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1 Einleitung 

1.1 Lernen und Gedächtnis 

Lernen und Gedächtnisbildung sind zwei fundamentale Prozesse, die mit der Fähigkeit anhal-

tender Verhaltensänderungen einhergehen. Diese Verhaltensänderungen sind abhängig von 

gesammelten Erfahrungen und führen dazu, dass die erworbenen Informationen in vergleich-

baren Zusammenhängen wieder abgerufen werden können. Somit stellt die Fähigkeit zu ler-

nen eine Grundvoraussetzung dafür dar, sich adäquat der Umwelt anzupassen, was für das 

Überleben einer jeden Spezies notwendig ist. Die erworbenen Informationen werden während 

des Lernprozesses in sogenannte Gedächtnisspuren gespeichert und können später wieder ak-

tiviert werden. Folglich ist das Lernen ein Prozess der Gedächtnisbildung, welcher eine Ver-

änderung neuronaler Muster bedarf, die auf Modifikationen der Verbindungen einzelner Neu-

rone zurückzuführen sind. Die aktivitätsabhängige Änderung der Stärke der synaptischen 

Übertragung wird als synaptische Plastizität bezeichnet und stellt einen bedeutenden Mecha-

nismus der Informationsspeicherung dar (Hebb, 1950; Kandel and Spencer, 1968; Milner et 

al., 1998). Demnach werden Gedächtnisse als wiederkehrende Muster neuronaler Aktivität 

repräsentiert, die einen dynamischen Charakter besitzen und komplexe Gedächtnisgebilde in 

bestimmten Arealen des Gehirns formen (Dubnau et al., 2003).  

Neuronale Veränderungen, die beim Lernen und der Gedächtnisbildung hervorgerufen wer-

den, wurden sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten umfangreich untersucht. Mit Hil-

fe einfacher Lernvorgänge wie Habituation, Sensitisierung und klassischer Konditionierung 

konnte gezeigt werden, dass es auf zellulärer und molekularer Ebene konservierte Eigenschaf-

ten der Lernmechanismen gibt, die selbst in den einfachsten Invertebraten vorhanden sind 

(Kandel, 2001).  

1.1.1 Nicht-assoziatives und assoziatives Lernen 

Einen wichtigen Ansatz bei der Untersuchung neuronaler Veränderungen während des Ler-

nens und der Gedächtnisspeicherung stellte die Entwicklung einfacher Lernparadigmen dar, 

die sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten angewandt werden konnten. Dabei wur-

den auf molekularer und zellulärer Ebene Verhaltensänderungen untersucht, die entweder 

durch nicht-assoziatives oder durch assoziatives Lernen hervorgerufen werden konnten. Das 

nicht-assoziative Lernen bezieht sich auf eine Verhaltensänderung, die durch einzelne nicht 

zeitlich miteinander verknüpfte Reize hervorgerufen wird (Carew and Sahley, 1986). Habitua-

tion und Sensitisierung sind die bekanntesten Formen des nicht-assoziativen Lernens. Bei der 
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Habituation erfolgt eine Abnahme der Reizantwort auf einen wiederholt dargebotenen einzel-

nen neutralen Reiz, wohingegen die Sensitisierung einen gegenteiligen Prozess darstellt, d.h. 

bei einer wiederholten Darbietung eines meist schädlichen Reizes, erfolgt eine Zunahme der 

Reizantwort. Dementgegen wird beim assoziativen Lernen eine Verhaltensänderung durch ei-

ne Verknüpfung zweier gekoppelter Reize hervorgerufen.  

Beim assoziativen Lernen unterscheidet man zwei Typen: die operante Konditionierung und 

die assoziative Konditionierung. Die operante Konditionierung beruht auf ein spontanes Ver-

halten, welches entweder positiv durch Belohnung oder negativ durch Bestrafung verstärkt 

oder unterdrückt werden kann (Skinner, 1938). Es wird folglich eine Assoziation zwischen 

einer gezeigten Reaktion und dessen Konsequenz erlernt. Im Gegensatz dazu wird bei der 

klassischen Konditionierung ein neutraler Reiz (konditionierter Stimulus, CS) mit einem bio-

logisch relevanten Reiz (unkonditionierter Stimulus, US) verknüpft, der entweder positive 

oder negative Auswirkungen besitzen kann. Während der CS keine offensichtliche Reaktion 

hervorruft, löst der US häufig eine angeborene, unkonditionierte Reaktion (UR) aus. Bei einer 

zeitlichen Verbindung beider Reize werden diese miteinander assoziiert und rufen eine Ver-

haltensänderung hervor (konditionierte Reaktion, CR), die der UR entspricht. Die klassische 

Konditionierung wurde erstmals durch Ivan Pavlov 1927 beschrieben (Pavlov, 1927). Pavlov 

präsentierte einem Hund direkt vor der Futtergabe (US) einen Klingelton (CS). Der US führte 

zu einem erhöhten Speichelfluss (UR), während der Ton alleine keine Reaktion hervorrief. 

Eine mehrmalige zeitliche CS/US Assoziation führte dazu, dass der Hund bei einer alleinigen 

Präsentation des CS (Klingelton) einen erhöhten Speichelfluss aufwies (CR).   

Aus diesen einfachen Formen des Lernens entwickelten sich brauchbare Modelle: bei Inver-

tebraten beispielsweise der Kiemenrückzugreflex bei der Meeresschnecke Aplysia (Kandel 

and Spencer, 1968) oder das olfaktorische Lernen bei der Fruchtfliege Drosophila melanogas-

ter (Quinn et al., 1974) und der Honigbiene Apis melifera (Menzel and Erber, 1978). Obwohl 

Invertebraten verglichen mit Vertebraten eine geringere Anzahl Neuronen besitzen, ~20,000 

im ZNS (zentrales Nervensystem) bei Aplysia und bis zu 100,000 in Drosophila, ist ihre Lern-

fähigkeit bemerkenswert, so dass sie eine gute Grundlage bieten, um die neuronalen Zusam-

menhänge beim Lernen und der Gedächtnisbildung auf molekularer und zellulärer Ebene zu 

erforschen. Insbesondere Drosophila melanogaster stellte sich als ein erfolgreiches Modell-

system heraus. 
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1.2 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster 

Neben der einfachen Handhabung, einem schnellen Generationszyklus von ~10 Tagen und 

einer hohen Fertilität besitzt Drosophila eine Reihe von Vorteilen, die es zu einem besonders 

guten Modellorganismus macht (Neckameyer and Argue, 2013). Verglichen mit dem kom-

plexen neuronalen Netzwerk der Vertebraten besitzt Drosophila mit seinen ~100,000 Neuro-

nen ein sehr viel kleineres Gehirn, wobei die grundlegenden neuronalen Vorgänge und Sig-

nalkaskaden konservierte Homologien zu denen der Vertebraten aufweisen (Mayford et al., 

2012). Dennoch ist Drosophila in der Lage komplexe Verhaltensmuster zu erlernen, die Auf-

schluss über das Zusammenwirken molekularer, zellulärer und neuronaler Netzwerke geben. 

Die komplette Sequenzierung der vier Chromosomen des Drosophila-Genoms (Adams et al., 

2000) ermöglicht eine funktionelle Analyse auf genetischer Ebene, was insbesondere bei der 

Erforschung menschlicher Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer oder Huntington eine 

große Rolle spielt (Feany and Bender, 2000). Das Drosophila-Genom besitzt eine hohe gene-

tische Homologie zu dem der Vertebraten (Rubin et al., 2000). Ungefähr 77% der bekannten 

menschlichen Gene, die für eine Erkrankung verantwortlich sind, besitzen orthologe Gene in 

Drosophila (Reiter et al., 2001).   

 

Ein großer Vorteil von Drosophila ist die Verfügbarkeit diverser Mutanten sowie eine Reihe 

genetischer Werkzeuge, die eine nähere Untersuchung einzelner Gene hinsichtlich ihrer Aus-

wirkungen innerhalb diverser physiologischer Prozesse erlauben (Keene and Waddell, 2007; 

McGuire et al., 2005; Neckameyer and Argue, 2013). Bereits vor 40 Jahren wurden die ersten 

Drosophila Lernmutanten identifiziert, die eine Beeinträchtigung in ihrem Lernverhalten und 

in der Fähigkeit ein stabiles Gedächtnis zu bilden, besaßen (Dudai et al., 1976; Quinn et al., 

1974). Seitdem wurden mit Hilfe mutagener Chemikalien oder durch direkte P-Element Inser-

tionen eine große Vielzahl Mutanten generiert (Bellen et al., 1989; Hummel and Klambt, 

2008; O'Kane and Gehring, 1987; Wilson et al., 1989). Mit Hilfe sogenannten Balancer 

Chromosomen können diese Mutationen innerhalb einer Population erhalten bleiben und von 

Generation zu Generation weitervererbt werden. Balancer Chromosomen verhindern nicht nur 

die Rekombination homologer Chromosomen, sondern besitzen zudem genetische Markie-

rungen (Marker), die eine kontrollierte Identifizierung der Mutation während der Weiterver-

erbung ermöglichen (Neckameyer and Argue, 2013).  

Einen weiteren Vorteil bei der Arbeit mit Drosophila stellt das sogenannte GAL4/UAS Sys-

tem dar (Brand and Perrimon, 1993). Diese Methode ermöglicht eine zielgerichtete Genex-

pression in spezifischen Zelltypen oder Geweben. Bei dem GAL4/UAS System handelt es 

sich um ein binäres System. Ein Fliegenstamm (Treiberstamm), der den hefespezifischen 
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Transkriptionsfaktor GAL4 enthält, wird mit einem weiteren Fliegenstamm (Effektorstamm) 

verkreuzt, der eine für das GAL4-Protein spezifische Erkennungssequenz UAS (upstream ac-

tivation sequence) besitzt. Der UAS ist ein bestimmtes Effektorgen nachgeschaltet, welches 

bei einer Bindung von GAL4 an die Erkennungssequenz transkribiert wird. Beide Komponen-

ten werden in unterschiedlichen Fliegenstämmen generiert und erst die Nachkommen aus ei-

ner Kreuzung beider Parentalen, exprimieren das zu transkribierende Gen. Die Expression des 

GAL4-Proteins kann unter Kontrolle eines gewebe- oder zellspezifischen Promotors gebracht 

werden, der sich stromaufwärts des GAL4-Konstruktes befindet. Somit ist eine zielgerichtete 

Expression des Effektorgens in spezifischen Zelltypen oder Geweben möglich (Abb. 1).  

Das GAL4/UAS System kann vielseitig eingesetzt werden. So können beispielsweise Proteine 

gewebespezifisch über- oder herunterexprimiert werden, um die Auswirkungen dieser Protei-

ne innerhalb bestimmter zellulärer Prozesse zu untersuchen. Des Weiteren bietet dieses Sys-

tem die Möglichkeit Rettungskonstrukte, genomische cDNA in einem Mutantenhintergrund, 

spezifisch zu exprimieren, wodurch die normale Funktion des Proteins wiederhergestellt wer-

den kann. Durch die Verwendung eines temperaturabhängigen Repressors (GAL80ts) besteht 

neben einer gewebespezifischen Expression der Effektorgene die Möglichkeit einer zeitlichen 

Kontrolle der Expression. Der GAL80ts Repressor verhindert die Transkription des GAL4-

Proteins bei einer restriktiven Temperatur von 18°C, indem er an das GAL4 bindet. Nur bei 

einer permissiven Temperatur von 30°C ist die Transkription des GAL4-Proteins und somit 

auch die Expression des Effektorgens möglich (McGuire et al., 2003). Dadurch kann eine ge-

webespezifische und eine zeitlich beschränkte Expression eines Proteins ermöglicht werden.  

Neben den vielseitigen Vorteilen, die dieses System bietet, gibt es jedoch auch einige wichti-

ge Beschränkungen. Da die Aktivität des GAL4-Proteins temperaturabhängig ist, kann die 

Expressionsstärke des Effektorgens negativ beeinflusst werden (Duffy, 2002). Es wurden 

zahlreiche GAL4-Linien generiert, die in den unterschiedlichsten Zellen und Geweben expri-

mieren. Dennoch fehlt diesen Linien häufig die Spezifität, so dass das Effektorgen mögli-

cherweise nicht nur in den Zellen und Geweben, die von Interesse sind, exprimiert wird, son-

dern auch in anderen Zellpopulationen (Jenett et al., 2012). Des weiteren ist in einigen Fällen 

die UAS Sequenz auch ohne Aktivierung durch das GAL4-Protein minimal aktiv, was zu ei-

ner ubiquitären Transkription des Effektorgens führen kann (Ito et al., 2003).  
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Abbildung 1: Das GAL4/UAS System. Das GAL4/UAS System besteht aus zwei Komponenten. Der eine Flie-
genstamm (GAL4-Treiberlinie) enthält den hefespezifischen Transkriptionsfaktor GAL4 mit einem gewebespe-
zifischen Promotor, der dem GAL4 vorgeschalten ist. Ein zweiter Fliegenstamm (UAS-Effektorlinie) besitzt eine 
UAS Sequenz mit einem nachgeschalteten Effektorgen (Gen X). Bei einer Kreuzung dieser beiden Stämme wer-
den beide Komponenten in den Nachkommen zusammengeführt und somit aktiv. Das GAL4-Protein bindet spe-
zifisch an die UAS Sequenz, wodurch die Transkription des Effektorgens gewebespezifisch ermöglicht wird 
(adaptiert von St Johnston 2002 ). 

Ein weiteres wichtiges Werkzeug, welches zusammen mit dem GAL4/UAS System verwen-

det werden kann, ist die RNA-Interferenz (RNAi). Die RNAi bietet die Möglichkeit, einen 

„loss-of-function“ Phänotyp zu generieren (Abb. 2). Dabei handelt es sich um eine posttrans-

kriptionelle Genhemmung mittels doppelsträngiger RNA (dsRNA), die eine homologe Se-

quenz für das Gen, welches ausgeschaltet werden soll, besitzt. Die dsRNA wird zunächst 

durch einen Dicer, einem Mitglied der RNase III Familie der dsRNA spezifischen Ribonuk-

leasen, in kleine ca. 19-21 Nukleotide lange siRNA Fragmente (small interfering RNAs) ge-

spalten. Diese siRNAs binden schließlich an einen Nuklease Komplex (RNA-induced silen-

cing complex, RISC) und werden in einzelsträngige RNAs gespalten, welche als Matrize für 

die zu degradierende mRNA dienen (Fire, 1999; Giordano et al., 2002; Hammond et al., 

2001; McManus and Sharp, 2002). Die RNAi-Technik kann zusammen mit dem GAL4/UAS 

System eine gewebespezifische Herunterregulation eines Gens ermöglichen, was beispiels-

weise bei der Erforschung neuronaler Netzwerke einen großen Vorteil bietet.   
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz. (A) Small interfering RNAs (siRNAs) beste-
hen aus zwei 21 Nukleotiden (nt) langen Einzelsträngen, die ein 19 nt Duplex mit einem 2 nt am 3´-Ende bilden 
(B) Zwei-Schritte Modell der RNA-Interferenz: Lange doppelsträngige RNA (dsRNA) wird durch einen Dicer in 
siRNAs gespalten (Schritt 1). Der anti-sense Strang der siRNA wird durch den RNAi silencing complex (RISC) 
genutzt, um die mRNA zu erkennen und zu degradieren (Quelle: McManus and Sharp, 2002).  

1.2.1 Assoziatives Lernen und die Gedächtnisbildung bei Drosophila 

Drosophila ist fähig eine Reihe assoziativer Lernparadigmen zu erlernen, die olfaktorische, 

visuelle oder taktile Reize verwenden (Davis, 1996; Skoulakis and Grammenoudi, 2006; 

Sokolowski, 2001). Um die am Lernen und an der Gedächtnisbildung beteiligten neuronalen, 

zellulären und molekularen Mechanismen verstehen zu können, entwickelten sich mehrere 

Konditionierungsparadigmen. Dazu gehören beispielsweise die visuelle Konditionierung 

(Brembs and Heisenberg, 2000; Wolf and Heisenberg, 1991), die konditionierte Vermeidung 

des Balzverhalten (Kamyshev et al., 1999; Siegel and Hall, 1979), das „Hitze-Box“ Lernen 

(Putz and Heisenberg, 2002; Wustmann and Heisenberg, 1997) und die olfaktorische Duft-

konditionierung (Tully and Quinn, 1985). Es zeigte sich, dass unterschiedliche sensorische 

Signalwege verschiedene Gedächtnisse innerhalb des Gehirns bilden, die auf molekularer und 

anatomischer Ebene überlappende Mechanismen besitzen (Zars, 2010). Das am häufigsten 

genutzte Lernparadigma ist die olfaktorische assoziative Duftkonditionierung.  

Das assoziative Lernen wurde erstmals 1974 bei Drosophila angewandt. Es zeigte sich, dass 

Drosophila fähig ist ein assoziatives Gedächtnis zu bilden, das bis zu 24 Stunden andauern 

kann (Quinn et al., 1974). Dabei handelte es sich um eine operante Konditionierung, die 

durchaus stabile Lernwerte erzeugte, jedoch einige Beschränkungen wie beispielsweise eine 

starke phototaktische Reaktion von Drosophila während der Testphase hervorrief. Dies führte 



                                                                                                                               EINLEITUNG 

7 

zu der Entwicklung eines klassischen Konditionierungsparadigmas, der assoziativen olfakto-

rischen Konditionierung (Tully and Quinn, 1985). Dabei erhält eine Gruppe von Fliegen einen 

Duft A (CS+), der zeitgleich mit einem US (12 elektrische Schocks bei der aversiven Kondi-

tionierung oder Zucker bei der appetitiven Konditionierung) präsentiert wird. Nach einer kur-

zen Pause erhält diese Gruppe einen weiteren Duft B (CS-), der keine Assoziation beinhaltet. 

Anschließend werden diese Fliegen in eine Testapparatur (T-Maze) überführt, in der sie sich 

zwischen den beiden Düften (CS+ oder CS-) entscheiden müssen (ausführliche Beschreibung 

unter Punkt 2.3). Wildtypische Fliegen zeigen im Normalfall eine starke Vermeidung oder ei-

ne starke Anziehung gegenüber dem präsentierten CS+. Dieses Verhalten steht in Abhängig-

keit mit dem verwendeten US. Bei einer aversiven Konditionierung wird der CS+ mit 12 

elektrischen Schocks assoziiert und bewirkt somit eine Vermeidung des Duftes. Bei der appe-

titiven Konditionierung wird der CS+ durch Zucker belohnt und bewirkt folglich eine Anzie-

hung (Schwaerzel et al., 2003; Tempel et al., 1983; Tully and Quinn, 1985). Dieses Lernpara-

digma führt zu einem robusten assoziativen Gedächtnis, welches sich in der gezeigten Ver-

meidung oder Anziehung gegenüber dem CS+ wiederspiegelt.  

 

Das assoziative Gedächtnis besitzt einen zeitlich dynamischen Charakter und besteht aus 

mehreren unterscheidbaren Gedächtniskomponenten, die unterschiedliche Eigenschaften be-

sitzen und über einen unterschiedlich langen Zeitraum existieren können (Abb. 3). Eine ein-

zelne Trainingseinheit führt zur Ausbildung eines Kurzzeitgedächtnisses (short-term memory, 

STM) und eines Mittelzeitgedächtnisses (middle-term memory, MTM). Diese Gedächtnisse 

benötigen für ihre Bildung keine Transkription und Translation neuer Proteine, sondern gehen 

mit Modifikationen bereits vorhandener Proteine einher (Blum et al., 2009a). Der frühestmög-

liche Zeitpunkt die Gedächtnisleistung zu testen, ist unmittelbar nach dem Training nach ~3 

Minuten. Diese Gedächtnisleistung spiegelt das STM wieder und existiert für eine Dauer von 

~1er Stunde (Margulies et al., 2005). Demnach ist ein direkter Einblick in die Akquise, dem 

eigentlichen Lernvorgang (LRN), nicht möglich, sondern wird anhand der gebildeten Ge-

dächtniskomponente bewertet. Um Aufschluss über den tatsächlichen Lernvorgang zu erhal-

ten, besteht jedoch die Möglichkeit mit Hilfe des temperatursensitiven Alleles shibire, die sy-

naptische Übertragung während des Lernens zu blockieren (Kitamoto, 2001).  

Das MTM existiert über einen längeren Zeitraum von ~1er bis 5 Stunden nach dem Training 

(Margulies et al., 2005). Es besteht aus verschiedenen Komponenten, die mittels einer amnes-

tischen Behandlung voneinander getrennt werden können. Durch einen kurzen Kälteschock 

kann das MTM in seine zwei Bestandteile zerlegt werden, dem Anästhesie-resistenten Ge-

dächtnis (anesthesia-resistant memory, ARM) und dem Anästhesie-sensitiven Gedächtnis 
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(anesthesia-sensitive memory, ASM). Das ASM gilt als eine labile Komponente, die durch 

eine Kälteschockbehandlung ausgelöscht werden kann, während das ARM eine stabile Kom-

ponente darstellt, die konsolidiert wird und dem Kälteschock gegenüber resistent ist (Isabel et 

al., 2004; Quinn and Dudai, 1976). In einem derzeitigen Model zur Dynamik des Gedächtnis-

ses wird davon ausgegangen, dass die labile Gedächtniskomponente, ASM, direkt nach dem 

Training ausgebildet wird und über die Zeit graduell abnimmt, während sich die stabile Ge-

dächtniskomponente, ARM, nach dem Training graduell entwickelt und über einen längeren 

Zeitpunkt stabil erhalten bleibt (Quinn and Dudai, 1976). Neuere Befunde konnten jedoch be-

reits beim STM eine labile (dynamische) und eine stabile (basale) Gedächtniskomponente 

identifizieren (Knapek et al., 2011; Scheunemann et al., 2013). Inwiefern diese Komponenten 

als Vorläufer der beiden MTM Komponenten zu verstehen sind, ist bislang unbekannt.  

Das stabile ARM kann nicht nur nach einer einzelnen Trainingseinheit gebildet werden, son-

dern entsteht auch bei einem mehrfachen Training ohne Zwischenpause (massed training). 

Das so hervorgerufene ARM besitzt eine wesentlich höhere Gedächtnisleistung, ist jedoch 

ebenfalls Proteinsynthese-unabhängig (Tully et al., 1994).  

Anästhesie-resistente Formen des Gedächtnisses werden nicht nur in Drosophila beschrieben, 

sondern existieren sowohl in Invertebraten als auch in Vertebraten (Erber, 1976; Galluscio, 

1971; Weissman, 1967; Yamada et al., 1992). Ein mehrfaches Training mit einer kurzen Ru-

hepausen zwischen den einzelnen Trainingseinheiten (spaced training) führt zur Bildung eines 

Langzeitgedächtnisses (long-term memory, LTM), welches über mehrere Tage existiert und 

abhängig von der Synthese neuer Proteine ist (Tully et al., 1994). Das LTM ist sensitiv ge-

genüber einer pharmakologischen Inhibition der Proteinbiosynthese und benötigt eine durch 

CREB (cAMP response element-binding protein) vermittelte Gentranskription (DeZazzo and 

Tully, 1995; Yin et al., 1995). Die CREB-abhängige Genexpression während der Bildung des 

LTM ist ein konservierter Mechanismus, der in vielen Spezies beschrieben ist (Bourtchuladze 

et al., 1994; Guzowski and McGaugh, 1997; Yin and Tully, 1996). Eine genetische Trennung 

des CREB-abhängigen LTM und des CREB-unabhängigen ARM ist bisher nur in Drosophila 

beschrieben, folglich werden diese beiden genetisch und funktionell unterschiedlichen Ge-

dächtniskomponenten parallel ausgebildet und existieren unabhängig voneinander (Dubnau et 

al., 2003).   
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Abbildung 3: Das assoziative Gedächtnis besteht aus unterschiedlichen Gedächtniskomponenten. Das be-
obachtete Verhalten nimmt über einen Zeitraum von mehreren Stunden bzw. Tagen kontinuierlich ab (schwarze 
Linie). Eine Untersuchung des Gedächtnisses zeigt verschiedene zeitliche voneinander unterscheidbare Gedächt-
niskomponenten. Das Kurzzeitgedächtnis (STM, grün) ist direkt nach dem Training messbar, hält jedoch nur 
über einen kurzen Zeitraum an. Neuere Befunde zeigen bereits im STM eine Unterteilung einer basalen Kompo-
nente und einer labilen Komponente. Das Mittelzeitgedächtnis (MTM) besteht aus zwei verschiedenen Kompo-
nenten, dem Anästhesie-resistenten Gedächtnis (ARM, dunkelblau) und dem Anästhesie-sensitiven Gedächtnis 
(ASM, hellblau), wobei nur das ARM bis zu 24 Stunden erhalten bleibt. Das Langzeitgedächtnis (LTM, rot) 
wird nach einen wiederholten Training mit einer kurzen Pause zwischen den einzelnen Trainingseinheiten gebil-
det (space training) und bleibt für mehrere Tage erhalten.    

1.3 Das Olfaktorische System in Drosophila 

Das olfaktorische System in Drosophila zeigt große Ähnlichkeiten mit dem der Mammalia, 

wodurch es ein relevantes Modellsystem darstellt, um die Duftverarbeitung und die beteilig-

ten Mechanismen, die bei der Gedächtnisbildung wirken, auch in komplexeren Organismen 

zu verstehen (Hildebrand and Shepherd, 1997; Roman and Davis, 2001; Vosshall et al., 

2000). Dabei ist es notwendig die neuronalen Strukturen des olfaktorischen Systems, die bei 

der Gedächtnisbildung und der Gedächtnisspeicherung beteiligt sind, zu identifizieren. Bei 

der olfaktorischen Konditionierung wird eine Assoziation zwischen einem Duft (CS) und ei-

nem Elektroschock (US) erlernt, wobei diese Assoziation eine Veränderung im Verhalten aus-

löst. Diese Verhaltensänderung geht mit der Ausbildung verschiedener Gedächtnisspuren in-

nerhalb des Gehirns einher. Demnach muss es dort bestimmte Strukturen geben, in denen die 

Informationen über den CS und den US konvergieren.   

1.3.1 Die anatomische Repräsentation des Duftes entlang der Riechbahn  

Die Duftverarbeitung in Drosophila ist bereits gut charakterisiert (Abb. 4). Die Duftinforma-

tion wird über die olfaktorischen Rezeptoren (OR) in den Antennen aufgenommen und durch 

die olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNs), die ihre Axone durch den Antennennerv in die 

Antennalloben (ALs) projizieren, weitergeleitet. Die ALs bestehen aus ~50 morphologisch 
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getrennten und synapsenreichen funktionellen Einheiten, den Glomeruli. ORNs, die den glei-

chen OR exprimieren, projizieren ihre Axone in den gleichen Glomerulus, so dass jede Duft-

information ein spezifisches Duftmuster hervorrufen kann (Fiala, 2007; Gao et al., 2000; 

Vosshall et al., 2000). Dort bilden sie synaptische Verbindungen mit zwei verschiedenen 

Neuronenklassen, den lokalen Interneuronen (LNs) und den Projektionsneuronen (PNs). Die 

meisten LNs sind GABAerge (γ-Aminobuttersäure) inhibitorische Neurone, die weite multi-

glomeruläre Verzweigungen innerhalb der ALs bilden (Shang et al., 2007; Stocker et al., 

1990; Wilson and Laurent, 2005). Sie dienen der Verrechnung der Duftinformation, die sie 

sowohl von den ORNs als auch von den PNs erhalten (Ng et al., 2002). Die PNs leiten die In-

formationen über den Duft an höhere Gehirnbereiche weiter. Ihre Axone projizieren über zwei 

verschiedene Trakte, dem inneren Antennocerebraltrakt (iACT) und dem medianen Antenno-

cerebraltrakt (mACT). Die PNs des iACT bilden synaptische Verbindungen mit der Kalyx der 

Pilzkörper (mushroom bodies, MBs) und dem lateralen Horn (LH), während die PNs des 

mACT nur ins LH projizieren (Stocker et al., 1997). Die meisten PNs innervieren normaler-

weise nur einen einzelnen Glomerulus (Stocker et al., 1990) und erhalten somit eine direkte 

Duftinformation von den ORNs, die den gleichen OR exprimieren (Vosshall et al., 2000). Ei-

nige PNs innervieren jedoch mehrere Glomeruli und werden somit durch verschiedene Düfte 

aktiviert. Diese PNs projizieren direkt über den mACT ins LH (Masse et al., 2009; Stocker et 

al., 1990). Bisher ist wenig über die Funktion des LH bei der Duftverarbeitung bekannt. Es 

gibt jedoch Hinweise darauf, dass das LH bei der Integration und Bewertung der olfaktori-

schen Information eine Rolle spielen könnte (Gupta and Stopfer, 2012; Jefferis et al., 2007).  

 

Die MBs sind bilaterale symmetrische Strukturen, die pro Hemisphäre aus ~2500 intrinsi-

schen Kenyonzellen (KCs) bestehen. Ihre Dendriten formen die Kalyx, in der die Duftinfor-

mation der PNs projiziert wird. Die Axone der KCs leiten die Information durch den Pedun-

culus, wo sie schließlich in unterschiedliche Substrukturen, den Loben, verzweigen 

(Crittenden et al., 1998; Lee et al., 1999; Technau and Heisenberg, 1982). Je nach funktionel-

len und anatomischen Charakteristiken werden sie in α/β, α´/β´ und γ Loben unterschieden. 

Die α/β und α´/β´ Loben bilden zwei Verzweigungen, wobei die α und α´ Neurone in vertikale 

und die β und β´ Neurone in horizontale Loben verzweigen. Die γ Neurone formen horizontal 

die γ Loben (Davis and Giurfa, 2012). Die MBs spielen eine zentrale Rolle beim olfaktori-

schen Lernen und der Gedächtnisbildung, da sie sowohl die olfaktorischen Informationen so-

wie die sensorischen Informationen, die durch den US vermittelt werden, miteinander integ-

rieren können.  
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Abbildung 4: Schematische und anatomische Darstellung des olfaktorischen Systems. (A) Jedes olfaktori-
sche Rezeptorneuron (ORN) exprimiert nur einen Typ der olfaktorischen Rezeptoren (OR). Alle ORNs, die den 
gleichen OR exprimieren, projizieren in den gleichen Glomerulus (GL) der Antennalloben (ALs). ORNs bilden 
synaptische Verbindungen mit lokalen Interneuronen (LNs) und Projektionsneuronen (PNs). Die PNs projizieren 
ihre Axone in die Kenyonzellen (KCs) der Pilzkörper (MBs) und in das laterale Horn (LH). Man unterscheidet 
hauptsächlich 3 verschiedene Klassen MB Neurone: α/β,  α´/β´ und γ Loben. (B) Die ORNs erstrecken ihre 
Axone entlang des Antennennervs (AN) in die ALs. Die ORNs bilden synaptische Verbindungen mit den PNs 
und den LNs, deren Zellkörper in der Peripherie der ALs liegen. Die PNs projizieren ihre Axone in die Kalyx 
(K) über den Antennocerebraltrakt (iACT). Die Axone der KCs leiten durch den Pedunculus, wo sie schließlich 
in unterschiedliche Substrukturen, den Loben, verzweigen (Quelle: Busto et al. (2010)). 

1.3.2 Die anatomische Repräsentation der Bestrafung/Belohnung  

Das olfaktorische Konditionierungsparadigma benutzt entweder bestrafende Elektroschocks 

(aversive Konditionierung) oder belohnenden Zucker (appetitive Konditionierung) als unkon-

ditionierten Stimulus (US). Der durch den US aktivierte sensorische Signalweg ist bisher 

noch nicht in allen Einzelheiten verstanden. Es wird jedoch angenommen, dass der US mo-

noaminerge modulatorische Neurone stimuliert, wobei insbesondere Dopamin (DA) und Oc-

topamin (OA) eine wesentliche Rolle spielen (Davis, 2005). Dopaminerge Neurone repräsen-

tieren Informationen über den aversiven US und octopaminerge Neurone vermitteln Informa-

tionen über den appetitiven US, wobei neuere Studien ebenfalls eine dopaminerge Funktion 

für den appetitiven Stimulus aufzeigen konnten (Krashes et al., 2009; Schwaerzel et al., 2003; 

Waddell, 2013).  

In Drosophila wurden drei dopaminerge Zellcluster (PAM, PPL1 und PPL2a) identifiziert, 

die direkt zu den MBs projizieren und dort die verschiedenen Loben innervieren (Aso et al., 

2012; Mao and Davis, 2009). Dopaminerge Neurone reagieren stark auf elektrische Reize 

(Riemensperger et al., 2005) und das Blocken der synaptischen Transmission in dopaminer-

gen Neuronen während des Trainings führt zu einer Beeinträchtigung des aversiven Lernens, 
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wobei das appetitive Lernen unbeeinträchtigt bleibt (Schwaerzel et al., 2003). Octopaminerge 

Rezeptorgene werden vorrangig in den MBs exprimiert und sind an die Adenylatzyklase (AC) 

gekoppelt, was auf eine Beteiligung von OA bei der Gedächtnisbildung hindeutet (Han et al., 

1998). Mutanten, denen das Enzym Tyramin-β-hydroxylase (TβH) fehlt und somit OA nicht 

synthetisieren können, zeigen eine Beeinträchtigung im appetitiven Lernparadigma, jedoch 

nicht beim aversiven Lernen. Dieser Effekt kann durch eine Fütterung von OA, direkt vor 

dem Training, gerettet werden (Schwaerzel et al., 2003). Diese Beobachtungen zeigen eine di-

rekte Funktion der beiden biogenen Amine bei der Repräsentation des US während des olfak-

torischen Lernens auf.  

1.4 Gedächtnisspuren in den einzelnen Neuropilen des Drosophila Gehirns  

Bei der Gedächtnisbildung treten eine Reihe Veränderungen innerhalb der Neurone auf, die 

die relevanten sensorischen Informationen verarbeiten. Diese Modifikationen werden als zel-

luläre Gedächtnisspuren bezeichnet und betreffen jegliche Aktivitätsänderungen dieser Neu-

rone. Beispielsweise führt eine Modifikation in der Expression oder Funktion von Ionenkanä-

len dazu, dass sich die Neurone in ihren elektrischen Eigenschaften verändern und somit mehr 

oder weniger fähig sind, elektrische Signale weiterzuleiten (Davis, 2011). Mit Hilfe von op-

tisch bildgebenden Verfahren (optical Imaging Techniken), die bestimmte Reportermoleküle 

wie Synapto-pHluorin oder G-CaMP benutzen, ist es möglich die physiologischen Reaktionen 

auf eine Vielzahl verschiedener Stimuli im Gehirn darzustellen. Beispielsweise können in vi-

vo Veränderungen, die während oder nach einem Lernprozess stattfinden, innerhalb einzelner 

Zellen oder Gewebe nachgewiesen werden. Dies können physiologische Prozesse wie die 

Änderung der intrazellulären Ca2+- oder cAMP-Konzentration, Transmitterausschüttungen 

oder Veränderungen der spannungsabhängigen Ionenkanäle sein (Miesenbock et al., 1998; 

Nakai et al., 2001; Ng et al., 2002). Der Gebrauch dieser Reportermoleküle führte zu einer 

Identifikation verschiedener zellulärer Gedächtnisspuren, die vorrangig in den MBs aber auch 

in den ALs gefunden wurden.   

1.4.1 Gedächtnisspuren in den Antennalloben 

In den ALs konvergiert ein komplexes Netzwerk unterschiedlicher Neuronentypen: die 

ORNs, die PNs und die LNs. Verschiedene Düfte rufen räumlich und temporär definierte 

Muster glomerulärer Aktivität hervor (Fiala et al., 2002; Marin et al., 2002; Vosshall et al., 

2000). Somit werden die ALs in erster Linie als eine Struktur betrachtet, in der die olfaktori-
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schen Informationen verarbeitet und an höhere integrative Verarbeitungszentren, wie den 

MBs, weitergeleitet werden.  

Die erste zelluläre Gedächtnisspur konnte in den ALs der Honigbiene durch optisches Ima-

ging nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass während des assoziativen Lernens die Duftre-

präsentation innerhalb der ALs verändert wird. Zudem führte eine spezifische Blockierung 

der synaptischen Übertragung in der ALs, zu einer Beeinträchtigung der Gedächtnisbildung 

(Erber et al., 1980; Faber et al., 1999). Auch in Drosophila konnte kürzlich eine Gedächtnis-

spur in den ALs nachgewiesen werden (Yu et al., 2004). Düfte erzeugen ein spezifisches 

glomeruläres Aktivitätsmuster innerhalb der Antennalloben. Durch das Reportermolekül 

Synapto-pHluorin, welches die synaptische Aktivität in den PNs visualisiert, konnte gezeigt 

werden, dass sich unmittelbar nach einer Konditionierung dieses duftabhängige Aktivitäts-

muster verändert, d.h. das während der Konditionierung zusätzliche PNs spezifisch aktiviert 

werden (Yu et al., 2004). Diese Veränderung ist jedoch nur von kurzer Dauer und stellt dem-

nach eine frühe Gedächtnisspur dar. In kultivierten Drosophila Gehirnen konnte jedoch nach 

einer assoziierten Stimulation eine erhöhte synaptische Transmission zwischen den ALs und 

den MBs für mehr als 2 Stunden beobachtet werden (Ueno et al., 2013). Demnach scheinen 

die ALs nicht nur der Duftverarbeitung zu dienen, sondern besitzen möglicherweise auch eine 

entscheidende Rolle bei der Gedächtnisbildung.  

1.4.2 Gedächtnisspuren im Pilzkörper 

In erster Linie gelten die MBs als notwendige Strukturen, die an der CS/US Integration betei-

ligt sind. Genetische oder pharmakologische Eingriffe, die einen strukturellen Defekt oder ei-

nen kompletten Verlust der MBs verursachen, führen zu einer Beeinträchtigung des Lernens 

assoziativer Stimuli (Davis, 1996; de Belle and Heisenberg, 1994; Heisenberg et al., 1985). 

Viele Gene, die beim Lernen und der Gedächtnisbildung eine wesentliche Rolle spielen, wer-

den vorzugsweise in den MBs exprimiert (Han et al., 1998; Nighorn et al., 1991; Skoulakis et 

al., 1993).  

Die MBs bestehen aus mindestens 3 morphologisch und funktionell unterscheidbaren Zellty-

pen, den α/β, α´/β´ und γ Loben, deren Dendriten zur Kalyx projizieren, wo die olfaktorische 

Information durch die PNs übertragen wird. Die olfaktorische Information aktiviert innerhalb 

des Lobensystems eine relativ kleine Population der KCs, so dass eine zelluläre Spezifität des 

Duftgedächtnisses entsteht (Honegger et al., 2011; Turner et al., 2008; Wang et al., 2008). 

Reversible Experimente mit dem temperaturabhängigen Allel shibire zeigen unterschiedliche 

zeitliche Notwendigkeiten in der neuronalen Übertragung innerhalb des Lobensystems. Das 
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shi Gen kodiert für das Protein Dynamin, das die Exozytose synaptischer Transmitter blo-

ckiert und somit die neuronale Transmission bei einer restriktiven Temperatur verhindern 

kann (Kitamoto, 2001). Mittels dieser Blockierung konnten unterschiedliche Gedächtnisspu-

ren innerhalb der MBs nachgewiesen werden. Demnach wird angenommen, dass die α´/β´ 

Loben während der Akquise benötigt werden und für die Festigung einer frühen Gedächtnis-

spur verantwortlich sind. Sie sind jedoch nicht essentiell für die Speicherung des Gedächtnis-

ses, da sie auf den Abruf keine Einfluss nehmen (Krashes et al., 2007). Die α/β und γ Loben 

werden dementgegen eher für den Abruf und somit für die Speicherung benötigt, sind jedoch 

während der Akquise nicht erforderlich (Dubnau et al., 2001; Huang et al., 2012; McGuire et 

al., 2001; Schwaerzel et al., 2002; Xie et al., 2013). Dies führte zu einem Modell, bei dem da-

von ausgegangen wird, dass die Aktivität in den α´/β´ Neuronen die Bildung einer frühen Ge-

dächtnisspur in den γ Neuronen fördert, die schließlich in den α/β Neuronen konsolidiert wird 

(Cervantes-Sandoval et al., 2013). Dieses Modell ist konsistent mit Beobachtungen, die an-

hand optischer Imagingstudien aufgezeigt werden konnten. Die MBs zeigen bei einer CS/US 

Assoziation ein intrazellulär verändertes Ca2+- Niveau. Innerhalb der α´/β´ Neurone ist direkt 

nach einer Konditionierung eine erhöhte Ca2+- Konzentration zu beobachten, was auf eine 

frühe zelluläre Gedächtnisspur hindeutet. Diese Gedächtnisspur hält für ~60 Minuten an und 

konnte nur in diesen Neuronen nachgewiesen werden (Wang et al., 2008). Dementgegen zei-

gen die α/β und die γ Neurone eine Ca2+- Erhöhung während des Abrufs einer länger anhal-

tenden Gedächtnisspur (Akalal et al., 2010; Cervantes-Sandoval et al., 2013; Yu et al., 2006).  

 

Die MBs werden innerhalb des Fliegengehirns von verschiedenen exzitatorischen und inhibi-

torischen Neuronen innerviert. Zwei MB assoziierte Neuronenpaare, die dorsal gepaarten me-

dialen (DPM) Neurone und die anterior gepaarten lateralen (APL) Neurone, zeigen eine Be-

teiligung bei der Gedächtnisbildung. Die APL Neurone segregieren den inhibitorischen Neu-

rotransmitter GABA in das Lobensystem und in die Kalyx der MBs. Eine Reduktion von 

GABA während einer Konditionierung führt zu einer Verbesserung der Akquise. Demzufolge 

stellen die APL Neurone einen inhibitorischen Signalweg dar. Nach einer CS/US Stimulation 

zeigen die APL Neurone eine reduzierte Ca2+- Konzentration und eine verringerte GABAerge 

Ausschüttung für ~5 Minuten, was auf eine trainingsinduzierte veränderte Plastizität der APL 

Neurone hindeutet (Liu and Davis, 2009; Liu et al., 2007).  

Das zweite wichtige Neuronenpaar, das bei der Gedächtnisbildung eine wichtige Funktion 

einnimmt, wurde durch die Mutante amnesiac (amn) identifiziert. Das amnesiac Gen kodiert 

für ein Homolog des Wirbeltierneuropeptids PACAP (Hypophysen-Adenylatcyclase-

aktivierendes Peptid) und wird vorrangig in den DPM Neuronen exprimiert, in denen es für 
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die Ausbildung einer intermediären Gedächtnisspur benötigt wird (Feany and Quinn, 1995; 

Waddell et al., 2000). Amn Mutanten zeigen direkt nach einer Konditionierung ein normales 

Verhalten, jedoch nimmt ihre Gedächtnisleistung mit fortschreitender Zeit rapide ab (Tully 

and Quinn, 1985). Eine CS/US Stimulation führt zu einer Erhöhung der Ca2+- Konzentration 

nach ~30 Minuten, die bis zu ~90 Minuten anhalten kann (Yu et al., 2005). Diese amn-

abhängige intermediäre Gedächtnisspur wurde in den DPM Neuronen gefunden, die die verti-

kalen Loben der MBs innervieren. Unklar ist bisher, inwiefern diese intermediäre Gedächtnis-

spur eine konsolidierte Form früherer Gedächtnisspuren darstellt oder ob sie unabhängig von 

diesen ausgebildet wird.   

1.5 Molekulare und zelluläre Mechanismen der Gedächtnisbildung – Der Ein-

fluss von cAMP 

Die genetische Analyse der einzelnen Gedächtniskomponenten wurde erstmals 1973 durch 

Seymour Benzer eingeführt. Er schlussfolgerte, dass ein einzelnes mutiertes Gen bestimmte 

Verhaltensweisen negativ beeinflussen könnte. Anhand dieser Verhaltensänderungen sei es 

möglich, die Funktion und Wirkungsweise dieses Gens hinsichtlich der Gedächtnisbildung 

und der dazugehörigen Prozesse näher zu untersuchen (Benzer, 1973). Dies führte dazu, dass 

eine Vielzahl an Mutanten identifiziert wurde, die bei der olfaktorischen Duftkonditionierung 

Defizite beim Lernen und der Gedächtnisbildung aufwiesen. Diese Defizite betrafen selektiv 

verschiedene Gedächtniskomponenten.  

 

Die ersten Einzelgen-Mutanten, die identifiziert und charakterisiert wurden, waren dunce 

(dnc) und rutabaga (rut) (Aceves-Pina and Quinn, 1979; Dudai et al., 1976; Livingstone et 

al., 1984). Beide kodieren für Gene, die den cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) Sig-

nalweg beeinflussen und vorrangig in den KCs der MBs exprimiert werden (Han et al., 1992; 

Nighorn et al., 1991). cAMP ist ein ubiquitärer sekundärer Botenstoff, der mehrere Effektoren 

aktiviert und dessen Signalwirkung die synaptische, strukturelle und funktionelle Plastizität 

während des Lernens und der Gedächtnisbildung moduliert. Dnc kodiert für eine cAMP-

spezifische Phospodiesterase Typ 2 (dnc-PDE), die cAMP degradiert, rut hingegen kodiert für 

eine Ca2+/ Calmodulin-abhängige Adenylatcyclase Typ 1 (rut-AC), die cAMP aus ATP syn-

thetisiert (Byers et al., 1981; Dudai et al., 1976; Livingstone et al., 1984). Obwohl beide Mu-

tanten gegenteilige Auswirkungen auf das intrazelluläre cAMP Niveau besitzen, zeigen sie 

beim olfaktorischen Lernen ein Defizit bei der Bildung des STM und des MTM, wobei dnc 

für die Bildung des stabilen ARM benötigt wird, während rut die Bildung des labilen ASM 

unterstützt (Scheunemann et al., 2012). Konsistent mit ihrer Rolle beim Lernen und der Ge-
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dächtnisbildung werden rut und dnc vorzugsweise in den MBs exprimiert, wobei sie jedoch 

funktionell unterschiedliche cAMP Signale bedienen, die in verschiedenen Neuronenpopula-

tionen benötigt werden. Während rut-abhängige cAMP Signale innerhalb der KCs in den α/β 

und γ Loben für die Bildung des STM und des labilen ASM benötigt werden (Akalal et al., 

2006; Scheunemann et al., 2012; Zars et al., 2000), werden dnc-abhängige cAMP Signale in 

zwei unterschiedlichen olfaktorischen Neuropilen, den KCs und den lokalen Interneuronen 

der ALs, für die Bildung des STM und des stabilen ARM benötigt (Scheunemann et al., 

2012). Die rut-AC besitzt in den KCs eine spezielle Funktion bei der CS/US Integration, da 

sie als sogenannter „Koinzidenzdetektor“ fungiert. Einerseits wird sie in Folge eines erhöhten 

Ca2+ Niveaus durch die Ca2+/ Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) aktiviert (CS-

Signalweg), andererseits durch einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (US-Signalweg), der 

seinerseits durch Neuromodulatoren wie DA oder OA aktiviert wird (Gervasi et al., 2010; 

Livingstone et al., 1984; Tomchik and Davis, 2009). Eine Mutation in der Rezeptorunterein-

heit Gαs, die eine dauerhafte Aktivierung des G-Protein gekoppelten Rezeptors in den KCs 

bewirkt, führt zu einer Beeinträchtigung des olfaktorischen Lernens (Connolly et al., 1996). 

Folglich wird die G-Protein Signalwirkung für die Gedächtnisbildung benötigt.  

1.5.1 Die zwei cAMP Effektoren - PKA und EPAC  

Neben rut und dnc, die einen direkten Einfluss auf das intrazelluläre cAMP Niveau ausüben, 

gibt es eine Reihe durch cAMP aktivierte „downstream“ Effektoren, die eine Beteiligung 

beim Lernen und der Gedächtnisbildung zeigen. Einer dieser Effektoren ist die cAMP abhän-

gige Proteinkinase A (PKA), die ebenfalls vorrangig in den Loben und der Kalyx der MBs 

exprimiert wird (Müller, 1997; Skoulakis et al., 1993). PKA bildet in einem nicht aktivierten 

Zustand eine heterotetramere Struktur, die aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen 

Untereinheiten besteht. In Gegenwart von cAMP binden 4 cAMP Moleküle an die regulatori-

schen Untereinheiten, was eine Dissoziation der beiden katalytischen Untereinheiten zur Fol-

ge hat. Die beiden katalytischen Untereinheiten können nun weitere Proteine innerhalb der 

Zelle oder des Zellkerns phosporylieren (Foster et al., 1984; Kalderon and Rubin, 1988). Ein 

durch PKA phosphoryliertes Zielprotein ist beispielsweise der Transkriptionsfaktor CREB, 

der für die Bildung des Proteinbiosynthese abhängigen LTM notwendig ist. Eine Aktivierung 

von PKA reguliert verschiedene synaptische Prozesse. Beispielsweise führt eine Phosphory-

lierung durch die katalytische Untereinheit von PKA zum Schließen von Kaliumkanälen, ei-

ner ausgedehnten Depolarisation und einer erhöhten Transmitterausschüttung (Castellucci et 

al., 1980; Klein and Kandel, 1980). Eine Beteiligung von PKA bei der Gedächtnisbildung in 
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Drosophila konnte zunächst durch den Proteinkinase Inhibitor, PKI, gezeigt werden. PKI bin-

det an die regulatorischen Untereinheiten von PKA und verhindert somit eine cAMP abhängi-

ge Aktivierung der katalytischen Untereinheit. Eine daraus resultierende Erniedrigung der 

PKA Aktivität führt zu einer Beeinträchtigung bei der Bildung des STM und des MTM (Drain 

et al., 1991). Mutationen in der katalytischen Untereinheit (DC0) oder in der regulatorischen 

Untereinheit verdeutlichten die Funktion von PKA beim Lernen und bei der Gedächtnisbil-

dung. Dabei zeigte sich, dass der Expressionsgrad von PKA entscheidende Auswirkungen auf 

die Bildung des olfaktorischen Gedächtnisses besitzt. Demnach sind bei einer geringeren 

PKA Expression die Auswirkungen auf die Gedächtnisbildung am größten, wobei nicht nur 

eine Verschlechterung der Gedächtnisleistung gezeigt werden konnte, sondern auch eine Ver-

besserung (Goodwin et al., 1997; Horiuchi et al., 2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993). 

Eine geringfügige Reduktion der PKA Aktivität zeigt keine bzw. eine minimale Beeinträchti-

gung bei der Gedächtnisbildung, wohingegen eine verbleibende PKA Aktivität von ~25% das 

Lernen und somit die Gedächtnisleistung negativ beeinflusst. Eine weitere Reduktion der 

PKA Aktivität auf ~16% verursacht einen rapiden Abfall der Gedächtnisleistung, wobei meh-

rere Gedächtniskomponenten betroffen sind (Li et al., 1996). Zwei Mutanten konnten jedoch 

identifiziert werden, die trotz einer 50%igen Reduktion der PKA Aktivität eine verbesserte 

Gedächtnisleistung bei der Bildung der konsolidierten Gedächtnisphase ARM aufweisen 

(Horiuchi et al., 2008). Diese beiden Mutanten zeigen zudem einen positiven Einfluss auf die 

altersbedingte Verschlechterung der Gedächtnisleistung (Yamazaki et al., 2010; Yamazaki et 

al., 2007). Demnach ist die Gedächtnisbildung sehr empfindlich gegenüber der vorhandenen 

PKA Aktivität. Offensichtlich scheint es bestimmte PKA Schwellenwerte zu geben, die die 

einzelnen Gedächtniskomponenten entweder positiv oder negativ beeinflussen können.  

 

Die intrazelluläre Lokalisation von PKA erfolgt durch A-Kinase Ankerproteine (AKAPs), mit 

deren Hilfe eine bestimmte Spezifität und Effektivität innerhalb der Signalwege sicher gestellt 

werden kann. AKAPs besitzen ein amphipathisches Helix Motiv, welches mit einer hohen Af-

finität an den N-Terminus der regulatorischen Untereinheiten von PKA bindet (Dell'Acqua et 

al., 2006; Herberg et al., 2000). Durch eine AKAP-PKA Bindung ist eine räumliche sowie ei-

ne zeitliche Kontrolle des PKA Signalweges möglich. PKA ist somit fähig, intrazellulär in di-

rekter Nähe ihrer Zielsubstrate zu wirken. Neben der Verankerung der PKA besitzen AKAPs 

die Fähigkeit verschiedene Kinasen und Enzyme zu binden, wobei sie innerhalb der Zelle 

komplexe lokale Netzwerke ausbilden können (Pawson and Scott, 1997; Rubin, 1994; Wong 

and Scott, 2004). So können AKAPs als Gerüstproteine fungieren, die das intrazelluläre 

cAMP Niveau regulieren, in dem sie beispielsweise neben PKA auch PDEs und ACs integrie-
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ren. Eine Akkumulation von cAMP ist intrazellulär auf spezifische Bereiche beschränkt, die 

räumlich und zeitlich durch ACs und PDEs reguliert werden können (Houslay and Adams, 

2003; Willoughby and Cooper, 2007; Zaccolo et al., 2002). In Mammalia bildet das AKAP 

Yotiao (AKAP9), welches im Herz und im Gehirn für die Regulation von K+-Ionenkänalen 

benötigt wird, einen Multiproteinkomplex, der unter anderem eine PDE und eine AC inte-

griert, um die cAMP abhängige PKA Aktivität zu regulieren (Piggott et al., 2008; Terrenoire 

et al., 2009). Auch das mAKAPβ, das für die Genregulation in kardialen Myozyten benötigt 

wird, wurde als ein AKAP identifiziert, welches beide Proteine miteinander vereint, um die 

cAMP Mikrodomänen intrazellulär zu regulieren (Dodge et al., 2001; Kapiloff et al., 2009; 

Kapiloff et al., 1999).  

AKAPs sind durch ihre Interaktion mit PKA an der Gedächtnisbildung beteiligt. In Drosophi-

la führt eine Störung der AKAP-PKA Interaktion durch das Kompetitorpeptid eCOPR2 zu ei-

ner Beeinträchtigung bei der Bildung des labilen ASM (Scheunemann et al., 2013; 

Schwaerzel et al., 2007). Die AKAP Mutante yu zeigt eine Beeinträchtigung in der Bildung 

des LTM, wobei frühere Gedächtniskomponenten normal ausgebildet werden (Lu et al., 2007) 

und das AKAP rugose zeigt einen Einfluss bei der Bildung des STM (Volders et al., 2012).    

Es wird angenommen, dass die Gedächtnisbildung hauptsächlich von der cAMP abhängigen 

PKA reguliert wird, da sie eine Vielzahl von stromabwärts gelegenen Kinasen und Transkrip-

tionsfaktoren phosphoryliert, die für die Gedächtnisbildung erforderlich sind. Kürzlich konnte 

jedoch gezeigt werden, das ein weiteres durch cAMP aktiviertes Effektorprotein einen Einfluß 

auf die Gedächtnisbildung besitzt. "Exchange Protein directly activated by cAMP" kurz 

EPAC wirkt als ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factors, 

GEF) für kleine G Proteine wie z.B. Rap1 und Rap2 der RAS Superfamilie (Bos, 2003; de 

Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998). EPAC besteht aus mehreren Domänen und besitzt 

am N-Terminus eine regulatorische Region, die eine cAMP Bindedomäne enthält und am C-

Terminus eine katalytische Region, die in Anwesenheit von cAMP kleine G Proteine wie Rap 

aktivieren kann, in dem sie den Austausch von GDP zu GTP vermittelt (Breckler et al., 2011; 

Harper et al., 2008).  

Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, dass EPAC an der Regulation verschiedener zellulärer 

Prozesse beteiligt ist, die unter anderem für die synaptische Plastizität benötigt werden. In 

glutamatergen Synapsen erhöht EPAC die Ausschüttung von Neurotransmittern (Cheung et 

al., 2006; Gekel and Neher, 2008; Sakaba and Neher, 2003; Zhong and Zucker, 2005) und in 

zerebralen Granulazellen kann EPAC die neuronale Exzitabilität modulieren (Ster et al., 

2007). Hinweise für eine Rolle von EPAC beim Lernen und der Gedächtnisbildung sind bis-
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her sehr limitiert. In Vertebraten konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Aktivierung von 

EPAC im Hippocampus von Mäusen zu länger anhaltenden Langzeitpotenzierungen und zu 

einer Verbesserung bei der Ausbildung des LTM führt (Gelinas et al., 2008; Ma et al., 2009). 

Eine Herunterregulation der Expression von EPAC zeigt eine Verschlechterung beim Abruf 

eines 72 Stunden Gedächtnisses (Ostroveanu et al., 2010) und EPAC Knockout-Mäuse wei-

sen Defizite beim Lernen und bei der Gedächtnisbildung auf (Yang et al., 2012). In Dopamin-

β-Hydroxylase defizienten Mäusen wird eine Coaktivierung beider cAMP Effektoren benö-

tigt, um einen Gedächtnisdefekt zu retten (Ouyang et al., 2008).  

 

EPAC und PKA werden oft innerhalb der gleichen biologischen Prozesse benötigt. Dabei 

können sie entweder unabhängig voneinander, synergistisch oder entgegengesetzt agieren 

(Bos, 2006; Cheng et al., 2008). Eine Möglichkeit der Regulation beider cAMP Effektoren 

scheint unter anderem durch AKAPs gegeben zu sein. In Herzmuskelzellen neugeborener 

Ratten wurde ein AKAP identifiziert, welches fähig ist, sowohl PKA als auch EPAC zu bin-

den. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der einzelnen cAMP Effektoren ab-

hängig von der vorhandenen cAMP Konzentration ist (Dodge-Kafka et al., 2005). Das neuro-

nale Plasmamembran-assoziierte AKAP79/150 wurde ebenfalls als ein AKAP identifiziert, 

welches beide cAMP Effektoren strukturell integrieren kann. Über dieses AKAP wird der 

PKB/AKT Signalweg reguliert, wobei PKA die Phosphorylierung und Aktivierung von PKB 

unterdrückt, während eine Aktivierung von EPAC zu einer Erhöhung der PKB Phosphorylie-

rung führt (Mei et al., 2002; Nijholt et al., 2008).  
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Abbildung 5: Vereinfachte schematische Darstellung der molekularen Mechanismen der aversiven Ge-
dächtnisbildung. Die Information des CS wird über die PNs zu den KCs der MBs projiziert. Die PNs entlassen 
Acetylcholin (ACh) an den synaptischen Verbindungen der KCs, wodurch spannungsabhängige Ca2+- Kanäle 
aktiviert werden. Der Anstieg der intrazellulären Ca2+ - Konzentration führt zu einer Ca2+/Calmodulin gebunde-
nen Aktivierung der Adenylatcyclase (AC). Die US Information wird durch Neurotransmitter wie DA präsentiert 
und stimuliert die Aktivierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCR). Das G-Protein (G) bindet an die AC, 
die als Koinzidenz Detektor für die Integration beider Stimuli (US und CS) fungiert. Dies führt zu einer syner-
gistischen Synthese von cAMP, welches verschiedene Effektoren wie die Proteinkinase A (PKA) oder EPAC 
aktivieren kann. PKA wiederum kann mehrere Zielproteine innerhalb der Zelle phosphorylieren, wodurch ver-
schiedene synaptische Prozesse moduliert werden können. Beispielsweise phosphoryliert PKA den Transkripti-
onsfaktor CREB im Nukleus, der für die Bildung des LTM erforderlich ist, präsynaptische Proteine wie Synap-
sin, die an der synaptischen Neurotransmitterausschüttung beteiligt sind oder Ionenkanälen (IK), die auf das in-
trazelluläre Milieu wirken. EPAC wirkt als Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF), der kleine G-Proteine wie 
Rab und Ras aktivieren kann, indem es den Austausch von GDP zu GTP vermittelt. Rab und Ras wirken unter 
anderem ebenfalls auf die synaptische Transmitterausschüttung, in dem sie beispielsweise den vesikulären 
Transport regulieren. PKA und EPAC können unabhängig voneinander agieren, oder zusammen mit anderen 
Proteinen durch A-Kinase Ankerproteine (AKAPs) komplexe Netzwerke bilden. Phosphodiesterasen (PDEs) re-
gulieren die intrazelluläre cAMP Konzentration, indem sie cAMP zu 5’AMP degradieren.    

1.6 Regulation der präsynaptischen Transmitterabgabe  

Um sensorische Informationen innerhalb neuronaler Netzwerke weiterzugeben, ist eine effizi-

ente synaptische Übertragung notwendig. Diese steht im Zusammenhang mit einer veränder-

ten Aktivität der prä- und postsynaptischen Elemente eines Neurons. In chemischen Synapsen 

induziert ein in der Präsynapse ankommendes Aktionspotential einen Ca2+ Einstrom, der zu 

einer exozytotischen Neurotransmitterabgabe in den synaptischen Spalt führt. Der synaptische 

Spalt befindet sich zwischen dem Axon eines Neurons (Präsynapse) und dem Dendriten eines 

weiteren Neurons (Postsynapse). Die abgegebenen Neurotransmitter binden an Rezeptoren 
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des postsynaptischen Neurons, was zu einem unmittelbaren Einstrom von Ca2+ führt. Durch 

diese Prozesse wird eine Übertragung der Information von einem Neuron zum anderen Neu-

ron ermöglicht.  

Neurotransmitter werden durch eine Fusion der synaptischen Vesikel (SV) mit der präsynap-

tischen Plasmamembran in den synaptischen Spalt abgegeben. Dies beinhaltet mehrere kom-

plexe Prozesse wie die Rekrutierung der SVs vom Reserve Pool zur aktiven Zone der Plas-

mamembran, das Anhaften der SV an die Plasmamembran, das Vorbereiten „Priming“ der SV 

zur Fusion mit der Plasmamembran und schließlich die Fusion der SV mit der Plasmamemb-

ran (Sudhof, 2000). Bei diesen Prozessen sind eine Reihe verschiedener Proteine beteiligt, die 

zwischen den Membranen der SV und der präsynaptischen Plasmamembran interagieren (Li 

and Chin, 2003; Richmond and Broadie, 2002; Sudhof, 2013). Eine wesentliche Schlüsselrol-

le bei der SV Exozytose nimmt die Bildung eines heterotrimeren SNARE [soluble N-

ethylmaleimide sensitive factor attachment potein (SNAP) receptor] Komplexes ein, der aus 

den SNARE-Plasmamembranproteinen, Syntaxin-1a und SNAP-25 (soluble N-

ethylmaleimide sensitive factor attachment potein), und dem SNARE-Vesikel-

membranprotein Synaptobrevin besteht (Fasshauer et al., 1998; Sollner et al., 1993; Sudhof, 

1995). Diese SNARE Proteine sind innerhalb der Phyla eine hoch konservierte Gruppe 

membrangebundener Proteine, die eine 60 bis 70 bp große konservierte Sequenz, sogenannte 

SNARE Motive, besitzen (Weimbs et al., 1997). Eine Interaktion dieser SNARE Motive führt 

zur Bildung des stabilen SNARE Komplexes, der die SV in direkte Nähe zur Plasmamembran 

bringt und dort deren Fusion zur Abgabe der Neurotransmitter in den synaptischen Spalt kata-

lysiert (Lonart and Sudhof, 2000; Sutton et al., 1998). Die Anzahl der fusionskompetenten 

Vesikel und die Menge der bei der synaptischen Exozytose abgegebenen Vesikel, korreliert 

mit der Fähigkeit SNARE Komplexe zu bilden (Lonart and Sudhof, 2000; Xu et al., 1999) 

Eine präzise Regulation der Neurotransmitterausschüttung ist essentiell für die Funktion 

neuronaler Netzwerke. Die Bildung des SNARE Komplexes und die darauffolgende Fusion 

der SV mit der Plasmamembran wird durch verschiedene Faktoren reguliert. Es wurde eine 

Vielzahl verschiedener Proteine identifiziert, die bei der synaptischen Exozytose eine modu-

lierende Funktion einnehmen. Beispielsweise interagiert das SV-Membranprotein Synapto-

tagmin direkt mit dem SNARE Komplex und dient als Ca2+ Sensor für die Auslösung der sy-

naptischen Transmitterabgabe (Chapman, 2002), Synapsin reguliert die Anzahl der für die 

Transmitterausschüttung zur Verfügung stehenden Vesikel, in dem es den Übergang der sy-

naptischen Vesikel aus dem Reserve Pool (RP) zum unmittelbar zur Verfügung stehenden 

Vesikelpool (Ready Releasable Pool, RRP) reguliert (Ferreira and Rapoport, 2002) und 
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Munc13 bildet zusammen mit verschiedenen Rab Proteinen einen Komplex, der direkt mit 

dem SNARE Komplex interagiert, ihn stabilisiert und reguliert (Richmond and Broadie, 

2002). Während der Anstieg in der intrazellulären Ca2+ Konzentration das wesentliche Signal 

für die synaptische Transmitterausschüttung darstellt, sind weitere intrazelluläre Signalmole-

küle für die Regulation der Exozytose bedeutend (Seino and Shibasaki, 2005). Einige der ge-

nannten Protein-Protein Interaktionen werden durch cAMP reguliert. Dies kann einerseits 

über die cAMP abhängige PKA vermittelt werden, die relevante Proteine wie Synapsin 

(Jovanovic et al., 2001), Tomosyn (Baba et al., 2005) oder SNAP-25 (Hepp et al., 2002; 

Risinger and Bennett, 1999) phosphoryliert. Andererseits kann cAMP die Transmitteraus-

schüttung über EPAC regulieren, welches als Guaninnukleotid-Austauschfaktor auf die bei 

der Regulation beteiligten Rab Proteine wirken kann (Ozaki et al., 2000). Folglich reguliert 

und moduliert cAMP die synaptische Transmitterausschüttung durch PKA-abhängige und 

PKA-unabhängige Mechanismen.  

1.6.1 Tomosyn 

Das präsynaptische Protein Tomosyn ist maßgeblich an der Regulation des SNARE Komple-

xes beteiligt. Bisher wurden zwei Gene für Tomosyn im Mammalia Genom identifiziert, to-

mosyn-1 und tomosyn-2, die in 7 alternativen Isoformen translatiert werden können. Einige 

Isoformen werden ubiquitär exprimiert, während andere gehirnspezifisch lokalisiert sind 

(Groffen et al., 2005; Yokoyama et al., 1999). Ursprünglich wurde Tomosyn als ein an Synta-

xin-1a bindendes Protein bei einem Protein-Protein Interaktionsassay im zerebralen Cytosol 

von Ratten identifiziert (Fujita et al., 1998). Nähere Untersuchungen zeigten jedoch, dass 

Tomosyn als ein negativer Regulator bei der synaptischen Neurotransmitterausschüttung fun-

giert. Durch ein C-terminales Synaptobrevin-ähnliches SNARE Motiv ist Tomosyn fähig, zu-

sammen mit den beiden SNARE Plasmamembranproteinen, Syntaxin und SNAP-25, einen 

„Tomosyn“ SNARE Komplex zu bilden, der eine Bindung des Vesikelmembranproteins Sy-

naptobrevin verhindert (Fujita et al., 1998; Hatsuzawa et al., 2003; Pobbati et al., 2004). Die-

ser „Tomosyn“ SNARE Komplex reduziert die Bildung von SNARE Komplexen, wodurch 

eine Anheftung der SV an die Plasmamembran und eine Fusion der SV mit der Plasmamemb-

ran inhibiert wird (Gracheva et al., 2006; Gracheva et al., 2007; McEwen et al., 2006).  

Eine genetische Ablation von Tomosyn in Mäusen und Caenorhabditis elegans führt dement-

sprechend zu einer erhöhten synaptischen Transmitterausschüttung, wohingegen eine Über-

expression von Tomosyn in kultivierten superioren zervikalen Ganglien die Neurotransmitte-

rausschüttung inhibiert (Baba et al., 2005; Gracheva et al., 2006; McEwen et al., 2006; 
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Sakisaka et al., 2008). Neben dem SNARE Motiv am C-Terminus besitzt Tomosyn eine Lin-

ker-Domäne und eine N-terminale Domäne, die sogenannte WD-40 Domäne, welche die in-

hibitorische Aktivität von Tomosyn strukturell regulieren können (Yizhar et al., 2007). Die 

Linker-Domäne kann reziprok intramolekular an die WD-40 Domäne und an das SNARE 

Motiv binden (Yamamoto et al., 2009). Eine Bindung der Linker-Domäne an die WD-40 

Domäne führt zur Formation des „Tomosyn“ SNARE Komplexes und demzufolge zu einer 

Inhibition der Transmitterausschüttung. Wohingegen eine Bindung der Linker-Domäne an das 

SNARE Motiv die Bildung eines „Tomosyn“ SNARE Komplexes verhindert, wodurch die 

inhibitorische Aktivität von Tomosyn herabsetzt wird (Yamamoto et al., 2009). Die N-

terminale WD-40 Domäne ist ebenfalls für eine wirksame Inhibierung der Neurotransmitte-

rausschüttung notwendig. Die WD-40 Domäne besteht aus einer ~40 bp langen konservierten 

Kernsequenz, die N-Terminal mehrfach wiederholt vorliegt. WD-40 Proteine falten sich zu β-

propellerartigen Strukturen zusammen, die mit anderen Proteinen reversible Komplexe bilden 

können (Ashery et al., 2009). Dies ermöglicht eine sequenzielle oder simultane Interaktion 

verschiedener Proteine innerhalb dieses Komplexes (Neer et al., 1994; Smith et al., 1999). In 

Anwesenheit von Ca2+ interagiert die WD-40 Domäne von Tomosyn mit dem als Ca2+ Sensor 

fungierenden SV-Membranprotein Synaptotagmin. Synaptotagmin katalysiert die SNARE 

Komplex vermittelte Membranfusion. Durch eine Bindung an Tomosyn wird diese Aktivität 

erheblich eingeschränkt und es kommt zu einer Inhibition der Transmitterausschüttung 

(Yamamoto et al., 2010). Des Weiteren konnte in tomosyn Mausmutanten gezeigt werden, 

dass die WD-40 Domäne die Bildung von SNARE Komplex Oligomeren fördert, was auf ei-

nen weiteren Mechanismus hindeutet, der die Bildung fusionskompetenter SNARE Komplexe 

beschränkt (Sakisaka et al., 2008).  

 

Tomosyn wird durch die cAMP abhängige PKA reguliert. Eine PKA katalysierte Phosphory-

lierung von Tomosyn fungiert dabei als „off“ Schalter, um die inhibitorische Funktion von 

Tomosyn bei der Bildung der SNARE Komplexe zu unterbinden. Dadurch wird die Menge 

der zur Verfügung stehenden synaptischen Vesikel moduliert, was zu einer erhöhten Neuro-

transmitterabgabe führt (Baba et al., 2005). Die Beteiligung des cAMP/PKA Signalweges bei 

der Regulierung von Tomosyn lässt auf eine Beteiligung beim Lernen und der Gedächtnisbil-

dung schließen. Hinweise darauf sind jedoch sehr limitiert. Die einzige bisher bekannte Studie 

zeigt, dass eine Überexpression von Tomosyn im Hippocampus von Mäusen zu einer Beein-

trächtigung des räumlichen Lernen und der Gedächtnisbildung führt (Barak et al., 2013). Je-

doch konnte bei verschiedenen präsynaptischen Proteinen, die den SNARE Komplex regulie-

ren oder an der Regulation einzelner Prozesse der synaptischen Neurotransmitterabgabe betei-
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ligt sind, ein Einfluss auf das Verhalten gezeigt werden. So zeigen munc13 defiziente Mäuse 

beispielsweise eine gestörte Fähigkeit, komplexe motorische Aufgaben zu erlernen (Augustin 

et al., 2001) und rab3a defiziente Mäuse weisen eine Störung beim Umkehrlernen im Morris 

Wasserlabyrinth und bei der Bildung eines Arbeits- und Referenzgedächtnisses auf (D'Adamo 

et al., 2004). Ein Verlust des präsynaptischen Proteins Synapsin führt zu einer Beeinflussung 

des Lernens und der Gedächtnisbildung bei Vertebraten und bei Drosophila (Godenschwege 

et al., 2004; Knapek et al., 2010; Silva et al., 1996).  

1.7 Zielstellung der Arbeit 

PKA und EPAC sind zwei Effektoren, die direkt durch cAMP aktiviert werden und deren 

Einfluss auf das Lernen und die Gedächtnisbildung näher untersucht werden soll.  

Mit Hilfe genetischer Manipulationen, die gezielt die Expression der katalytischen Unterein-

heit von PKA herunterreguliert, soll der Einfluss verschiedener PKA Aktivitäten auf die Bil-

dung unterschiedlicher olfaktorischer Gedächtniskomponenten (STM, MTM, ARM und 

ASM) untersucht werden. Des Weiteren wird ein besonderer Fokus auf die Lokalisation 

neuronaler Bereiche innerhalb des Gehirns gelegt, in denen PKA für die Ausbildung dieser 

olfaktorischen Gedächtniskomponenten benötigt wird. Neben PKA ist EPAC ein weiterer Ef-

fektor, der direkt durch cAMP aktiviert wird. Demnach stellt sich die Frage, inwiefern EPAC 

einen Einfluss auf die Bildung eines olfaktorischen Gedächtnisses besitzt und in welchen 

neuronalen Bereichen des Gehirns diese Funktion notwendig und/oder hinreichend ist. PKA 

und EPAC sind intrazellulär häufig an den gleichen biologischen Prozessen beteiligt, können 

entweder unabhängig voneinander, synergistisch oder entgegengesetzt agieren. Dementspre-

chend ist es sinnvoll, die gewonnenen Erkenntnisse nebeneinander liegend zu betrachten. 

Durch einen Vergleich ist es möglich, eine unterschiedliche oder gemeinsame Beteiligung bei 

der Bildung einzelner Gedächtniskomponenten zu identifizieren, wobei eine Lokalisation 

neuropiler Bereiche Aufschluss über eine räumliche Notwendigkeit dieser beiden Effektoren 

geben soll.  

Tomosyn, das bei der Regulation der Neurotransmitterausschüttung und somit bei der synap-

tischen Plastizität eine wichtige Rolle einnimmt, wird nicht direkt durch cAMP aktiviert, gilt 

jedoch als ein Zielsubstrat der cAMP abhängigen PKA. Eine Beteiligung des cAMP/PKA 

Signalweges während der Bildung eines olfaktorischen Gedächtnisses ist bereits bekannt und 

verschiedene präsynaptische Proteine wie Synapsin, Munc13 und Rab3 zeigen einen Einfluss 

bei der Bildung von Gedächtnissen. Dies lässt vermuten, dass Tomosyn möglicherweise ein 

wichtiger Effektor der PKA-abhängigen Plastizität darstellt. Demzufolge soll in dieser Arbeit 
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die funktionelle Bedeutung von Tomosyn bei der Gedächtnisbildung untersucht werden. Da-

bei werden die einzelnen Gedächtniskomponenten, die eine Tomosyn bedingte Funktion be-

nötigen, näher betrachtet werden, wobei auch hier eine neuronale Zuordnung innerhalb des 

Gehirns untersucht werden soll.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Fliegenhaltung 

Die verschiedenen Fliegenstämme wurden bei einer Temperatur von 24°C und einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 60% in einem 12:12 Tag/Nachtzyklus auf einem Maismehl basierenden 

Futter (Würzburg Rezept) aufgezogen und gehalten (Guo et al., 1996). Genetische Kreuzun-

gen wurden nach Standardprozedur durchgeführt.  

Kreuzungen, die ein RNAi-Konstrukt enthielten, wurden bei 30°C aufgezogen, um das RNAi-

Konstrukt am effektivsten zu exprimieren. Kreuzungen, die einen Gal80ts Repressor (McGuire 

et al., 2003) enthielten, wurden bei einer zulässigen Temperatur von 18°C aufgezogen und 24 

Stunden vor Beginn der Verhaltensexperimente auf 30°C gehalten, um den Gal80ts Repressor 

zu inaktivieren. Die Verhaltensexperimente wurden mit 1-4 Tage alten F1-Nachkommen aus 

homozygoten Parentallinien durchgeführt. Bei Kreuzungen, deren Parentale einen Balancer 

enthielten, wurden die F1-Nachkommen im Anschluss der Verhaltensexperimente gegen den 

jeweiligen Balancer selektiert. Je nach Experiment wurde für die Berechnung der Gedächtnis-

leistung entweder eine gemixte Population bestehend aus Männchen und Weibchen, oder nur 

Weibchen bzw. nur Männchen benutzt.  

2.2 Genotypen 

Je nachdem in welchem Wildtyphintergrund sich die jeweiligen Effektorstämme befanden, 

wurden für alle Verhaltensexperimente der Wildtyp Canton-S (CS) oder white1118 (W1118) 

als Kontrollstamm benutzt. Die genetischen Linien wurden nicht in einen spezifischen geneti-

schen Hintergrund gekreuzt. 

 

Für die PKA Experimente wurden die drei homozygoten RNAi-Konstrukte UAS-PKApWIZ 

(X), UAS-PKAds (ΙΙΙ) sowie eine Kombination aus beiden RNAi-Konstrukten, UAS-

PKApWIZ;; UAS-PKAds (X, ΙΙΙ), verwendet. Diese Effektorlinien regulieren gezielt die Ex-

pression der katalytischen Untereinheit, DC0, in Drosophila durch RNA Interferenz herunter. 

Die Expression der UAS-PKAds (UAS-PKA-C1-RNAi (v6993); Vienna Drosophila RNAi 

Center (VDRC)) reduziert das PKA Transkript und das Protein Level um mindestens 70% 

(Efetova et al., 2013; Iijima-Ando et al., 2009). Das RNAi-Konstrukt UAS-PKApWIZ wurde in 

unserem Labor basierend auf dem RNAi Vektor pWIZ kloniert. Dazu wurden die folgenden 

Primer verwendet: Vorwärts AGA GAG TCT AGA GCA GGG GCC CCT CGT GAG CA 

(62°C); Rückwärts AGA GAG TCT AGA GGT AGG GCA GCG AGA CGA GG (60°C).  
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Für die Experimente mit dem temperaturabhängigen GAL80ts Repressor wurde die Linie 

elav;;tubGal80ts benutzt, die mit dem doppelten RNAi-Konstrukt UAS-PKApWIZ;; UAS-

PKAds gekreuzt wurde. TubGAL80ts ist bei einer restriktiven Temperatur (18°C) aktiv und un-

terdrückt die Expression des Transgens; ein Wechsel zur permissiven Temperatur (30°C) 

inaktiviert den GAL80ts Repressor und die Expression wird aktiviert. Als Kontrolle diente ei-

ne Gruppe von Fliegen, die bis zum Experiment konstant bei einer Temperatur von 18°C ge-

halten wurde. Dementsprechend blieb der GAL80ts Repressor aktiv und eine Expression des 

Transgens konnte nicht erfolgen. Die genetischen Kontrollen wurden mit dem Wildtypstamm 

CS verkreuzt. Bei allen Verhaltensexperimenten wurden sowohl männliche als auch weibli-

che F1-Nachkommen getestet; zur Berechnung der Gedächtnisleistung wurden jedoch auf-

grund der genetischen Begebenheiten nur die Weibchen gewertet.  

 

Für die Verhaltensanalyse von EPAC wurden die Mutanten epac∆1/epac∆3 (ΙΙ) und 

epac∆1/epac∆2 (ΙΙ) verwendet. Diese Mutanten wurden in unserer Arbeitsgruppe mittels des 

FRT-derived deletion (FDD) Systems generiert (Efetova et al., 2013). Dabei handelt es sich 

um transkriptionelle Nullmutanten, die spezifisch für das Drosophila epac Gen (CG34392) 

sind. Das UAS-epac RD+ (ΙΙΙ) Transgen enthält eine wildtypspezifische cDNA der epac RD 

Isoform, die das Epac Protein unter Kontrolle einer UAS exprimiert (Efetova et al., 2013). 

Dieses Transgen wurde in den epac∆1/epac∆3 Mutantenhintergrund gekreuzt (;epac∆1/epac∆3; 

UAS-epac RD+/MKRS). Zusätzlich wurden die GAL4-Promotorlinien elav (ΙΙΙ), eine panneu-

ral exprimierende Treiberlinie, und mb247 (ΙΙΙ), eine in den Kenyonzellen des Pilzkörpers ex-

primierende Treiberlinie, in den epac∆1/epac∆3 Mutantenhintergrund (;epac∆1/epac∆3; mb247 

und ;epac∆1/epac∆3;elav) gekreuzt, um dort das UAS-epac RD+ gewebespezifisch exprimieren 

zu können (;epac∆1/epac∆3;mb247/UAS- epac RD+ und ;epac∆1/epac∆3;elav/UAS- epac RD+). 

Für die gezielte Herunterregulation des Epac Proteins wurde eine über den sichtbaren Balan-

cer MKRS (ΙΙΙ) markierte UAS-epac RNAi (ΙΙΙ) verwendet. Genetische Kontrollen und 

GAL4-Linien wurden mit dem Wildtyp W1118 gekreuzt. Bei den Verhaltensexperimenten 

wurden alle Nachkommen der F1-Generation getestet, jedoch anschließend gegen den Balan-

cer MKRS selektiert. 

 

Für die Verhaltensexperimente mit Tomosyn wurden zwei RNAi-Konstrukte, UAS-tomosyn 

RNAi2 (II) und UAS-tomosyn RNAi3 (ΙΙΙ) vom Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC) 

verwendet. Die RNAi Transgene tragen eine UAS und beeinflussen das letzte Exon von to-

mosyn. In Zusammenarbeit mit dem Labor von Janet E. Richmond wurde eine Tomosynmu-

tante ∆924 (X) generiert. Die Charakterisierung dieser Mutante auf Transkriptebene wird der-
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zeit durchgeführt, ist jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit. Das UAS-tomosyn+ (ΙΙΙ) Trans-

gen enthält eine tomosynspezifische cDNA, die das Tomosyn Protein unter Kontrolle einer 

UAS exprimiert. Dieses Transgen wurde in den Tomosynmutantenhintergrund (∆924;; UAS-

tomosyn+) gekreuzt. Da die Mutante auf dem X. Chromosom lokalisiert ist, wurden für die 

Verhaltensexperimente alle Nachkommen der F1-Generation getestet, jedoch nur die Männ-

chen für die Berechnung der Gedächtnisleistung verwendet. 

 

Für die gewebespezifische Expression der einzelnen Transgene entlang des olfaktorischen 

neuronalen Weges des Drosophila Gehirns wurden verschiedene GAL4-Promotorlinien ver-

wendet (Tabelle 1). 

 

 

     Tabelle 1: Übersicht der verwendeten GAL4- Linien  

exprimiert in Genotyp Referenzen 

Olfaktorische Rezeptorneurone white;OR83b; (ΙΙ) (Vosshall et al., 2000) 

 

Lokale Interneurone im Antennallobus 

 

 

white;;GH298 (ΙΙΙ) 

white,NP2426;; (X) 

 

 

(Stocker et al., 1997) 

(Das et al., 2008) 

 

Projektionsneurone 

 

white;GH146; (ΙΙ) 

white;NP225; (ΙΙ) 

 

(Stocker et al., 1997) 

(Tanaka et al., 2004) 

APL Neuron white;NP2631; (ΙΙ) (Tanaka et al., 2008) 

 

Pilzkörper α/β, α‘/β‘, γ loben 

Pilzkörper α/β, γ loben 

Pilzkörper α/β loben 
 

Pilzkörper γ lobe 

Pilzkörper α‘/β‘ lobe 

 

 

white;OK107 (ΙV) 

white;;mb247 (ΙΙΙ) 

white;17d; (ΙΙ) 
white;c739; (ΙΙ) 

white;NP1131; (ΙΙ) 

white;c305a; (ΙΙ) 

 

(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 der Standardprozedur durchgeführt (Tully and 

Quinn, 1985). Fliegen, die für die Verhaltensanalyse genutzt wurden, wurden mindestens 24 

Stunden vor Beginn der Experimente auf frische Futtergläser überführt. Die Verhaltensexpe-

rimente erfolgten unter Rotlicht bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 80% und einer Tem-

peratur von ungefähr 24°C. Für die olfaktorische Konditionierung wurden die Düfte 4-

Methylcyclohexanol (Mch; 1/100 in Mineralöl verdünnt; Sigma Aldrich) und 3-Octanol (Oct; 
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1/150 in Mineralöl verdünnt; Sigma Aldrich) verwendet. Der US wurde in einer Abfolge von 

12 elektrischen Stromimpulsen mit einer Stärke von 120 Volt und einer Dauer von 1,3 Se-

kunden in einem Abstand von 3,6 Sekunden gegeben. Während der Experimente wurden je-

weils zwei Gruppen bestehend aus ungefähr 80 bis 100 Fliegen parallel trainiert. Die eine 

Gruppe erhielt für eine Dauer von 60 Sekunden den Duft, Mch, (CS+) in Kombination mit den 

elektrischen Stromimpulsen (US), gefolgt von einer 30 sekündigen Pause, in der frische Luft 

dargeboten wurde. Im Anschluss wurde ihnen der zweite Duft, Oct, (CS-) für weitere 60 Se-

kunden ohne elektrische Stromimpulse präsentiert. Die andere Gruppe wurde simultan mit 

umgekehrten Düften trainiert, so dass dort der Duft Oct als CS+ fungierte, um eine duftspezi-

fische Beeinflussung ausschließen zu können. Nach dem Training wurden die Fliegen in einer 

T-Maze Apparatur getestet, wobei beide Düfte simultan präsentiert wurden. Während einer 

Dauer von 30 Sekunden, konnten sich die Fliegen bei vollkommender Dunkelheit für einen 

der dargebotenen Düfte entscheiden (Abb. 6). Daraus ergab sich ein Performanceindex (PI), 

der aus der Präferenz der beiden reziprok trainierten Gruppen berechnet wurde: 

 

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

 

Für die Analyse der STM Gedächtnisleistung wurden die Fliegen genau 3 Minuten nach dem 

erfolgten Training getestet. Das MTM wurde nach 3 Stunden getestet, wobei die Fliegen di-

rekt nach dem Training in kleine luftdurchlässige Aufbewahrungsgläser überführt wurden und 

dort unter experimentellen Bedingungen bis zum Testzeitpunkt aufbewahrt wurden.  

 

 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der aversiven olfaktorischen Konditionierung. (A) Die Fliegen 
wurden in einem kupferummantelten Schockröhrchen trainiert. Dies geschah durch eine Kombination aus 12 
aufeinanderfolgenden elektrischer Impulsen (US) gepaart mit einem Duft A (CS+) für eine Dauer von 60 Sekun-
den. Nach einer Dauer von 30 Sekunden, in denen die Fliegen frische Luft zugeführt bekamen, wurde ihnen für 
weitere 60 Sekunden ein Duft B (CS-) präsentiert. Simultan zu dieser Trainingsgruppe wurde eine weitere Grup-
pe reziprok trainiert d.h. Duft B diente als CS+ und Duft A, als CS-. (B) Die Fliegen wurden je nachdem welche 
Gedächtniskomponente untersucht werden sollte, entweder unmittelbar nach dem Training (STM) oder nach 3 
Stunden (MTM) getestet. Dazu konnten sie sich bei kompletter Dunkelheit für 30 Sekunden zwischen dem Duft 
A und dem Duft B entscheiden.  
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2.4 Anästhesie-resistentes Gedächtnis (ARM) 

Für die Analyse des Anästhesie-resistenten Gedächtnisses wurden die trainierten Fliegen 2,5 

Stunden nach dem Training in vorgekühlte Aufbewahrungsgläser überführt und für 90 Se-

kunden in ein mit Eiswürfeln enthaltenes Wasserbad gestellt. Innerhalb von 15 Sekunden 

wurden die Fliegen durch den Kälteschock betäubt. Im Anschluss wurden die Fliegen zurück 

in ihre alten Aufbewahrungsgläser überführt und konnten sich für die restliche Zeit bis zum 

Testen (30 Minuten) erholen. 

2.5 Anästhesie-sensitives Gedächtnis (ASM) 

Um das Anästhesie-sensitive Gedächtnis berechnen zu können, wurden zwei Gruppen separat 

trainiert, eine Gruppe erhielt einen Kälteschock (KS+, ARM), während die andere Gruppe oh-

ne Kälteschock getestet wurde (KS-, MTM). Das Anästhesie-sensitive Gedächtnis ist ein Be-

standteil des MTM und empfindlich gegenüber der Betäubung durch einen Kälteschock. Es 

handelt sich also um einen berechneten Wert, der sich aus der Gedächtnisleistung des MTM 

und der Gedächtnisleistung des ARM ergibt: (PIASM = PIMTM-PIARM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abbildung 7: Dissoziation des Mittelzeitgedächtnisses (MTM) in Anästhesie-resistentes Gedächtnis 
(ARM) und Anästhesie-sensitives Gedächtnis (ASM). Das Mittelzeitgedächtnis, welches 3 Stunden nach dem 
Training getestet wird, besteht aus der Anästhesie-resistenten Komponente ARM, die mittels eines Kälteschocks 
von der Anästhesie-sensitiven Komponente ASM getrennt werden kann. Die Berechnung des ASM erfolgt durch 
die Verrechnung der Gedächtnisleistung des MTM mit der Gedächtnisleistung des ARM. 
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2.6 Test auf Reaktionsfähigkeit (Duftvermeidung, Schockvermeidung)  

Fliegen, die in allen untersuchten Gedächtniskomponenten einen Effekt aufwiesen, wurden 

auf ihre Reaktionsfähigkeit bezüglich ihrer Duftwahrnehmung (DV, Duft-Vermeidung) und 

ihrer Schockwahrnehmung (SV, Schock-Vermeidung) getestet. 

 

Um die Duftwahrnehmung zu testen, konnten sich die Fliegen innerhalb einer Minute in der 

T-Maze Apparatur zwischen einer Seite, die einen der beiden für die Konditionierung ver-

wendeten Düfte, Mch oder Oct, enthielt und einer duftlosen Seite entscheiden. Für die Be-

rechnung wurde die Anzahl der Fliegen, die die duftbehaftete Seite gewählt haben mit der 

Anzahl der Fliegen, die sich für die duftlose Seite entschieden haben, verrechnet:  

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

 

Um die Fähigkeit der Schockwahrnehmung zu testen, konnten sich die Fliegen für eine Dauer 

von einer Minute in der T-Maze Apparatur zwischen einer elektrisch geladenen Seite (120V; 

12 Impulse in der Minute) und einer nicht elektrisch geladenen Seite entscheiden. Für die Be-

rechnung wurde die Anzahl der Fliegen der geschockten Seite (N+) mit der Anzahl der Flie-

gen, die sich für die nicht elektrisch geladene Seite (N-) entschieden, verrechnet:  

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

2.7 Bestimmung der PKA Aktivität 

Für die Bestimmung der PKA Aktivität wurden die Kopfhomogenate von 3-5 Tage alten 

weiblichen Fliegen genommen, die eines der drei PKA RNAi-Konstrukte unter Kontrolle ei-

nes panneuralen elav-GAL4 Treibers exprimierten. Als genetische Kontrollen wurden die 

RNAi-Konstrukte mit CS verkreuzt. Die PKA Aktivität wurde mit Hilfe eines Phosphorylie-

rungsassays in Anwesenheit von überschüssigen cAMP bestimmt (PepTag; Non-Radioactive 

cAMP dependent Protein Kinase Assay System, Promega, USA). Diese Experimente wurden 

von Dr. Marina Efetova durchgeführt.  

2.8 Immunhistochemie 

Für die Analyse der Funktionalität der verwendeten Tomosyn-spezifischen RNAi-Transgene, 

UAS-tomosyn RNAi2 und UAS-tomosyn RNAi3, wurden neuromuskuläre Verbindungen 

(NMJs) der Muskeln 6 und 7 von Larven im 3ten Larvenstadium mit einem Antikörper gegen 

Tomosyn (Verdünnung 1: 2000) markiert. Anti-Tomosyn wurde in Kaninchen gegen ein syn-

thetisches Peptid, welches die Aminosäuren 25-44 des Drosophila Tomosyn umfasste, er-

zeugt. Die Immunoreaktivität wurde durch einen FITC- und TRITC-konjugierten Ziegen anti-
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Kaninchen sekundären Antikörper (Verdünnung 1: 500, Jackson Immunoresearch Laborato-

ries) visualisiert. Der fluoreszenz-konjugierte anti-HRP Antikörper (Jackson Immunoresearch 

Laboratories) wurde in einer Verdünnung von 1:200 verwendet. Die konfokalen Aufnahmen 

wurden mit dem Olympus Fluoview FV500 Laserscanner-Konfokal-System erfasst und die 

Quantifizierung der Farbintensität erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ durch einen Ver-

gleich der Pixelintensität einzelner Regionen (Chen et al., 2010). Diese Experimente wurden 

von Kaiyun Chen durchgeführt (Chen and Richlitzki et al., 2011). 

2.9 Quantitative Real Time-PCR  

Die gesamte mRNA von adulten Fliegen wurde durch eine Trizol (Invitrogen) Extraktion iso-

liert. Im Anschluss darauf wurde mit Hilfe des TURBO-DNAFree Kits (Ambion) die genomi-

sche DNA entfernt. 1µg aufgereinigte mRNA wurde für die reverse Transkription verwendet, 

die mit dem SuperScript III First-Strand Synthesis System (Invitrogen) und mit Oligo(dT)-

Primer durchgeführt wurde. Die RT-PCR erfolgte mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen und 

die Quantifizierung des SYBR grün markierten PCR-Produkts wurde mit einem MJResearch 

Opticon2 real-time Thermocycler durchgeführt. Als Referenz wurde Aktin verwendet, um ei-

nen relativen Mengen-Vergleich durchzuführen. Der Tomosyn CT-Wert (Cycle Threshold), 

der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant ansteigt, wurde auf 

den CT-Wert von Aktin normalisiert. Diese Befunde wurden in Bezug zum Wildtyp gesetzt, 

um die relative Menge der Tomosyn mRNA bestimmen zu können. Diese Experimente wur-

den von Kaiyun Chen durchgeführt (Chen and Richlitzki et al., 2011). 

2.10 Statistik 

Die Gedächtnisleistung der verschiedenen Genotypen wurde mit einer Ein-Wege-ANOVA 

untereinander verglichen. Statistische Unterschiede wurden durch einen LSD post hoc Test 

bestimmt. Das Signifikanzniveau betrug bei jedem Experiment P<0.05. Die Signifikanzen 

wurden durch Buchstaben (a, b, c, d) gekennzeichnet. Alle statistischen Berechnungen erfolg-

ten mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics 21. 

Die Rohdaten wurden mit Excel und mit dem Programm Grafit bearbeitet. Die graphischen 

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

3.1 PKA und EPAC, zwei unterschiedliche cAMP Sensoren und ihr Einfluss auf 

die Gedächtnisbildung bei Drosophila melanogaster 

PKA und EPAC sind zwei Effektoren, die direkt durch cAMP aktiviert werden und eine Viel-

zahl biologischer Prozesse regulieren. Die Gedächtnisbildung bei Drosophila wird durch eine 

cAMP vermittelte Aktivierung von PKA reguliert (Drain et al., 1991; Goodwin et al., 1997; 

Horiuchi et al., 2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993), jedoch sind die zellulären cAMP 

Signale als auch die Aktivität der stromabwärts gelegenen PKA während des Lernprozesses 

und bei der Bildung des olfaktorischen Gedächtnisses ungenügend verstanden. Die Bildung 

des olfaktorischen Gedächtnisses hängt von der intrazellulären PKA Aktivität ab und offen-

sichtlich scheint es bestimmte Aktivitätsschwellenwerte zu geben, die die einzelnen Gedächt-

niskomponenten entweder positiv oder negativ beeinflussen können (Horiuchi et al., 2008; 

Skoulakis et al., 1993; Yamazaki et al., 2010). Doch welche intrazelluläre PKA Aktivität wird 

für die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten benötigt und in welchen neuronalen 

Strukturen des olfaktorischen Signalweges besitzt PKA eine funktionelle Bedeutung?  

Neben PKA ist EPAC ein weiteres Protein, welches durch cAMP aktiviert wird. Inwiefern 

dieses Protein einen Einfluss auf die Gedächtnisbildung besitzt, ist bisher wenig untersucht 

worden. Auch hier stellt sich die Frage nach der funktionellen Bedeutung EPACs bei der Ge-

dächtnisbildung. Welche Gedächtniskomponenten werden durch EPAC beeinflusst und in 

welchen neuronalen Strukturen ist eine Funktion von EPAC für die Bildung dieser erforder-

lich? Mit Hilfe genetischer Manipulationen und dem olfaktorischen aversiven Konditionie-

rungsparadigma ist es möglich, den Einfluss beider Effektoren auf die Bildung der einzelnen 

Gedächtniskomponenten (STM, MTM, ARM und ASM) zu untersuchen.  

3.1.1 Eine graduelle Degradation der DC0 Untereinheit von PKA führt zu einem 

progressiven Verlust des PKA Signals 

Mehrere Arbeiten an Drosophila PKA Mutanten deuten darauf hin, dass die Bildung ver-

schiedener Gedächtniskomponenten von der intrazellulären PKA Aktivität abhängig ist 

(Drain et al., 1991; Horiuchi et al., 2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993; Yamazaki et 

al., 2007). Bisherige Arbeiten verwendeten Proteinkinase Inhibitoren oder hypomorphen Mu-

tanten, die eine defekte katalytische Untereinheit exprimierten, um so die intrazellulären PKA 

Aktivität im gesamten Organismus zu modulieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass PKA je 

nach verbliebener Aktivität verschieden starke Auswirkungen auf die Gedächtnisleistung be-



                                                                                                                              ERGEBNISSE 

34 

sitzt. Eine geringe Reduktion der PKA Aktivität ruft moderate Effekte hervor, während eine 

stärkere Reduktion die Bildung mehrerer Gedächtniskomponenten beeinflusst (Horiuchi et al., 

2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993). Die Verwendung einer MB-spezifischen Mutan-

te konnte bereits eine Funktion von PKA innerhalb der MBs aufzeigen (Skoulakis et al., 

1993). Jedoch kann die Arbeit mit Mutanten nur einen generellen Einblick über den Einfluss 

einer modulierten PKA Aktivität bei der Bildung eines olfaktorischen Gedächtnisses geben. 

Demzufolge stellt sich noch immer die Frage, welche intrazelluläre PKA Aktivität für die 

Bildung welcher Gedächtniskomponente benötigt wird und in welchen neuronalen Strukturen 

besitzt PKA eine funktionelle Bedeutung bei der Bildung dieser Komponenten. 

 

Eine Möglichkeit die PKA Aktivität zu modulieren, besteht darin, die Expression des Proteins 

und somit dessen Aktivität durch einen RNAi Ansatz negativ zu beeinflussen. Dabei bietet 

das GAL4/UAS-System den großen Vorteil, die Aktivität von PKA gezielt in spezifischen 

Geweben herunterzuregulieren (Brand and Dormand, 1995). Somit kann PKA panneural oder 

in den einzelnen Geweben des olfaktorischen Systems manipuliert werden, um dessen funkti-

onellen Einfluss bei der Bildung der spezifischen Gedächtniskomponenten zu analysieren.  

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene RNAi-Konstrukte verwendet, die gezielt die Ex-

pression der katalytischen PKA Untereinheit am DC0 Locus (Kalderon and Rubin, 1988) 

herunterregulieren. Beide Konstrukte betreffen verschiedene Sequenzen des DC0 Locus. Die 

einzelnen Konstrukte wurden als Manipulation 1. Ordnung (UAS-PKApWIZ), 2. Ordnung 

(UAS-PKAds) oder 3. Ordnung (eine Kombination aus beiden RNAi Konstrukten UAS-

PKApWIZ;;UAS-PKAds) definiert, je nachdem welches Transgen exprimiert wurde (Abb. 8A). 

Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass in Anwesenheit eines gesättigten cAMP-

Niveaus eine enge Korrelation zwischen der Aktivität des DC0 Gens und der in Fliegenex-

trakten gemessenen PKA Aktivität besteht (Lane and Kalderon, 1993). Daher wurde zunächst 

die PKA Aktivität in Kopfhomogenaten von Fliegen, die eines der drei PKA RNAi-

Konstrukte unter Kontrolle eines panneuralen elav-GAL4 Treibers exprimierten, bei einer ge-

sättigten cAMP-Konzentration bestimmt (Abb. 8B). Dabei zeigte sich eine graduelle Redukti-

on der PKA Aktivität in Abhängigkeit des jeweiligen mit elav-GAL4 getriebenen Transgens. 

Eine Manipulation 1. Ordnung zeigte verglichen mit der wildtypischen PKA Aktivität eine 

20%ige Reduktion, die Manipulation 2. Ordnung wies eine 70%ige Reduktion auf und die 

Manipulation 3. Ordnung führte zu einer nahezu kompletten Abnahme der PKA Aktivität 

(über 90%). Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die verwendeten RNAi Transgene 

das Potential besitzen, die zelluläre PKA Aktivität auf eine graduelle Weise zu reduzieren 
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(Abb. 8B,C). Somit konnten diese Transgene im Weiteren verwendet werden, um den Ein-

fluss verschiedener PKA Aktivitäten auf die Gedächtnisbildung zu untersuchen.  

 

 

 
Abbildung 8: Eine gezielte Degradation der DC0 Untereinheit von PKA führt zu einer graduellen Reduk-
tion der PKA Aktivität.  Es wurden verschiedene RNAi-Konstrukte verwendet, die gezielt die Expression der 
katalytischen Untereinheit von PKA herunterregulieren. (A) Die schematische Darstellung der DC0 cDNA zeigt 
die Sequenzen der verwendeten RNAi-Konstrukte. Diese Konstrukte wurden als Manipulation 1. Ordnung, 2. 
Ordnung und 3. Ordnung definiert, je nachdem welches Transgen exprimiert wurde d.h. PKApWIZ (1, gelb); 
PKAds (2, orange) oder eine Kombination beider Transgene PKApWIZ;;PKAds (3, rot). (B) Die in den Kopfhomo-
genaten gemessene relative PKA Aktivität der einzelnen RNAi-Transgene unter der Kontrolle einer neuronen-
spezifischen elav-GAL4 Treiberlinie nahm, je nachdem welches RNAi Transgene verwendet wurde, graduell ab. 
Die Manipulation 1. Ordnung rief eine geringe Reduktion hervor und eine Manipulation 3. Ordnung zeigte die 
stärksten Auswirkungen auf die intrazelluläre PKA Aktivität. Die genetischen Kontrollen zeigten keine Redukti-
on in ihrer PKA Aktivität. (C) Die schematische Darstellung der gemessenen PKA Aktivität verdeutlicht die 
graduelle Reduktion der PKA Aktivität in Abhängigkeit der einzelnen Manipulationen. Alle Daten repräsentie-
ren Mittelwerte +/- SEM; n=7-8. Es wurden für diese Experimente nur Weibchen gewertet. Die unterschiedlichen 
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p≤0.001 an.  

Auf der Verhaltensebene führte eine graduelle Reduktion der PKA Aktivität zu einer Beein-

trächtigung mehrerer Gedächtniskomponenten, die sich in ihren Sensitivitäten gegenüber der 

vorhandenen PKA Aktivität unterschieden. Während beim STM (Abb. 9A) und beim MTM 

(Abb. 9B) die Manipulation 1. Ordnung keine Beeinflussung der Gedächtnisleistung erkennen 

ließ, zeigte die Manipulation 2. und 3. Ordnung eine kontinuierliche Reduktion der Gedächt-

nisleistung in Korrelation zur vorhandenen PKA Aktivität. Das MTM besteht aus zwei koe-

xistierenden Gedächtniskomponenten, dem stabilen ARM und dem labilen ASM, welche mit-

tels eines Kälteschocks voneinander getrennt werden können (Quinn and Dudai, 1976; 

Scheunemann et al., 2012; Tempel et al., 1983). Diese beiden Gedächtniskomponenten rea-

gierten unterschiedlich auf die einzelnen PKA-Manipulationen. Während die Manipulation 2. 

Ordnung zu einem kompletten Verlust des labilen ASM führte (Abb. 9D), zeigte die Manipu-
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lation 3. Ordnung einen kompletten Verlust beider Komponenten des MTM, des stabilen 

ARM (Abb. 9C) und des labilen ASM (Abb. 9D). Im Vergleich zu einer graduellen Beein-

trächtigung der STM Gedächtnisleistung wurde das ARM und das ASM in einem „Alles oder 

Nichts“ Prinzip beeinflusst.  

Die Manipulation der 3. Ordnung führte bei einer panneuralen Herunterregulation von PKA 

zu einer Beeinträchtigung der Gedächtnisleistung aller untersuchten Gedächtniskomponenten. 

Aus diesem Grund wurden die Fliegen, die das Transgen der 3. Ordnung unter Kontrolle des 

elav-GAL4 Treibers exprimierten, auf ihre sensorischen Eigenschaften hin getestet, da diese 

möglicherweise durch eine starke Herunterregulierung von PKA beeinträchtigt worden sein 

könnten. Eine Analyse in der Duft- und in der Schockwahrnehmung zeigte jedoch keine Un-

terschiede zwischen den genetischen Kontrollen und der Manipulation 3. Ordnung, was auf 

eine normale Verarbeitung der sensorischen Reize hindeutet (Abb. 9E).  

 

 

 
Abbildung 9: Eine graduelle Herunterregulation der DC0 Untereinheit von PKA führt zu einer aktivitäts-
abhängigen Beeinträchtigung mehrerer Gedächtniskomponenten. Die gezielte Degradation der katalyti-
schen Untereinheit von PKA durch verschiedene RNAi Transgene führte zu einer graduellen oder zu einer stufe-
nartigen Beeinträchtigung der Gedächtnisleistung, je nachdem welche Gedächtniskomponente betroffen war. 
Verschiedene Gedächtniskomponente (STM, MTM, ARM, ASM) werden während der olfaktorischen Konditio-
nierung initiiert. Das STM ist direkt nach dem Training vorhanden, während das MTM nach 3 Stunden gemes-
sen wird. ARM und ASM sind Bestandteile des MTM, unterscheiden sich jedoch in ihrer Stabilität gegenüber 
einer Kälteschockbehandlung. (A) Die progressive Herunterregulation führte zu einer graduellen Reduktion der 
STM Gedächtnisleistung in Korrelation zu der gemessenen PKA Aktivität der einzelnen RNAi Transgene. Die 
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genetischen Kontrollen zeigten eine wildtypische Gedächtnisleistung. (B) Die MTM Gedächtnisleistung nahm je 
nach exprimierten RNAi Transgen ebenfalls graduell ab. (C) Das ARM ist eines der Bestandteile des MTM und 
zeigte nur bei dem Transgen der 3. Ordnung einen kompletten Verlust der Gedächtnisleistung. Die genetischen 
Kontrollen zeigten eine wildtypische Gedächtnisleistung. (D) Das ASM wurde bei der Manipulation 1. Ordnung 
(1) und den genetischen Kontrollen wildtypisch ausgebildet. Bei den RNAi Transgenen 2. Ordnung (2) und 3. 
Ordnung (3) führte eine Reduktion der PKA Aktivität zu einem stufenartigen Verlust der ASM Gedächtnisleis-
tung. (E) Bei der Reaktionsfähigkeit bezüglich der Duft- und der Schockwahrnehmung konnten zwischen den 
genetischen Kontrollen und des mit elav-GAL4 getriebenen Transgens der 3. Ordnung keine Unterschiede fest-
gestellt werden (OCT, 3-Octanol; MCH, 4-Methylcyclohexanol). Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- 
SEM; n ≥ 8. Es wurden für diese Experimente nur Weibchen gewertet. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen 
die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p≤0.001 an.  

Diese Ergebnisse zeigen einen aktivitätsabhängigen Einfluss von PKA während der Bildung 

der einzelnen Gedächtniskomponenten. Die Manipulation 1. Ordnung, welche eine geringe 

Reduktion der PKA Aktivität hervorruft, zeigt keine Beeinträchtigung bei der Gedächtnisbil-

dung. Die Manipulation 2. Ordnung reduziert die PKA Aktivität um ~70% und führt zu einer 

starken Beeinflussung der STM Gedächtnisleistung und zu einem Verlust des labilen ASM, 

wobei das stabile ARM erhalten bleibt. Eine weitere Reduktion der PKA Aktivität auf <10% 

der wildtypischen PKA Aktivität durch die Manipulation der 3. Ordnung, führt zu einem 

kompletten Verlust aller Gedächtniskomponenten (STM, MTM, ARM, ASM) ohne die Ver-

arbeitung der sensorischen Reize negativ zu beeinflussen.  

Demnach scheinen die einzelnen Gedächtniskomponenten auf der Ebene der intrazellulären 

PKA Aktivität voneinander dissoziiert zu sein. Doch in welchen neuronalen Strukturen ist ei-

ne Aktivität von PKA für die Ausbildung der unterschiedlichen Gedächtniskomponenten 

notwendig? Um diese zu identifizieren, wurde die Manipulation der 3. Ordnung verwendet, 

da diese die PKA Aktivität am effektivsten herunterreguliert.  

3.1.2 Eine geringe PKA Aktivität beeinflusst mehrere Ebenen des olfaktorischen 

Signalweges: LNs, PNs und KCs 

Olfaktorische Informationen über die umgebene Umwelt werden durch neuronale Aktivitäten 

innerhalb eines olfaktorischen Weges repräsentiert (Abb. 10A). In Drosophila folgt dieser 

Weg einem stereotypen Muster analog zum Riechkolben der Säugetiere (Vosshall and 

Stocker, 2007; Wilson, 2013). Die Düfte werden von den olfaktorischen Rezeptoren in den 

Antennen aufgenommen und durch die olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNs) in die Glo-

meruli der Antennalloben (ALs) projiziert. Durch lokale Interneurone (LNs) und Projektions-

neurone (PNs) werden die olfaktorischen Informationen verrechnet und an höhere Verarbei-

tungsstrukturen, wie den Pilzkörpern (MBs) und dem lateralen Horn, weitergeleitet (Sachse et 

al., 2007). Um zu bestimmen in welchen neuronalen Strukturen des olfaktorischen Systems 

PKA für die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten benötigt wird, wurden verschie-
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dene GAL4-Linien verwendet, die gewebespezifisch das Transgen 3. Ordnung in den einzel-

nen Neuropilen exprimieren, d.h. OR83b treibt die Expression in den ORNs, GH298 und 

NP2426 in den GABAergen LNs des Als, GH146 in den PNs und die OK107 in den Kenyon-

zellen (KCs) der MBs. Eine detaillierte Übersicht der Expressionsmuster der verwendeten 

GAL4-Linien ist in Abbildung 10 B-H dargestellt. 

 

 

  

Abbildung 10: Immunohistologische Darstellung der verwendeten Gal4-Linien, die den olfaktorischen 
Pfad markieren. Die für die verschiedenen Gehirnregionen des olfaktorischen Pfades spezifischen GAL4- Li-
nien wurden mit UAS-mCD8::GFP verkreuzt und gegen anti-GFP (grün) und anti-Synapsin (magenta) doppelt 
angefärbt. Jedes Hauptfeld zeigt eine frontale Darstellung des Expressionsmusters der GAL4-Linien auf der z-
Ebene. Die kleineren Felder fokussieren auf den Pedunculus (oben) und den Antennallobus (unten). (A) Schema-
tische Übersicht des olfaktorischen Pfades: Die olfaktorischen Rezeptorneurone (ORN, gelb) übertragen die 
Duftinformation zum Antennallobus (AL), der durch GABAerge oder cholinerge lokale Interneurone (LNs, rot) 
innerviert wird. Die Projektionsneurone (PN, grün) leiten die Duftinformation zu höheren Gehirnbereichen, der 
Kalyx der Pilzkörper (MBs, blau) und dem lateralen Horn, weiter. (B) Die GAL4-Linie OR83b zeigt eine spezi-
fische Färbung in den ORNs. (C)+(D) Die GAL4-Linien GH298 und NP2426 zeigen eine Färbung in den GA-
BAergen LNs der ALs, wobei die GH298 zudem eine leichte Färbung in der Mitte des Pedunculus aufweist. 
(E)+(F) Die GH146 und die NP225 markieren ~2/3 der PNs. (G)+(H) Die GAL4-Linien OK107 und mb247 zei-
gen eine vergleichbare Expression in den intrinsischen Kenyonzellen (KCs) der MBs. Die OK107 markiert je-
doch neben den KCs auch ~103 LNs der ALs. Quelle adaptiert von (Scheunemann et al., 2012; Volders et al., 
2012).  

Eine Herunterregulation der PKA Aktivität in den für die einzelnen Gehirnbereiche spezifi-

schen GAL4-Linien ließ eine unterschiedliche funktionelle PKA Anforderung bei der Bildung 

des STM und des MTM in den einzelnen olfaktorischen Neuropilen erkennen (Abb. 11). Die 

STM Gedächtnisleistung zeigte bei einer Manipulation der 3. Ordnung in den KCs der MBs, 

durch die GAL4-Linie OK107, eine signifikante Reduktion (Abb. 11A), während die 

Herunterregulation von PKA auf der Ebene der ORNs, LNs oder PNs keine Beeinträchtigung 

bei der Bildung des STM erkennen ließ. Dieses Ergebnis deutet entweder darauf hin, dass 

PKA Signale in diesen Strukturen bei der Bildung des STM nicht benötigt werden, oder das 

die Effektivität der Manipulation nicht ausreichte, um die PKA Menge adäquat zu reduzieren 

(Abb. 11A).  
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Dementgegen zeigte sich beim MTM eine Reduktion der Gedächtnisleistung auf mehreren 

Ebenen des olfaktorischen Pfades, d.h. auf der Ebene der LNs durch die Linie NP2426, auf 

der Ebene der PNs durch die Linie GH146 und auf der Ebene der KCs durch die Linie OK107 

(Abb. 11B).  

Auf der Ebene der LNs wurden zwei verschiedene GAL4-Linien verwendet, die GH289 und 

die NP2426. Beide Linien markieren GABAerge LNs, lassen sich jedoch unter anderem auf-

grund ihrer charakteristischen Expression innerhalb der ALs in zwei unterschiedliche Grup-

pen einteilen; hier als LNs1 und LNs2 bezeichnet (Abb. 10C+10D). Die Somata der LNs sind 

in zwei unterschiedliche Zellpopulationen lokalisiert; eine Zellpopulation befindet sich dorso-

lateral zum AL, während die andere ventral gelegen ist. Die GH289 (LNs1) markiert ~28 

LNs, deren Somata im dorsolaterale Bereich liegen (Chou et al., 2010). Ihre Dendriten inner-

vieren einen Großteil der Glomeruli, wobei sie in die Kernregion der Glomeruli terminieren. 

Diese Kernregion besitzt keine synaptische Konnektivität zu den Axonen der ORNs. Demzu-

folge erhalten die von der GH298 markierten LNs keinen direkten Zugang zu den ORNs 

(Tanaka et al., 2012). Die NP2426 (LNs2) markiert ~37 LNs, deren Somata im dorsolateralen 

und im ventralen Cluster liegen (Okada et al., 2009; Sachse et al., 2007; Tanaka et al., 2012). 

Diese LNs innervieren die gesamten Glomeruli des ALs, wobei ihre Dendriten sowohl in die 

Kernregion als auch in den peripheren Bereich der Glomeruli terminieren (Tanaka et al., 

2012). Dort gehen sie extensive synaptische Verbindungen mit den PNs und den ORNs ein 

(Tanaka et al., 2009).  

Bei einer Manipulation der 3. Ordnung auf der Ebene der LNs zeigte nur die GAL4-Linie 

NP2426 (LNs2) eine Reduktion der Gedächtnisleistung des MTM (Abb. 11B), während die 

GH298 keine Beeinträchtigung erkennen ließ. Dies könnte darauf hindeuten, dass PKA Sig-

nale innerhalb der LNs sehr spezifisch für die Bildung des MTM benötigt werden, folglich 

nur in den LNs, deren Somata im ventralen Cluster liegen und/oder deren Dendriten in den 

peripheren Bereich der Glomeruli terminieren. Unterstützt wird diese Schlussfolgerung durch 

die Gal4-Linie OK107, die neben einer Expression in den KCs der MBs eine Expression in 

~103 LNs des ventralen Clusters besitzt (Chou et al., 2010). Ob diese LNs ebenfalls in den 

peripheren Bereich der Glomeruli terminieren, ist nicht bekannt. 
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Abbildung 11: PKA Signale werden in unterschiedlichen Strukturen des olfaktorischen Systems benötigt. 
Die Manipulation 3. Ordnung wurde verwendet, um den durch eine geringe PKA Aktivität hervorgerufenen 
Verhaltenseffekt im STM und im MTM näher zu lokalisieren. Dabei wurden verschiedene GAL4-Linien ver-
wendet, die spezifisch in den einzelnen Neuropilen des olfaktorischen Pfades (ORNs, LNs, PNs und KCs) ex-
primieren. (A) Eine Manipulation 3. Ordnung in den verschiedenen Neuropilen entlang des olfaktorischen We-
ges zeigte eine Beeinträchtigung der STM Gedächtnisleistung auf der Ebene der KCs der Pilzkörper (OK107). 
Auf Ebene der ORNs, LNs und PNs konnte keine Beeinträchtigung der STM Gedächtnisleistung beobachtet 
werden. (B) Das MTM wurde bei einer Manipulation 3. Ordnung auf der Ebene der PNs (GH146), der LNs2 
(NP2426) und der KCs (OK107) beeinträchtigt. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 7-10. Es 
wurden für diese Experimente nur Weibchen gewertet. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen 
Signifikanzen auf dem Level von p≤0.001 an.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass PKA Signale auf der Ebene der KCs für die Bildung unter-

schiedlicher Gedächtniskomponenten, sowohl STM als auch MTM, benötigt werden. Für die 

Bildung des MTM werden jedoch nicht nur PKA Signale in den KCs benötigt, sondern auch 

in anderen Neuropilen, in den LNs und in den PNs. Dies lässt auf eine differenzierte PKA Be-

teiligung innerhalb der einzelnen Neuropile bei der Bildung des STM und des MTM schlie-

ßen.  

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden zusätzliche GAL4-Linien verwendet, die den olfak-

torischen Pfad markieren und eine präzisere Analyse der Funktion von PKA bei der Bildung 

der unterschiedlichen Gedächtniskomponenten erlauben. Im Folgenden wurde zunächst der 

Einfluß von PKA bei der Bildung des MTM in den LNs und den PNs näher 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 olfaktorischen Pfades zeigte eine differenzier-

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

PNs. Während für die Bildung des STM keine PKA Signale in den LNs und den PNs erfor-
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derlich sind, werden für die Bildung des MTM in diesen Neuropilen PKA Signale benötigt. 

Um diese funktionelle Bedeutung von PKA näher zu untersuchen, wurde das MTM mit Hilfe 

eines Kälteschocks in seine einzelnen Bestandteile, dem stabilen ARM und dem labilen ASM, 

aufgespalten (Tempel et al., 1983).  

 

Auf der Ebene der LNs führte eine Manipulation der 3. Ordnung mit der GAL4-Linie NP2426 

zu einer signifikanten Reduktion des ARM, wobei das ASM wildtypisch ausgebildet wurde 

(Abb. 12A). Erwartungsgemäß zeigte eine Manipulation mit der GAL4-Linie GH298 keine 

signifikanten Unterschiede bei der Bildung dieser Gedächtniskomponenten (12A). Diese Er-

gebnisse deuten darauf hin, dass PKA Signale innerhalb der LNs sehr spezifisch benötigt 

werden, wobei eine PKA Funktion in den LNs, deren Soma im ventralen Cluster liegen 

und/oder deren Dendriten in den peripheren Bereich der Glomeruli terminieren, für die Bil-

dung des ARM erforderlich sind.  

Die GAL4-Linie GH146 markiert ~90 cholinerge PNs (Heimbeck et al., 2001) und zusätzlich 

die bilateral symmetrischen GABAergen APL Neurone (Liu and Davis, 2009; Parnas et al., 

2013; Pitman et al., 2011). Um festzustellen, in welchen der beiden neuronalen Populationen 

eine PKA Funktion benötigt wird, wurden zwei zusätzliche GAL4-Linien, die NP225 und die 

NP2631, verwendet. Die GAL4-Linie NP225 exprimiert wie die GH146 in den PNs, besitzt 

jedoch keine Expression in den APLs (Okada et al., 2009; Pitman et al., 2011). Die GAL4-

Linie NP2631 markiert überwiegend die APL Neurone (Pitman et al., 2011; Tanaka et al., 

2008), zeigt jedoch keine Expression in den PNs. Mit Hilfe dieser beiden zusätzlichen Linien 

konnte gezeigt werden, dass PKA auf der Ebene der PNs eine spezifische Funktion bei der 

Bildung des ARM besitzt. Eine Manipulation der 3. Ordnung mit der nur in den PNs expri-

mierenden GAL4-Linie NP225 führte zu einer signifikanten Reduktion der ARM Gedächtnis-

leistung (Abb. 12B), während das labile ASM (Abb. 12C) und das STM (Abb. 12D) wildty-

pisch ausgebildet wurden. Dementgegen zeigte eine Manipulation der 3. Ordnung in den APL 

Neuronen, durch die GAL4-Linie NP2631, keinen Einfluss auf die Gedächtnisleistung, d.h. 

alle drei untersuchten Gedächtniskomponenten wurden wildtypisch ausgebildet (Abb. 12B-

D).  

Diese Ergebnisse zeigen, dass PKA sowohl auf der Ebene der LNs, als auch auf der Ebene der 

PNs eine Funktion bei der Bildung des stabilen ARM besitzen.  
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Abbildung 12: PKA Signale auf der Ebene der LNs und der PNs tragen zur Bildung des ARM bei. (A) Ei-
ne Manipulation 3. Ordnung in den LNs2 führte zu einer Beeinträchtigung des stabilen ARM, wobei das labile 
ASM unbeeinflusst blieb. Eine Manipulation in den LNs1 ließ keine Beeinträchtigung bei der Bildung der bei-
den Gedächtniskomponenten erkennen. (B) PKA Signale in den PNs werden für die Bildung des ARM benötigt. 
Die GAL4-Linie GH146 zeigte eine Beeinträchtigung in der ARM Gedächtnisleistung. Sie markiert ungefähr 2/3 
der olfaktorischen PNs, besitzt jedoch ebenfalls eine Expression im anterioren lateralen Neuron (APL). Die 
GAL4-Linie NP225 exprimiert nur in den olfaktorischen PNs, während die GAL4-Linie NP2631 überwiegend 
das APL Neuron markiert. Eine Manipulation der 3. Ordnung  mit der PN-spezifischen Linie NP225 führte zu 
einer Reduktion der ARM Gedächtnisleistung, während die APL-spezifische Linie NP2631 keine Beeinträchti-
gung in der Gedächtnisleistung zeigte. (C) Die Manipulation der PNs und der APL Neurone zeigte keinen Ein-
fluss auf die ASM Bildung (D) PKA Signale in den PNs und dem APL werden nicht für die Bildung des STM 
benötigt. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 7-11. Es wurden für diese Experimente nur Weib-
chen gewertet. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von 
p≤0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werden auf dem Level von p≥0.05 angegeben. 

Neben den LNs und den PNs wurden die KCs als eine weitere neuronale Struktur identifiziert, 

in der PKA sowohl für die Bildung des STM, als auch für die Bildung des MTM benötigt 

wird. Demzufolge ist eine nähere Betrachtung des Einflusses der KCs bei der Bildung PKA-

abhängiger Gedächtniskomponenten unabdingbar.  

3.1.4 Auf der Ebene der Kenyonzellen werden funktionell unterschiedliche PKA 

Signale benötigt 

Die Pilzkörper besitzen eine wichtige Schlüsselposition beim Lernen und bei der Bildung des 

olfaktorischen Gedächtnisses (Keene and Waddell, 2007; Margulies et al., 2005; McGuire et 

al., 2005). Sie bestehen aus mehreren morphologisch unterscheidbaren Zelltypen, den α/β, 

α’/β‘ und γ Loben (Ito et al., 1997). Es gibt unterschiedliche GAL4-Linien, die spezifisch in 

den einzelnen Loben exprimieren und mit denen die funktionellen Auswirkungen des Duft-

lernens charakterisiert werden können (Akalal et al., 2006; Aso et al., 2009; Blum et al., 

2009a; Krashes et al., 2007; Xie et al., 2013). Die Lokalisation zeigte, dass PKA Signale in 

den MBs für die Bildung des STM und des MTM benötigt werden (Abb. 11). Um die genaue 

Funktion von PKA innerhalb der MBs zu untersuchen, wurden spezifische GAL4-Linien 
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verwendet, die in den unterschiedlichen Neuronen der MBs exprimieren (Abb. 13). Dazu 

wurden die GAL4-Linien 17d (Abb. 13A-C) und NP1131 (Abb. 13D-F) verwendet, die PKA 

in den α/β Loben bzw. in den γ Loben herunterregulierten. Zusätzlich wurden die GAL4-

Linien mb247 (Abb. 13G-I) und OK107 (Abb. 13J-L) genutzt. Diese Linien markieren einen 

umfassenden Anteil, jedoch nicht den gesamten MB, der aus über 2500 Kenyonzellen besteht 

(Technau, 1984). Als Vergleich wurden die Ergebnisse der panneuralen Manipulation mit der 

elav GAL4-Linie aus der Abb. 9 aufgeführt (Abb. 13M-O). Die einzelnen GAL4-Linien un-

terscheiden sich in ihrer Expressionsstärke. Demzufolge wäre es möglich, dass die benutzten 

Transgene unterschiedlich stark in den einzelnen Neuropilen exprimiert werden. Des Weite-

ren ist bekannt, dass die vorhandene PKA Aktivität eine entscheidende Rolle beim aversive 

Duftlernen spielt und dass das Expressionslevel bedeutend für die Bildung der unterschiedli-

chen Gedächtnisphasen ist (Li et al., 1996; Yamazaki et al., 2010; Yamazaki et al., 2007). Aus 

diesem Grund wurde für die Analyse der Funktion von PKA in den KCs alle drei RNAi Kon-

strukte (1., 2. und 3. Ordnung) verwendet.  

 

Eine graduelle Herunterregulation von PKA innerhalb des KCs-Netzwerkes zeigte, dass für 

die Bildung des STM, des stabilen ARM und des labilen ASM unterschiedliche PKA Anfor-

derungen erforderlich sind.  

Bei der Analyse des ARM konnte auf der Ebene der KCs eine PKA Beteiligung in den α/β 

und γ Loben festgestellt werden. Dieser ARM-spezifische Effekt, der durch einen kompletten 

Verlust der stabilen Gedächtniskomponente gekennzeichnet ist, zeigte sich bei einer gewebe-

spezifischen Herunterregulation von PKA durch die Manipulation 3. Ordnung unter Kontrolle 

der GAL4-Linien 17d (Abb. 13B) und NP1131 (Abb. 13E). Erstaunlicherweise zeigte eine 

Manipulation der 3. Ordnung innerhalb der α/β oder γ Loben keine Auswirkungen auf die 

Gedächtnisleistung des STM (Abb. 13A+D) oder die des ASM (Abb. 13C+F). 

Des Weiteren konnte eine PKA Beteiligung bei der Bildung des labilen ASM im gleichen Lo-

bensystem, d.h. α/β und γ Loben, aufgezeigt werden. Dieser ASM-spezifische Effekt zeigte 

sich bei den GAL4-Linien mb247 (Abb. 13I) und OK107 (Abb. 13L). Anders als beim ARM-

spezifischen Effekt ist der ASM-spezifische Effekt jedoch durch eine PKA Beteiligung beider 

Loben gekennzeichnet. PKA musste sowohl im α/β sowie im γ Lobe herunterreguliert wer-

den, um einen Verlust der labilen Komponente zu bewirken.  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PKA innerhalb der Lobensysteme unterschiedliche 

Funktionen einnimmt, d.h. sowohl eine ARM-spezifische Funktion als auch eine ASM-

spezifische Funktion besitzt, die jedoch unterschiedliche Anforderungen auf der Ebene der 

α/β und γ Loben aufweisen.  
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Abbildung 13: Auf der Ebene der Kenyonzellen beeinflussen unterschiedliche PKA Signale die Bildung 
von STM, ARM und ASM. Eine progressive Herunterregulation von PKA auf der Ebene der KCs zeigt funkti-
onell unterschiedliche PKA Signale innerhalb des Lobensystems der MBs. In der Abbildung werden das STM 
(obere Reihe), das ARM (mittlere Reihe) und das ASM (untere Reihe) von Fliegen dargestellt, die entweder das 
Transgen der 1. (gelb), 2. (orange) oder 3. Ordnung (rot) exprimierten. Es wurden verschiedene GAL4-Linien 
benutzt, die die Transgene gezielt in den unterschiedlichen Loben der MBs exprimierten. (A-C) Die GAL4-Linie 
17d markiert die α/β Loben. Nur eine Manipulation der 3. Ordnung zeigte in den α/β Loben eine Beeinträchti-
gung der ARM Gedächtnisleistung. Das STM und das ASM wurden bei allen drei Manipulationen wildtypisch 
ausgebildet. (D-F) Die NP1131 ist spezifisch für das γ Lobe der MBs. Eine Manipulation der 3. Ordnung führte 
im γ Lobe zu einer signifikanten Reduktion der ARM Gedächtnisleistung, während die Manipulationen 1. und 2. 
Ordnung keinen Einfluß bei der Bildung des STM, ARM und ASM zeigten. (G-I) Die GAL4-Linie mb247 er-
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möglichte eine Manipulation in den α/β und γ Loben. Dort führte die Manipulation 2. und 3. Ordnung zu einer 
graduellen Reduktion der STM Gedächtnisleistung. Das ARM wurde nur bei einer Manipulation der 3. Ordnung 
beeinträchtigt, während die ASM Gedächtnisleistung durch eine Manipulation 2. und 3. Ordnung signifikant re-
duziert wurde. (J-L) Die OK107 markiert neben 103 LNs die α/β, α’/β‘ und γ Loben der MBs. Eine Manipulati-
on 2. und 3. Ordnung führte zu einer graduellen Reduktion der STM Gedächtnisleistung. Die ARM Gedächtnis-
leistung wurde durch die Manipulation 3. Ordnung beeinträchtigt und die ASM Gedächtnisleistung durch die 
Manipulation 2. und 3. Ordnung. (M-O) Zum Vergleich wurde erneut die Manipulation mit der panneuralen 
GAL4-Linie elav aufgeführt. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 8-11. Es wurden für diese Ex-
perimente nur Weibchen gewertet. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf 
dem Level von p≤0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werden auf dem Level von p≥0.05 angegeben. 

Darüber hinaus zeigte sich, dass PKA Signale eine unterschiedliche Sensitivität bei der Bil-

dung des ASM und des ARM besitzen. Während der Verlust des labilen ASM schon bei einer 

Manipulation der 2. Ordnung auftrat, wurde das stabile ARM erst bei einer stärkeren Reduk-

tion der PKA Aktivität durch eine Manipulation der 3. Ordnung beeinflusst. Diese Beobach-

tung konnten bei allen verwendeten GAL4-Linien (mb247, OK107 und elav) festgestellt wer-

den. Neben der ASM- und ARM-spezifischen Funktion von PKA, zeigte sich eine STM-

spezifische Funktion, die ebenfalls in den α/β und γ Loben lokalisiert ist (Abb. 13G,J und M). 

Diese STM-spezifische Funktion ist durch eine graduelle Abnahme der Gedächtnisleistung 

gekennzeichnet, die in Abhängigkeit zur vorhandenen PKA Aktivität steht. 

Da die Expression des Transgens 3. Ordnung unter Kontrolle der verwendeten GAL4-Linien 

mb247, OK107 und elav die Gedächtnisleistung aller untersuchten Gedächtniskomponenten 

beeinflusste, wurden diese Linien auf ihre sensorischen Fähigkeiten hin getestet. Die Analyse 

der Duftwahrnehmung und der Schockwahrnehmung zeigte jedoch keine Unterschiede ge-

genüber den genetischen Kontrollen, was auf eine normale Verarbeitung der sensorischen 

Reize hindeutet (Tab. 2).  

 
Tabelle 2: Reaktion auf die Duft- und Schockwahrnehmung. Fliegen, die das Transgen der 3. Ordnung in 
den GAL4-Linien mb247, OK107 und elav exprimierten, zeigten keine signifikante Beeinträchtigung in ihrer 
Duft-und Schockwahrnehmung verglichen mit den genetischen Kontrollen. Alle Daten repräsentieren Mittelwer-
te +/- SEM; n = 7-15. Es wurden für diese Experimente nur Weibchen gewertet. Keine signifikanten Unterschie-
de auf dem Level von p≥0.05.  

Genotyp Duftvermeidung Schockvermeidung 

OCT (
1
/150) MCH (

1
/100) 120 V DC 

Wildtyp Canton-S (+/+) 31.2± 3,3 31.4 ± 3.6 61.1 ± 5,3 

+/+ :: RNAi PKA
pWIZ

; PKA
ds 

32.3 ± 3.8 38.9 ± 2.8 62.2 ± 5.9 

elav :: RNAi PKA
pWIZ

; PKA
ds

   29.6 ± 3,6 39.0 ± 4.8 49.1 ± 4.5 

mb247 :: RNAi PKA
pWIZ

; PKA
ds

 24.0 ± 2.5 33.5 ± 5.2 65.2 ± 5.6 

OK107 :: RNAi PKA
pWIZ

; PKA
ds

 28.9 ± 3.5 34.5 ± 3.7 57.5 ± 6.7 
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Diese Ergebnisse zeigen eine deutliche Dissoziation der PKA Signale innerhalb der MBs bei 

der Bildung unterschiedlicher Gedächtniskomponenten. Eine graduelle Herunterregulation der 

PKA Aktivität ermöglicht eine Unterscheidung verschiedener PKA Funktionen, die in den 

MBs unabhängig voneinander agieren können. PKA kann eine ARM-spezifische, ASM-

spezifische oder STM-spezifische Funktion einnehmen. Diese Funktionen können auf der 

Ebene des Lobensystems voneinander dissoziiert werden und erfordern unterschiedliche PKA 

Sensibilitäten.  

3.1.5 Akute vs. entwicklungsbedingte Auswirkungen einer stark reduzierten PKA 

Aktivität auf die Gedächtnisbildung 

Eine panneurale Manipulation 3. Ordnung während der gesamten Entwicklung führte zu einer 

nahezu kompletten Reduktion der PKA Aktivität auf unter 10% und einem damit verbunde-

nen Verlust der Gedächtnisleistung aller untersuchten Gedächtniskomponenten (Abb. 8+9). 

Eine Analyse der Duft- und der Schockwahrnehmung ergab keine veränderte Wahrnehmung 

dieser Fliegen (Abb. 9E, Tab. 2), so dass eine atypische Verarbeitung der sensorischen Reize 

als Ursache des Verlustes ausgeschlossen werden konnte. Diese Fliegen zeigten jedoch im 

Vergleich zu ihren genetischen Kontrollen oder gegenüber der anderen beiden Manipulatio-

nen sichtbare morphologische Defekte d.h. sie waren kleiner und ihre Flügel wurden nicht 

vollständig ausgebildet.  

PKA spielt eine große Rolle innerhalb vieler wichtiger zellulärer Prozesse und während der 

Entwicklung wird PKA durchgehend exprimiert. „Loss of function“ Mutationen in der kataly-

tischen Untereinheit DC0 führen in Abhängigkeit des Schweregrades und des zeitlichen Be-

ginns der Störung zu einer Sterilität der Weibchen, einer abweichenden Oogenese oder zu lar-

valer Letalität (Foster et al., 1984; Lane and Kalderon, 1993). Aus anderen Studien ist be-

kannt, dass eine PKA Aktivität von unter 20% zu einer leichten Reduktion der Größe führt, 

wobei die Gehirnstrukturen normal ausgebildet werden (Skoulakis et al., 1993). Demzufolge 

stellte sich nun die Frage, ob die gemessenen Beeinträchtigungen im Verhalten dieser Fliegen 

auf einen akuten Effekt von PKA zurückzuführen sind, oder ob es sich möglicherweise um 

einen Entwicklungsdefekt handeln könnte.  

Die Aktivität des GAL4-Proteins ist temperaturabhängig, wodurch die Expressionsstärke des 

Effektorgens negativ oder positiv beeinflusst werden kann (Duffy, 2002). Die transgenen 

Fliegen wurden bei einer Temperatur von 30° C aufgezogen, womit eine höchst mögliche Ef-

fektivität in der Expression der RNAi-Konstrukte und somit eine höchst möglichen Reduktion 

der PKA Aktivität erzielt werden konnte. Um die Effizienz der Manipulation und demzufolge 
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die PKA Aktivität geringfügig zu verändern, wurden die Fliegen, die das Transgen 3. Ord-

nung unter Kontrolle des elav-GAL4 Treibers exprimierten, bei einer veränderten Temperatur 

von 24°C aufgezogen.  

Ein Vergleich der Gedächtnisleistung von Fliegen, die entweder bei 24°C oder bei 30°C auf-

gezogen wurden, zeigte unter beiden Aufzuchttemperaturregimen eine Reduktion der Ge-

dächtnisleistung aller gemessenen Gedächtniskomponenten (Abb. 14A). Bei einer Temperatur 

von 30°C führte die Manipulation 3. Ordnung jedoch zu einer signifikant höheren Reduktion 

der STM Gedächtnisleistung, wobei die Gedächtnisleistung des MTM und dessen Bestandtei-

le, ARM und ASM, keine statistischen Unterschiede zeigten. Unter beiden Bedingungen fehl-

ten diese Gedächtniskomponenten komplett. Demnach scheint das STM sensitiver auf die 

vorhandene PKA Aktivität zu reagieren, wohingegen das labile ASM und das stabile ARM ab 

einem bestimmten Schwellenwert komplett verloren gehen. Des Weiteren konnten die bei ei-

ner höheren Aufzuchttemperatur festgestellten sichtbaren morphologischen Veränderungen 

(kleinerer Habitus und verkümmerte Flügel), bei einer geringeren Aufzuchttemperatur nicht 

beobachtet werden. Diese Tiere unterschieden sich morphologisch nicht von wildtypischen 

Fliegen, weder in ihrer Größe noch bei der Ausbildung ihrer Flügel. Die Tatsache, dass bei 

einer geringfügig erhöhten PKA Aktivität die gleichen Gedächtniskomponenten beeinträchtigt 

wurden, wobei keine morphologischen Defizite beobachtet werden konnten, deutet auf einen 

akuten Defekt von PKA bei einer Manipulation der 3. Ordnung hin.  

 

Um einen akuten Defekt von einem entwicklungsbedingten Defekt zu trennen, ist es möglich 

einen temperaturabhängigen GAL80ts Repressor (McGuire et al., 2003) zu benutzen, der die 

Expression des Transgens 3. Ordnung auf das Adultenstadium beschränkt (Abb. 14B). Dem-

zufolge wurden Fliegen, die das Transgen der 3. Ordnung panneural exprimierten, bei einer 

restriktiven Temperatur von 18°C aufgezogen und 24 Stunden vor Beginn der Verhaltensex-

perimente auf 30°C gehalten, um erst zu diesem Zeitpunkt die PKA Aktivität effektiv 

herunterzuregulieren. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion in der STM Gedächtnis-

leistung, was darauf schließen lässt, dass PKA eine akute Funktion bei der Bildung des STM 

übernimmt. Ein Vergleich mit Fliegen, die das Transgen der 3. Ordnung während der gesam-

ten Entwicklung exprimierten, lässt jedoch eine Diskrepanz in der STM Gedächtnisleistung 

erkennen d.h. Fliegen, die das Transgen durchgängig während der gesamten Entwicklung ex-

primierten, zeigten eine schlechtere Gedächtnisleistung, als Fliegen, bei denen die Expression 

auf das Adultenstadium begrenzt wurde. Diese Befunde deuten darauf hin, dass bei einer pan-

neural stark herunterregulierten PKA Aktivität auf <10% neben einer akuten Funktion von 

PKA ebenfalls eine entwicklungsbedingte Komponente vorliegen könnte. 
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Abbildung 14: PKA zeigt sowohl einen akuten als auch einen entwicklungsbedingten Verhaltensdefekt. 
(A) Fliegen mit dem elav-GAL4 getriebenen Konstrukt 3. Ordnung, die entweder bei 24°C oder bei 30°C auf-
wuchsen, zeigten einen signifikanten Effekt auf die STM Gedächtnisleistung. Bei einer Aufzuchttemperatur von 
30°C und somit bei einer geringeren PKA Aktivität konnte, verglichen mit einer Aufzuchttemperatur von 24°C, 
eine höhere Reduktion der STM Gedächtnisleistung festgestellt werden. Die anderen Gedächtniskomponenten 
(MTM, ARM oder ASM) zeigten bei einer Aufzucht unter 24°C oder 30°C eine vergleichbare Reduktion der 
Gedächtnisleistung. (B) Die auf das Adultenstadium beschränkte restriktive Expression des Konstruktes 3. Ord-
nung durch einen temperaturabhängigen GAL80ts Repressor, zeigte eine signifikante Beeinträchtigung der STM 
Gedächtnisleistung. Verglichen mit einer Expression des Transgens 3. Ordnung während der gesamten Entwick-
lung wies die gemessene STM Gedächtnisleistung eine geringere Reduktion auf. Alle Daten repräsentieren Mit-
telwerte +/- SEM; n ≤  12. Es wurden für diese Experimente nur Weibchen gewertet. Die unterschiedlichen 
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p≤0.001 an. Keine signifikanten Unter-
schiede werden auf dem Level von p≥0.05 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, welches durch cAMP aktiviert wird. Im Gegen-

satz zu PKA phosphoryliert EPAC jedoch keine weiteren Proteine, sondern wirkt als Guanin-

nukeotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factors, GEF) für kleine G-Proteine 

wie Rap1 und Rap2 der RAS Superfamilie (Bos, 2003; de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 

1998). Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, dass EPAC an der Regulation verschiedener 

Prozesse beteiligt ist, die für die synaptische Plastizität benötigt werden (Gekel and Neher, 

2008; Gelinas et al., 2008; Yang et al., 2012). Eine Aktivierung von EPAC im Hippocampus 

von Mäusen führt zu einer Erhöhung des Langzeitgedächtnisses (Ma et al., 2009) und EPAC 

Knockout-Mäuse zeigen eine Beeinträchtigung beim Lernen und der Gedächtnisbildung 

(Yang et al., 2012). Bei einer Vielzahl biologischer Prozesse wirken die beiden durch cAMP 

aktivierten Proteine, PKA und EPAC, oft zellulär gemeinsam, wobei sie entweder unabhängig 

voneinander, synergistisch oder entgegengesetzt agieren können (Bos, 2006; Cheng et al., 

2008). Offensichtlich scheinen beide cAMP Effektoren, einen Einfluss auf die Gedächtnisbil-
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dung zu besitzen. Demzufolge ist es sinnvoll, einen vergleichenden Ansatz für eine präzise 

Analyse von EPAC zu wählen. Dazu wurden in unserem Labor mittels des FRT-derived dele-

tion (FDD) Systems zwei EPAC Nullmutanten, epac∆1/epac∆3 und epac∆1/epac∆2, generiert 

(Abb. 15A; Efetova et al., 2013), die in der aversiven olfaktorischen Duftkonditionierung ge-

testet wurden. Dabei zeigten die beiden Mutanten einen spezifischen Lernphänotyp, der ein-

zelne Gedächtniskomponenten betraf d.h. im Vergleich zum Wildtyp wiesen beide EPAC 

Mutanten eine 50%ige Reduktion der STM Gedächtnisleistung (Abb. 15B) und der MTM 

Gedächtnisleistung (Abb. 15C) auf. Die Aufspaltung des MTM in seine einzelnen Bestandtei-

le mittels eines Kälteschocks ließ einen kompletten Verlust des labilen ASM erkennen (Abb. 

15E), während die stabile Gedächtniskomponente, ARM, unbeeinträchtigt blieb (Abb. 15D). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass EPAC eine spezifische Funktion bei der Bildung des STM und 

des labilen ASM besitzt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: EPAC wird für die Bildung des STM und des labilen ASM benötigt. (A) Die zwei EPAC 
Nullmutanten, epac∆1/epac∆3 und epac∆1/epac∆2, wurden mittels FDD System generiert. Diese Mutanten enthal-
ten die transkombinierten Deletionen epac∆1 und epac∆3 oder epac∆1 und epac∆2. (B),(C) Beide Mutanten, 
epac∆1/epac∆3 und epac∆1/epac∆2 (graue Balken), zeigten eine signifikante Reduktion der STM und MTM Ge-
dächtnisleistung. (D),(E) Bei einer Aufspaltung des MTM in seine einzelnen Komponenten mittels eines Kälte-
schocks wurde das stabile ARM wildtypische ausgebildet, wohingegen jedoch das labile ASM komplett beein-
trächtigt wurde. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 7-10. Die unterschiedlichen Buchstaben zei-
gen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p≤0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werden auf 
dem Level von p≥0.05 angegeben. 
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PKA zeigte ebenfalls eine STM-spezifische und eine ASM-spezifische Funktion, was darauf 

hindeuten könnte, dass PKA und EPAC die Bildung dieser Gedächtniskomponenten mögli-

cherweise gemeinsam regulieren. Um zu untersuchen in welchen Gehirnstrukturen EPAC für 

die Bildung dieser Gedächtniskomponenten benötigt wird, wurden eine epac-RNAi und ein 

EPAC-Rettungskonstrukt verwendet. Diese mussten jedoch zunächst auf ihre Funktionalität 

hin untersucht werden.    

3.1.7 Gewebespezifische Manipulation von EPAC im Drosophila Gehirn 

Um die Funktion von EPAC bei der Bildung des STM und des labilen ASM näher zu charak-

terisieren, wurde die Aktivität von EPAC gewebespezifisch manipuliert. Dies geschah einer-

seits durch eine epac-RNAi, die die Expression von EPAC spezifisch herunterregulierte, oder 

durch ein EPAC-Rettungskonstrukt, welches eine wildtypische epac+cDNA im 

epac∆1/epac∆3-Mutantenhintergrund exprimierte, um somit eine wildtypische EPAC Aktivität 

wiederherzustellen.  

Um die Funktionalität zu testen, wurden beide Transgene panneural unter Kontrolle von elav- 

GAL4 exprimiert (Abb. 16). Den Erwartungen entsprechend zeigte eine panneurale Manipu-

lation von EPAC durch die epac-RNAi eine Beeinträchtigung der STM Gedächtnisleistung 

und der ASM Gedächtnisleistung (Abb. 16A). Die panneurale Expression der epac+cDNA im 

epac∆1/epac∆3-Mutantenhintergrund konnte die STM Gedächtnisleistung und die ASM Ge-

dächtnisleistung wieder auf ein wildtypisches Niveau herstellen (Abb. 16B). Das ARM zeigte 

bei beiden Manipulationen keinen Effekt, wurde demnach wildtypisch ausgebildet (Abb. 

16A,B). Eine Expression der epac+cDNA in einem Wildtyphintergrund zeigte keine Verände-

rung der Gedächtnisleistung, weder bei der Bildung des STM noch beim ASM. Folglich be-

wirkt eine erhöhte panneural getriebene EPAC Aktivität keinen „Gain of function“ Effekt 

(Abb. 16B).  

Die verwendete epac-RNAi ist somit fähig die Expression von EPAC effektiv herunterzure-

gulieren und das verwendete EPAC-Rettungskonstrukt kann die reduzierte EPAC Expression 

der epac∆1/epac∆3-Mutante auf ein wildtypisches Niveau bringen. Demnach erlauben diese 

beiden Ansätze eine Identifizierung neuronaler Strukturen, in denen EPAC für die Bildung ol-

faktorischer Gedächtnisse notwendig und/oder hinreichend ist.   
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Abbildung 16: Spezifische genetische Manipulation von EPAC. Die transgene Expression der epac-RNAi 
oder einer wildtypischen epac+cDNA in einem epac-Mutantenhintergrund moduliert die EPAC Aktivität. (A) 
Die panneurale Manipulation mit der epac-RNAi (dunkelgrauer Balken) reduzierte signifikant die STM Ge-
dächtnisleistung und die ASM Gedächtnisleistung auf Mutantenniveau (schwarzer Balken), wobei das ARM 
wildtypisch ausgebildet wurde. Die genetischen Kontrollen zeigten eine wildtypische Gedächtnisleistung in allen 
gemessenen Gedächtniskomponenten (hellgraue Balken). (B) Eine panneurale genetische Rettung mit einer 
wildtypischen epac+cDNA in einem epac-Mutantenhintergrund führte zu einer Wiederherstellung der STM Ge-
dächtnisleistung, sowie der ASM Gedächtnisleistung (dunkelgrauer Balken). Die genetischen Kontrollen zeigten 
erwartungsgemäß eine Gedächtnisleistung auf Mutantenniveau (hellgraue Balken). Eine Überexpression des 
epac+cDNA Rettungskonstruktes im Wildtyphintergrund (gestreifter Balken) zeigte eine wildtypische STM und 
ASM Gedächtnisleistung, wodurch ein „Gain of function“ Effekt ausgeschlossen werden kann. Alle Daten reprä-
sentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 8-12. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signifikan-
zen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werden auf dem Level von p≥0.05 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-spezifische Funktion und eine ASM-spezifische 

Funktion innerhalb der verschiedenen Loben der MBs festgestellt werden. EPAC zeigte eben-

falls eine Funktion bei der Bildung dieser beiden Gedächtniskomponenten. Um Rückschlüsse 

über mögliche funktionelle Gemeinsamkeiten oder Unterschiede der beiden durch cAMP ak-

tivierten Proteine ziehen zu können, wurde im Folgenden die Funktion von EPAC innerhalb 

der MBs genauer untersucht. Dazu wurden die gleichen GAL4-Linien verwendet, die auch bei 

der Analyse der PKA Funktion benutzt wurden. Eine Herunterregulation von EPAC in den 

KCs durch die GAL4-Linie mb247 (α/β und γ Loben) zeigte eine signifikante Reduktion der 

STM Gedächtnisleistung auf Höhe der EPAC Nullmutante epac∆1/epac∆3, die als Vergleich 

dargestellt wurde. Anders als bei PKA jedoch zeigten die einzelnen Loben, markiert durch die 

17d (α/β Loben) und die NP1131 (γ Loben), eine Beeinflussung bei der Bildung des STM 

(Abb. 17A), was auf eine nicht- redundante Beteiligung der Loben hindeutet. Demnach wird 

EPAC für die Bildung des STM in den α/β und γ Loben der MBs benötigt. Bemerkenswer-

terweise konnte bei der Bildung des labilen ASM dieselbe funktionelle Notwendigkeit inner-
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halb des Lobensystems festgestellt werden (Abb. 17B), wobei das stabile ARM wildtypisch 

ausgebildet wurde (Abb. 17C). Eine Herunterregulierung von EPAC auf der Ebene der ORNs 

und der PNs zeigte keinen Effekt auf die Gedächtnisbildung, was darauf hindeutet, das EPAC 

in diesen Neuropilen nicht benötigt wird (Abb. 17A+B). Als zusätzliche genetische Kontrolle 

wurden die verwendeten GAL4-Linien mit dem Wildtyp verkreuzt, um eine mögliche Beein-

flussung der verwendeten GAL4-Linien auszuschließen. Die genetischen Kontrollen zeigten 

eine wildtypische Gedächtnisleistung bei der Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten 

(Abb. 17D). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: EPAC ist auf der Ebene der KCs für die Bildung des STM und des ARM notwendig.  Die 
gewebespezifische Manipulation von EPAC durch einen RNAi-Ansatz wurde verwendet, um notwendige Neu-
ropile zu bestimmen, die für die Bildung des STM und des labilen ASM benötigt werden. Die schwarzen Balken 
zeigen zum Vergleich die Gedächtnisleistung der EPAC Nullmutante epac∆1/epac∆3. (A) Die gezielte Herunter-
regulation von EPAC beeinflusste die STM Gedächtnisleistung auf der Ebene der KCs markiert durch die 
GAL4-Linien mb247, 17d und NP1131. (B) Die ASM Gedächtnisleistung wurde auf der Ebene der KCs durch 
die gleichen GAL4-Linien beeinflusst, die auch das STM beeinträchtigten. (C) Das ARM zeigte keine Beein-
flussung durch die gewebespezifische Herunterregulation von EPAC. (D) Die genetischen Kontrollen der Pilz-
körpereffektorlinien im wildtypischen Hintergrund zeigten eine normale STM, ASM und ARM Gedächtnisleis-
tung. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 7-12. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die sta-
tistischen Signifikanzen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werden auf dem Level 
von p≥0.05 angegeben. 
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3.1.9 EPAC Signale in den KCs der MBs sind für die Bildung des STM und des ASM 

hinreichend 

Neben der Möglichkeit einer Lokalisation der EPAC Funktion innerhalb olfaktorischer Neu-

ropile durch die Verwendung eines RNAi-Ansatzes, besteht die Möglichkeit zu untersuchen, 

in welchen Neuropilen EPAC minimal gebraucht wird, um eine wildtypische STM und ASM 

Gedächtnisleistung wiederherzustellen. Die Experimente aus Abschnitt 3.1.7 zeigten die 

Funktionalität des verwendeten EPAC-Rettungskonstruktes bei einer panneuralen Expression 

im epac∆1/epac∆3-Mutantenhintergrund. Dieses Rettungskonstrukt wurde zusammen mit der 

GAL4-Linie mb247 in den epac∆1/epac∆3-Mutantenhintergrund gekreuzt, um die wildtypische 

epac+cDNA spezifisch in den α/β und γ Loben exprimieren zu können. Aufgrund der zeitauf-

wendigen Genetik konnten im Zuge dieser Arbeit nur die α/β und γ Loben, markiert durch die 

Linie mb247, näher betrachtet werden. Bei einer Expression der epac+cDNA im Mutantenhin-

tergrund unter Kontrolle dieser GAL4-Linie konnte sowohl die STM Gedächtnisleistung, als 

auch die ASM Gedächtnisleistung auf ein wildtypisches Niveau wiederhergestellt werden 

(Abb. 18). Demzufolge besitzt EPAC eine spezifische Funktion bei der Bildung des STM und 

des ASM und ist für die Bildung dieser Gedächtniskomponenten in den α/β und γ Loben der 

MBs notwendig und hinreichend.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: EPAC ist in den KCs hinreichend für die Bildung des STM und des ASM. Durch eine Ex-
pression einer wildtypischen epac+cDNA im epac∆1/epac∆3-Mutantenhintergrund in den KCs der α/β und γ Lo-
ben der MBs konnte eine wildtypische STM und ASM Gedächtnisleistung wiederhergestellt werden (dunkel-
grauer Balken). Die genetischen Kontrollen zeigten erwartungsgemäß eine Gedächtnisleistung auf Mutantenni-
veau (hellgraue Balken). Als Vergleich wurde die Herunterregulation von EPAC in der GAL4-Linie mb247 dar-
gestellt, die den Wert des Mutantenniveaus aufzeigt (schwarzer Balken). Alle Daten repräsentieren Mittelwerte 
+/- SEM; n = 7-10. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von 
p<0.001 an.     
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3.1.10 Vergleichende Gegenüberstellung PKA-spezifischer und EPAC-spezifischer 

Signale bei der Bildung des olfaktorischen Gedächtnisses  

Sowohl PKA als auch EPAC besitzen eine spezifische Funktion bei der Bildung des STM und 

des labilen ASM (Abb. 19A+B). Die beide cAMP Effektoren unterstützen die Bildung dieser 

beiden Gedächtniskomponenten auf der Ebene der KCs in den gleichen Neuropilen, d.h. in 

den α/β und γ Loben (mb247). EPAC besitzt jedoch in den α/β (17d) und γ (NP1131) Loben 

eine Funktion bei der Bildung des STM und des labilen ASM, während PKA Signale in den 

α/β oder γ Loben für die Bildung dieser Gedächtniskomponenten benötigt werden.  

Ein entscheidender Unterschied zwischen den beiden cAMP Effektoren besteht darin, dass 

PKA zusätzlich zu seiner Funktion bei der Bildung des STM und des labilen ASM, ebenfalls 

eine Funktion bei der Bildung des stabilen ARM besitzt (Abb. 19C). Bei der Bildung der 

stabilen Gedächtniskomponente werden PKA Signale innerhalb eines komplexen Netzwerkes 

benötigt, welches mehrere synaptische Schnittstellen (LNs-PNs-KCs) umfasst. Dabei werden 

PKA Signale offensichtlich sehr spezifisch innerhalb der LNs benötigt, da nur in den LNs des 

zweiten Typus (LNs2) eine Funktion von PKA bei der Bildung der stabilen Komponente auf-

gezeigt werden konnte.  

 

 

 

Abbildung 19: Schematische Gegenüberstellung der PKA-spezifischen und EPAC-spezifischen Funktion 
bei der Bildung des STM, ASM und ARM. PKA und EPAC Signale werden für die Bildung der unterschiedli-
chen Gedächtniskomponenten teilweise in den gleichen Gehirnregionen benötigt. Die schematische Gegenüber-
stellung gibt einen Überblick über die PKA-abhängigen Funktionen (rot markiert) und über die EPAC-
abhängigen Funktionen (blau markiert) in den einzelnen Neuropilen des olfaktorischen Signalweges. LN1, loka-
le Interneurone Typ I; LN2, lokale Interneurone Typ II; PNs, Projektionsneurone; C, Calyx; P, Pedunculus; α, 
α‘, β, β‘, γ Lobensystem der MBs. PKA und EPAC Signale werden bei der Bildung des STM (A) und des ASM 
(B) in den α/β und γ Loben benötigt. Dabei ist EPAC in den α/β und γ Loben notwendig, wobei PKA Signale 
entweder in den α/β oder γ Loben für die Bildung dieser Gedächtnisse benötigt werden. (C) EPAC Signale wer-
den nicht für die Bildung des ARM benötigt, während PKA Signale in den α/β und γ Loben, den PNs und den 
LNs2 für die Bildung dieser Gedächtniskomponente notwendig ist.   
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3.2 Der Einfluss des synaptischen Proteins Tomosyn auf die Gedächtnisbil-

dung bei Drosophila melanogaster 

Das präsynaptische Protein Tomosyn nimmt eine regulatorische Funktion bei der synapti-

schen Transmission ein, indem es das Vesikel-Priming und somit die kontrollierte Freisetzung 

von Neurotransmittern hemmt (Ashery et al., 2009; Gracheva et al., 2006; Sakisaka et al., 

2008; Yamamoto et al., 2009). Untersuchungen an Vertebraten deuten darauf hin, dass Tomo-

syn direkt durch die cAMP-abhängige PKA phosphoryliert wird (Baba et al., 2005). Somit 

könnte Tomosyn möglicherweise ein wichtiger Effektor innerhalb des cAMP/PKA Signalwe-

ges sein, der eine Rolle beim Lernen und bei der Gedächtnisbildung spielt. Eine Überexpres-

sion von Tomosyn im Hippocampus von Mäusen zeigt beispielsweise eine Beeinträchtigung 

des räumlichen Lernens und der Gedächtnisleistung (Barak et al., 2013). Inwiefern eine 

Herunterregulation von Tomosyn einen funktionellen Einfluss auf die Gedächtnisbildung bei 

Drosophila besitzt und in welchen Gehirnarealen eine Funktion von Tomosyn für die Bildung 

eines olfaktorischen Gedächtnisses benötigt wird, ist bisher nicht bekannt und soll im letzten 

Abschnitt dieser Arbeit näher untersucht werden.  

Für die Analyse von Tomosyn wurden zwei verschiedene Ansätze gewählt. Durch einen 

RNAi-Ansatz besteht die Möglichkeit, Tomosyn spezifisch in bestimmten Neuropilen des 

Gehirns herunterzuregulieren, um somit dessen Notwendigkeit bei der Gedächtnisbildung zu 

bestimmen. Des Weiteren ist durch die Verwendung einer Tomosyn-Mutante und eines To-

mosyn-spezifischen Rettungskonstruktes die Möglichkeit gegeben, bestimmte Gehirnbereiche 

zu identifizieren, die für die Bildung eines Tomosyn-abhängigen Gedächtnisses hinreichend 

sind. Bevor jedoch der Einfluss von Tomosyn auf die Gedächtnisbildung mittels der aversiven 

olfaktorischen Duftkonditionierung analysiert werden konnte, wurden die verwendeten To-

mosyn-spezifischen RNAi-Transgene, UAS-tomosyn RNAi2 und UAS-tomosyn RNAi3, zu-

nächst auf ihre Funktionalität hin getestet (Abb. 20; Chen and Richlitzki et al., 2011). Die 

beiden verwendeten RNAi-Transgene zeigten bei einer panneurale Expression mit elav-GAL4 

eine signifikante Reduktion von Tomosyn. Eine Messung der Tomosyn-mRNA erfolgte durch 

eine quantitative RT-PCR und zeigte, dass beide RNAi-Linien eine signifikante Reduktion 

der mRNA hervorrufen können, wobei die UAS-tomosyn RNAi2 das mRNA Niveau von To-

mosyn um 80% reduzierte und die UAS-tomosyn RNAi3 um 65% (Abb. 20A). Um den Ver-

lust des Tomosyn-Transkriptes auf Proteinebene zu bestimmen, wurde ein Antikörper gegen 

Drosophila Tomosyn generiert (Chen and Richlitzki et al., 2011). Wildtypische Larven des 

dritten Larvenstadiums zeigten eine starke anti-Tomosyn Färbung in den neuromuskulären 

Verbindungen (NMJs, neuromuscular junctions), während die UAS-tomosyn RNAi2-Linie ei-
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ne Reduktion des Tomosyn Proteins um 70% und die UAS-tomosyn RNAi3-Linie eine Reduk-

tion von 56% hervorrief (Abb. 20B+C). Dies entspricht in etwa der Reduktion des Tomosyn-

mRNA Levels.      

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Eine panneurale Manipulation reduziert Tomosyn auf RNA- und Proteinebene. (A+B) Eine 
panneurale Expression der RNAi-Linien, UAS-tomosyn RNAi2 und UAS-tomosyn RNAi3, führte zu einer signi-
fikanten Reduktion der Tomosyn-mRNA quantifiziert mittels RT-PCR (A) und zu einem signifikanten Verlust 
der Tomosyn-Immunoreaktivität in neuromuskulären Verbindungen (NMJs, neuromuscular junctions) (B). (C) 
Konfokale Aufnahmen larvaler NMJs angefärbt mit anti-HRP, um neuronale Membranen zu visualisieren (ma-
genta) und anti-tomosyn, um Tomosyn zu visualisieren (grün). (adaptiert aus Chen and Richlitzki et al., 2011)     

Diese Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten RNAi-Linien fähig sind, die Tomosyn Ex-

pression signifikant herunterzuregulieren. Für die Untersuchungen der Funktion von Tomosyn 

bei der Gedächtnisbildung wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit nur die UAS-tomosyn 

RNAi3-Linie verwendet.  

3.2.1 Tomosyn wird für die Bildung des ASM benötigt 

Eine panneurale Expression der tomosyn RNAi3 zeigte eine signifikante Reduktion des Prote-

ins und konnte somit für eine funktionelle Analyse hinsichtlich der Gedächtnisbildung ver-

wendet werden. Neben der spezifischen Tomosyn-RNAi wurde die Tomosynmutante ∆924 

für die Verhaltensanalyse verwendet (Abb. 21). Die panneurale Herunterregulation der Tomo-

synexpression durch die Treiberlinie elav-Gal4, sowie die Mutante ∆924, zeigten eine signifi-

kante Reduktion des MTM (Abb. 21B), wobei das STM unbeeinträchtigt blieb und wildty-

pisch ausgebildet wurde (Abb. 21A). Eine Aufspaltung des MTM in seine einzelnen Kompo-
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nenten mittels eines Kälteschocks zeigte einen kompletten Verlust der labilen Gedächtnispha-

se, ASM (Abb. 21D). Die stabile Komponente, ARM, blieb dabei unbeeinträchtigt (Abb. 

21C). Da sowohl die Mutante als auch die tomosyn RNAi3 keinen Effekt in der STM Ge-

dächtnisleistung und in der ARM Gedächtnisleistung zeigten, deuten diese Ergebnisse auf ei-

ne spezifische Funktion von Tomosyn bei der Bildung des labilen ASM hin.  

 

 

Abbildung 21: Tomosyn wird für die Bildung des labilen ASM benötigt. Die genetische Manipulation mit 
der tomosyn RNAi3 und die Tomosynmutante ∆924 wurden in der aversiven olfaktorischen Konditionierung hin-
sichtlich ihres Einflusses auf die Gedächtnisbildung untersucht. (A) Eine panneurale Herunterregulation von 
Tomosyn durch die tomosyn RNAi3 (gestreifter Balken) sowie die Tomosynmutante ∆924 (dunkelgrauer Balken)  
führte zu keiner Beeinträchtigung der STM Gedächtnisleistung. (B) Dementgegen zeigten beide Manipulationen 
eine signifikante Reduktion der MTM Gedächtnisleistung. Eine Aufspaltung des MTM in seine einzelnen Kom-
ponenten durch einen Kälteschock zeigte ein wildtypisches ARM (C), während die labilen Komponente ASM 
komplett verloren ging (D). Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 7-10. Die unterschiedlichen 
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifikanten Unter-
schiede werden auf dem Level von p≥0.05 angegeben. 

In Vertebraten konnte gezeigt werden, dass Tomosyn durch PKA phosphoryliert wird (Baba 

et al., 2005). Inwiefern dies auch bei Drosophila zutrifft, ist bisher nicht bekannt. Die Ergeb-

nisse aus Abb. 21 deuten jedoch auf eine Beteiligung des cAMP/PKA Signalweges hin, da 

sowohl PKA als auch Tomosyn eine Funktion bei der Bildung des ASM besitzen (Abb. 9D 

und Abb. 21D). Ferner moduliert cAMP die synaptische Transmitterausschüttung über PKA-

abhängige Mechanismen (Seino and Shibasaki, 2005) beispielsweise durch die Phosphorylie-

rung präsynaptischer Proteine wie Synapsin (Knapek et al., 2010). Bei einer näheren Untersu-

chung der zeitlichen Dynamik der einzelnen Gedächtniskomponenten zeigte die Tomosynmu-

tante ∆924 nach einer anfänglich wildtypische Akquise und einem wildtypischen 1h Gedächt-

nis, eine rapide Reduktion der Gedächtnisleistung (Abb. 22). Eine ähnliche zeitliche Dynamik 

konnte bei einer Störung der AKAP-PKA Interaktion durch das Kompetitorpeptid UAS-

eCOPR2 gezeigt werden, die ebenfalls zu einem Verlust der labilen Komponente ASM führt 
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(Schwaerzel et al., 2007). Dies lässt auf eine mögliche Phosphorylierung von Tomosyn durch 

geankertes PKA schließen.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Zeitliche Dynamik der Gedächtnisphasen im Wildtyp und in der Tomosynmutante ∆924. 
Bei einem Vergleich mit dem Wildtyp W1118 zeigte die Tomosynmutante ∆924 nach einer anfänglichen norma-
len Akquise und einem wildtypischen 1h Gedächtnis eine rapide Reduktion in der Gedächtnisleistung. Nach 2h 
erreichte diese Abnahme einen stabilen Wert. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 8. Statistische 
Signifikanzen sind auf dem Level von p<0.001 angegeben. 

3.2.2 Tomosyn wird auf der Ebene der KCs für die Bildung des ASM benötigt   

Tomosyn besitzt eine spezifische Funktion bei der Bildung der labilen Gedächtnis-

komponente, ASM. Um die neuronalen Korrelate näher zu bestimmen, in denen Tomosyn für 

die Bildung der labilen Gedächtniskomponente notwendig ist, wurde die tomosyn RNAi3-

Linie in den einzelnen Neuropilen des olfaktorischen Pfades exprimiert (Abb. 23). Dabei 

zeigte sich auf der Ebene der KCs, markiert durch die GAL4-Linie OK107, ein Verlust des 

labilen ASM. Auf der Ebene der ORNs, PNs und LNs konnte keine Beeinflussung dieser Ge-

dächtnisphase beobachtet werden (Abb. 23A). Das stabile ARM wurde bei einer Herunterre-

gulation von Tomosyn in allen verwendeten Linien wildtypisch ausgebildet (Abb. 23B). Die 

GAL4-Linie OK107 markiert neben dem Lobensystem der Pilzkörper (α/β und γ Loben) zu-

sätzlich noch 103 LNs (Chou et al., 2010), so dass eine mögliche Beteiligung anderer Neuro-

pile nicht ausgeschlossen werden konnte. Auf der Ebene der LNs wurde die GAL4-Linie 

NP2426 verwendet, die jedoch keine Beeinträchtigung in der Gedächtnisleistung zeigte.  

Für eine genauere Analyse der Tomosynfunktion in den einzelnen Neuropilen wurden weitere 

gewebespezifische GAL4-Linien verwendet. Eine Expression der tomosyn RNAi3 in den spe-

zifischeren GAL4-Linien mb247 (α/β und γ Loben), GH298 und NP1227 (LNs) führte jedoch 

zu einer Letalität der Individuen, so dass diese Linien nicht verwendet werden konnten. Mög-

licherweise exprimieren diese GAL4-Linien in entwicklungsrelevanten Strukturen, in denen 
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Tomosyn benötigt wird, um ein Überleben zu ermöglichen. Um dennoch die Funktion von 

Tomosyn innerhalb der KCs näher bestimmen zu können, wurden die lobenspezifischen 

GAL4-Linien 17d (α/β Loben), NP1131 (γ Loben) und 305a (α’/β‘ Loben) verwendet (Abb. 

23C). Eine Expression der tomosyn RNAi3 führte in den einzelnen Loben (α/β, α’/β‘ oder γ 

Loben) zu einem Verlust des ASM, wobei das ARM wildtypisch ausgebildet wurde (Abb. 

23D). Das STM und das 1Stunden Gedächtnis blieben unbeeinträchtigt, was die zeitliche Dy-

namik der Tomosynfunktion zusätzlich unterstützt (Abb. 23E+F).  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine spezifische Tomosynfunktion innerhalb der 

MBs notwendig ist, wobei Tomosyn in den einzelnen Loben, den α/β, α’/β‘ und γ Loben be-

nötigt wird, um die Bildung der labile Komponente des MTM zu unterstützen.  

 

 

 
Abbildung 23: Tomosyn wird auf der Ebene der KCs für die Bildung des ASM benötigt. Eine gewebespezi-
fische Manipulation von Tomosyn wurde verwendet, um innerhalb des olfaktorischen Pfades notwendige Neu-
ropile zu bestimmen, die für die Bildung des ASM benötigt werden. (A, B) Die gezielte Manipulation mit der 
tomosyn RNAi3 führte zu einem Verlust der ASM Gedächtnisleistung auf der Ebene der KCs durch die Linie 
OK107. Das konsolidierte ARM wurde wildtypisch ausgebildet. (C, D) Eine Herunterregulation von Tomosyn in 
den einzelnen Loben zeigte eine signifikante Beeinträchtigung des ASM in allen 3 Loben, markiert durch die Li-
nien 17d (α/β), NP1131 (γ) und 305a (α’β‘), wobei das ARM wildtypisch ausgebildet wurde. (E, F) Das STM 
und das 1h Gedächtnis wurden wildtypisch ausgebildet. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 7-
11. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p<0.001 an. 
Keine signifikanten Unterschiede werden auf dem Level von p≥0.05 angegeben. 
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3.2.3 Tomosyn ist in den γ Loben der KCs für die Bildung des labilen ASM ausrei-

chend 

Mit Hilfe eines Tomosyn Rettungskonstruktes konnte nun untersucht werden, in welchen Tei-

len des Lobensystems Tomosyn minimal benötigt wird, um ein wildtypisches ASM auszubil-

den. Hierzu wurde ein UAS-tomosyn+ Transgen im Mutantenhintergrund verwendet, welches 

eine tomosynspezifische cDNA enthielt, die das Tomosyn Protein unter Kontrolle einer UAS 

exprimierte. Zunächst wurde das Konstrukt unter Kontrolle des panneuralen Treibers elav-

GAL4 exprimiert und auf dessen Funktionalität hin getestet (Abb. 24). Das verwendete Kon-

strukt konnte eine wildtypische ASM Gedächtnisleistung wiederherstellen (Abb. 24A), wobei 

das ARM normal ausgebildet wurde (Abb. 24B). Die genetischen Kontrollen verhielten sich 

wildtypisch, so dass dieses Ergebnis auf eine Funktionalität des verwendeten Rettungskon-

struktes hindeutet.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 24: Die tomosynspezifische cDNA ist funktionell in der Lage den ASM Effekt zu retten. (A) 
Das verwendete Tomosynrettungskonstrukt UAS-tomosyn+ cDNA im Mutantenhintergrund (schwarzer Balken) 
konnte die ASM Gedächtnisleistung auf Wildtypniveau wiederherstellen. Die genetischen Kontrollen zeigten im 
Mutantenhintergrund bzw. im Wildtyphintergund entweder eine Reduktion des ASM oder eine wildtypische 
ASM Gedächtnisleistung. (B) Das ARM zeigte keine signifikanten Unterschiede. Alle Daten repräsentieren Mit-
telwerte +/- SEM; n = 7-11. Es wurden für diese Experimente nur Männchen gewertet. Die unterschiedlichen 
Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifikanten Unter-
schiede werden auf dem Level von p≥0.05 angegeben.  

Eine Herunterregulation von Tomosyn in den spezifischen GAL4-Linien mb247 und GH298 

führte zu einer Letalität der Individuen. Um die einzelnen Neuropile, die für die Ausbildung 

eines wildtypischen ASM minimal erforderlich sind dennoch bestimmen zu können, wurden 

diese beiden Treiberlinien zusammen mit dem Tomosynrettungskonstrukt im Mutantenhin-

tergrund exprimiert (Abb. 25). Dabei zeigte sich eine spezifische Rettung der ASM Gedächt-

nisleistung in den KCs durch die Gal4-Linie mb247 (Abb. 25A). Eine Expression der UAS-

tomosyn+ cDNA in den LNs zeigte keine Rettung des ASM. Zusammen mit dem Ergebnis, 
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dass eine Expression der tomosyn RNAi3 in den LNs durch die Linie NP2426 keine Beein-

trächtigung in der ASM Gedächtnisleistung zeigte, lässt dies darauf schließen, dass Tomosyn 

in diesem Neuropil nicht für die Bildung eines wildtypischen ASM benötigt wird. Die ARM 

Gedächtnisleistung blieb in allen gemessenen Gruppen unbeeinträchtigt (Abb. 25B).  

Diese Ergebnisse deuten auf eine spezifische Tomosynfunktion innerhalb der KCs hin, wobei 

das Vorhandensein von Tomosyn in den KCs ausreichend ist, um ein wildtypisches ASM 

auszubilden.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Tomosyn ist auf der Ebene der KCs für die Bildung des ASM ausreichend. Gewebespezifi-
sche  Expression der UAS-tomosyn+ cDNA im Mutantenhintergrund in den LNs und den KCs. (A) Die Wieder-
herstellung eines wildtypischen ASM benötigte die Expression der UAS-tomosyn+ cDNA in den KCs durch die 
Gal4-Linie mb247 (schwarzer Balken). (B) Das ARM wurde sowohl in den Effektorlinien, als auch in den gene-
tischen Kontrollen wildtypisch ausgebildet. Alle Daten repräsentieren Mittelwerte +/- SEM; n = 9-12. Es wurden 
für diese Experimente nur Männchen gewertet. Die unterschiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signi-
fikanzen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifikanten Unterschiede werden auf dem Level von p≥0.05 
angegeben.  

Um die Rettung des ASM innerhalb der KCs näher zu untersuchen, wurde die UAS-tomosyn+ 

cDNA in den einzelnen Loben der KCs exprimiert (Abb. 26). Dabei zeigte die Linie NP1131, 

die die γ Loben markiert, eine erfolgreiche Rettung der ASM Gedächtnisleistung. Eine Ex-

pression der tomosyn+ cDNA in den beiden anderen Loben durch die Linien 17d (α/β Loben) 

und c305a (α’/β‘ Loben) zeigte keine Rettung des ASM Effektes (Abb. 26A). Das ARM wur-

de bei allen verwendeten Linien und deren genetischen Kontrollen wildtypisch ausgebildet 

(Abb. 26B).  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Tomosynfunktion innerhalb der γ Loben der 

KCs sowohl notwendig als auch hinreichend für die Bildung des labilen ASM ist. Jedoch 

kann die Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass spezifischere GAL4-Linien ebenfalls 

eine hinreichende Tomosynfunktion in den anderen Loben bei der Bildung des ASM zeigen 
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könnten. Die hier verwendete GAL4-Linie 17d markiert nur einen sehr kleinen Teil der α/β 

Loben (Akalal et al., 2006). Im Zuge dessen wurden zusätzliche GAL4-Linien, die c722 und 

die c739, getestet, die ebenfalls die α/β Loben der KCs markieren und eine ASM Beeinträch-

tigung bei der Herunterregulation des Tomosyn-Proteins zeigten. Eine Expression der tomo-

syn+ cDNA in diesen Linien führte jedoch auch zu keiner erfolgreichen Rettung (Daten nicht 

aufgeführt).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Tomosyn ist innerhalb der KCs in den γ Loben für die Bildung des ASM hinreichend.  (A) 
Die Expression der UAS-tomosyn+ cDNA in den γ Loben der KCs durch die Linie NP1131 war ausreichend, um 
ein wildtypisches ASM zu bilden. Eine Rettung mit der cDNA in den anderen beiden Loben zeigte keine Wie-
derherstellung der ASM Gedächtnisleistung. (B) Das ARM wurde wildtypisch ausgebildet. Alle Daten repräsen-
tieren Mittelwerte +/- SEM; n = 9-12. Es wurden für diese Experimente nur Männchen gewertet. Die unter-
schiedlichen Buchstaben zeigen die statistischen Signifikanzen auf dem Level von p<0.001 an. Keine signifikan-
ten Unterschiede werden auf dem Level von p≥0.05 angegeben. 

Zusammenfassend betrachtet zeigen diese Ergebnisse, dass Tomosyn eine spezifische Funkti-

on bei der Bildung der labilen Gedächtnisphase ASM besitzt. Die zeitliche Dynamik der Ge-

dächtnisleistung lässt eine mögliche Phosphorylierung durch PKA vermuten. Tomosyn ist in 

den α/β und γ Loben der MBs für die Bildung des ASM notwendig, wobei Tomosyn bereits in 

den einzelnen Loben (α/β, α’/β‘ und γ Loben) eine Funktion besitzt. Eine Wiederherstellung 

des Tomosyn-Proteins in den γ Loben ist hinreichend, um ein wildtypisches ASM zu bilden.  

 

 

 

 



                                                                                                                              DISKUSSION 

63 

4 Diskussion 

In dieser Arbeit konnte eine funktionelle Zuordnung der beiden cAMP Effektoren, PKA und 

EPAC, hinsichtlich ihres Einflusses bei der Bildung spezifischer Gedächtniskomponenten 

aufgezeigt werden. Das olfaktorische Gedächtnis besteht aus verschiedenen Gedächtniskom-

ponenten, deren Bildung scheinbar durch unterschiedliche cAMP Signalwege moduliert wer-

den können, die subzellulär und innerhalb neuronaler Netzwerke voneinander dissoziiert sind. 

4.1 Aktivitätsabhängige PKA Signale werden innerhalb definierter Netzwer-

ke für die Gedächtnisbildung benötigt 

Die Bildung des olfaktorischen Gedächtnisses ist sehr empfindlich gegenüber der vorhande-

nen PKA Aktivität. Mit Hilfe eines RNAi Ansatzes konnten mehrere funktionelle PKA Betei-

ligungen ermittelt werden, die spezifisch die Formation der einzelnen Gedächtniskomponen-

ten (STM, ASM und ARM) fördern. Bisherige Arbeiten verwendeten Proteinkinaseinhibito-

ren oder hypomorphe Mutanten, um den Einfluss von PKA auf die Gedächtnisbildung zu un-

tersuchen (Drain et al., 1991; Goodwin et al., 1997; Horiuchi et al., 2008; Li et al., 1996; 

Skoulakis et al., 1993). Ein großer Vorteil eines RNAi Ansatzes liegt jedoch darin, dass es 

möglich ist, gewebespezifisch die Aktivität eines Proteins herunterzuregulieren, um dessen 

Funktion innerhalb dieses Gewebes zu untersuchen (Brand and Dormand, 1995; Duffy, 2002). 

Somit konnten verschiedene PKA Signale innerhalb des neuronalen Netzwerkes identifiziert 

werden, die für die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten benötigt werden. Im All-

gemeinen ist ein gewebespezifischer RNAi Ansatz dadurch beschränkt, dass verschiedene 

GAL4-Linien unterschiedliche Expressionsstärken hervorrufen können, beispielsweise ist die 

Temperatur ein wichtiger Faktor, der die Expression negativ beeinflussen kann (Duffy, 2002). 

Um diese Unzugänglichkeit zu vermeiden, wurde eine progressive Manipulation gewählt, die 

die PKA Aktivität effektiv innerhalb eines definierten Expressionsmusters bei einer stabilen 

Temperatur von 30°C herunterregulierte. Somit wurde die funktionelle Zuordnung von PKA 

innerhalb des neuronalen Netzwerkes nur durch die Spezifität der einzelnen GAL4-Linien be-

schränkt. 

Anhand der verwendeten GAL4-Linien konnten demzufolge zwei neuronale Netzwerke iden-

tifiziert werden, die an der Bildung der unterschiedlichen Gedächtniskomponenten beteiligt 

sind: erstens auf der Ebene der ALs und der MBs bei der Bildung des stabilen ARM, genauer 

gesagt in den LNs, den PNs und in den KCs der αβ und γ Loben (Abb. 12A,B + 13B,E) und 

zweitens auf der Ebene der αβ oder γ Loben bei der Bildung des labilen ASM und des STM 

(Abb. 13). Obwohl die Bildung des labilen ASM und des STM offensichtlich eine Funktion 
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von PKA in den gleichen Neuropilen erfordert, benötigen sie jedoch unterschiedliche PKA 

Aktivitätsschwellenwerte. Das STM zeigte bei der progressiven Manipulation der PKA Akti-

vität eine graduelle Abnahme der Gedächtnisleistung; je geringer die PKA Aktivität, desto 

größer die Reduktion der STM Gedächtnisleistung (Abb. 9A), während das labile ASM in ei-

nem „Alles oder Nichts-Prinzip“ beeinflusst wurde d.h. eine geringe Reduktion der PKA Ak-

tivität zeigte keine Beeinträchtigung des ASM, während eine Reduktion der PKA Aktivität 

um 70% zu einem sofortigen Verlust führte (Abb.9D). Folglich konnten drei verschiedene 

PKA abhängige Signale identifiziert werden, die auf der Ebene der KCs aktivitätsabhängig 

agieren und spezifisch die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten (STM, ASM, 

ARM) unterstützen.  

Bisherige Arbeiten legen die Vermutung nahe, dass verschiedene PKA Aktivitätsschwellen-

werte unterschiedlich auf die Gedächtnisbildung wirken (Drain et al., 1991; Horiuchi et al., 

2008; Li et al., 1996; Skoulakis et al., 1993). Kohärent mit diesen Befunden scheint es, als 

müsse mindestens 50% der wildtypischen PKA Aktivität vorhanden sein, um ein wildtypi-

sches Lernen und eine wildtypische Gedächtnisleistung zu initiieren. Eine reduzierte PKA 

Aktivität zwischen 20% bis 50% beeinträchtigt die Formation des STM und des labilen ASM, 

während das stabile ARM unbeeinflusst bleibt. Erst eine weitere Reduktion der PKA Aktivität 

auf unter 10% führt zu einem Verlust der stabilen Komponente.  

Diese Befunde deuten auf eine sehr spezifische subzelluläre Regulierung von PKA während 

der Formation der einzelnen Gedächtniskomponenten hin. Interessanterweise konnten in einer 

Studie zwei PKA-DC0 Mutanten identifiziert werden, die einen gegenteiligen Einfluss von 

PKA bei der Bildung des stabilen ARM aufzeigen (Horiuchi et al., 2008). Diese beiden Mu-

tanten besitzen eine veränderte PKA Aktivität von ~50%, zeigen jedoch erstaunlicherweise 

eine enorme Verbesserung in der ARM Gedächtnisleistung. Diese Verbesserung konnte aller-

dings nur innerhalb eines sehr schmalen PKA Aktivitätsfensters beobachtet werden (Horiuchi 

et al., 2008). Dies ist nicht unbedingt inkonsistent mit den Ergebnissen dieser Arbeit, sondern 

unterstützt eher die Vermutung, dass PKA eine modulatorische Funktion bei der Bildung des 

stabilen ARM besitzt. In Anbetracht dessen, dass eine stark herunterregulierte PKA Aktivität 

die Phosphorylierung stromabwärts gelegener Zielsubstrate wie Ionenkanäle oder synapti-

scher Proteine enorm einschränkt, ist ein Verlust der stabilen Gedächtniskomponente nicht 

verwunderlich.  
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4.1.1 Akut vs. entwicklungsbedingte Auswirkungen einer stark herunterregulierten 

PKA Aktivität 

Eine massive Manipulation der PKA Aktivität birgt einige Schwierigkeiten, da PKA inner-

halb vieler zellulärer Prozesse benötigt wird und unter anderem auch während der Entwick-

lung eine wichtige Rolle spielt (Lane and Kalderon, 1993; Li et al., 1995). Einige Studien 

konnten eindeutig zeigen, dass eine starke Manipulation der katalytischen DC0 Untereinheit 

schwerwiegenden Auswirkungen auf die Entwicklung der Fliegen zur Folge hat (Foster et al., 

1984; Lane and Kalderon, 1993; Skoulakis et al., 1993).  

Wie bereits erwähnt, führte erst eine starke panneurale Manipulation der PKA Aktivität zu ei-

nem Verlust der stabilen Gedächtniskomponente, ARM (Abb. 9). Weiterhin konnten bei die-

sen Fliegen morphologische Veränderungen, wie ein kleinerer Habitus und verkümmerte Flü-

gel beobachtet werden. Diese Befunde lassen auf eine entwicklungsbedingte Beeinflussung 

einer stark herunterregulierten PKA Aktivität schließen. Allerdings sprechen trotz allem eini-

ge Ergebnisse dieser Arbeit ebenfalls für eine akute Funktion von PKA bei der Bildung des 

stabilen ARM.  

Eine starke panneurale Manipulation führte bei einer Aufzucht unter verschiedenen Tempera-

turregimen (24C°vs.30C°) zu einem Verlust des stabilen ARM (Abb. 14). Bei einer geringe-

ren Aufzuchttemperatur wird die Effektivität der Manipulation etwas geschwächt, folglich 

wird die PKA Aktivität nicht ganz so stark herunterreguliert. Wie hoch die verbliebene PKA 

Aktivität bei einer Aufzuchttemperatur von 24°C tatsächlich ist, konnte im Zuge dieser Arbeit 

nicht mehr bestimmt werden. Dies wird jedoch derzeit in einem Folgeexperiment mit Hilfe 

eines PKA Aktivitätsassays ermittelt. Allerdings zeigten sich die morphologischen Defizite, 

die bei einer höheren Aufzuchttemperatur beobachtet werden konnten, bei einer geringeren 

Aufzuchttemperatur nicht mehr.   

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass für die Bildung des stabilen ARM PKA Signale in 

Neuropilen des olfaktorischen Weges erforderlich sind, die sich offensichtlich von denen un-

terscheiden, die für die Bildung des STM und des ASM benötigt werden d.h. auf der Ebene 

der LNs und der PNs. Bei einer starken Reduktion der PKA Aktivität in diesen Neuropilen 

wurde spezifisch das stabile ARM beeinträchtigt, während das STM und das ASM wildty-

pisch ausgebildet wurden (Abb. 12A,B). Demnach scheinen die nötigen Gehirnstrukturen, die 

für die Bildung olfaktorischer Gedächtnisse benötigt werden, adäquat zu funktionieren. Wei-

terhin konnte gezeigt werden, dass trotz einer starken Manipulation von PKA die sensori-

schen Reize adäquat verarbeitet werden können (Tab. 2). Durch eine restriktive Herunterregu-

lation von PKA in der adulten Fliege, konnte bereits eine akute Funktion von PKA bei der 
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Bildung des STM aufgezeigt werden. Jedoch müssten weitere Gedächtniskomponenten, ins-

besondere das ARM  getestet werden, um eine eindeutige Dissoziation zwischen der akuten 

und der entwicklungsbedingten Funktion von PKA aufzeigen zu können. 

4.2 EPAC besitzt eine Funktion bei der Bildung spezifischer Gedächtniskom-

ponenten 

Die Regulierung der synaptischer Transmitterausschüttung spielt eine wichtige Rolle bei der 

Bildung eines olfaktorischen Gedächtnisses (Kandel and Schwartz, 1982). Anhand diverser 

Mutanten konnte der intrazelluläre cAMP Signalweg als ein wichtiger Bestandteil identifiziert 

werden, der die Transmitterausschüttung moduliert (Renger et al., 2000; Zhong et al., 1992; 

Zhong and Wu, 1991). Generell wird angenommen, dass dabei die Aktivierung der cAMP ab-

hängige PKA einen entscheidenden Stellenwert einnimmt. PKA besitzt die Fähigkeit ver-

schiedene Ionenkanäle (Kandel and Schwartz, 1982) oder Proteine, die direkt an der Trans-

mitterausschüttung beteiligt sind, zu phosphorylieren (Baba et al., 2005; Hepp et al., 2002; 

Jovanovic et al., 2001; Risinger and Bennett, 1999; Trudeau et al., 1996). Mit der Entdeckung 

des cAMP Effektors EPAC (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998) konnte jedoch neben 

PKA ein weiterer wichtiger Effektor identifiziert werden, der in verschiedenen neuronalen 

Systemen eine Funktion bei der Regulierung der Transmitterausschüttung besitzt (Kaneko and 

Takahashi, 2004; Sakaba and Neher, 2003; Zhong and Zucker, 2005).  

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass EPAC spezifisch die Bildung des STM 

und des labilen ASM in Drosophila unterstützt (Abb. 15B,E). Demnach scheint die Bildung 

dieser Gedächtniskomponenten sehr viel komplexer zu sein, als bisher vermutet wurde (siehe 

auch Diskussion 4.4). EPAC wirkt in Anwesenheit von cAMP als ein Guaninnukleotid-

Austauschfaktor für kleine G-Proteine wie beispielsweise Rap1 und Rap2 der RAS Superfa-

milie (Bos, 2003; de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998), indem es den Austausch von 

GDP zu GTP vermittelt (Harper et al., 2008). Vor einiger Zeit konnte gezeigt werden, dass 

EPAC unabhängig von PKA bei der cAMP induzierten synaptischen Potenzierung der 

Transmitterausschüttung beteiligt ist (Cheung et al., 2006). Folglich nehmen sowohl PKA als 

auch EPAC eine aktive Rolle bei der Regulierung synaptischer Prozesse ein, die der Bildung 

der einzelnen Gedächtniskomponenten zu Grunde liegen. EPAC besitzt eine Vielzahl unter-

schiedlicher struktureller Domänen, die eine komplexe Beteiligung unterschiedlicher Bin-

dungspartner vermuten lässt (Bos, 2006). Beispielsweise bindet EPAC spezifisch an das Ve-

sikelprotein Rim (Ozaki et al., 2000), einem mit Rab3 interagierenden Molekül, welches prä-

synaptisch die Anhäufung von Ca2+-Kanälen und die Größe des RRP (Ready Releasable Pool) 
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reguliert (Graf et al., 2012). Demnach könnte ein Verlust von EPAC dazu führen, dass die 

durch Rim vermittelten synaptischen Prozesse unterbunden werden, was eine Reduktion der 

präsynaptischen Transmitterausschüttung zur Folge hätte. Zukünftig wird es von großem Inte-

resse sein, die komplexen molekularen Mechanismen des EPAC Signalweges genauer zu ana-

lysieren, um die genauen Zusammenhänge bei der Bildung EPAC abhängiger Gedächtnis-

komponenten zu verstehen. 

4.3 Unterschiedliche cAMP Signale modulieren die Bildung spezifischer Ge-

dächtniskomponenten  

Eine Regulierung des intrazellulären cAMP Spiegels und die damit verbundene Aktivität spe-

zifischer cAMP Effektoren und deren Substrate sind für die Bildung eines olfaktorischen Ge-

dächtnisses unabdingbar. Erst kürzlich wurden zwei cAMP Signale identifiziert, die unter-

schiedliche Funktionen bei der Bildung olfaktorischer Gedächtniskomponenten besitzen. Ein 

cAMP Signal ist sensitiv gegenüber einer Ca2+/ Calmodulin-abhängigen Adenylatcyclase Typ 

1, die durch rutabaga codiert wird, während das andere cAMP Signal sensitiv gegenüber ei-

ner durch dunce kodierten cAMP-spezifischen Phosphodiesterase Typ 2 ist (Chen et al., 1986; 

Dudai et al., 1976; Levin et al., 1992; Tully and Quinn, 1985). Das MTM besteht aus zwei 

funktionell voneinander unterscheidbaren Gedächtniskomponenten, dem labilen ASM und 

dem stabilen ARM (Quinn and Dudai, 1976). Die Bildung dieser beiden Gedächtniskompo-

nenten wird von unterschiedlichen cAMP Signalen unterstützt, wobei gezeigt werden konnte, 

dass rut-abhängige cAMP Signale für die Bildung des labilen ASM benötigt werden, während 

dnc-abhängige cAMP Signale bei der Bildung des stabilen ARM eine Rolle spielen 

(Scheunemann et al., 2012). Demnach scheint das cAMP Signalnetzwerk einen dualen Cha-

rakter zu besitzen, der die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten parallel und unab-

hängig voneinander fördert. Konsistent mit diesen Befunden, konnte in dieser Arbeit eine 

komplexe Beteiligung der beiden cAMP Effektoren, PKA und EPAC, bei der Bildung rut-

abhängiger und dnc-abhängiger Gedächtniskomponenten festgestellt werden. EPAC zeigte 

eine Funktion bei der Bildung des labilen ASM, was darauf schließen lässt, dass EPAC 

stromabwärts des rut-abhängigen cAMP Signalweges agiert. Hingegen zeigte eine graduelle 

Herunterregulierung von PKA eine weitaus komplexere Beteiligung bei der Bildung der ver-

schiedenen Gedächtniskomponenten (siehe auch Diskussion 4.1). Folglich werden PKA Sig-

nale sowohl für die Bildung der rut-abhängigen als auch für die Bildung der dnc-abhängigen 

Gedächtniskomponente benötigt.  
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Sowohl PKA als auch EPAC zeigten bereits beim STM einen Einfluss auf die Gedächtnisleis-

tung. In einem derzeitigen Model zur Dynamik des Gedächtnisses wird davon ausgegangen, 

dass die labile Gedächtniskomponente direkt nach dem Training ausgebildet wird und über 

die Zeit hinweg graduell abnimmt, während sich die stabile Gedächtniskomponente erst nach 

dem Training graduell entwickelt wird und über einen längeren Zeitpunkt stabil erhalten 

bleibt (Quinn and Dudai, 1976). Neuere Befunde konnten jedoch bereits beim STM eine labi-

le (dynamische) und eine stabile (basale) Gedächtniskomponente identifizieren (Knapek et al., 

2011; Scheunemann et al., 2013). Inwiefern die beiden STM Komponenten möglicherweise 

als Vorläufer der beiden MTM Komponenten zu betrachten sind, ist bisher unbekannt. Jedoch 

zeigen Untersuchungen an diversen Mutanten des cAMP Signalweges zumeist bereits beim 

STM eine Reduktion der Gedächtnisleistung (Dudai et al., 1976; Folkers et al., 1993; Knapek 

et al., 2010; Knapek et al., 2011; Livingstone, 1985; Scheunemann et al., 2012). Demnach 

könnte die in dieser Arbeit identifizierte STM Beteiligung von EPAC und PKA möglicher-

weise ebenfalls eine duale Funktion von cAMP widerspiegeln. Demzufolge wäre es interes-

sant zu untersuchen, ob bei EPAC oder PKA eher die stabile oder die labile STM Komponen-

te betroffen ist.   

4.4 Die Integration rutabaga-abhängiger cAMP Signale  

4.4.1 Rut-abhängige Gedächtniskomponenten können innerhalb der KCs durch un-

terschiedliche Signalwege gebildet werden  

Bei der olfaktorischen Konditionierung wird eine Assoziation zwischen einem Duft (CS) und 

einem US erlernt. Die Integration der Information dieser beiden Stimuli ist abhängig von ei-

ner dualen Stimulierung der rut-Adenylatcyclase, die als „Koinzidenzdetektor“ fungiert und 

einerseits durch die Ca2+/ Calmodulin und andererseits durch einen G-Protein gekoppelten 

Rezeptor aktiviert wird (Gervasi et al., 2010; Levin et al., 1992; Livingstone et al., 1984; 

Tomchik and Davis, 2009). Dabei gelten die KCs der MBs als eine notwendige Struktur, die 

an der CS/US Integration und somit an der Bildung eines olfaktorischen Gedächtnisses betei-

ligt sind (Connolly et al., 1996; Heisenberg, 2003; Zars et al., 2000). Die KCs können in un-

terschiedliche Substrukturen unterteilt werden, u.a. in die α/β, α´/β´ und γ Loben (Crittenden 

et al., 1998; Lee et al., 1999; Technau and Heisenberg, 1982). Rut wird vorrangig in den ein-

zelnen Loben exprimiert (Han et al., 1992), wobei rut-abhängige cAMP Signale synergistisch 

in den α/β und γ Loben für die Bildung des labilen ASM und des STM benötigt werden 

(Scheunemann et al., 2012). In diesen neuronalen Strukturen konnte ebenfalls eine Notwen-

digkeit von PKA und EPAC bei der Bildung dieser Gedächtniskomponenten festgestellt wer-
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den. Jedoch scheint im Fall von PKA eine andere Beteiligung der KCs der einzelnen Subsys-

teme notwendig zu sein. Die Analyse deutet auf eine funktionelle Redundanz zwischen den 

PKA Signalen innerhalb der α/β oder γ Loben bei der Bildung des labilen ASM (Vergleich 

Abb. 13C+F mit 13I+L) und des STM (Vergleich 13A+D mit 13G+H) hin, während rut-

abhängige cAMP Signale in den KCs der α/β und γ Loben erforderlich sind (Scheunemann et 

al., 2012). Für diese Diskrepanz könnte es mehrere mögliche Erklärungen geben.  

Spezifische Düfte aktivieren eine relativ begrenzte Population innerhalb der KCs, demnach 

besitzen individuelle KCs eine hohe duftspezifische Antwort (Akalal et al., 2006; Honegger et 

al., 2011; Murthy et al., 2008). In dieser Arbeit wurden andere Düfte verwendet, als in der 

obigen Studie. Eine Möglichkeit wäre folglich, dass ein anderes Aktivitätsmuster innerhalb 

der einzelnen KCs generiert wurde und somit eine funktionell unterschiedliche duftspezifi-

sche Antwort hervorgerufen wurde. Die in beiden Studien verwendete GAL4-Linie 17d bei-

spielsweise markiert nur eine sehr begrenzte Population KCs innerhalb der α/β Loben und 

wurde als eine GAL-4 Linie identifiziert, die duftspezifische Effekte hervorrufen kann 

(Akalal et al., 2006). Des Weiteren zeigen einige Studien in Abhängigkeit der verwendeten 

rut-Allele, widersprüchliche Befunde hinsichtlich der Notwendigkeit der unterschiedlichen 

KCs Subtypen bei der Bildung rut-abhängiger Gedächtniskomponenten (Akalal et al., 2006; 

McGuire et al., 2003; Scheunemann et al., 2012; Zars et al., 2000).  

Alternativ dazu aktivieren rut-abhängige cAMP Signale nicht einzig und alleine PKA als 

mögliches Zielsubstrat, sondern auch zusätzliche Substrate wie EPAC (Bos, 2006; de Rooij et 

al., 1998), welches ebenfalls die Bildung des labilen ASM und des STM in den einzelnen 

Subtypen der KCs unterstützt (Abb. 16A+B). Die letztere Alternative würde vorzugsweise zu 

einem Szenario führen, in dem rut-abhängige cAMP Signale parallel innerhalb der einzelnen 

Subsysteme verschiedene Signalwege aktivieren, einen cAMP/PKA abhängigen Signalweg 

und einen cAMP/EPAC abhängigen Signalweg. Beide Signalwege unterstützen die Bildung 

des STM und des labilen ASM in den α/β und γ Loben, wobei EPAC in Bezug auf PKA in-

nerhalb der KCs der einzelnen Loben eine redundante Funktion einnehmen kann d.h. wenn 

PKA in einem Subsystem wegfällt, können dennoch beide Gedächtniskomponenten über den 

cAMP/EPAC Signalweg gebildet werden. Andersherum scheint es jedoch nicht der Fall zu 

sein, da eine Funktion von EPAC in allen KCs der Loben für die Bildung des STM und des 

ASM benötigt wird. Eine mögliche Erklärung könnten die einzigartigen Signaleigenschaften 

von EPAC bieten. EPAC kann aufgrund seiner strukturell unterschiedlichen Domänen eine 

Vielzahl verschiedener Zielsubstrate binden und aktivieren (Bos, 2006; Harper et al., 2008), 

die direkt an der Regulation der Transmitterausschüttung beteiligt sind. Dabei scheint EPAC 
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jedoch nicht direkt die Größe des RRPs zu beeinflussen, sondern wirkt spezifisch auf die sy-

naptischen Vesikel, die unmittelbar vor der Ausschüttung stehen (Kaneko and Takahashi, 

2004; Sakaba and Neher, 2003).  

Aus Studien in Mammalia ist bekannt, dass diverse zelluläre Prozesse durch eine cAMP be-

dingte duale Stimulation von PKA und EPAC moduliert werden können (zusammengefasst in 

Schmidt et al., 2013), wobei die aktivierten Signalwege entweder unabhängig voneinander, 

synergistisch oder entgegengesetzt agieren können. Ob die beiden hier identifizierten Signal-

wege innerhalb der KCs der einzelnen Loben miteinander agieren, können die vorliegenden 

Daten dieser Arbeit nicht eindeutig klären. Interessanterweise gibt es jedoch eine Vielzahl sy-

naptischer Proteine, die sowohl von EPAC als auch von PKA aktiviert werden können. Bei-

spielweise agiert das durch EPAC aktivierte synaptische Protein Rim als ein großes molekula-

res Gerüstprotein, welches andere synaptische Proteine binden kann, von denen einige auch 

von PKA phosphoryliert werden können (Powell, 2006).   

4.4.2 Rut-abhängige Gedächtniskomponenten können durch unterschiedliche PKA 

Signale dissoziiert werden  

Intrazellulär kann PKA durch A-Kinase Ankerproteine (AKAPs) in spezifische subzelluläre 

Kompartimente organisiert werden, wodurch eine räumliche und eine zeitliche Regulierung 

lokaler cAMP Gradienten erfolgen kann (Wong and Scott, 2004). Das rut-abhängige STM 

und das labile ASM kann auf der Ebene von AKAPs dissoziiert werden. Eine Störung der 

AKAP-PKA Interaktion durch das Kompetitorpeptid eCOPR2 zeigt eine Notwendigkeit der 

AKAPs bei der Bildung des labilen ASM in den KCs der α/β und γ Loben, während das STM 

keine AKAP Beteiligung benötigt (Schwaerzel et al., 2007). Zwei Befunde dieser Arbeit un-

terstützen die Hypothese, dass ein spezifischer PKA-AKAP Komplex für die Bildung des 

ASM benötigt wird. Erstens, bei einer progressiven Herunterregulierung von PKA konnte ein 

abrupter und vollständiger Verlust des ASM ab einer reduzierten PKA Aktivität von 30% be-

obachtet werden. Dementgegen zeigte das STM eine graduelle Reduktion der Gedächtnisleis-

tung, was sich gut mit den Befunden einer graduellen Akquise der STM Gedächtnisleistung in 

Einklang bringen lässt (Scheunemann et al., 2013; Tully and Quinn, 1985). Zweitens, das prä-

synaptische Protein Tomosyn, ein Phosphorylierungssubstrat von PKA (Baba et al., 2005), 

wird spezifisch für die Bildung des ASM benötigt (Chen and Richlitzki 2011; Abb. 21).  

Interessanterweise scheint das rut-abhängige ASM jedoch nicht einzig und allein eine PKA-

AKAP-Tomosyn Verbindung zu benötigen, sondern erfordert ebenfalls eine Beteiligung des 

synaptischen Proteins Synapsin. Synapsin ist ein weiteres Phosphorylierungssubstrat von 
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PKA, welches offensichtlich jedoch nicht durch geankerte PKA phosphoryliert wird, da es die 

Bildung des labilen ASM und die Bildung des STM unterstützt (Godenschwege et al., 2004; 

Knapek et al., 2010; Michels et al., 2011). Demzufolge scheinen unterschiedliche PKA Pools 

vorhanden zu sein, frei verfügbares und gebundenes PKA, die selektiv aktiviert werden kön-

nen, um unterschiedliche Funktionen bei der Bildung spezifischer Gedächtniskomponenten 

einzunehmen. Dabei können die unterschiedlichen PKA Signalwege jedoch miteinander in-

teragieren, wie es bei der Bildung des ASM der Fall zu sein scheint. Eine Phosphorylierung 

von Synapsin reguliert die Vesikelabgabe vom Reserve Pool zur aktiven Zone (Akbergenova 

and Bykhovskaia, 2010), während eine Phosphorylierung von Tomosyn die Bildung des 

SNARE Komplexes reguliert (Baba et al., 2005). Folglich führt eine Phosphorylierung beider 

Proteine zu einer erhöhten Vesikelabgabe, welches für die Bildung des ASM benötigt wird.  

4.4.3 Model zur Bildung rut-abhängiger Gedächtniskomponenten 

Generell wird angenommen, dass sowohl die α/β als auch die γ Loben funktionell bei der Bil-

dung eines olfaktorischen Gedächtnisses involviert sind (Cervantes-Sandoval et al., 2013; 

Isabel et al., 2004; Qin et al., 2012; Xie et al., 2013). Eine durch den Duft erzeugte Aktivität 

ist in allen Subsystemen der MBs zu beobachten (Honegger et al., 2011; Turner et al., 2008) 

und die Information des aversiven Stimulus wird durch verschiedene dopaminerge Neurone 

sowohl an die α/β als auch an die γ Loben weitergeleitet (Aso et al., 2010; Claridge-Chang et 

al., 2009; Waddell, 2013). Des Weiteren zeigen Befunde aus optisch bildgebenden Verfahren 

eine rut-abhängige Beeinflussung von cAMP und PKA in den α/β und γ Loben der MBs 

(Gervasi et al., 2010; Tomchik and Davis, 2009). Konsistent mit diesen Befunden konnte in-

nerhalb dieser neuronalen Strukturen eine Funktion von EPAC, PKA und Tomosyn bei der 

Bildung der rut-abhängigen Gedächtniskomponenten festgestellt werden.  

Interessanterweise führt eine simultane Stimulation von Dopamin (US Signalweg) und Ace-

tylcholin (CS Signalweg) nur in den α Loben der MBs zu einer rut-abhängige Aktivität von 

PKA, während eine dnc-abhängige Aktivität von PKA in allen Subtypen der MBs festgestellt 

werden kann (Gervasi et al., 2010). Gervasi und Kollegen schlussfolgerten daraus, dass eine 

Dopamin-induzierte Aktivierung von PKA möglicherweise durch die dnc-PDE auf die α Lo-

ben beschränkt wird, indem sie cAMP in den β und γ Loben degradiert (Gervasi et al., 2010). 

Folglich würden rut-abhängige cAMP/PKA Signale nur in den α Loben der MBs die Bildung 

des labilen ASM und STM unterstützen, während in den β und γ Loben die Bildung dieser 

Gedächtniskomponenten durch die dnc-PDE gehemmt wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass neben PKA auch EPAC eine Funktion bei der Bildung des STM und des ASM 
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in den einzelnen Subtypen der MBs besitzt. Nun könnte man spekulieren, ob diese Befunde 

eine mögliche Verknüpfung zu der von Gervasi und Kollegen aufgestellten Hypothese dar-

stellen könnten. Eine attraktive Schlussfolgerung wäre demzufolge, dass rut-abhängige 

cAMP/PKA Signale die Bildung des labilen ASM und des STM in den α Loben der MBs för-

dern, während rut-abhängige cAMP/EPAC Signale möglicherweise die Bildung des labilen 

ASM und des STM in den α/β oder γ Loben unterstützen könnten.  

Bedenklich an dieser Hypothese ist jedoch, dass eine Expression von Tomosyn allein in den γ 

Loben hinreichend ist, um das labile ASM auszubilden (Abb. 24). Für diese Diskrepanz könn-

te es mehrere Erklärungen geben. Zunächst einmal unterscheiden sich die verwendeten Me-

thoden maßgeblich voneinander. Beim optischen Imaging werden stimulierende Flüssigkeiten 

verwendet, wobei Acetylcholin (CS) und Dopamin (US) direkt auf die Neuropile appliziert 

werden (Gervasi et al., 2010), während bei einer klassischen olfaktorischen Konditionierung 

die sensorischen Wege durch einen Duft (CS) gepaart mit einem Elektroshock (US) stimuliert 

werden (Tully and Quinn, 1985). Des Weiteren wurden in dieser Arbeit andere GAL4-Linien 

verwendet, als in der obigen Studie. Es ist bekannt, dass unterschiedliche GAL4-Linien spezi-

fische Expressionsmuster hervorrufen können (Tanaka et al., 2008; Yang et al., 1995). Zudem 

könnte auch die Möglichkeit bestehen, dass der in der obigen Studie verwendete PKA Sensor 

nicht die gesamte intrazelluläre PKA Aktivität detektieren konnte. Demzufolge wäre eine 

PKA-AKAP abhängige Aktivierung von Tomosyn in den KCs der γ Loben möglich. Dies wä-

re auch konsistent mit zahlreichen Studien, die eine kritische Rolle der γ Loben bei der Ge-

dächtnisbildung demonstrieren (Akalal et al., 2010; Blum et al., 2009b; Boto et al., 2014; Qin 

et al., 2012; Zars et al., 2000; Zhang and Roman, 2013). Kürzlich konnte beispielsweise ge-

zeigt werden, dass eine Rettung des D1-ähnlichen Dopaminrezeptors in den γ Loben hinrei-

chend ist, um olfaktorische Gedächtniskomponenten zu bilden (Qin et al., 2012).  

 

Eine Erhöhung der cAMP-Konzentration in den α/β und γ Loben führt zu einer Aktivierung 

unterschiedlicher Signalwege, die teilweise unabhängig voneinander die Bildung rut-

abhängiger Gedächtniskomponenten unterstützen. Zusätzlich können bei der Bildung des rut-

abhängigen ASM unterschiedliche PKA Signalwege selektiv aktiviert werden. Demnach 

scheint die Bildung rut-abhängiger Gedächtniskomponenten ein wesentlich komplexeres Sig-

nalnetzwerk zu erfordern, als bisher vermutet wurde. Folglich stellt sich die Frage, wie die 

unterschiedlichen Signalwege innerhalb der gleichen Neuropile reguliert werden könnten. 

Folgende Überlegungen liefern möglicherweise einen interessanten Ansatz.  

cAMP ist nicht diffus intrazellulär lokalisiert, sondern akkumuliert in der Nähe der Plasma-

membran in lokale Mikrodomänen, die räumlich und zeitlich durch ACs und PDEs reguliert 
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werden können (Soderling and Beavo, 2000; Willoughby and Cooper, 2007). Interessanter-

weise kann nicht nur PKA durch eine AKAP Interaktion in räumlich getrennte Mikrodomä-

nen lokalisiert werden, sondern auch EPAC ist aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften 

fähig, direkt in Nähe seiner Zielsubstrate an die Plasmamembran zu binden (Bos, 2006; 

Ponsioen et al., 2009). Demzufolge könnten PKA und EPAC in verschiedenen intrazellulären 

Kompartimenten lokalisiert sein. Ursprünglich wurde angenommen, dass PKA und EPAC un-

terschiedliche Affinitäten gegenüber der intrazellulären cAMP Konzentration besitzen (Bos, 

2003). Neuere Befunde zeigen jedoch, dass beide Effektoren eine ähnliche cAMP Affinität 

besitzen, sich jedoch in ihren cAMP Bindedomänen strukturell unterscheiden (Dao et al., 

2006). Der genaue Mechanismus ist noch weitergehend unklar, jedoch könnten die unter-

schiedlichen strukturellen Eigenschaften der beiden Effektoren einen möglichen Ansatz einer 

unterschiedlichen Regulation innerhalb der gleichen Neuropile darstellen.  

Eine weitere Möglichkeit um innerhalb der MBs unterschiedliche Signalwege zu modulieren, 

könnte der Input durch modulatorische Neurone, wie z.B. Dopaminsignale, sein (Aso et al., 

2012; Aso et al., 2010; Claridge-Chang et al., 2009; Mao and Davis, 2009). Dopaminerge 

Neurone sind über verschiedene Dopaminrezeptoren an den cAMP Signalweg gekoppelt und 

vermitteln den dopaminergen Stimulus an die einzelnen Subsysteme der MBs (Han et al., 

1996; Kim et al., 2003). Dabei können sie eine regulatorische Funktion einnehmen. Bei-

spielsweise spielen dDA1 Rezeptoren eine Rolle bei der Akquise/Initiierung von Gedächtnis-

sen, während den DAMB Rezeptoren eine Funktion beim Vergessen frisch akquirierter labiler 

Gedächtnisse zugeordnet werden konnte (Berry et al., 2012; Kim et al., 2007; Placais et al., 

2012). Zudem scheinen die einzelnen Subsysteme unterschiedliche dopaminabhängige Sensi-

tivitäten zu besitzen (Boto et al., 2014).  

Die Bildung des ASM könnte zusätzlich durch verschiedene inhibitorische und exzitatorische 

Neurone (DPM-Neurone und APL-Neurone) reguliert werden, die eine negative KCs-DPM-

APL Rückkopplungsschleife bilden, um spezifisch das ASM zu stabilisieren (Ganguly and 

Lee, 2013; Keene et al., 2004; Pitman et al., 2011; Waddell et al., 2000; Wu et al., 2011; Yu 

et al., 2005). Darüber hinaus regulieren GABAerge APL-Neurone die Initiierung des olfakto-

rischen Gedächtnisses, was unabhängig von ihrer stabilisierenden Funktion des labilen ASM 

erfolgen kann (Liu and Davis, 2009; Liu et al., 2007). Auch eine direkte Interaktion zwischen 

den einzelnen Loben der MBs, die über intrinsische und extrinsische Neuronen erfolgen kann 

(Ito et al., 1998; Tanaka et al., 2008), könnte zu einer möglichen Modulation verschiedener 

Signalwege innerhalb der gleichen Gehirnstrukturen beitragen. Letztendlich bieten diese An-

sätze eine Reihe möglicher Regulationsmechansismen. Jedoch wird es zukünftig von großem 
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Interesse sein, die genauen Zusammenhänge zu studieren, um die komplexen Netzwerkstruk-

turen und Signalwege, die bei der Bildung eines olfaktorischen Gedächtnisses erforderlich 

sind, besser verstehen zu können.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27: Modellvorstellung zur Bildung rut-abhängiger Gedächtniskomponenten. Rut-cAMP abhän-
gige PKA und EPAC Signale werden in den KCs der α/β und γ Loben für die Bildung des STM (A) und des 
ASM (B) benötigt, wobei PKA innerhalb der einzelnen Loben funktionell redundant zu sein scheint. (A) Eine 
duale Stimulierung der rut-AC durch die CaMKII (CS) und einem G-Protein gekoppelten Rezeptor (US) führt zu 
einer Synthese von cAMP, wodurch zwei unterschiedliche cAMP Signalwege innerhalb der einzelnen Loben ak-
tiviert werden können, einen cAMP/PKA Signalweg (rot) und/oder einen cAMP/EPAC Signalweg (blau). Beide 
cAMP Effektoren aktivieren im Zuge dessen ihre Zielsubstrate, die die synaptische Transmission fördern. PKA 
kann beispielsweise das synaptische Protein Synapsin oder verschiedene Ionenkanäle (IK) phosphorylieren, 
während EPAC als Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) gezielt kleine G-Proteine wie Rab und Ras, die di-
rekt an der Regulation des RRP beteiligt sind, aktiviert. Inwiefern beide Signalwege miteinander interagieren ist 
nicht bekannt. Jedoch können einige synaptische Proteine von beiden cAMP Effektoren aktiviert werden. Eine 
Regulation der beiden cAMP Signalwege könnte durch verschiedene dopaminerge Neurone erfolgen, die die ge-



                                                                                                                              DISKUSSION 

75 

samten MBs innervieren oder auch durch eine negative Rückkopplung, indem die dnc-PDE aktiviert wird. Da-
durch kommt es zu einer Degradation von cAMP, was eine Reduktion der intrazellulären cAMP Konzentration 
zur Folge hätte. (B) Die Bildung des ASM kann neben dem cAMP/EPAC Signalweg (blau) über an AKAPs ge-
ankerte PKA (grün) und ungebundene PKA (rot) erfolgen. Geankerte PKA phosphoryliert das synaptische Prote-
in, Tomosyn, welches an der Regulation des RRP beteiligt ist, während die ungebundene PKA das RP regulie-
rende Protein, Synapsin, phosphoryliert. Beide präsynaptischen Proteine erhöhen im Zuge einer Phosphorylie-
rung die synaptische Vesikelabgabe, die für die Bildung des ASM benötigt wird. Eine Regulation der unter-
schiedlichen Signalwege könnte zusätzlich zu den dopaminergen Neuronen über eine negative KC-DPM-APL 
Rückkopplungsschleife erfolgen. Abkürzungen: AL, Antennallobus; LNs, lokale Interneurone Typ1 bzw. Typ2; 
PNs, Projektionsneurone; MB, Pilzkörper; C, Kalyx; P, Pedunculus; PPL1; protocerebrale posteriore laterale 1 
Neurone; PAM, protocerebrale anterior mediale Neurone; KCs, Kenyonzellen; DA, Dopamin; amn, amnesiac; 
DPM, dorsal gepaartes mediales Neuron; APL, anterior gepaartes laterales Neuron; AKAP, A-Kinase Ankerpro-
teine; RP, Reservepool; RRP, Ready Releasable Pool 

4.5 Die Integration rutabaga-unabhängiger cAMP Signale  

4.5.1 PKA unterstützt die Bildung des stabilen rutabaga-unabhängigen ARM auf 

mehreren neuronalen Ebenen 

Rut-abhängige cAMP Signale unterstützen spezifisch die Bildung des labilen ASM und des 

STM, allerdings nicht die Bildung des stabilen ARM (Scheunemann et al., 2012). Apomorphe 

Allele von rut reduzieren die Gedächtnisleistung signifikant, wobei jedoch die stabile Ge-

dächtniskomponente intakt bleibt (Livingstone et al., 1984; McGuire et al., 2003; 

Scheunemann et al., 2012; Zars et al., 2000). Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass für die 

Bildung des stabilen ARM dnc-sensitive cAMP Signale benötigt werden, die ihre Funktion in 

den LNs und in den KCs der αβ und γ Loben ausüben (Scheunemann et al., 2012). Dies deutet 

auf eine Beteiligung eines rut-unabhängigen Signalweges hin, der die Formation der stabilen 

Gedächtniskomponente fördert. Kohärent mit diesen Befunden konnte in dieser Arbeit ein 

PKA-abhängiges neuronales Netzwerk identifiziert werden, welches auf der Ebene der LNs, 

der PNs und der KCs die Bildung des stabilen ARM unterstützt (Abb. 12A+B, 13B+E).  

Konsistent mit den obigen Befunden werden PKA Signale in dnc-sensitiven KCs, markiert 

durch die GAL4-Linien 17d (α/β) und NP1131 (γ), benötigt. Dies lässt einen rut-

unabhängigen zellulären Mechanismus vermuten, bei dem dnc-sensitive cAMP/PKA Signale 

innerhalb der einzelnen Subtypen die Bildung des stabilen ARM fördern. Dabei scheinen je-

doch andere lokale cAMP Mikrodomänen involviert zu sein, als jene, die für die Bildung der 

rut-abhängigen Gedächtnisphasen STM/ASM eine Rolle spielen (siehe Diskussion Punkt 

4.4). Diese Befunde unterstützen die Hypothese einer parallelen und unabhängigen Prozessie-

rung unterschiedlicher Gedächtnisspuren innerhalb der einzelnen Subtypen der KCs.  

In den ALs konvergiert ein komplexes Netzwerk unterschiedlicher Neuronentypen, darunter 

die inhibitorischen LNs und die exzitatorischen PNs, die miteinander dendro-dentritische re-

ziproke Synapsen bilden (Ng et al., 2002). Sowohl in den LNs als auch in den PNs konnte ei-
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ne PKA-abhängige Funktion festgestellt werden, die spezifisch die Formation des stabilen 

ARM unterstützt. Diese Befunde unterscheiden sich jedoch von denen, die in der dnc Mutante 

gefunden wurden. Während dnc-sensitive Signale ausschließlich in den LNs Typ1, markiert 

durch die GAL4-Linie GH298, erforderlich sind (Scheunemann et al., 2012), werden PKA 

Signale in den LNs Typ2, markiert durch die GAL4-Linie NP2426, benötigt (Abb. 12A). Die-

se Diskrepanz könnte möglicherweise durch die Verwendung unterschiedlicher Düfte hervor-

gerufen worden sein, da jede Duftinformation ein spezifisches Aktivitätsmuster einzelner 

Glomeruli innerhalb der ALs hervorruft (Fiala, 2007; Gao et al., 2000; Marin et al., 2002; 

Vosshall et al., 2000). Ferner werden die Ergebnisse dieser Arbeit durch immunohistologische 

Befunde unterstützt. So konnte innerhalb der ALs, genauer gesagt in den einzelnen Clustern 

der Somata lokaler Interneurone sowie in den Arealen der Glomeruli, in denen die synapti-

schen Verbindungen der ORNs, LNs und PNs konvergieren, eine Expression von PKA aufge-

zeigt werden (Müller, 1997; Stocker, 1994). Konsistent mit diesen Befunden markiert die hier 

verwendete GAL4-Linie NP2426 genau diese Bereiche (Okada et al., 2009; Sachse et al., 

2007; Tanaka et al., 2012).  

Interessanterweise konnte in den terminalen Bereichen der PNs eine zelluläre Gedächtnisspur 

nachgewiesen, die sich nach einer CS/US Stimulation in Form einer veränderten duftspezifi-

schen synaptischen Aktivität zeigte (Yu et al., 2004). Diese Gedächtnisspur ist relativ kurzle-

big, jedoch konnte kürzlich in kultivierten Drosophila Gehirnen, nach einer assoziierten Sti-

mulation, eine erhöhte synaptische Transmission zwischen dem AL und dem MB für mehr als 

zwei Stunden nachgewiesen werden (Ueno et al., 2013).  

Diese Befunde könnten eine mögliche Verknüpfung zu den hier gefundenen ARM-

spezifischen PKA Signalen innerhalb der ALs darstellen. In der Honigbiene beispielsweise 

ruft eine gepaarte Applikation des CS/US eine ausgedehnte Aktivierung von PKA in den ALs 

hervor (Müller, 2000). Demnach wird angenommen, dass PKA als Substrat für das assoziati-

ven olfaktorischen Lernens in den ALs der Honigbiene fungiert.   

4.5.2 Die Bildung des rut-unabhängigen ARM – eine Modellvorstellung 

Bei der Bildung des ARM gelten bisher die MBs als eine notwendige Struktur, wobei beim 

Abruf dieser Gedächtniskomponente eine Neurotransmission von den KCs der α/β Loben be-

nötigt wird (Isabel et al., 2004). Es wird vermutet, dass die Bildung des ARM durch modula-

torische Neurone unterstützt wird, wobei ein serotonerger Input der DPM Neurone (Lee et al., 

2011) und ein octopaminerger Input der APL Neurone notwendig ist (Wu et al., 2013). Die in 

dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse deuten jedoch auf ein sehr viel komplexeres Netzwerk 
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hin, bei dem nicht nur die einzelnen Loben der MBs involviert sind, sondern auch die LNs 

und die PNs der ALs eine mögliche Rolle bei der Bildung des ARM spielen könnten.  

Bisher wurde angenommen, dass die LNs und die PNs ausschließlich für die Verrechnung 

und Weiterleitung der Duftinformationen benötigt werden. In beiden Neuronenklassen konnte 

jedoch eine spezifische Funktion bei der Bildung des ARM festgestellt werden, ohne dass die 

Bildung des rut-abhängigen STM/ASM beeinträchtigt wurde (Abb. 12). Demnach werden die 

relevanten Duftinformationen adäquat verrechnet und an die verschiedenen KCs Subtypen der 

MBs problemlos weitergeleitet, in denen dann die Formation rut-abhängiger Gedächtniskom-

ponenten erfolgen kann.  

Diese Befunde lassen auf zwei unterschiedliche Funktionen innerhalb der ALs schließen. 

Demnach scheinen sie nicht nur für die Verarbeitung und Weiterleitung der Duftinformation 

notwendig zu sein, sondern könnten möglicherweise direkt bei der CS/US Integration und 

somit bei der Bildung des ARM eine Funktion einnehmen. Inwiefern dies geschehen könnte, 

bleibt spekulativ. Jedoch ist in der Honigbiene bereits eine multiple CS/US Konvergenz auf 

der Ebene der MBs und der ALs nachgewiesen (Erber et al., 1980; Faber et al., 1999; Menzel 

et al., 1996), wobei ein spezifisches Neuron, das VUMmx1 (ventrales ungepaartes medianes 

Neuron), die Information über den US vermittelt (Hammer, 1993). In Drosophila ist über eine 

mögliche Repräsentation des US innerhalb der ALs wenig bekannt. Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass ein im Abdomen applizierter elektrischer Reiz (US) eine synaptische Transmis-

sion innerhalb der Glomeruli hervorrufen kann (Yu et al., 2004). Demnach muss es innerhalb 

des Fliegengehirns Neurone geben, die die US Information zu den ALs projizieren. Neuere 

Befunde zeigen, dass es neuromodulatorische Neurone gibt, die ihre Neuropeptide wie Do-

pamin, Octopamin und Serotonin in die ALs entlassen, wodurch deren Antworteigenschaften 

während einer assoziativen Konditionierung moduliert werden können (Masse et al., 2009; 

Nassel and Winther, 2010). Allerdings werden die ALs nur geringfügig durch dopaminerge 

Neuronen innerviert (Riemensperger et al., 2005). Eine weitere Möglichkeit die nötigen In-

formationen über den US zu erhalten, könnte eine kürzlich identifizierte funktionelle Rück-

kopplung von den KCs zu den ALs darstellen, wobei jedoch bisher das neuronale Korrelat 

nicht identifiziert werden konnte (Hu et al., 2010). Interessanterweise wurde diese Rückkopp-

lung durch die KCs der β und γ Loben vermittelt, also durch die Loben, in denen eine PKA-

abhängige Funktion bei der Bildung des stabilen ARM lokalisiert werden konnte. 

 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass das stabile ARM unmittelbar nach dem ersten Schock 

gebildet wird (Scheunemann et al., 2013). Dies lässt einen schnellen Mechanismus bei der 

Initiierung des ARM vermuten. Demnach wären die LNs und die PNs ein idealer Ausgangsort 



                                                                                                                              DISKUSSION 

78 

für die Bildung dieser Gedächtniskomponente. Inwiefern die Bildung des ARM innerhalb des 

hier identifizierten Netzwerkes jedoch verlaufen könnte, können die in dieser Arbeit erhobe-

nen Daten nicht klären. Jedoch gibt es zwei Möglichkeiten, die in Betracht gezogen werden 

können. Zum einen könnte das ARM über eine serielle synaptische Bahnung entlang des ol-

faktorischen Weges gebildet werden, wobei die Initiierung in den ALs und der Abruf in den 

MBs erfolgen könnte. Andererseits wäre eine parallele Initiierung des ARM in den ALs sowie 

in den MBs denkbar. Wie genau die Bildung des ARM innerhalb dieses PKA-abhängigen 

Netzwerkes letztendlich gefördert wird, bedarf einer intensiveren Untersuchung der einzelnen 

Netzwerkkomponenten. Aufschluss über eine mögliche Beteiligung der ALs bei der Initiie-

rung der Gedächtnisphase könnte beispielsweise das temperatursensitive Allele shibire geben, 

mit dem es möglich ist, die synaptische Übertragung während des Trainings reversibel zu blo-

ckieren (Kitamoto, 2001).    

 

Im Allgemeinen gelten die KCs der MBs als notwendige Strukturen, die an der Integration 

des CS/US beteiligt sind (Heisenberg, 2003). Dabei fungiert die rut-AC als Koinzidenzdetek-

tor, indem sie einerseits in Folge eines erhöhten Ca2+ Niveaus durch eine CAMKII (CS) und 

andererseits durch einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (US) stimuliert wird (Gervasi et al., 

2010; Livingstone et al., 1984; Tomchik and Davis, 2009). Dieses Konzept scheint jedoch bei 

der Bildung des stabilen ARM nicht der Fall zu sein, da diese Gedächtniskomponente schein-

bar unabhängig der rut-AC gebildet wird. Demzufolge stellt sich die Frage, wie eine CS/US 

Integration in einem rut-unabhängigen cAMP/PKA Signalweg aussehen könnte.  

Innerhalb der MBs induzieren sowohl DA als auch ACh eine rut-unabhängige Erhöhung der 

intrazellulären cAMP Konzentration (Tomchik and Davis, 2009) und eine Inhibition der 

PDEs ohne eine künstliche Aktivierung der AC führt zu einer Erhöhung der PKA Aktivität. 

Ferner zeigt rut2080, eine funktionellen Nullmutante (Levin et al., 1992), trotz einer defizienten 

rut-AC eine verbleibende Aktivität von PKA (Gervasi et al., 2010). Diese Befunde deuten auf 

mindestens eine weitere AC innerhalb der MBs hin, die eine Erhöhung des cAMP Spiegels 

und folglich eine Aktivierung von PKA und dessen Zielsubstrate vermitteln könnte. In Mam-

malia existieren mindestens neun verschiedene AC Isoformen, die durch einen G-Protein ge-

koppelten Rezeptor reguliert werden, sich jedoch in der Art und Weise wie sie moduliert wer-

den voneinander unterscheiden. Dabei kann eine Änderung des Membranpotentials oder an-

dere Komponenten des Signalweges (Ca2+, PKA, CAMKII oder PKC) die Aktivierung der 

verschiedenen Isoformen stimulieren oder auch inhibieren (Cooper et al., 1998; Sunahara et 

al., 1996). In der Tat konnten in Drosophila mehrere ACs identifiziert werden, die ähnliche 

Eigenschaften besitzen (Cann and Levin, 2000; Iourgenko and Levin, 2000; Livingstone et 
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al., 1984). Es bleibt jedoch zu untersuchen, inwiefern diese ACs oder weitere noch nicht iden-

tifizierte ACs einen Einfluss auf die Gedächtnisbildung besitzen.  

Eine Integration der relevanten Stimuli wäre auch über einen anderen Signalweg vorstellbar, 

der unabhängig einer AC erfolgt oder der eine rut-unabhängige AC integriert. Ein möglicher 

Kandidat könnten die postsynaptisch agierenden N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptoren 

sein. NMDA Rezeptoren fungieren neben der rut-AC ebenfalls als Koinzidenzdetektoren, die 

eine Beteiligung beim assoziativen Lernen in Vertebraten und Invertebraten aufweisen 

(Müssig et al., 2010; Riedel et al., 2003; Roberts and Glanzman, 2003; Si et al., 2004; Tsien et 

al., 1996; Wu et al., 2007; Xia et al., 2005). In Drosophila konnte gezeigt werden, dass die 

NMDA Rezeptoren bei der Bildung des STM in einem rut-unabhängigen Signalweg agieren 

(Qin and Dubnau, 2010). Inwiefern sie die Bildung anderer Gedächtniskomponenten ebenfalls 

unabhängig der rut-AC unterstützen, ist leider nicht bekannt. Interessanterweise scheinen sie 

jedoch die Bildung assoziativer Gedächtniskomponenten nicht einzig und alleine innerhalb 

der MBs zu unterstützen, sondern auch außerhalb dieser Strukturen (Wu et al., 2007; Xia et 

al., 2005). So werden NMDA Rezeptoren beispielsweise auch in den verschiedenen Clustern 

der DPM Neurone (Xia et al., 2005) oder innerhalb der ALs exprimiert (Das et al., 2011). 

Bemerkenswerterweise besitzen die DPM Neurone, dessen serotonerge Ausschüttung bei der 

Bildung des ARM eine Rolle spielt (Lee et al., 2011), die Fähigkeit sowohl auf den CS, als 

auch auf den US Stimulus zu reagieren, wobei sie eine duftspezifische Gedächtnisspur ausbil-

den, die ab einem Zeitraum von 30 Minuten beobachtet werden kann (Yu et al., 2005). Nun 

könnte man spekulieren, ob diese Befunde eine mögliche Verknüpfung zu einer rut-

unabhängigen Integration relevanter Stimuli darstellen könnten.  

 

Die molekularen Grundlagen für die Bildung des stabilen ARM sind noch weitgehend unklar, 

jedoch konnte in dieser Arbeit eine eindeutige Beteiligung von PKA bei der Bildung dieser 

Gedächtniskomponente aufgezeigt werden. Grundlegend wird angenommen, dass die Bildung 

keine Synthese neuer Proteine benötigt, sondern vielmehr mit einer Modifikation bereits vor-

handener Proteine einhergehen (Tully et al., 1994; Yin et al., 1994). Eine solche Möglichkeit 

ist durch die cAMP-abhängige PKA gegeben, die fähig ist, eine Vielzahl unterschiedlicher 

Substrate zu phosphorylieren und somit dessen Aktivität negativ oder positiv zu beeinflussen. 

Bisher konnten nur wenige Proteine identifiziert werden, die eine Beteiligung bei der Bildung 

des ARM zeigen, darunter sind beispielsweise Radish (Folkers et al., 1993; Folkers et al., 

2006), die stromabwärts von Radish agierende Proteinkinase C (Drier et al., 2002) und 

Bruchpilot (Knapek et al., 2011). Diese Proteine werden vorzugsweise in den KCs der α/β 

und γ Loben der MBs exprimiert (Folkers et al., 2006; Knapek et al., 2011), sprich in densel-
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ben Loben in denen PKA Signale für die Bildung des ARM benötigt werden. Kürzlich konnte 

gezeigt werden, dass eine durch die DPM Neurone vermittelte serotonerge Ausschüttung in-

nerhalb der α/β Loben, eine Aktivierung von Radish zur Folge hat (Lee et al., 2011). Es ist 

bislang nicht bekannt, inwiefern Radish im cAMP/PKA-Signalweg involviert ist, jedoch be-

sitzt das Radish Protein eine Vielzahl von Phosphorylierungsdomänen und in vitro konnte ge-

zeigt werden, dass Radish durch PKA phosphoryliert wird (Folkers et al., 2006; Guan et al., 

2011). Demnach könnte PKA ein fehlendes Bindeglied dieser Signalkette darstellen. In Aply-

sia beispielsweise erhöht Serotonin bei der Konditionierung des Kiemenrückzugsreflexes die 

cAMP/PKA Aktivität in sensorischen Neuronen, was zu einer Erhöhung der synaptischen 

Übertragung führt (Brunelli et al., 1976; Castellucci et al., 1980).  

Bruchpilot ist ein spezifisch in der aktiven Zone lokalisiertes Protein, welches an der Regula-

tion der Neurotransmitterausschüttung beteiligt ist (Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006). 

Derzeit ist nicht bekannt, ob Bruchpilot mit dem cAMP/ PKA Signalweg interagiert. Auf-

schluss über eine mögliche Interaktion könnte jedoch eine immunohistologische Analyse von 

Bruchpilot in einem PKA defizienten Hintergrund geben.  

Basierend auf diesen Schlussfolgerungen ergibt sich ein erweitertes Modell, welches einer-

seits die komplexe Netzwerkbeteiligung bei der Bildung des rut-unabhängigen ARM inte-

griert (Abb.28A) und andererseits die möglichen zellulären Zusammenhänge darstellt 

(Abb.28B). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: Modell der Beteiligung von PKA innerhalb eines komplexen Netzwerkes und auf moleku-
larer Ebene bei der Bildung des rut-unabhängigen ARM.  (A) Für die Bildung des ARM werden PKA Signa-
le entlang des olfaktorischen Weges in einem LN2-PN-MB Netzwerk benötigt (rot markiert). Dopaminerger In-
put von den PPL1 Neuronen fördern die Bildung des ARM in den KCs der α/β und  γ Loben, wobei die neuro-
modulatorischen DPM und APL Neurone durch die Freisetzung ihrer Neuropeptide unterstützend wirken. Inner-
halb der ALs konvergieren unterschiedliche Neuronenklassen, wobei eine PKA-abhängige Funktion in den LN2 
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und den PNs bei der Bildung des ARM benötigt wird. Wie der dopaminerge Stimulus in die ALs projiziert wird, 
ist momentan nicht bekannt. Jedoch werden die ALs durch Neurone innerviert, die unter anderem DA, OA und 
5-HT segregieren. Ein möglicher Informationsfluss wäre durch eine funktionelle KCs-AL Rückkopplungsschlei-
fe denkbar. (B) Auf der zellulären Ebene wird präsynaptisch der cAMP/PKA Signalweg durch eine AC aktiviert, 
die möglicherweise ähnlich wie die rut-AC durch eine duale Stimulierung von CaMKII (CS) und einem G-
Protein gekoppelten Rezeptor (US) angeregt wird. Eine erhöhte PKA Aktivität führt zur Phosphorylierung prä-
synaptischer Proteine, wie radish oder auch bruchpilot, wodurch die Neurotransmitterausschüttung erhöht wird. 
Abkürzungen: AL, Antennallobus; LNs, lokale Interneurone Typ1 bzw. Typ2; PNs, Projektionsneurone; MB, 
Pilzkörper; C, Kalyx; P, Pedunculus; PPL1; protocerebrale posteriore laterale 1 Neurone; 5-HT, Serotonin; DA, 
Dopamin; OA, Octopamin; DPM, dorsal gepaartes mediales Neuron; APL, anterior gepaartes laterales Neuron, 
RP, Reservepool; RRP, Ready Releasable Pool. 
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5 Zusammenfassung 

cAMP ist ein ubiquitärer sekundärer Botenstoff, der mehrerer Effektoren aktiviert und dessen 

Signalwirkung die synaptische Plastizität während des Lernens und der Gedächtnisbildung 

moduliert. In Drosophila melanogaster wird bei einer olfaktorischen aversiven Konditionie-

rung ein assoziatives Gedächtnis gebildet, welches einen zeitlich dynamischen Charakter be-

sitzt und aus mehreren unterscheidbaren Gedächtniskomponenten, u.a. dem Kurzzeitgedächt-

nis (STM) und dem Mittelzeitgedächtnis (MTM) besteht. Das MTM kann durch eine amnesti-

sche Behandlung (z.B. einem Kälteschock) in seine zwei koexistierenden Gedächtniskompo-

nenten unterteilt werden, dem Anästhesie-resistenten Gedächtnis (stabiles ARM) und dem 

Anästhesie-sensitiven Gedächtnis (labiles ASM). Obwohl bereits gezeigt werden konnte, dass 

die Bildung des olfaktorischen Gedächtnisses durch eine cAMP vermittelte Aktivierung der 

Proteinkinase A (PKA) unterstützt wird, sind die zellulären cAMP Signale und die Aktivität 

der stromabwärts gelegenen PKA während der Bildung der einzelnen Gedächtniskomponen-

ten ungenügend verstanden. Mit der Entdeckung des cAMP Effektors, EPAC (Exchange Pro-

tein directly activated by cAMP), konnte neben PKA ein weiterer Effektor identifiziert wer-

den, der ebenfalls einen Einfluss auf die Gedächtnisbildung besitzen könnte. Mit Hilfe geneti-

scher Manipulationen und dem olfaktorischen Konditionierungsparadigma konnte in dieser 

Arbeit eine funktionelle Zuordnung der beiden cAMP Effektoren, PKA und EPAC, bei der 

Bildung spezifischer Gedächtniskomponenten aufgezeigt werden. 

Durch eine graduelle Herunterregulierung der katalytischen Untereinheit von PKA konnte ei-

ne komplexe und differenzierte Beteiligung von PKA bei der Bildung des stabilen ARM, des 

labilen ASM und des STM auf zwei verschiedenen Ebenen ermittelt werden; erstens auf der 

Ebene der intrazellulären PKA Aktivität und zweitens auf der Ebene der neuronalen Netzwer-

ke. Es zeigte sich, dass für die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten unterschiedli-

che PKA Schwellenwerte erforderlich sind. Weiterhin ergab die Analyse eine differenzierte 

Beteiligung von PKA bei der Bildung des stabilen ARM und des labilen ASM/STM. Wäh-

rend für die Bildung des stabilen ARM eine Beteiligung von PKA in allen Neuropilen entlang 

des olfaktorischen Signalweges benötigt wird, d.h. in den Antennalloben (ALs) und in den 

Kenyonzellen (KCs) der einzelnen Subtypen der Pilzkörper (MBs), ist für die Bildung des la-

bilen ASM/ STM eine PKA Funktion ausschließlich in den KC Subtypen der MBs erforder-

lich. Allerdings scheint jedoch innerhalb des KC-Subsystems eine unterschiedliche Beteili-

gung von PKA bei der Bildung des labilen ASM/STM und des stabilen ARM vorhanden zu 

sein. Durch die Analyse von Tomosyn, einem stromabwärts gelegenen Zielsubstrat von PKA, 

konnte eine weitere funktionelle Unterscheidung von PKA innerhalb der KCs der einzelnen 
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Subtypen bei der Bildung des STM und des labilen ASM ermittelt werden. Die Ergebnisse 

deuten auf drei unterschiedliche PKA abhängige Signale hin, die auf der Ebene der KCs akti-

vitätsabhängig agieren und spezifisch die Bildung der einzelnen Gedächtniskomponenten 

(STM, ASM, ARM) unterstützen, indem sie beispielsweise unterschiedliche synaptische Pro-

teine phosphorylieren.  

 Eine Manipulation von EPAC zeigte eine Beteiligung bei der Bildung des labilen ASM und 

des STM innerhalb der einzelnen KC Subtypen der MBs. Somit konnte gezeigt werden, dass 

neben der PKA ein weiterer direkter cAMP Effektor eine Funktion bei der Bildung dieser 

spezifischen Gedächtniskomponenten besitzt. Im Gegensatz zu PKA werden Epac Signale je-

doch in den KCs der einzelnen Subtypen der MBs für die Bildung des labilen ASM/STM be-

nötigt, während PKA Signale funktionell redundant innerhalb der KCs der MBs agieren. Die-

se Befunde deuten darauf hin, dass die Bildung des labilen ASM und des STM wesentlich 

komplexer zu sein scheint, als bisher vermutet. Scheinbar wird die Bildung dieser Gedächt-

niskomponenten durch mehrere unabhängige cAMP Signalwege moduliert, die subzellulär 

und innerhalb neuronaler Netzwerke voneinander dissoziiert werden können.  
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6 Summary 

The ubiquitous second messenger cAMP is involved in synaptic plasticity by activating sev-

eral downstream effectors during learning and memory formation. In Drosophila melano-

gaster, olfactory aversive conditioning leads to an associative memory which consists of sev-

eral different temporal components including short-term memory (STM) and middle-term 

memory (MTM). MTM can be further divided by amnesic treatments (e.g. cold shock) into its 

two coexisting components – anaesthesia-resistant memory (stable ARM) and anaesthesia-

sensitive memory (labile ASM). Although it has been demonstrated that cAMP dependent ac-

tivation of PKA supports memory formation, the precise involvement of cellular cAMP sig-

naling and PKA activity during formation of different memory components still remain un-

clear. However, with the discovery of another major target of cAMP known as EPAC (Ex-

change Protein directly activated by cAMP), there may be more than one cAMP sensor in-

volved in memory formation. This issue was addressed by use of genetic manipulation and 

the olfactory conditioning paradigm, providing a functional assignment of both cAMP effec-

tors, PKA and EPAC, during formation of specific memory components.   

Progressive knockdown of PKA catalytic subunit revealed a complex participation of PKA 

during the specific formation of stable ARM, labile ASM and STM that can be distinguished 

at two levels: first at the level of intracellular activity and second, at the level of neuronal cir-

cuitry. Thereby, it was shown that formation of distinct memory components requires differ-

ent thresholds of PKA. Furthermore, this study revealed a general distinction between PKA 

signaling required for either stable ARM or labile ASM/STM. While formation of stable 

ARM depends on PKA signaling within different brain structures of the olfactory pathway, 

e.g. the antennal lobes (ALs) and the Kenyon cell (KCs) subtypes of the mushroom bodies 

(MBs), formation of labile ASM/STM solely relies on PKA signaling within the KC subtypes 

of the MBs. However, the involvement of PKA signaling within the single KC subtypes in la-

bile ASM/STM formation differs from that of stabile ARM formation. Furthermore, by ana-

lyzing the PKA downstream target tomosyn, it could be shown that the involvement of PKA 

signaling within the single KC subtypes differs between STM and labile ASM. These findings 

indicate that three different types of activity dependent PKA signals intersect at the level of 

KCs to support formation of specific memory components (STM, ASM and ARM) i.e. by 

phosphorylation of different sets of synaptic proteins.  

In addition, the analysis of EPAC revealed an involvement specifically during formation of 

labile ASM and STM within the single types of KCs. Hence, it could be shown that beside 

PKA another cAMP sensor is directly involved in formation of those memory components. In 
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contrast, EPAC signaling is required within the single subtypes of the KCs, while PKA sig-

naling seems to be functionally redundant within the different KC network. These findings 

indicate that formation of labile ASM and STM seems to be much more complex as originally 

thought. Apparently, formation of those memory components is modulated by different inde-

pendent cAMP signaling pathways, which dissociate from each other on a cellular and a neu-

ronal circuitry level.    
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AC Adenylatzyklase (adenylyl cyclase) 

ACh Acetylcholin 

AKAP A-Kinase Ankerprotein 

ALs Antennalloben 

amn amnesiac 

APL anterior gepaart lateral 

ARM anesthesia-resistant memory 

ASM anesthesia-sensitive memory 

ATP Adenosintriphosphat 

CaMKII Ca2+/ Calmodulin Kinase 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
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CREB cAMP response element binding protein 

CS konditionierter Stimulus 

DA Dopamin 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dnc dunce 

DPM dorsal gepaart medial  

dsRNA doppelsträngige RNA 

EPAC exchange protein directly activated by cAMP 

FDD FRT-derived deletion 

GABA γ-Aminobuttersäure 

GEF Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor) 

G-Protein GTP bindenes Protein 

iACT inneren Antennocerebraltrakt 

LH laterales Horn 

LNs lokale Interneurone 

LTM Langzeitgedächtnis (long-term memory) 

mACT medianen Antennocerebraltrakt 

MBs Pilzkörper (mushroom bodies) 

Mch 4-Methylcyclohexanol 

MTM Mittelzeitgedächtnis (middle-term memory) 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 
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nt Nukleotide 

OA Octopamin 

Oct 3-Octanol 

OR olfaktorische Rezeptoren 

ORNs olfaktorische Rezeptorneurone 

PACAP Hypophysen-Adenylatzyclase-aktivierendes Peptid 

PDE Phospodiesterase 

PI Performanceindex 

PKA Proteinkinase A 

PNs Projektionsneurone 

RISC RNA-induced silencing complex 

RNA Ribonukleinsäure 

RNAi RNA Interferenz 

rut rutabaga 

SNARE soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment receptor 

STM Kurzzeitgedächtnis (short-term memory) 

SVs synaptische Vesikel 

UAS upstream activating sequenz, upstream activation sequence 

UR unkonditionierte Reaktion 

US unkonditionierter Stimulus 

VUMmx1 ventrales ungepaartes medianes Neuron 
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