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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Lernen und Gedachtnis

Lernen und Gedachtnisbildung sind zwei fundamerRabzesse, die mit der Fahigkeit anhal-
tender Verhaltenséanderungen einhergehen. DieseaNensanderungen sind abhangig von
gesammelten Erfahrungen und fuhren dazu, dassw@leenen Informationen in vergleich-
baren Zusammenhangen wieder abgerufen werden koSoemt stellt die Fahigkeit zu ler-
nen eine Grundvoraussetzung dafur dar, sich adatprabmwelt anzupassen, was fur das
Uberleben einer jeden Spezies notwendig ist. Di@dyenen Informationen werden wahrend
des Lernprozesses in sogenannte Gedachtnisspuwspeaigeert und kdnnen spater wieder ak-
tiviert werden. Folglich ist das Lernen ein Prozdes Gedachtnisbildung, welcher eine Ver-
anderung neuronaler Muster bedarf, die auf Modifikeen der Verbindungen einzelner Neu-
rone zuruckzufilhren sind. Die aktivitatsabhangigedérung der Starke der synaptischen
Ubertragung wird als synaptische Plastizitat bémest und stellt einen bedeutenden Mecha-
nismus der Informationsspeicherung dar (Hebb, 18%0idel and Spencer, 1968; Milner et
al., 1998). Demnach werden Gedachtnisse als wieezkde Muster neuronaler Aktivitat
reprasentiert, die einen dynamischen CharaktetZeesund komplexe Gedachtnisgebilde in
bestimmten Arealen des Gehirns formen (Dubnau. e2@0D3).

Neuronale Veranderungen, die beim Lernen und delaGenisbildung hervorgerufen wer-
den, wurden sowohl in Vertebraten als auch in i®eaten umfangreich untersucht. Mit Hil-
fe einfacher Lernvorgédnge wie Habituation, Sensiti;ig und klassischer Konditionierung
konnte gezeigt werden, dass es auf zellularer uridkularer Ebene konservierte Eigenschaf-
ten der Lernmechanismen gibt, die selbst in defaesten Invertebraten vorhanden sind
(Kandel, 2001).

1.1.1 Nicht-assoziatives und assoziatives Lernen

Einen wichtigen Ansatz bei der Untersuchung nedesnderanderungen wahrend des Ler-
nens und der Gedachtnisspeicherung stellte die iBkitmg einfacher Lernparadigmen dar,
die sowohl in Vertebraten als auch in Invertebrategewandt werden konnten. Dabei wur-
den auf molekularer und zellularer Ebene Verha#iederungen untersucht, die entweder
durch nicht-assoziatives oder durch assoziativeadrehervorgerufen werden konnten. Das
nicht-assoziative Lernen bezieht sich auf eine ®kehsanderung, die durch einzelne nicht
zeitlich miteinander verknipfte Reize hervorgerufgrd (Carew and Sahley, 1986). Habitua-

tion und Sensitisierung sind die bekanntesten Fordes nicht-assoziativen Lernens. Bei der
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Habituation erfolgt eine Abnahme der Reizantwoftenen wiederholt dargebotenen einzel-
nen neutralen Reiz, wohingegen die Sensitisierumgnegegenteiligen Prozess darstellt, d.h.
bei einer wiederholten Darbietung eines meist dattéeh Reizes, erfolgt eine Zunahme der
Reizantwort. Dementgegen wird beim assoziativemérreine Verhaltenséanderung durch ei-
ne Verknupfung zweier gekoppelter Reize hervorgeruf

Beim assoziativen Lernen unterscheidet man zweeiiygdie operante Konditionierung und
die assoziative Konditionierung. Die operante Ktindierung beruht auf ein spontanes Ver-
halten, welches entweder positiv durch Belohnunegr otegativ durch Bestrafung verstarkt
oder unterdriickt werden kann (Skinner, 1938). Esl iolglich eine Assoziation zwischen
einer gezeigten Reaktion und dessen Konsequenaterlsmn Gegensatz dazu wird bei der
klassischen Konditionierung ein neutraler Reiz (kbanierter Stimulus, CS) mit einem bio-
logisch relevanten Reiz (unkonditionierter StimulusS) verknipft, der entweder positive
oder negative Auswirkungen besitzen kann. WahremdG$§ keine offensichtliche Reaktion
hervorruft, I0st der US haufig eine angeborene padkionierte Reaktion (UR) aus. Bei einer
zeitlichen Verbindung beider Reize werden dieseeiméinder assoziiert und rufen eine Ver-
haltensanderung hervor (konditionierte Reaktion),@le der UR entspricht. Die klassische
Konditionierung wurde erstmals durch Ivan Pavlo22d®eschrieben (Pavlov, 1927). Pavlov
prasentierte einem Hund direkt vor der Futtergal) einen Klingelton (CS). Der US fihrte
zu einem erhohten Speichelfluss (UR), wahrend der dlleine keine Reaktion hervorrief.
Eine mehrmalige zeitliche CS/US Assoziation flltdzu, dass der Hund bei einer alleinigen
Prasentation des CS (Klingelton) einen erhohtencEpkluss aufwies (CR).

Aus diesen einfachen Formen des Lernens entwickslth brauchbare Modelle: bei Inver-
tebraten beispielsweise der Kiemenriuckzugreflex dezi Meeresschnecképlysia (Kandel
and Spencer, 1968) oder das olfaktorische Lerneddvd-ruchtfliegeDrosophila melanogas-

ter (Quinn et al., 1974) und der Honigbiefygis melifera (Menzel and Erber, 1978). Obwohl
Invertebraten verglichen mit Vertebraten eine gggre Anzahl Neuronen besitzen, ~20,000
im ZNS (zentrales Nervensystem) Bglysia und bis zu 100,000 iDrosophila, ist ihre Lern-
fahigkeit bemerkenswert, so dass sie eine gute diga bieten, um die neuronalen Zusam-
menhange beim Lernen und der Ged&achtnisbildungralgkularer und zellularer Ebene zu
erforschen. InsbesondebBrosophila melanogaster stellte sich als ein erfolgreiches Modell-
system heraus.
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1.2 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster

Neben der einfachen Handhabung, einem schnellerr&e&mszyklus von ~10 Tagen und
einer hohen Fertilitdt besitZirosophila eine Reihe von Vorteilen, die es zu einem besander
guten Modellorganismus macht (Neckameyer and Arg0&3). Verglichen mit dem kom-
plexen neuronalen Netzwerk der Vertebraten beBitasophila mit seinen ~100,000 Neuro-
nen ein sehr viel kleineres Gehirn, wobei die glegenden neuronalen Vorgadnge und Sig-
nalkaskaden konservierte Homologien zu denen detebi@aten aufweisen (Mayford et al.,
2012). Dennoch iddrosophila in der Lage komplexe Verhaltensmuster zu erlerdenAuf-
schluss Uber das Zusammenwirken molekularer, Zedlulund neuronaler Netzwerke geben.
Die komplette Sequenzierung der vier ChromosomearDdesophila-Genoms (Adams et al.,
2000) ermoglicht eine funktionelle Analyse auf geseher Ebene, was insbesondere bei der
Erforschung menschlicher Erkrankungen wie Parkingdlzheimer oder Huntington eine
grof3e Rolle spielt (Feany and Bender, 2000). Drassophila-Genom besitzt eine hohe gene-
tische Homologie zu dem der Vertebraten (Rubin.e2800). Ungefahr 77% der bekannten
menschlichen Gene, die fir eine Erkrankung verartlielo sind, besitzen orthologe Gene in
Drosophila (Reiter et al., 2001).

Ein grof3er Vorteil vorDrosophila ist die Verfugbarkeit diverser Mutanten sowie eRehe
genetischer Werkzeuge, die eine ndhere Untersuckinagliner Gene hinsichtlich ihrer Aus-
wirkungen innerhalb diverser physiologischer Preeesrlauben (Keene and Waddell, 2007;
McGuire et al., 2005; Neckameyer and Argue, 20B8)eits vor 40 Jahren wurden die ersten
Drosophila Lernmutanten identifiziert, die eine Beeintrachhg in ihnrem Lernverhalten und
in der Fahigkeit ein stabiles Gedachtnis zu bildmsallen (Dudai et al., 1976; Quinn et al.,
1974). Seitdem wurden mit Hilfe mutagener Chemémabder durch direkte P-Element Inser-
tionen eine grof3e Vielzahl Mutanten generiert @elet al., 1989; Hummel and Klambt,
2008; O'Kane and Gehring, 1987; Wilson et al., }988it Hilfe sogenannten Balancer
Chromosomen kénnen diese Mutationen innerhalb €toeulation erhalten bleiben und von
Generation zu Generation weitervererbt werden.rig@aChromosomen verhindern nicht nur
die Rekombination homologer Chromosomen, sondesitze®m zudem genetische Markie-
rungen (Marker), die eine kontrollierte Identifizieg der Mutation wahrend der Weiterver-
erbung ermoglichen (Neckameyer and Argue, 2013).

Einen weiteren Vorteil bei der Arbeit niiirosophila stellt das sogenannte GAL4/UAS Sys-
tem dar (Brand and Perrimon, 1993). Diese Methad#eglicht eine zielgerichtete Genex-
pression in spezifischen Zelltypen oder Geweben.d@en GAL4/UAS System handelt es

sich um ein binares System. Ein Fliegenstamm (€rstamm), der den hefespezifischen
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Transkriptionsfaktor GAL4 enthalt, wird mit eineneiteren Fliegenstamm (Effektorstamm)
verkreuzt, der eine fir das GAL4-Protein spezifeséitkennungssequenz UASo@tream e-
tivation equence) besitzt. Der UAS ist ein bestimmtes Effigldn nachgeschaltet, welches
bei einer Bindung von GAL4 an die Erkennungssequearskribiert wird. Beide Komponen-
ten werden in unterschiedlichen Fliegenstammenrgahend erst die Nachkommen aus ei-
ner Kreuzung beider Parentalen, exprimieren dasanskribierende Gen. Die Expression des
GAL4-Proteins kann unter Kontrolle eines gewebeerakllspezifischen Promotors gebracht
werden, der sich stromaufwarts des GAL4-Konstrukiefindet. Somit ist eine zielgerichtete
Expression des Effektorgens in spezifischen Zeditypder Geweben moglich (Abb. 1).

Das GAL4/UAS System kann vielseitig eingesetzt wwardso kdnnen beispielsweise Proteine
gewebespezifisch Uber- oder herunterexprimiert aerdm die Auswirkungen dieser Protei-
ne innerhalb bestimmter zellularer Prozesse zursuntben. Des Weiteren bietet dieses Sys-
tem die Moglichkeit Rettungskonstrukte, genomiscB&IA in einem Mutantenhintergrund,
spezifisch zu exprimieren, wodurch die normale Fankdes Proteins wiederhergestellt wer-
den kann. Durch die Verwendung eines temperaturaigén Repressors (GAL8Dbesteht
neben einer gewebespezifischen Expression dertiftgne die Mdglichkeit einer zeitlichen
Kontrolle der Expression. Der GAL8(Repressor verhindert die Transkription des GAL4-
Proteins bei einer restriktiven Temperatur von 18~dem er an das GAL4 bindet. Nur bei
einer permissiven Temperatur von 30°C ist die Tkeapson des GAL4-Proteins und somit
auch die Expression des Effektorgens mdaglich (Mo&et al., 2003). Dadurch kann eine ge-
webespezifische und eine zeitlich beschrénkte Egwa eines Proteins ermdglicht werden.
Neben den vielseitigen Vorteilen, die dieses Sydiestet, gibt es jedoch auch einige wichti-
ge Beschrankungen. Da die Aktivitat des GAL4-Prieiemperaturabhangig ist, kann die
Expressionsstarke des Effektorgens negativ besstflwerden (Duffy, 2002). Es wurden
zahlreiche GAL4-Linien generiert, die in den unthiedlichsten Zellen und Geweben expri-
mieren. Dennoch fehlt diesen Linien haufig die $igér, so dass das Effektorgen mdagli-
cherweise nicht nur in den Zellen und GewebenydreInteresse sind, exprimiert wird, son-
dern auch in anderen Zellpopulationen (Jenett.eP@l2). Des weiteren ist in einigen Fallen
die UAS Sequenz auch ohne Aktivierung durch das &REotein minimal aktiv, was zu ei-

ner ubiquitaren Transkription des Effektorgens &ithkann (Ito et al., 2003).
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GAL4-Treiberlinie UAS-Effektorlinie
& | :
.
f'f
GAL4
spezifischer _-_ DEEE -_
Promotor UAS
Gewebespezifische Expression von GAL4 Transkriptionelle Aktivierung von Gen X

Abbildung 1: Das GAL4/UAS System.Das GAL4/UAS System besteht aus zwei Komponeriden eine Flie-
genstamm (GAL4-Treiberlinie) enthalt den hefespsaifen Transkriptionsfaktor GAL4 mit einem geweleesp
zifischen Promotor, der dem GAL4 vorgeschaltenEat.zweiter Fliegenstamm (UAS-Effektorlinie) besieine
UAS Sequenz mit einem nachgeschalteten Effektof@em X). Bei einer Kreuzung dieser beiden Stamme we
den beide Komponenten in den Nachkommen zusammigmgeind somit aktiv. Das GAL4-Protein bindet spe-
zifisch an die UAS Sequenz, wodurch die Transloiptdes Effektorgens gewebespezifisch ermdglicht wir
(adaptiert von St Johnston 2002 ).

Ein weiteres wichtiges Werkzeug, welches zusammimdem GAL4/UAS System verwen-
det werden kann, ist die RNA-Interferenz (RNAI).eCRNAI bietet die Mdglichkeit, einen
.l0ss-of-function* Phanotyp zu generieren (Abb. Rpbei handelt es sich um eine posttrans-
kriptionelle Genhemmung mittels doppelstrangigerAR(dsRNA), die eine homologe Se-
quenz fur das Gen, welches ausgeschaltet werdénbssitzt. Die dsRNA wird zunachst
durch einen Dicer, einem Mitglied der RNase IIl Hearder dsRNA spezifischen Ribonuk-
leasen, in kleine ca. 19-21 Nukleotide lange siRitAgmente (small interfering RNAS) ge-
spalten. Diese siRNAs binden schlief3lich an einekléase Komplex (RNA-induced silen-
cing complex, RISC) und werden in einzelstrangidAR gespalten, welche als Matrize fir
die zu degradierende mRNA dienen (Fire, 1999; Gioodet al.,, 2002; Hammond et al.,
2001; McManus and Sharp, 2002). Die RNAIi-Technikrkausammen mit dem GAL4/UAS
System eine gewebespezifische HerunterregulatioeseGens ermdglichen, was beispiels-

weise bei der Erforschung neuronaler Netzwerkenegmel3en Vorteil bietet.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der RNA-Inteferenz. (A) Small interfering RNAs (SiRNAs) beste-
hen aus zwei 21 Nukleotiden (nt) langen Einzelsjesuy die ein 19 nt Duplex mit einem 2 nt am 3"-Ehiliden
(B) Zwei-Schritte Modell der RNA-Interferenz: Langepgi@lstrangige RNA (dsRNA) wird durch einen Dicer in
siRNAs gespalten (Schritt 1). Der anti-sense StidargsiRNA wird durch den RNAI silencing complexI 8&)
genutzt, um die mMRNA zu erkennen und zu degradigperelle;: McManus and Sharp, 2002).

1.2.1 Assoziatives Lernen und die Gedachtnisbildung bei Drosophila

Drosophila ist fahig eine Reihe assoziativer Lernparadigmererzernen, die olfaktorische,
visuelle oder taktile Reize verwenden (Davis, 198&pulakis and Grammenoudi, 2006;
Sokolowski, 2001). Um die am Lernen und an der Getilésbildung beteiligten neuronalen,
zellularen und molekularen Mechanismen verstehekémnen, entwickelten sich mehrere
Konditionierungsparadigmen. Dazu gehdren beispessyv die visuelle Konditionierung
(Brembs and Heisenberg, 2000; Wolf and Heisenld991), die konditionierte Vermeidung
des Balzverhalten (Kamyshev et al., 1999; Siegdl ldall, 1979), das ,Hitze-Box" Lernen
(Putz and Heisenberg, 2002; Wustmann and Heisent®@y) und die olfaktorische Duft-
konditionierung (Tully and Quinn, 1985). Es zeigieh, dass unterschiedliche sensorische
Signalwege verschiedene Gedéachtnisse innerhalBelesns bilden, die auf molekularer und
anatomischer Ebene Uberlappende Mechanismen begdaes, 2010). Das am haufigsten
genutzte Lernparadigma ist die olfaktorische asdva Duftkonditionierung.

Das assoziative Lernen wurde erstmals 1974Dbesophila angewandt. Es zeigte sich, dass
Drosophila fahig ist ein assoziatives Gedéachtnis zu bilders bis zu 24 Stunden andauern
kann (Quinn et al., 1974). Dabei handelte es sitheaine operante Konditionierung, die
durchaus stabile Lernwerte erzeugte, jedoch eiBggchrankungen wie beispielsweise eine
starke phototaktische Reaktion vibnosophila wahrend der Testphase hervorrief. Dies fihrte
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zu der Entwicklung eines klassischen Konditionigigparadigmas, der assoziativen olfakto-
rischen Konditionierung (Tully and Quinn, 1985).ld@aerhalt eine Gruppe von Fliegen einen
Duft A (CS"), der zeitgleich mit einem US (12 elektrische Sitsobei der aversiven Kondi-
tionierung oder Zucker bei der appetitiven Konditesung) prasentiert wird. Nach einer kur-
zen Pause erhalt diese Gruppe einen weiteren D(@S, der keine Assoziation beinhaltet.
AnschlielRend werden diese Fliegen in eine TestapafT-Maze) Uberfuhrt, in der sie sich
zwischen den beiden Duften (C8der CS entscheiden miissen (ausfiihrliche Beschreibung
unter Punkt 2.3). Wildtypische Fliegen zeigen inriNalfall eine starke Vermeidung oder ei-
ne starke Anziehung gegeniiber dem prasentiertén&ses Verhalten steht in Abhangig-
keit mit dem verwendeten US. Bei einer aversivemditionierung wird der CSmit 12
elektrischen Schocks assoziiert und bewirkt som# ¥ ermeidung des Duftes. Bei der appe-
titiven Konditionierung wird der CSdurch Zucker belohnt und bewirkt folglich eine Agyz
hung (Schwaerzel et al., 2003; Tempel et al., 1988y and Quinn, 1985). Dieses Lernpara-
digma fuhrt zu einem robusten assoziativen Ged#ghirelches sich in der gezeigten Ver-

meidung oder Anziehung gegeniiber deni @®derspiegelt.

Das assoziative Ged&achtnis besitzt einen zeitligmachischen Charakter und besteht aus
mehreren unterscheidbaren Gedachtniskomponenteryndérschiedliche Eigenschaften be-
sitzen und Uber einen unterschiedlich langen Zeitraxistieren kénnen (Abb. 3). Eine ein-
zelne Trainingseinheit fahrt zur Ausbildung einesr&zeitgedachtnisses (short-term memory,
STM) und eines Mittelzeitgedéachtnisses (middle-tenemory, MTM). Diese Ged&chtnisse
bendtigen fur ihre Bildung keine Transkription ufiénslation neuer Proteine, sondern gehen
mit Modifikationen bereits vorhandener Proteinehein(Blum et al., 2009a). Der frihestmdg-
liche Zeitpunkt die Gedachtnisleistung zu testehunmittelbar nach dem Training nach ~3
Minuten. Diese Gedachtnisleistung spiegelt das Siigtler und existiert flr eine Dauer von
~ler Stunde (Margulies et al., 2005). Demnachirsdeekter Einblick in die Akquise, dem
eigentlichen Lernvorgang (LRN), nicht méglich, send wird anhand der gebildeten Ge-
dachtniskomponente bewertet. Um Aufschluss Ubertasédchlichen Lernvorgang zu erhal-
ten, besteht jedoch die Moglichkeit mit Hilfe desperatursensitiven Alleleskibire, die sy-
naptische Ubertragung wahrend des Lernens zu lelaskiKitamoto, 2001).

Das MTM existiert Uber einen langeren Zeitraum wvder bis 5 Stunden nach dem Training
(Margulies et al., 2005). Es besteht aus verschieni&omponenten, die mittels einer amnes-
tischen Behandlung voneinander getrennt werden é@nDurch einen kurzen Kalteschock
kann das MTM in seine zwei Bestandteile zerlegtdeer dem Andasthesie-resistenten Ge-

dachtnis (anesthesia-resistant memory, ARM) und derasthesie-sensitiven Gedéachtnis
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(anesthesia-sensitive memory, ASM). Das ASM gkt @ihe labile Komponente, die durch
eine Kalteschockbehandlung ausgeldoscht werden kedimend das ARM eine stabile Kom-
ponente darstellt, die konsolidiert wird und denit&&chock gegenuber resistent ist (Isabel et
al., 2004; Quinn and Dudai, 1976). In einem deigeit Model zur Dynamik des Gedachtnis-
ses wird davon ausgegangen, dass die labile Geuglabmponente, ASM, direkt nach dem
Training ausgebildet wird und Uber die Zeit grata®inimmt, wahrend sich die stabile Ge-
dachtniskomponente, ARM, nach dem Training gradeseflvickelt und tber einen langeren
Zeitpunkt stabil erhalten bleibt (Quinn and Dud#76). Neuere Befunde konnten jedoch be-
reits beim STM eine labile (dynamische) und eirebié¢ (basale) Gedachtniskomponente
identifizieren (Knapek et al., 2011; Scheunemanal.e013). Inwiefern diese Komponenten
als Vorlaufer der beiden MTM Komponenten zu verstebind, ist bislang unbekannt.

Das stabile ARM kann nicht nur nach einer einzelfexiningseinheit gebildet werden, son-
dern entsteht auch bei einem mehrfachen Traininge dwischenpause (massed training).
Das so hervorgerufene ARM besitzt eine wesentlidghehe Gedéachtnisleistung, ist jedoch
ebenfalls Proteinsynthese-unabhangig (Tully etl&i94).

Anasthesie-resistente Formen des Gedachtnissegnveicht nur irDrosophila beschrieben,
sondern existieren sowohl in Invertebraten als anctertebraten (Erber, 1976; Galluscio,
1971; Weissman, 1967; Yamada et al., 1992). Einrfaelnes Training mit einer kurzen Ru-
hepausen zwischen den einzelnen Trainingseinh@pated training) fuhrt zur Bildung eines
Langzeitgedachtnisses (long-term memory, LTM), Wefc iber mehrere Tage existiert und
abhangig von der Synthese neuer Proteine ist (Taillgl., 1994). Das LTM ist sensitiv ge-
genuber einer pharmakologischen Inhibition der éniosynthese und bendtigt eine durch
CREB (AMP response lement-linding protein) vermittelte Gentranskription (DeZazand
Tully, 1995; Yin et al., 1995). Die CREB-abhangi@enexpression wahrend der Bildung des
LTM ist ein konservierter Mechanismus, der in viefgpezies beschrieben ist (Bourtchuladze
et al., 1994; Guzowski and McGaugh, 1997; Yin anty] 1996). Eine genetische Trennung
des CREB-abhangigen LTM und des CREB-unabhangide #st bisher nur irDrosophila
beschrieben, folglich werden diese beiden genetisah funktionell unterschiedlichen Ge-
dachtniskomponenten parallel ausgebildet und exestiunabhangig voneinander (Dubnau et
al., 2003).
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Abbildung 3: Das assoziative Gedachtnis besteht aumterschiedlichen GedachtniskomponentenDas be-
obachtete Verhalten nimmt tber einen Zeitraum vehneren Stunden bzw. Tagen kontinuierlich ab (scheva
Linie). Eine Untersuchung des Gedachtnisses zeigichiedene zeitliche voneinander unterscheidbacd&ht-
niskomponenten. Das Kurzzeitgedachtnis (STM, gigingdirekt nach dem Training messbar, hélt jedogh n
Uber einen kurzen Zeitraum an. Neuere Befunde adigeeits im STM eine Unterteilung einer basalemigo-
nente und einer labilen Komponente. Das Mittelzgtichtnis (MTM) besteht aus zwei verschiedenen Kemp
nenten, dem Anasthesie-resistenten Gedachtnis (ARiMkelblau) und dem Anasthesie-sensitiven Ged#chtn
(ASM, hellblau), wobei nur das ARM bis zu 24 Stunderhalten bleibt. Das Langzeitgedachtnis (LTM) rot
wird nach einen wiederholten Training mit einerdenm Pause zwischen den einzelnen Trainingseinhgéeit-
det (space training) und bleibt fir mehrere Tadwléen.

1.3 Das Olfaktorische System in Drosophila

Das olfaktorische System iDrosophila zeigt groRe Ahnlichkeiten mit dem detammalia,
wodurch es ein relevantes Modellsystem darstettt,die Duftverarbeitung und die beteilig-
ten Mechanismen, die bei der Gedachtnisbildung emrlkauch in komplexeren Organismen
zu verstehen (Hildebrand and Shepherd, 1997; RoamahDavis, 2001; Vosshall et al.,
2000). Dabei ist es notwendig die neuronalen Strekt des olfaktorischen Systems, die bei
der Gedachtnisbildung und der Gedachtnisspeichebatgiligt sind, zu identifizieren. Beli
der olfaktorischen Konditionierung wird eine Assdion zwischen einem Duft (CS) und ei-
nem Elektroschock (US) erlernt, wobei diese Assamieeine Veranderung im Verhalten aus-
|6st. Diese Verhaltenséanderung geht mit der Ausbiddverschiedener Gedachtnisspuren in-
nerhalb des Gehirns einher. Demnach muss es dstrtrimete Strukturen geben, in denen die
Informationen tber den CS und den US konvergieren.

1.3.1 Die anatomische Reprdsentation des Duftes entlang der Riechbahn

Die Duftverarbeitung ibrosophila ist bereits gut charakterisiert (Abb. 4). Die Dnfibrma-

tion wird Uber die olfaktorischen Rezeptoren (ORRplen Antennen aufgenommen und durch
die olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNS), die A&xene durch den Antennennerv in die
Antennalloben (ALs) projizieren, weitergeleitet.eDALs bestehen aus ~50 morphologisch
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getrennten und synapsenreichen funktionellen Eiehgeden Glomeruli. ORNSs, die den glei-
chen OR exprimieren, projizieren ihre Axone in @ggichen Glomerulus, so dass jede Duft-
information ein spezifisches Duftmuster hervorrutann (Fiala, 2007; Gao et al., 2000;
Vosshall et al., 2000). Dort bilden sie synaptis&fexbindungen mit zwei verschiedenen
Neuronenklassen, den lokalen Interneuronen (LNd)den Projektionsneuronen (PNs). Die
meisten LNs sind GABAergé-Aminobuttersdure) inhibitorische Neurone, die wertulti-
glomerulare Verzweigungen innerhalb der ALs bild&mang et al.,, 2007; Stocker et al.,
1990; Wilson and Laurent, 2005). Sie dienen derd&mung der Duftinformation, die sie
sowohl von den ORNSs als auch von den PNs erhditgre{ al., 2002). Die PNs leiten die In-
formationen Uber den Duft an hohere Gehirnberenakiter. Ihre Axone projizieren tUber zwel
verschiedene Trakte, dem inneren AntennocerebkaliiraCT) und dem medianen Antenno-
cerebraltrakt (MACT). Die PNs des iIACT bilden sytisghe Verbindungen mit der Kalyx der
Pilzkorper (mushroom bodies, MBs) und dem laterdfemn (LH), wahrend die PNs des
MACT nur ins LH projizieren (Stocker et al., 199Dje meisten PNs innervieren normaler-
weise nur einen einzelnen Glomerulus (Stocker.et1l8P0) und erhalten somit eine direkte
Duftinformation von den ORNSs, die den gleichen Odremieren (Vosshall et al., 2000). Ei-
nige PNs innervieren jedoch mehrere Glomeruli uedden somit durch verschiedene Dufte
aktiviert. Diese PNs projizieren direkt Gber den @WAins LH (Masse et al., 2009; Stocker et
al., 1990). Bisher ist wenig Uber die Funktion dékbei der Duftverarbeitung bekannt. Es
gibt jedoch Hinweise darauf, dass das LH bei déegiation und Bewertung der olfaktori-

schen Information eine Rolle spielen kénnte (Gt Stopfer, 2012; Jefferis et al., 2007).

Die MBs sind bilaterale symmetrische Strukturere gro Hemisphare aus ~2500 intrinsi-
schen Kenyonzellen (KCs) bestehen. Ihre Dendribemén die Kalyx, in der die Duftinfor-
mation der PNs projiziert wird. Die Axone der K@stén die Information durch den Pedun-
culus, wo sie schlie8lich in unterschiedliche Sulidtiren, den Loben, verzweigen
(Crittenden et al., 1998; Lee et al., 1999; Techaradi Heisenberg, 1982). Je nach funktionel-
len und anatomischen Charakteristiken werden sw@finoa’/p” undy Loben unterschieden.
Die o/p unda’/B” Loben bilden zwei Verzweigungen, wobei dienda” Neurone in vertikale
und diep undp” Neurone in horizontale Loben verzweigen. Pideurone formen horizontal
die y Loben (Davis and Giurfa, 2012). Die MBs spieleneezentrale Rolle beim olfaktori-
schen Lernen und der Gedachtnisbildung, da sie lslogve olfaktorischen Informationen so-
wie die sensorischen Informationen, die durch déwvdrmittelt werden, miteinander integ-

rieren kdnnen.
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Abbildung 4: Schematische und anatomische Darstelhg des olfaktorischen SystemdqA) Jedes olfaktori-
sche Rezeptorneuron (ORN) exprimiert nur einen depolfaktorischen Rezeptoren (OR). Alle ORNSs, dka
gleichen OR exprimieren, projizieren in den gleicl@omerulus (GL) der Antennalloben (ALs). ORNgdbih
synaptische Verbindungen mit lokalen Interneurofié\ts) und Projektionsneuronen (PNs). Die PNs pi@jen

ihre Axone in die Kenyonzellen (KCs) der PilzkérgdBs) und in das laterale Horn (LH). Man untersdeé
hauptsachlich 3 verschiedene Klassen MB Neuraffe: o/f” undy Loben.(B) Die ORNs erstrecken ihre
Axone entlang des Antennennervs (AN) in die ALse @RNSs bilden synaptische Verbindungen mit den PNs
und den LNs, deren Zellkérper in der Peripherie Alles liegen. Die PNs projizieren ihre Axone in dalyx

(K) tber den Antennocerebraltrakt (iIACT). Die Axoder KCs leiten durch den Pedunculus, wo sie Sglidie

in unterschiedliche Substrukturen, den Loben, veigen (Quelle: Busto et al. (2010)).

1.3.2 Die anatomische Repradsentation der Bestrafung/Belohnung

Das olfaktorische Konditionierungsparadigma benetztveder bestrafende Elektroschocks
(aversive Konditionierung) oder belohnenden Zuckepetitive Konditionierung) als unkon-
ditionierten Stimulus (US). Der durch den US aldité sensorische Signalweg ist bisher
noch nicht in allen Einzelheiten verstanden. Eslvidoch angenommen, dass der US mo-
noaminerge modulatorische Neurone stimuliert, walebesondere Dopamin (DA) und Oc-
topamin (OA) eine wesentliche Rolle spielen (Da2i3)05). Dopaminerge Neurone reprasen-
tieren Informationen Uber den aversiven US undpantdnerge Neurone vermitteln Informa-
tionen Uber den appetitiven US, wobei neuere Studienfalls eine dopaminerge Funktion
far den appetitiven Stimulus aufzeigen konnten §Kes et al., 2009; Schwaerzel et al., 2003;
Waddell, 2013).

In Drosophila wurden drei dopaminerge Zellcluster (PAM, PPL1 @rflL2a) identifiziert,
die direkt zu den MBs projizieren und dort die whisdenen Loben innervieren (Aso et al.,
2012; Mao and Davis, 2009). Dopaminerge Neurongieeen stark auf elektrische Reize
(Riemensperger et al., 2005) und das Blocken deaischen Transmission in dopaminer-
gen Neuronen wahrend des Trainings fuhrt zu eirgirBrachtigung des aversiven Lernens,
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wobei das appetitive Lernen unbeeintrachtigt bl€dathwaerzel et al., 2003). Octopaminerge
Rezeptorgene werden vorrangig in den MBs exprinuied sind an die Adenylatzyklase (AC)
gekoppelt, was auf eine Beteiligung von OA bei @edachtnisbildung hindeutet (Han et al.,
1998). Mutanten, denen das Enzym Tyrafiinydroxylase (BH) fehlt und somit OA nicht
synthetisieren kdnnen, zeigen eine Beeintrachtigum@gppetitiven Lernparadigma, jedoch
nicht beim aversiven Lernen. Dieser Effekt kannctlueine Fitterung von OA, direkt vor
dem Training, gerettet werden (Schwaerzel et 8032 Diese Beobachtungen zeigen eine di-
rekte Funktion der beiden biogenen Amine bei dgr&sentation des US wéahrend des olfak-

torischen Lernens auf.

1.4 Gedachtnisspuren in den einzelnen Neuropilen des Drosophila Gehirns

Bei der Gedachtnisbildung treten eine Reihe Verdmdgen innerhalb der Neurone auf, die
die relevanten sensorischen Informationen verarbeDiese Modifikationen werden als zel-
lulare Gedachtnisspuren bezeichnet und betreffgiiche Aktivitatsdnderungen dieser Neu-
rone. Beispielsweise fuihrt eine Modifikation in detpression oder Funktion von lonenkana-
len dazu, dass sich die Neurone in ihren elekteisdtigenschaften verandern und somit mehr
oder weniger fahig sind, elektrische Signale weiikgiten (Davis, 2011). Mit Hilfe von op-
tisch bildgebenden Verfahren (optical Imaging Telkém), die bestimmte Reportermolekiile
wie Synapto-pHluorin oder G-CaMP benutzen, ist églioh die physiologischen Reaktionen
auf eine Vielzahl verschiedener Stimuli im Gehiaralistellen. Beispielsweise kdnniervi-

vo Veranderungen, die wahrend oder nach einem Lezepsostattfinden, innerhalb einzelner
Zellen oder Gewebe nachgewiesen werden. Dies kophgsiologische Prozesse wie die
Anderung der intrazellularen €a oder cAMP-Konzentration, Transmitterausschiittunge
oder Veranderungen der spannungsabhangigen lorédekaein (Miesenbock et al., 1998;
Nakai et al., 2001; Ng et al., 2002). Der Gebraddser Reportermolekule fuhrte zu einer
Identifikation verschiedener zellularer Gedachtmisen, die vorrangig in den MBs aber auch

in den ALs gefunden wurden.

1.4.1 Gedachtnisspuren in den Antennalloben

In den ALs konvergiert ein komplexes Netzwerk ustéredlicher Neuronentypen: die
ORNSs, die PNs und die LNs. Verschiedene Dufte rutaumlich und temporéar definierte
Muster glomerulérer Aktivitat hervor (Fiala et &2002; Marin et al., 2002; Vosshall et al.,
2000). Somit werden die ALs in erster Linie alseetruktur betrachtet, in der die olfaktori-
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schen Informationen verarbeitet und an hohere iateg Verarbeitungszentren, wie den
MBs, weitergeleitet werden.

Die erste zellulare Gedachtnisspur konnte in des dér Honigbiene durch optisches Ima-
ging nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dasewdltes assoziativen Lernens die Duftre-
prasentation innerhalb der ALs verandert wird. Zndéihrte eine spezifische Blockierung
der synaptischen Ubertragung in der ALs, zu einegilrachtigung der Gedachtnisbildung
(Erber et al., 1980; Faber et al., 1999). AuclDnosophila konnte kirzlich eine Gedachtnis-
spur in den ALs nachgewiesen werden (Yu et al.420Dufte erzeugen ein spezifisches
glomerulares Aktivitatsmuster innerhalb der Antdlueen. Durch das Reportermolekil
Synapto-pHluorin, welches die synaptische Aktivitiden PNs visualisiert, konnte gezeigt
werden, dass sich unmittelbar nach einer Kondigiamg dieses duftabhangige Aktivitats-
muster verandert, d.h. das wahrend der Konditiongrzusatzliche PNs spezifisch aktiviert
werden (Yu et al., 2004). Diese Veranderung isbghdnur von kurzer Dauer und stellt dem-
nach eine frihe Gedé&chtnisspur dar. In kultivieeosophila Gehirnen konnte jedoch nach
einer assoziierten Stimulation eine erhdéhte syeselpé Transmission zwischen den ALs und
den MBs fir mehr als 2 Stunden beobachtet werdemd@lét al., 2013). Demnach scheinen
die ALs nicht nur der Duftverarbeitung zu dienemndern besitzen mdglicherweise auch eine
entscheidende Rolle bei der Gedachtnisbildung.

1.4.2 Gedachtnisspuren im Pilzkorper

In erster Linie gelten die MBs als notwendige Stuuén, die an der CS/US Integration betei-
ligt sind. Genetische oder pharmakologische Eifgyrilie einen strukturellen Defekt oder ei-
nen kompletten Verlust der MBs verursachen, fulmeriner Beeintrachtigung des Lernens
assoziativer Stimuli (Davis, 1996; de Belle anddgaberg, 1994; Heisenberg et al., 1985).
Viele Gene, die beim Lernen und der Gedachtnishddeine wesentliche Rolle spielen, wer-
den vorzugsweise in den MBs exprimiert (Han etl&198; Nighorn et al., 1991; Skoulakis et
al., 1993).

Die MBs bestehen aus mindestens 3 morphologischfumidionell unterscheidbaren Zellty-
pen, dem/p, a’/B” undy Loben, deren Dendriten zur Kalyx projizieren, we dlfaktorische
Information durch die PNs Ubertragen wird. Die kitaische Information aktiviert innerhalb
des Lobensystems eine relativ kleine Populatiorkdgs, so dass eine zellulare Spezifitat des
Duftgedachtnisses entsteht (Honegger et al., 200dner et al., 2008; Wang et al., 2008).
Reversible Experimente mit dem temperaturabhanghdleh shibire zeigen unterschiedliche

zeitliche Notwendigkeiten in der neuronalen Ubeptireg innerhalb des Lobensystems. Das
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shi Gen kodiert fur das Protein Dynamin, das die Exmsy synaptischer Transmitter blo-
ckiert und somit die neuronale Transmission beerirestriktiven Temperatur verhindern
kann (Kitamoto, 2001). Mittels dieser Blockierungnkiten unterschiedliche Gedéachtnisspu-
ren innerhalb der MBs nachgewiesen werden. Demmach angenommen, dass di€/f’
Loben wéhrend der Akquise bendtigt werden und fé@rfFeéstigung einer frihen Gedéachtnis-
spur verantwortlich sind. Sie sind jedoch nichteesigll fir die Speicherung des Gedéachtnis-
ses, da sie auf den Abruf keine Einfluss nehmeagkeas et al., 2007). Digp3 undy Loben
werden dementgegen eher fur den Abruf und somidigliSpeicherung bendétigt, sind jedoch
wahrend der Akquise nicht erforderlich (Dubnaulet2001; Huang et al., 2012; McGuire et
al., 2001; Schwaerzel et al., 2002; Xie et al.,30Dies fihrte zu einem Modell, bei dem da-
von ausgegangen wird, dass die Aktivitat in dgfi” Neuronen die Bildung einer friilhen Ge-
dachtnisspur in dep Neuronen férdert, die schlie3lich in defs Neuronen konsolidiert wird
(Cervantes-Sandoval et al., 2013). Dieses Modtekassistent mit Beobachtungen, die an-
hand optischer Imagingstudien aufgezeigt werdemtan Die MBs zeigen bei einer CS/US
Assoziation ein intrazellular verandertes’EaNiveau. Innerhalb dex’/p” Neurone ist direkt
nach einer Konditionierung eine erhohte?E&onzentration zu beobachten, was auf eine
frihe zellulare Gedachtnisspur hindeutet. DieseaGlethisspur halt fur ~60 Minuten an und
konnte nur in diesen Neuronen nachgewiesen wekdamg et al., 2008). Dementgegen zei-
gen diea/p und diey Neurone eine G& Erh6hung wahrend des Abrufs einer langer anhal-
tenden Gedachtnisspur (Akalal et al., 2010; Cersaftandoval et al., 2013; Yu et al., 2006).

Die MBs werden innerhalb des Fliegengehirns vosal@edenen exzitatorischen und inhibi-
torischen Neuronen innerviert. Zwei MB assoziiduronenpaare, die dorsal gepaarten me-
dialen (DPM) Neurone und die anterior gepaarteerdden (APL) Neurone, zeigen eine Be-
teiligung bei der Gedachtnisbildung. Die APL Newr@egregieren den inhibitorischen Neu-
rotransmitter GABA in das Lobensystem und in didyKader MBs. Eine Reduktion von
GABA wahrend einer Konditionierung fuhrt zu eineedesserung der Akquise. Demzufolge
stellen die APL Neurone einen inhibitorischen Sigregy dar. Nach einer CS/US Stimulation
zeigen die APL Neurone eine reduzierté ©&onzentration und eine verringerte GABAerge
Ausschuttung fir ~5 Minuten, was auf eine trainindszierte veranderte Plastizitat der APL
Neurone hindeutet (Liu and Davis, 2009; Liu et 2007).

Das zweite wichtige Neuronenpaar, das bei der Gedigbildung eine wichtige Funktion
einnimmt, wurde durch die Mutangennesiac (amn) identifiziert. Dasamnesiac Gen kodiert
fur ein Homolog des Wirbeltierneuropeptids PACAP ygdphysen-Adenylatcyclase-

aktivierendes Peptid) und wird vorrangig in den DRI&uronen exprimiert, in denen es fur
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die Ausbildung einer intermediaren Gedachtnissmmobgt wird (Feany and Quinn, 1995;
Waddell et al., 2000)Amn Mutanten zeigen direkt nach einer Konditionier@ng normales
Verhalten, jedoch nimmt ihre Gedachtnisleistung foitschreitender Zeit rapide ab (Tully
and Quinn, 1985). Eine CS/US Stimulation fiihrt imee Erhdhung der G& Konzentration
nach ~30 Minuten, die bis zu ~90 Minuten anhaltanrk (Yu et al., 2005). Diesamn-
abhéangige intermediare Gedéachtnisspur wurde irDd&v Neuronen gefunden, die die verti-
kalen Loben der MBs innervieren. Unklar ist bishewiefern diese intermediare Gedachtnis-
spur eine konsolidierte Form friherer Gedéachtnisspualarstellt oder ob sie unabhangig von

diesen ausgebildet wird.

1.5 Molekulare und zellulare Mechanismen der Gedachtnisbildung — Der Ein-
fluss von cAMP

Die genetische Analyse der einzelnen Gedéachtniskosmten wurde erstmals 1973 durch
Seymour Benzer eingefluihrt. Er schlussfolgerte, @assinzelnes mutiertes Gen bestimmte
Verhaltensweisen negativ beeinflussen kénnte. Adldieser Verhaltensdnderungen sei es
maoglich, die Funktion und Wirkungsweise dieses Ghinsichtlich der Gedachtnisbildung
und der dazugehoérigen Prozesse naher zu unters(i8berer, 1973). Dies fuhrte dazu, dass
eine Vielzahl an Mutanten identifiziert wurde, diei der olfaktorischen Duftkonditionierung
Defizite beim Lernen und der Gedachtnisbildung aeden. Diese Defizite betrafen selektiv

verschiedene Gedachtniskomponenten.

Die ersten Einzelgen-Mutanten, die identifiziertducharakterisiert wurden, waretunce
(dnc) undrutabaga (rut) (Aceves-Pina and Quinn, 1979; Dudai et al., 1948ingstone et
al., 1984). Beide kodieren fur Gene, die den cAM¥klisches Adenosinmonophosphat) Sig-
nalweg beeinflussen und vorrangig in den KCs desMBprimiert werden (Han et al., 1992;
Nighorn et al., 1991). cAMP ist ein ubiquitarer sedarer Botenstoff, der mehrere Effektoren
aktiviert und dessen Signalwirkung die synaptisateykturelle und funktionelle Plastizitat
wahrend des Lernens und der Gedéachtnisbildung nestduDnc kodiert fir eine cAMP-
spezifische Phospodiesterase Typliic{PDE), die CAMP degradientut hingegen kodiert fur
eine C4'/ Calmodulin-abhangige Adenylatcyclase Typrat<AC), die CAMP aus ATP syn-
thetisiert (Byers et al., 1981; Dudai et al., 19Z&jngstone et al., 1984). Obwohl beide Mu-
tanten gegenteilige Auswirkungen auf das intraraiécAMP Niveau besitzen, zeigen sie
beim olfaktorischen Lernen ein Defizit bei der Bitd) des STM und des MTM, wobenc
fur die Bildung des stabilen ARM bendtigt wird, wéahdrut die Bildung des labilen ASM

unterstitzt (Scheunemann et al., 2012). Konsistenthrer Rolle beim Lernen und der Ge-
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dachtnisbildung werderut und dnc vorzugsweise in den MBs exprimiert, wobei sie @do
funktionell unterschiedliche cAMP Signale bedienéie, in verschiedenen Neuronenpopula-
tionen bendtigt werden. Wahrenat-abhangige cAMP Signale innerhalb der KCs in dfh
undy Loben fiir die Bildung des STM und des labilen ABBhotigt werden (Akalal et al.,
2006; Scheunemann et al., 2012; Zars et al., 20@€)jendnc-abhéngige cAMP Signale in
zwei unterschiedlichen olfaktorischen Neuropileen KCs und den lokalen Interneuronen
der ALs, fur die Bildung des STM und des stabileRM\ benétigt (Scheunemann et al.,
2012). Dierut-AC besitzt in den KCs eine spezielle Funktion ¢ber CS/US Integration, da
sie als sogenannter ,Koinzidenzdetektor” fungiBrherseits wird sie in Folge eines erhdhten
C&* Niveausdurch die C&/ Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKII) algit (CS-
Signalweg), andererseits durch einen G-Protein ggddten Rezeptor (US-Signalweg), der
seinerseits durch Neuromodulatoren wie DA oder Giviert wird (Gervasi et al., 2010;
Livingstone et al., 1984; Tomchik and Davis, 20@®ne Mutation in der Rezeptorunterein-
heit Gus, die eine dauerhafte Aktivierung des G-Proteinopglelten Rezeptors in den KCs
bewirkt, fuhrt zu einer Beeintrachtigung des oltaldchen Lernens (Connolly et al., 1996).

Folglich wird die G-Protein Signalwirkung fur diee@achtnisbildung bendétigt.

1.5.1 Die zwei cAMP Effektoren - PKA und EPAC

Nebenrut unddnc, die einen direkten Einfluss auf das intrazelleléAMP Niveau ausuben,
gibt es eine Reihe durch cAMP aktivierte ,downgatnéeEffektoren, die eine Beteiligung
beim Lernen und der Gedachtnisbildung zeigen. Hiieger Effektoren ist die CAMP abhan-
gige Proteinkinase A (PKA), die ebenfalls vorrangigden Loben und der Kalyx der MBs
exprimiert wird (Muller, 1997; Skoulakis et al.,4%. PKA bildet in einem nicht aktivierten
Zustand eine heterotetramere Struktur, die aus esgpilatorischen und zwei katalytischen
Untereinheiten besteht. In Gegenwart von cAMP bindleAMP Molekile an die regulatori-
schen Untereinheiten, was eine Dissoziation deddmekatalytischen Untereinheiten zur Fol-
ge hat. Die beiden katalytischen Untereinheitennkinnun weitere Proteine innerhalb der
Zelle oder des Zellkerns phosporylieren (Fosteal.et1984; Kalderon and Rubin, 1988). Ein
durch PKA phosphoryliertes Zielprotein ist beispietise der Transkriptionsfaktor CREB,
der fUr die Bildung des Proteinbiosynthese abhagigrM notwendig ist. Eine Aktivierung
von PKA reguliert verschiedene synaptische ProzeBsispielsweise fuhrt eine Phosphory-
lierung durch die katalytische Untereinheit von PE&m SchlieRen von Kaliumkanélen, ei-
ner ausgedehnten Depolarisation und einer erhdhi@msmitterausschittung (Castellucci et
al., 1980; Klein and Kandel, 1980). Eine Beteiligwon PKA bei der Gedachtnisbildung in
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Drosophila konnte zunachst durch den Proteinkinase InhibiR&H, gezeigt werden. PKI bin-
det an die regulatorischen Untereinheiten von PIKA verhindert somit eine cAMP abhangi-
ge Aktivierung der katalytischen Untereinheit. Eidaraus resultierende Erniedrigung der
PKA Aktivitat fuhrt zu einer Beeintrachtigung besrdBildung des STM und des MTM (Drain
et al., 1991). Mutationen in der katalytischen Weitegheit OCO) oder in der regulatorischen
Untereinheit verdeutlichten die Funktion von PKAmd.ernen und bei der Gedachtnisbil-
dung. Dabei zeigte sich, dass der ExpressionsgmadPKA entscheidende Auswirkungen auf
die Bildung des olfaktorischen Gedachtnisses kediemnach sind bei einer geringeren
PKA Expression die Auswirkungen auf die Gedachitdsing am grof3ten, wobei nicht nur
eine Verschlechterung der Gedachtnisleistung gemagden konnte, sondern auch eine Ver-
besserung (Goodwin et al., 1997; Horiuchi et &Q&, Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993).
Eine geringfligige Reduktion der PKA Aktivitat zelkgine bzw. eine minimale Beeintrachti-
gung bei der Gedachtnisbildung, wohingegen einblegrende PKA Aktivitat von ~25% das
Lernen und somit die Gedachtnisleistung negativinilesst. Eine weitere Reduktion der
PKA Aktivitat auf ~16% verursacht einen rapiden ébtler Gedéachtnisleistung, wobei meh-
rere Gedachtniskomponenten betroffen sind (Li £t18196). Zwei Mutanten konnten jedoch
identifiziert werden, die trotz einer 50%igen Retlok der PKA Aktivitat eine verbesserte
Gedachtnisleistung bei der Bildung der konsolidieriGedachtnisphase ARM aufweisen
(Horiuchi et al., 2008). Diese beiden Mutanten erigudem einen positiven Einfluss auf die
altersbedingte Verschlechterung der GedachtnialggsfYamazaki et al., 2010; Yamazaki et
al., 2007). Demnach ist die Gedachtnisbildung sshpfindlich gegenltber der vorhandenen
PKA Aktivitat. Offensichtlich scheint es bestimm®KA Schwellenwerte zu geben, die die

einzelnen Gedachtniskomponenten entweder posigv egativ beeinflussen kénnen.

Die intrazellulare Lokalisation von PKA erfolgt adiwr A-Kinase Ankerproteine (AKAPS), mit
deren Hilfe eine bestimmte Spezifitat und Effektivinnerhalb der Signalwege sicher gestellt
werden kann. AKAPs besitzen ein amphipathischescHiébtiv, welches mit einer hohen Af-
finitdt an den N-Terminus der regulatorischen Ugitdreiten von PKA bindet (Dell’Acqua et
al., 2006; Herberg et al., 2000). Durch eine AKARAPBIndung ist eine rdumliche sowie ei-
ne zeitliche Kontrolle des PKA Signalweges moglieKA ist somit fahig, intrazellular in di-
rekter Nahe ihrer Zielsubstrate zu wirken. Neben\tgankerung der PKA besitzen AKAPs
die Fahigkeit verschiedene Kinasen und Enzyme mddni, wobei sie innerhalb der Zelle
komplexe lokale Netzwerke ausbilden kdnnen (PaveswhScott, 1997; Rubin, 1994; Wong
and Scott, 2004). So kénnen AKAPs als GerUstpretéumgieren, die das intrazellulare

cAMP Niveau regulieren, in dem sie beispielsweigbam PKA auch PDEs und ACs integrie-
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ren. Eine Akkumulation von cAMP ist intrazellulaufaspezifische Bereiche beschrénkt, die
raumlich und zeitlich durch ACs und PDEs reguliggrden kénnen (Houslay and Adams,
2003; Willoughby and Cooper, 2007; Zaccolo et 2002). InMammalia bildet das AKAP
Yotiao (AKAP9), welches im Herz und im Gehirn fiiedRegulation von K-lonenk&nalen
bendtigt wird, einen Multiproteinkomplex, der un@nderem eine PDE und eine AC inte-
griert, um die cAMP abh&ngige PKA Aktivitat zu réiguen (Piggott et al., 2008; Terrenoire
et al., 2009). Auch das mAKAR das fiir die Genregulation in kardialen Myozytemditigt
wird, wurde als ein AKAP identifiziert, welches Hei Proteine miteinander vereint, um die
cAMP Mikrodomanen intrazellular zu regulieren (Dedet al., 2001; Kapiloff et al., 2009;
Kapiloff et al., 1999).

AKAPs sind durch ihre Interaktion mit PKA an derdaehtnisbildung beteiligt. IDrosophi-

la fuhrt eine Stoérung der AKAP-PKA Interaktion durdas Kompetitorpeptid eCOPR2 zu ei-
ner Beeintrachtigung bei der Bildung des labilen MA§Scheunemann et al., 2013;
Schwaerzel et al., 2007). Die AKAP Mutame zeigt eine Beeintrachtigung in der Bildung
des LTM, wobei friihere Gedachtniskomponenten noamagebildet werden (Lu et al., 2007)
und das AKAPrugose zeigt einen Einfluss bei der Bildung des STM (\@klet al., 2012).

Es wird angenommen, dass die Gedachtnisbildungtséchdich von der cAMP abhéangigen
PKA reguliert wird, da sie eine Vielzahl von strdmairts gelegenen Kinasen und Transkrip-
tionsfaktoren phosphoryliert, die fur die Gedacsididung erforderlich sind. Kirzlich konnte
jedoch gezeigt werden, das ein weiteres durch cAktRiertes Effektorprotein einen Einfluf3
auf die Gedachtnisbildung besitzt. "Exchange Pmotdirectly activated by cAMP" kurz
EPAC wirkt als ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guennucleotide exchange factors,
GEF) fur kleine G Proteine wie z.B. Rapl und Rap2 RAS Superfamilie (Bos, 2003; de
Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998). EPAGtbbt aus mehreren Domé&nen und besitzt
am N-Terminus eine regulatorische Region, die edlP Bindedomane enthalt und am C-
Terminus eine katalytische Region, die in Anwesénlan cAMP kleine G Proteine wie Rap
aktivieren kann, in dem sie den Austausch von GDIBZP vermittelt (Breckler et al., 2011;
Harper et al., 2008).

Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, dass EPA@e&nRegulation verschiedener zellularer
Prozesse beteiligt ist, die unter anderem fir gieagtische Plastizitat bendtigt werden. In
glutamatergen Synapsen erhoht EPAC die AusschuttangNeurotransmittern (Cheung et
al., 2006; Gekel and Neher, 2008; Sakaba and NhéR; Zhong and Zucker, 2005) und in
zerebralen Granulazellen kann EPAC die neuronalgtdbilitdt modulieren (Ster et al.,
2007). Hinweise fur eine Rolle von EPAC beim Lernen der Gedachtnisbildung sind bis-
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her sehr limitiert. In Vertebraten konnte jedoclzajgt werden, dass eine Aktivierung von
EPAC im Hippocampus von Mausen zu langer anhalteh@agzeitpotenzierungen und zu
einer Verbesserung bei der Ausbildung des LTM f{Belinas et al., 2008; Ma et al., 2009).
Eine Herunterregulation der Expression von EPA@tzeine Verschlechterung beim Abruf
eines 72 Stunden Gedachtnisses (Ostroveanu €04aD) und EPAC Knockout-Mause wei-
sen Defizite beim Lernen und bei der Gedachtnisbiddauf (Yang et al., 2012). In Dopamin-
B-Hydroxylase defizienten Mausen wird eine Coaktiiey beider cAMP Effektoren beno6-
tigt, um einen Gedachtnisdefekt zu retten (Ouyaral.£2008).

EPAC und PKA werden oft innerhalb der gleichen dmidchen Prozesse bendétigt. Dabei
kénnen sie entweder unabhangig voneinander, swiexdi oder entgegengesetzt agieren
(Bos, 2006; Cheng et al., 2008). Eine Mdoglichkeit &egulation beider cAMP Effektoren
scheint unter anderem durch AKAPs gegeben zu $eiklerzmuskelzellen neugeborener
Ratten wurde ein AKAP identifiziert, welches fahs, sowohl PKA als auch EPAC zu bin-
den. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Aktivigrder einzelnen cAMP Effektoren ab-
hangig von der vorhandenen cAMP KonzentrationDstdge-Kafka et al., 2005). Das neuro-
nale PlasmamembrassoziierteAKAP79/150 wurde ebenfalls als ein AKAP identifidie
welches beide cAMP Effektoren strukturell integgierkann. Uber dieses AKAP wird der
PKB/AKT Signalweg reguliert, wobei PKA die Phospylerung und Aktivierung von PKB
unterdrickt, wahrend eine Aktivierung von EPAC mee Erhéhung der PKB Phosphorylie-
rung fuhrt (Mei et al., 2002; Nijholt et al., 2008)
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Abbildung 5: Vereinfachte schematische Darstellungler molekularen Mechanismen der aversiven Ge-
dachtnisbildung. Die Information des CS wird Uber die PNs zu derskKiér MBs projiziert. Die PNs entlassen
Acetylcholin (ACh) an den synaptischen Verbindungem KCs, wodurch spannungsabhangigé’Cidanale
aktiviert werden. Der Anstieg der intrazellularea?G- Konzentration fiihrt zu einer €&Calmodulin gebunde-
nen Aktivierung der Adenylatcyclase (AC). Die USdmmation wird durch Neurotransmitter wie DA prasert

und stimuliert die Aktivierung G-Protein gekoppelRezeptoren (GPCR). Das G-Protein (G) bindet anAd,

die als Koinzidenz Detektor fir die Integrationdmi Stimuli (US und CS) fungiert. Dies fihrt zu eirsyner-
gistischen Synthese von cAMP, welches verschieddfektoren wie die Proteinkinase A (PKA) oder EPAC
aktivieren kann. PKA wiederum kann mehrere Zielpimd innerhalb der Zelle phosphorylieren, wodureh v
schiedene synaptische Prozesse moduliert werdemekdBeispielsweise phosphoryliert PKA den Tranukri
onsfaktor CREB im Nukleus, der fir die Bildung d&3v erforderlich ist, prasynaptische Proteine win&p-

sin, die an der synaptischen Neurotransmitteratisseiy beteiligt sind oder lonenkanélen (IK), did das in-
trazellulare Milieu wirken. EPAC wirkt als Guanirkieotid-Austauschfaktor (GEF), der kleine G-Progeimie
Rab und Ras aktivieren kann, indem es den AustausctGDP zu GTP vermittelt. Rab und Ras wirken unte
anderem ebenfalls auf die synaptische Transmittecdniittung, in dem sie beispielsweise den vesimlar
Transport regulieren. PKA und EPAC kdnnen unabldgingineinander agieren, oder zusammen mit anderen
Proteinen durch A-Kinase Ankerproteine (AKAPs) kdexge Netzwerke bilden. Phosphodiesterasen (PDES) re
gulieren die intrazellulare cAMP Konzentration, émad sie cCAMP zu 5’AMP degradieren.

1.6 Regulation der prasynaptischen Transmitterabgabe

Um sensorische Informationen innerhalb neuronakdzWMerke weiterzugeben, ist eine effizi-
ente synaptische Ubertragung notwendig. Diese stelusammenhang mit einer verander-
ten Aktivitat der pra- und postsynaptischen Eleraemibes Neurons. In chemischen Synapsen
induziert ein in der Prasynapse ankommendes Aktintesitial einen Ca Einstrom, der zu
einer exozytotischen Neurotransmitterabgabe insyeaptischen Spalt fihrt. Der synaptische
Spalt befindet sich zwischen dem Axon eines Neu(Bngsynapse) und dem Dendriten eines

weiteren Neurons (Postsynapse). Die abgegebenerotkEnsmitter binden an Rezeptoren
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des postsynaptischen Neurons, was zu einem uniaitesl Einstrom von Gafiihrt. Durch
diese Prozesse wird eine Ubertragung der Informatan einem Neuron zum anderen Neu-
ron ermaoglicht.

Neurotransmitter werden durch eine Fusion der fys@en Vesikel (SV) mit der prasynap-
tischen Plasmamembran in den synaptischen Spatigabgn. Dies beinhaltet mehrere kom-
plexe Prozesse wie die Rekrutierung der SVs vonefesPool zur aktiven Zone der Plas-
mamembran, das Anhaften der SV an die Plasmamepdaarny/orbereiten ,Priming” der SV
zur Fusion mit der Plasmamembran und schliel3liehFdision der SV mit der Plasmamemb-
ran (Sudhof, 2000). Bei diesen Prozessen sindrgilee verschiedener Proteine beteiligt, die
zwischen den Membranen der SV und der prasynaptisBtasmamembran interagieren (Li
and Chin, 2003; Richmond and Broadie, 2002; Sud2@f3). Eine wesentliche Schliisselrol-
le bei der SV Exozytose nimmt die Bildung einesehmtimeren SNARE spluble N-
ethylmaleimide sensitive factor attachment pot&NAP) receptor] Komplexes ein, der aus
den SNARE-Plasmamembranproteinen, Syntaxin-la unbAPS25 oluble N-
ethylmaleimide sensitive factor attachment poteilgnd dem SNARE-Vesikel-
membranprotein Synaptobrevin besteht (Fasshauar, i998; Sollner et al., 1993; Sudhof,
1995). Diese SNARE Proteine sind innerhalb der &#hgihe hoch konservierte Gruppe
membrangebundener Proteine, die eine 60 bis 70difedonservierte Sequenz, sogenannte
SNARE Motive, besitzen (Weimbs et al., 1997). Hmieraktion dieser SNARE Motive flihrt
zur Bildung des stabilen SNARE Komplexes, der dieirsdirekte Nahe zur Plasmamembran
bringt und dort deren Fusion zur Abgabe der Nearstmitter in den synaptischen Spalt kata-
lysiert (Lonart and Sudhof, 2000; Sutton et al.98)9 Die Anzahl der fusionskompetenten
Vesikel und die Menge der bei der synaptischen faxse abgegebenen Vesikel, korreliert
mit der Fahigkeit SNARE Komplexe zu bilden (Lonand Sudhof, 2000; Xu et al., 1999)
Eine prazise Regulation der Neurotransmitteraustaingi ist essentiell fir die Funktion
neuronaler Netzwerke. Die Bildung des SNARE Komekexind die darauffolgende Fusion
der SV mit der Plasmamembran wird durch verschiedeaktoren reguliert. Es wurde eine
Vielzahl verschiedener Proteine identifiziert, Oigl der synaptischen Exozytose eine modu-
lierende Funktion einnehmen. Beispielsweise inieraglas SV-Membranprotein Synapto-
tagmin direkt mit dem SNARE Komplex und dient akCSensor fiir die Auslésung der sy-
naptischen Transmitterabgabe (Chapman, 2002), Synaeguliert die Anzahl der fur die
Transmitterausschittung zur Verfiigung stehenderik®lesn dem es den Ubergang der sy-
naptischen Vesikel aus dem Reserve Pool (RP) zumtitbar zur Verfligung stehenden

Vesikelpool (Ready Releasable Pool, RRP) reguliEdrreira and Rapoport, 2002) und
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Muncl3 bildet zusammen mit verschiedenen Rab Prteeinen Komplex, der direkt mit
dem SNARE Komplex interagiert, ihn stabilisiert ureguliert (Richmond and Broadie,
2002). Wahrend der Anstieg in der intrazellularefi*®onzentration das wesentliche Signal
fur die synaptische Transmitterausschuittung déirssahd weitere intrazellulare Signalmole-
kule fur die Regulation der Exozytose bedeutenah(and Shibasaki, 2005). Einige der ge-
nannten Protein-Protein Interaktionen werden dwA&MP reguliert. Dies kann einerseits
Uber die cAMP abhangige PKA vermittelt werden, dievante Proteine wie Synapsin
(Jovanovic et al., 2001), Tomosyn (Baba et al.,5206der SNAP-25 (Hepp et al., 2002;
Risinger and Bennett, 1999) phosphoryliert. Andssigs kann cAMP die Transmitteraus-
schittung Uber EPAC regulieren, welches als Guakientid-Austauschfaktor auf die bei
der Regulation beteiligten Rab Proteine wirken ké@naki et al., 2000). Folglich reguliert
und moduliert CAMP die synaptische Transmitteranggang durch PKA-abhangige und

PKA-unabhangige Mechanismen.

1.6.1 Tomosyn

Das prasynaptische Protein Tomosyn ist maf3gebhatiea Regulation des SNARE Komple-
xes beteiligt. Bisher wurden zwei Gene fir TomosyrMammalia Genom identifiziertfo-
mosyn-1 und tomosyn-2, die in 7 alternativen Isoformen translatiert wardkonnen. Einige
Isoformen werden ubiquitéar exprimiert, wahrend aadgehirnspezifisch lokalisiert sind
(Groffen et al., 2005; Yokoyama et al., 1999). Uilsyglich wurde Tomosyn als ein an Synta-
xin-1la bindendes Protein bei einem Protein-Prokeiaraktionsassay im zerebralen Cytosol
von Ratten identifiziert (Fujita et al., 1998). N#id Untersuchungen zeigten jedoch, dass
Tomosyn als ein negativer Regulator bei der syselpéin Neurotransmitterausschuttung fun-
giert. Durch ein C-terminales Synaptobrevin-ahrdelSNARE Motiv ist Tomosyn fahig, zu-
sammen mit den beiden SNARE Plasmamembranproteartaxin und SNAP-25, einen
»Tomosyn* SNARE Komplex zu bilden, der eine Bindudgs Vesikelmembranproteins Sy-
naptobrevin verhindert (Fujita et al., 1998; Hatsua et al., 2003; Pobbati et al., 2004). Die-
ser ,Tomosyn“ SNARE Komplex reduziert die BildungnvSNARE Komplexen, wodurch
eine Anheftung der SV an die Plasmamembran undfais®n der SV mit der Plasmamemb-
ran inhibiert wird (Gracheva et al., 2006; Grachetal., 2007; McEwen et al., 2006).

Eine genetische Ablation von Tomosyn in Mausen Qaehorhabditis elegans fihrt dement-
sprechend zu einer erhohten synaptischen Transanisischiittung, wohingegen eine Uber-
expression von Tomosyn in kultivierten superiorervikalen Ganglien die Neurotransmitte-
rausschittung inhibiert (Baba et al., 2005; Graahet al., 2006; McEwen et al., 2006;
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Sakisaka et al., 2008). Neben dem SNARE Motiv afe@ninus besitzt Tomosyn eine Lin-
ker-Doméne und eine N-terminale Doméne, die sogeralvD-40 Domane, welche die in-
hibitorische Aktivitat von Tomosyn strukturell rdgaren kénnen (Yizhar et al., 2007). Die
Linker-Domane kann reziprok intramolekular an dieVW0 Domane und an das SNARE
Motiv binden (Yamamoto et al., 2009). Eine Binduiey Linker-Doméane an die WD-40
Domane fihrt zur Formation des ,Tomosyn“ SNARE Kdexpes und demzufolge zu einer
Inhibition der Transmitterausschuttung. Wohingegigre Bindung der Linker-Doméane an das
SNARE Motiv die Bildung eines ,Tomosyn“ SNARE Konegles verhindert, wodurch die
inhibitorische Aktivitdt von Tomosyn herabsetzt dvifYamamoto et al., 2009). Die N-
terminale WD-40 Domane ist ebenfalls flr eine warke Inhibierung der Neurotransmitte-
rausschittung notwendig. Die WD-40 Domane bestehiemer ~40 bp langen konservierten
Kernsequenz, die N-Terminal mehrfach wiederholtiggt. WD-40 Proteine falten sich 84
propellerartigen Strukturen zusammen, die mit ae&roteinen reversible Komplexe bilden
kénnen (Ashery et al., 2009). Dies ermdglicht eseguenzielle oder simultane Interaktion
verschiedener Proteine innerhalb dieses KompleXesr(et al., 1994; Smith et al., 1999). In
Anwesenheit von Ga interagiert die WD-40 Doméne von Tomosyn mit désnGet* Sensor
fungierenden SV-Membranprotein Synaptotagmin. Skotagmin katalysiert die SNARE
Komplex vermittelte Membranfusion. Durch eine Binduan Tomosyn wird diese Aktivitat
erheblich eingeschrankt und es kommt zu einer Ilnbib der Transmitterausschittung
(Yamamoto et al., 2010). Des Weiteren konntg¢omosyn Mausmutanten gezeigt werden,
dass die WD-40 Domaéne die Bildung von SNARE Kompldgomeren fordert, was auf ei-
nen weiteren Mechanismus hindeutet, der die Bildusgpnskompetenter SNARE Komplexe
beschrankt (Sakisaka et al., 2008).

Tomosyn wird durch die cAMP abhangige PKA reguli&ihe PKA katalysierte Phosphory-
lierung von Tomosyn fungiert dabei als ,off* Scle/tum die inhibitorische Funktion von
Tomosyn bei der Bildung der SNARE Komplexe zu uiteden. Dadurch wird die Menge
der zur Verfigung stehenden synaptischen Vesikelutiert, was zu einer erhéhten Neuro-
transmitterabgabe fuhrt (Baba et al., 2005). Dieellgung des cAMP/PKA Signalweges bei
der Regulierung von Tomosyn lasst auf eine Betgiggbeim Lernen und der Gedachtnisbil-
dung schlieRen. Hinweise darauf sind jedoch sefitidirt. Die einzige bisher bekannte Studie
zeigt, dass eine Uberexpression von Tomosyn im ¢tiampus von Mausen zu einer Beein-
trachtigung des raumlichen Lernen und der Gedé&sihitdung fihrt (Barak et al., 2013). Je-
doch konnte bei verschiedenen prasynaptischenifeatedie den SNARE Komplex regulie-

ren oder an der Regulation einzelner Prozesseydapsschen Neurotransmitterabgabe betei-
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ligt sind, ein Einfluss auf das Verhalten gezeigrden. So zeigemuncl3 defiziente Mause
beispielsweise eine gestorte Fahigkeit, komplextonszhe Aufgaben zu erlernen (Augustin
et al., 2001) undab3a defiziente Mause weisen eine Stérung beim Umkefete im Morris
Wasserlabyrinth und bei der Bildung eines Arbaitsd Referenzgedachtnisses auf (D'’Adamo
et al., 2004). Ein Verlust des prasynaptischendimstSynapsin fuhrt zu einer Beeinflussung
des Lernens und der Gedéachtnisbildung bei Vertebrahd beDrosophila (Godenschwege
et al., 2004; Knapek et al., 2010; Silva et al9@)9

1.7 Zielstellung der Arbeit

PKA und EPAC sind zwei Effektoren, die direkt durcAMP aktiviert werden und deren
Einfluss auf das Lernen und die Ged&chtnisbilduitgen untersucht werden soll.

Mit Hilfe genetischer Manipulationen, die gezieie dxpression der katalytischen Unterein-
heit von PKA herunterreguliert, soll der Einflussrschiedener PKA Aktivitaten auf die Bil-
dung unterschiedlicher olfaktorischer Gedéachtnisgonenten (STM, MTM, ARM und
ASM) untersucht werden. Des Weiteren wird ein bdsoer Fokus auf die Lokalisation
neuronaler Bereiche innerhalb des Gehirns gelagiienen PKA flr die Ausbildung dieser
olfaktorischen Gedachtniskomponenten benétigt wikeben PKA ist EPAC ein weiterer Ef-
fektor, der direkt durch cAMP aktiviert wird. Denufastellt sich die Frage, inwiefern EPAC
einen Einfluss auf die Bildung eines olfaktorisch@redéchtnisses besitzt und in welchen
neuronalen Bereichen des Gehirns diese Funktiomematig und/oder hinreichend ist. PKA
und EPAC sind intrazellular haufig an den gleichelogischen Prozessen beteiligt, kbnnen
entweder unabhéngig voneinander, synergistisch exdigegengesetzt agieren. Dementspre-
chend ist es sinnvoll, die gewonnenen Erkenntnisg@eneinander liegend zu betrachten.
Durch einen Vergleich ist es moglich, eine unteiestliiche oder gemeinsame Beteiligung bei
der Bildung einzelner Gedéachtniskomponenten zutifiigaren, wobei eine Lokalisation
neuropiler Bereiche Aufschluss Uber eine raumlidloéwvendigkeit dieser beiden Effektoren
geben soll.

Tomosyn, das bei der Regulation der Neurotransrausschittung und somit bei der synap-
tischen Plastizitat eine wichtige Rolle einnimmtrdanicht direkt durch cAMP aktiviert, gilt
jedoch als ein Zielsubstrat der cAMP abhangigen PEie Beteiligung des cAMP/PKA
Signalweges wahrend der Bildung eines olfaktorisdBedachtnisses ist bereits bekannt und
verschiedene prasynaptische Proteine wie Synajgsing13 und Rab3 zeigen einen Einfluss
bei der Bildung von Gedachtnissen. Dies lasst veemulass Tomosymadglicherweise ein

wichtiger Effektor der PKA-abhangigen Plastizitarstellt. Demzufolge soll in dieser Arbeit
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die funktionelle Bedeutung von Tomosyn bei der Gatidsbildung untersucht werden. Da-
bei werden die einzelnen Gedachtniskomponentengidee Tomosyn bedingte Funktion be-
notigen, naher betrachtet werden, wobei auch hrer eeuronale Zuordnung innerhalb des
Gehirns untersucht werden soll.
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2 Material und Methoden

2.1 Fliegenhaltung

Die verschiedenen Fliegenstamme wurden bei einep&eatur von 24°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 60% in einem 12:12 Tag/Nacldzg auf einem Maismehl basierenden
Futter (Wirzburg Rezept) aufgezogen und gehaltero (& al., 1996). Genetische Kreuzun-
gen wurden nach Standardprozedur durchgefuhrt.

Kreuzungen, die ein RNAi-Konstrukt enthielten, wemdoei 30°C aufgezogen, um das RNAI-
Konstrukt am effektivsten zu exprimieren. Kreuzumgdie einen Gal8Repressor (McGuire

et al., 2003) enthielten, wurden bei einer zuldassifemperatur von 18°C aufgezogen und 24
Stunden vor Beginn der Verhaltensexperimente at€ 3fhalten, um den Gal8Repressor
zu inaktivieren. Die Verhaltensexperimente wurdeh Iy Tage alten F1-Nachkommen aus
homozygoten Parentallinien durchgefiihrt. Bei Krewgan, deren Parentale einen Balancer
enthielten, wurden die F1-Nachkommen im Anschliess\terhaltensexperimente gegen den
jeweiligen Balancer selektiert. Je nach Experinveuntde fur die Berechnung der Gedachtnis-
leistung entweder eine gemixte Population bestelaeisdviannchen und Weibchen, oder nur

Weibchen bzw. nur Mannchen benutzt.

2.2 Genotypen

Je nachdem in welchem Wildtyphintergrund sich éwseiligen Effektorstamme befanden,
wurden fiir alle Verhaltensexperimente der Wildtyan®n-S (CS) odewhite™® (W1118)
als Kontrollstamm benutzt. Die genetischen Liniarrden nicht in einen spezifischen geneti-
schen Hintergrund gekreuzt.

Fur die PKA Experimente wurden die drei homozygoRMAi-Konstrukte UAS-PKAM?
(X), UAS-PKA®™ (1II) sowie eine Kombination aus beiden RNAi-KonstraktdJAS-
PKAPWZ:- UAS-PKA®™ (X, 11I), verwendet. Diese Effektorlinien regulieren géizite Ex-
pression der katalytischen UntereinhBICO, in Drosophila durch RNA Interferenz herunter.
Die Expression der UAS-PKA (UAS-PKA-C1-RNAi (v6993); Vienna Drosophila RNAi
Center (VDRCQC)) reduziert das PKA Transkript und @astein Level um mindestens 70%
(Efetova et al., 2013; lijima-Ando et al., 2009)rDRNAi-Konstrukt UAS-PKA" wurde in
unserem Labor basierend auf dem RNAI Vektor pWia@niért. Dazu wurden die folgenden
Primer verwendet: Vorwarts AGA GAG TCT AGBCA GGG GCC CCT CGT GAG CA
(62°C); Ruckwarts AGA GAG TCT AGAGT AGG GCA GCG AGA CGA GG (60°C).

26



MATERIAL UND METHODEN

Fiir die Experimente mit dem temperaturabhéngigerL @& Repressor wurde die Linie
elav;;tubGal8(® benutzt, die mit dem doppelten RNAi-Konstrukt UREAPY%:; UAS-
PKA% gekreuzt wurdeTubGAL80® ist bei einer restriktiven Temperatur (18°C) aktivd un-
terdriickt die Expression des Transgens; ein Wechselpermissiven Temperatur (30°C)
inaktiviert den GAL8E Repressor und die Expression wird aktiviert. Alsnkolle diente ei-
ne Gruppe von Fliegen, die bis zum Experiment laridbei einer Temperatur von 18°C ge-
halten wurde. Dementsprechend blieb der GALR@pressor aktiv und eine Expression des
Transgens konnte nicht erfolgen. Die genetischemntigden wurden mit dem Wildtypstamm
CS verkreuzt. Bei allen Verhaltensexperimenten enrdowohl mannliche als auch weibli-
che F1-Nachkommen getestet; zur Berechnung der dBtrdgleistung wurden jedoch auf-
grund der genetischen Begebenheiten nur die Weaibgbeertet.

Fur die Verhaltensanalyse von EPAC wurden die Metarepac*'/epac™® (II) und
epac*/epac™? (1) verwendet. Diese Mutanten wurden in unserer Asgeippe mittels des
FRT-derived deletion (FDD) Systems generiert (Bfatet al., 2013). Dabei handelt es sich
um transkriptionelle Nullmutanten, die spezifiséir lasDrosophila epac Gen (CG34392)
sind. Das UASepac RD” (11I) Transgen enthélt eine wildtypspezifische cDNA ggac RD
Isoform, die das Epac Protein unter Kontrolle eib&S exprimiert (Efetova et al., 2013).
Dieses Transgen wurde in depac*'/epac™*® Mutantenhintergrund gekreuzegac*'/epac™>;
UAS-epac RD*/MKRS). Zusétzlich wurden die GAL4-Promotorlinietav (I11), eine panneu-
ral exprimierende Treiberlinie, undo247 (I1I), eine in den Kenyonzellen des Pilzkorpers ex-
primierende Treiberlinie, in deepac*!/epac™® Mutantenhintergrund ¢pac*!/epac*®; mb247
und gpac*!/epac*®elav) gekreuzt, um dort das UAac RD* gewebespezifisch exprimieren
zu kénnen gpac*Y/epac**:mb247/UAS- epac RD* und ppac*'/epac**:elav/UAS- epac RD™).

Fur die gezielte Herunterregulation des Epac Risteiurde eine Uber den sichtbaren Balan-
cer MKRS (II) markierte UASepac RNAI (IlI) verwendet. Genetische Kontrollen und
GAL4-Linien wurden mit dem Wildtyp W1118 gekreuBei den Verhaltensexperimenten
wurden alle Nachkommen der F1-Generation getgetiich anschliel3end gegen den Balan-
cer MKRS selektiert.

Fur die Verhaltensexperimente mit Tomosyn wurdeeiZ®NAi-Konstrukte, UAStomosyn
RNAi? (1) und UAStomosyn RNAi® (III) vom ViennaDrosophila RNAi Center (VDRC)
verwendet. Die RNAIi Transgene tragen eine UAS ueediriflussen das letzte Exon vom
mosyn. In Zusammenarbeit mit dem Labor von Janet E. iRaid wurde eine Tomosynmu-

tanteA924 (X) generiert. Die Charakterisierung dieser &hie auf Transkriptebene wird der-
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zeit durchgefiihrt, ist jedoch nicht Gegenstandetidgbeit. Das UASomosyn™ (I1I) Trans-
gen enthélt eine tomosynspezifische cDNA, die dasdsyn Protein unter Kontrolle einer
UAS exprimiert. Dieses Transgen wurde in den Tomosytantenhintergrund\@24;; UAS-
tomosyn’) gekreuzt. Da die Mutante auf dem X. Chromosonalislert ist, wurden fur die
Verhaltensexperimente alle Nachkommen der F1-Gaoargetestet, jedoch nur die Mann-
chen fur die Berechnung der Ged&chtnisleistung eedet.

Fur die gewebespezifische Expression der einzelransgene entlang des olfaktorischen
neuronalen Weges d&rosophila Gehirns wurden verschiedene GAL4-Promotorlinien ve
wendet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten GAL4- Liren

exprimiert in

Genotyp

Referenzen

Olfaktorische Rezeptorneurone

white;OR83b; (Il)

(Vosshall et al., 2000)

Lokale Interneurone im Antennallobus

white;;GH298 (1Il)
white,NP2426;; (X)

(Stocker et al., 1997)
(Das et al., 2008)

Projektionsneurone

white;GH146; (I1)
white;NP225; (I1)

(Stocker et al., 1997)
(Tanaka et al., 2004)

APL Neuron

white;NP2631; (ll)

(Tanaka et al., 2008)

Pilzk6rper /B, a‘/B’, y loben
Pilzk6rper o/B, y loben
Pilzkorper a/B loben

Pilzkorper y lobe
Pilzkérper a‘/B’ lobe

white;OK107 (IV)
white;;mb247 (lll)
white;17d; (I1)
white;c739; (Il)
white;NP1131; (Il)
white;c305a; (I1)

(Connolly et al., 1996)
(Connolly et al., 1996)
(zars et al., 2000)
(Yang et al., 1995)
(Tanaka et al., 2008)
(Krashes et al., 2007)

2.3 Olfaktorische Konditionierung

Die olfaktorische Konditionierung wurde nach dear&tardprozedur durchgeftihrt (Tully and
Quinn, 1985). Fliegen, die fir die Verhaltensanalgsnutzt wurden, wurden mindestens 24
Stunden vor Beginn der Experimente auf frischedfgliiser Gberfuhrt. Die Verhaltensexpe-
rimente erfolgten unter Rotlicht bei einer relatieuftfeuchtigkeit von 80% und einer Tem-
peratur von ungefahr 24°C. Fiur die olfaktorischen#ibonierung wurden die Difte 4-
Methylcyclohexanol (Mch; 1/100 in Mineraldl verdiin@igma Aldrich) und 3-Octanol (Oct;
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1/150 in Mineraldl verdinnt; Sigma Aldrich) verwetdDer US wurde in einer Abfolge von
12 elektrischen Stromimpulsen mit einer Starke @0 Volt und einer Dauer von 1,3 Se-
kunden in einem Abstand von 3,6 Sekunden gegebéhrélid der Experimente wurden je-
weils zwei Gruppen bestehend aus ungefahr 80 HisFliegen parallel trainiert. Die eine
Gruppe erhielt fur eine Dauer von 60 Sekunden deft, Bich, (CS) in Kombination mit den
elektrischen Stromimpulsen (US), gefolgt von eiB@rsekindigen Pause, in der frische Luft
dargeboten wurde. Im Anschluss wurde ihnen dertewuft, Oct, (CS fur weitere 60 Se-
kunden ohne elektrische Stromimpulse prasentigd. dddere Gruppe wurde simultan mit
umgekehrten Diiften trainiert, so dass dort der Duft als CS fungierte, um eine duftspezi-
fische Beeinflussung ausschliel3en zu kdnnen. NaohTraining wurden die Fliegen in einer
T-Maze Apparatur getestet, wobei beide Dufte siamuprasentiert wurden. Wahrend einer
Dauer von 30 Sekunden, konnten sich die Fliegervbiétommender Dunkelheit fir einen
der dargebotenen Diifte entscheiden (Abb. 6). Dagagab sich ein Performanceindex (PI),
der aus der Praferenz der beiden reziprok tragne@ruppen berechnet wurde:

PI = [{(Oct - Mch") / (Oct + Mch")*100} + {(Mch™ - Oct) / (Mch + Oct)*100}] / 2.

Fur die Analyse der STM Gedachtnisleistung wurdenrliegen genau 3 Minuten nach dem
erfolgten Training getestet. Das MTM wurde nacht@8en getestet, wobei die Fliegen di-
rekt nach dem Training in kleine luftdurchlassigeafidewahrungsglaser tberfihrt wurden und

dort unter experimentellen Bedingungen bis zumZesgtunkt aufbewahrt wurden.

& I

T

Training Test

Abbildung 6: Schematische Darstellung der aversivemlfaktorischen Konditionierung. (A) Die Fliegen
wurden in einem kupferummantelten Schockréhrchamitert. Dies geschah durch eine Kombination aus 12
aufeinanderfolgenden elektrischer Impulsen (USygepmit einem Duft A (CS fur eine Dauer von 60 Sekun-
den. Nach einer Dauer von 30 Sekunden, in deneRkligigen frische Luft zugefiihrt bekamen, wurde inifigr
weitere 60 Sekunden ein Duft B (T@rasentiert. Simultan zu dieser Trainingsgruppede eine weitere Grup-
pe reziprok trainiert d.h. Duft B diente als ‘Q#d Duft A, als CS (B) Die Fliegen wurden je nachdem welche
Gedachtniskomponente untersucht werden sollte, eztgwvunmittelbar nach dem Training (STM) oder nach
Stunden (MTM) getestet. Dazu konnten sie sich beifdetter Dunkelheit fir 30 Sekunden zwischen deuft D

A und dem Duft B entscheiden.
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2.4 Anasthesie-resistentes Gedachtnis (ARM)

Fiur die Analyse des Anasthesie-resistenten Gedasbmwurden die trainierten Fliegen 2,5
Stunden nach dem Training in vorgekuhlte Aufbewabsglaser tberfuhrt und fir 90 Se-
kunden in ein mit Eiswurfeln enthaltenes Wassergestellt. Innerhalb von 15 Sekunden
wurden die Fliegen durch den Kalteschock betaubtAhschluss wurden die Fliegen zurtick
in ihre alten Aufbewahrungsglaser tberfuhrt undriten sich fur die restliche Zeit bis zum
Testen (30 Minuten) erholen.

2.5 Anasthesie-sensitives Gedachtnis (ASM)

Um das Anéasthesie-sensitive Gedachtnis berechn&brmen, wurden zwei Gruppen separat
trainiert, eine Gruppe erhielt einen Kalteschoc&({KARM), wahrend die andere Gruppe oh-
ne Kéalteschock getestet wurde (KBITM). Das Anasthesie-sensitive Gedachtnis istBen
standteil des MTM und empfindlich gegeniber deraBbting durch einen Kalteschock. Es
handelt sich also um einen berechneten Wert, darais der Gedéachtnisleistung des MTM
und der Gedéchtnisleistung des ARM ergibt*{BI1= PM™-p*RM),

60

20 -

Performance Index @ 3 hrs

-KS +KS ASM

Abbildung 7: Dissoziation des Mittelzeitgedachtnisss (MTM) in Anasthesie-resistentes Gedachtnis
(ARM) und Anasthesie-sensitives Gedachtnis (ASMPas Mittelzeitgedachtnis, welches 3 Stunden nach d
Training getestet wird, besteht aus der Anasthesisstenten Komponente ARM, die mittels eines s&hecks
von der Anasthesie-sensitiven Komponente ASM gatreserden kann. Die Berechnung des ASM erfolgt kdurc
die Verrechnung der Gedachtnisleistung des MTMdeitGedachtnisleistung des ARM.
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2.6 Test auf Reaktionsfahigkeit (Duftvermeidung, Schockvermeidung)

Fliegen, die in allen untersuchten Gedachtniskorapten einen Effekt aufwiesen, wurden
auf ihre Reaktionsfahigkeit bezuglich ihrer Duftwaéhmung (DV, Duft-Vermeidung) und
ihrer Schockwahrnehmung (SV, Schock-Vermeidungggjet.

Um die Duftwahrnehmung zu testen, konnten sichRiiegen innerhalb einer Minute in der
T-Maze Apparatur zwischen einer Seite, die einenb#éden fur die Konditionierung ver-
wendeten Difte, Mch oder Oct, enthielt und ein€ftlosen Seite entscheiden. Fir die Be-
rechnung wurde die Anzahl der Fliegen, die die lkifaftete Seite gewéhlt haben mit der
Anzahl der Fliegen, die sich fur die duftlose Sem¢schieden haben, verrechnet:

DV ={(N - N") /(N + N)}*100.

Um die Fahigkeit der Schockwahrnehmung zu testennten sich die Fliegen fur eine Dauer
von einer Minute in der T-Maze Apparatur zwischeree elektrisch geladenen Seite (120V;
12 Impulse in der Minute) und einer nicht elektnigeladenen Seite entscheiden. Fur die Be-
rechnung wurde die Anzahl der Fliegen der gescleocBeite (N) mit der Anzahl der Flie-
gen, die sich fur die nicht elektrisch geladenaeS@) entschieden, verrechnet:

SV ={(N - N") /(N + N")}*100.

2.7 Bestimmung der PKA Aktivitat

Fur die Bestimmung der PKA Aktivitdt wurden die Kbpmogenate von 3-5 Tage alten
weiblichen Fliegen genommen, die eines der drei RdAI-Konstrukte unter Kontrolle ei-
nes panneuraleslav-GAL4 Treibers exprimierten. Als genetische Konwnol wurden die
RNAI-Konstrukte mit CS verkreuzt. Die PKA Aktivit&turde mit Hilfe eines Phosphorylie-
rungsassays in Anwesenheit von tberschissigen chddBmmt (PepTag; Non-Radioactive
cAMP dependent Protein Kinase Assay System, PromégA). Diese Experimente wurden
von Dr. Marina Efetova durchgefuhrt.

2.8 Immunhistochemie

Fur die Analyse der Funktionalitat der verwendefemosyn-spezifischen RNAI-Transgene,
UAS-tomosyn RNAi? und UAStomosyn RNAi®, wurden neuromuskuldre Verbindungen
(NMJs) der Muskeln 6 und 7 von Larven im 3ten Lastadium mit einem Antikdrper gegen
Tomosyn (Verdinnung 1: 2000) markiert. Albmosyn wurde in Kaninchen gegen ein syn-
thetisches Peptid, welches die Aminoséuren 25-&1Dtesophila Tomosyn umfasste, er-

zeugt. Die Immunoreaktivitat wurde durch einen HT@d TRITC-konjugierten Ziegen anti-
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Kaninchen sekundaren Antikorper (Verdinnung 1: S@kson Immunoresearch Laborato-
ries) visualisiert. Der fluoreszenz-konjugierteidfiRP Antikorper (Jackson Immunoresearch
Laboratories) wurde in einer Verdinnung von 1:268umendet. Die konfokalen Aufnahmen
wurden mit dem Olympus Fluoview FV500 Laserscart@mnfokal-System erfasst und die
Quantifizierung der Farbintensitat erfolgte mitfeliles Programms ImageJ durch einen Ver-
gleich der Pixelintensitat einzelner Regionen (Cheal., 2010). Diese Experimente wurden
von Kaiyun Chen durchgefiihrt (Chen and Richlitzkale, 2011).

2.9 Quantitative Real Time-PCR

Die gesamte mRNA von adulten Fliegen wurde durale @irizol (Invitrogen) Extraktion iso-
liert. Im Anschluss darauf wurde mit Hilfe des TUREDNAFree Kits (Ambion) die genomi-
sche DNA entfernt. 1ug aufgereinigte mRNA wurdedi@ reverse Transkription verwendet,
die mit dem SuperScript Il First-Strand SyntheSistem (Invitrogen) und mit Oligo(dT)-
Primer durchgefuhrt wurde. Die RT-PCR erfolgte Hiiife von Fluoreszenz-Messungen und
die Quantifizierung des SYBR grun markierten PCRelekts wurde mit einem MJResearch
Opticon2 real-time Thermocycler durchgefihrt. Alsf&enz wurde Aktin verwendet, um ei-
nen relativen Mengen-Vergleich durchzufiihren. Demosyn CT-Wert (Cycle Threshold),
der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszestmals signifikant ansteigt, wurde auf
den CT-Wert von Aktin normalisiert. Diese Befundarden in Bezug zum Wildtyp gesetzt,
um die relative Menge der Tomosyn mRNA bestimmerkdéunen. Diese Experimente wur-
den von Kaiyun Chen durchgefuhrt (Chen and Ridkiligt al., 2011).

2.10 Statistik

Die Gedé&chtnisleistung der verschiedenen Genotypaiale mit einer Ein-Wege-ANOVA
untereinander verglichen. Statistische Unterschigdelen durch einen LSD post hoc Test
bestimmt. Das Signifikanzniveau betrug bei jedenpdfiment P<0.05. Die Signifikanzen
wurden durch Buchstaben (a, b, ¢, d) gekennzeiclietstatistischen Berechnungen erfolg-
ten mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics 21.

Die Rohdaten wurden mit Excel und mit dem Progra@rafit bearbeitet. Die graphischen

Abbildungen wurden mit dem Programm Corel Draw Gregp Suite 12 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 PKA und EPAC, zwei unterschiedliche cAMP Sensoren und ihr Einfluss auf
die Gedachtnisbildung bei Drosophila melanogaster
PKA und EPAC sind zwei Effektoren, die direkt dum&MP aktiviert werden und eine Viel-
zahl biologischer Prozesse regulieren. Die Gedé&lihtdung beiDrosophila wird durch eine
cAMP vermittelte Aktivierung von PKA reguliert (Draet al., 1991; Goodwin et al., 1997;
Horiuchi et al., 2008; Li et al., 1996; Skoulakisag, 1993), jedoch sind die zellularen cAMP
Signale als auch die Aktivitat der stromabwarteegehen PKA wahrend des Lernprozesses
und bei der Bildung des olfaktorischen Gedachtsissggentgend verstanden. Die Bildung
des olfaktorischen Gedachtnisses hangt von dazeltularen PKA Aktivitat ab und offen-
sichtlich scheint es bestimmte Aktivitdtsschwelleni® zu geben, die die einzelnen Gedécht-
niskomponenten entweder positiv oder negativ beeisén konnen (Horiuchi et al., 2008;
Skoulakis et al., 1993; Yamazaki et al., 2010). IDaelche intrazellulare PKA Aktivitat wird
fur die Bildung der einzelnen Gedéachtniskomponentensdtigt und in welchen neuronalen
Strukturen des olfaktorischen Signalweges besKk& Bine funktionelle Bedeutung?
Neben PKA ist EPAC ein weiteres Protein, welchescldicAMP aktiviert wird. Inwiefern
dieses Protein einen Einfluss auf die Gedéachtmisbg besitzt, ist bisher wenig untersucht
worden. Auch hier stellt sich die Frage nach dekfiwnellen Bedeutung EPACs bei der Ge-
dachtnisbildung. Welche Gedachtniskomponenten wetlech EPAC beeinflusst und in
welchen neuronalen Strukturen ist eine Funktion E®AC fir die Bildung dieser erforder-
lich? Mit Hilfe genetischer Manipulationen und detfaktorischen aversiven Konditionie-
rungsparadigma ist es mdglich, den Einfluss beitftgktoren auf die Bildung der einzelnen
Gedachtniskomponenten (STM, MTM, ARM und ASM) zuearsuchen.

3.1.1 Eine graduelle Degradation der DCO Untereinheit von PKA fiihrt zu einem
progressiven Verlust des PKA Signals

Mehrere Arbeiten amrosophila PKA Mutanten deuten darauf hin, dass die Bildueg v
schiedener Gedachtniskomponenten von der intrdaedlu PKA Aktivitat abhangig ist
(Drain et al., 1991; Horiuchi et al., 2008; Li &t 4996; Skoulakis et al., 1993; Yamazaki et
al., 2007). Bisherige Arbeiten verwendeten Proti@iake Inhibitoren oder hypomorphen Mu-
tanten, die eine defekte katalytische Untereindgrimierten, um so die intrazellularen PKA
Aktivitat im gesamten Organismus zu modulieren. &&onnte gezeigt werden, dass PKA je

nach verbliebener Aktivitat verschieden starke Aidewngen auf die Gedachtnisleistung be-
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sitzt. Eine geringe Reduktion der PKA Aktivitat ruhoderate Effekte hervor, wahrend eine
starkere Reduktion die Bildung mehrerer Gedachtmgtonenten beeinflusst (Horiuchi et al.,
2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993). Mierwendung einer MB-spezifischen Mutan-
te konnte bereits eine Funktion von PKA innerhadly Bs aufzeigen (Skoulakis et al.,
1993). Jedoch kann die Arbeit mit Mutanten nur eigenerellen Einblick tber den Einfluss
einer modulierten PKA Aktivitat bei der Bildung es olfaktorischen Gedachtnisses geben.
Demzufolge stellt sich noch immer die Frage, welaoiteazellulare PKA Aktivitat fur die
Bildung welcher Gedachtniskomponente bendtigt wind in welchen neuronalen Strukturen

besitzt PKA eine funktionelle Bedeutung bei dedBilg dieser Komponenten.

Eine Moglichkeit die PKA Aktivitat zu modulierenebteht darin, die Expression des Proteins
und somit dessen Aktivitat durch einen RNAi Ansae&gativ zu beeinflussen. Dabei bietet
das GAL4/UAS-System den grof3en Vorteil, die Aktvivon PKA gezielt in spezifischen
Geweben herunterzuregulieren (Brand and Dormar2h)1$omit kann PKA panneural oder
in den einzelnen Geweben des olfaktorischen Systeamspuliert werden, um dessen funkti-
onellen Einfluss bei der Bildung der spezifisched&chtniskomponenten zu analysieren.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene RNAI-Kiomiste verwendet, die gezielt die Ex-
pression der katalytischen PKA Untereinheit &80 Locus (Kalderon and Rubin, 1988)
herunterregulieren. Beide Konstrukte betreffen eleiesiene Sequenzen de€0 Locus. Die
einzelnen Konstrukte wurden als Manipulation 1. iy (UAS-PKA™?), 2. Ordnung
(UAS-PKA® oder 3. Ordnung (eine Kombination aus beiden RMAnhstrukten UAS-
PKAPMZ-UAS-PKA™) definiert, je nachdem welches Transgen exprimientde (Abb. 8A).
Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass ine8emheit eines gesattigten cAMP-
Niveaus eine enge Korrelation zwischen der AktiviteésDCO Gens und der in Fliegenex-
trakten gemessenen PKA Aktivitat besteht (Lanekaalderon, 1993). Daher wurde zunachst
die PKA Aktivitdt in Kopfhomogenaten von Fliegeniedeines der drei PKA RNAI-
Konstrukte unter Kontrolle eines panneuradiav-GAL4 Treibers exprimierten, bei einer ge-
sattigten cAMP-Konzentration bestimmt (Abb. 8B).keazeigte sich eine graduelle Redukti-
on der PKA Aktivitat in Abhangigkeit des jeweiligenit elav-GAL4 getriebenen Transgens.
Eine Manipulation 1. Ordnung zeigte verglichen o wildtypischen PKA Aktivitat eine
20%ige Reduktion, die Manipulation 2. Ordnung waise 70%ige Reduktion auf und die
Manipulation 3. Ordnung fiihrte zu einer nahezu kiettgn Abnahme der PKA Aktivitat
(Uber 90%). Dieses Ergebnis lasst darauf schlie@ass die verwendeten RNAI Transgene
das Potential besitzen, die zellulare PKA Aktivigitf eine graduelle Weise zu reduzieren
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(Abb. 8B,C). Somit konnten diese Transgene im Weiteverwendet werden, um den Ein-
fluss verschiedener PKA Aktivitaten auf die Gedadiiildung zu untersuchen.
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Abbildung 8: Eine gezielte Degradation deDCO Untereinheit von PKA fiihrt zu einer graduellen Redik-
tion der PKA Aktivitat. Es wurden verschiedene RNAi-Konstrukte verwendiet,gezielt die Expression der
katalytischen Untereinheit von PKA herunterregaiefA) Die schematische Darstellung d2€0 cDNA zeigt
die Sequenzen der verwendeten RNAi-Konstrukte. &lesnstrukte wurden als Manipulation 1. Ordnung, 2.
Ordnung und 3. Ordnung definiert, je nachdem wedcheansgen exprimiert wurde d.h. PRA (1, gelb);
PKA® (2, orange) oder eine Kombination beider TransdgeaPV'%;:PKA® (3, rot).(B) Die in den Kopfhomo-
genaten gemessene relative PKA Aktivitdt der eimmelRNAi-Transgene unter der Kontrolle einer nearsn
spezifischerelav-GAL4 Treiberlinie nahm, je nachdem welches RNAafdsgene verwendet wurde, graduell ab.
Die Manipulation 1. Ordnung rief eine geringe Retituk hervor und eine Manipulation 3. Ordnung zeidjie
starksten Auswirkungen auf die intrazellulare PKRtigitat. Die genetischen Kontrollen zeigten keRedukti-

on in ihrer PKA Aktivitat.(C) Die schematische Darstellung der gemessenen PKAvitgktverdeutlicht die
graduelle Reduktion der PKA Aktivitat in Abhangigkder einzelnen Manipulationen. Alle Daten repriise
ren Mittelwerte'/- SEM; n=7-8. Es wurden fiir diese Experimente\Weaibchen gewertet. Die unterschiedlichen
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzémlem Level von £0.001 an.

Auf der Verhaltensebene fiihrte eine graduelle Reolilder PKA Aktivitat zu einer Beein-
trachtigung mehrerer Gedachtniskomponenten, dieisithren Sensitivitaten gegenuber der
vorhandenen PKA Aktivitdt unterschieden. Wahrenonb8TM (Abb. 9A) und beim MTM
(Abb. 9B) die Manipulation 1. Ordnung keine BeaiisBung der Gedéachtnisleistung erkennen
lie3, zeigte die Manipulation 2. und 3. Ordnungeekontinuierliche Reduktion der Gedécht-
nisleistung in Korrelation zur vorhandenen PKA Aktt. Das MTM besteht aus zwei koe-
xistierenden Gedachtniskomponenten, dem stabilel ARd dem labilen ASM, welche mit-
tels eines Kalteschocks voneinander getrennt wetdemen (Quinn and Dudai, 1976;
Scheunemann et al., 2012; Tempel et al., 1983seDieiden Gedachtniskomponenten rea-
gierten unterschiedlich auf die einzelnen PKA-Maagionen. Wahrend die Manipulation 2.

Ordnung zu einem kompletten Verlust des labilen Aflahtte (Abb. 9D), zeigte die Manipu-
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lation 3. Ordnung einen kompletten Verlust beidemiponenten des MTM, des stabilen
ARM (Abb. 9C) und des labilen ASM (Abb. 9D). Im \gbeich zu einer graduellen Beein-
trachtigung der STM Gedachtnisleistung wurde dasARd das ASM in einem ,Alles oder
Nichts" Prinzip beeinflusst.

Die Manipulation der 3. Ordnung fuhrte bei einenpauralen Herunterregulation von PKA
zu einer Beeintrachtigung der Ged&achtnisleistutey ahtersuchten Gedéachtniskomponenten.
Aus diesem Grund wurden die Fliegen, die das Temsligr 3. Ordnung unter Kontrolle des
elav-GAL4 Treibers exprimierten, auf ihre sensoriscliggenschaften hin getestet, da diese
maoglicherweise durch eine starke Herunterreguligruon PKA beeintrachtigt worden sein
kénnten. Eine Analyse in der Duft- und in der Siveehrnehmung zeigte jedoch keine Un-
terschiede zwischen den genetischen KontrollenderdManipulation 3. Ordnung, was auf

eine normale Verarbeitung der sensorischen Rermiehiet (Abb. 9E).
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Abbildung 9: Eine graduelle Herunterregulation der DCO Untereinheit von PKA fiihrt zu einer aktivitats-
abhangigen Beeintrachtigung mehrerer Gedachtniskompnenten. Die gezielte Degradation der katalyti-
schen Untereinheit von PKA durch verschiedene RNAnsgene fiihrte zu einer graduellen oder zu esinde-
nartigen Beeintrachtigung der Gedachtnisleisturgngachdem welche Gedachtniskomponente betroffen war
Verschiedene Gedachtniskomponente (STM, MTM, ARMM) werden wahrend der olfaktorischen Konditio-
nierung initiiert. Das STM ist direkt nach dem Tiag vorhanden, wahrend das MTM nach 3 Stunden geme
sen wird. ARM und ASM sind Bestandteile des MTMtaracheiden sich jedoch in ihrer Stabilitdt gegemib
einer Kalteschockbehandlun@) Die progressive Herunterregulation fihrte zu egmduellen Reduktion der
STM Gedéachtnisleistung in Korrelation zu der gerapes PKA Aktivitat der einzelnen RNAI Transgenee Di
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genetischen Kontrollen zeigten eine wildtypischel&@shtnisleistung(B) Die MTM Gedé&chtnisleistung nahm je
nach exprimierten RNAIi Transgen ebenfalls gradaiel{C) Das ARM ist eines der Bestandteile des MTM und
zeigte nur bei dem Transgen der 3. Ordnung einempletten Verlust der Gedachtnisleistung. Die gescbgn
Kontrollen zeigten eine wildtypische Gedachtnidlaig. (D) Das ASM wurde bei der Manipulation 1. Ordnung
(1) und den genetischen Kontrollen wildtypisch alsiglet. Bei den RNAI Transgenen 2. Ordnung (2) 8nd
Ordnung (3) fuhrte eine Reduktion der PKA Aktivitéat einem stufenartigen Verlust der ASM Gedachtrss|
tung. (E) Bei der Reaktionsfahigkeit bezlglich der Duft- uhel Schockwahrnehmung konnten zwischen den
genetischen Kontrollen und des rdiav-GAL4 getriebenen Transgens der 3. Ordnung keinerdohiede fest-
gestellt werden (OCT, 3-Octanol; MCH, 4-Methylcyléxanol). Alle Daten reprasentieren Mittelwefte
SEM; n> 8. Es wurden fur diese Experimente nur Weibchewvegeet. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen
die statistischen Signifikanzen auf dem Level vef.p01 an.

Diese Ergebnisse zeigen einen aktivitatsabhéandigeftuss von PKA wéahrend der Bildung
der einzelnen Gedachtniskomponenten. Die Manimrati. Ordnung, welche eine geringe
Reduktion der PKA Aktivitat hervorruft, zeigt keiBeeintrachtigung bei der Gedachtnisbil-
dung. Die Manipulation 2. Ordnung reduziert die PRRtivitat um ~70% und fihrt zu einer
starken Beeinflussung der STM Gedé&achtnisleisturd) zineinem Verlust des labilen ASM,
wobei das stabile ARM erhalten bleibt. Eine weitReduktion der PKA Aktivitat auf <10%
der wildtypischen PKA Aktivitat durch die Manipuiab der 3. Ordnung, fuhrt zu einem
kompletten Verlust aller Gedachtniskomponenten (SMWMM, ARM, ASM) ohne die Ver-
arbeitung der sensorischen Reize negativ zu bassgh.

Demnach scheinen die einzelnen Gedachtniskompanenteder Ebene der intrazellularen
PKA Aktivitat voneinander dissoziiert zu sein. Daohwelchen neuronalen Strukturen ist ei-
ne Aktivitat von PKA fur die Ausbildung der untehsedlichen Gedachtniskomponenten
notwendig? Um diese zu identifizieren, wurde dienMalation der 3. Ordnung verwendet,
da diese die PKA Aktivitat am effektivsten heruneguliert.

3.1.2 Eine geringe PKA Aktivitdt beeinflusst mehrere Ebenen des olfaktorischen
Signalweges: LNs, PNs und KCs

Olfaktorische Informationen Uber die umgebene Unwelrden durch neuronale Aktivitaten
innerhalb eines olfaktorischen Weges reprasenffdsb. 10A). In Drosophila folgt dieser
Weg einem stereotypen Muster analog zum Riechkoliben Sdugetiere (Vosshall and
Stocker, 2007; Wilson, 2013). Die Difte werden \d&m olfaktorischen Rezeptoren in den
Antennen aufgenommen und durch die olfaktorischereBtorneurone (ORNS) in die Glo-
meruli der Antennalloben (ALs) projiziert. Durchklde Interneurone (LNs) und Projektions-
neurone (PNs) werden die olfaktorischen Informaionerrechnet und an héhere Verarbei-
tungsstrukturen, wie den Pilzkdrpern (MBs) und dataralen Horn, weitergeleitet (Sachse et
al., 2007). Um zu bestimmen in welchen neuronalenk&iren des olfaktorischen Systems

PKA fur die Bildung der einzelnen Gedachtniskompuaae bendtigt wird, wurden verschie-
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dene GAL4-Linien verwendet, die gewebespezifisch Biansgen 3. Ordnung in den einzel-

nen Neuropilen exprimieren, d.@R83b treibt die Expression in den ORNSH298 und
NP2426 in den GABAergen LNs des AI§H146 in den PNs und di®K107 in den Kenyon-
zellen (KCs) der MBs. Eine detaillierte Ubersiclar dExpressionsmuster der verwendeten
GAL4-Linien ist in Abbildung 10 B-H dargestellt.

Abbildung 10: Immunohistologische Darstellung der erwendeten Gal4-Linien, die den olfaktorischen
Pfad markieren. Die fur die verschiedenen Gehirnregionen des aifidchen Pfades spezifischen GAL4- Li-
nien wurden mit UAS-mCD8::GFP verkreuzt und gegeti-@FP (griin) und anti-Synapsin (magenta) doppelt
angefarbt. Jedes Hauptfeld zeigt eine frontale tBhmsg des Expressionsmusters der GAL4-Linien deif z-
Ebene. Die kleineren Felder fokussieren auf demuf@dus (oben) und den Antennallobus (unté&).Schema-
tische Ubersicht des olfaktorischen Pfades: Diakbifrischen Rezeptorneurone (ORN, gelb) iibertratien
Duftinformation zum Antennallobus (AL), der durctABAerge oder cholinerge lokale Interneurone (LNg) r
innerviert wird. Die Projektionsneurone (PN, griejen die Duftinformation zu héheren Gehirnbereichder
Kalyx der Pilzkdrper (MBs, blau) und dem lateraléorn, weiter.(B) Die GAL4-Linie OR83b zeigt eine spezi-
fische Farbung in den ORNEC)+(D) Die GAL4-Linien GH298 und NP2426 zeigen eine Farbung in den GA-
BAergen LNs der ALs, wobei di&H298 zudem eine leichte Farbung in der Mitte des Peduscaufweist.
(E)+(F) Die GH146 und dieNP225 markieren ~2/3 der PN&G)+(H) Die GAL4-Linien OK107 undmb247 zei-
gen eine vergleichbare Expression in den intrilgiacKenyonzellen (KCs) der MBs. D@K107 markiert je-
doch neben den KCs auch ~103 LNs der ALs. Queldptelt von (Scheunemann et al., 2012; Volderd.et a
2012).

Eine Herunterregulation der PKA Aktivitat in derr fdie einzelnen Gehirnbereiche spezifi-
schen GAL4-Linien liel3 eine unterschiedliche fuaokglle PKA Anforderung bei der Bildung
des STM und des MTM in den einzelnen olfaktoriscNemiropilen erkennen (Abb. 11). Die
STM Gedéachtnisleistung zeigte bei einer Maniputatier 3. Ordnung in den KCs der MBs,
durch die GAL4-Linie OK107, eine signifikante Reduktion (Abb. 11A), wéhrende d
Herunterregulation von PKA auf der Ebene der ORMN oder PNs keine Beeintrachtigung
bei der Bildung des STM erkennen liel3. Dieses Hrigeteutet entweder darauf hin, dass
PKA Signale in diesen Strukturen bei der Bildung &M nicht bendtigt werden, oder das
die Effektivitdt der Manipulation nicht ausreichten die PKA Menge adaquat zu reduzieren
(Abb. 11A).
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Dementgegen zeigte sich beim MTM eine Reduktion @edachtnisleistung auf mehreren
Ebenen des olfaktorischen Pfades, d.h. auf deré&tden LNs durch die Lini&\P2426, auf
der Ebene der PNs durch die Lit&1146 und auf der Ebene der KCs durch die LiBi€107
(Abb. 11B).

Auf der Ebene der LNs wurden zwei verschiedene GAinen verwendet, di€&sH289 und
die NP2426. Beide Linien markieren GABAerge LNs, lassen gedioch unter anderem auf-
grund ihrer charakteristischen Expression innerla@bALs in zwei unterschiedliche Grup-
pen einteilen; hier als LNs1 und LNs2 bezeichndth(ALOC+10D). Die Somata der LNs sind
in zwei unterschiedliche Zellpopulationen lokalisieine Zellpopulation befindet sich dorso-
lateral zum AL, wahrend die andere ventral gelegénDie GH289 (LNsl1l) markiert ~28
LNs, deren Somata im dorsolaterale Bereich liegdmo( et al., 2010). lhre Dendriten inner-
vieren einen Grof3teil der Glomeruli, wobei sie ia Hernregion der Glomeruli terminieren.
Diese Kernregion besitzt keine synaptische Konnétizu den Axonen der ORNs. Demzu-
folge erhalten die von deBH298 markierten LNs keinen direkten Zugang zu den ORNSs
(Tanaka et al., 2012). D¥P2426 (LNs2) markiert ~37 LNs, deren Somata im dorsodén
und im ventralen Cluster liegen (Okada et al., 2@¥hse et al., 2007; Tanaka et al., 2012).
Diese LNs innervieren die gesamten Glomeruli des,Alobei ihre Dendriten sowohl in die
Kernregion als auch in den peripheren Bereich dem@ruli terminieren (Tanaka et al.,
2012). Dort gehen sie extensive synaptische Veunigdn mit den PNs und den ORNs ein
(Tanaka et al., 2009).

Bei einer Manipulation der 3. Ordnung auf der Ebdee LNs zeigte nur die GAL4-Linie
NP2426 (LNs2) eine Reduktion der Gedachtnisleistung d&svMAbb. 11B), wahrend die
GH298 keine Beeintrachtigung erkennen liel3. Dies komfateauf hindeuten, dass PKA Sig-
nale innerhalb der LNs sehr spezifisch fur die &ilg des MTM bendétigt werden, folglich
nur in den LNs, deren Somata im ventralen Cluségreh und/oder deren Dendriten in den
peripheren Bereich der Glomeruli terminieren. Ustigrt wird diese Schlussfolgerung durch
die Gal4-LinieOK107, die neben einer Expression in den KCs der MBs &xpression in
~103 LNs des ventralen Clusters besitzt (Chou.et28110). Ob diese LNs ebenfalls in den

peripheren Bereich der Glomeruli terminieren, ishhbekannt.
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Abbildung 11: PKA Signale werden in unterschiedliclen Strukturen des olfaktorischen Systems benétigt.
Die Manipulation 3. Ordnung wurde verwendet, um demch eine geringe PKA Aktivitat hervorgerufenen
Verhaltenseffekt im STM und im MTM né&her zu lok#&ign. Dabei wurden verschiedene GAL4-Linien ver-
wendet, die spezifisch in den einzelnen Neuropiles olfaktorischen Pfades (ORNSs, LNs, PNs und Kas)
primieren.(A) Eine Manipulation 3. Ordnung in den verschiedeNenropilen entlang des olfaktorischen We-
ges zeigte eine Beeintrachtigung der STM Gedéadhtisiang auf der Ebene der KCs der Pilzkor(ia107).
Auf Ebene der ORNs, LNs und PNs konnte keine Be#htigung der STM Gedéachtnisleistung beobachtet
werden.(B) Das MTM wurde bei einer Manipulation 3. Ordnung def Ebene der PN$H146), der LNs2
(NP2426) und der KCs ©QK107) beeintrachtigt. Alle Daten reprasentieren Mittedte /- SEM; n = 7-10. Es
wurden fur diese Experimente nur Weibchen gewebiiet.unterschiedlichen Buchstaben zeigen die sittien
Signifikanzen auf dem Level vorxf.001 an.

Diese Ergebnisse zeigen, dass PKA Signale auf dendder KCs fur die Bildung unter-

schiedlicher Gedachtniskomponenten, sowohl STMaath MTM, bendtigt werden. Fur die

Bildung des MTM werden jedoch nicht nur PKA Signadeden KCs ben6étigt, sondern auch
in anderen Neuropilen, in den LNs und in den PNes[fsst auf eine differenzierte PKA Be-
teiligung innerhalb der einzelnen Neuropile bei Bédung des STM und des MTM schlie-

Ren.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden zusataicbAL4-Linien verwendet, die den olfak-

torischen Pfad markieren und eine prazisere Analgse~unktion von PKA bei der Bildung

der unterschiedlichen Gedachtniskomponenten entaulbe Folgenden wurde zunachst der
Einfluld von PKA bei der Bildung des MTM in den LNed den PNs n&aher analysiert.

3.1.3 Die olfaktorischen LNs und die PNs sind an der Bildung des stabilen ARM be-
teiligt

Die Herunterregulation von PKA innerhalb des olfaldchen Pfades zeigte eine differenzier-

te Funktion von PKA bei der Bildung des STM und tEM auf der Ebene der LNs und der

PNs. Wéahrend fur die Bildung des STM keine PKA &ignn den LNs und den PNs erfor-
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derlich sind, werden fir die Bildung des MTM in si@ Neuropilen PKA Signale bendtigt.
Um diese funktionelle Bedeutung von PKA naher ztersuchen, wurde das MTM mit Hilfe
eines Kalteschocks in seine einzelnen Bestandtil®, stabilen ARM und dem labilen ASM,

aufgespalten (Tempel et al., 1983).

Auf der Ebene der LNs fuhrte eine Manipulation 8e©rdnung mit der GAL4-Lini&lP2426

zu einer signifikanten Reduktion des ARM, wobei @&M wildtypisch ausgebildet wurde
(Abb. 12A). Erwartungsgemal zeigte eine Maniputatioit der GAL4-Linie GH298 keine
signifikanten Unterschiede bei der Bildung diesed&chtniskomponenten (12A). Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass PKA Signale iaftertler LNs sehr spezifisch bendtigt
werden, wobei eine PKA Funktion in den LNs, deream& im ventralen Cluster liegen
und/oder deren Dendriten in den peripheren BerdahGlomeruli terminieren, fur die Bil-
dung des ARM erforderlich sind.

Die GAL4-Linie GH146 markiert ~90 cholinerge PNs (Heimbeck et al., 3001d zusatzlich
die bilateral symmetrischen GABAergen APL Neurohel @nd Davis, 2009; Parnas et al.,
2013; Pitman et al., 2011). Um festzustellen, ictven der beiden neuronalen Populationen
eine PKA Funktion ben6tigt wird, wurden zwei zudigtee GAL4-Linien, dieNP225 und die
NP2631, verwendet. Die GAL4-LinidNP225 exprimiert wie dieGH146 in den PNs, besitzt
jedoch keine Expression in den APLs (Okada et28I09; Pitman et al., 2011). Die GAL4-
Linie NP2631 markiert Uberwiegend die APL Neurone (Pitman et 2011; Tanaka et al.,
2008), zeigt jedoch keine Expression in den PN$.HWlfe dieser beiden zuséatzlichen Linien
konnte gezeigt werden, dass PKA auf der Ebene Nerdhe spezifische Funktion bei der
Bildung des ARM besitzt. Eine Manipulation der 3dGung mit der nur in den PNs expri-
mierenden GAL4-LinieNP225 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der ARMdaehtnis-
leistung (Abb. 12B), wahrend das labile ASM (AbBRC) und das STM (Abb. 12D) wildty-
pisch ausgebildet wurden. Dementgegen zeigte esr@dlation der 3. Ordnung in den APL
Neuronen, durch die GAL4-LiniBlP2631, keinen Einfluss auf die Gedachtnisleistung, d.h.
alle drei untersuchten Gedachtniskomponenten wuvdkttypisch ausgebildet (Abb. 12B-
D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass PKA sowohl auf den&Her LNs, als auch auf der Ebene der
PNs eine Funktion bei der Bildung des stabilen ABditzen.
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Abbildung 12: PKA Signale auf der Ebene der LNs undder PNs tragen zur Bildung des ARM bei. (AEi-
ne Manipulation 3. Ordnung in den LNs2 fiihrte zoneeiBeeintrachtigung des stabilen ARM, wobei dadlda
ASM unbeeinflusst blieb. Eine Manipulation in deN41 lie keine Beeintrachtigung bei der Bildung der
den Gedachtniskomponenten erkenr{B).PKA Signale in den PNs werden fir die Bildung dédVAbendtigt.
Die GAL4-Linie GH146 zeigte eine Beeintrachtigung in der ARM Gedaclhrstung. Sie markiert ungefahr 2/3
der olfaktorischen PNs, besitzt jedoch ebenfalte dixpression im anterioren lateralen Neuron (ARRig
GAL4-Linie NP225 exprimiert nur in den olfaktorischen PNs, wahreliel GAL4-Linie NP2631 Gberwiegend
das APL Neuron markiert. Eine Manipulation der 3d@ung mit der PN-spezifischen LinP225 fihrte zu
einer Reduktion der ARM GedAachtnisleistung, wahrdiedAPL-spezifische Lini&NP2631 keine Beeintrachti-
gung in der Gedéachtnisleistung zeigt€) Die Manipulation der PNs und der APL Neurone zeigtinen Ein-
fluss auf die ASM BildundD) PKA Signale in den PNs und dem APL werden nichtdi@ Bildung des STM
bendtigt. Alle Daten reprasentieren Mittelweite SEM; n = 7-11. Es wurden fiir diese Experimente Weib-
chen gewertet. Die unterschiedlichen Buchstabegeredie statistischen Signifikanzen auf dem Lewah v
p<0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werdgrdem Level von p0.05 angegeben.

Neben den LNs und den PNs wurden die KCs als egiterg neuronale Struktur identifiziert,
in der PKA sowohl fur die Bildung des STM, als audn die Bildung des MTM bendtigt
wird. Demzufolge ist eine ndhere Betrachtung dedli&ses der KCs bei der Bildung PKA-

abhangiger Gedachtniskomponenten unabdingbar.

3.1.4 Auf der Ebene der Kenyonzellen werden funktionell unterschiedliche PKA
Signale benotigt

Die Pilzkorper besitzen eine wichtige Schlisselpmsibeim Lernen und bei der Bildung des
olfaktorischen Gedéchtnisses (Keene and Wadddll7;2Blargulies et al., 2005; McGuire et
al., 2005). Sie bestehen aus mehreren morphologistdrscheidbaren Zelltypen, derg,
o'/B* und y Loben (Ito et al., 1997). Es gibt unterschiedli€h&L4-Linien, die spezifisch in
den einzelnen Loben exprimieren und mit denen anktfonellen Auswirkungen des Duft-
lernens charakterisiert werden kénnen (Akalal et 2006; Aso et al., 2009; Blum et al.,
2009a; Krashes et al., 2007; Xie et al., 2013). [mkalisation zeigte, dass PKA Signale in
den MBs fir die Bildung des STM und des MTM bendiigrden (Abb. 11). Um die genaue
Funktion von PKA innerhalb der MBs zu untersuchemirden spezifische GAL4-Linien
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verwendet, die in den unterschiedlichen NeuronanMiBs exprimieren (Abb. 13). Dazu
wurden die GAL4-Linieril7d (Abb. 13A-C) und\P1131 (Abb. 13D-F) verwendet, die PKA
in dena/p Loben bzw. in dery Loben herunterregulierten. Zusatzlich wurden dielL&
Linien mb247 (Abb. 13G-1) undOK107 (Abb. 13J-L) genutzt. Diese Linien markieren einen
umfassenden Anteil, jedoch nicht den gesamten MBads Uber 2500 Kenyonzellen besteht
(Technau, 1984). Als Vergleich wurden die Ergelmdsr panneuralen Manipulation mit der
elav GAL4-Linie aus der Abb. 9 aufgefuhrt (Abb. 13M-M)ie einzelnen GAL4-Linien un-
terscheiden sich in ihrer Expressionsstarke. Dealgefware es moglich, dass die benutzten
Transgene unterschiedlich stark in den einzelnemrdpglen exprimiert werden. Des Weite-
ren ist bekannt, dass die vorhandene PKA Aktiaiaie entscheidende Rolle beim aversive
Duftlernen spielt und dass das Expressionslevetitedd fir die Bildung der unterschiedli-
chen Gedachtnisphasen ist (Li et al., 1996; Yamaztad., 2010; Yamazaki et al., 2007). Aus
diesem Grund wurde flr die Analyse der Funktion P& in den KCs alle drei RNAI Kon-
strukte (1., 2. und 3. Ordnung) verwendet.

Eine graduelle Herunterregulation von PKA innerhdés KCs-Netzwerkes zeigte, dass fur
die Bildung des STM, des stabilen ARM und des &abiASM unterschiedliche PKA Anfor-
derungen erforderlich sind.

Bei der Analyse des ARM konnte auf der Ebene des lélbe PKA Beteiligung in dew/f

undy Loben festgestellt werden. Dieser ARM-spezifiséifiekt, der durch einen kompletten

Verlust der stabilen Gedéachtniskomponente gekeahget ist, zeigte sich bei einer gewebe-
spezifischen Herunterregulation von PKA durch dianiyulation 3. Ordnung unter Kontrolle
der GAL4-Linien17d (Abb. 13B) undNP1131 (Abb. 13E). Erstaunlicherweise zeigte eine
Manipulation der 3. Ordnung innerhalb d€f odery Loben keine Auswirkungen auf die
Gedéchtnisleistung des STM (Abb. 13A+D) oder dig A8M (Abb. 13C+F).

Des Weiteren konnte eine PKA Beteiligung bei dddiig des labilen ASM im gleichen Lo-
bensystem, d.hu/p undy Loben, aufgezeigt werden. Dieser ASM-spezifiscfekE zeigte
sich bei den GAL4-Liniemb247 (Abb. 131) undOK107 (Abb. 13L). Anders als beim ARM-
spezifischen Effekt ist der ASM-spezifische Eff@ddoch durch eine PKA Beteiligung beider

Loben gekennzeichnet. PKA musste sowohloiffy sowie imy Lobe herunterreguliert wer-
den, um einen Verlust der labilen Komponente zuitke&n.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PKA ialtedter Lobensysteme unterschiedliche
Funktionen einnimmt, d.h. sowohl eine ARM-spezifiscFunktion als auch eine ASM-
spezifische Funktion besitzt, die jedoch untersiliibe Anforderungen auf der Ebene der

o/ undy Loben aufweisen.
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Abbildung 13: Auf der Ebene der Kenyonzellen beeidfissen unterschiedliche PKA Signale die Bildung
von STM, ARM und ASM. Eine progressive Herunterregulation von PKA aufEleene der KCs zeigt funkti-
onell unterschiedliche PKA Signale innerhalb debdmsystems der MBs. In der Abbildung werden das STM
(obere Reihe), das ARM (mittlere Reihe) und das A@Ntere Reihe) von Fliegen dargestellt, die enereths
Transgen der 1. (gelb), 2. (orange) oder 3. Ordr(uoiy exprimierten. Es wurden verschiedene GAL4Aidn
benutzt, die die Transgene gezielt in den unteesitichen Loben der MBs exprimiertg-C) Die GAL4-Linie
17d markiert diea/f Loben. Nur eine Manipulation der 3. Ordnung zeigtelena/p Loben eine Beeintréchti-
gung der ARM Gedachtnisleistung. Das STM und daMA@&irden bei allen drei Manipulationen wildtypisch
ausgebildet(D-F) Die NP1131 ist spezifisch fur dag Lobe der MBs. Eine Manipulation der 3. Ordnungrféh
im y Lobe zu einer signifikanten Reduktion der ARM Gettaisleistung, wahrend die Manipulationen 1. und 2
Ordnung keinen Einfluf3 bei der Bildung des STM, ARNd ASM zeigten(G-I) Die GAL4-Linie mb247 er-
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moglichte eine Manipulation in detiy undy Loben. Dort fihrte die Manipulation 2. und 3. Qudg zu einer
graduellen Reduktion der STM Gedachtnisleistungs BBRM wurde nur bei einer Manipulation der 3. Ordgu
beeintrachtigt, wahrend die ASM Gedachtnisleistdagch eine Manipulation 2. und 3. Ordnung signifikee-
duziert wurde(J-L) Die OK107 markiert neben 103 LNs digp, a’/p‘ und y Loben der MBs. Eine Manipulati-
on 2. und 3. Ordnung fiihrte zu einer graduellenuRédn der STM Gedachtnisleistung. Die ARM Gedadditn
leistung wurde durch die Manipulation 3. Ordnungib&rachtigt und die ASM Gedéachtnisleistung duréh d
Manipulation 2. und 3. OrdnungM-O) Zum Vergleich wurde erneut die Manipulation mit geamneuralen
GAL4-Linie elav aufgefiihrt. Alle Daten reprasentieren MittelweiteSEM; n = 8-11. Es wurden fur diese Ex-
perimente nur Weibchen gewertet. Die unterschibdlicBuchstaben zeigen die statistischen Signifibsarauf
dem Level von §0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werdgrdam Level von p0.05 angegeben.

Dartber hinaus zeigte sich, dass PKA Signale emerschiedliche Sensitivitat bei der Bil-
dung des ASM und des ARM besitzen. Wahrend denigedes labilen ASM schon bei einer
Manipulation der 2. Ordnung auftrat, wurde dasiabRM erst bei einer starkeren Reduk-
tion der PKA Aktivitat durch eine Manipulation d&r Ordnung beeinflusst. Diese Beobach-
tung konnten bei allen verwendeten GAL4-Linienb247, OK107 undelav) festgestellt wer-
den. Neben der ASM- und ARM-spezifischen Funktiam \PKA, zeigte sich eine STM-
spezifische Funktion, die ebenfalls in dgf undy Loben lokalisiert ist (Abb. 13G,J und M).
Diese STM-spezifische Funktion ist durch eine gedlduAbnahme der Gedachtnisleistung
gekennzeichnet, die in Abhangigkeit zur vorhanddPiéA Aktivitat steht.

Da die Expression des Transgens 3. Ordnung untetrélte der verwendeten GAL4-Linien
mb247, OK107 und elav die Gedachtnisleistung aller untersuchten Ged#&kamponenten
beeinflusste, wurden diese Linien auf ihre sensbas Fahigkeiten hin getestet. Die Analyse
der Duftwahrnehmung und der Schockwahrnehmung egéegtoch keine Unterschiede ge-
genuber den genetischen Kontrollen, was auf eimena@e Verarbeitung der sensorischen
Reize hindeutet (Tab. 2).

Tabelle 2: Reaktion auf die Duft- und Schockwahrnemung. Fliegen, die das Transgen der 3. Ordnung in
den GAL4-Linienmb247, OK107 und elav exprimierten, zeigten keine signifikante Beeinlitigung in ihrer
Duft-und Schockwahrnehmung verglichen mit den geakén Kontrollen. Alle Daten repréasentieren Miitet-

te /- SEM; n = 7-15. Es wurden fiir diese Experimente Weibchen gewertet. Keine signifikanten Untersehi
de auf dem Level vor0).05.

Genotyp Duftvermeidung Schockvermeidung
OCT (*/150) MCH (*/ 100) 120 vV DC
Wildtyp Canton-S (+/+) 31.2+3,3 31.4+36 61.1+5,3
+/+ :: RNAi PKAPYZ: pKA® 32.3+3.8 38.9+2.8 62.2+5.9
elav :: RNAi PKAPY%: pKA™ 29.6+3,6 39.0+4.8 49.1+45
mb247 :: RNAi PKAPY%; pKA™ 24.0+2.5 33.5+5.2 65.2+5.6
OK107 :: RNAi PKAPY%: pkA® 28.9+3.5 345+3.7 57.5+6.7
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Diese Ergebnisse zeigen eine deutliche DissoziatewrPKA Signale innerhalb der MBs bei
der Bildung unterschiedlicher Gedachtniskomponerttame graduelle Herunterregulation der
PKA Aktivitdt ermdglicht eine Unterscheidung vergatener PKA Funktionen, die in den
MBs unabhangig voneinander agieren konnen. PKA kaime ARM-spezifische, ASM-

spezifische oder STM-spezifische Funktion einnehnigiese Funktionen kdnnen auf der
Ebene des Lobensystems voneinander dissoziieriewandd erfordern unterschiedliche PKA

Sensibilitaten.

3.1.5 Akute vs. entwicklungsbedingte Auswirkungen einer stark reduzierten PKA
Aktivitat auf die Gedachtnisbildung
Eine panneurale Manipulation 3. Ordnung wahrendgésamten Entwicklung fuihrte zu einer
nahezu kompletten Reduktion der PKA Aktivitat aanter 10% und einem damit verbunde-
nen Verlust der Gedachtnisleistung aller untersrcltedachtniskomponenten (Abb. 8+9).
Eine Analyse der Duft- und der Schockwahrnehmumggleikeine veranderte Wahrnehmung
dieser Fliegen (Abb. 9E, Tab. 2), so dass eineistlgp Verarbeitung der sensorischen Reize
als Ursache des Verlustes ausgeschlossen werdenekddiese Fliegen zeigten jedoch im
Vergleich zu ihren genetischen Kontrollen oder gédper der anderen beiden Manipulatio-
nen sichtbare morphologische Defekte d.h. sie waleimer und ihre Fligel wurden nicht
vollstandig ausgebildet.
PKA spielt eine grof3e Rolle innerhalb vieler wideti zellularer Prozesse und wéahrend der
Entwicklung wird PKA durchgehend exprimiert. ,Lossfunction* Mutationen in der kataly-
tischen UntereinheiDCO fihren in Abhangigkeit des Schweregrades und dekchen Be-
ginns der Stérung zu einer Sterilitdt der Weibcte@ner abweichenden Oogenese oder zu lar-
valer Letalitat (Foster et al., 1984; Lane and Katth, 1993). Aus anderen Studien ist be-
kannt, dass eine PKA Aktivitat von unter 20% zueeileichten Reduktion der GroR3e fuhrt,
wobei die Gehirnstrukturen normal ausgebildet werffkoulakis et al., 1993). Demzufolge
stellte sich nun die Frage, ob die gemessenen Baeltigungen im Verhalten dieser Fliegen
auf einen akuten Effekt von PKA zurtckzufiihren siader ob es sich mdglicherweise um
einen Entwicklungsdefekt handeln kénnte.
Die Aktivitat des GAL4-Proteins ist temperaturabgigin wodurch die Expressionsstarke des
Effektorgens negativ oder positiv beeinflusst werd@nn (Duffy, 2002). Die transgenen
Fliegen wurden bei einer Temperatur von 30° C adgen, womit eine hochst mogliche Ef-
fektivitat in der Expression der RNAi-Konstruktedusomit eine hdchst moglichen Reduktion

der PKA Aktivitat erzielt werden konnte. Um die &fénz der Manipulation und demzufolge
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die PKA Aktivitat geringfiigig zu verandern, wurddre Fliegen, die das Transgen 3. Ord-
nung unter Kontrolle dedav-GAL4 Treibers exprimierten, bei einer verandeffemperatur
von 24°C aufgezogen.

Ein Vergleich der Gedachtnisleistung von Fliegde,ahtweder bei 24°C oder bei 30°C auf-
gezogen wurden, zeigte unter beiden Aufzuchttenipeemgimen eine Reduktion der Ge-
dachtnisleistung aller gemessenen Gedachtniskompemé@Abb. 14A). Bei einer Temperatur
von 30°C fuhrte die Manipulation 3. Ordnung jedacheiner signifikant héheren Reduktion
der STM Gedachtnisleistung, wobei die Gedachtraglag des MTM und dessen Bestandtei-
le, ARM und ASM, keine statistischen Unterschiedmgten. Unter beiden Bedingungen fehl-
ten diese Gedachtniskomponenten komplett. Demnelobirg das STM sensitiver auf die
vorhandene PKA Aktivitat zu reagieren, wohingegeas [hbile ASM und das stabile ARM ab
einem bestimmten Schwellenwert komplett verlorehege Des Weiteren konnten die bei ei-
ner héheren Aufzuchttemperatur festgestellten ls&len morphologischen Verdnderungen
(kleinerer Habitus und verkimmerte Fligel), beieeigeringeren Aufzuchttemperatur nicht
beobachtet werden. Diese Tiere unterschieden smiphmologisch nicht von wildtypischen
Fliegen, weder in ihrer Gro3e noch bei der Auslfglihrer Flligel. Die Tatsache, dass bei
einer geringfugig erhdhten PKA Aktivitat die gleeahGedachtniskomponenten beeintrachtigt
wurden, wobei keine morphologischen Defizite bebbetcwerden konnten, deutet auf einen

akuten Defekt von PKA bei einer Manipulation de8dnung hin.

Um einen akuten Defekt von einem entwicklungsbadmdefekt zu trennen, ist es madglich
einen temperaturabhéngigen GA8Repressor (McGuire et al., 2008) benutzen, der die
Expression des Transgens 3. Ordnung auf das Adtdtgiam beschréankt (Abb. 14B). Dem-
zufolge wurden Fliegen, die das Transgen der 3n@rg panneural exprimierten, bei einer
restriktiven Temperatur von 18°C aufgezogen undsshden vor Beginn der Verhaltensex-
perimente auf 30°C gehalten, um erst zu diesempdieht die PKA Aktivitat effektiv
herunterzuregulieren. Dabei zeigte sich eine digmite Reduktion in der STM Gedachtnis-
leistung, was darauf schlieRen lasst, dass PKAanee Funktion bei der Bildung des STM
Ubernimmt. Ein Vergleich mit Fliegen, die das Tigers der 3. Ordnung wéhrend der gesam-
ten Entwicklung exprimierten, lasst jedoch einekil@épanz in der STM Gedé&achtnisleistung
erkennen d.h. Fliegen, die das Transgen durchgawiiigend der gesamten Entwicklung ex-
primierten, zeigten eine schlechtere Gedachtntsiegs als Fliegen, bei denen die Expression
auf das Adultenstadium begrenzt wurde. Diese Befuteliten darauf hin, dass bei einer pan-
neural stark herunterregulierten PKA Aktivitdt atf0% neben einer akuten Funktion von

PKA ebenfalls eine entwicklungsbedingte Komponewtdiegen konnte.
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Abbildung 14: PKA zeigt sowohl einen akuten als aut einen entwicklungsbedingten Verhaltensdefekt.
(A) Fliegen mit denmelav-GAL4 getriebenen Konstrukt 3. Ordnung, die entwdals 24°C oder bei 30°C auf-
wuchsen, zeigten einen signifikanten Effekt auf 8lieM Gedachtnisleistung. Bei einer Aufzuchttemparabn
30°C und somit bei einer geringeren PKA Aktivitéinkite, verglichen mit einer Aufzuchttemperatur 2#iC,
eine héhere Reduktion der STM Gedachtnisleistustpésstellt werden. Die anderen Gedachtniskomponente
(MTM, ARM oder ASM) zeigten bei einer Aufzucht unt24°C oder 30°C eine vergleichbare Reduktion der
GedachtnisleistundB) Die auf das Adultenstadium beschrankte restrikixpression des Konstruktes 3. Ord-
nung durch einen temperaturabhangigen GALR@pressor, zeigte eine signifikante Beeintrachiggder STM
Gedachtnisleistung. Verglichen mit einer Expresslea Transgens 3. Ordnung wéhrend der gesamternckntw
lung wies die gemessene STM Gedachtnisleistunggerniagere Reduktion auf. Alle Daten reprasentidvign
telwerte /- SEM; n< 12. Es wurden fur diese Experimente nur Weibchewertet. Die unterschiedlichen
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanagndam Level von $§0.001 an. Keine signifikanten Unter-
schiede werden auf dem Level vorOp05 angegeben.

3.1.6 EPAC besitzt eine funktionelle Rolle bei der Bildung des STM und des labilen
ASM

Neben PKA ist EPAC ein weiteres Protein, welchelilcAMP aktiviert wird. Im Gegen-
satz zu PKA phosphoryliert EPAC jedoch keine wenelProteine, sondern wirkt als Guanin-
nukeotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exgeaiactors, GEF) fur kleine G-Proteine
wie Rapl und Rap2 der RAS Superfamilie (Bos, 20@3Ro00ij et al., 1998; Kawasaki et al.,
1998). Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, daBAE an der Regulation verschiedener
Prozesse beteiligt ist, die fur die synaptischestPdaiét benotigt werden (Gekel and Neher,
2008; Gelinas et al., 2008; Yang et al., 2012) eEAktivierung von EPAC im Hippocampus
von Mausen fihrt zu einer Erh6hung des Langzeigadéses (Ma et al., 2009) und EPAC
Knockout-Mause zeigen eine Beeintrachtigung beinmnée und der Gedachtnisbildung
(Yang et al., 2012). Bei einer Vielzahl biologisclirrozesse wirken die beiden durch cAMP
aktivierten Proteine, PKA und EPAC, oft zellulanggnsam, wobei sie entweder unabhangig
voneinander, synergistisch oder entgegengesetetesggkonnen (Bos, 2006; Cheng et al.,
2008). Offensichtlich scheinen beide cAMP Effektgreinen Einfluss auf die Gedachtnisbil-
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dung zu besitzen. Demzufolge ist es sinnvoll, einergleichenden Ansatz fir eine préazise
Analyse von EPAC zu wahlen. Dazu wurden in unsdrabor mittels des FRT-derived dele-
tion (FDD) Systems zwei EPAC Nullmutantespac*'/epac™® und epac*/epac*?, generiert
(Abb. 15A; Efetova et al., 2013), die in der aveesi olfaktorischen Duftkonditionierung ge-
testet wurden. Dabei zeigten die beiden Mutantaarespezifischen Lernphanotyp, der ein-
zelne Gedachtniskomponenten betraf d.h. im Vergleiem Wildtyp wiesen beide EPAC
Mutanten eine 50%ige Reduktion der STM Gedachtsisieg (Abb. 15B) und der MTM
Gedéachtnisleistung (Abb. 15C) auf. Die Aufspaltuleg MTM in seine einzelnen Bestandtei-
le mittels eines Kalteschocks liel3 einen kompleteriust des labilen ASM erkennen (Abb.
15E), wahrend die stabile Gedachtniskomponente, ARMeeintrachtigt blieb (Abb. 15D).
Diese Ergebnisse zeigen, dass EPAC eine speziffaahigion bei der Bildung des STM und
des labilen ASM besitzt.
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Abbildung 15: EPAC wird fur die Bildung des STM und des labilen ASM bendétigt.(A) Die zwei EPAC
Nullmutanten epac*!/epac*® und epac*'/epac*?, wurden mittels FDD System generiert. Diese Mwgarenthal-
ten die transkombinierten Deletionepac*’ und epac*® oder epac*’ und epac*?. (B),(C) Beide Mutanten,
epac*/epac™® und epac*/epac*? (graue Balken), zeigten eine signifikante Redukiiter STM und MTM Ge-
dachtnisleistung(D),(E) Bei einer Aufspaltung des MTM in seine einzelnen Kongrden mittels eines Kalte-
schocks wurde das stabile ARM wildtypische ausgebjlwohingegen jedoch das labile ASM komplett beei
trachtigt wurde. Alle Daten reprasentieren Mitteti@é/- SEM; n = 7-10. Die unterschiedlichen Buchstabeia
gen die statistischen Signifikanzen auf dem Lewel p<0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werdgn a
dem Level von p0.05 angegeben.
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PKA zeigte ebenfalls eine STM-spezifische und éu$M-spezifische Funktion, was darauf
hindeuten koénnte, dass PKA und EPAC die Bildungeliesedachtniskomponenten magli-
cherweise gemeinsam regulieren. Um zu untersuchearelichen Gehirnstrukturen EPAC fur
die Bildung dieser Gedachtniskomponenten benétigd, wurden einegpac-RNAI und ein

EPAC-Rettungskonstrukt verwendet. Diese mussteocfedunachst auf ihre Funktionalitat

hin untersucht werden.

3.1.7 Gewebespezifische Manipulation von EPAC im Drosophila Gehirn

Um die Funktion von EPAC bei der Bildung des STMi wes labilen ASM naher zu charak-
terisieren, wurde die Aktivitdt von EPAC gewebesfi@zh manipuliert. Dies geschah einer-
seits durch einepac-RNAI, die die Expression von EPAC spezifisch heearegulierte, oder
durch ein EPAC-Rettungskonstrukt, welches eine tyidche epac+cDNA im
epac”!/epac”3-Mutantenhintergrun@éxprimierte, um somit eine wildtypische EPAC Aktiiti
wiederherzustellen.

Um die Funktionalitat zu testen, wurden beide Tgang panneural unter Kontrolle veliav-
GAL4 exprimiert (Abb. 16). Den Erwartungen entspyead zeigte eine panneurale Manipu-
lation von EPAC durch diepac-RNAI eine Beeintrachtigung der STM Gedachtnisleist
und der ASM GedAachtnisleistung (Abb. 16A). Die peumale Expression depac’cDNA im
epac*/epac*®-Mutantenhintergrund konnte die STM Gedachtnisleigtund die ASM Ge-
dachtnisleistung wieder auf ein wildtypisches Nivéerstellen (Abb. 16B). Das ARM zeigte
bei beiden Manipulationen keinen Effekt, wurde daoim wildtypisch ausgebildet (Abb.
16A,B). Eine Expression depac’cDNA in einem Wildtyphintergrund zeigte keine Vedé&n
rung der Gedachtnisleistung, weder bei der Bilddeag STM noch beim ASM. Folglich be-
wirkt eine erhdhte panneural getriebene EPAC Atédtvkeinen ,Gain of function® Effekt
(Abb. 16B).

Die verwendetespac-RNAI ist somit fahig die Expression von EPAC efigkherunterzure-
gulieren und das verwendete EPAC-Rettungskonskarh die reduzierte EPAC Expression
der epac*'/epac**-Mutante auf ein wildtypisches Niveau bringen. Dawin erlauben diese
beiden Ansétze eine Identifizierung neuronaler&tmen, in denen EPAC fur die Bildung ol-

faktorischer Gedéachtnisse notwendigd/oder hinreichend ist.
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Abbildung 16: Spezifische genetische Manipulationan EPAC. Die transgene Expression dayac-RNAi
oder einer wildtypischemepac’'cDNA in einemepac-Mutantenhintergrund moduliert die EPAC Aktivit{s)

Die panneurale Manipulation mit depac-RNAi (dunkelgrauer Balken) reduzierte signifikadie STM Ge-
dachtnisleistung und die ASM Gedachtnisleistung Mutantenniveau (schwarzer Balken), wobei das ARM
wildtypisch ausgebildet wurde. Die genetischen Kalign zeigten eine wildtypische Gedachtnisleistimgllien
gemessenen Gedachtniskomponenten (hellgraue Bali@n)kEine panneurale genetische Rettung mit einer
wildtypischenepac’cDNA in einemepac-Mutantenhintergrund fiihrte zu einer Wiederherstejl der STM Ge-
dachtnisleistung, sowie der ASM Gedachtnisleistithmkelgrauer Balken). Die genetischen Kontrolleigten
erwartungsgemaf eine Gedéachtnisleistung auf Mutaivieau (hellgraue Balken). Eine Uberexpression des
epac’cDNA Rettungskonstruktes im Wildtyphintergrund (geiter Balken) zeigte eine wildtypische STM und
ASM Gedéchtnisleistung, wodurch ein ,Gain of funati Effekt ausgeschlossen werden kann. Alle Daggmé-
sentieren Mittelwerté/- SEM; n = 8-12. Die unterschiedlichen Buchstabeigen die statistischen Signifikan-
zen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifieantnterschiede werden auf dem Level ve@.p5 ange-
geben.

3.1.8 EPAC Signale beeinflussen die Bildung des STM und des labilen ASM inner-
halb der KCs der MBs

Bei der Analyse von PKA konnte eine STM-spezifis€humktion und eine ASM-spezifische
Funktion innerhalb der verschiedenen Loben der kéBgyestellt werden. EPAC zeigte eben-
falls eine Funktion bei der Bildung dieser beidesd&chtniskomponenten. Um Rickschlisse
Uber mogliche funktionelle Gemeinsamkeiten oderettsthiede der beiden durch cAMP ak-
tivierten Proteine ziehen zu kdnnen, wurde im Fofgan die Funktion von EPAC innerhalb
der MBs genauer untersucht. Dazu wurden die glai@wlL4-Linien verwendet, die auch bei
der Analyse der PKA Funktion benutzt wurden. Eirerusiterregulation von EPAC in den
KCs durch die GAL4-Liniemb247 (a/p undy Loben) zeigte eine signifikante Reduktion der
STM Gedachtnisleistung auf Hohe der EPAC Nullmwtapac*/epac™?, die als Vergleich
dargestellt wurde. Anders als bei PKA jedoch zeigte einzelnen Loben, markiert durch die
17d (a/p Loben) und dieNP1131 (y Loben), eine Beeinflussung bei der Bildung des STM
(Abb. 17A), was auf eine nicht- redundante Betailig der Loben hindeutet. Demnach wird
EPAC fiur die Bildung des STM in derip undy Loben der MBs bendtigt. Bemerkenswer-

terweise konnte bei der Bildung des labilen ASMsdlbe funktionelle Notwendigkeit inner-
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halb des Lobensystems festgestellt werden (Abb.),1WBbei das stabile ARM wildtypisch
ausgebildet wurde (Abb. 17C). Eine Herunterreguhgrvon EPAC auf der Ebene der ORNs
und der PNs zeigte keinen Effekt auf die Gedachildigng, was darauf hindeutet, das EPAC
in diesen Neuropilen nicht bendtigt wird (Abb. 1)+ Als zusétzliche genetische Kontrolle
wurden die verwendeten GAL4-Linien mit dem Wildtygrkreuzt, um eine mogliche Beein-
flussung der verwendeten GAL4-Linien auszuschliel@a genetischen Kontrollen zeigten
eine wildtypische Gedachtnisleistung bei der Bilglder einzelnen Gedachtniskomponenten
(Abb. 17D).
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Abbildung 17: EPAC ist auf der Ebene der KCs fiur de Bildung des STM und des ARM notwendig.Die
gewebespezifische Manipulation von EPAC durch eiRélAi-Ansatz wurde verwendet, um notwendige Neu-
ropile zu bestimmen, die fir die Bildung des STMi wes labilen ASM bendétigt werden. Die schwarzelk@&a
zeigen zum Vergleich die Gedachtnisleistung der EmMulimutanteepac*!/epac*®. (A) Die gezielte Herunter-
regulation von EPAC beeinflusste die STM Gedachaisting auf der Ebene der KCs markiert durch die
GAL4-Linien mb247, 17d und NP1131. (B) Die ASM Gedachtnisleistung wurde auf der Ebenekdgs durch
die gleichen GAL4-Linien beeinflusst, die auch &EM beeintrachtigten(C) Das ARM zeigte keine Beein-
flussung durch die gewebespezifische Herunterréignlaon EPAC.(D) Die genetischen Kontrollen der Pilz-
korpereffektorlinien im wildtypischen Hintergruneigten eine normale STM, ASM und ARM Gedéachtnisleis
tung. Alle Daten reprasentieren Mittelwefte SEM; n = 7-12. Die unterschiedlichen Buchstabeigen die sta-
tistischen Signifikanzen auf dem Level von p<0.@01 Keine signifikanten Unterschiede werden auf derrel
von p>0.05 angegeben.

Performance Index
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3.1.9 EPAC Signale in den KCs der MBs sind fiir die Bildung des STM und des ASM
hinreichend
Neben der Mdglichkeit einer Lokalisation der EPAGNnktion innerhalb olfaktorischer Neu-
ropile durch die Verwendung eines RNAI-Ansatzestdéla die Mdglichkeit zu untersuchen,
in welchen Neuropilen EPAC minimal gebraucht wind) eine wildtypische STM und ASM
Gedéachtnisleistung wiederherzustellen. Die Expembmeaus Abschnitt 3.1.7 zeigten die
Funktionalitat des verwendeten EPAC-Rettungskohktdrubei einer panneuralen Expression
im epac”/epac*®-Mutantenhintergrund. Dieses Rettungskonstrukt wurdsammen mit der
GAL4-Linie mb247 in denepac*'/epac**-Mutantenhintergrund gekreuzt, um die wildtypische
epac’cDNA spezifisch in dem/ undy Loben exprimieren zu kénnen. Aufgrund der zeitauf-
wendigen Genetik konnten im Zuge dieser Arbeitdiarn/p undy Loben, markiert durch die
Linie mb247, naher betrachtet werden. Bei einer Expressiomue’ cDNA im Mutantenhin-
tergrund unter Kontrolle dieser GAL4-Linie konnianohl die STM Gedéachtnisleistung, als
auch die ASM Gedéachtnisleistung auf ein wildtypeshNiveau wiederhergestellt werden
(Abb. 18). Demzufolge besitzt EPAC eine spezifisEbhektion bei der Bildung des STM und
des ASM und ist fur die Bildung dieser Gedachtnmsgonenten in den/p undy Loben der
MBs notwendig und hinreichend.
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Abbildung 18: EPAC ist in den KCs hinreichend fiur de Bildung des STM und des ASMDurch eine Ex-
pression einer wildtypischegpac’cDNA im epac*!/epac*®*-Mutantenhintergrund in den KCs def undy Lo-
ben der MBs konnte eine wildtypische STM und ASMd&ehtnisleistung wiederhergestellt werden (dunkel-
grauer Balken). Die genetischen Kontrollen zeigtemartungsgemal eine Gedachtnisleistung auf Mutainte
veau (hellgraue Balken). Als Vergleich wurde diediderregulation von EPAC in der GAL4-Linieb247 dar-
gestellt, die den Wert des Mutantenniveaus aufgsitiiwarzer Balken). Alle Daten reprasentieren éiterte

‘- SEM; n = 7-10. Die unterschiedlichen Buchstabeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Leve
p<0.001 an.
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3.1.10 Vergleichende Gegeniiberstellung PKA-spezifischer und EPAC-spezifischer
Signale bei der Bildung des olfaktorischen Gedachtnisses
Sowohl PKA als auch EPAC besitzen eine spezifisaigtion bei der Bildung des STM und
des labilen ASM (Abb. 19A+B). Die beide cAMP Effekén unterstiitzen die Bildung dieser
beiden Gedachtniskomponenten auf der Ebene deritK@sn gleichen Neuropilen, d.h. in
dena/p undy Loben mb247). EPAC besitzt jedoch in derip (17d) undy (NP1131) Loben
eine Funktion bei der Bildung des STM und des &abiASM, wahrend PKA Signale in den
a/p odery Loben fur die Bildung dieser Gedéachtniskomponebemitigt werden.
Ein entscheidender Unterschied zwischen den beidénP Effektoren besteht darin, dass
PKA zusatzlich zu seiner Funktion bei der Bildures &TM und des labilen ASM, ebenfalls
eine Funktion bei der Bildung des stabilen ARM tmsjAbb. 19C). Bei der Bildung der
stabilen Gedachtniskomponente werden PKA Signalerivalb eines komplexen Netzwerkes
bendtigt, welches mehrere synaptische Schnittatélibls-PNs-KCs) umfasst. Dabei werden
PKA Signale offensichtlich sehr spezifisch innethdér LNs benétigt, da nur in den LNs des
zweiten Typus (LNs2) eine Funktion von PKA bei 8ddung der stabilen Komponente auf-

gezeigt werden konnte.

STM ASM ARM

PNs

® PKA-abhingige Funktion
® EPAC-abhangige Funktion

Abbildung 19: Schematische Gegeniiberstellung der PAspezifischen und EPAC-spezifischen Funktion
bei der Bildung des STM, ASM und ARM.PKA und EPAC Signale werden fiir die Bildung dereusthiedli-
chen Gedachtniskomponenten teilweise in den glaei€ehirnregionen benétigt. Die schematische Gegamniib
stellung gibt einen Uberblick iiber die PKA-abhamgigFunktionen (rot markiert) und iber die EPAC-
abhangigen Funktionen (blau markiert) in den eimzelINeuropilen des olfaktorischen Signalweges. LbKa-

le Interneurone Typ I; LN2, lokale Interneurone TypPNs, Projektionsneurone; C, Calyx; P, Pedunsul,
a', B, B, v Lobensystem der MBs. PKA und EPAC Signale werdsirdbr Bildung des STNA) und des ASM
(B) in denao/p undy Loben bendtigt. Dabei ist EPAC in defff undy Lobennotwendig, wobei PKA Signale
entweder in dew/p odery Lobenfiir die Bildung dieser Gedachtnisse benétigt wer@d@) EPAC Signale wer-
den nicht fur die Bildung des ARM bendtigt, wahrdPA Signale in der/p undy Loben, den PNs und den
LNs2 fur die Bildung dieser Gedéachtniskomponentsveadig ist.
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3.2 Der Einfluss des synaptischen Proteins Tomosyn auf die Gedachtnisbil-
dung bei Drosophila melanogaster
Das prasynaptische Protein Tomosyn nimmt eine aggusche Funktion bei der synapti-
schen Transmission ein, indem es das Vesikel-Pgmid somit die kontrollierte Freisetzung
von Neurotransmittern hemmt (Ashery et al., 2008adBeva et al., 2006; Sakisaka et al.,
2008; Yamamoto et al., 2009). Untersuchungen ateWdeaten deuten darauf hin, dass Tomo-
syn direkt durch die cAMP-abhéngige PKA phospherylwird (Baba et al., 2005). Somit
konnte Tomosyn moglicherweise ein wichtiger Effektmerhalb des cAMP/PKA Signalwe-
ges sein, der eine Rolle beim Lernen und bei defa@etnisbildung spielt. Eine Uberexpres-
sion von Tomosyn im Hippocampus von Mausen zeiggpielsweise eine Beeintréchtigung
des raumlichen Lernens und der Gedachtnisleist@agak et al., 2013). Inwiefern eine
Herunterregulation von Tomosyn einen funktionellénfluss auf die Gedéachtnisbildung bei
Drosophila besitzt und in welchen Gehirnarealen eine Funkimm Tomosyn fir die Bildung
eines olfaktorischen Gedéachtnisses benotigt watdbisher nicht bekannt und soll im letzten
Abschnitt dieser Arbeit naher untersucht werden.
Fur die Analyse von Tomosyn wurden zwei verschied@msatze gewahlt. Durch einen
RNAIi-Ansatz besteht die Mdglichkeit, Tomosyn spiszifi in bestimmten Neuropilen des
Gehirns herunterzuregulieren, um somit dessen Nutigkeit bei der Gedéachtnisbildung zu
bestimmen. Des Weiteren ist durch die Verwendungref omosyn-Mutante und eines To-
mosyn-spezifischen Rettungskonstruktes die Mogedhlregeben, bestimmte Gehirnbereiche
zu identifizieren, die fur die Bildung eines Tomosabhangigen Gedachtnisses hinreichend
sind. Bevor jedoch der Einfluss von Tomosyn auf@eachtnisbildung mittels der aversiven
olfaktorischen Duftkonditionierung analysiert wemdkonnte, wurden die verwendeten To-
mosyn-spezifischen RNAi-Transgene, U&®Brosyn RNAi? und UAStomosyn RNAi®, zu-
nachst auf ihre Funktionalitat hin getestet (AbB; €hen and Richlitzki et al., 2011). Die
beiden verwendeten RNAIi-Transgene zeigten bei giaeneurale Expression nelav-GAL4
eine signifikante Reduktion von Tomosyn. Eine Megsder Tomosyn-mRNA erfolgte durch
eine quantitative RT-PCR und zeigte, dass beide iRINAen eine signifikante Reduktion
der mRNA hervorrufen kdnnen, wobei die UASrosyn RNAi? das mRNA Niveau von To-
mosyn um 80% reduzierte und die UA®rosyn RNAI® um 65% (Abb. 20A). Um den Ver-
lust des Tomosyn-Transkriptes auf Proteinebeneeatiromen, wurde ein Antikérper gegen
Drosophila Tomosyn generiert (Chen and Richlitzki et al., POMWildtypische Larven des
dritten Larvenstadiums zeigten eine starke anti-d®ym Farbung in den neuromuskuléren

Verbindungen (NMJs, neuromuscular junctions), wétirdie UAStomosyn RNAi*Linie ei-
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ne Reduktion des Tomosyn Proteins um 70% und di§td#osyn RNAi*-Linie eine Reduk-
tion von 56% hervorrief (Abb. 20B+C). Dies entsptin etwa der Reduktion des Tomosyn-
MRNA Levels.
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Abbildung 20: Eine panneurale Manipulation reduziet Tomosyn auf RNA- und Proteinebene. (A+BEine
panneurale Expression der RNAi-Linien, UABrosyn RNAi? und UAStomosyn RNAI®, fiihrte zu einer signi-
fikanten Reduktion der Tomosyn-mRNA quantifizierittels RT-PCR(A) und zu einem signifikanten Verlust
der Tomosyn-Immunoreaktivitit in neuromuskularenbifedungen (NMJs, neuromuscular junctiofB). (C)
Konfokale Aufnahmen larvaler NMJs angefarbt mit anti-HRP, neuronale Membranen zu visualisieren (ma-
genta) und anti-tomosyn, um Tomosyn zu visualisi€geiin). (adaptiert aus Chen and Richlitzki et2011)

Diese Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten RMA&n fahig sind, die Tomosyn Ex-
pression signifikant herunterzuregulieren. Firlditersuchungen der Funktion von Tomosyn
bei der Gedachtnisbildung wurde im weiteren Verldigser Arbeit nur die UA$mosyn
RNAi*-Linie verwendet.

3.2.1 Tomosyn wird fiir die Bildung des ASM benoétigt

Eine panneurale Expression demosyn RNAi® zeigte eine signifikante Reduktion des Prote-
ins und konnte somit fur eine funktionelle Analysesichtlich der Gedachtnisbildung ver-
wendet werden. Neben der spezifischen Tomosyn-RMA&ide die Tomosynmutant&924

fur die Verhaltensanalyse verwendet (Abb. 21). @ieneurale Herunterregulation der Tomo-
synexpression durch die Treiberlirdav-Gal4, sowie die Mutanta924, zeigten eine signifi-
kante Reduktion des MTM (Abb. 21B), wobei das STibeeintrachtigt blieb und wildty-
pisch ausgebildet wurde (Abb. 21A). Eine Aufspaltales MTM in seine einzelnen Kompo-
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nenten mittels eines Kalteschocks zeigte einen kettep Verlust der labilen Gedachtnispha-
se, ASM (Abb. 21D). Die stabile Komponente, ARMiebl dabei unbeeintrachtigt (Abb.
21C). Da sowohl die Mutante als auch thenosyn RNAi® keinen Effekt in der STM Ge-
dachtnisleistung und in der ARM Gedachtnisleistaamyten, deuten diese Ergebnisse auf ei-

ne spezifische Funktion von Tomosyn bei der Bilddeg labilen ASM hin.
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Abbildung 21: Tomosyn wird fiir die Bildung des lablen ASM benétigt. Die genetische Manipulation mit
dertomosyn RNAi® und die Tomosynmutant€924 wurden in der aversiven olfaktorischen Kondigoung hin-
sichtlich ihres Einflusses auf die Gedachtnisbilglumtersucht(A) Eine panneurale Herunterregulation von
Tomosyn durch dieomosyn RNAI® (gestreifter Balken) sowie die Tomosynmutat®24 (dunkelgrauer Balken)
fuhrte zu keiner Beeintrachtigung der STM Gedadistung.(B) Dementgegen zeigten beide Manipulationen
eine signifikante Reduktion der MTM Gedachtnisleigf. Eine Aufspaltung des MTM in seine einzelnemkKo
ponenten durch einen Kalteschock zeigte ein wiidgpes ARM(C), wahrenddie labilen Komponente ASM
komplett verloren gingD). Alle Daten reprasentieren Mittelwerté SEM; n = 7-10. Die unterschiedlichen
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanagndam Level von p<0.001 an. Keine signifikantentésn
schiede werden auf dem Level vorOp05 angegeben.

In Vertebraten konnte gezeigt werden, dass Tomdsyoh PKA phosphoryliert wird (Baba
et al., 2005). Inwiefern dies auch t&iosophila zutrifft, ist bisher nicht bekannt. Die Ergeb-
nisse aus Abb. 21 deuten jedoch auf eine Betetjgies cCAMP/PKA Signalweges hin, da
sowohl PKA als auch Tomosyn eine Funktion bei dédusig des ASM besitzen (Abb. 9D
und Abb. 21D). Ferner moduliert cAMP die synaptesdimansmitterausschittung tber PKA-
abhangige Mechanismen (Seino and Shibasaki, 2@§piblsweise durch die Phosphorylie-
rung prasynaptischer Proteine wie Synapsin (Knapel., 2010). Bei einer ndheren Untersu-
chung der zeitlichen Dynamik der einzelnen Gedaskdmponenten zeigte die Tomosynmu-
tanteA924 nach einer anfanglich wildtypische Akquise entem wildtypischen 1h Gedéacht-
nis, eine rapide Reduktion der Gedachtnisleistép( 22). Eine ahnliche zeitliche Dynamik
konnte bei einer Stérung der AKAP-PKA Interaktionrch das Kompetitorpeptid UAS-
eCOPR2 gezeigt werden, die ebenfalls zu einem Verlustlalgien Komponente ASM fiihrt
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(Schwaerzel et al., 2007). Dies lasst auf eine mldglPhosphorylierung von Tomosyn durch
geankertes PKA schliel3en.
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Abbildung 22: Zeitliche Dynamik der Gedéachtnisphasa im Wildtyp und in der Tomosynmutante A924.
Bei einem Vergleich mit dem Wildtyp W1118 zeigte diomosynmutanta924 nach einer anfanglichen norma-
len Akquise und einem wildtypischen 1h Gedéachtimg eapide Reduktion in der Gedéachtnisleistung.Naic
erreichte diese Abnahme einen stabilen Wert. AtiéeD reprasentieren Mittelwerte SEM; n = 8. Statistische
Signifikanzen sind auf dem Level von p<0.001 anbege

3.2.2 Tomosyn wird auf der Ebene der KCs fiir die Bildung des ASM bendétigt

Tomosyn besitzt eine spezifische Funktion bei delduBg der labilen Gedachtnis-
komponente, ASM. Um die neuronalen Korrelate nalelnestimmen, in denen Tomosyn fur
die Bildung der labilen Gedachtniskomponente notligerist, wurde dietomosyn RNAi*-
Linie in den einzelnen Neuropilen des olfaktoristH&fades exprimiert (Abb. 23). Dabei
zeigte sich auf der Ebene der KCs, markiert duiehGAL4-Linie OK107, ein Verlust des
labilen ASM. Auf der Ebene der ORNs, PNs und LNerke keine Beeinflussung dieser Ge-
dachtnisphase beobachtet werden (Abb. 23A). DélestARM wurde bei einer Herunterre-
gulation von Tomosyn in allen verwendeten Linietdtyipisch ausgebildet (Abb. 23B). Die
GAL4-Linie OK107 markiert neben dem Lobensystem der Pilzkorp4¥F (ndy Loben) zu-
satzlich noch 103 LNs (Chou et al., 2010), so @&3s mogliche Beteiligung anderer Neuro-
pile nicht ausgeschlossen werden konnte. Auf desnEbder LNs wurde die GAL4-Linie
NP2426 verwendet, die jedoch keine Beeintrachtigung in@edachtnisleistung zeigte.

FUr eine genauere Analyse der Tomosynfunktion malezelnen Neuropilen wurden weitere
gewebespezifische GAL4-Linien verwendet. Eine Egpi@n detomosyn RNA® in den spe-
zifischeren GAL4-Liniermb247 (o/f undy Loben),GH298 undNP1227 (LNs) fuhrte jedoch
zu einer Letalitat der Individuen, so dass diesedn nicht verwendet werden konnten. M6g-

licherweise exprimieren diese GAL4-Linien in entWimgsrelevanten Strukturen, in denen
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Tomosyn benétigt wird, um ein Uberleben zu ermdglic Um dennoch die Funktion von
Tomosyn innerhalb der KCs naher bestimmen zu kgnmemden die lobenspezifischen
GAL4-Linien 17d (a/p Loben),NP1131 (y Loben) und305a (a'/p‘ Loben) verwendet (Abb.
23C). Eine Expression désmosyn RNA° fiihrte in den einzelnen Loben/f, o’/p* odery
Loben) zu einem Verlust des ASM, wobei das ARM twyitisch ausgebildet wurde (Abb.
23D). Das STM und das 1Stunden Gedé&chtnis bliebbeeintrachtigt, was die zeitliche Dy-
namik der Tomosynfunktion zusatzlich unterstitzbl§A23E+F).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass einefispbei Tomosynfunktion innerhalb der
MBs notwendig ist, wobei Tomosyn in den einzeln@bdn, derw/p, o’/B* und y Loben be-

notigt wird, um die Bildung der labile KomponentesdViTM zu unterstutzen.
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Abbildung 23: Tomosyn wird auf der Ebene der KCs fiil die Bildung des ASM benétigt.Eine gewebespezi-
fische Manipulation von Tomosyn wurde verwendet, inmerhalb des olfaktorischen Pfades notwendige-Neu
ropile zu bestimmen, die fir die Bildung des ASMhiiggt werden(A, B) Die gezielte Manipulation mit der
tomosyn RNAI® filhrte zu einem Verlust der ASM Gedachtnisleistang der Ebene der KCs durch die Linie
OK107. Das konsolidierte ARM wurde wildtypisch ausgebtldC, D) Eine Herunterregulation von Tomosyn in
den einzelnen Loben zeigte eine signifikante Be&dhitigung des ASM in allen 3 Loben, markiert duddd Li-
nien 17d (a/B), NP1131 (y) und 305a (o' %), wobei das ARM wildtypisch ausgebildet wurd&, F) Das STM
und das 1h Gedachtnis wurden wildtypisch ausgebiklée Daten reprasentieren Mittelwerte SEM; n = 7-
11. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen digs8tghen Signifikanzen auf dem Level von p<0.Go1l
Keine signifikanten Unterschiede werden auf demelleen p>0.05 angegeben.
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3.2.3 Tomosyn ist in den y Loben der KCs fiir die Bildung des labilen ASM ausrei-
chend
Mit Hilfe eines Tomosyn Rettungskonstruktes komrmie untersucht werden, in welchen Tei-
len des Lobensystems Tomosyn minimal bendtigt wird,ein wildtypisches ASM auszubil-
den. Hierzu wurde ein UA®mMosyn® Transgen im Mutantenhintergrund verwendet, welches
eine tomosynspezifische cDNA enthielt, die das TeyndProtein unter Kontrolle einer UAS
exprimierte. Zunachst wurde das Konstrukt unter tkale des panneuralen Treibesav-
GAL4 exprimiert und auf dessen Funktionalitat hetegtet (Abb. 24). Das verwendete Kon-
strukt konnte eine wildtypische ASM Gedachtnislaigt wiederherstellen (Abb. 24A), wobei
das ARM normal ausgebildet wurde (Abb. 24B). Diaajeschen Kontrollen verhielten sich
wildtypisch, so dass dieses Ergebnis auf eine Fomdditat des verwendeten Rettungskon-

struktes hindeutet.
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Abbildung 24: Die tomosynspezifische cDNA ist funkbnell in der Lage den ASM Effekt zu retten. (A)
Das verwendete Tomosynrettungskonstrukt Ué®esyn” cDNA im Mutantenhintergrund (schwarzer Balken)
konnte die ASM Gedachtnisleistung auf Wildtypniveegiaderherstellen. Die genetischen Kontrollen zgigm
Mutantenhintergrund bzw. im Wildtyphintergund enti®e eine Reduktion des ASM oder eine wildtypische
ASM GedachtnisleistungB) Das ARM zeigte keine signifikanten Unterschiedde Adaten reprasentieren Mit-
telwerte /- SEM; n = 7-11. Es wurden fiir diese Experimente Mannchen gewertet. Die unterschiedlichen
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanagndam Level von p<0.001 an. Keine signifikantentésn
schiede werden auf dem Level vorOp05 angegeben.

Eine Herunterregulation von Tomosyn in den speziis GAL4-Linienmb247 und GH298
fuhrte zu einer Letalitéat der Individuen. Um di@zlnen Neuropile, die fur die Ausbildung
eines wildtypischen ASM minimal erforderlich sindrshoch bestimmen zu kénnen, wurden
diese beiden Treiberlinien zusammen mit dem Tomm@esmgskonstrukt im Mutantenhin-
tergrund exprimiert (Abb. 25). Dabei zeigte sicheegspezifische Rettung der ASM Gedacht-
nisleistung in den KCs durch die Gal4-Lim#®247 (Abb. 25A). Eine Expression der UAS-
tomosyn” cDNA in den LNs zeigte keine Rettung des ASM. Zasgn mit dem Ergebnis,
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dass eine Expression demosyn RNAi®in den LNs durch die Linié&lP2426 keine Beein-
trachtigung in der ASM Gedachtnisleistung zeighsst dies darauf schliel3en, dass Tomosyn
in diesem Neuropil nicht fur die Bildung eines v§idischen ASM bendtigt wird. Die ARM
Gedéachtnisleistung blieb in allen gemessenen Gruppbeeintrachtigt (Abb. 25B).

Diese Ergebnisse deuten auf eine spezifische Tamasktion innerhalb der KCs hin, wobei
das Vorhandensein von Tomosyn in den KCs ausreicihsn um ein wildtypisches ASM

auszubilden.
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Abbildung 25: Tomosyn ist auf der Ebene der KCs fiirdie Bildung des ASM ausreichendGewebespezifi-
sche Expression der UASmMosyn® cDNA im Mutantenhintergrund in den LNs und den K@§ Die Wieder-
herstellung eines wildtypischen ASM benétigte digiEssion der UASemosyn” cDNA in den KCs durch die
Gal4-Liniemb247 (schwarzer BalkenYB) Das ARM wurde sowohl in den Effektorlinien, alschun den gene-
tischen Kontrollen wildtypisch ausgebildet. Alle tBa reprasentieren Mittelwerté SEM; n = 9-12. Es wurden
fur diese Experimente nur Mannchen gewertet. Diersohiedlichen Buchstaben zeigen die statistis&igni-
fikanzen auf dem Level von p<0.001 an. Keine sigaiften Unterschiede werden auf dem Level vaf.p5
angegeben.

Um die Rettung des ASM innerhalb der KCs naherrgensuchen, wurde die UASmMosyn”
cDNA in den einzelnen Loben der KCs exprimiert (ABB). Dabei zeigte die LinidP1131,
die diey Loben markiert, eine erfolgreiche Rettung der A&ddachtnisleistung. Eine Ex-
pression detomosyn” cDNA in den beiden anderen Loben durch die Lirfiéd (o/f Loben)
undc305a (o'/B' Loben) zeigte keine Rettung des ASM Effektes (ABBA). Das ARM wur-
de bei allen verwendeten Linien und deren genedisdbontrollen wildtypisch ausgebildet
(Abb. 26B).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Tyrfuwsktion innerhalb dey Loben der
KCs sowohl notwendig als auch hinreichend fur dieldhg des labilen ASM ist. Jedoch
kann die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werdass gpezifischere GAL4-Linien ebenfalls

eine hinreichende Tomosynfunktion in den anderepehobei der Bildung des ASM zeigen
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konnten. Die hier verwendete GAL4-Lini&@d markiert nur einen sehr kleinen Teil dgp
Loben (Akalal et al., 2006). Im Zuge dessen wurgesatzliche GAL4-Linien, die722 und
die c739, getestet, die ebenfalls dig Loben der KCs markieren und eine ASM Beeintréach-
tigung bei der Herunterregulation des Tomosyn-Rmeteeigten. Eine Expression demo-

syn" cDNA in diesen Linien fiihrte jedoch auch zu keiagolgreichen Rettung (Daten nicht

aufgefuhrt).
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Abbildung 26: Tomosyn ist innerhalb der KCs in deny Loben fir die Bildung des ASM hinreichend. (A)
Die Expression der UASMosyn” cDNA in deny Loben der KCs durch die LinidP1131 war ausreichend, um
ein wildtypisches ASM zu bilden. Eine Rettung mér ¢ DNA in den anderen beiden Loben zeigte keine-Wi
derherstellung der ASM Gedachtnisleistu(®). Das ARM wurde wildtypisch ausgebildet. Alle Dateprasen-
tieren Mittelwerte’/- SEM; n = 9-12. Es wurden fir diese Experimente Minnchen gewertet. Die unter-
schiedlichen Buchstaben zeigen die statistischgniffianzen auf dem Level von p<0.001 an. Keinaiikan-
ten Unterschiede werden auf dem Level vefl.p5 angegeben.

Zusammenfassend betrachtet zeigen diese Ergebd&sse Tomosyn eine spezifische Funkti-
on bei der Bildung der labilen Gedéachtnisphase Afditzt. Die zeitliche Dynamik der Ge-
dachtnisleistung lasst eine mogliche Phosphoryligrdurch PKA vermuten. Tomosyn ist in
denao/B undy Loben der MBs fir die Bildung des ASM notwendighbei Tomosyn bereits in
den einzelnen Lobenu/, o'/B' und y Loben) eine Funktion besitzt. Eine Wiederherstejlu

des Tomosyn-Proteins in deroben ist hinreichend, um ein wildtypisches ASMhzldlen.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte eine funktionelle Zuordnuwiey beiden cAMP Effektoren, PKA und
EPAC, hinsichtlich ihres Einflusses bei der Bilduggezifischer Gedachtniskomponenten
aufgezeigt werden. Das olfaktorische Gedachtniseheswus verschiedenen Gedachtniskom-
ponenten, deren Bildung scheinbar durch unterstbiedcAMP Signalwege moduliert wer-

den kdnnen, die subzellular und innerhalb neurodddzwerke voneinander dissoziiert sind.

4.1 Aktivitatsabhdngige PKA Signale werden innerhalb definierter Netzwer-

ke fiir die Gedachtnisbildung benotigt
Die Bildung des olfaktorischen Gedachtnisses ikt senpfindlich gegentber der vorhande-
nen PKA Aktivitat. Mit Hilfe eines RNAI Ansatzes koten mehrere funktionelle PKA Betei-
ligungen ermittelt werden, die spezifisch die Faiorader einzelnen Gedachtniskomponen-
ten (STM, ASM und ARM) foérdern. Bisherige Arbeitearwendeten Proteinkinaseinhibito-
ren oder hypomorphe Mutanten, um den Einfluss WA Buf die Gedachtnisbildung zu un-
tersuchen (Drain et al., 1991; Goodwin et al., 299@riuchi et al., 2008; Li et al., 1996;
Skoulakis et al., 1993). Ein groRRer Vorteil einedAR Ansatzes liegt jedoch darin, dass es
maoglich ist, gewebespezifisch die Aktivitat eine®teins herunterzuregulieren, um dessen
Funktion innerhalb dieses Gewebes zu untersuchem@@and Dormand, 1995; Duffy, 2002).
Somit konnten verschiedene PKA Signale innerhakbrdauronalen Netzwerkes identifiziert
werden, die fur die Bildung der einzelnen Gedaakimnponenten benétigt werden. Im All-
gemeinen ist ein gewebespezifischer RNAI Ansatzuddd beschrankt, dass verschiedene
GAL4-Linien unterschiedliche Expressionsstarkenvbeufen kdnnen, beispielsweise ist die
Temperatur ein wichtiger Faktor, der die Expressiegativ beeinflussen kann (Duffy, 2002).
Um diese Unzuganglichkeit zu vermeiden, wurde eigressive Manipulation gewahlt, die
die PKA Aktivitat effektiv innerhalb eines definten Expressionsmusters bei einer stabilen
Temperatur von 30°C herunterregulierte. Somit wudigefunktionelle Zuordnung von PKA
innerhalb des neuronalen Netzwerkes nur durch pezi8tat der einzelnen GAL4-Linien be-
schrénkt.
Anhand der verwendeten GAL4-Linien konnten demzydatwei neuronale Netzwerke iden-
tifiziert werden, die an der Bildung der untersdhighen Gedachtniskomponenten beteiligt
sind: erstens auf der Ebene der ALs und der MBsl®eBildung des stabilen ARM, genauer
gesagt in den LNs, den PNs und in den KCsoffeundy Loben (Abb. 12A,B + 13B,E) und
zweitens auf der Ebene de odery Loben bei der Bildung des labilen ASM und des STM
(Abb. 13). Obwonhl die Bildung des labilen ASM undsdSTM offensichtlich eine Funktion
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von PKA in den gleichen Neuropilen erfordert, begén sie jedoch unterschiedliche PKA
Aktivitatsschwellenwerte. Das STM zeigte bei davgressiven Manipulation der PKA Akti-
vitat eine graduelle Abnahme der Gedachtnisleistimgyeringer die PKA Aktivitat, desto
groRer die Reduktion der STM Gedachtnisleistungo(AA), wahrend das labile ASM in ei-
nem ,Alles oder Nichts-Prinzip* beeinflusst wurddrdeine geringe Reduktion der PKA Ak-
tivitat zeigte keine Beeintrachtigung des ASM, véitt eine Reduktion der PKA Aktivitat
um 70% zu einem sofortigen Verlust fuhrte (Abb.9Bdlglich konnten drei verschiedene
PKA abhangige Signale identifiziert werden, die def Ebene der KCs aktivitatsabhangig
agieren und spezifisch die Bildung der einzelnerdd@shtniskomponenten (STM, ASM,
ARM) untersttzen.

Bisherige Arbeiten legen die Vermutung nahe, dasschiedene PKA Aktivitadtsschwellen-
werte unterschiedlich auf die Gedachtnisbildungkerir (Drain et al., 1991; Horiuchi et al.,
2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993). Kodnt mit diesen Befunden scheint es, als
misse mindestens 50% der wildtypischen PKA Aktivitdrhanden sein, um ein wildtypi-
sches Lernen und eine wildtypische Gedéachtniskegstzu initiieren. Eine reduzierte PKA
Aktivitat zwischen 20% bis 50% beeintrachtigt dmrfration des STM und des labilen ASM,
wahrend das stabile ARM unbeeinflusst bleibt. Ensé weitere Reduktion der PKA Aktivitat
auf unter 10% fihrt zu einem Verlust der stabilenponente.

Diese Befunde deuten auf eine sehr spezifischeefiuldme Regulierung von PKA wahrend
der Formation der einzelnen Gedachtniskomponeriterrtieressanterweise konnten in einer
Studie zwei PKADCO Mutanten identifiziert werden, die einen gegergen Einfluss von
PKA bei der Bildung des stabilen ARM aufzeigen (idohi et al., 2008). Diese beiden Mu-
tanten besitzen eine verénderte PKA Aktivitat v&@0%, zeigen jedoch erstaunlicherweise
eine enorme Verbesserung in der ARM GedachtnialggstDiese Verbesserung konnte aller-
dings nur innerhalb eines sehr schmalen PKA Aldtgiensters beobachtet werden (Horiuchi
et al., 2008). Dies ist nicht unbedingt inkonsistaiit den Ergebnissen dieser Arbeit, sondern
unterstiutzt eher die Vermutung, dass PKA eine naidusche Funktion bei der Bildung des
stabilen ARM besitzt. In Anbetracht dessen, dase stark herunterregulierte PKA Aktivitat
die Phosphorylierung stromabwarts gelegener Zisksate wie lonenkanale oder synapti-
scher Proteine enorm einschrankt, ist ein Verlest dabilen Gedéachtniskomponente nicht

verwunderlich.
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4.1.1 Akut vs. entwicklungsbedingte Auswirkungen einer stark herunterregulierten
PKA Aktivitat

Eine massive Manipulation der PKA Aktivitat birgnge Schwierigkeiten, da PKA inner-
halb vieler zellularer Prozesse bendtigt wird umdeu anderem auch wéhrend der Entwick-
lung eine wichtige Rolle spielt (Lane and Kalder@893; Li et al., 1995). Einige Studien
konnten eindeutig zeigen, dass eine starke Martipalaer katalytischemCO Untereinheit
schwerwiegenden Auswirkungen auf die Entwicklungfleegen zur Folge hat (Foster et al.,
1984; Lane and Kalderon, 1993; Skoulakis et aB3}9

Wie bereits erwahnt, fuhrte erst eine starke parateManipulation der PKA Aktivitét zu ei-
nem Verlust der stabilen Gedachtniskomponente, ARbb. 9). Weiterhin konnten bei die-
sen Fliegen morphologische Veranderungen, wie leinérer Habitus und verkiimmerte Fli-
gel beobachtet werden. Diese Befunde lassen aafeaxtwicklungsbedingte Beeinflussung
einer stark herunterregulierten PKA Aktivitat seiden. Allerdings sprechen trotz allem eini-
ge Ergebnisse dieser Arbeit ebenfalls fur eine elkuinktion von PKA bei der Bildung des
stabilen ARM.

Eine starke panneurale Manipulation fihrte beirefgzucht unter verschiedenen Tempera-
turregimen (24C°vs.30C°) zu einem Verlust des &#abARM (Abb. 14). Bei einer geringe-
ren Aufzuchttemperatur wird die Effektivitat der Mpulation etwas geschwacht, folglich
wird die PKA Aktivitat nicht ganz so stark herumtsguliert. Wie hoch die verbliebene PKA
Aktivitat bei einer Aufzuchttemperatur von 24°Cstathlich ist, konnte im Zuge dieser Arbeit
nicht mehr bestimmt werden. Dies wird jedoch dérzeieinem Folgeexperiment mit Hilfe
eines PKA Aktivitatsassays ermittelt. Allerdingsgten sich die morphologischen Defizite,
die bei einer hoheren Aufzuchttemperatur beobacké&ztien konnten, bei einer geringeren
Aufzuchttemperatur nicht mehr.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass fur doluBg des stabilen ARM PKA Signale in
Neuropilen des olfaktorischen Weges erforderlictd sdie sich offensichtlich von denen un-
terscheiden, die fur die Bildung des STM und de®Asndtigt werden d.h. auf der Ebene
der LNs und der PNs. Bei einer starken ReduktianRI€A Aktivitat in diesen Neuropilen
wurde spezifisch das stabile ARM beeintrachtigthreadd das STM und das ASM wildty-
pisch ausgebildet wurden (Abb. 12A,B). Demnach isredie nétigen Gehirnstrukturen, die
fur die Bildung olfaktorischer Gedéachtnisse bertotvgrden, adaquat zu funktionieren. Wei-
terhin konnte gezeigt werden, dass trotz einekstaManipulation von PKA die sensori-
schen Reize adaquat verarbeitet werden kdnnen g)aburch eine restriktive Herunterregu-

lation von PKA in der adulten Fliege, konnte beratne akute Funktion von PKA bei der
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Bildung des STM aufgezeigt werden. Jedoch mussttere Gedachtniskomponenten, ins-
besondere das ARM getestet werden, um eine eigdebDissoziation zwischen der akuten

und der entwicklungsbedingten Funktion von PKA aigen zu kdnnen.

4.2 EPAC besitzt eine Funktion bei der Bildung spezifischer Gedachtniskom-
ponenten
Die Regulierung der synaptischer Transmitteraugsiohgi spielt eine wichtige Rolle bei der
Bildung eines olfaktorischen Gedachtnisses (Kamahel Schwartz, 1982). Anhand diverser
Mutanten konnte der intrazellulare cAMP Signalwésgean wichtiger Bestandteil identifiziert
werden, der die Transmitterausschittung modulkRenger et al., 2000; Zhong et al., 1992;
Zhong and Wu, 1991). Generell wird angenommen, dabei die Aktivierung der cAMP ab-
hangige PKA einen entscheidenden Stellenwert eimminPKA besitzt die Fahigkeit ver-
schiedene lonenkanale (Kandel and Schwartz, 198@) Broteine, die direkt an der Trans-
mitterausschittung beteiligt sind, zu phosphorghe(Baba et al., 2005; Hepp et al., 2002;
Jovanovic et al., 2001; Risinger and Bennett, 1999deau et al., 1996). Mit der Entdeckung
des cAMP Effektors EPAC (de Rooij et al., 1998; kaaaki et al., 1998) konnte jedoch neben
PKA ein weiterer wichtiger Effektor identifiziert evden, der in verschiedenen neuronalen
Systemen eine Funktion bei der Regulierung dersimatterausschuttung besitzt (Kaneko and
Takahashi, 2004; Sakaba and Neher, 2003; Zhon@acicer, 2005).
In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werdeassdEPAC spezifisch die Bildung des STM
und des labilen ASM irosophila unterstiitzt (Abb. 15B,E). Demnach scheint die @@ilgl
dieser Gedachtniskomponenten sehr viel komplexesery als bisher vermutet wurde (siehe
auch Diskussion 4.4). EPAC wirkt in Anwesenheit voAMP als ein Guaninnukleotid-
Austauschfaktor fur kleine G-Proteine wie beispi@se Rapl und Rap2 der RAS Superfa-
milie (Bos, 2003; de Rooij et al., 1998; Kawasakak, 1998), indem es den Austausch von
GDP zu GTP vermittelt (Harper et al., 2008). Vaniger Zeit konnte gezeigt werden, dass
EPAC unabhangig von PKA bei der cAMP induziertemagptischen Potenzierung der
Transmitterausschittung beteiligt ist (Cheung t28106). Folglich nehmen sowohl PKA als
auch EPAC eine aktive Rolle bei der Regulierungagyischer Prozesse ein, die der Bildung
der einzelnen Gedachtniskomponenten zu GrundenliegAC besitzt eine Vielzahl unter-
schiedlicher struktureller Domanen, die eine komgl®&eteiligung unterschiedlicher Bin-
dungspartner vermuten lasst (Bos, 2006). Beispatswbindet EPAC spezifisch an das Ve-
sikelprotein Rim (Ozaki et al., 2000), einem m#ld3 _nteragierenden blekil, welches pra-

synaptisch die Anhaufung von €&anélen und die GréRe des RRP (Ready Releasably Po
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reguliert (Graf et al., 2012). Demnach konnte egrlist von EPAC dazu fuhren, dass die
durch Rim vermittelten synaptischen Prozesse uatel®n werden, was eine Reduktion der
prasynaptischen Transmitterausschittung zur Falge.nZukinftig wird es von groRem Inte-
resse sein, die komplexen molekularen MechanisrasrE@® AC Signalweges genauer zu ana-
lysieren, um die genauen Zusammenhange bei deurRjIEEPAC abhangiger Gedachtnis-

komponenten zu verstehen.

4.3 Unterschiedliche cAMP Signale modulieren die Bildung spezifischer Ge-
dachtniskomponenten
Eine Regulierung des intrazellularen cAMP Spiegeld die damit verbundene Aktivitat spe-
zifischer cAMP Effektoren und deren Substrate diinddie Bildung eines olfaktorischen Ge-
dachtnisses unabdingbar. Erst kirzlich wurden zwd¥IP Signale identifiziert, die unter-
schiedliche Funktionen bei der Bildung olfaktoriecisedéachtniskomponenten besitzen. Ein
cAMP Signal ist sensitiv gegeniiber einefT&almodulin-abhéngigen Adenylatcyclase Typ
1, die durchrutabaga codiert wird, wéahrend das andere cAMP Signal sengegentber ei-
ner durchdunce kodierten cAMP-spezifischen PhosphodiesteraseZligp (Chen et al., 1986;
Dudai et al., 1976; Levin et al., 1992; Tully andign, 1985). Das MTM besteht aus zwei
funktionell voneinander unterscheidbaren Gedackdnigponenten, dem labilen ASM und
dem stabilen ARM (Quinn and Dudai, 1976). Die Biidudieser beiden Gedachtniskompo-
nenten wird von unterschiedlichen cAMP Signaleretsttitzt, wobei gezeigt werden konnte,
dassrut-abhangige cAMP Signale fur die Bildung des lab#M benétigt werden, wahrend
dnc-abhé@ngige cAMP Signale bei der Bildung des stabilRM eine Rolle spielen
(Scheunemann et al., 2012). Demnach scheint dasPc8Mnalnetzwerk einen dualen Cha-
rakter zu besitzen, der die Bildung der einzelneal&&htniskomponenten parallel und unab-
hangig voneinander férdert. Konsistent mit diesexfuBden, konnte in dieser Arbeit eine
komplexe Beteiligung der beiden cAMP Effektoren,A°Pnd EPAC, bei der Bildungut-
abhéangiger undinc-abhéangiger Gedachtniskomponenten festgestellt emerBPAC zeigte
eine Funktion bei der Bildung des labilen ASM, wagmrauf schlieBen lasst, dass EPAC
stromabwarts desut-abhangigen cAMP Signalweges agiert. Hingegen eeagie graduelle
Herunterregulierung von PKA eine weitaus komplexgeteiligung bei der Bildung der ver-
schiedenen Gedéachtniskomponenten (siehe auch Bisku4.1). Folglich werden PKA Sig-
nale sowonhl fur die Bildung deut-abhangigen als auch fur die Bildung dec-abhangigen

Gedéachtniskomponente bendtigt.
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Sowohl PKA als auch EPAC zeigten bereits beim STiMre Einfluss auf die Gedachtnisleis-
tung. In einem derzeitigen Model zur Dynamik desi&htnisses wird davon ausgegangen,
dass die labile Gedachtniskomponente direkt nach @eining ausgebildet wird und Uber
die Zeit hinweg graduell abnimmt, wahrend sich stabile Gedéachtniskomponente erst nach
dem Training graduell entwickelt wird und Uber einkngeren Zeitpunkt stabil erhalten
bleibt (Quinn and Dudai, 1976). Neuere Befunde kenmedoch bereits beim STM eine labi-
le (dynamische) und eine stabile (basale) Gedé&iHuamponente identifizieren (Knapek et al.,
2011; Scheunemann et al., 2013). Inwiefern diedreifTM Komponenten mdglicherweise
als Vorlaufer der beiden MTM Komponenten zu bettaclsind, ist bisher unbekannt. Jedoch
zeigen Untersuchungen an diversen Mutanten des cSMRalweges zumeist bereits beim
STM eine Reduktion der Gedéachtnisleistung (Dudail et1976; Folkers et al., 1993; Knapek
et al.,, 2010; Knapek et al., 2011; Livingstone, 3;,98cheunemann et al., 2012). Demnach
konnte die in dieser Arbeit identifizierte STM Biéigeing von EPAC und PKA moglicher-
weise ebenfalls eine duale Funktion von cAMP widegeln. Demzufolge wére es interes-
sant zu untersuchen, ob bei EPAC oder PKA ehestdlale oder die labile STM Komponen-

te betroffen ist.

4.4 Die Integration rutabaga-abhangiger cAMP Signale

4.4.1 Rut-abhdngige Gedachtniskomponenten kénnen innerhalb der KCs durch un-
terschiedliche Signalwege gebildet werden
Bei der olfaktorischen Konditionierung wird eines&giation zwischen einem Duft (CS) und
einem US erlernt. Die Integration der Informatidasaér beiden Stimuli ist abhangig von ei-
ner dualen Stimulierung deut-Adenylatcyclase, die als ,Koinzidenzdetektor* figmty und
einerseits durch die €2 Calmodulin und andererseits durch einen G-Progeikoppelten
Rezeptor aktiviert wird (Gervasi et al., 2010; et al., 1992; Livingstone et al., 1984;
Tomchik and Davis, 2009). Dabei gelten die KCsM8&s als eine notwendige Struktur, die
an der CS/US Integration und somit an der Bilduingsolfaktorischen Gedachtnisses betei-
ligt sind (Connolly et al., 1996; Heisenberg, 20d3rs et al., 2000). Die KCs kdénnen in un-
terschiedliche Substrukturen unterteilt werden, wnalie a/p, o’/B" undy Loben (Crittenden
et al., 1998; Lee et al., 1999; Technau and Hemgnldi982)Rut wird vorrangig in den ein-
zelnen Loben exprimiert (Han et al., 1992), walhgiabh&ngige cAMP Signale synergistisch
in denao/f undy Loben fur die Bildung des labilen ASM und des SDnotigt werden
(Scheunemann et al., 2012). In diesen neuronalerkt8ten konnte ebenfalls eine Notwen-

digkeit von PKA und EPAC bei der Bildung dieser @elstniskomponenten festgestellt wer-
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den. Jedoch scheint im Fall von PKA eine andereibgiing der KCs der einzelnen Subsys-
teme notwendig zu sein. Die Analyse deutet auf @uné&tionelle Redundanz zwischen den
PKA Signalen innerhalb dex/ odery Loben bei der Bildung des labilen ASM (Vergleich
Abb. 13C+F mit 13I+L) und des STM (Vergleich 13A+Dit 13G+H) hin, wahrendut-
abhangige cAMP Signale in den KCs dé# undy Loben erforderlich sind (Scheunemann et
al., 2012). Fur diese Diskrepanz konnte es memnégliche Erklarungen geben.

Spezifische Dufte aktivieren eine relativ begrerRtgpulation innerhalb der KCs, demnach
besitzen individuelle KCs eine hohe duftspezifiséimbwort (Akalal et al., 2006; Honegger et
al., 2011; Murthy et al., 2008). In dieser Arbeiirden andere Dufte verwendet, als in der
obigen Studie. Eine Mdglichkeit ware folglich, daga anderes Aktivitatsmuster innerhalb
der einzelnen KCs generiert wurde und somit eimtfanell unterschiedliche duftspezifi-
sche Antwort hervorgerufen wurde. Die in beidend&n verwendete GAL4-Lini&7d bei-
spielsweise markiert nur eine sehr begrenzte Popul&Cs innerhalb dew/p Loben und
wurde als eine GAL-4 Linie identifiziert, die dubeszifische Effekte hervorrufen kann
(Akalal et al., 2006). Des Weiteren zeigen einigedi&n in Abhangigkeit der verwendeten
rut-Allele, widersprichliche Befunde hinsichtlich dsotwendigkeit der unterschiedlichen
KCs Subtypen bei der Bildungit-abhangiger Gedachtniskomponenten (Akalal et D62
McGuire et al., 2003; Scheunemann et al., 20125 £aal., 2000).

Alternativ dazu aktiviererrut-abhangige cAMP Signale nicht einzig und alleineAP#ls
maogliches Zielsubstrat, sondern auch zusatzlichstgate wie EPAC (Bos, 2006; de Rooij et
al., 1998), welches ebenfalls die Bildung des &biARSM und des STM in den einzelnen
Subtypen der KCs unterstitzt (Abb. 16A+B). Die tlete Alternative wirde vorzugsweise zu
einem Szenario flhren, in demt-abhangige cAMP Signale parallel innerhalb der elimen
Subsysteme verschiedene Signalwege aktivierenn esAdP/PKA abhéngigen Signalweg
und einen cAMP/EPAC abhéngigen Signalweg. Beide&Wwege unterstiitzen die Bildung
des STM und des labilen ASM in deff§ undy Loben, wobei EPAC in Bezug auf PKA in-
nerhalb der KCs der einzelnen Loben eine redundamtdtion einnehmen kann d.h. wenn
PKA in einem Subsystem wegfallt, kbnnen dennoclé&edéachtniskomponenten tber den
cAMP/EPAC Signalweg gebildet werden. Andersheruimestd es jedoch nicht der Fall zu
sein, da eine Funktion von EPAC in allen KCs debéro fiir die Bildung des STM und des
ASM bendtigt wird. Eine mogliche Erklarung konntéie einzigartigen Signaleigenschaften
von EPAC bieten. EPAC kann aufgrund seiner strektumterschiedlichen Doménen eine
Vielzahl verschiedener Zielsubstrate binden undvegten (Bos, 2006; Harper et al., 2008),
die direkt an der Regulation der Transmitteraussah{ beteiligt sind. Dabei scheint EPAC
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jedoch nicht direkt die GroRe des RRPs zu beesdinssondern wirkt spezifisch auf die sy-
naptischen Vesikel, die unmittelbar vor der Aussthig stehen (Kaneko and Takahashi,
2004; Sakaba and Neher, 2003).

Aus Studien inrMammalia ist bekannt, dass diverse zellulare Prozesse deinehcAMP be-
dingte duale Stimulation von PKA und EPAC moduliggrden kdnnen (zusammengefasst in
Schmidt et al., 2013), wobei die aktivierten Sigveie entweder unabhangig voneinander,
synergistisch oder entgegengesetzt agieren koi@iemlie beiden hier identifizierten Signal-
wege innerhalb der KCs der einzelnen Loben miteleamgieren, kdnnen die vorliegenden
Daten dieser Arbeit nicht eindeutig klaren. Intseggerweise gibt es jedoch eine Vielzahl sy-
naptischer Proteine, die sowohl von EPAC als awrh RKA aktiviert werden kénnen. Bei-
spielweise agiert das durch EPAC aktivierte sysapg Protein Rim als ein grol3es molekula-
res Gerustprotein, welches andere synaptischeiRedbdinden kann, von denen einige auch

von PKA phosphoryliert werden kénnen (Powell, 2006)

4.4.2 Rut-abhdngige Gedachtniskomponenten kdnnen durch unterschiedliche PKA
Signale dissoziiert werden
Intrazellular kann PKA durch A-Kinase Ankerprotei(@KAPS) in spezifische subzellulare
Kompartimente organisiert werden, wodurch eine félm und eine zeitliche Regulierung
lokaler cAMP Gradienten erfolgen kann (Wong andt§@004). Dasut-abhéngige STM
und das labile ASM kann auf der Ebene von AKAPsaigert werden. Eine Stdrung der
AKAP-PKA Interaktion durch das Kompetitorpeptid eBR2 zeigt eine Notwendigkeit der
AKAPs bei der Bildung des labilen ASM in den KCs d& undy Loben, wahrend das STM
keine AKAP Beteiligung bendtigt (Schwaerzel et 2D07). Zwei Befunde dieser Arbeit un-
terstutzen die Hypothese, dass ein spezifischer-RKAP Komplex fir die Bildung des
ASM bendotigt wird. Erstens, bei einer progressitmunterregulierung von PKA konnte ein
abrupter und vollstéandiger Verlust des ASM ab emeuzierten PKA Aktivitat von 30% be-
obachtet werden. Dementgegen zeigte das STM eatigile Reduktion der Gedachtnisleis-
tung, was sich gut mit den Befunden einer gradnellequise der STM Gedachtnisleistung in
Einklang bringen lasst (Scheunemann et al., 20uBy &nd Quinn, 1985). Zweitens, das pra-
synaptische Protein Tomosyn, ein Phosphorylieruriggsat von PKA (Baba et al., 2005),
wird spezifisch fur die Bildung des ASM bendétigth@h and Richlitzki 2011; Abb. 21).
Interessanterweise scheint dat-abhangige ASM jedoch nicht einzig und allein eifi€A-
AKAP-Tomosyn Verbindung zu benétigen, sondern eldor ebenfalls eine Beteiligung des

synaptischen Proteins Synapsin. Synapsin ist eitergs Phosphorylierungssubstrat von
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PKA, welches offensichtlich jedoch nicht durch geamte PKA phosphoryliert wird, da es die
Bildung des labilen ASM und die Bildung des STMarstitzt (Godenschwege et al., 2004;
Knapek et al., 2010; Michels et al., 2011). Demigéascheinen unterschiedliche PKA Pools
vorhanden zu sein, frei verfligbares und gebunderds die selektiv aktiviert werden kon-
nen, um unterschiedliche Funktionen bei der Bildspgzifischer Gedachtniskomponenten
einzunehmen. Dabei konnen die unterschiedlichen Bghalwege jedoch miteinander in-
teragieren, wie es bei der Bildung des ASM der Ealksein scheint. Eine Phosphorylierung
von Synapsin reguliert die Vesikelabgabe vom Res@wol zur aktiven Zone (Akbergenova
and Bykhovskaia, 2010), wahrend eine Phosphorylggruon Tomosyn die Bildung des
SNARE Komplexes reguliert (Baba et al., 2005). koftgfihrt eine Phosphorylierung beider
Proteine zu einer erhdhten Vesikelabgabe, weldiredié Bildung des ASM bendétigt wird.

4.4.3 Model zur Bildung rut-abhangiger Gedachtniskomponenten

Generell wird angenommen, dass sowohlodfeals auch dig Loben funktionell bei der Bil-
dung eines olfaktorischen Gedachtnisses involsertl (Cervantes-Sandoval et al., 2013;
Isabel et al., 2004; Qin et al., 2012; Xie et 2013). Eine durch den Duft erzeugte Aktivitat
ist in allen Subsystemen der MBs zu beobachten €biger et al., 2011; Turner et al., 2008)
und die Information des aversiven Stimulus wirdatiuverschiedene dopaminerge Neurone
sowohl an diex/p als auch an dig Loben weitergeleitet (Aso et al., 2010; Claridgea@g et
al., 2009; Waddell, 2013). Des Weiteren zeigen Baéuaus optisch bildgebenden Verfahren
eine rut-abhéngige Beeinflussung von cAMP und PKA in déf undy Loben der MBs
(Gervasi et al., 2010; Tomchik and Davis, 2009)n&istent mit diesen Befunden konnte in-
nerhalb dieser neuronalen Strukturen eine Funktmm EPAC, PKA und Tomosyn bei der
Bildung derrut-abhangigen Gedachtniskomponenten festgestelltamerd

Interessanterweise flhrt eine simultane Stimulation Dopamin (US Signalweg) und Ace-
tylcholin (CS Signalweg) nur in danLoben der MBs zu einaut-abhéangige Aktivitat von
PKA, wahrend einelnc-abhangige Aktivitat von PKA in allen Subtypen déBs festgestellt
werden kann (Gervasi et al., 2010). Gervasi undegeh schlussfolgerten daraus, dass eine
Dopamin-induzierte Aktivierung von PKA moglicherweidurch diginc-PDE auf diex Lo-
ben beschrankt wird, indem sie CAMP in deandy Loben degradiert (Gervasi et al., 2010).
Folglich wirdenrut-abhé&ngige cAMP/PKA Signale nur in der.oben der MBs die Bildung
des labilen ASM und STM unterstutzen, wahrend in @gleindy Loben die Bildung dieser
Gedachtniskomponenten durch diec-PDE gehemmt wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass neben PKA auch EPAC eine FunktionidreBildung des STM und des ASM
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in den einzelnen Subtypen der MBs besitzt. Nun t@mman spekulieren, ob diese Befunde
eine mogliche Verknupfung zu der von Gervasi undldgen aufgestellten Hypothese dar-
stellen konnten. Eine attraktive Schlussfolgerungrenw demzufolge, daseut-abhangige
cAMP/PKA Signale die Bildung des labilen ASM undsd&TM in dery Loben der MBs for-
dern, wahrendut-abhéngige cAMP/EPAC Signale mdglicherweise dieilg des labilen
ASM und des STM in dew/p odery Loben unterstutzen konnten.

Bedenklich an dieser Hypothese ist jedoch, dassExpression von Tomosyn allein in den
Loben hinreichend ist, um das labile ASM auszulil@&bb. 24). Fur diese Diskrepanz kénn-
te es mehrere Erklarungen geben. Zunachst einntatsegheiden sich die verwendeten Me-
thoden mal3geblich voneinander. Beim optischen Ingagierden stimulierende Flissigkeiten
verwendet, wobei Acetylcholin (CS) und Dopamin (UW#ekt auf die Neuropile appliziert
werden (Gervasi et al., 2010), wahrend bei einasditchen olfaktorischen Konditionierung
die sensorischen Wege durch einen Duft (CS) gepaadinem Elektroshock (US) stimuliert
werden (Tully and Quinn, 1985). Des Weiteren wurttedieser Arbeit andere GAL4-Linien
verwendet, als in der obigen Studie. Es ist bekatags unterschiedliche GAL4-Linien spezi-
fische Expressionsmuster hervorrufen kbnnen (Taerakh, 2008; Yang et al., 1995). Zudem
konnte auch die Mdglichkeit bestehen, dass deermodigen Studie verwendete PKA Sensor
nicht die gesamte intrazellulare PKA Aktivitat ddteren konnte. Demzufolge wére eine
PKA-AKAP abhéngige Aktivierung von Tomosyn in de€&dery Loben moglich. Dies wa-
re auch konsistent mit zahlreichen Studien, die énitische Rolle dey Loben bei der Ge-
dachtnisbildung demonstrieren (Akalal et al., 20RBym et al., 2009b; Boto et al., 2014; Qin
et al., 2012; Zars et al., 2000; Zhang and Rom@a3R Kirzlich konnte beispielsweise ge-
zeigt werden, dass eine Rettung des D1-ahnlichgraorezeptors in dep Loben hinrei-
chend ist, um olfaktorische Gedachtniskomponentebilden (Qin et al., 2012).

Eine Erh6hung der cAMP-Konzentration in defi undy Loben fuhrt zu einer Aktivierung
unterschiedlicher Signalwege, die teilweise unabglginvoneinander die Bildungut-
abhangiger Gedachtniskomponenten unterstitzentZigbdkonnen bei der Bildung dest-
abhangigen ASM unterschiedliche PKA Signalwege ké®leaktiviert werden. Demnach
scheint die Bildungut-abhangiger Gedachtniskomponenten ein wesentliatplkexeres Sig-
nalnetzwerk zu erfordern, als bisher vermutet wuFeglich stellt sich die Frage, wie die
unterschiedlichen Signalwege innerhalb der gleicNemropile reguliert werden kdnnten.
Folgende Uberlegungen liefern méglicherweise eintaressanten Ansatz.

CAMP ist nicht diffus intrazellular lokalisiert, sdern akkumuliert in der Nahe der Plasma-

membran in lokale Mikrodoménen, die raumlich undlizé durch ACs und PDEs reguliert

72



DISKUSSION

werden kdnnen (Soderling and Beavo, 2000; Willoyghbd Cooper, 2007). Interessanter-
weise kann nicht nur PKA durch eine AKAP Interaktio raumlich getrennte Mikrodoma-
nen lokalisiert werden, sondern auch EPAC ist aufdrseiner strukturellen Eigenschaften
fahig, direkt in Nahe seiner Zielsubstrate an di@asPamembran zu binden (Bos, 2006;
Ponsioen et al., 2009). Demzufolge kénnten PKA BRAC in verschiedenen intrazellularen
Kompartimenten lokalisiert sein. Urspringlich wuadggenommen, dass PKA und EPAC un-
terschiedliche Affinitaten gegentuber der intrazéien cAMP Konzentration besitzen (Bos,
2003). Neuere Befunde zeigen jedoch, dass beidektigfen eine ahnliche cAMP Affinitat
besitzen, sich jedoch in ihren cAMP Bindedomaneuoksirell unterscheiden (Dao et al.,
2006). Der genaue Mechanismus ist noch weitergeluehthr, jedoch kdnnten die unter-
schiedlichen strukturellen Eigenschaften der beig#ektoren einen mdglichen Ansatz einer
unterschiedlichen Regulation innerhalb der gleidNenropile darstellen.

Eine weitere Mdglichkeit um innerhalb der MBs ustdriedliche Signalwege zu modulieren,
konnte der Input durch modulatorische Neurone, 2vM& Dopaminsignale, sein (Aso et al.,
2012; Aso et al., 2010; Claridge-Chang et al., 20@80 and Davis, 2009). Dopaminerge
Neurone sind Uber verschiedene DopaminrezeptoraetfeactAMP Signalweg gekoppelt und
vermitteln den dopaminergen Stimulus an die eireelBubsysteme der MBs (Han et al.,
1996; Kim et al., 2003). Dabei konnen sie eine la@guische Funktion einnehmen. Bei-
spielsweise spielen dDA1 Rezeptoren eine RolledbeiAkquise/Initierung von Gedachtnis-
sen, wahrend den DAMB Rezeptoren eine Funktion B&engessen frisch akquirierter labiler
Gedachtnisse zugeordnet werden konnte (Berry e2@12; Kim et al., 2007; Placais et al.,
2012). Zudem scheinen die einzelnen Subsystemeschtedliche dopaminabhangige Sensi-
tivitaten zu besitzen (Boto et al., 2014).

Die Bildung des ASM konnte zusatzlich durch versdene inhibitorische und exzitatorische
Neurone (DPM-Neurone und APL-Neurone) reguliertdeer, die eine negative KCs-DPM-
APL Ruckkopplungsschleife bilden, um spezifisch #&M zu stabilisieren (Ganguly and
Lee, 2013; Keene et al., 2004; Pitman et al., 20¥4cldell et al., 2000; Wu et al., 2011; Yu
et al., 2005). Daruber hinaus regulieren GABAerdgdMeurone die Initierung des olfakto-
rischen Gedachtnisses, was unabhangig von ihrellisierenden Funktion des labilen ASM
erfolgen kann (Liu and Davis, 2009; Liu et al., ZRQAuch eine direkte Interaktion zwischen
den einzelnen Loben der MBs, die Uber intrinsisah@ extrinsische Neuronen erfolgen kann
(Ito et al., 1998; Tanaka et al., 2008), konnteeiner moglichen Modulation verschiedener
Signalwege innerhalb der gleichen Gehirnstruktureitragen. Letztendlich bieten diese An-

satze eine Reihe mdoglicher Regulationsmechansisieeloch wird es zukiinftig von grol3em
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Interesse sein, die genauen Zusammenhange zurstudien die komplexen Netzwerkstruk-
turen und Signalwege, die bei der Bildung eineskbtfrischen Gedachtnisses erforderlich

sind, besser verstehen zu kdnnen.
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Abbildung 27: Modellvorstellung zur Bildung rut-abhangiger GedachtniskomponentenRut-cAMP abhén-
gige PKA und EPAC Signale werden in den KCs @@rundy Loben fir die Bildung des STM (A) und des
ASM (B) bendétigt, wobei PKA innerhalb der einzelneoben funktionell redundant zu sein sche{#) Eine
duale Stimulierung demut-AC durch die CaMKIl (CS) und einem G-Protein geelben Rezeptor (US) fuhrt zu
einer Synthese von cAMP, wodurch zwei unterschibdlicAMP Signalwege innerhalb der einzelnen Lolden a
tiviert werden kénnen, einen cAMP/PKA Signalwegtnand/oder einen cAMP/EPAC Signalweg (blau). Beide
cAMP Effektoren aktivieren im Zuge dessen ihre Ziklstrate, die die synaptische Transmission fordeia
kann beispielsweise das synaptische Protein Symagber verschiedene lonenkanale (IK) phosphoryliere
wahrend EPAC als Guaninnukleotid-AustauschfaktdERJsgezielt kleine G-Proteine wie Rab und Ras,diie
rekt an der Regulation des RRP beteiligt sind vadti. Inwiefern beide Signalwege miteinander iatgeren ist
nicht bekannt. Jedoch kénnen einige synaptischteifreovon beiden cAMP Effektoren aktiviert werdé&ine
Regulation der beiden cAMP Signalwege kénnte duarischiedene dopaminerge Neurone erfolgen, digeatie

74



DISKUSSION

samten MBs innervieren oder auch durch eine neg&iickkopplung, indem dignc-PDE aktiviert wird. Da-
durch kommt es zu einer Degradation von cAMP, was Reduktion der intrazellularen cAMP Konzentratio
zur Folge hatte(B) Die Bildung des ASM kann neben dem cAMP/EPAC Sigeal (blau) Gber an AKAPs ge-
ankerte PKA (griin) und ungebundene PKA (rot) edalgGeankerte PKA phosphoryliert das synaptischeePr
in, Tomosyn, welches an der Regulation des RRAligetist, wahrend die ungebundene PKA das RP iegul
rende Protein, Synapsin, phosphoryliert. Beide yma@stischen Proteine erhéhen im Zuge einer Phoglizor
rung die synaptische Vesikelabgabe, die fir diglBig des ASM bendétigt wird. Eine Regulation dereunt
schiedlichen Signalwege kénnte zusétzlich zu dgradinergen Neuronen lber eine negative KC-DPM-APL
Ruckkopplungsschleife erfolgen. Abkirzungen: AL témallobus; LNs, lokale Interneurone Typl bzw. Typ
PNs, Projektionsneurone; MB, Pilzkorper; C, Kaly; Pedunculus; PPL1; protocerebrale posteriorealatd
Neurone; PAM, protocerebrale anterior mediale Neeyd<Cs, Kenyonzellen; DA, Dopamiamn, amnesiac;
DPM, dorsal gepaartes mediales Neuron; APL, antgaepaartes laterales Neuron; AKAP, A-Kinase Ankerp
teine; RP, Reservepool; RRP, Ready Releasable Pool

4.5 Die Integration rutabaga-unabhangiger cAMP Signale

4.5.1 PKA unterstiitzt die Bildung des stabilen rutabaga-unabhingigen ARM auf
mehreren neuronalen Ebenen

Rut-abhé&ngige cAMP Signale unterstitzen spezifischBildung des labilen ASM und des
STM, allerdings nicht die Bildung des stabilen ARStheunemann et al., 2012). Apomorphe
Allele von rut reduzieren die Gedachtnisleistung signifikant, @igledoch die stabile Ge-
dachtniskomponente intakt bleibt (Livingstone et, al984; McGuire et al., 2003;
Scheunemann et al., 2012; Zars et al., 2000).Kargtich konnte gezeigt werden, dass fur die
Bildung des stabilen ARMnc-sensitive CAMP Signale benétigt werden, die ihoakion in
den LNs und in den KCs dep undy Loben austiben (Scheunemann et al., 2012). Didgstdeu
auf eine Beteiligung einasit-unabhangigen Signalweges hin, der die Formatiors@dbilen
Gedachtniskomponente fordert. Koharent mit diesefullen konnte in dieser Arbeit ein
PKA-abhangiges neuronales Netzwerk identifiziertdea, welches auf der Ebene der LNs,
der PNs und der KCs die Bildung des stabilen ARMerstltzt (Abb. 12A+B, 13B+E).
Konsistent mit den obigen Befunden werden PKA Smgma dnc-sensitiven KCs, markiert
durch die GAL4-Linien 17d ofp) und NP1131 ), benétigt. Dies lasst einenut-
unabhangigen zellularen Mechanismus vermuten, éxidihc-sensitive cCAMP/PKA Signale
innerhalb der einzelnen Subtypen die Bildung dabilen ARM férdern. Dabei scheinen je-
doch andere lokale cAMP Mikrodoméanen involviertsain, als jene, die fur die Bildung der
rut-abhangigen Gedachtnisphasen STM/ASM eine Rollelepi(siehe Diskussion Punkt
4.4). Diese Befunde unterstitzen die Hypothesea @iakallelen und unabhangigen Prozessie-
rung unterschiedlicher Gedachtnisspuren innerhatteshzelnen Subtypen der KCs.

In den ALs konvergiert ein komplexes Netzwerk ustlredlicher Neuronentypen, darunter
die inhibitorischen LNs und die exzitatorischen PHie miteinander dendro-dentritische re-

ziproke Synapsen bilden (Ng et al., 2002). Sowotden LNs als auch in den PNs konnte ei-
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ne PKA-abhéngige Funktion festgestellt werden, gpezifisch die Formation des stabilen
ARM unterstitzt. Diese Befunde unterscheiden sdog¢h von denen, die in ddmc Mutante
gefunden wurden. Wahrerdihc-sensitive Signale ausschlief3lich in den LNs Typarkiert
durch die GAL4-Linie GH298, erforderlich sind (Scimemann et al., 2012), werden PKA
Signale in den LNs Typ2, markiert durch die GALAilel NP2426, bendtigt (Abb. 12A). Die-
se Diskrepanz kénnte moglicherweise durch die Veduag unterschiedlicher Dufte hervor-
gerufen worden sein, da jede Duftinformation eirzsjisches Aktivitatsmuster einzelner
Glomeruli innerhalb der ALs hervorruft (Fiala, 2003ao et al., 2000; Marin et al., 2002;
Vosshall et al., 2000). Ferner werden die Ergelenisser Arbeit durch immunohistologische
Befunde unterstitzt. So konnte innerhalb der Alesyagier gesagt in den einzelnen Clustern
der Somata lokaler Interneurone sowie in den Aredier Glomeruli, in denen die synapti-
schen Verbindungen der ORNSs, LNs und PNs konvesgjexine Expression von PKA aufge-
zeigt werden (Mduller, 1997; Stocker, 1994). Kore$tmit diesen Befunden markiert die hier
verwendete GAL4-Linie NP2426 genau diese Bereicbkala et al., 2009; Sachse et al.,
2007; Tanaka et al., 2012).

Interessanterweise konnte in den terminalen Begeicler PNs eine zellulare Gedachtnisspur
nachgewiesen, die sich nach einer CS/US Stimulatidgform einer veranderten duftspezifi-
schen synaptischen Aktivitat zeigte (Yu et al., 20Diese Gedachtnisspur ist relativ kurzle-
big, jedoch konnte kirzlich in kultiviertedrosophila Gehirnen, nach einer assoziierten Sti-
mulation, eine erhéhte synaptische Transmissiosaven dem AL und dem MB fir mehr als
zwei Stunden nachgewiesen werden (Ueno et al.,)2013

Diese Befunde konnten eine mogliche Verknipfung dan hier gefundenen ARM-
spezifischen PKA Signalen innerhalb der ALs daletelln der Honigbiene beispielsweise
ruft eine gepaarte Applikation des CS/US eine adsigete Aktivierung von PKA in den ALs
hervor (Miller, 2000). Demnach wird angenommensdSA als Substrat flr das assoziati-

ven olfaktorischen Lernens in den ALs der Honigbiamgiert.

4.5.2 Die Bildung des rut-unabhangigen ARM - eine Modellvorstellung

Bei der Bildung des ARM gelten bisher die MBs alseenotwendige Struktur, wobei beim
Abruf dieser Gedachtniskomponente eine Neurotressomn von den KCs dev3 Loben be-

notigt wird (Isabel et al., 2004). Es wird vermuyidss die Bildung des ARM durch modula-
torische Neurone unterstitzt wird, wobei ein saretger Input der DPM Neurone (Lee et al.,
2011) und ein octopaminerger Input der APL Neunooisvendig ist (Wu et al., 2013). Die in

dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse deuten jedotleia sehr viel komplexeres Netzwerk
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hin, bei dem nicht nur die einzelnen Loben der MBslviert sind, sondern auch die LNs
und die PNs der ALs eine mogliche Rolle bei dediig des ARM spielen konnten.

Bisher wurde angenommen, dass die LNs und die RMNschliel3lich fir die Verrechnung
und Weiterleitung der Duftinformationen bendétigtrden. In beiden Neuronenklassen konnte
jedoch eine spezifische Funktion bei der Bildung ARM festgestellt werden, ohne dass die
Bildung desrut-abhangigen STM/ASM beeintrachtigt wurde (Abb. T2¢mnach werden die
relevanten Duftinformationen adaquat verrechnetamdie verschiedenen KCs Subtypen der
MBs problemlos weitergeleitet, in denen dann dieriaionrut-abhangiger Gedachtniskom-
ponenten erfolgen kann.

Diese Befunde lassen auf zwei unterschiedliche fiamén innerhalb der ALs schliel3en.
Demnach scheinen sie nicht nur fir die Verarbeitung Weiterleitung der Duftinformation
notwendig zu sein, sondern konnten moglicherweisekdbei der CS/US Integration und
somit bei der Bildung des ARM eine Funktion einnenminwiefern dies geschehen konnte,
bleibt spekulativ. Jedoch ist in der Honigbieneelisreine multiple CS/US Konvergenz auf
der Ebene der MBs und der ALs nachgewiesen (Ear,e1980; Faber et al., 1999; Menzel
et al.,, 1996), wobei ein spezifisches Neuron, daBv\xi (ventrales ungepaartes medianes
Neuron), die Information Gber den US vermittelt (ktaer, 1993). IrDrosophila ist Gber eine
maogliche Reprasentation des US innerhalb der ALsigveekannt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass ein im Abdomen applizierter elektesdReiz (US) eine synaptische Transmis-
sion innerhalb der Glomeruli hervorrufen kann (Xwak, 2004). Demnach muss es innerhalb
des Fliegengehirns Neurone geben, die die US Irdbom zu den ALs projizieren. Neuere
Befunde zeigen, dass es neuromodulatorische Newibhedie ihre Neuropeptide wie Do-
pamin, Octopamin und Serotonin in die ALs entlasseydurch deren Antworteigenschaften
wahrend einer assoziativen Konditionierung moduleerden kénnen (Masse et al., 2009;
Nassel and Winther, 2010). Allerdings werden diesAlur geringfiigig durch dopaminerge
Neuronen innerviert (Riemensperger et al., 200%)e Eveitere Mdglichkeit die nétigen In-
formationen Uber den US zu erhalten, konnte einelikt identifizierte funktionelle Ruck-
kopplung von den KCs zu den ALs darstellen, wokdbgh bisher das neuronale Korrelat
nicht identifiziert werden konnte (Hu et al., 201Bteressanterweise wurde diese Rickkopp-
lung durch die KCs dgb undy Loben vermittelt, also durch die Loben, in denare KA-
abhéangige Funktion bei der Bildung des stabilen Alekalisiert werden konnte.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das stabildARmittelbar nach dem ersten Schock
gebildet wird (Scheunemann et al., 2013). Diestlassen schnellen Mechanismus bei der

Initierung des ARM vermuten. Demnach waren die ILNg die PNs ein idealer Ausgangsort
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fur die Bildung dieser Gedachtniskomponente. Ingnefdie Bildung des ARM innerhalb des
hier identifizierten Netzwerkes jedoch verlaufemite, konnen die in dieser Arbeit erhobe-
nen Daten nicht klaren. Jedoch gibt es zwei Mogkdaien, die in Betracht gezogen werden
kénnen. Zum einen kdnnte das ARM Uber eine sersslf@ptische Bahnung entlang des ol-
faktorischen Weges gebildet werden, wobei dieiériing in den ALs und der Abruf in den
MBs erfolgen konnte. Andererseits wéare eine pdeallatierung des ARM in den ALs sowie
in den MBs denkbar. Wie genau die Bildung des ARiverhalb dieses PKA-abhangigen
Netzwerkes letztendlich geférdert wird, bedarf eiméensiveren Untersuchung der einzelnen
Netzwerkkomponenten. Aufschluss tUber eine mogliBbeeiligung der ALs bei der Initiie-
rung der Gedachtnisphase kdnnte beispielsweistedgseratursensitive Allelghibire geben,
mit dem es mdglich ist, die synaptische Ubertraguagrend des Trainings reversibel zu blo-
ckieren (Kitamoto, 2001).

Im Allgemeinen gelten die KCs der MBs als notweedgfrukturen, die an der Integration
des CS/US beteiligt sind (Heisenberg, 2003). Délbagiert dierut-AC als Koinzidenzdetek-
tor, indem sie einerseits in Folge eines erhohtafi Biveausdurch eine CAMKII (CS) und
andererseits durch einen G-Protein gekoppeltengg@z@JS) stimuliert wird (Gervasi et al.,
2010; Livingstone et al., 1984; Tomchik and Da®i809). Dieses Konzept scheint jedoch bei
der Bildung des stabilen ARM nicht der Fall zu seia diese Gedachtniskomponente schein-
bar unabhangig deut-AC gebildet wird. Demzufolge stellt sich die Fragee eine CS/US
Integration in einennut-unabhéngigen cAMP/PKA Signalweg aussehen kénnte.

Innerhalb der MBs induzieren sowohl DA als auch Agdierut-unabhangige Erhéhung der
intrazellularen cAMP Konzentration (Tomchik and Bav2009) und eine Inhibition der
PDEs ohne eine kunstliche Aktivierung der AC fltuteiner Erhohung der PKA Aktivitat.
Ferner zeigtut®*® eine funktionellen Nullmutante (Levin et al., 199@ptz einer defizienten
rut-AC eine verbleibende Aktivitat von PKA (Gervasiatt, 2010). Diese Befunde deuten auf
mindestens eine weitere AC innerhalb der MBs hia,aine Erhhung des cAMP Spiegels
und folglich eine Aktivierung von PKA und desserl&ubstrate vermitteln kénnte. Mam-
malia existieren mindestens neun verschiedene AC Isaoymie durch einen G-Protein ge-
koppelten Rezeptor reguliert werden, sich jedoctieinArt und Weise wie sie moduliert wer-
den voneinander unterscheiden. Dabei kann eine rindedes Membranpotentials oder an-
dere Komponenten des Signalweges?{CBKA, CAMKII oder PKC) die Aktivierung der
verschiedenen Isoformen stimulieren oder auch iareb (Cooper et al., 1998; Sunahara et
al., 1996). In der Tat konnten Drosophila mehrere ACs identifiziert werden, die &hnliche

Eigenschaften besitzen (Cann and Levin, 2000; knkg and Levin, 2000; Livingstone et
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al., 1984). Es bleibt jedoch zu untersuchen, insviefliese ACs oder weitere noch nicht iden-
tifizierte ACs einen Einfluss auf die Gedachtnidbitg besitzen.

Eine Integration der relevanten Stimuli ware aubkrieinen anderen Signalweg vorstellbar,
der unabhangig einer AC erfolgt oder der aiaeunabhangige AC integriert. Ein maglicher
Kandidat konnten die postsynaptisch agierenden kh®-Aspartat (NMDA) Rezeptoren
sein. NMDA Rezeptoren fungieren neben dgrAC ebenfalls als Koinzidenzdetektoren, die
eine Beteiligung beim assoziativen Lernen in Vadtn und Invertebraten aufweisen
(Mussig et al., 2010; Riedel et al., 2003; Robarng Glanzman, 2003; Si et al., 2004; Tsien et
al., 1996; Wu et al., 2007; Xia et al., 2005).0nosophila konnte gezeigt werden, dass die
NMDA Rezeptoren bei der Bildung des STM in einemtrunabh&ngigen Signalweg agieren
(Qin and Dubnau, 2010). Inwiefern sie die Bildumglerer Gedachtniskomponenten ebenfalls
unabhangig derut-AC unterstitzen, ist leider nicht bekannt. Inteeggerweise scheinen sie
jedoch die Bildung assoziativer Gedachtniskomparemicht einzig und alleine innerhalb
der MBs zu unterstitzen, sondern auch aul3erhaierditrukturen (Wu et al., 2007; Xia et
al., 2005). So werden NMDA Rezeptoren beispielsavaisch in den verschiedenen Clustern
der DPM Neurone (Xia et al., 2005) oder innerhadip ALs exprimiert (Das et al., 2011).
Bemerkenswerterweise besitzen die DPM Neuroneedessrotonerge Ausschuttung bei der
Bildung des ARM eine Rolle spielt (Lee et al., 2P1die Fahigkeit sowohl auf den CS, als
auch auf den US Stimulus zu reagieren, wobei sie @uftspezifische Gedachtnisspur ausbil-
den, die ab einem Zeitraum von 30 Minuten beobaasteden kann (Yu et al., 2005). Nun
kbnnte man spekulieren, ob diese Befunde eine wgiigliVerknipfung zu einerut-
unabhangigen Integration relevanter Stimuli dalestekbnnten.

Die molekularen Grundlagen fir die Bildung des #&abARM sind noch weitgehend unklar,
jedoch konnte in dieser Arbeit eine eindeutige Bgteng von PKA bei der Bildung dieser
Gedachtniskomponente aufgezeigt werden. Grundleg@ddangenommen, dass die Bildung
keine Synthese neuer Proteine bendtigt, sondelmefe mit einer Modifikation bereits vor-
handener Proteine einhergehen (Tully et al., 1994 et al., 1994). Eine solche Mdglichkeit
ist durch die cAMP-abhéangige PKA gegeben, die fakigeine Vielzahl unterschiedlicher
Substrate zu phosphorylieren und somit dessen itinegativ oder positiv zu beeinflussen.
Bisher konnten nur wenige Proteine identifizierrden, die eine Beteiligung bei der Bildung
des ARM zeigen, darunter sind beispielsweise Ra(fsikers et al., 1993; Folkers et al.,
2006), die stromabwaérts von Radish agierende Pidteise C (Drier et al., 2002) und
Bruchpilot (Knapek et al., 2011). Diese Proteinadee vorzugsweise in den KCs dgf
undy Loben der MBs exprimiert (Folkers et al., 2006;adek et al., 2011), sprich in densel-
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ben Loben in denen PKA Signale fur die Bildung A8V bendtigt werden. Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass eine durch die DPM Neuronmittette serotonerge Ausschiittung in-
nerhalb der/p Loben, eine Aktivierung von Radish zur Folge Hadg et al., 2011). Es ist
bislang nicht bekannt, inwiefern Radish im cAMP/P¥Signalweg involviert ist, jedoch be-
sitzt das Radish Protein eine Vielzahl von Phosgleungsdoménen unidh vitro konnte ge-
zeigt werden, dass Radish durch PKA phosphoryived (Folkers et al., 2006; Guan et al.,
2011). Demnach konnte PKA ein fehlendes Bindegdlieder Signalkette darstellen. Aply-

sia beispielsweise erhoht Serotonin bei der Kondigaimg des Kiemenrickzugsreflexes die
CAMP/PKA Aktivitdt in sensorischen Neuronen, was ener Erh6hung der synaptischen
Ubertragung fiihrt (Brunelli et al., 1976; Castetiuet al., 1980).

Bruchpilot ist ein spezifisch in der aktiven Zow&adlisiertes Protein, welches an der Regula-
tion der Neurotransmitterausschittung beteiligt(k§ttel et al., 2006; Wagh et al., 2006).
Derzeit ist nicht bekannt, ob Bruchpilot mit demMR/ PKA Signalweg interagiert. Auf-
schluss Uber eine mogliche Interaktion kénnte jadesioe immunohistologische Analyse von
Bruchpilot in einem PKA defizienten Hintergrund gab

Basierend auf diesen Schlussfolgerungen ergibt aiiclerweitertes Modell, welches einer-
seits die komplexe Netzwerkbeteiligung bei der &g desrut-unabhangigen ARM inte-
griert (Abb.28A) und andererseits die mdoglichenlu@&en Zusammenhdnge darstellt
(Abb.28B).
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Abbildung 28: Modell der Beteiligung von PKA innerhalb eines komplexen Netzwerkes und auf moleku-
larer Ebene bei der Bildung degut-unabhdngigen ARM. (A) Fir die Bildung des ARM werden PKA Signa-
le entlang des olfaktorischen Weges in einem LN2NFBINetzwerk bendtigt (rot markiert). Dopaminerdes
put von den PPL1 Neuronen fordern die Bildung d&dAin den KCs den/p und y Loben, wobei die neuro-
modulatorischen DPM und APL Neurone durch die [eteisng ihrer Neuropeptide unterstitzend wirkenetnn
halb der ALs konvergieren unterschiedliche Neurdtassen, wobei eine PKA-abhangige Funktion in disi2 L
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und den PNs bei der Bildung des ARM bendétigt witile der dopaminerge Stimulus in die ALs projizieitd,

ist momentan nicht bekannt. Jedoch werden die AlrsidNeurone innerviert, die unter anderem DA, QW u
5-HT segregieren. Ein moglicher Informationsflus&revdurch eine funktionelle KCs-AL Ruckkopplungdsch

fe denkbar(B) Auf der zellularen Ebene wird prasynaptisch der ¢XPKA Signalweg durch eine AC aktiviert,
die mdglicherweise ahnlich wie die rut-AC durcheeiduale Stimulierung von CaMKIl (CS) und einem G-
Protein gekoppelten Rezeptor (US) angeregt wirde Eerhohte PKA Aktivitat fihrt zur Phosphorylierupgi-
synaptischer Proteine, wie radish oder auch brimhpvodurch die Neurotransmitterausschiittung erkéid.
Abkirzungen: AL, Antennallobus; LNs, lokale Inteanene Typl bzw. Typ2; PNs, Projektionsneurone; MB,
Pilzkérper; C, Kalyx; P, Pedunculus; PPL1; proteteale posteriore laterale 1 Neurone; 5-HT, Sein{ddA,
Dopamin; OA, Octopamin; DPM, dorsal gepaartes neslileuron; APL, anterior gepaartes laterales Nguro
RP, Reservepool; RRP, Ready Releasable Pool.
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5 Zusammenfassung

cAMP ist ein ubiquitarer sekundarer Botenstoff, aehrerer Effektoren aktiviert und dessen
Signalwirkung die synaptische Plastizitdt wahrered dernens und der Gedachtnisbildung
moduliert. InDrosophila melanogaster wird bei einer olfaktorischen aversiven Konditieni
rung ein assoziatives Gedachtnis gebildet, welemgsn zeitlich dynamischen Charakter be-
sitzt und aus mehreren unterscheidbaren Gedacbmsnenten, u.a. dem Kurzzeitgedacht-
nis (STM) und dem Mittelzeitgedachtnis (MTM) begtdbas MTM kann durch eine amnesti-
sche Behandlung (z.B. einem Kalteschock) in sewe koexistierenden Gedachtniskompo-
nenten unterteilt werden, dem Anasthesie-resiste@edachtnis (stabiles ARM) und dem
Anasthesie-sensitiven Gedachtnis (labiles ASM). Gidvbereits gezeigt werden konnte, dass
die Bildung des olfaktorischen Gedachtnisses deink cCAMP vermittelte Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA) unterstitzt wird, sind didladéren cAMP Signale und die Aktivitat
der stromabwarts gelegenen PKA wéhrend der Bildlergeinzelnen Gedéachtniskomponen-
ten ungentgend verstanden. Mit der Entdeckung AlsEPcEffektors, EPAC (Exchange Pro-
tein directly activated by cAMP), konnte neben PKiA weiterer Effektor identifiziert wer-
den, der ebenfalls einen Einfluss auf die Gedashtidiung besitzen kdnnte. Mit Hilfe geneti-
scher Manipulationen und dem olfaktorischen Kooditrungsparadigma konnte in dieser
Arbeit eine funktionelle Zuordnung der beiden cAMHRektoren, PKA und EPAC, bei der
Bildung spezifischer Gedachtniskomponenten aufgexetrden.

Durch eine graduelle Herunterregulierung der katadiien Untereinheit von PKA konnte ei-
ne komplexe und differenzierte Beteiligung von PE&i der Bildung des stabilen ARM, des
labilen ASM und des STM auf zwei verschiedenen Ebegrmittelt werden; erstens auf der
Ebene der intrazellularen PKA Aktivitat und zweseauf der Ebene der neuronalen Netzwer-
ke. Es zeigte sich, dass fur die Bildung der emzelGedéachtniskomponenten unterschiedli-
che PKA Schwellenwerte erforderlich sind. Weiterkngab die Analyse eine differenzierte
Beteiligung von PKA bei der Bildung des stabilen MRInd des labilen ASM/STM. Wah-
rend fur die Bildung des stabilen ARM eine Beteailig von PKA in allen Neuropilen entlang
des olfaktorischen Signalweges benotigt wird, thhden Antennalloben (ALs) und in den
Kenyonzellen (KCs) der einzelnen Subtypen der Bijg&r (MBs), ist fur die Bildung des la-
bilen ASM/ STM eine PKA Funktion ausschlie3lichdan KC Subtypen der MBs erforder-
lich. Allerdings scheint jedoch innerhalb des KhSystems eine unterschiedliche Beteili-
gung von PKA bei der Bildung des labilen ASM/STMdutkes stabilen ARM vorhanden zu
sein. Durch die Analyse von Tomosyn, einem stroné@tswgelegenen Zielsubstrat von PKA,
konnte eine weitere funktionelle Unterscheidung YRA innerhalb der KCs der einzelnen
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Subtypen bei der Bildung des STM und des labileMASmittelt werden. Die Ergebnisse
deuten auf drei unterschiedliche PKA abhéngige &eghin, die auf der Ebene der KCs akti-
vitdtsabhangig agieren und spezifisch die Bildumgy dinzelnen Gedachtniskomponenten
(STM, ASM, ARM) unterstiitzen, indem sie beispiel@geunterschiedliche synaptische Pro-
teine phosphorylieren.

Eine Manipulation von EPAC zeigte eine Beteiliguyg der Bildung des labilen ASM und
des STM innerhalb der einzelnen KC Subtypen der Migsnit konnte gezeigt werden, dass
neben der PKA ein weiterer direkter cAMP Effektanes Funktion bei der Bildung dieser
spezifischen Gedachtniskomponenten besitzt. Im @zge zu PKA werden Epac Signale je-
doch in den KCs der einzelnen Subtypen der MBgligiBildung des labilen ASM/STM be-
notigt, wahrend PKA Signale funktionell redundamterhalb der KCs der MBs agieren. Die-
se Befunde deuten darauf hin, dass die Bildunglaigken ASM und des STM wesentlich
komplexer zu sein scheint, als bisher vermutete®ttar wird die Bildung dieser Gedacht-
niskomponenten durch mehrere unabhangige cAMP Bigga moduliert, die subzellular

und innerhalb neuronaler Netzwerke voneinandepdigst werden kdnnen.
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6 Summary

The ubiquitous second messenger cAMP is involveslymaptic plasticity by activating sev-
eral downstream effectors during learning and megniormation. In Drosophila melano-
gaster, olfactory aversive conditioning leads to an aggo@ memory which consists of sev-
eral different temporal components including sherth memory (STM) and middle-term
memory (MTM). MTM can be further divided by amnesieatments (e.g. cold shock) into its
two coexisting components — anaesthesia-resistamiary (stable ARM) and anaesthesia-
sensitive memory (labile ASM). Although it has bemmonstrated that cAMP dependent ac-
tivation of PKA supports memory formation, the psecinvolvement of cellular cAMP sig-
naling and PKA activity during formation of differememory components still remain un-
clear. However, with the discovery of another mdgrget of cCAMP known as EPAC XE
change Potein directly_ativated by &AMP), there may be more than one cAMP sensor in-
volved in memory formation. This issue was addmedse use of genetic manipulation and
the olfactory conditioning paradigm, providing anétional assignment of both cAMP effec-
tors, PKA and EPAC, during formation of specificmmeay components.

Progressive knockdown of PKA catalytic subunit sded a complex participation of PKA
during the specific formation of stable ARM, labA&M and STM that can be distinguished
at two levels: first at the level of intracellulactivity and second, at the level of neuronal cir-
cuitry. Thereby, it was shown that formation oftaist memory components requires differ-
ent thresholds of PKA. Furthermore, this study eé®e a general distinction between PKA
signaling required for either stable ARM or labASM/STM. While formation of stable
ARM depends on PKA signaling within different brastructures of the olfactory pathway,
e.g. the antennal lobes (ALs) and the Kenyon ¢€Bq) subtypes of the mushroom bodies
(MBs), formation of labile ASM/STM solely relies d?KA signaling within the KC subtypes
of the MBs. However, the involvement of PKA signgliwithin the single KC subtypes in la-
bile ASM/STM formation differs from that of stabikRM formation. Furthermore, by ana-
lyzing the PKA downstream target tomosyn, it cobédshown that the involvement of PKA
signaling within the single KC subtypes differsweeén STM and labile ASM. These findings
indicate that three different types of activity dagdent PKA signals intersect at the level of
KCs to support formation of specific memory compuse(STM, ASM and ARM) i.e. by
phosphorylation of different sets of synaptic prute

In addition, the analysis of EPAC revealed an imgotent specifically during formation of
labile ASM and STM within the single types of KGgence, it could be shown that beside
PKA another cAMP sensor is directly involved inrfation of those memory components. In
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contrast, EPAC signaling is required within theginsubtypes of the KCs, while PKA sig-
naling seems to be functionally redundant withia thfferent KC network. These findings
indicate that formation of labile ASM and STM seeim®&e much more complex as originally
thought. Apparently, formation of those memory comgnts is modulated by different inde-
pendent cAMP signaling pathways, which dissociedenfeach other on a cellular and a neu-

ronal circuitry level.
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