysierter Zellliberstand): 1:2000 [v/v] in Blockpuffer mit NaNs;

AMPKa und phospho-AMPKa: 1:1000 [v/v] in Blockpuffer mit NaNs.

Die Antikérper wurden wiederverwendet, weshalb sie mit NaNs versetzt wurden. Die Plat-
ten wurden 3x 3 min mit PBS gewaschen und mit jeweils 50 ul des sekundaren, Alkali-
sche Phosphatase-gekoppelten Antikérpers (anti-Maus 1gG (Vg) und anti-Kaninchen 1gG
(AMPKa, phospho-AMPKa) jeweils 1:4000 [v/v] in Blockpuffer) 1 h bei RT inkubiert. Nach
weiteren drei Waschschritten mit PBS wurden 200 ul Farbelésung (1 mM p-NPP in RxN-
Puffer) zugegeben und die Platten wurden bis zur Gelbfarbung bei 37°C aufbewahrt. Es
folgte eine Absorptionsmessung im Safire? Plate-Reader bei 405nm.

Aus den Absorptionswerten der Verdlinnungsreihen lieBBen sich in Microsoft Office Ex-
cel Steigungen und Bestimmtheitsmal3e berechnen. Vitellogeninmengen wurden Uber die
Mittelwerte (mit Standardabweichungen) der Steigungen im statistischen t-Test (ungepaart)
verglichen, wahrend zur Bestimmung der AMPK-Aktivitdt zunacht das Verhaltnis der Stei-
gungen phospho-AMPKa/AMPKa fur jede Probe gebildet wurde. Aus den Verhaltnissen
wurden schlieB3lich ebenfalls Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet, die auf eine
Gruppe normiert wurden. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten t-Test.

2.2.20 Histologie

Es wurden zum einen histologische Praparate des Abdomens der Biene zur Immunfarbung
von Vitellogenin angefertigt, zum anderen Praparate des Bienenhirns zur Lokalisierung von
GLUT1. Fir die Vg-Farbung wurde das Gewebe mit Carnoy-L&sung fixiert, wahrend fir die
GLUT1-Farbung eine Formol-Fixierung vorgenommen wurde.

2.2.20.1 Carnoy-Fixierung des Abdomens Das Abdomen einer auf Eis betdubten Bie-
ne wurde abgetrennt und mit einer feinen Praparierschere seitlich langs aufgeschnitten. Es
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wurde in Carnoy-Lésung (siehe 2.1.3.8) Uberfiihrt, wo es 4 h bei RT fixiert wurde. Nach 2
Waschschritten (jeweils 30 min) in absolutem Ethanol erfolgte eine Inkubation Uber 1 h bei
RT in Isopropylalkohol. Die Abdomen wurde im Anschluss erneut 1 h in Isopropylalkohol
bei 45°C inkubiert. Nachfolgend wurden sie fir 1 h in ein Isopropylalkohol-Paraffingemisch
(1:1) bei 70°C Uberfuhrt und schlieBlich tber Nacht in flissigem Paraffin bei 60°C im War-
meschrank aufbewahrt.

2.2.20.2 Formol-Fixierung des Gehirns Zur Formol-Fixierung des Gehirns wurde der
Kopf einer auf Eis betdubten Biene abgetrennt und auf einem Wachsblock immobilisiert.
Nach dem Offnen der Kopfkapsel und dem Entfernen der Driisen (siehe auch 2.2.6) wur-
de das Gehirn zunachst in der Kopfkapsel durch das Aufbringen eines Tropfens 4%iger
Formaldehyd-L&sung 30 min lang vorfixiert, bevor es herausprapariert und weitere 2,5 h in
4%iger Formaldehyd-L&sung fixiert wurde. Nachfolgend wurden die Hirne 3x 15 min in PBS
gewaschen und zum Entwassern zundchst 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C auf dem
Schuttler in 60% Isopropylalkohol aufbewahrt. Es folgte eine aufsteigende Isopropylalkohol-
Reihe (90% und 100%), in der die Hirne jeweils 1 h inkubierten und der absolute Alkohol
2x erneuert wurde. Danach wurde eine weitere Inkubation in 100% Isopropylalkohol bei
45°C vorgenommen und die Hirne wurden anschlie3end in einem Isopropylalkohol-Paraffin-
gemisch (1:1) bei 70°C inkubiert. Die Hirne wurden Uber Nacht bei 60 °C in fliissigem Paraffin
aufbewahrt.

2.2.20.3 Anfertigung der histologischen Schnitte von Abdomen und Gehirn Am Fol-
getag der oben beschriebenen Fixierungen der Abdomen und Hirne wurde das Paraffin
zunachst erneuert und nach dem Aushérten (etwa 2 h) konnte das Gewebe ausgeblockt
werden. Fir das Schneiden am Mikrotom wurden kleine Paraffinblécke zurechtgeschnitten
und 7 um dinne Serienschnitte angefertigt (Hirn: frontal, Abdomen: transversal), welche
nachfolgend mit H,O dest. auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Glasobjekttrager aufge-
bracht wurden. Die Objekttrager wurden zum Strecken und Trocknen auf eine 40°C warme
Heizplatte Uberflihrt und Gber Nacht bei 45°C im Trockenschrank aufbewahrt.

2.2.20.4 Immunfarbung und Mikroskopie der histologischen Praparate Fir die Anti-
kérperfarbung mussten die Schnitte entparaffiniert werden, indem die Objekttrager zunachst
2x 5 min in Xylol und im Folgenden jeweils 2 min in eine absteigende Ethanolreihe (96%,
90%, 80%, 70%, 50%) und schlieBlich H,O dest. Gberfihrt wurden. Die Préparate wurden
30 min in Blockpuffer (PBS; 0,5% BSA; 0,1% Triton) geblockt und bei 4°C lber Nacht mit
dem primaren Antikdrper (Vg und GLUT1 jeweils 1:500 in Blockpuffer) inkubiert. Nach 3
Waschschritten (je 5 min) in PBS-T erfolgte die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten
(Cy™3) Sekundarantikérper (anti-Maus 1gG (Vg) und anti-Ratte IgG (GLUT1) jeweils 1:500
[v/v] in Blockpuffer) tber 1,5 h bei RT. Drei weitere Waschschritte in PBS-T (je 5 min) schlos-
sen sich an und die Schnitte wurden durch Aufbringen eines Tropfens Glycerin-H,O dest.
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(1:1) mit einem Deckglaschen abgedeckt. Ab der Behandlung mit Blockpuffer wurden samt-
liche Schritte in einer abgedunkelten Schale durchgefiihrt. Die gefarbten Praparate konnten
im Kuhlschrank gelagert werden.

Die Mikroskopie und Fotografie der Gewebeschnitte erfolgte mittels eines inversen Fluo-
reszenzmikroskops (Axiovent 200 M; Zeiss) und einer Kamera (Cool Snap HQ?*, Photome-
trics).
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3.1 Etablierung der Himolymphglucose-Bestimmung in der Honigbiene

Zunachst war das Ziel, von einer einfachen und schnellen Messmethode Gebrauch zu ma-
chen, die es zulie3, den Hamolymphglucosespiegel mehrfach in der lebenden Biene zu
bestimmen. Eine Mdéglichkeit hierzu bot die Verwendung eines kommerziellen Blutgluco-
semessgerates, welches Glucose in kleinsten Volumina menschlichen Vollbluts innerhalb
weniger Sekunden amperometrisch in einer Glucose-Oxidationsreaktion zu messen ver-
mag. Diese Art der Glucosebestimmung wurde im Rahmen dieser Arbeit leicht abgewan-
delt und zur Anwendung auf die Hamolymphe der Honigbiene etabliert. In friiheren Arbei-
ten [28,54,55,234] wurden bereits Messtechniken angewendet, die ebenfalls auf Redoxreak-
tionen beruhten, jedoch anhand von Farbreaktionen optisch ausgewertet werden mussten.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Hamolymphe vor jeder Messung mindestens 1:2
mit NaHCOs-gepuffertem Humanringer versetzt werden musste, um verldssliche Werte zu
liefern, da das Gerat auf menschliches Vollblut kalibriert ist. Wie in Abbildung 10 dargestellt,
wurde die Funktionsfahigkeit der Methode in mehreren Experimenten demonstriert. Die Zu-
gabe linear aufsteigender Konzentrationen Glucose (geldst in NaHCO3-gepuffertem Hum-
anringer) zu Hdmolymphproben flhrte zu einem linearen Anstieg der Messwerte (siehe Ab-
bildung 10A). Zudem lieB3 sich bei stufenweiser Verdinnung der Hadmolymphe in NaHCO3-
gepuffertem Humanringer ebenfalls eine lineare Abnahme der Messwerte verzeichnen (sie-
he Abbildung 10B).

Weiterhin wurde die unspezifische Detektion von Trehalose neben Glucose ausgeschlos-
sen. Trehalose ist ein Disaccharid aus zwei a-glykosidisch verknlpften Glucosemolekilen,
welches als Speicherzucker in der Hamolymphe von vielen Insekten, nicht jedoch in Hu-
manblut vorkommt [241]. Wahrend die Zugabe von Glucose zu Hamolymphproben in der
Messung detektiert wurde, flhrte die Zugabe von Trehalose jedoch zu keiner Erhéhung der
Messwerte gegeniber der mit reinem Puffer versetzten Proben (siehe Abbildung 10C).

Die Spaltung von Trehalose in zwei Glucosemolekiile durch die Aktivitat von a-Glucosi-
dasen in der Hamolymphe fiihrt auch nach der Probenentnahme zu einem zeitlichen Anstieg
der Glucosekonzentration in der Himolymphe [36]. Es konnte jedoch dokumentiert werden,
dass weder zugegebene Trehalose noch Glucose diesen Vorgang beschleunigen (siehe
Abbildung 10D). Somit wurde ein Einfluss individueller Trehalosemengen auf das Ergebnis
der Glucosemessung, die stets im gleichen zeitlichen Abstand zur Hamolymphentnahme
stattfand, ausgeschlossen.
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Abbildung 10: Etablierung der Hamolymphglucose-Bestimmung. A: Hamolymphproben wur-
den in 7 Proben aufgeteilt, welche mit externer Glucose linear ansteigender Konzentrationen ver-
setzt und gemessen wurden (Mittelwerte und Standardabweichungen). Die Steigung der Glucose-
Messwerte aus den Hamolymphproben ist identisch zur Steigung der zugegebenen Glucosekonzen-
trationen. Spearman Korrelation: r = 0,9; p < 0,001; - - - Trendlinie. B: Verdlinnungsreihe der HAmo-
lymphproben: Die Messwerte sind als relative Werte zur 1:2-Verdiinnung aufgetragen (Mittelwerte
und Standardabweichungen) und stimmen mit dem erwarteten Verlauf (- - -) der Verdinnungsrei-
he Uberein. Die urspriinglichen Werte der 1:2-Verdinnungen liegen im Bereich von 0,23 mg/ml bis
3,12 mg/ml Glucose. Spearman Korrelation: r = 0,8; p < 0,001. C: H&molymphproben wurden in An-
oder Abwesenheit von 1 mg/ml externer Glucose oder Trehalose gemessen (Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen). Der Assay erkennt spezifisch Glucose, nicht Trehalose. Gepaarter t-Test; ***:
p < 0,001. D: Der durch Spaltung von Trehalose verursachte Anstieg der Glucosekonzentration/min
in entnommener Hamolymphe wurde berechnet, indem in jeder Probe eine Doppelbestimmung der
Glucosekonzentration 20 sec sowie 2 min nach Entnahme vorgenommen wurde. Die Proben wurden
zuvor aufgeteilt und mit 1 mg/ml Glucose oder Trehalose bzw. Ringer versetzt. Der Anstieg (Mittel-
werte und Standardabweichungen) ist unter allen drei Bedingungen identisch und unabhéngig vom
momentanen Zuckergehalt der Himolymphe. Gepaarter t-Test. Die Zahlen in den Balken sowie n
geben die Anzahl der unabhangigen Hamolymphproben an.
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3.2 Die Heterogenitat und Dynamik des Hamolymphglucosespiegels bei der
Honigbiene

Bei Saugern wird die Blutglucose durch ein komplexes Regulationssystem stets in einem
engen Rahmen gehalten und weicht im Normalfall selbst nach der Nahrungsaufnahme und
nach langeren Hungerperioden kaum vom Basiswert ab. Bei der Biene hingegen ist bereits
aus friheren Arbeiten bekannt, dass die Hamolymphglucose abhangig vom Fltterungssta-
tus hoch variabel ist und schnellen Anderungen unterliegt [2, 55, 234]. In Abbildung 11 ist
die Kinetik des Hamolymphglucosespiegels bei Fltterung von 30 ul Saccharoseldsung bei
gehungerten Bienen dargestellt. Bereits 3 min nach Fltterung zeigte sich trotz der hohen
Variabilitat der Werte ein hoch signifikanter Anstieg des Glucosespiegels, wahrend das Ma-
ximum nach 10 min erreicht war und etwa das Finffache des Wertes im gehungerten Zu-
stand betrug. Dieser stark dynamische Verlauf des Glucosespiegels bei Fitterung stimmt
zunachst in etwa mit den Befunden aus friiheren Arbeiten Uberein. Die auffallige Heteroge-
nitét bei gleicher Behandlung der Tiere wurde hingegen bisher nicht nédher untersucht.
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Abbildung 11: Kinetik des Hamolymphglucosespiegels nach Fiitterung. Der Hamolymphglu-
cosespiegel jeden Tieres wurde vor der Fltterung mit 30 ul Saccharoselésung und zu mindestens
einem weiteren Zeitpunkt gemessen (gepaarter t-Test; ***: p < 0,001). Der Glucosespiegel vor der
Fiatterung unterscheidet sich zwischen den verschiedenen Zeitpunkten nicht (ungepaarter t-Test).
Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl
der Versuchstiere an.

Aus diesem Grund wurde im Folgenden die individuelle Abnahme des Glucosespiegels
betrachtet, welche einen méglichen Faktor darstellt, der mit der enormen Variabilitat des Ha-
molymphglucosespiegels in Zusammenhang steht. Abbildung 12 zeigt zum einen, wie stark
sich Einzeltiere - trotz identischer Fitterung - in ihrem individuellen Glucosespiegel kurz
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Abbildung 12: Abhéangigkeit zwischen dem Hamolymphglucosespiegel und dessen Abnahme
nach Futterung. Der Glucosespiegel wurde zweimal pro Tier bestimmt, 3 bis 10 min nach der Fit-
terung mit 30 ul Saccharoselésung (nach Fltterung) sowie noch einmal nach 3 h (A) oder 21 h (B).
Die Abnahme pro Minute zeigt dabei eine friihe, schnelle (A) sowie eine spate, langsame (B) Phase
und korreliert jeweils positiv mit der Hamolymphglucose nach Fitterung. Spearman Korrelation: A:
r=0,9;p <0,001;B:r=0,9; p <0,001. n = Anzahl der Versuchstiere.

nach Futterung unterschieden. Zum anderen wird deutlich, dass die Abnahme des Gluco-
sespiegels, sowohl Uber einen mittleren (3 h, siehe Abbildung 12A) als auch einen langeren
Zeitraum (21 h, siehe Abbildung 12B), stark mit dem individuell erreichten Wert der Hamo-
lymphglucosekonzentration kurz nach Futterung korrelierte. Die Abnahme des Glucosespie-
gels liel3 weiterhin zwei Phasen erkennen, eine friihe, schnelle Phase, die sich Uber 3 h nach
Futterung erstreckte (siehe Abbildung 12A) und eine spéte, langsame Phase bis 21 h nach
Fltterung (siehe Abbildung 12B).

Umgekehrt konnte auch demonstriert werden, dass lediglich Bienen mit niedrigem Glu-
cosespiegel nach einer definierten Zeit des Hungerns einen hoch signifikanten Anstieg des
Hamolymphglucosespiegels nach erneuter Fltterung zeigten. Dieser Anstieg blieb hinge-
gen bei Tieren mit hohem Glucosespiegel aus (Abbildung 13).

Dies legte eine grundlegend unterschiedliche Dynamik des Hamolymphglucosespiegels
zwischen exakt gleich behandelten Individuen nahe, sodass die Flieger-Population diesbe-
zlglich ein Kontinuum verschiedener Phanotypen bildet. So blieb im Zuge dieser Arbeit die
Frage zu kléaren, welche physiologischen Auswirkungen die in diesem Kapitel beschriebe-
nen, auffallig unterschiedlichen Zustande und Veranderungen des Hamolymphglucosespie-
gels bei verschiedenen Individuen haben.
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Abbildung 13: Der Anstieg des Hamolymphglucosespiegels nach Fiitterung beschrankt sich
auf Tiere mit niedrigem Glucosespiegel. Der Himolymphglucosespiegel gehungerter Tiere wurde
einmal vor der Fitterung bestimmt und ein zweites Mal 10 min nach der Fitterung mit 30 ul Saccha-
roseldsung. Die Aufteilung in ,hoch® und ,niedrig” erfolgte nachtréaglich nach dem Kriterium > oder
< 1 mg/ml Glucose vor Fitterung. Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Statis-
tik: Vor Futterung vs. nach Futterung: gepaarter t-Test; niedrige vs. hohe Hamolymphglucosekonz.
vor Fitterung: ungepaarter t-Test; ***: p < 0,001. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der
Versuchstiere an.

3.3 Die Hamolymphglucose als Basis fir Verhaltensdanderungen

Im Folgenden war von Interesse, aufzuklaren, ob und wie die individuell unterschiedlichen
Glucosekonzentrationen in der Hamolymphe sowie deren Dynamik in Verbindung mit Ver-
haltensmodulationen bei der Honigbiene stehen. Es ist bekannt, dass Signale tGber den me-
tabolischen Zustand des Kdrpers, beispielsweise der Hormonstatus des Adipokinetischen
Hormons [139,232], aber auch die Verfligbarkeit von Nahrstoffen wie Aminosauren und Zu-
ckern in der Hamolymphe, das Fressverhalten bei Insekten beeinflussen [1, 6]. Nun stellte
sich die Frage, ob und inwiefern die Hamolymphglucose daran beteiligt ist. Hat sie einen
Einfluss auf die Sensorik und kann so auch die Effizienz weiterer relevanter Verhaltensme-
chanismen wie das appetitive Lernen und Gedachtnis steuern?

3.3.1 Der Einfluss der Himolymphglucose auf die Zuckerwasserempfindlichkeit des
PER

Die Auswirkung der Hamolymphglucose auf die sensorische Prozessierung der Biene wurde
auf Verhaltensebene tber die Bestimmung der Zuckerwasserempfindlichkeit des PER (siehe
2.2.3) im Anschluss an eine Hamolymphglucose-Messung untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass eine Korrelation zwischen der Zuckerwasserempfindlichkeit und dem Hamo-
lymphglucosespiegel bestand, wobei die Reaktionsbereitschaft der Tiere mit der H6he der
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Glucosekonzentration abnahm (siehe Abbildung 14). Dies liefert erste Hinweise darauf, dass
interne Glucose die Sensorik der Biene riickkoppelnd anpassen kann und auf diesem Weg
an futterbezogenen Verhaltensédnderungen beteiligt ist.
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Abbildung 14: Abhéngigkeit der Zuckerwasserempfindlichkeit des PER vom Hamolymphglu-
cosespiegel. Die Messung des Glucosespiegels erfolgte im Anschluss an die Messung der Zucker-
wasserempfindlichkeit. Es zeigt sich eine negative Korrelation zwischen der Reaktionsbereitschaft
der Tiere und ihrem Glucosegehalt in der Hamolymphe. Die Darstellung beinhaltet sowohl Flieger
als auch Stockbienen (Sommer). - - - Trendlinie; Spearman Korrelation; r = -0,7; p < 0,001. n = An-
zahl der Versuchstiere.

3.3.2 Der Einfluss der Hamolymphglucose auf das appetitive olfaktorische Lernen
und Gedachtnis

Die Hypothese der glucosebasierten sensorischen Modulation wurde im Folgenden weiter
untersucht, indem komplexere Verhaltensmechanismen, die in enger Verbindung mit dem
gustatorisch-sensorischen System stehen, in Bezug auf die H&molymphglucose betrach-
tet wurden. Einen solchen Verhaltensmechanismus stellt die appetitive olfaktorische Kon-
ditionierung dar, die in der Honigbiene einfach und verlasslich durchfihrbar ist. Sie weist
bekanntermafen Parallelen zur Auspragung der Zuckerwasserempfindlichkeit in der Biene
auf, wobei eine héhere Empfindlichkeit mit effektiverem Lernen einhergeht [169, 199, 201].
Bei jedem Trial und jedem Gedachtnisabruf reagiert ein gewisser Prozentsatz an Tieren
nicht, welche nicht gelernt bzw. kein Gedachtnis gebildet haben (PER (-)). Dieser Pro-
zentsatz ist bei satten Bienen hoher als bei hungrigen [79]. Aber gibt es hier auch einen
Zusammenhang zum internen Glucosespiegel? Das folgende Experiment zeigt, dass die
nicht reagierenden Tiere (PER(-)) sowohl bei der Akquisition als auch beim Gedachtnisab-
ruf nach einem Tag einen signifikant hdheren Hamolymphglucosespiegel vor dem Training
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aufwiesen als jene Tiere, die beim Lernen und dem Gedachtnisabruf positiv abschnitten
(PER(+); siehe Abbildung 15). Die Hamolymphglucose scheint demnach Uber die Effizienz
des Lernens und der Gedachtnisbildung zu entscheiden.
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Abbildung 15: Der Glucosespiegel vor dem Training beeinflusst die Effizienz des appetitiven
Lernens und Gedéachtnisses. Die Himolymphglucosekonzentration wurde 20 min vor dem Training
bestimmt und die Tiere wurden nach jedem Trial und Abruf neu in 2 Gruppen mit PER (+) und
PER (-) unterteilt. Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Ungepaarter t-Test: **:
p < 0,01. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

3.3.3 Die Manipulation des Himolymphglucosespiegels beeinflusst das Gedachtnis

Die oben beschriebene Abhangigkeit zwischen dem Hamolymphglucosespiegel und der
Zuckerwasserempfindlichkeit sowie der Effizienz des appetitiven Lernens und Gedéachtnis-
ses wurde durch einen weiteren Versuch bestétigt, bei dem die Bienen einer Glucose-
Injektion unterzogen wurden. Das Ziel war, den Hamolymphglucosespiegel kiinstlich und
unter Umgehung der gustatorischen und gastrointestinalen Sensorik zu erhéhen und da-
durch eine Verschlechterung des Lernens und der Gedachtnisbildung ausschlieBlich auf
Basis des internen Milieus zu induzieren.

Abbildung 16A zeigt, dass sich der Glucosespiegel 18 h gehungerter Bienen 10 min
nach der Injektion von 0,4 mg Glucose kurzzeitig auf einem Niveau ahnlich dem frisch ge-
fOtterter Tiere befand (zum Vergleich siehe Abbildung 11; 0,4 mg Glucose entsprechen etwa
1/10 der gefutterten Menge). Das Training wurde entsprechend 10 min nach der Glucose-
Injektion durchgefiihrt. Parallel diente die zeitverschobene Glucose-Injektion 20 min nach
dem Training als Kontrolle zum Ausschluss genereller glucoseinduzierter Effekte, beispiels-
weise durch osmotischen Stress. Aus Griinden der praktischen Durchfiihrbarkeit wurde fiir
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dieses Experiment ein Training mit nur einem Trial herangezogen, sodass keine Aussage
Uber das Lernen per se getroffen werden konnte. Wie in Abbildung 16B dargestellt, fuhrte
jedoch die Glucose-Injektion 10 min vor dem Training zu einer Verschlechterung des 2 h-
und 1 d-Gedéachtnisses, wahrend die Injektion von PBS (Lésungsmittel) 10 min vor und 20
min nach dem Training keine Gedé&chtnis-Effekte verursachte.

Dieses Experiment verdeutlicht die Modulierbarkeit des Gedachtnisses durch &uBere
Manipulation des Glucosespiegels in einem kritischen Zeitfenster und untermauerte so ihre
Bedeutung als internes, riickkoppelndes Signal bei der Verhaltensmodulation.
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Abbildung 16: Eine Glucose-Injektion in die Himolymphe verschlechtert das appetitive Ge-
déchtnis. A: Die Injektion von 0,4 mg Glucose erhdht den Hamolymphglucosespiegel 18 h gehun-
gerter Tiere nach 10 min. Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Gepaarter t-Test;
***:p <0,001. B: 18 h gehungerte Tiere wurden 10 min vor dem Training (1 Trial) oder 20 min nach
dem Training mit 0,4 mg Glucose oder PBS injiziert. Dargestellt ist der Prozentsatz der mit dem Rus-
selreflex (PER) auf den CS reagierenden Tieren. Chi Square Test; *: p < 0,05. Die Zahlen in den
Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

3.4 Die Dynamik des Hamolymphglucosespiegels bei der appetitiven Beloh-
nung

Wahrend bislang der aktuelle Hamolymphglucosespiegel per se im Fokus stand, warf sich
im Weiteren die Frage auf, ob dessen auffallige Dynamik, die bei der Fitterung der Biene
auftrat (siehe Abbildung 11 und Abbildung 13), ebenfalls eine Rolle beim Lernen spielt. Erste
Hinweise darauf lieferte bereits die Erkenntnis, dass lediglich die Fitterung von Tieren mit
niedrigem Glucosespiegel, welche auch bei der Konditionierung besser abgeschnitten hat-
ten (siehe Abbildung 15), mit einem enormen Anstieg der Glucosekonzentration einherging,
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wahrend dieser bei Tieren mit hohem Glucosespiegel ausblieb (siehe Abbildung 13). Ein
ahnliches Experiment zeigte, dass der Anstieg bei Tieren, die vor der Fitterung anhand
ihrer Zuckerwasserempfindlichkeit in ,Responder® (,Sucrose Response Score® > 4) und
.,Non-Responder” (,Sucrose Response Score“ < 3 ) eingeteilt worden waren, ausschlief3-
lich bei ,Respondern” auftrat (nicht gezeigt). Diese Tiere weisen auch im Vergleich zu Tie-
ren mit einer niedrigen Responsiveness (Zuckerwasserempfindlichkeit) eine gute appetitive
olfaktorische Konditionierbarkeit auf [169, 199,201]. In Anbetracht dieser Resultate war die
néhere Untersuchung des Hamolymphglucosespiegels bei der Verabreichung kleinster Sac-
charosemengen, die im Zuge der appetitiven Konditionierung als Belohnung aufgenommen
werden (unkonditionierter Stimulus, US), ein vielversprechender Ansatz.

3.4.1 Der unkonditionierte Stimulus verursacht einen Anstieg des Glucosespiegels

Der unkonditionierte Stimulus besteht aus kleinsten Mengen Saccharosel6sung, die wah-
rend des Trainings von der Biene aufgenommen werden. Im Vergleich zur Fitterung mit
30 ul ist dies nur grob ein Zehntel der Saccharosemenge. Ist sie aber ausreichend, um -
bereits wahrend der Konditionierung - einen so drastischen Anstieg des Hadmolymphgluco-
sespiegels herbeizufiihren?

Um dies herauszufinden, wurden hungrige Tiere wie bei einer Konditionierung mit einem
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Abbildung 17: Der US verursacht bei Tieren mit niedrigem Glucosespiegel einen Anstieg der
Hémolymphglucosekonzentration. Der Hamolymphglucosespiegel 18 h gehungerter Tiere wurde
einmal vor der Fitterung gemessen und ein zweites Mal 10 min nach der Fitterung geringer Sac-
charosemengen entsprechend 1 oder 3 US (etwa 1,6 ul pro US) mit einem benetzten Zahnstocher.
Die Aufteilung in ,hoch® und ,niedrig” erfolgte nachtraglich nach dem Kriterium > oder < 1 mg/ml vor
US. Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Gepaarter t-Test; ***: p < 0,001. Die
Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.
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in Saccharoselésung getrankten Zahnstocher einmal oder dreimal hintereinander 5 Sekun-
den lang gefittert (entsprechend dem US bei einer Konditionierung mit 1 Trial oder mit 3
Trials). Die Bestimmung der Hamolymphglucosekonzentration fand einmal zuvor sowie ein
zweites Mal 10 min nach der Fiitterung statt. Uberraschenderweise rief der US dreimal in-
folge eine ebenso drastische Erhéhung der Glucosekonzentration in der Hamolymphe der
Biene hervor wie er bei einer vollwertigen Futterung mit 30 ul Saccharoselésung (siehe Ab-
bildung 11 und Abbildung 13) aufgetreten war. Selbst 1 US reichte aus, um eine Erh6hung
des Hamolymphglucosespiegels auszulésen, wenn auch nicht im selben Ausmaf3 (siehe
Abbildung 17). Wieder war der Hamolymphglucosespiegel vor der Fitterung entscheidend
daflir, ob der Anstieg auftrat oder nicht.

Diese Resultate machen deutlich, wie die Dynamik des Hamolymphglucosespiegels
auch bereits wahrend eines geringflgigen appetitiven Stimulus zum Tragen kommt. Es wur-
de gezeigt, dass der US, die appetitive Belohnung bei einer Konditionierung, sich nicht le-
diglich auf die sensorischen Eingédnge von Antennen und Proboscis beschrankt, sondern
sich auch im internen Milieu der Hamolymphglucose widerspiegelt. Dabei scheint der Ha-
molymphglucosespiegel vor der Konditionierung nicht nur fir eine generelle Anpassung der
Sensorik an die energetischen Erfordernisse des Organismus von Bedeutung zu sein (wie
anhand der Zuckerwasserempfindlichkeit in Abschnitt 3.3.1 gezeigt). Vielmehr entscheidet
er zusétzlich Uber die Auspragung eines potenziellen internen Signals - dem Anstieg des
Glucosespiegels - als Belohnung beim appetitiven Lernen.

3.4.2 Die Manipulation der Himolymphglucose verandert die Dynamik des Glucose-
spiegels bei der appetitiven Belohnung

In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass der vom US verursachte An-
stieg des Glucosespiegels innerhalb von 10 min, der charakteristisch fir Tiere mit niedrigem
Glucosespiegel war (siehe Abbildung 17), durch eine kiinstliche Erhéhung des Hamolymph-
glucosegehalts mittels einer Glucose-Injektion verhindert werden konnte (siehe Abbildung
18). Stattdessen flhrte die Glucose-Injektion im gegebenen Zeitfenster zu einer starken
Abnahme und veranderte so den vom US herbeigefihrten dynamischen Verlauf des Gluco-
sespiegels.

Die gleiche Glucose-Injektion hatte auch bereits eine Verschlechterung des Gedacht-
nisses hervorgerufen (siehe Abbildung 16). Dass der Glucosespiegel zum Zeitpunkt der
Messung nach dem US bei Glucose- und PBS-injizierten Tieren etwa gleich hoch war (sie-
he Abbildung 18), verdeutlicht die Relevanz der vorangegangenen dynamischen Verande-
rung der Glucosekonzenration. Der Anstieg in einem kritischen Zeitfenster nach dem US
scheint folglich Voraussetzung fiir die einwandfreie Effizienz der appetitiven Gedachtnisbil-
dung zu sein. So verursachte die Glucose-Injektion 10 min vor dem US eine Abnahme des
Glucosespiegels in diesem Zeitfenster und fuhrte gleichzeitig zu einer Beeitrachtigung des
Gedéchtnisses (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 18: Der Einfluss einer Glucose-Injektion auf die Dynamik des Hamolymphglucose-
spiegels infolge des US. 18 h gehungerte Tiere wurden mit 0,4 mg Glucose oder PBS injiziert und
der Glucosespiegel nach 10 min bestimmt. Direkt im Anschluss erfolgte die Verabreichung von 3 US
mit einem benetzten Zahnstocher (etwa 1,6 ul Saccharoselésung pro US; entspricht ingesamt etwa
0,9 mg Glucose) und der Glucosespiegel wurde weitere 10 min spater ein zweites Mal bestimmt.
Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Statistik: Vor US vs. nach US: gepaarter
t-Test; Glucose-Injektion vs. PBS-Injektion vor US: ungepaarter t-Test; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.
Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

3.5 Der Glucosetransporter GLUT1 bei der Honigbiene

Glucosetransporter (GLUT) der Solute Carrier Familie 2A (SLC2A) sind beim S&ugetier
fir den Energie- und Glucosehaushalt von groBer Bedeutung. lhre Funktion und vielfalti-
ge, dynamische Regulation spielt bei der gezielten Aufnahme und Abgabe von Glucose
in verschiedenen Geweben ein wichtige Rolle und dient Uberdies als internes Glucose-
Sensorsystem [17,174]. Es stellte sich im Folgenden die Frage, ob diese Transporter ebenso
in der Honigbiene vorhanden und an der Glucoseregulation beteiligt sind, im Speziellen an
der Vermittlung der oben beschriebenen Effekte der Himolymhpglucose auf die Zuckerwas-
serempfindlichkeit sowie das appetitive Lernen und Gedachtnis.

3.5.1 Die mRNA-Verteilung der beiden GLUT1-Isoformen in der Honigbiene

Zunachst musste geklart werden, welche Gene und Proteine fiir den Glucosetransport in
der Honigbiene vorhanden sind. Literaturrecherchen zufolge sind bisher keine Arbeiten zur
Beschreibung und Charakterisierung von Glucosetransportern in der Honigbiene erschie-
nen. Die NCBI-Datenbankanalyse ergab vier Treffer fir Glucosetransporter-Gene: Glucose
transporter 1, facilitated glucose transporter member 1-like, facilitated glucose transporter
member 3-like und facilitated glucose transporter member 10-like, zu denen jeweils nur vor-
hergesagte Proteinsequenzen existieren.

GLUT1 kommt bei S&ugern in fast allen Zellen vor, vornehmlich aber in Erythrozyten
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sowie im Endothel. Von besonderer Bedeutung ist dieser Glucosetransporter in der Blut-
Hirn-Schranke, wo er fir die energetische Versorgung des Gehirns eine wichtige Rolle
spielt [51, 52, 66, 73]. Aus diesem Grund wurden beide GLUT1-Gene (Solute carrier fami-
ly 2, facilitated glucose transporter member 1-like/ID 409424 und Glucose transporter 1/1D
409933) der Honigbiene ausgewahlt, welche zur ndheren Untersuchung - zunéchst zur Lo-
kalisation und Verteilung ihrer mRNA - herangezogen wurden. Die Transporter-Gene werden
im Folgenden mit GLUTT a (ID 409424) und GLUT1 b (ID 409933) bezeichnet.

3.5.1.1 Normierung auf den Elongationsfaktor EF7-alpha Die mRNA der GLUT1-
Gene wurden in der real-time PCR quantifiziert. Dazu wurde zum einen die absolute Quanti-
fizierung mittels cDNA-Standards vorgenommen (siehe Abschitt 2.2.10.3 im Methodenteil).
Zum anderen war jedoch eine probeninterne Normierung notwendig, die die Quantifizie-
rung relativ zu einem Referenzgen ermdglicht, welches sich abh&ngig von verschiedenen
physiologischen Bedingungen nicht verandert und eine stabile Expression aufweist [44].
Eine Mdglichkeit stellte der Elongationsfaktor 1-alpha (EF1-alpha) dar [127,180]. Als An-
haltspunkt zur Verifizierung von EF1-alpha als geeignetes Referenzgen in der Honigbiene zu
Beginn der Experimente wurde zun&chst vor jedem PCR-Lauf die Masse der in der real-time
PCR eingesetzten Gesamt-RNA bestimmt und gegen die in der real-time PCR quantifizier-
ten EF1-alpha mRNA aufgetragen. Die signifikante Korrelation, die auch zwischen Fliegern
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Abbildung 19: Abhéngigkeit zwischen der Gesamt-RNA und der Elongationsfaktor 1-alpha
(EF1-alpha) mRNA. Aufgetragen sind die eingesetzte Masse Gesamt-RNA pro real-time PCR-
Ansatz aus Gewebeproben (Kopf, Thorax, Abdomen) von 10 Bienen sowie die darin quantifizier-
te Kopienzahl der EF1-alpha-mRNA. Beide GrdéBen korrelieren miteinander (Spearman Korrelation:
r=0,8; p <0,001; n=30) und es gibt keinen Hinweis auf unterschiedliche Verteilungen zwischen
Fliegern (n = 15) und Stockbienen (n = 15). EF1-alpha eignet sich demnach zur Normierung der in
der real-time PCR quantifizierten Gene. - - - Trendlinie; n = Anzahl der Gewebeproben.
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und Stockbienen keine offensichtlichen Unterschiede erkennen lie3 (siehe Abbildung 19),
unterstiitzte die Vermutung, dass Schwankungen von EF1-alpha nur in Abhangigkeit von
Schwankungen der Gesamt-RNA auftraten und der Elongationsfaktor sich so als Referenz-
gen eignete. Im weiteren Verlauf zeigte sich zudem, dass es in keinem der Experimente zu
einem signifikanten Unterschied der EF1-alpha mRNA-Kopienzahl zwischen den untersuch-
ten, normierten Gruppen kam (nicht gezeigt).

3.5.1.2 Die Verteilung der GLUT1-Isoformen in Kopf und Kérper Um eine grobe Uber-
sicht Uber die Verteilung der beiden GLUT1-Isoformen in der Honigbiene zu erhalten, wur-
de die mRNA-Expression in verschiedenen Kdérperteilen quantifiziert. Getrennt betrachtet
wurden Kopf und restlicher Kérper, aber auch Hirn, Thorax und Abdomen im Einzelnen.
Eine vorerst grobe Zusammenfassung von Geweben des Kopfes (Kopf gesamt, Hirn) und
Geweben des restlichen Koérpers (Kérper gesamt, Thorax, Abdomen) und Auftragung der
beiden GLUT1-Isoformen gegeneinander (siehe Abbildung 20) machte deutlich, dass beide
Transporter sowohl im Kopf als auch im Koérper lokalisiert waren und jeweils in Korrelation
zueinander standen.
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Abbildung 20: Die Verteilung der GLUT7-mRNA (GLUT1 b und GLUT1 a) im Kopf und im Kér-
per. Fir die Erstellung der Trendlinien (- - -) wurden jeweils Proben aus Geweben des Kopfes (Kopf
gesamt, Hirn) sowie Geweben des Kdrpers (Kérper gesamt, Abdomen, Thorax) zusammengefasst.
Die Kopienzahl der Glucosetransporter wurde auf EF1-alpha-mRNA normiert. Beide Transporter kor-
relieren sowohl im Kopf (Pearson Korrelation; r = 0,9; p < 0,001) als auch im Kérper (Pearson Kor-
relation; r = 0,7; p < 0,001) miteinander, sind jedoch in diesen Kdérperteilen unterschiedlich stark
exprimiert (Steigungsvergleich nach Regressionsanalyse: p < 0,001). Es sind Daten von Stockbie-
nen und Fliegern Uber das ganze Jahr enthalten. n = Anzahl der Versuchstiere.
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Wahrend die Transporter im Kopf etwa gleich stark vertreten waren (etwa 1:1), schien im
Vergleich dazu im Kérper GLUT1 a die dominierende Isoform zu sein, die etwa 4x so stark
exprimiert wurde wie GLUT1 b. Tatsachlich wiesen aber dennoch nur die wenigsten Tiere
sehr hohe Mengen GLUT1 a-mRNA im Korper auf. Die starkere Streuung um die Trendlinie
im Kérper lieB zudem vermuten, dass es sich um eine heterogene Gruppe von Geweben
handelte, die entweder jeweils eine korrelierende Expression der beiden Glucosetransporter
mit verschiedenen Steigungen aufwiesen oder dass in einigen Geweben tatséchlich keine
Korrelation vorlag. So lie3 die getrennte Betrachtung des Thorax erkennen, dass die Kor-
relation der beiden Transporter sowie die hohe Expressionsrate von GLUT1 a im Kérper
tatséchlich lediglich vom Thorax herrGhrte (n = 15;r = 0,7; p = 0,007), wahrend im gesam-
ten Kérper bzw. im Abdomen keine Hinweise auf eine Korrelation bestanden.

Die Daten wurden aus Versuchen, die sich Uber das ganze Jahr verteilten, zusammen-
gestellt und beinhalten Winter- und Sommertiere, sowohl aus dem Flughaus als auch aus
Stécken im Freien.

3.5.1.3 Die Verteilung der GLUT1-Isoformen in Fliegern und Stockbienen Im Weite-
ren wurde die Verteilung der Glucosetransporter-Isoformen bei Bienen mit verschiedenen
Aufgaben im Bienenstock, den Fliegern und den Stockbienen, untersucht. Dies war von
Interesse, da sich Tiere im Laufe ihrer Entwicklung von der Stockarbeiterin zur Sammlerin
neben dem Verhalten in vielen weiteren physiologischen Eigenschaften, wie dem Metabolis-
mus, verandern [11,225]. Flieger weisen kaum Energieressourcen in Form von gespeicher-
ten N&hrstoffen auf. Sie sind verantwortlich fir das Sammeln von Nektar und Pollen und
bilden ein besseres appetitives olfaktorisches Gedéachtnis aus als Stockbienen [177,202].
Die Stockbienen, die Arbeiten innerhalb des Bienenstocks ausfiihren, besitzen vergleichs-
weise gut geflllte Energiespeicher.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass Stockbienen und Flieger (ausge-
nommen Stockbienen im Winter-Flughaus) sich in ihrem Hamolymphglucosegehalt und ihrer
Zuckerwasserempfindlichkeit hoch signifikant unterscheiden, wobei Stockbienen einen hé-
heren Glucosespiegel und eine niedrigere Reaktionsbereitschaft auf Zuckerwasser aufzeig-
ten (siehe dazu auch Abschnitt 3.6.3). DarUber hinaus konnte in einem Konditionierungs-
Experiment mit 1 Trial demonstriert werden, dass im Winter die Stockbienen im Freien bei
den Gedachtnisabrufen (2 h und 1 d) bedeutend schlechter abschnitten als Flieger im Flug-
haus (n = 44/45, p < 0,01; nicht gezeigt). Die Abhéngigkeit zwischen der Hamolymphglucose
und der Zuckerwasserempfindlichkeit sowie dem Lernen und Gedéachtnis, die in Abschnitt
3.3 bereits innerhalb der Flieger-Population demonstriert wurde, bestand demnach auch
beim Vergleich von Stockbienen und Fliegern.

Die vergleichende Betrachtung der GLUT1-Expression in diesen Tieren sollte Hinwei-
se auf eine mdgliche Beteiligung der Glucosetransporter an grundlegend unterschiedlichen
metabolischen Zusténden liefern, die auch Einfluss auf das Verhalten nehmen. Abbildung
21 zeigt die in der real-time PCR bestimmte mRNA-Expression in Fliegern und Stockbienen
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Abbildung 21: mRNA-Expression der GLUT1-Isoformen a und b bei Stockbienen und Flie-
gern. Es wurden verschiedene Kérperteile (A: Kopf, B: Thorax, C: Abdomen) untersucht. Flieger und
Stockbienen stammten im Sommer aus demselben Stock im Freien, ebenso wie die Stockbienen
im Winter. Die Flieger im Winter stammten aus einem anderen Stock im Flughaus. Die Kopienzahl
der Glucosetransporter mMRNA wurde auf EF71-alpha-mRNA normiert. Mittelwerte und Standardab-
weichungen sind dargestellt. Ungepaarter t-Test; *: p < 0,05; **: p < 0,01. Die Zahlen in den Balken
geben die Anzahl der Versuchstiere an.

in verschiedenen Korperteilen. Wahrend es in Thorax und Abdomen zu keinen signifikan-
ten Unterschieden kam, wiesen Flieger jedoch im Kopf fur beide Isoformen GLUT1 a und
GLUTT1 b eine hdhere Expression auf als Stockbienen. Die allgemein sehr hohen Standard-
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abweichungen lie3en aber wiederum auf Heterogenitat innerhalb der Gruppen schlieBen,
was im Speziellen auch in Abschnitt 3.7.2 belegt wird, in dem eine ndhere Unterteilung in
Sommer- und Wintertiere vorgenommen wurde.

Die signifikanten Unterschiede der GLUT1 a-mRNA im Kopf von Fliegern und Stockbie-
nen gaben dennoch erste Hinweise auf einen méglichen Zusammenhang zwischen der Ha-
molymphglucose, dem appetitiven Verhalten und der Expression von Glucosetransportern.
Mdoglicherweise regulieren Tiere mit niedrigem Glucosespiegel ihre GLUT1-Expression im
Kopf hoch, um trotz einer niedrigen Glucoseverfligbarkeit eine méglichst effiziente Energie-
versorgung des Gehirns zu gewahrleisten. Der Klarung dieser Frage wurde in den folgenden
Experimenten nachgegangen.

3.5.2 Die Abhéangigkeit zwischen Hamolymphglucose und GLUT7-mRNA-Expression

Um eine Regulation der GLUT1-Expression in direktem Zusammenhang mit dem Hamo-
lymphglucosespiegel und dessen Dynamik zu untersuchen, die in Fliegern bei Fitterung
und auch im Zuge des unkonditionierten Stimulus charakterisiert worden sind (siehe Ab-
schnitte 3.2 und 3.4), beschrankten sich die folgenden Experimente zunachst auf Flieger.

Zu Beginn dieser Untersuchungen wurden Bienen, deren Hamolymphglucosespiegel
nach einer definierten Zeit des Hungerns bestimmt worden war, wiederum in zwei Gruppen
mit hohem bzw. niedrigem Glucosespiegel eingeteilt. Diese Heterogenitat des glykamischen
Niveaus hat bereits Konsequenzen fir die Zuckerwasserempfindlichkeit und das Lernen und
Gedachtnis bewiesen (siehe Abbildungen 14 und 15). Beim Sauger ist bekannt, dass das
glyk&mische Niveau mit dem Glucosetransport im Zusammenhang steht. Durch chronische,
aber auch akute Veranderungen kann es die Expression und Translokation von Glucose-
transportern im Kérper [65, 150], aber auch im Hirn beeinflussen [134,213]. Sind hier auch
Parallelen in der Honigbiene zu erkennen?

Die anhand ihres Hamolymphglucosespiegels eingeteilten Bienen wurden in der real-
time PCR auf ihr GLUT1-Expressionsnivau im Hirn und im Kérper (Thorax + Abdomen)
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. Es wird zum einen deutlich,
dass die Tiere, welche alle im Sommer untersucht worden sind, im Hirn eine deutlich héhe-
re Expression beider GLUT1-Isoformen aufwiesen als im Rest des Kdrpers, was Hinweise
auf eine wichtige Funktion im Bienenhirn gibt. Die mRNA-Expression unterschied sich dort
allerdings nicht bei Tieren mit hohem und niedrigem Glucosespiegel.

Im Kérper hingegen war zu beobachten, dass sich zwar die Expression der GLUTT-
Isoform b nicht unterschied, jedoch GLUTT a in Tieren mit niedrigem Hamolymphglucose-
gehalt signifikant héher war. Dies liefert nicht nur Hinweise auf eine Beteiligung des Gluco-
setransporters an der Einstellung der Hamolymphglucose und der Vermittlung von schnellen
Anderungen des Glucosespiegels, welche méglicherweise durch eine erhdhte Prasenz des
Transporters gewahrleistet ist. Zudem ergaben sich auch erste Parallelen zur glykdmieab-
hangigen Expression beim S&uger.
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen dem Hamolymphglucosespiegel und dem mRNA-
Expressionsniveau von GLUT1 a und GLUT1 b im Hirn und im Kérper. Die Hamolymphglucose
wurde 3 h nach Fitterung mit 30 ul Saccharoselésung bestimmt und Tiere hohen (> 1 mg/ml Glu-
cose) und niedrigen (< 1 mg/ml Glucose) Glucosespiegels selektiert (,hoch®: 3,47 + 0,78 mg/ml;
,niedrig”: 0,31 + 0,09 mg/ml; Mittelwerte und Standardabweichungen). Direkt nach der Glucosebe-
stimmung wurden Hirne und Kérper fir die mRNA-Quantifizierung prépariert. Die Kopienzahl der
Glucosetransporter-mRNA wurde auf EF71-alpha-mRNA normiert. Mittelwerte und Standardabwei-
chungen sind dargestellt. Ungepaarter t-Test; *: p < 0,05. n = Anzahl der Versuchstiere.

Dennoch erlaubten die ausbleibenden Effekte im Hirn zunachst nicht, die vermutete Rol-
le von GLUT1 als anpassungsféhiges Modul bei der Energieversorgung des Gehirns in Ab-
héngigkeit des Glucosespiegels zu bestatigen. Ein Unterschied in der tatsachlichen Prote-
inexpression war aber weiterhin nicht auszuschlief3en.

3.5.3 Der Glucosetransporter im Bienenhirn

Die Untersuchung der GLUT71-mRNA im Bienenhirn zeigte keine Unterschiede bei Tieren
unterschiedlichen Hamolymphglucose-Niveaus. Ein Effekt bei der GLUT1-Expression auf
Proteinebene war in diesem Zusammenhang aber dennoch nicht auszuschlieBen. Aus die-
sem Grund wurden polyklonale Antikdrper zur Immundetektion der beiden GLUT1-Isoformen
der Honigbiene hergestellt, indem Ratten mit synthetischenen Peptiden immunisiert wurden
(siehe Abschnitt 2.2.15 im Methodenteil). Die Charakterisierung der Antiseren ist im Folgen-
den dargestellt.
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3.5.3.1 Charakterisierung der selbst hergestellten GLUT1-Antikérper Die selbst her-
gestellten Antikdrper gegen die Glucosetransporter-lsoformen GLUT1 a und GLUT1 b der
Biene wurden in zwei Experimenten auf ihre Spezifitat getestet. Zunachst musste sicherge-
stellt werden, dass die Antikérper das gewilinschte Antigen, namlich das Peptid aus der
GLUT1-Sequenz, erkennen und nicht mit unspezifischen Sequenzen der Tragerproteine
kreuzreagieren. Zu diesem Zweck wurde ein Dotblot mit den an BSA gekoppelten Immuni-
sierungspeptiden GLUT1 a und GLUT1 b angefertigt, die bei der Antikérperherstellung zur
1. Immunisierung der Ratten verwendet worden waren (siehe 2.2.15.2). Beide Antikdrper
GLUT1 a und GLUT1 b wurden dabei jeweils auf ihr eigenens sowie auf das Immunisie-
rungspeptid der jeweils anderen GLUT1-Isoform getestet.

Wie aus Abbildung 23 deutlich hervorgeht, erkannten die Antikdrper GLUT1 a und
GLUT1 b ausschlieBlich ihre eigenen Antigene, sodass eine unspezifische Immunreakti-
on mit dem Tragerprotein ausgeschlossen war und die Spezifitat fir die GLUT1-Peptide
bestatigt werden konnte.

Zudem wurde in einem Westernblot die Funktion der Antikérper im Bienenhirn darge-
stellt. Abbildung 24 zeigt, dass die eingesetzten Antiseren GLUT1 a und GLUT1 b jeweils
eine einzige Bande in der Héhe zwischen 50 und 80 kDa erkannten. Die Langen der vor-
hergesagten Proteine betragen laut der Datenbank NCBI 501 Aminosauren (GLUT1 a) und
865 Aminosauren (GLUT1 b).

Basierend auf den beiden hier beschriebenen Experimenten zur Funktion und Spezifitat
der Antikérper, sowohl im Bienenhirn als auch fur die Immunisierungspeptide, wurden die
selbst hergestellten Antikérper zur weiteren Untersuchung der Glucosetransporter GLUT1
in der Honigbiene verwendet.

GLUT1 b GLUT1 a
1:10 1:30 1:90 1:270 1:3 1.9 127 1:81

Anti-GLUT1b—' 8 ® »

Anti-GLUT1 a— ® *

K()—>

Abbildung 23: Spezifitatstest der GLUT1 a- und GLUT1 b-Antikérper fiir die Immunisierungs-
peptide zum Ausschluss von Kreuzreaktionen mit dem Tragerprotein. Die an BSA gekoppelten
Peptide GLUT1 b (linke Spalte) und GLUT1 a (rechte Spalte) wurden in einer Verdiinnungsreihe
wie oben angezeigt auf die Nitrocellulose-Membran gespottet und jeweils einmal mit dem Antiserum
GLUT1 b (obere Reihe, 1:10000) und GLUT1 a (mittlere Reihe, 1:10000) immungefarbt. Eine Nega-
tivkontrolle ohne Primérantikdrper (K(-), untere Reihe)) wurde mitgefihrt. Der sekundére anti-Ratte
IgG (Peroxidase-Konjugat) wurde in einer Verdiinnung von 1:15000 eingesetzt.
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Abbildung 24: Test der GLUT1 a- und GLUT1 b-Antikérper auf Bienenhirn. Dargestellt ist die
Immunfarbung eines Bienenhirn-Homogenats (1 Hirn in 200 ul Homogenisierungspuffer) mit den
Ratten-Antiseren GLUT1 a (mittlere Spur) und GLUT1 b (rechte Spur) im Westernblot. Die Antiseren
wurden in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt. Eine Negativkontrolle ohne primarem Antikérper
(K(-); linke Spur) wurde mitgefiihrt. Der sekundare anti-Ratte IgG (Peroxidase-Konjugat) wurde in
einer Verdinnung von 1:15000 eingesetzt.

3.5.3.2 Die Regulation der GLUT1-Proteinexpression im Bienenhirn Zunachst wur-
den wieder, ebenso wie in vorherigen Versuchen, Bienen hohen und niedrigen Glucosespie-
gels nach einer definierten Hungerperiode herangezogen. Im Weiteren wurden die Hirne der
Tiere auf ihre GLUT1-Proteinexpression getestet, indem Verdlnnungsreihen denaturierter
Hirnhomogenate im Dotblot mit den GLUT1 a- und GLUT1 b-Antikérpern immungefarbt wur-
den. Wie Abbildung 25 klar zeigt, stand der Glucosespiegel durchaus in Zusammenhang mit
dem Expressionsniveau von GLUT1, genauer mit GLUT1 a, wahrend GLUT1 b nicht betrof-
fen war. Interessanterweise standen GLUT1 a und der Hamolymphglucosegehalt aber in
genau umgekehrter Beziehung zueinander, wie es bei der GLUT1 a-mRNA im Korper der
Fall war (siehe Abbildung 22). Bei einem hohen Hamolymphglucosespiegel war auch eine
héhere Prasenz des GLUT1 a-Proteins im Gehirn zu verzeichnen.

So blieb aufzuklaren, ob und inwiefern auch schnelle Anderungen des Hamolymphglu-
cosespiegels Auswirkungen auf die Proteinexpression von GLUT1 im Bienenhirn haben.
Die Kinetik des Glucosespiegels nach Fitterung (siehe Abbildung 11) zeigte bereits, dass
innerhalb von 10 min ein enormer Anstieg der Glucosekonzentration in der Hamolymphe
zu detektieren war. Um resultierende Effekte bezlglich der GLUT1-Expression zu ermitteln,
wurde ein zeitnaher Punkt gewahlt, namlich 30 min nach der Fitterung, zu dem die Protei-
nexpression der Glucosetransporter im Bienenhirn bestimmt wurde.

Ein identisch aufgebautes Experiment, bei dem 30 min nach der Fitterung die GLUT1-
mRNA sowohl im Hirn als auch im Kérper bestimmt wurde, lieferte keine Unterschiede zwi-
schen dem gehungerten und geflitterten Zustand (nicht gezeigt).
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Abbildung 25: GLUT1-Proteinexpression im Bienenhirn in Abhéangigkeit des Hamo-
lymphglucosespiegels. 3 h nach der Fitterung mit 30 ul Saccharoselésung erfolgte die Hamo-
lymphglucose-Bestimmung und es wurden Tiere niedriger (< 1 mg/ml Glucose) und hoher (> 1 mg/ml
Glucose) Hamolymphglucose selektiert (,niedrig“: 0,27 + 0,08 mg/ml, ,hoch®: 1,9 + 0,49 mg/ml; Mit-
telwerte und Standardabweichungen), deren Hirn im Dotblot auf die GLUT1-Isoformen a (A) und b
(B) untersucht wurde. Normierte Mittelwerte mit Standardabweichungen sind dargestellt. Ungepaar-
ter t-Test; **: p < 0,01. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

Bei der Proteinexpression im Gehirn waren zunachst auch keine signifikanten Effekte
sichtbar. Bei genauerem Betrachten fiel jedoch anhand der Standardabweichung deutlich
auf, dass nur die Tiere im hungrigen Zustand (vor Futterung), nicht aber nach Futterung, eine
stark heterogene Gruppe in Bezug auf die Expression von GLUT1 a darstellten (siehe Abbil-
dung 26). Diese heterogene Gruppe reprasentierte offenbar eine Mixtur aus Individuen mit
hohem und niedrigem Glucosespiegel, die sich - wie in Abbildung 25 gezeigt - in ihrer GLUT1
a-Expression deutlich unterschieden, im Mittel aber etwa dasselbe, stark streuende Expres-
sionsniveau ergaben wie die heterogene Gruppe vor Fitterung. Da GLUT1 a nach Fltterung
eine geringe Streuung aufwies, lag der Schluss nahe, dass die Expression des Transporters
bei Fltterung - ebenso wie der Hamolymphglucosespiegel in vorangegangenen Experimen-
ten - einer schnellen Hochregulation unterliegen musste, die aber ausschlieB3lich bei Tieren
mit niedrigem Glucosespiegel vor Fltterung zum Tragen kam. Bei Tieren mit hohem Gluco-
sespiegel schien GLUT1 a bereits vor der Fitterung auf einem hohen Niveau zu sein und
unterlag dadurch vermutlich keiner weiteren Regulation bei Fltterung.

Dies stitzte die Vermutung eines funktionellen Zusammenhangs zu einer internen, glu-
cosevermittelten Belohnung und zur Lernféahigkeit.
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Abbildung 26: Die Regulation der GLUT1-Proteinexpression im Bienenhirn bei Filitterung. Die
Proteinexpression der GLUT1-Isoformen a (A) und b (B) wurde bei 21 h gehungerten Tieren (vor Fit-
terung) oder 30 min nach der Fltterung mit 30 ul Saccharoselésung im Dotblot bestimmt. Die hohe
Standardabweichung von GLUT1 a im gehungerten Zustand weist auf Heterogenitat innerhalb der
Gruppe hin, die durch Fitterung verschwindet. Dargestellt sind normierte Mittelwerte und Standard-
abweichungen. Ungepaarter t-Test. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere
an.

3.5.4 Die Lokalisation des Glucosetransporters GLUT1 a im Bienenhirn

Die bisherigen Experimente deuteten darauf hin, dass speziell der Glucosetransporter
GLUT1 a im Bienenhirn einer Regulation in Verbindung mit der Hamolymphglucose un-
terliegt und mdéglicherweise in Prozesse der appetitiven Belohnung involviert ist. Demnach
stellte die Frage nach der Lokalisation des Transporters im Gehirn einen weiteren inter-
essanten Punkt dar. GLUT1 ist neben GLUT3 der im Saugerhirn haufigste Glucosetrans-
porter und befindet sich hauptséchlich in Hirn-Endothelzellen und Astrozyten. Der gréi3te
Teil ist dabei in den Plasmamembranen lokalisiert, jedoch finden sich auch Transporter im
Zytoplasma [66].

Die immunhistologische Farbung von Schnitten des Bienehirns mit dem oben verwende-
ten Antikdrper gegen GLUT1 a zeigte eine weitlaufige Prasenz des Antigens im Gehirn und
ergab im Allgemeinen eine starke Féarbung in Nervenfasern und Trakten. Abbildung 27A zeigt
die Farbung von Axonen im Zentrum der Antennalloben, dem priméren olfaktorischen Neu-
ropil, sowie Fasern im lateralen Protocerebrum, einem Hirnareal héherer Ordnung. Beide
Hirnregionen reprasentieren wichtige Konvergenzbereiche des Geruchs- und Belohnungs-
pfads beim assoziativen Lernen [207]. Ein dritter Konvergenzbereich, das sekundare ol-
faktorische Areal des Pilzkdrpers, blieb selbst ungefarbt. Axone extrinsischer Neurone der
a-Loben hingegen, welche in den oder aus dem Pilzkérper heraus projizieren und diesen

62



3 Ergebnisse

500 pm

Abbildung 27: Frontalschnitt des Bienenhirns in Hé6he der a-Loben (A) und des Unterschlund-
ganglions (B). Links: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach Immunfarbung mit dem Antise-
rum GLUT1 a und sekundarem Cy™3-makiertem IgG. Rechts: Phasenkontrast-Aufnahmen dersel-
ben Schnitte. Die groben Gehirnregionen sind mit Rechtecken markiert. AL: Antennallobus; PC: Pro-
tocerebrum; al: a-Lobus des Pilzkdrpers; PK: Pilzkérper; mk: medianer Kelch des Pilzkérpers; Ik:
lateraler Kelch des Pilzkérpers; pe: Pedunkel des PK; SOG: Unterschlundganglion (Suboesophageal
Ganglion); OC: Ocellen; OL: Optische Loben; mi: Medulla interna der optischen Loben; me: Medulla
externa der optischen Loben; ph: Photorezeptoren. Axone von extrinsischen Neuronen der a-Loben
(A) und die Faserbiindel einer Kommissur (B) sind mit Pfeilen markiert.

mit anderen Neuropilen verbinden [192], wurden detektiert. Darliber hinaus zeigten sich ge-
farbte Bereiche in den Ocellen (OC) sowie den optischen Loben (OL).

Die optischen Loben (OL) sind in Abbildung 27B noch deutlicher erkennbar. Sie dienen
der Perzeption und Verarbeitung optischer Reize, dhnlich wie die menschliche Retina [216].
Eine besonders starke Farbung zeigten sie in Fasern der Medulla interna (mi) sowie basal in
den Membranbereichen der Photorezeptoren (ph). Weiterhin waren auch in diesem Prapa-
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rat Fasern und Trakte Uber viele Hirnbereiche zu erkennen, insbesondere eine Kommissur,
die Areale der beiden Hemisphéaren, méglicherweise die optischen Loben, miteinander ver-
bindet.

3.6 Die Untersuchung potenzieller Vermittler der glucoseabhangigen Verhal-
tensmodulation in der Honigbiene

Im Folgenden stellte sich die Frage, welche molekularen Signale und Signalwege, tber den
Glucosetransporter hinaus, an der Einstellung des Hamolymphglucosespiegels in der Ho-
nigbiene und der Vermittlung des glucoseabhangigen Verhaltens beteiligt sind. Dabei kamen
verschiedene Kandidaten in Betracht, die bei bereits bekannten, die Glucose- und Nahrstoff-
homeostase regulierenden Systemen wichtige Funktionen Gbernehmen (siehe Abbildung
28).
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Abbildung 28: Schematische Darstellung bekannter Molekiile und Signalwege bei der
Nahrstoff- und Glucosehomeostase. 1.: Karp-Kanéle sind beim Sduger essenziell fir die Glucose-
detektion, sowohl im Pankreas bei der Insulinsekretion als auch in glucosesensitiven Neuronen des
Hypothalamus. 2.: Die PI3K als Teil des Insulin-Signalwegs spielt eine entscheidende Rolle bei der in-
sulinvermittelten Glucoseaufnahme aus dem Blutkreislauf und ist im Hypothalamus an der zentralen
Energiehomeostatse beteiligt. 3: Vitellogenin unterliegt bei Insekten einer n&hrstoffabhangigen Ex-
pression. Die Beziehung zur H&molymphlucose ist unbekannt. 4.: Die AMPK wird bei Energiemangel
aktiviert und fihrt beim Sauger u.a. zur erhéhten Glucoseaufnahme in die Zelle. Diese Kandidaten
(1.-4.) kommen neben dem Glucosetransporter (GLUT) als Modulatoren des Hamolymphglucose-
spiegels in der Honigbiene in Betracht.

intrazellular

So wurden in den folgenden Experimenten die Effekte der Aktivierung und Inhibition
von Karp-Kanélen, die bei der Glucosedetektion im Sauger eine Rolle spielen, sowie des
Insulin-Signalwegs durch Manipulation der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) auf die Hamo-
lymphglucose und die Zuckerwasserempfindlichkeit der Biene untersucht. Weiterhin wurde
eine vergleichende Betrachtung der Expression des Dotterprotein-Vorlaufers Vitellogenin
(Vg) mit der Himolymphglucose und der Zuckerwasserempfindlichkeit vorgenommen. Auch
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die Wirkung des AMPK-Aktivators AICAR in diesem Zusammenhang und die Aktivitat der
Kinase im Bienenhirn in Abhangigkeit des Fitterungsstatus wurden naher Gberpruft.

3.6.1 ATP-sensitive Kaliumkanale haben keinen Einfluss auf die Hamolymphglucose
und die Zuckerwasserempfindlichkeit

Katp-Kanéle spielen eine wichtige Rolle als Glucose-Sensorsystem in den Zellen vieler Ge-
webe wie Muskeln, Niere, Gehirn und insbesondere dem Pankreas. Sie 6ffnen und schlie-
Ben sich in Abhangigkeit der ATP-Verfugbarkeit und vermitteln so tber das Membranpoten-
zial verschiedene zelluldre und systemische Funktionen, die mit dem Glucosehaushalt in
Verbindung stehen (vgl. Abbildung 28). In der Honigbiene selbst ist bisher nichts tber funk-
tionelle Katp-Kanéle bekannt, jedoch verfugt die Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) in
endokrinen Zellen der Corpora Cardiaca Uber ein konserviertes Glucose-Sensorsystem mit
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Abbildung 29: Pharmakologische Manipulation von K,rr-Kanéalen. Diazoxid 6ffnet Karp-Kanéle,
was die Ausbildung eines Ruhepotentials an der Zellmembran erméglicht. Glyburid ist ein Kanalblo-
cker, der durch SchlieBung der Kanéle eine Depolarisation der Membran nach sich zieht, was z.B.
im Pankreas die Insulinsekretion auslost.

In den folgenden Experimenten sollten die Auswirkungen einer pharmakologischen Ma-
nipulation von potenziellen Katp-Kanalen in der Honigbiene im Zusammenhang mit der Ha-
molymphglucose und der Zuckerwasserempfindlichkeit aufgeklart werden. Hierzu wurden
der Katp-Kanal-Offner Diazoxid sowie der Kap-Kanal-Blocker Glyburid eingesetzt (siehe
Abbildung 29).

Eine Glyburid-Injektion bewirkt beim S&uger einen schnelleren Abfall der Blutglucose.
Remedi und Nichols erzielten durch die Injektion von 30 ug Glyburid einen erniedrigten
Glucosespiegel bei Mausen innerhalb von 15 min [186]. Auch bei Drosophila-Larven wurde
der Inhibitor bereits eingesetzt und wirkte sich auf die Hamolymphglucose aus [125]. Die
Injektion von 40 uM Glyburid (Endkonzentration; entspricht etwa Remedi und Nichols) in
die Honigbiene unmittelbar vor der Fitterung (20 ul Saccharoselésung) zeigte jedoch kei-
nen Effekt auf den Hamolymphglucosespiegel, weder 10 min noch 30 min nach Fitterung
(nicht gezeigt). Auch die Zuckerwasserempfindlichkeit blieb 10 min, 30 min sowie 3 h nach
Injektion unbeeinflusst (nicht gezeigt).
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Die Injektion von 100 uM Diazoxid (Endkonzentration) verursachte ebenso keine Effek-
te bei der Hamolymphglucose und der Zuckerwasserempfindlichkeit 30 min und 3 h nach
Injektion (Futterung: 20 ul Saccharoseldsung 1 h vor Injektion; nicht gezeigt). Die Effekti-
vitat von Diazoxid in dieser Konzentration konnte in Sdugern in vivo durch die Erhéhung
der Blutglucose und die Herabsetzung der Insulinsekretion demonstriert werden [183,237].
Damit ist davon auszugehen, dass Katp-Kanéle als Sensor- und Regulationssystem der
Hamolymphglucose in der Honigbiene nicht dieselbe Rolle spielen wie beim Sauger.

3.6.2 Der Insulin-Signalweg

Der Insulin-Signalweg nimmt beim Sauger eine Hauptfunktion im Energiehaushalt ein und
scheint auch bei vielen Insekten eine konservierte Funktion zu haben. Insulin dockt an
den Insulinrezeptor an, der intrazellular durch Phosphorylierungen den Insulin-Signalweg
in Gang setzt. Eine wichtige Komponente ist die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K). Sie ver-
mittelt unter anderem blutzuckersenkende Wirkungen von Insulin, wie die Translokation,
aber auch Neusynthese von Glucosetransportern beim Sauger [42, 131, 184]. Insulin und
der Insulin-Signalweg haben aber auch zentrale Wirkungen, z.B. im Hypothalamus (vgl.
Abbildung 28). Auch bei Drosophila konnte eine nahrstoffabhangige Aktivitat des Insulin-
Signalwegs gezeigt werden, der am Glucosehaushalt beteiligt ist [112,191]. Die Honigbiene
besitzt zwei charakterisierte insulindhnliche Peptide (Insulin-like Peptides, ILPs) und Kom-
ponenten des Insulin-Signalwegs, wie den Insulinrezeptor und das Insulinrezeptor-Substrat,
die mit dem sozialen Sammelverhalten und den Nahrstoffspeichern in Verbindung stehen
[10,227]. Aus diesem Grund war die Untersuchung des Insulin-Signalwegs bei der Regu-
lation der Hamolymphglucose und dem damit in Verbindung stehenden Verhalten in dieser
Arbeit von Interesse.

Zur Manipulation des Insulin-Signalwegs dienten Wortmannin und LY294002, zwei In-

Al
i |
[N
: 1
2. 1V
Insulin
i
1
1
v
PI3K ——— Wortmannin
b— LY292004

< Glucoseaufnahme;
Hypothalamus

Abbildung 30: Pharmakologische Inhibition der PI3K. Wortmannin und LY294002 sind Inhibitoren
der PI3K, welche eine Komponente des Insulin-Signalwegs darstellt.
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hibitoren der Phosphoinositid-3-Kinase (siehe Abbildung 30). Wortmannin blockiert die ka-
talytische Untereinheit der PI3K irreversibel und ist ein gangiger PI3K-Inhibitor, der sowohl
bei Vertebraten als auch bei Invertebraten, wie Drosophila oder Bombyx mori, eingesetzt
wird [145, 154,188, 222]. Auch LY294002 ist ein bereits in Invertebraten bestétigter, spezi-
fischer Blocker, der die katalytische Untereinheit im Gegensatz zu Wortmannin reversibel
bindet [188]. Die katalytische Untereinheit der PI3K existiert im Bienengenom als vorherge-
sagte Proteinsequenz (NCBI Accession: XP_623897).

3.6.2.1 Die Manipulation der Phosphoinositid-3-Kinase und der Einfluss auf die Zu-
ckerwasserempfindlichkeit Die Versuchstiere wurden jeweils 2 h vor der Injektion der
PI3K-Inhibitoren Wortmannin oder LY294002 mit 20 ul Saccharosel6sung gefittert und vor
der Injektion sowie zu zwei weiteren Zeitpunkten, 30 min und 2 h nach Injektion, auf ihre
Zuckerwasserempfindlichkeit getestet. Dabei wurde die Veranderung des ,Sucrose Respon-
se Score” vor und nach der Injektion beobachtet (A Sucrose Response Score = Sucrose
Response Score nach Injektion - Sucrose Response Score vor Injektion).

Wortmannin wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, 100 nM und 1 M
(Endkonzentration). Wahrend bei 1 uM Wortmannin zu keinem Zeitpunkt ein Effekt auftrat
(nicht gezeigt), so zeigte der ,Sucrose Response Score® bei 100 nM Wortmannin 30 min
nach Injektion einen signifikant geringeren Anstieg als bei Kontrolltieren (siehe Abbildung
31). Wortmannin Ubte demnach einen inhibitorischen Effekt auf die Zuckerwasserempfind-
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Abbildung 31: Der PI3K-Inhibitor Wortmannin reduziert die Zuckerwasserempfindlichkeit. Die
Tiere wurden 2 h vor dem Experiment mit 20 ul Saccharoselésung gefittert und unmittelbar vor
der Injektion mit 100 nM (Endkonzentration) Wortmannin oder 50% DMSO (Kontrolle) in 2 Gruppen
gleicher Zuckerwasserempfindlichkeit aufgeteilt. 30 min nach Injektion wurde ein zweiter Test auf
die Zuckerwasserempfindlichkeit durchgeflihrt. Dargestellt ist der Anstieg des ,Sucrose Response
Score” 30 min nach der Injektion im Vergleich zum ,Sucrose Response Score” vor der Injektion (A
Sucrose Response Score). Mann-Whitney Rangtest; *: p < 0,05. Die Zahlen in den Balken geben
die Anzahl der Versuchstiere an.
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lichkeit aus.

LY294002 wurde ebenfalls in zwei Konzentrationen, 15 und 150 pM, injiziert. Auch hier
zeigte sich mit einer Konzentration von 15 uM eine Tendenz in Richtung einer Reduktion
der Zuckerwasserempfindlichkeit, die jedoch nicht signifikant war (n = 46/47; p = 0,09; nicht
gezeigt).

Die herabgesetzte Reaktionsbereitschaft infolge der Inhibition des Insulin-Signalwegs
steht im Einklang mit der bei der Biene beschriebenen Erhéhung der ILP-Expression bei
niedriger Nahrstoffverfugbarkeit [10]. Blieb zu kléren, ob die durch Wortmannin verursachte
Verhaltensmodulation auf eine Erh6hung der Hamolymphglucose zuriickzufihren war.

3.6.2.2 Die Inhibition der Phosphoinositid-3-Kinase hat keinen Einfluss auf die Ha-
molymphglucose Wieder wurden beide PI3K-Inhibitoren, Wortmannin und LY294002, in
den Konzentrationen eingesetzt, bei denen sie (zumindest Wortmannin) einen Effekt in der
Zuckerwasserempfindlichkeit aufgezeigt hatten (100 nM bzw. 15 xM). Auch die Messung der
Hamolymphglucose erfolgte zu denselben Zeitpunkten vor und nach der Injektion wie bereits
die Bestimmung der Zuckerwasserempfindlichkeit mit derselben Futterung (20 wul Saccha-
roselésung 2 h vor Injektion). Es war jedoch in beiden Fallen zu keinem der Zeitpunkte ein
Effekt der Inhibitoren auf den Hamolymphglucosespiegel festzustellen (Wortmanin siehe
Abbildung 32; LY294002 nicht gezeigt).

Der Insulin-Signalweg scheint demnach keinen Einfluss auf die Einstellung des Glucose-
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Abbildung 32: Der PI3K-Inhibitor Wortmannin hat keinen Effekt auf die Hamolymphglucose.
Die Tiere wurden 2 h vor der Injektion von Wortmannin (100 nM Endkonzentration) oder 50% DMSO
(Kontrolle) mit 20 ul Saccharoselésung gefittert. Die Bestimmung der Hamolymphglucose erfolgte
20 min vor sowie 30 min und 2 h nach der Injektion. Mittelwerte und Standardabweichungen sind
dargestellt. Ungepaarter t-Test. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.
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spiegels zu haben. Die Effekte auf die Zuckerwasserempfindlichkeit kdnnen so entweder auf
eine der Himolymphglucose nachgeschaltete Funktion des Insulin-Signalwegs oder auf die
Vermittlung glucoseunabhangiger Wirkungen zuriickzufihren sein. Beispielsweise sind ILPs
auch an der Signalverarbeitung anderer Nahrstoffe beteiligt [38]. Dartiber hinaus vermittelt
die PI3K nicht nur durch Insulin, sondern auch durch diverse Wachstumsfaktoren induzierte
Prozesse [197,242].

3.6.3 Die Vitellogenin-Expression korreliert nicht mit der Hamolymphglucose und
der Zuckerwasserempfindlichkeit: Unterschiede zwischen Sommerbienen und
Bienen im Winterflughaus

Die Expression des Speicherproteins Vitellogenin (Vg) im Fettkérper der Honigbiene erfor-
dert eine ausreichende Nahrstoffverfligbarkeit und ist eng an den Proteinkonsum gekoppelt
[31]. Wahrend des Stadiums als Stockarbeiterin weist die Biene hohe Vg-Titer auf, die das
Sammelverhalten (das sich auch in der Zuckerwasserempfindlichkeit widerspiegelt) unter-
driicken. Mit dem Abbau der Nahrstoffspeicher, der mit Erreichen des Sammlerinnen-Status
einhergeht, wird die Vg-Expression reduziert und das Sammelverhalten induziert [7, 70].
Parallelen zum Hamolymphglucosespiegel sind jedoch nicht bekannt (vgl. Abbildung 33).
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Abbildung 33: Schematische Darstellung eines hypothetischen Zusammenhangs zwischen
Vitellogenin und Glucose. Vitellogenin wird in Abhangigkeit von verfligbaren Aminoséuren expri-
miert. Gibt es auch einen Zusammenhang zur Glucoseverfligbarkeit?

Einen guten Ansatzpunkt, um eine potenzielle Verbindung zwischen dem glykédmischen
Status und der Vg-Expression zu untersuchen, lieferte eine genauere Betrachtung der im
Winter im Flughaus untergebrachten Tiere. Sie werden im Winter, wenn natirlicherweise
keine Flieger verfligbar sind, Ublicherweise fir alle Experimente eingesetzt. Dennoch ist
keine genauere Charakterisierung ihrer physiologischen Eigenschaften bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit hat sich herausgestellt, dass sich vor allem Stockbienen im
Winterflughaus anhand ihres Hamolymphglucosegehalts von tatsachlichen Sommertieren
(Stock im Freien) unterschieden. Wahrend frisch gefangene Stockbienen im Sommer einen
sehr hohen Glucosespiegel im Vergleich zu Fliegern aufwiesen, befand sich die Hamo-
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lymphglucosekonzentration von Stockbienen im Winterflughaus auf demselben niedrigen
Niveau wie dem der Flieger. Der Glucosespiegel der Stockbienen im Winterflughaus war
damit hoch signifikant niedriger als der der Stockbienen im Sommer (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: Bienen im Winterflughaus sind beziiglich ihres Glucosespiegels mit Sommer-
tieren nicht identisch. Die Hamolymphglucose frisch gefangener Flieger und Stockbienen wurde
im Sommer (Stock im Freien) und im Winter (Stock im Flughaus) bestimmt. Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen sind dargestellt. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere
an. Ungepaarter t-Test; ***: p < 0,001.

Die in dieser Arbeit beschriebene Abhangigkeit zwischen Hamolymphglucose und Zucker-
wasserempfindlichkeit (,Sucrose Response Score®) blieb dabei immer bestehen und unter-
schied sich dort signifikant zwischen Fliegern und Stockbienen, wo auch signifikante Unter-
schiede im Glucosespiegel aufgetreten waren (nur teilweise gezeigt; siehe Abbildung 35C,
D).

So stellte sich die Frage, ob sich auch das Verhaltnis der Vg-Expression bei Stockbie-
nen und Fliegern im Winterflughaus im Vergleich zu Sommertieren verédndert und mit der
Hamolymphglucose und der Zuckerwasserempfindlichkeit korreliert. Um die vermuteten Pa-
rallelen aufzudecken, wurde in denselben Tieren eine Bestimmung der Vitellogeninmenge
im Abdomen, in dem sich die Zellen des Vg-exprimierenden Fettkérpers befinden [173], vor-
genommen. Hierzu wurde ein innerhalb der Arbeitsgruppe selbst hergestellter monoklonaler
Antikérper im ELISA verwendet. Der Antikérper wurde durch die Immunisierung von M&usen
mit einem Homogenat aus Bieneneiern, welche sehr grof3e Mengen an Vitellogenin enthal-
ten, gewonnen. Die Spezifitdt des Antikérpers wurde ebenfalls bereits in einem Westernblot
auf Bieneneier bestétigt (nicht gezeigt), der eine einzige Bande bei etwa 200 kDa aufwies
(Vg NCBI Accession: AJ517411; 201 kDa).

In Abbildung 35A ist klar zu erkennen, dass entgegen der Erwartung Stockbienen im
Winterflughaus, trotz ihres niedrigen Glucosespiegels und der hohen Zuckerwasserempfind-
lichkeit, so hohe Vitellogeninmengen besaf3en, dass sie nicht von naturlichen Winterbienen
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in einem Stock im Freien zu unterscheiden waren. Die Vg-Expression der Stockbienen im
Flughaus war damit selbst signifikant gréBer als bei Sommer-Stockbienen (0,27 + 0,18;
Mittelwert und Standardabweichung normiert auf Winter-Stockbienen im Freien; nicht ge-
zeigt). Die Vg-Mengen der Flieger hingegen waren niedrig und unterschieden sich nicht von
Sommer-Fliegern im Freien (nicht gezeigt).

Um dieses Uberraschende Ergebnis zu bestatigen, wurden zusatzlich reprasentative his-
tologische Abdomen-Préparate von Winterbienen im Flughaus und im Freien gefertigt. Die
Schnitte zeigten wie erwartet eine Farbung der Fettkdrper-Zellen, die eine Schicht entlang
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Abbildung 35: Die Vitellogenin-Proteinexpression zeigt keine Parallelen zur Héamo-
lymphglucose und Zuckerwasserempfindlichkeit. A: Immunologische Bestimmung der im Ab-
domen enthalteten Vg-Menge im ELISA. Es wurden Homogenat-Verdinnungsreihen des Abdomens
mit primarem Vg-Antikérper und sekundarem Antikdrper (Alkalische Phosphatase-Konjugat) gefarbt.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der normierten Steigungen der Absorptions-
werte. B: Immunologischer Nachweis von Vg in histologischen Fettkdrper-Praparaten. Gezeigt sind
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen Cy™3-gefarbter Querschnitte der Abdomenmitte im ventra-
len oder dorsalen Kérperwandbereich. C: Die Hamolymphglucose wurde ohne Fitterung nach dem
Fangen bestimmt. Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. D: Direkt nach dem Fan-
gen wurde die Zuckerwasserempfindlichkeit getestet. Diese ist als Mittelwert des Sucrose Response
Score mit Standardabweichung aufgetragen. Alle Resultate stammen von Winterbienen, die aus ei-
nem Stock im Freien oder aus dem Flughaus abgesammelt wurden. Die Versuche in A,C, und D
beinhalten dieselben Tiere. Ungepaarter t-Test; ***: p < 0,001. Die Zahlen in/Gber den Balken geben
die Anzahl der Versuchstiere an.
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der Kérperwand bilden. Diese waren sowohl bei natirlichen Stockbienen als auch bei Stock-
bienen aus dem Flughaus sichtbar starker immungefarbt als bei Fliegern und unterstiitzten
so die im ELISA erlangten Resultate der Vitellogenin-Quantifizierung (siehe Abbildung 35B).
Damit konnte gezeigt werden, dass kein direkter Zusammenhang zwischen der Hdmo-
lymphglucose und der Vitellogenin-Expression besteht, was gleichzeitig die vermuteten Pa-
rallelen zwischen Zuckerwasserempfindlichkeit und Vitellogenin-Verfligbarkeit widergelgt.

3.6.4 Die AMP-abhangige Proteinkinase (AMPK) als Vermittler des glucoseabhéngi-
gen Verhaltens

Die AMP-abhangige Proteinkinase (AMPK) als zentraler zelluldrer Energiesensor in eu-
karyotischen Zellen reagiert auf Schwankungen des ATP/AMP-Verhéltnisses. Sobald das
Energieniveau sinkt, AMP also ansteigt, wird die Kinase aktiviert und dammt anabolische,
ATP verbrauchende Stoffwechselwege ein, wahrend sie durch die Akivierung katabolischer
Stoffwechselwege die ATP-Verfligbarkeit férdert (vgl. Abbildungen 28 und 36) [94]. Umge-
kehrt ist sie bei Energieliberschuss inaktiv. Die AMPK ist dabei sowohl an der zellularen als
auch an der systemischen Energiehomeostase beteiligt und ihre Verbindung zu zentralen
Verhaltensmodulationen, insbesondere dem Fressverhalten, wurde bereits belegt [12, 158].
Auch bei Drosophila nimmt die AMPK eine ausschlaggebende Rolle bei der Energiehomeo-
stase ein [117]. Fir die Honigbiene sind zwei Untereinheiten der AMPK als vorhergesagte
Proteinsequenzen zu finden (NCBI Accessions: a-Untereinheit XP_623371; g-Untereinheit

XP_393160).
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Abbildung 36: Pharmakologische Aktivierung der AMPK. AICAR bildet in der Zelle ein AMP-
Analogon und wirkt so als AMPK-Aktivator. Es werden Prozesse aktiviert, die zur Energiegewinnung
dienen, wie z.B. eine erhdhte Glucoseaufnahme und Glykolyse.

Die nachfolgenden Experimente beschaftigten sich mit der Wirkung des Adenosin-Ana-
logons AICAR, einem AMPK-Aktivator (siehe Abbildung 36), auf den Hamolymphglucose-
spiegel, die Zuckerwasserempfindlichkeit sowie das appetitive Lernen und Gedéachtnis in
der Honigbiene. Weiterhin wurde die AMPK-Aktivitat im Bienenhirn zu verschiedenen Zeiten
nach Fltterung betrachtet.
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3.6.4.1 Der AMPK-Aktivator AICAR erhéht den Hamolymphglucosespiegel In ver-
schiedenen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass die Aktivierung der AMP-abhéngigen Pro-
teinkinase zu einer erh6hten Glucoseaufnahme in Skelettmuskeln und zu einer Erniedrigung
der Blutglucose fiihrt [14,41]. Es liegen aber auch Studien vor, die von einer Reduktion
der Glucoseaufnahme infolge einer AMPK-Aktivierung durch AICAR in Adipozyten berich-
ten [83,194].

Der Effekt einer AICAR-Injektion gangiger Konzentration (2 mM) auf den Glucosespiegel
der Biene ist in Abbildung 37 dargestellt. Zu sehen ist, dass AICAR-behandelte Tiere 30 min
nach Injektion einen héheren Glucosespiegel aufwiesen als PBS-injizierte Tiere, obwohl sich
beide Gruppen vor Injektion (1,5 h nach Fitterung) auf dem gleichen gykdmischen Niveau
befunden hatten. Offenbar flihrte AICAR zu einer verlangsamten Abnahme des Glucosege-
halts nach Fltterung, was erste Hinweise auf die Beteiligung des AMPK-Signalwegs an der
Einstellung des Hamolymphglucosespiegels der Biene gab.

Méglicherweise fihrte AICAR auch hier, dhnlich wie in Ratten-Adipozyten [83, 194], zu
einer Verlangsamung der Glucoseaufnahme, sodass diese langer in der Hamolymphe ver-
blieb. Eine Inaktivierung ATP-verbrauchender Stoffwechselwege, die durch AMPK vermittelt
werden, wie die Glykogensynthese, kénnen ebenfalls eine Rolle gespielt haben [74].

Im Bezug auf die Expression der GLUT1-mRNA wurden 30 min nach AICAR-Injektion
im Hirn und im Korper keine Effekte sichtbar (nicht gezeigt). Es wurden jedoch im Rah-
men dieser Arbeit keine Untersuchungen auf Proteinebene durchgefiihrt, sodass dennoch
nicht ausgeschlossen ist, dass eine Veranderung der GLUT1-Expression in die AICAR-
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Abbildung 37: AICAR fiihrt zu einem erhéhten Hamolymphglucosespiegel. Die Tiere wurden
1,5 h vor der AICAR- bzw. Kontroll-Injektion (2 mM Endkonzentration/PBS) mit 20 ul Saccharosel®-
sung geflttert. Die Bestimmung des Glucosespiegels erfolgte 20 min vor und 30 min nach Injektion.
Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Ungepaarter t-Test; **: p < 0,01. Die Zahlen
in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.
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vermittelte Erhéhung des Glucosespiegels involviert ist. In Ratten-Adipozyten ist die vermin-
derte Glucoseaufnahme durch AICAR-Behandlung an eine Reduktion von Glucosetranspor-
tern (GLUT4) in der Plasmamembran gekoppelt [83, 194], wahrend umgekehrt AICAR- bzw.
AMPK-vermittelte Steigerungen der GLUT-mRNA-Expression sowie Protein-Oberflachen-
expression in Muskelgewebe bekannt sind [108, 136, 246].

3.6.4.2 Der AMPK-Aktivator AICAR erniedrigt die Zuckerwasserempfindlichkeit und
verschlechtert das Lernen und Gedéachtnis Sollte die Hypothese zutreffen, dass AICAR
durch die Einstellung des Hamolymphglucosespiegels die Vermittlung des glucoseabhangi-
gen Verhaltens beeinflusst, waren demnach bei einer identischen AICAR-Behandlung auch
Effekte bei der Zuckerwasserempfindlichkeit und bei der Konditionierung zu erwarten. So
wurde zu dem Zeitpunkt 30 min nach Injektion, zu dem sich der Glucosespiegel auf einem
erhdhten Niveau befand, zum einen die Zuckerwasserempfindlichkeit bestimmt, zum ande-
ren ein Konditionierungsexperiment mit 3 Trials durchgeflhrt.
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Abbildung 38: AICAR erniedrigt die Zuckerwasserempfindlichkeit des PER. Die Tiere wurden
1,5 h vor dem Experiment mit 20 ul Saccharoselésung gefittert und unmittelbar vor der Injektion
mit 2 mM (Endkonzentration) AICAR oder PBS (Kontrolle) in 2 Gruppen gleicher Zuckerwasseremp-
findlichkeit aufgeteilt. 30 min nach Injektion wurde ein zweiter Test der Zuckerwasserempfindlichkeit
durchgeflihrt. Dargestellt ist der Prozentsatz der mit dem Risselreflex (PER) auf die Saccharose
reagierenden Tiere im zweiten Test. Fisher Exact Test; *: p < 0,05. Die Zahlen in den Balken geben
die Anzahl der Versuchstiere an.

In beiden Fallen konnte bestatigt werden, dass AICAR das Verhalten in der zu erwar-
tenden Richtung beeinflusst. Die Zuckerwasserempfindlichkeit war bei den héchsten Kon-
zentrationen (300 mM und 1 M) signifikant reduziert (siehe Abbildung 38) und entsprechend
konnte auch ein verringerter Prozentsatz an Tieren verzeichnet werden, die die Reaktion
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3 Ergebnisse

auf den CS im Zuge der Akquisition (2. und 3. Trial) wie auch beim Gedéachtnisabruf nach 2
Stunden erlernt hatten (siehe Abbildung 39). Der Abruf nach 1 Tag wies keine Effekte mehr
auf.
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Abbildung 39: AICAR verschlechtert das appetitiven Lernen und Gedéachtnis. Die Tiere wurden
1,5 h vor der AICAR- bzw. Kontroll-Injektion (2 mM Endkonzentration/PBS) mit 20 ul Saccharosel6-
sung geflttert. 30 min nach der Injektion erfolgte das Training mit 3 Trails. Dargestellt ist der Prozent-
satz der mit dem Russelreflex (PER) auf den CS reagierenden Tiere. Fisher Exact Test; *: p < 0,05;
**:p < 0,01. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

Leider konnten durch Injektion des ATP-kompetitiven AMPK-Inhibitors Compound C in
einer Konzentration von 35 uM keine gegenteiligen Effekte erzielt werden. In dieser Kon-
zentration konnte innerhalb dieser Arbeitsgruppe eine Aktivitatserhéhung der AMPK durch
ADP-Freisetzung unterdriickt werden [137]. Es war aber lediglich eine Tendenz zu einer er-
héhten Zuckerwasserempfindlichkeit 30 min nach Injektion zu erkennen (nicht gezeigt). Eine
weitere Untersuchung von Konzentrations- und Zeitreihen der Compound C-Injektion sowie
der Auswirkungen auf die Hamolymphglucose und das Lernverhalten waren im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr méglich und sollte in weiterflihrenden Experimenten bertcksichtigt
werden.

3.6.4.3 Die AMPK-AKktivitat im Bienenhirn verandert sich in Abhdngigkeit des Fiitte-
rungszustands Die Behandlung mit dem AMPK-Aktivator AICAR erlaubte gleichzeitig die
Manipulation des Glucosespiegels und des Verhaltens der Honigbiene und legte eine wichti-
ge Funktion der AMPK bei der Einstellung des Hamolymphglucosespiegels und somit an der
Basis des glucoseabhangigen Verhaltens nahe. Im Weiteren sollte geklart werden, ob die
AMPK-Aktivitat im Bienenhirn auch im Zusammenhang mit der Fltterung auf nattrlichem
Wege moduliert wird.
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Die AMPK-AKktivitdt wurde immunologisch mithilfe zweier kommerzieller Antikérper be-
stimmt. Dabei richtete sich ein Antikérper gegen AMPKa, die katalytische alpha-Untereinheit
der AMPK, ein anderer gegen die alpha-Untereinheit mit einer Phosphorylierung an Threo-
nin 172 (phospho-AMPKa). Eine Phosphorylierung an dieser Stelle geht mit einer 50- bis
100-fachen Aktivitatssteigerung einher [92] und diente so im Verhaltnis zur gesamten alpha-
Untereinheit als Indikator fir die AMPK-AKktivitat.

Zunéachst wurde die Prasenz von AMPK und phospho-AMPK im Bienenhirn sowie die
Spezifitat der Antikérper im Westernblot Uberprift (siehe Abbildung 40). Beide Antikérper
detektierten jeweils eine spezifische Bande zwischen 50 und 64 kDa, wobei die Bande mit
dem phosphorylierten Protein erwartungsgeman etwas héher lag. Die humane AMPKa hat
eine GroBe von 62 kDa, die vorausgesagte alpha-Untereinheit der Biene 56 kDa mit einer
Identitat von 65% (NCBI Accession XP_623371).

. _ e

Abbildung 40: AMPKa- und phospho-AMPKa im Bienenhirn. Dargestellt ist die Immunfarbung
eines Bienenhirn-Homogenats (2 Hirne in 200 ul Homogenisierungspuffer) mit den kommerziellen
Antikérpern AMPKa (mittlere Spur) und phospho-AMPKa (Thr172; rechte Spur) im Westernblot.
Die Antikérper wurden in einer Verdiinnung von jeweils 1:1000 eingesetzt. Eine Negativkontrolle
ohne Primarantikérper (K(-); linke Spur) wurde mitgefiihrt. Die Verdiinnung des sekundéren anti-
Kaninchen IgG (Peroxidas-Konjugat) betrug 1:10000.

Um eine potenzielle fitterungsbedingte Aktivitatsdnderung der AMPK im Bienenhirn auf-
zuklaren, wurde die AMPK-Aktivitat mithilfe der oben beschriebenen Antikérper zu verschie-
denen Zeiten nach der Fitterung (5 min, 3 h und 18 h) bestimmt. Die in Abbildung 41 dar-
gestellten Resultate machen deutlich, dass die AMPK-Aktivitat tatsachlich in Abh&angigkeit
des Futterungszustandes moduliert wurde. Dabei zeigte sich eine signifikant niedrigere Ak-
tivitat direkt nach der Fitterung (5 min) im Vergleich zu 3 h nach Fltterung, wahrend sich
die AMPK im gehungerten Zustand (18 h) auf einem mittleren Aktivitdtsniveau befand.
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Hirn

pAMPK/AMPK

5 min 3h 18 h
Zeit nach Futterung

Abbildung 41: Die AMPK-AKktivitat im Bienenhirn zu verschiedenen Zeiten nach Fitterung. Die
Tiere wurden 18 h gehungert und ihre Gehirne wurden 5 min bzw. 3 h nach Fitterung mit 30 ul
Saccharoseldsung oder im hungrigen Zustand (18 h) prapariert. Im ELISA wurden jeweils phospho-
AMPKa (pAMPK) sowie gesamt-AMPKa (AMPK) im gleichen Homogenat bestimmt und ins Verhalt-
nis gesetzt. Mittelwerte und Standardabweichungen der Verhéltnisse sind dargestellt. Ungepaarter
t-Test; **: p < 0,01. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

Somit liegt die Vermutung nahe, dass auch bei der Biene zumindest kurzfristige zentrale
Regulationsprozesse des Energiehaushalts durch AMPK gesteuert werden und sie mégli-
cherweise als Vermittler nahrungsbezogener Verhaltensmodulationen fungiert.

3.7 Verschiedene physiologische Merkmale unterliegen bei der Honigbiene
saisonalen Unterschieden

Die Lebensbedingungen der Bienen unterscheiden sich im Sommer und im Winter drastisch.
Im Sommer fliegen die Bienen aus, sammeln Nahrung und legen Vorrate an, was einen
hohen Umsatz an Tieren erfordert. So wird standig neue Brut produziert und groBgezogen.
Den Winter hingegen verbringen langlebige Wintertiere ausschlieBlich im Stock, wobei sie
die im Sommer gesammelten Nahrungsvorrate auforauchen. Demnach unterscheiden sich
auch die physiologischen Voraussetzungen von Winter- und Sommertieren. Ein Beispiel
hierfur ist die Vitellogenin-Expression [75], jedoch wurden im Laufe dieser Arbeit weitere
Aspekte deutlich, die ebenso auf saisonale Schwankungen hindeuteten.

3.7.1 Die Dynamik des Hamolymphglucosespiegels im Winter

Zunéchst fiel auf, dass die Injektion von Glucose vor dem Training, die im Sommer eine Ver-
schlechterung des appetitiven Gedéchtnisses hervorrief (siehe Abbildung 16), im Winter zu
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keinem Gedachtnisdefizit fihrte (n = 47 bis 58; nicht gezeigt). So wurde im Folgenden unter-
sucht, ob auch generell der Zusammenhang zwischen Hamolymphglucose und Zuckerwas-
serempfindlichkeit (siehe Abbildung 14) im Winter verloren gegangen war. Dies konnte aber
ausgeschlossen werden, da die Analyse von 101 Wintertieren immer noch eine signifikante
Korrelation ergab (Spearman Korrelation; r = -0,6; p < 0,001; nicht gezeigt).
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Abbildung 42: Kinetik des Hamolymphglucosespiegels nach Fiitterung. Der Glucosespiegel
jeden Tieres wurde vor der Fitterung mit 30 ul Saccharoselésung und zu mindestens einem weiteren
Zeitpunkt gemessen (gepaarter t-Test; *: p < 0,05; ***: p < 0,001). Der Glucosespiegel vor der
Fltterung unterscheidet sich zwischen den verschiedenen Zeitpunkten nicht (ungepaarter t-Test).
Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl
der Versuchstiere an.

Der dynamische Verlauf des Glucosespiegels nach Fiitterung wies jedoch leichte Veran-
derungen im Vergleich zum Verlauf im Sommer auf (siehe Abbildung 42). Wahrend dieser
seinen Hbéhepunkt bereits 10 min nach der Fitterung erlangt hatte (siehe Abbildung 11),
war das Maximum im Winter bei gleicher Behandlung dagegen erst nach 30 min erreicht.
Zusatzlich fiel auf, dass der Hamolymphglucosespiegel sogar 21 h nach der Fitterung noch
leicht erhéht war.

Die Veranderung in der Dynamik des Glucosespiegels war so vermutlich auch der Grund
flr das oben beschriebene Ausbleiben eines Gedachtnis-Effekts bei der Glucose-Injektion
im Winter. Durch eine Verschiebung oder Verlangerung seines kritischen Zeitfensters war
der futterungs- bzw. US-bedingte Anstieg des Hamolymphglucosespiegels so mdglicher-
weise von der Glucose-Injektion entkoppelt (vgl. Abschnitt 3.4.2).
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3.7.2 Die Expression von GLUT1 a bei Stockbienen und Fliegern

Ein weiteres Phanomen, das bei getrennter Betrachtung im Sommer und im Winter deutlich
wurde, war die thorakale Expression von GLUT1 a bei Stockbienen und Fliegern. Wah-
rend Flieger im Winterflughaus héhere Mengen der Glucosetransporter-mRNA aufwiesen
als Sommer-Flieger im Freien, verhielt es sich bei Stockbienen im Winter (Stock im Freien)
und im Sommer genau umgekehrt (siehe Abbildung 43). Ihr Expressionsniveau im Thorax
war im Sommer héher als im Winter.
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Abbildung 43: Saisonale Unterschiede in der thorakalen mRNA-Expression der GLUT1-
Isoform a bei Fliegern und Stockbienen. Alle Sommertiere sowie die Winter-Stockbienen stamm-
ten aus einem Stock im Freien, die Winter-Flieger aus einem Stock im Flughaus. Die Kopienzahl der
GLUT1 mRNA wurde auf Elongationsfaktor (EF71-alpha) mRNA normiert. Mittelwerte und Standard-
abweichungen sind dargestellt. Ungepaarter t-Test; **: p < 0,01; ***: p < 0,001. Die Zahlen in den
Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an.

Unterschiede zwischen Sommer- und Wintertieren manifestieren sich demnach auch auf
Ebene des Glucosetransports. Es ist denkbar, dass die veranderte Kinetik des Glucosespie-
gels nach Futterung ebenfalls mit Verdnderungen der GLUT1-Expression zusammenhangt.
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4 Diskussion

Bei der Kommunikation zwischen Kérper und Gehirn, die beim systemischen Energiehaus-
halt unerlasslich ist, spielt die Blutglucose beim Saugetier als Indikator des metabolischen
Zustands eine zentrale Rolle.

Die Resultate dieser Arbeit legen die Bedeutung der Hamolymphglucose als internes
Signal zur Anpassung des appetitiven Verhaltens, insbesondere des Lernens und der Ge-
dachtnisbildung, an den metabolischen Zustand der Honigbiene dar. Erstmals wurde ge-
zeigt, dass das appetitive Lernen und Gedachtnis in Abhangigkeit des Hamolymphglucose-
spiegels modulierbar ist und sich die appetitive Belohnung in schnellen Anderungen interner
Glucosekonzentrationen widerspiegelt.

Darlber hinaus wurden molekulare Vermittler identifiziert, die mit der Regulation des
Hamolymphglucosespiegels in Zusammenhang stehen und appetitive Verhaltensaspekte
beeinflussen.

4.1 Die Heterogenitat des Himolymphglucosespiegels - eine Verhaltensspe-
zifizierung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde zunachst demonstriert, dass der Glucosegehalt in der
Hamolymphe der Honigbiene sehr groBen Schwankungen unterliegt und - im Gegensatz
zum Saugersystem - stark auf Veranderungen des Fitterungszustands reagiert. So zeigte
sich bei gehungerten Tieren mit ausgesprochen niedrigem Glucosespiegel nach der Fit-
terung mit 30 wul Saccharoselésung innerhalb von 10 min ein enormer Anstieg auf etwa
das Funffache der Glucosekonzentration im gehungerten Zustand. Auch friihere Arbeiten
bestatigten bereits dieses Phanomen einer schnellen und ausgepragten Dynamik des Ha-
molymphglucosespiegels infolge der Nahrungsaufnahme [2, 55, 234]. Wahrend bei diesen
Studien jedoch vielmehr der Konsum im Vordergrund stand, sprich die Betrachtung beim
Fressen maf3gebender Zuckermengen, bewies die vorliegende Arbeit darliber hinaus die
Relevanz eines geringflgigen appetitiven Stimulus fir die Modulation des internen Gluco-
sestatus.

Beim Lernen und Gedachtnis spielt der unkonditionierte Stimulus eine wichtige Rolle als
appetitive Belohnung, welche der Biene an sensorische Eingédnge der Antennen und des
Rissels prasentiert wird, und nur aus minimalen Mengen tatséchlich konsumierter Saccha-
roseldsung besteht. Diese appetitive Belohnung (1x oder 3x jeweils etwa 1,6 ul Saccharose-
I6sung) flhrte aber dennoch zu einem deutlichen Anstieg der internen Glucosekonzentrati-
on innerhalb von 10 min, was in dieser Arbeit zum ersten Mal demonstriert wurde und eine
Signalfunktion der Hamolymphglucose, méglicherweise im Zusammenhang mit appetitiven
Verhaltensmodulationen, vermuten lasst.

Diese potenzielle Signalfunktion wird zudem durch die in dieser Arbeit erstmals erlang-
ten Befunde untermauert, dass sowohl die Zuckerwasserempfindlichkeit als auch vor allem
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die Effizienz des appetitiven Lernens und Gedéachtnisses der Biene durch den Hamolymph-
glucosespiegel bestimmt werden. So wurde einerseits eine stabile negative Korrelation zwi-
schen dem aktuellen Glucosespiegel der Tiere und ihrer Reaktionsbereitschaft auf gustato-
rische Stimuli aufgedeckt. Andererseits wiesen Tiere mit niedrigem im Vergleich zu hohem
Hamolymphglucosegehalt vor dem Training eine weitaus effektivere Akquisition und ein bes-
seres Gedachtnis auf, welches wiederum durch eine Glucose-Injektion vor dem Training
reduziert werden konnte.

Eine interessante Auffélligkeit bot dabei die Erkenntnis, dass verschiedene Individuen -
trotz gleicher Behandlung - eine stark heterogene Gruppe bezlglich ihres Hamolymphglu-
cosespiegels und dessen dynamischen Verdnderungen beim Hungern und der Futterauf-
nahme bilden. Die Untersuchungen im Laufe dieser Arbeit beschrankten sich zwar haufig
auf die beiden Extreme dieses Phanotyps (Tiere mit sehr hoher oder sehr niedriger Gluco-
sekonzentration), es wurde jedoch anhand der Betrachtung der individuellen Abnahme des
Glucosespiegels nach Fitterung deutlich, dass die Bienenpopulation vielmehr ein Kontinu-
um von Individuen mit unterschiedlich schnellen dynamischen Verédnderungen des Hamo-
lymphglucosespiegels darstellt und demnach auch breit gestreute individuelle Verhaltens-
zlige birgt. Der aktuelle, individuelle Hamolymphglucosespiegel war so gleichzeitig auch
mafgebend fir den Anstieg der internen Glucosekonzentration infolge der Fitterung selbst
kleinster Mengen wie bei der appetitiven Belohnung im Zuge der Konditionierung. Wéhrend
niedrige Glucosespiegel einen drastischen Anstieg gewéhrleisteten, blieb er bei Individu-
en mit bereits hohen Glucosekonzentrationen véllig aus, woraus sich die Folgerung ergibt,
dass auch die appetitive Belohnung im Zuge des Lernens innerhalb der Bienenpopulation
in verschiedensten Auspragungen verarbeitet wird.

Erklaren lasst sich der selektive Anstieg der Glucosekonzentration vermutlich durch den
rickkoppelnden Regulationsmechanismus des Zuckertransports Uber den Proventriculus,
der von der Verflgbarkeit des bereits in der Himolymphe vorhandenen metabolisierbaren
Zuckers gesteuert wird. So konnte von Blatt und Roces dargelegt werden, dass eine Injekti-
on von Trehalose, Glucose und Fructose in die Hamolymphe von Bienen die Zuckerentlee-
rung des Kropfes nach Futterung verringert [34]. Weitreichende Konsequenzen heterogener
Hamolymphglucosespiegel sowie insbesondere daraus resultierende dynamische Verande-
rungen, die sich auf die Verhaltensebene Ubertragen lassen, wurden hingegen erst in der
vorliegenden Arbeit offenbart.

Es ist bekannt, dass die metabolische Rate von Bienen hoch variabel ist und die Zucker-
transportrate in den Mitteldarm und die Hamolymphe sowie auch die Konzentration der Ha-
molymphzucker beeinflussen kann [32,33]. Méglicherweise ist sie ausschlaggebend fir das
Ph&nomen der unterschiedlichen Zustdnde und dynamischen Verlaufe des Hamolymphglu-
cosespiegels gleich behandelter Individuen. Deskriptive Befunde beschreiben Anderungen
der metabolischen Rate im Zusammenhang mit der Umgebungstemperatur [32] sowie die
Erhdhung der thoraxspezifischen metabolischen Rate und metabolischen Kapazitat bei der
Entwicklung von der Stockarbeiterin zum Flieger [98]. Dartiber hinaus wurden auch Moti-

81



4 Diskussion

vationszustédnde beim Sammelflug mit der metabolischen Rate in Verbindung gebracht. Die
Belohnungsstarke, die Flussrate der Zuckerlésung an der Futterquelle, wirkt sich dabei for-
dernd auf die metabolische Rate aus [24, 161]. Welche Konsequenzen die Variabilitat der
metabolischen Rate jedoch fir das Zusammenspiel zwischen Metabolismus und Verhal-
ten tragt, wurde bislang noch nicht geklart. Die Resultate der vorliegenden Arbeit liefern
mit dem Hamolymphglucosespiegel erstmals ein potenzielles physiologisches Verbindungs-
glied, dessen konkrete Eigenschaften sich mit der metabolischen Rate &ndern und so Ver-
haltensmodulationen induzieren kénnen.

Die Erh6hung der metabolischen Rate sowie der metabolischen Kapazitat bei der Ent-
wicklung von der Stockarbeiterin zum Flieger wurde hauptsachlich mit der Befahigung der
Sammlerin in Zusammenhang gebracht, weite Strecken zu fliegen und gleichzeitig die Last
ihrer Tracht zu tragen [98]. In Anbetracht der neuen Befunde aus dieser Arbeit, die auch Un-
terschiede zwischen dem glyké&mischen Niveau bei Fliegern und Stockbienen (aus Stocken
im Freien) offenbarten, ist es denkbar, dass eine erhéhte metabolische Rate die Flieger dar-
Uber hinaus befahigt, aufgrund ihres niedrigeren Hamolymphglucosespiegels eine héhere
Zuckerwasserempfindlichkeit und ein effizienteres Lernen und Gedachtnis auszubilden, um
ihrer Aufgabe als Sammler gerecht zu werden. Eine Steigerung der metabolischen Rate, wie
sie im Zuge der appetitiven Belohnung beim Sammelflug beobachtet wurde [24,161], kbnn-
te durch Modulationen des Glucosespiegels und dessen Dynamik wahrend des Lernens
zuséatzlich die Belohnungsstarke und infolgedessen die Effizienz des Lernens und Gedacht-
nisses beeinflussen.

Charakteristische Verlaufe des Hamolymphglucosespiegels haben so méglicherweise
eine physiologische Bedeutung bei der Belohnungsverarbeitung sowie der Modifikation und
Abstimmung des appetitiven Lernverhaltens einzelner Individuen und sind an der Spezifizie-
rung des Verhaltens und der Aufgabenteilung im sozialen Bienenstaat beteiligt.

Uber welche Wege die Hamolymphglucose die Zuckerwasserempfindlichkeit sowie das
Lernen und die Gedachtnisbildung beeinflussen kann, wird in den folgenden Kapiteln disku-
tiert.

4.1.1 Die Modulation des Fressverhaltens: zustandsabhangige Anpassungen der
Sensorik

Es ist ein bekanntes Phdnomen, dass das Fressverhalten von den internen energetischen
Bedirfnissen des Organismus, sprich dem Motivationszustand, moduliert werden kann. Da-
bei ist die Kommunikation zwischen Kérper und Hirn von groBer Bedeutung. Im S&uger-
system sind Neurone des nucleus arcuatus im Hypothalamus in der Lage, auf hormonelle
,Hunger-“ und ,Séttigungssignale* wie Leptin, Insulin, und Ghrelin, aber auch direkt auf An-
derungen der Glucoseverflgbarkeit im Blut zu reagieren [140, 164, 206]. Dieser Gehirnbe-
reich ist fir seine Wirkung auf die Nahrungsaufnahme sowie Motivations- und Belohnungs-
systeme bekannt. Neurone des nucleus arcuatus produzieren Neuropeptide, wie die stark
orexigenen (Appetit anregenden) Peptide NPY (Neuropeptid Y) und AgRP (Agouti-related
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Protein). Die Ablation der NPY/AgRP-Neurone fihrt zu Hypophagie [89, 146], wahrend die
zentrale Injektion der Peptide eine UbermaBige Futteraufnahme hervorruft [124,141]. Auch
die zentrale Glucosedetektion ist durch die Regulation neuropeptiderger Signalwege flr die
Kontrolle des Fressverhaltens von Bedeutung [20].

Ein Aspekt, der dabei in Abhangigkeit des Sattigungszustands die Reizprozessierung
und damit die Futtersuche und -aufnahme beguinstigt, ist die Erhéhung der Sensitivitat ge-
genuber Futterreizen auf der Ebene verschiedener sensorischer Modalitéaten, wie Gustatorik
und Olfaktorik. So konnte bei Nagetieren und Affen gezeigt werden, dass die neuronale Ak-
tivitat sowohl im Zuge der olfaktorischen als auch der gustatorischen Reizprozessierung
vom Sattigungszustand abhangt [175,187] und durch hypothalamische Neuropeptide [95],
Leptin [119,123,209] oder Insulin [175] modulierbar ist.

Bei Insekten sind die Auswirkungen des Erndhrungsstatus auf die Sensorik und die re-
sultierenden Verhaltensweisen sowie deren molekulare Verbindungsstellen ebenfalls Ziel
vieler Untersuchungen. Futterung reduziert die Zuckerwasserempfindlichkeit des Rissel-
reflexes in verschiedenen Insekten wie der Biene und der Schmeif3fliege Phormia regi-
na [71,79]. In der Heuschrecke konnte anhand der Feuerrate der maxillaren gustatori-
schen Sensillen gezeigt werden, dass die Empfindlichkeit gegeniiber Aminosauren von der
Aminosauren-Verfugbarkeit in der Hamolymphe beeinflusst wird und durch Aminosduren-
Injektion herabgesetzt werden kann [214]. Die Injektion von Trehalose in die Hdmolymphe
der Schmeif3fliege senkte deren Reaktion auf Zuckerwasser, was auf eine Rolle der verflg-
baren Nahrstoffe bei der sensorischen Modulation des Fressverhaltens von Insekten hin-
deutet [6].

Die Wirkung der verflgbaren Glucose hingegen, welche beim S&ugetier als Indikator
des metabolischen Zustands im Mittelpunkt der systemischen Energieregulation steht, wur-
de bisher nicht mit Veranderungen der sensorischen Sensitivitat in Verbindung gebracht.
Die in der vorliegenden Arbeit gefundene negative Korrelation zwischen der Hamolymph-
glucose der Biene und ihrer gustatorischen Sensitivitat gegentber Zuckerwasser liefert so
einerseits einen weiteren Befund, der die nahrstoffabhangige Modulation der sensorischen
Prozessierung bei Insekten unterstiitzt. Dartiber hinaus aber deckt sie zuséatzliche Parallelen
zwischen metabolischen Regulationsmechanismen von Saugern und Insekten auf, was die
Bedeutung des Insektensystems fur die Untersuchung und Aufklarung pathologischer Fehl-
funktionen bei Stoffwechselerkrankungen sowie deren Behandlungsstrategien bekraftigt.

So wurden unléngst auch neuronale Mechanismen aufgedeckt, die unter Einfluss von
Neuropeptiden die Sensitivitat olfaktorischer Rezeptorneurone (ORN) in Drosophila modu-
lieren und das Verhalten beeinflussen [110, 188]. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass
das Drosophila-Homolog des Sauger-Neuropeptids NPY, sNPF (short neuropeptide F), ei-
ne prasynaptische Fazilitation in den ORN hervorruft, welche notwendig fir die verstarkte
duftgesteuerte Futtersuche bei hungrigen Tieren ist. Hunger flihrte dabei in den ORN zu
einer Erhdéhung der Expression des sNPF-Rezeptorgens (sNPFRT), was von einem kinst-
lichen Insulin-Signal unterdriickt werden konnte [188]. Eine weitere Studie belegt die Ein-
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bindung NPY- und insulindhnlicher Signale beim Fressverhalten, wobei die zentrale Uberex-
pression des NPY-Rezeptor-Homologs (NPFR1) die Bereitschaft zur Aufnahme schadlichen
Futters in satten Larven steigerte. Dieses Verhalten tritt normalerweise nur bei Larven auf
Futterentzug auf und konnte durch die Hochregulation des Insulinrezeptors unterbunden
werden [239]. Die natirliche Herkunft des Insulin-Signals und so auch die metabolischen
Signale an der Basis dieser neuronalen Mechanismen sind jedoch ungeklart, ebenso wie
die Frage nach einem Zusammenhang zur Glucoseverfligbarkeit.

Die Hamolymphglucose, welche in dieser Arbeit erstmals bei Insekten durch eine sta-
bile negative Korrelation mit der sensorischen, gustatorischen Sensitivitdt in Zusammen-
hang gebracht wurde, reprasentiert demnach eine neue, physiologische Komponente, die
sich nachweislich mit dem Erndhrungszustand &ndert und das Fressverhalten moduliert.
Sie stellt einen Kandidaten als physiologisch-dynamischen Eingang eines saugerahnlichen
Kreislaufs zur Anpassung der sensorischen Sensitivitat und des Fressverhaltens an den Er-
néhrungszustand dar und liefert so einen weiteren Faktor in einem potenziell konservierten
homeostatischen System.

4.1.2 Das appetitive Lernen und Gedéachtnis - eine Frage der Belohnung

Anderungen der sensorischen Empfindlichkeit und damit der Reizprozessierung gehen hau-
fig auch mit Modulationen des Lernens und der Gedéachtnisbildung einher. Die Verbindung
zwischen Zuckerwasserempfindlichkeit und appetitivem Lernen und Gedéachtnis kommt bei
der Biene beim olfaktorischen und taktilen Lernen zum Ausdruck [169, 201]. Zuckerwasser
dient dabei als Belohnung und unterschiedliche Sensitivitaten fliihren durch die modulier-
te Reizverarbeitung beim Lernprozess zu individuellen Belohnungsstarken [200]. Demnach
war zu erwarten, dass die durch den Status des Hamolymphglucosespiegels gesteuerte
Zuckerwasserempfindlichkeit sich auch auf das appetitive Lernen und Gedéachtnis der Bie-
ne auswirkt. Es stellte sich tatséachlich heraus, dass die Hamolymphglucose vor dem Training
mafgebend fir die Effizienz der Akquisition und des Gedachtnisses war. Tiere, die auf den
konditionierten Duft reagierten, wiesen einen geringeren Glucosespiegel vor dem Training
auf als Tiere, die keine Reaktion zeigten. Dariiber hinaus verschlechterte eine kinstliche
Erhdéhung des Glucosespiegels vor dem Training durch eine Glucose-Injektion in die Ha-
molymphe das Gedachtnis. Dies zeigt, dass die modulatorische Signalfunktion der Hamo-
lymphglucose in der Honigbiene nicht nur die sensorische Reizprozessierung und Empfind-
lichkeit betrifft, sondern auch komplexere Verhaltensweisen wie das appetitive Lernen und
Gedé&chtnis steuert.

Es gibt zwar einige bereits identifizierte metabolische Signale, die sich auf senorische
Aspekte beim Fressverhalten auswirken (siehe Abschnitt 4.1.1), und zudem ist bekannt,
dass die sensorische Sensitivitat das Lernverhalten beeinflusst [169,201]. Tats&chlich liegen
aber nur sehr wenige Studien vor, die eine explizite Verbindung zwischen den metabolischen
Signalen, welche die Sensorik modulieren, und dem appetitiven Lernen und Gedachtnis
beschreiben.
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Kommunikationsmechanismen auf neuronaler Ebene, die im Zusammenhang mit dem
Sattigungszustand den Belohnungswert und das appetitive Lernverhalten kontrollieren, wur-
den hingegen bereits in Saugetieren sowie unlangst auch in Drosophila aufgedeckt. Sie
schlieBen wiederum in beiden Fallen neuropeptidvermittelte Signale ein. Bei Ratten bewirkt
die zentrale Injektion des Neuropeptids NPY einen Anstieg der Belohnungsstérke von Futter
und Drogen und steigert die konditionierte Reaktion auf Heroin und Kokain [116, 151]. Wei-
tere Neuropeptid produzierende Neurone des Hypothalamus, die Orexin-Neurone, haben
direkte neuronale Verbindungen zu dopaminergen Neuronen des Belohnungssystems und
ihre Aktivitat geht mit der Ausbildung futter- und drogeninduzierter konditionierter Platzpra-
ferenzen einher [72,96]. Bei der Fruchtfliege sind fir die Vermittlung zwischen dem Satti-
gungszustand und dem appetitiven Gedachtnis neben dem NPY-Homolog (dNPF) ebenfalls
dopaminerge Neurone von Bedeutung, die in die Pilzkdrper projizieren. So konnten Krashes
und Waddell demonstrieren, dass die Stimulierung der dNPF-Neurone einen Futterentzug
nachahmt und das Gedachtnis satter Tiere verbessert, wobei die Expression des dNPF-
Rezeptors in den dopaminergen Neuronen und deren Inhibition fir die Gedachtnissteige-
rung notwendig ist. Ihre Aktivierung hingegen verschlechterte das Gedachtnis bei hungrigen
Fliegen.

Dennoch wurde bislang nicht gezeigt, durch welche physiologischen Faktoren die In-
formation Gber den energetischen Status des Kérpers ins Gehirn lbertragen wird, wo sie
Modulationen des appetitiven Lernverhaltens generiert. In dieser Arbeit wurde erstmals die
Hamolymphglucose der Honigbiene als metabolischen Indikator des Ernadhrungszustands
und so als maBgebenden Faktor nicht nur fir die sensorische, gustatorische Empfindlich-
keit, sondern Uberdies auch fir die Effizienz des appetitiven Lernens und Gedachtnisses
identifiziert.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit lassen jedoch vermuten, dass die Hamolymph-
glucose unabhéangig von ihrer negativen Wirkung auf die sensorische Sensitivitat und Be-
lohnung einen weiteren, akuten Effekt beim appetitiven Lernen und Gedéachtnis der Biene
ausutbt. Darauf deutet der enorme Anstieg des Hamolymphglucosespiegels im Zuge der
appetitiven Belohnung hin, der in dieser Arbeit erstmals beschrieben wurde und selektiv
den ,guten Lernern® mit zuvor niedrigem Glucosespiegel zugeordnet werden konnte. Spielt
dieser schnelle Anstieg Uber die sensorische Belohnung hinaus eine Rolle als internes Be-
lohnungssignal?

4.1.2.1 Der Anstieg des Glucosespiegels - eine interne Belohnung? In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass die Hamolymphglucose als metabolisches Signal zustandsabhangig
die gustatorische Sensitivitat beeinflusst und sich so auch erwartungsgeman negativ auf
das appetitive Lernen und Gedéachtnis auswirkt. Ferner wurde jedoch eine weitere Eigen-
schaft des Hamolymphglucosespiegels offenbart. Demnach treten charakteristische dyna-
mische Veranderungen des Glucosespiegels infolge der appetitiven Belohnung auf, welche
ebenfalls durch den aktuellen Glucosegehalt der Hamolymphe vorgegeben sind. Niemals
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zuvor wurde gezeigt, dass sich so geringfligige Nahrungsstimuli, die bei einer Konditionie-
rung als Belohnung relevant sind (unkonditionierter Stimulus, US), in einem Anstieg der
internen Glucosekonzentration widerspiegeln kénnen, was der appetitiven Belohnung eine
wesentlich weitreichendere Bedeutung zukommen lasst.

Es ist bekannt, dass Nahrung und ihr kalorischer Wert beim Sduger wie auch beim Insekt
intern und unabhangig von der auf3eren Sensorik detektiert, bewertet und auch erlernt wer-
den kann. So préaferieren Mause den Geschmack nahrstofffreien Wassers, welcher mit einer
nahrstoffhaltigen Mageninjektion kombiniert wurde, vor dem Geschmack ohne Nahrstoffzu-
fuhr [182] und es konnte gezeigt werden, dass sich die Futteraufnahme in Abwesenheit von
Geschmacksrezeptoren direkt auf das dopaminerge Belohnungszentrum im Maushirn aus-
wirkt, Ober das auch die geschmackliche Belohnung verarbeitet wird [62]. Neueste Studien
bei Drosophila belegen, dass Mutanten der Zuckerrezeptoren Gr5a und Gr64a sowie des
pox-neuro-Gens, welches chemosensorische Neurone spezifiziert, zwar den Geschmack
von Zucker nicht wahrnehmen, ihn aber intern detektieren. Sie bevorzugen so den Verzehr
von zuckerangereichertem Agar vor reinem Agar und von metabolisierbaren vor nicht me-
tabolisierbaren Zuckern [69]. Es wurde auch gezeigt, dass Fliegen sich appetitiv auf einen
Duft konditionieren lassen, selbst wenn der belohnende Zucker geschmacklos ist und keine
Erregung der gustatorischen Rezeptorneurone auslést, jedoch einen Nahrwert besitzt [81].
Burke und Waddell fanden bei einer zweiminltigen Paarung eines Duftes mit geschmacklo-
sem, aber nahrhaftem Zuckers als Futterquelle bereits unmittelbar nach dem Training eine
Préaferenz fir diesen Duft [43].

Diese Arbeiten geben Hinweise auf eine generelle interne Detektion und belohnende Ei-
genschaft von Nahrung, die unabhangig von der auBeren Sensorik wahrgenommen wird. In
der vorliegenden Arbeit wird erstmals ein konkretes metabolisches Signal benannt, ndm-
lich der Anstieg des Hamolymphglucosespiegels unmittelbar nach Verabreichung selbst
kleinster Zuckermengen, welches als maf3gebende Belohnungseigenschaft in Frage kommt.
Messbare Veranderungen des internen Milieus nach der Aufnahme geringfligiger Nahrungs-
stimuli Gber nur wenige Sekunden wie bei der Konditionierung sind bisher nicht identifiziert
worden. Es wurde klar herausgestellt, dass diese Eigenschaft vom momentanen Ernah-
rungsstatus abhangig ist und ein starkerer Anstieg - und demnach eine starkere Beloh-
nung - bei Individuen mit zuvor niedrigem Glucosespiegel zu beobachten ist als bei Tieren
mit h6herem Hamolymphglucosegehalt. Zudem fiihrte die Verhinderung eines Konzentrati-
onsanstiegs der Hamolymphglucose innerhalb von 10 min nach der Belohnung durch eine
Glucose-Injektion hungriger Tiere vor dem Training zu einer Verschlechterung des Gedéacht-
nisses. Dieser Befund untermauert die Bedeutung des internen, durch Glucose vermittelten
Signals fur das zustandsabhangige appetitive Gedachtnis und wurde als metabolische Be-
lohnung erstmals einem kritischen Zeitfenster unmittelbar nach dem US zugeordnet.

Dieses Modell wird von einzelnen Arbeiten unterstiitzt, wie beispielsweise einer Studie
von Wright et. al., die beschreibt, dass die Honigbiene allein durch die Stimulation der senso-
rischen Eingange an den Antennen mit Zuckerwasser zwar lernt, jedoch ein weitaus labile-
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res Gedachtnis aufweist als bei einer zusatzlichen Darreichung der Belohnung an den Ris-
sel [238]. Der Befund deckt sich mit der hier demonstrierten Notwendigkeit eines postpran-
dialen Anstiegs der internen Glucosekonzentration infolge des appetitiven unkonditionierten
Stimulus fUr die einwandfreie Effizienz des Gedéachtnisses der Biene. Darlber hinaus wird
die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Bedeutung des Hamolymphglucosespiegels als
bedingt dynamisches Elememt und so als zustandsabhangiger interner Belohnungsfaktor
von einer Studie in Drosophila bekraftigt, welche eine geschmacksunabhangige Préferenz
kalorienreichen Futters vor kalorisch wertlosem Futter im hungrigen Zustand entdeckte, die
mit der Abnahme von Trehalose und Glucose in der Hamolymphe korrelierte [69]. Ein be-
reits hoher Glucosespiegel vor der Nahrungsaufnahme kénnte demnach auch bei weiteren
Organismen wie der Fruchtfliege ursachlich fir das Ausbleiben eines zusatzlichen, beloh-
nenden Anstiegs der internen Glucosekonzentration sein, der unabhangig von der auB3eren
Sensorik wahrgenommen wird und in der vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben wurde.

So unterstreichen die Resultate der vorliegenden Arbeit eine wesentliche Funktion der
Hamolymphglucose bei der Modulation des appetitiven Lernens und Gedéachtnisses in Ab-
héngigkeit des Erndhrungsstatus. Es deutet vieles darauf hin, dass sie als metabolisches
Signal das Lernverhalten Uber zwei Wege beeinflusst. Einerseits durch die Anpassung der
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Abbildung 44: Modell zur Wirkung der Himolymphglucose auf die Zuckerwasserempfindlich-
keit sowie das Lernen und Gedéachtnis. Die Hamolymphglucose als Verbindungsglied zwischen
dem Energiestatus und dem Verhalten beeinflusst das Lernen und die Gedachtnisbildung Uber zwei
Wege. 1.: Ein hoher Glucosespiegel regelt die sensorische Sensitivitdt herunter. Die Zuckerwasser-
empfindlichkeit sowie die sensorische Belohnung des appetitiven unkonditionierten Stimulus (US)
beim Lernen werden vermindert, sodass bei satten Tieren das Lernen und die Gedachtnisbildung
verschlechtert werden. 2.: Bei einem niedrigen, nicht aber einem hohen Glucosespiegel steigt die
Hamolymphglucose bei Nahrungsaufnahme bzw. dem US im Zuge der Konditionierung kurzfristig
stark an und stellt in Abh&ngigkeit der momentanen Bedirfnisse die Starke der metabolischen Be-
lohnung dar. Diese wirkt sich positiv auf Lernen und Gedachtnis aus.
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Sensorik an den Energiebedarf, sodass bei einem aktuell hohen Glucosespiegel die senso-
rische Integration des &uf3eren Belohnungsreizes abgeschwacht wird und das Lernen und
die Gedéchtnisbildung herabsetzt. Andererseits bestimmt das momentane glykamische Ni-
veau aber auch Uber die Auspréagung eines Anstiegs des Hamolymphglucosespiegels, der
durch die Ingestion des appetitiven, unkonditionierten Stimulus herbeigefihrt wird und als
interne, metabolische Belohnung integriert werden kdnnte, die das Lernverhalten zuséatzlich
zustandsabhéangig reguliert (vgl. Abbildung 44).

Es ist denkbar, dass diese Verhaltensspezifizierung durch den metabolischen Zustand
auch bei der Arbeitsteilung der Bienen zum Tragen kommt. So ist méglicherweise der Ha-
molymphglucosespiegel ein ursachlicher Faktor fir die Féhigkeit der Flieger im Vergleich zur
Stockbiene ein auBBerordentlich gutes appetitives Gedachtnis auszubilden, um stabile Asso-
ziationen zwischen Blitendiften und ihrer Belohnung herzustellen und so optimale Ertrage
beim Sammelflug zu erzielen. Die breit gestreute Heterogenitat des Glucosespiegels in der
Fliegerpopulation lasst zudem Parallelen mit feineren Verhaltensspezifizierungen innerhalb
der Flieger vermuten. Pollen- und Nektarsammler zeichnen sich bekanntlich durch unter-
schiedliche Zuckerwasserempfindlichkeiten aus [199]. Sie erhalten ihre spezifischen Verhal-
tenszlige moéglicherweise durch charakteristische dynamische Hamolymphglucosespiegel,
die ihre Belohnungsprozessierung und so ihre Sammeleigenschaften bestimmen.

4.1.3 Vitellogenin versus Hamolymphglucose bei der Vehaltensspezifizierung

Spezifische Verhaltensziige der Honigbiene, speziell bei der sozialen Arbeitsteilung und der
Entwicklung von der Stockarbeiterin zur Sammlerin, wurden bisher haufig mit Veranderun-
gen des Proteinstatus, insbesondere des Dotterproteins Vitellogenin, in Zusammenhang ge-
bracht. Dieses antioxidative Speicherprotein scheint nicht nur fir die Lebensdauer der Tiere
essenziell zu sein [8, 208], sondern auch Uber das Einsetzen des Sammelverhaltens und
damit einhergehende Anderungen sensorischer Eigenschaften zu entscheiden [7,9,70]. Bei
der Reifung hin zum Sammlerinnenstatus treten mit der Abnahme des Vitellogenin-Titers
charakteristische Merkmale auf, wie die Erhéhung der Zuckerwasserempfindlichkeit [7,177]
sowie ein verbessertes assoziatives Lernen und Gedéachtnis [201,202].

In der vorliegenden Arbeit stellte sich die Frage, ob die Hamolymphglucose, welche
hier erstmals mit &hnlichen Verhaltensmodulationen in Verbindung gebracht wurde, mit der
Vitellogenin-Expression korreliert und so moglicherweise parallel reguliert wird. Die Resul-
tate lieBen erkennen, dass nattirliche Stockbienen (im Sommer) einen weitaus hdheren Ha-
molymphglucosegehalt aufweisen als Flieger und dariiber hinaus in Ubereinstimmung mit
bisherigen Untersuchungen gréBere Mengen abdominalen Vitellogenins besitzen. Die Un-
tersuchung von Stockbienen und Fliegern im Winterflughaus ergab hingegen fir beide Grup-
pen gleichermal3en geringe Hamolymphglucosespiegel und bot so eine optimale Grundlage
zur Ermittlung von Zusammenhéngen zwischen Stockbienen- und Fliegerstatus sowie ihren
sensorischen Eigenschaften und der Glucose- und Vitellogeninverfigbarkeit.

Bei der gleichzeitigen Betrachtung der abdominalen Vitellogenin-Proteinmenge sowie
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dem Hamolymphglucosespiegel und der Zuckerwasserempfindlichkeit in denselben Tie-
ren aus dem Winterflughaus zeigte sich einerseits, dass keine grundsatzlichen Parallelen
zwischen der Vitellogenin- und der Glucoseverflgbarkeit vorliegen und unabhangige Re-
gulationsmechanismen existieren missen. Stockbienen konnte demnach eine hohe Vg-
Expression bei gleichzeitig niedrigem Glucosespiegel nachgewiesen werden. Noch inter-
essanter stellte sich aber die Erkenntnis dar, dass Stockbienen trotz ihres hohen Vg-Ex-
pressionsniveaus eine sehr geringe Reaktionsbereitschaft gegenliber Zuckerwasser zeig-
ten, die so séamtliche, bisher festgehaltenen Untersuchungen entkréaftet, welche Vitellogenin
als Schlusselausléser fir sensorische Veranderungen nahelegten. Vielmehr offenbart sich
auch hier wieder der in dieser Arbeit aufgedeckte stabile Zusammenhang zwischen einem
niedrigen Hamolymphglucosespiegel und einer hohen Zuckerwasserempfindlichkeit.

Die Tatsache, dass aber dennoch die Bienen innerhalb des Stocks diejenigen reprasen-
tierten, welche hohe Vitellogenin-, aber niedrige Glucosemengen aufwiesen, lasst darauf
schlieBen, dass Vitellogenin zwar potenziell eine Rolle bei der Regulation des Flugverhal-
tens zukommt, die begleitenden sensorischen Verhaltensanderungen aber eher durch Mo-
dulationen des Hamolymphglucosespiegels bestimmt werden. Dies liefert erste Hinweise
auf eine entkoppelte Regulation des Flugverhaltens und der sensorischen Sensitivitat bei
der Entwicklung von der Stockarbeiterin zur Sammlerin.

4.2 Die Regulation des Glucosetransporters GLUT1 bei der Honigbiene

Passive Glucosetransporter (GLUT) bei Saugern sind Gegenstand intensiver Forschung und
es wurde bereits eine Vielzahl von Funktions- und Regualtionsmechanismen im Zusammen-
hang mit dem Energie- und Glucosestatus aufgedeckt. Im Gegensatz dazu existieren nur
sehr wenige Erkenntnisse, was den GLUT-vermittelten Glucosetransport und die funktionel-
le Beteiligung am Energiehaushalt der Insekten anbelangt. Es ist seit langerem bekannt,
dass die Glucose-Absorption im Mitteldarm der Biene ein passiver Prozess ist [54], doch
erst neuere Studien belegen Uberhaupt die Existenz funktioneller, GLUT-&hnlicher Trans-
portproteine in verschiedenen Insekten-Geweben. So wurden im Mitteldarm der Feuerwan-
ze Dysdercus peruvianus [30], der Zikade Nilaparvata lugens [181] und der Schlupfwespe
Aphidius ervi [46] Glucosetransporter mit Sequenzhomologien zu Sauger-Transportern und
ahnlichen biochemischen Eigenschaften entdeckt. In der Feuerameise Solenopsis invicta
wurde weiterhin ein GLUT8-&hnlicher Glucosetransporter charakerisiert, der im Gehirn, im
Fettkdérper, im Mittel- und Dickdarm, den Malpighischen GeféaBen sowie den Ovarien und
Hoden exprimiert wird [50]. 2010 erschien die erste Arbeit, die von einer GLUT-vermittelten
Glucoseabsorption in vivo berichtet [30].

Die vorliegende Arbeit beweist nicht nur erstmals die Expression der beiden GLUTT-
Gene des Bienengenoms im Gehirn und im Kérper der Honigbiene sowie die Expression
der GLUT1-Proteine im Bienenhirn. Sie liefert dartiber hinaus zum ersten Mal bei Insek-
ten Hinweise auf eine Regulation des Glucosetransporters im Zusammenhang mit dem
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Ernahrungs- und Glucosestatus, was Parallelen zur Glucosehomeostase des Saugersys-
tems offenlegt.

4.2.1 GLUT1im Korper der Honigbiene

Es war zunachst anhand von real-time PCR-Quantifizierungen zu beobachten, dass die
mRNA der beiden Isoformen GLUT1 aund GLUT1 b im Kérper in unterschiedlichem MafB3e
exprimiert werden. So zeichnete sich in verschiedenen Experimenten ab, dass GLUTT1 a
die im Korper Uberwiegende Isoform darsellt. Bei einer genaueren Betrachtung der GLUT1-
Expression (die sich auf die Flieger beschrankte) zeigte sich zudem, dass lediglich der im
Kérper der Biene dominierende Transporter GLUT1 a einer Regulation in Abhangigkeit des
Hamolymphglucosegehalts unterlag, wobei die GLUT1 b-Expression durchweg konstant
blieb.

Schnelle GLUT1 a-Expressionseffekte innerhalb von 30 min nach Futterung als Ant-
wort auf akute Zustandsanderungen waren nicht ersichtlich. Dennoch wurde deutlich, dass
das Expressionsniveau von GLUT1 abei Tieren mit dauerhaft verschiedenen metabolischen
Voraussetzungen divergierte. Der individuelle Hamolymphglucosespiegel und dessen Dyna-
mik, der, wie oben beschrieben, innerhalb der Bienenpopulation eine starke Heterogenitéat
ausfweist, schien demnach mit der GLUT1 a-Expression in Zusammenhang zu stehen. So
wurde Tieren mit sehr niedrigem Glucosespiegel 3 h nach der Fitterung mit 30 ul Saccharo-
selésung eine signifikant héhere GLUT1 a-Expression im Kdrper nachgewiesen als Tieren
mit sehr hohem Glucosegehalt.

Dies weist erste Parallelen zum Saugetier auf, dessen GLUT-Expression in Verbindung
mit dem glykdmischen Status schon vielfach belegt wurde und darlber hinaus bei akuten
und chronischen Signalen differentiell reguliert werden kann [65, 130,213]. So geht Diabe-
tes mit einer Herabregulation der muskularen GLUT1- und GLUT4-Biosynthese einher, die
vermutlich einen Grof3teil zur Beeintrachtigung des Glucosetransports beitragt [121]. Zudem
wird in der Skelettmuskulatur der Ratte die GLUT4-mRNA bei andauernder Hyperglykamie
zwar herunterreguliert, akute Signale wirken sich dagegen nicht auf die Genexpression,
sondern lediglich auf Proteinebene aus [65]. Die Resultate der vorliegenden Arbeit und die
aufgedeckten Ahnlichkeiten zum Saugersystem bieten Grund zu der Annahme, dass der
Glucosetransporter GLUTT a ebenso bei der Biene eine bedeutende Funktion bei der Glu-
cosehomeostase und der Vermittlung der Glucoseaufnahme aus dem Kreislauf in die Zellen
dbernimmt. Der Transporter stellt demnach einen Faktor dar, der eine mdgliche funktionel-
le Einheit mit der individuellen Kinetik des Hamolymphglucosespiegels bildet, wobei eine
héhere Expressionsrate eine rasche Aufnahme der Glucose und demnach eine schnellere
Dynamik des Hamolymphglucosespiegels gewéhrleistet.

Bei der vergleichenden Untersuchung von Fliegern und Stockbienen (im Freien) war ein
Zusammenhang zwischen der GLUT1 a-Expression im Kérper und dem Hamolymphglu-
cosegehalt nicht direkt ersichtlich. Wahrend die Stockbienen im Vergleich zu den Fliegern
immer einen héheren Glucosespiegel aufwiesen, konnte bei der GLUT1 a-Quantifizierung
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im Kérper (im Thorax und im Abdomen) zunachst kein Unterschied festgestellt werden. Erst
die getrennte Betrachtung der verschieden spezialisierten Arbeiterinnen im Sommer und im
Winter offenbarte signifikante Unterschiede bei der thorakalen GLUT1 a-Expression, die in
Abhangigkeit der Jahreszeit in entgegengesetzter Richtung auftraten. Wahrend das Expres-
sionsniveau des Transporters im Thorax der Flieger im Sommer signifikant geringer war als
im Winter, fiel es bei Stockbienen im Sommer signifikant héher aus. Anhand dieses Befun-
des lief3 sich innerhalb beider Gruppen ebenso ein zumindest tendenzieller Zusammenhang
zwischen der saisonalen GLUT1 a-Expression und der Hamolymphglucose ableiten. Flieger
zeigten im Sommer eine Tendenz in Richtung eines héheren Glucosespiegels (siehe Abbil-
dung 34, p = 0,057), Stockbienen hingegen im Winter (nicht gezeigt; p = 0,09). So wiesen
Flieger und Stockbienen immer dann einen tendenziell héheren Glucosespiegel auf, wenn
die thorakale Genexpression des Glucosetransporters GLUT1 a in Abhangigkeit der Jah-
reszeit niedrig war. Dies stlitzt die in der vorliegenden Arbeit postulierte Hypothese, dass
die Isoform a des Glucosetransporters GLUT1 bei der Honigbiene an der Regulation des
Hamolymphglucosegehalts beteiligt ist und erweitert sie neben der Regulation des individu-
ellen Glucosespiegels auf die mégliche Einstellung saisonal verursachter Anderungen des
glykédmischen Niveaus. Da es sich bei diesem Befund aber lediglich um Tendenzen und
bisher nicht um signifikante Resultate handelt, bedarf es weiteren Experimenten, um einen
Zusammenhang zu bestatigen.

Als Ursache fir die unterschiedliche Prasenz der GLUTT a-mRNA kommen auch hier
individuelle metabolische Raten in Betracht (vgl. Abschnitt 4.1), die von Blatt und Roces
als hoch variabel innerhalb der Bienenpopulation beschrieben wurden [34] und demnach
einen unterschiedlichen Energiebedarf bei verschiedenen Individuen nach sich zieht. Dies
wird von der Erkenntins unterstiitzt, dass Glucosetransporter beim Sauger auch in Abhan-
gigkeit der energetischen Bedurfnisse bestimmter Zellen und Gewebe exprimiert werden
kénnen [51,67,107]. Beispielsweise fuhrt Bewegung zu einem erhéhten Energieverbrauch
in Muskeln, was eine Steigerung der muskularen GLUT4-Expression zur Folge hat [107].

So ist es denkbar, dass die metabolische Rate Uber einen GLUT1 a-vermittelten, in-
dividuellen Hdmolymphglucosespiegel charakteristische Verhaltensspezifizierungen bei der
Honigbiene verursacht.

4.2.2 Der Glucosetransporter im Bienenhirn

Im Kopf und im Gehirn der Honigbiene war insbesondere bei Fliegern eine durchgehend
recht hohe und stabile Expressionsrate der GLUT1 a- und GLUT1 b-mRNA zu verzeich-
nen, was auf die mégliche Grundversorgung und Wechselwirkung des Transporters mit der
energetisch kostspieligen neuronalen Ebene schlieBen lasst. Die mRNA-Expression blieb
sowohl akut (30 min) infolge der Fltterung konstant, wie auch - im Gegensatz zum Koér-
per - bei langfristig verschiedenen metabolischen Voraussetzungen. So zeigten sich keine
Expressionsunterschiede bei Tieren mit sehr hohem und sehr niedrigem Hamolymphgluco-
segehalt 3 h nach identischer Fltterung.
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Die konstante Genexpression von GLUT1 aund GLUT1 b im Gehirn schloss aber den-
noch zustandsabhangige Anpassungen des Glucosetransports durch Expressionsverande-
rungen auf Proteinebene nicht aus. So sind auch bei Saugetieren Expressionseffekte auf
posttranskriptionaler und posttranslationaler Ebene bekannt, die sich unabhangig von der
GLUT1-mRNA-Menge durch eine variierte Translationseffizienz oder Proteinstabilitat voll-
ziehen [35, 130, 213]. Bei der Untersuchung der Transportproteine GLUT1 a und GLUT1 b
mithilfe selbst hergestellter Antikérper stellte sich heraus, dass auch im Bienenhirn GLUT1 a
trotz konstanter Genexpression einer Regulation in Abhangigkeit des Hamolymphglucose-
spiegels unterliegt, wahrend GLUT1 b unverandert bleibt. Sofern sich anhand des mRNA-
Expressionsniveaus eine Aussage treffen lasst, liegt demnach eine in Abhangigkeit des Ha-
molymphglucosespiegels entgegengesetzte Regulation des Transporters im Kérper und im
Gehirn vor. Wahrend bei Tieren mit langfristig hdherem Hamolymphglucosegehalt im Kor-
per eine geringere Menge GLUT1 a-mRNA zu verzeichnen war, konnte im Hirn eine erhéhte
Prasenz des GLUT1 a-Transportproteins festgestellt werden.

Als besonders interessant stellte sich hierbei die Erkenntnis dar, dass ein akuter Anstieg
der GLUT1 a-Expression nach Futterung durch den Hamolymphglucosespiegel vor der Fit-
terung bedingt zu sein scheint. So befand sich die GLUT1 a-Expression nach Fltterung
kurzfristig auf demselben hohen Niveau, obwohl sie sich bei Tieren mit zuvor niedrigem Glu-
cosespiegel als signifikant niedriger erwies als bei Tieren mit zuvor hohem Hamolymphglu-
cosegehalt. Dies zeigt bemerkenswerte Parallelen zu dem akuten Anstieg der Hdmolymph-
glucosekonzentration bei Fltterung auf, der in dieser Arbeit erstmals selektiv Tieren mit zu-
vor niedrigem Glucosespiegel zugeschrieben wurde. Die Resultate geben so Grund zu der
Annahme, dass der Anstieg des Hamolymphglucosespiegels und der GLUT1 a-Expression
im Gehirn eine funktionelle Einheit bilden und der Transporter durch akute glucosevermittel-
te Signale aus dem Kérper reguliert wird.

Demnach liegt der Schluss nahe, dass auch infolge der beim Lernen relevanten ap-
petitiven Belohnung, die im Zuge dieser Arbeit als hinreichender Ausléser eines akuten
Anstiegs der internen Glucosekonzentration identifiziert wurde, einen Anstieg der GLUT1 a-
Expression im Gehirn zur Folge hat. Infolgedessen kommt der Transporter als wichtiger Fak-
tor in Frage, der einer potenziellen internen Belohnung eine schnelle Signalvermittlung ins
Gehirn ermdglicht. So ergibt sich fir zuklnfige Studien, auch im Saugersystem, die Frage,
ob ein kurzfristiger Anstieg des GLUT-vermittelten Glucosetransports fur die nahrungsbezo-
gene Belohnungsprozessierung notwendig ist.

4.3 Der Insulin-Signalweg als Verhaltensmodulator - stromabwarts der Ha-
molymphglucose?

Im Zuge dieser Arbeit ergab sich auch die Frage nach molekularen Vermittlern zur Anpas-
sung des individuellen Glucosespiegels der Biene, deren pharmakologische Manipulation
die Hamolymphglucose und infolge dessen auch das neu entdeckte glucoseabhangige Ver-
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halten beeinflussen. So wurden zunachst die PI3K-Inhibitoren Wortmannin und LY294002
eingesetzt, um eine potenzielle Funktion des Insulin-Signalwegs in diesem Zusammenhang
zu ermitteln.

Die PI3K spielt eine wichtige Rolle bei der intrazelluldren Signaltransduktion eukaryoti-
scher Zellen und ist als entscheidenende Komponente am Insulin-Signalweg beteiligt. Die
Manipulation und Inhibition der PI3K beim Saugetier hat Konsequenzen fir die Glucoseho-
meostase und flhrt zu einem diabetischen, adipésen Phénotyp mit erhéhtem Blutzucker-
spiegel [76,111,131,184]. Auch bei Insekten wurden durch eine PI3K-Inhibition bereits &hn-
liche Modulationen sowohl des Fressverhaltens als auch der Nahrstoffverfigbarkeit festge-
stellt [38, 154, 188]. Eine Funktion der PI3K und des Insulin-Signalwegs bei der Einstellung
des Hamolymphglucosespiegels der Biene ist dagegen bislang nicht bekannt. Lediglich gibt
es wenige Hinweise darauf, dass Insulinsignale, méglicherweise in Verbindung mit dem Pro-
teinstatus, an der Aufgabenteilung der Arbeiterinnen beteiligt sind [10,173].

Zur Aufklarung von potenziellen insulin- und glucosevermittelten Verhaltenseffekten wur-
den gangige Konzentrationen der Inhibitoren [76, 122, 145, 188, 222], die auch bereits in
verschiedenen Insekien angewandt wurden [154, 188], einmalig injiziert und ihre Effekte
auf die Zuckerwasserempfindlichkeit sowie den Hamolymphglucosespiegel in Zeitreihen-
Messungen betrachtet. Die Untersuchungen ergaben, dass keiner der beiden Inhibitoren
innerhalb von 3 h Einfluss auf die Hamolymphglucose nahm. Dennoch wurde die Zucker-
wasserempfindlichkeit kurzfristig von Wortmannin (und von LY294002 tendenziell) herunter-
reguliert.

Eine Sensitivitdtsanderung, deren Ursprung in insulinvermittelten Modulationen des Ha-
molymphglucosespiegels liegt, wurde durch diesen Befund zunadchst entkraftet. Dennoch
gibt er erstmals in der Honigbiene Hinweise auf einen direkten Zusammenhang zwischen
dem Insulin-Signalweg und Veranderungen der sensorischen Eigenschaften. Es konnte
zwar bereits eine hdhere Expression des Insulin-like Peptide 1 der Honigbiene
(AmILP1) bei Fliegern im Vergleich zu bekanntermafen besser genahrten und weniger sen-
sitiven Stockarbeiterinnen nachgewiesen werden [10,177]. Zudem flhrte die Herunterregu-
lation des Insulinrezeptor-Substrats, eines der PI3K Ubergeordneten Proteins im Insulin-
Signalweg, mittels RNAi zu einer Veranderung der Futterauswahl [227]. Eine direkte Beein-
flussung der sensorischen Empfindlichkeit wurde jedoch nicht festgestellt.

Auffallig bei der Honigbiene ist die scheinbar entgegengesetzte Wechselwirkung zwi-
schen Insulinsignalen und der Nahrstoffverfigbarkeit sowie dem appetitiven Verhalten im
Vergleich zu Saugetieren und anderen Insekten. Bei letzteren treten Insulinsignale verstarkt
infolge hoher N&hrstoffmengen auf und eine Inhibition geht mit einer kinstlichen Hunger-
situation einher, die sich unter anderem in einer gesteigerten sensorischen Sensitivitat au-
Bern [38,112,188]. So existiert die Hypothese, dass der Insulin-Signalweg als konserviertes
molekulares System eine neue Funktion in der Biene zur Regulation der sozialen Abeitstei-
lung Gbernommen hat. Eine erhéhte Expression und Sensitivitadt gegeniber Insulinsignalen
bei Fliegern soll demnach eine verstarkte Reaktion auf Nahrstoffreduktionen ermdglichen
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und an der Einleitung und Aufrechterhaltung des Sammelverhaltens beteiligt sein [10, 173].
Die in der vorliegenden Arbeit demonstrierte Reduktion der sensorischen Sensitivitét durch
den PI3K-Inhibitor Wortmannin unterstitzt diese friheren Befunden durch einen weiteren
sensorischen Aspekt, der mit dem Sammelverhalten in Verbindung gebracht wird [177].

Es bietet sich weiterhin Grund zu der Annahme, dass die in dieser Arbeit als Verhal-
tensmodulator identifizierte Hamolymphglucose - obwohl sie durch die PI3K-Inhibition nicht
beeinflusst wurde - als potenzieller, dem Insulin-Signalweg Ubergeordneter Faktor zu einer
insulinvermittelten Regulation der Zuckerwasserempfindlichkeit und des Sammelverhaltens
beitragt.

AusschlieBen lasst sich aber dennoch nicht, dass eine PI3K-Inhibition durch andere
Nahrstoffe verursachte Verhaltensaspekte oder auch insulinunabhangige PI3K-Signale be-
trifft [38,197,242].

4.4 Die Frage nach ATP-sensitiven Kaliumkanalen in der Honigbiene

KaTp-Kanéle sind bei Saugetieren an der Glucosedetektion, sowohl im Pankreas zur regu-
lierten Insulinsekretion als auch in glucosesensitiven Neuronen, beteiligt. Sie vermitteln zel-
luldre Reaktionen, indem sie sich in Abhangigkeit der ATP-Verflgbarkeit 6ffnen und schlie-
Ben und so das Membranpotenzial beeinflussen. lhre bisher véllig unbekannte Bedeutung in
der Honigbiene, speziell fir die Regulation der Hamolymphglucose, war Bestandteil dieser
Arbeit. Wahrend die entscheidende Funktion der Katp-Kanale bei Sadugetieren und Droso-
phila anhand der Blut- bzw. Hamolymphzucker modulierenden Effekte von pharmakologi-
schen Kanaléffnern und -blockern demonstriert werden konnte [125,183, 186], schien diese
Manipulation bei der Biene keine Auswirkung zu haben. Wie im Ergebnisteil ausfuhrlich
beschrieben, konnten bei der Injektion gédngiger Konzentrationen des Katp-Kanalbffners Di-
azoxid und des Inhibitors Glyburid weder Konsequenzen flir die Hdmolymphglucose noch
fir die Zuckerwasserempfindlichkeit festgestellt werden. Es konnte im Rahmen dieser Ar-
beit aber nicht bestéatigt werden, dass Diazoxid und Glyburid tatsachlich zu einer Aktivierung
bzw. Inhibition von Karp-Kanalen in der Biene flihren. Hierzu missten zunéchst glucose-
sensitive Zellen in der Biene identifiziert werden, welche im folgenden, beispielsweise in
Calcium-Imaging Studien, auf ihre Reaktion gegentber der Pharmaka untersucht werden
mussten. Die Frage nach Katp-Kanalen und ihrer Wirkung in der Honigbiene bleibt daher
weitgehend offen.

4.5 Die AMP-abhangige Proteinkinase bei der Glucosehomeostase der Biene

Die pharmakologische Manipulation der PI3K und der Karp-Kanéle bei der Honigbiene in-
duzierten keine Verédnderung des Hamolymphglucosespiegels und konnten demnach nicht
zur weiteren Bestatigung einer internen Regulation appetitiver Verhaltensaspekte Uber die
Hamolymphglucose herangezogen werden. Ganz anders verhielt es sich bei der AMP-
abhéangigen Proteinkinase (AMPK), deren parallele Beeinflussung des Hamolymphglucose-
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gehalts, der Zuckerwasserempfindlichkeit und des appetitiven Lernens mithilfe des AMPK-
Aktivators AICAR eindrucksvoll demonstriert werden konnte. AICAR wurde dabei in einer
gangigen Konzentration eingesetzt, deren Wirksamkeit zur Aktivitatssteigerung der AMPK
in einer Vielzahl von Studien in vitro und in vivo, auch bei Insekten, bewiesen wurde [14, 883,
154].

So konnte zunachst gezeigt werden, dass AICAR offenbar die Abnahme des Hamo-
lymphglucosespiegels verzdgert und folglich nach 30 min zu einem erhéhten Glucosespie-
gel fuhrt. Dies gibt erstmals bei der Honigbiene Hinweise auf eine Funktion der AMPK beim
Energie- und Glucosehaushalt. Uberdies rief die durch AICAR ausgeldste Anhebung des
Glucosespiegels gleichzeitig eine Reduktion der gustatorischen Sensitivitat sowie ein Lern-
und Gedéachtnisdefizit hervor und stiitzt damit die in dieser Dissertation postulierte Hypothe-
se, dass die Hamolymphglucose einen entscheidenden Faktor fir appetitive Verhaltensmo-
dulationen darstellt.

Es wurde schon h&ufig demonstriert, dass eine hohe AMPK-Aktivitat mit einer gesteiger-
ten Futteraufnahme einhergeht, die zum Grofteil auf ihre zentralen Effekte im Hypothalamus
zurtickzufuihren ist, wo sie den systemischen Energiehaushalt kontrolliert [12,158]. Dort sti-
muliert sie beispielsweise die Ausschittung orexigener, Appetit steigernder Neuropeptide
und wird durch hormonelle ,Hungersignale“ aus dem Kérper aktiviert [12,132,210]. Eine
gesteigerte Nahrungsaufnahme konnte in dieser Arbeit jedoch als Ausléser flr den erhéh-
ten Hamolymphglucosespiegel ausgeschlossen werden, da die zuvor gleich eingestellten
Tiere nach der AICAR-Injektion keinen Futterkontakt mehr hatten. Dies legt nahe, dass die
AMPK der Biene eine Hauptfunktion bei der internen Regulation des Hamolymphglucose-
spiegels ausibt, die nicht Folge eines verstarkten appetitiven Verhaltens ist. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass die AMPK-abhangige Erhéhung des Glucosespiegels ursachlich
fir die Reduktion der Zuckerwasserempfindlichkeit und der Effiziens des appetitiven Ler-
nens ist.

Der Anstieg des Hamolymphglucosespiegels durch AICAR schien zunachst bisherigen
Studien zu widersprechen, wonach AICAR beim Nager und, wie kirzlich gezeigt, auch beim
Seidenspinner eine Senkung des Blut- bzw. Hamolymphzuckerspiegels bewirkt [14, 154].
Beim Sauger sind Blutzucker senkende Effekte vermutlich hauptsachlich einer erhdhten
Glucoseaufnahme in die Zellen durch die Expression und Translokation muskularer Glu-
cosetransporter zuzuschreiben [41,59, 136]. Dennoch lassen sich die Befunde in der Biene
aufgrund anderer bekannter AMPK vermittelter Effekte plausibel erklaren. Demnach kommt
es einerseits nicht in allen Geweben zu einer AMPK vermittelten Steigerung der Glucoseauf-
nahmen. Vielmehr konnte in Adipozyten eine AICAR- und AMPK-induzierte Verminderung
der Glucoseaufnahme nachgewiesen werden [83, 194]. Zudem beguinstigt die AMPK den
Glykogenabbau, was im Rattenmuskel bereits mittels AICAR demonstriert wurde [74].

So ist es denkbar, dass die in dieser Dissertation durch AICAR induzierte Erh6hung
des Hamolymphglucosespiegels der Biene auf einen gesteigerten Glykogenabbau zuriick-
zufiihren ist. Glykogen befindet sich in relativ geringen, aber dennoch signifikanten Men-
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gen in Flugmuskeln und im Fettkérper der Biene [28, 56, 171]. Gerade bei einer kurzfristi-
gen, kinstlichen Aktivierung der AMPK, die keiner natirlichen Hungersituation oder Energie
zehrenden Aktivitat entspricht, ist ein, zumindest vortibergehender, Anstieg der verfligba-
ren Glucose nachvollziehbar, auch wenn er sich nicht mit Studien aus Saugetieren deckt.
Uber einen langeren Zeitraum wiirde eine AICAR-Behandlung vermutlich auch bei der Bie-
ne den Hamolymphglucosespiegel verringern und infolgedessen die senorische Sensitvitat
und das appetitve Lernen und Gedachtnis steigern. So konnte auch beim Seidenspinner
erst 6 h nach der AICAR-Injektion eine Senkung des Hadmolymphzuckerspiegels beobachtet
werden [154].

Ob die AMPK bei der Biene ausschlieB3lich in der Peripherie als Modulator des Hamo-
lymphglucosespiegels agiert und damit die Basis eines zustandsabhangigen Kreislaufs bil-
det oder ob sie dariiber hinaus, wie beim Sauger, auch zentrale Funktionen Gbernimmt,
wurde ebenfalls im Zuge dieser Arbeit nédher betrachtet.

4.5.1 Die AMPK im Bienenhirn

Bei Saugetieren wird die zentrale Aktivitat der AMPK, die letztendlich zu Modulationen des
Fressverhaltens fihrt, von verschiedenen hormonellen Signalen, aber auch der Glucosever-
flgbarkeit selbst, gesteuert [12, 158]. GroBe Mengen Glucose hemmen dabei die AMPK-
Aktivitdt im Hypothalamus und ddmmen die Nahrungsaufnahme ein. Zudem wurde eine
hohe AMPK-Expression im Gehirn bereits mit positiven Effekten auf die Gedachtnisbildung
in Zusammenhang gebracht [88].

Zur Klarung einer potenziell zentralen und zustandsabhangigen Funktion der AMPK bei
der Biene wurde eine ndhere Untersuchung der physiologischen AMPK-Aktivitat im Bie-
nenhirn zu verschiedenen Zeitpunkten nach Fltterung vorgenommen. Dabei stellte sich
heraus, dass die AMPK tatsachlich signifikanten Aktivitatsdnderungen in Abhangigkeit des
Futterungszustands unterliegt und 5 min nach Fltterung eine signifikant geringere Aktivitat
aufweist als nach 3 h.

Dies deutet zunachst auf eine schnelle, sattigungsbedingte Inhibition der AMPK im Bie-
nenhirn hin, was auf Parallelen zur AMPK-Regulation im S&ugersystem schlieBen lasst.
Literaturrecherchen zufolge liefert der Befund zudem erstmals bei Invertebraten Hinweise
auf eine physiologische Regulation der AMPK im Hirn durch Nahrungsstimuli. Zwar liegen
mehrere Studien vor, welche Stérungen des Energiehaushalts durch die genetische oder
pharmakologische Manipulation der AMPK beschreiben [117,154]. Umgekehrt konnten aber
bisher keine kurzfristigen Aktivitdtsdnderungen durch Nahrungsaufnahme, speziell im Ge-
hirn, nachgewiesen werden.

Interessanterweise wies die AMPK im Bienenhirn jedoch 18 h nach Fitterung ein mitt-
leres Aktivitatsniveau auf und nicht wie erwartet ein noch héheres als nach 3 h. Die ver-
gleichende Betrachtung des Hamolymphglucosespiegels nach Fitterung weist aber bemer-
kenswerte Eigenschaften auf, die Grund zu der Annahme geben, dass die AMPK im Bie-
nenhirn nicht nur einer Regulation in Abhangigkeit des Sattigungsstatus unterliegt, sondern
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speziell durch die Hamolymphglucose moduliert wird. So befindet sich der Glucosespiegel
5 min nach Futterung in einer starken Anstiegsphase, 3 h nach Fltterung hingegen in einer
schnellen Abstiegsphase, wahrend er sich nach 18 h kaum mehr verandert. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die AMPK im Gehirn auf Anderungen der internen Glucosekonzen-
tration reagiert und nicht auf den glyméamischen Status per se.

Ausgehend von dieser Hypothese sollte auch die AMPK-Aktivitatsregulation im Bienen-
hirn, ahnlich wie der Hamolymphglucosespiegel und dessen Dynamik, bei verschiedenen
Individuen der Bienenpopulation unterschiedlich ausgepragt sein. Da Tiere mit einem dyna-
mischeren Glucosespiegel und einem starkeren Anstieg (und Abfall) der internen Glucose-
konzentration im Zuge der appetitiven Belohnung ein weitaus besseres Gedéachtnis bilden,
ist eine essenzielle Funktion der AMPK bei der internen Belohnungsverarbeitung auf neuro-
naler Ebene denkbar. Vermutlich ist die Aktivitédtssteigerung im Zuge der schnellen Abnahme
des Glucosespiegels nach der Belohnung entscheidend fiir die Effizienz des Gedachtnisses.
So konnte innerhalb der Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass eine kiinstliche AMPK-
Aktivierung im Gehirn zu einer Gedachtnisverbesserung fihrt [137].

Diese Befunde legen den Schluss nahe, dass die AMPK bei der Honigbiene zum einen
in der Peripherie an der Einstellung des Hamolymphglucosespiegels beteiligt ist und dartiber
senorische Modulationen vermittelt, die sich in Veranderungen der Zuckerwasserempfind-
lichkeit und des appetitiven Lernverhaltens auBern. Zum anderen hat sie méglicherweise
eine zusétzliche zentrale Funktion, die im Gegenzug auf Verédnderungen der internen Glu-
cosekonzentration reagiert und damit bei der internen Belohnungsverarbeitung eine Rolle
spielt.

Dabei ist aber nicht auszuschlieBen, dass eine AICAR-Injektion das Verhalten neben der
Wirkung auf die Hdmolymphglucose zusatzlich Uber zentrale Effekte beeinflusst. Aufgrund
des Befundes, dass eine ausschlieBlich zentrale Aktivierung der AMPK das Gedachtnis der
Biene verbessert [137], ist jedoch davon auszugehen, dass AICAR entweder nicht zentral
wirkt oder die sensorischen Effekte des erhéhten Hamolymphglucosespiegels tberwiegen.

4.6 Fazit

Die Befunde dieser Arbeit machen erstmals die essenzielle Funktion der Hamolymphglu-
cose als Modulator des appetitiven Verhaltens, insbesondere bei Lern- und Gedéachtnispro-
zessen, deutlich. Der Status des Hamolymphglucosespiegels beeinflusst dabei die senso-
rischen Eigenschaften und das Lernverhalten. Zudem haben dynamische Veranderungen
des Glucosespiegels offenbar eine kritische Funktion als akutes, internes Belohnungssignal
beim appetitiven Lernen.

Das Expressionsmuster einer Isoform des Glucosetransporters GLUT1 steht einerseits
in Zusammenhang mit langfristig heterogenen glykdmischen Voraussetzungen und liefert
damit ertste Parallelen zwischen einer glucoseabhéangigen GLUT7-Regulation bei Insekten
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und Saugern. Dartiber hinaus wird das Glucosetransportprotein im Gehirn akut infolge einer
Fltterung und parallel zu Veranderungen des Glucosespiegels hochreguliert. GLUT1 stellt
somit einen wichtigen Kandidaten als Vermittler eines internen, glucoseinduzierten Beloh-
nungssignals dar. Es stellt sich daher fir die Zukunft die Frage, ob die appetitive Belohnung
tatsachlich mit einer kurzfristigen Steigerung der Glucose-Transportrate im Gehirn einher
geht und ob diese auch im S&ugersystem bedeutend fir die Belohnungsprozessierung in
Verbindung mit dem appetitiven Lernen und Gedéachtnis ist.

Desweiteren ist an der Regulation des Hadmolymphglucosespiegels und den Verhaltens-
modulationen die AMPK beteiligt, deren Aktivierung durch AICAR sowohl den Glucosespie-
gel erhéht als auch die Zuckerwasserempfindlichkeit sowie die Lern- und Gedéachtniseffizi-
enz senkt. Im Gehirn verandert sich die AMPK-Aktivitat zusatzlich in Abhangigkeit des Ft-
terungszustands und eine Regulation durch schnelle Veranderungen des Hamolymphgluco-
sespiegels liegt nahe. Die AMPK kommt demnach als glucoseabhangiges Schliisselenzym
bei der internen neuronalen Belohnungsprozessierung in Frage. Deshalb ist eine néhere
Charakterisierung potenziell kritischer Aktivierungsmuster der zentralen AMPK bei der ap-
petitiven Belohnung und die Auswirkungen auf das Lernverhalten, auch beim Sauger, fir die
Zukunft interessant.
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