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Den Kopf halt hoch -
das Motto ist zu loben.
Doch wichtiger noch ist:
Man behdilt ihn oben!

H.G. Stengel

Fiir meine grofle Liebe Sebastian



Zusammenfassung

Dopamin ist als Neurotransmitter unmittelbar an Prozessen der Gedachtnisbil-
dung beteiligt, jedoch ist bis heute wenig iiber die genaue Funktionsweise dieses
biogenen Amines bekannt. Die im Gehirn exprimierten Dopamin-Rezeptoren
konnen entweder aktivierend oder auch inhibierend auf Neurone wirken, je
nach gekoppeltem G-Protein. In dieser Arbeit wurde die Rolle des Dopamin-
Rezeptors D2R in Drosophila untersucht, welcher zu den D2-dhnlichen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehort und an ein inhibitorisches G-Protein koppelt. Um
die Funktionsweise des D2R Rezeptors im Zusammenhang mit Gedachtnispro-
zessen und seinen Einfluss auf dynamisch verschiedene Gedédchtnisphasen zu un-
tersuchen, wurden in dieser Arbeit Deletionsmutanten des Rezeptors generiert
und mit Hilfe des gut etablierten olfaktorischen Konditionierungsparadigmas
analysiert. Das aversive Lernparadigma macht sich die Duftkonditionierung zu-
nutze, um dynamisch verschiedenen Gedachtnisphasen voneinander zu trennen.
Dabei unterscheidet man die stabile Geddchtnisphase, welche bei einer Anédsthesie
nicht beeintrachtigt wird, und die labile Gedadchtnisphase, welche dadurch aus-
geloscht wird. So konnen entscheidende Fragen adressiert werden: Wie werden
Gedéchtnisse stabil konsolidiert oder lediglich labil implementiert und welche
Rolle spielt das dopaminerge System, speziell der Rezeptor D2R, dabei?

Die hier generierten Deletionsmutanten wiesen eine Beeintrdchtigung im aver-
siven olfaktorischen Gedéachtnis auf. Bei der Analyse der D2R-Mutanten konnte
die Gedachtnisreduktion auf einen Ausfall der stabilen Geddchtnisphase zurtick-
gefiihrt werden, wihrend die labile intakt blieb. Dieser Phanotyp konnte eben-
falls durch einen RNAi-bedingten D2R-Knockdown hervorgerufen werden und
wurde durch die panneurale Expression der D2R-cDNA Isoform 606 in der De-
letionsmutante gerettet. Die etablierte D2R-spezifische RNAi-Linie und das hier
vorgestellte D2R-cDNA-Konstrukt wurden genutzt, um D2R-relevanten Struktu-
ren zu identifizieren, die fiir die Bildung des aversiven Gedédchtnisses zustindig
sind. Bei dieser Analyse zeigten sich Unterschiede in den identifizierten Struk-
turen. Der spezifische RNAi-Knockdown wies Pilzkorper-extrinsische Neuronen

wie die anterior-paarig lateralen Neuronen, die lokalen Interneuronen des An-



tennallobus oder die dopaminergen Neuronen sowie neuronale Subpopulationen
des Pilzkorpers, die a/p- und y-Loben, als relevante Strukturen fiir die Gedéacht-
nisbildung aus, wohingegen die Rettung mit den cDNA-Konstrukt nur die «a/g-
und y-Loben identifizierte. Die Inkongruenz in den Strukturdaten kénnten sich
auf die verschiedenen Isoformen des D2R-Rezeptors zuriickfiihren lassen. Diese
sind bereits fiir den homologen D2R-Rezeptor der Sduger nachgewiesen und es
wurde gezeigt, dass seine Isoformen in ihren Expressionorten und ihrer Funktion
variieren konnen.

Diese Arbeit liefert wertvolle Hinweise auf die Funktionalitdat des D2R-Rezeptors
in den Prozessen des Lernens und Gedéchtnisses und stellt mit der Etablierung der
Mutante und dem cDNA-Konstrukt hilfreiche Werkzeuge fiir folgende Analysen
zur Verfiigung. Es konnte gezeigt werden, dass inhibitorische Dopaminsigna-
le speziell zur Ausbildung der stabilen Gedédchtnisphase benétigt werden, aber
auch, dass die neuronale Integration dieser Signale hoch komplex ist. Die hier ge-
zeigte Beteiligung des D2R-Rezeptors an der Konsolidierung des Gedachtnisses
lasst auf eine Koregulierung mit den funktionell D1-dhnlichen, also aktivierenden
Rezeptoren schlieffen und steht damit im Mittelpunkt von integrativen Mecha-
nismen, welche dynamische Gedéchtnisprozesse direkt steuern. Dabei kommen
den einzelnen Isoformen unterschiedliche Wirkungsorte, Funktionen und Stel-

lenwerte im Signalweg zu.
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Summary

Dopamine is one of the most important neurotransmitter and mediates memory
dependent transmission in mushroom body neurons, however very few is known
about the function of the biogenic amine. The dopamine-receptor, expressed in
the brain, could be act stimulatory or inhibitory on the neurons, depending on the
kind of coupled G-protein. In this thesis, the role of the dopamine receptor D2R
in Drosophila is aimed to be examined. It belongs to the D2-like-G-Potein coupled
receptors and couples on an inhibitory G-Protein. Dopamine has been shown
to be involved in memory dependent processes and depletion of dopaminergic
signaling was shown to impair memory formation in Drosophila. To examine the
function of D2R in learning and memory and its effect on the dynamic phases
of memory a deletion mutant of the receptor D2R was generated in this study
and analysed in olfactory learningparadigm. The aversive paradigm of olfactory
memories was established years ago and it uses odor conditioning to separate
and examine different dynamic phases of memory. Thereby it is possible to distin-
guish between a stable anesthesia resistant phase and a labile anesthesia sensitive
phase, which is erased by anesthetic treatment of the fly. So we could adress pivo-
tal questions: How could be memories stable consolidated or labile implemented
and which role plays the dopaminergic system, especially D2R?

The mutant indeed shows a reduction of the aversive olfactory memory. During
the detailed analysis of the D2R-deletion mutant it could be shown, that the re-
duction of memory results from a loss of the stable phase while the labile phase is
unaffected. This phenotype could be evoked by a D2R-spezific RNAi-knockdown
and it could be rescued by panneural expressing the D2R-cDNA isoform 606. The
established D2R-specific RNAi-line and the cDNA-construct introduced in this
study were then used to identify the D2R-relevant structures, which are involved
in the consolidation of stable memory. Here, an involvement of the a/f- and y-
lobes of the D2R receptor was shown, which could be localized by the RN Ai-line
and the cDNA-rescue construct. But also an incongruity in both tools had been
shown. A RNAi-knockdown in mushroombody-extrinsic neurons, the anterior

paired neurons, the local interneurons of the antennal lobe or in dopaminergic
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neurons lead to a loss of the stable memory phase, while its was not possible to
rescue the phenotype in this structures. This difference could be due to the dif-
ferent isoforms of the D2R-receptor. It was shown that the homolog mammalian
D2R-receptor has several isoforms, which vary in their expression and in their
function. This leads to a changed affinity of the G;-Proteins.

The present study gives useful evidences of the function of the D2R-receptor
in learning and memory and it established the deletion mutant and the cDNA-
construct as helpful tools in following analyses. It could be shown, that inhibitory
dopamine signals are specifically involved in the consolidation of stable memo-
ry in Drosophila and moreover, that the integration of these signals are highly
complex. The results of this study highlight a possible coregulation between the
activating D1-like and inhibitory D2-like-receptors. It seems that the quantitative
and temporal regulation of the dopamine release and the receptor sensibility of
ligands are crucial in the modulation of dopaminergic receptors, putting D2R at
the heart of memory dependent signal integration that leads to the realization
of different memory phases. Thereby the single isoforms have different areas of
effect, functions and local values.
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1 Einleitung

Dopamin (DA) ist eines der wichtigsten biogenen Amine im Tierreich und
beeinflusst als Neurotransmitter, Neuromodulator und Neurohormon unzéhlige
physiologische und zelluldre Prozesse. In Vertebraten und Invertebraten spielt
DA eine wichtige Rolle, so hat es im Belohnungssystem der Vertebraten eine
zentrale Funktion als Neurotransmitter. Es ist immer noch unklar, wie genau
dopaminerge Neuronen kontrolliert werden und was die Ausschiittung des
Neurotransmitters DA fiir das gesamte System bedeutet, jedoch hat eine Stérung
im dopaminergen System schwerwiegende Folgen. Ein besseres Verstdndnis
des Systems biogener Amine ist dringend erforderlich, um die Ursachen von
Krankheiten und Fehlfunktionen besser zu verstehen. Aufgrund der vielen
Homologien im Bereich der biogenen Amine ist es moglich diese komplexen
Systeme an den physiologisch einfacheren Invertebraten zu untersuchen, um
so ein fundiertes Grundverstindnis zu schaffen. In dieser Arbeit steht der
Modellorganismus Drosophila melanogaster mit seinem DA-Rezeptor D2R im
Mittelpunkt. Aufgrund seiner hohen Fertilitit, seiner kurzen Generationsdauer

und seines vielseitiges Verhaltensrepertoires ist dieser Modellorganismus dafiir
ideal.

1.1 Drosophila - Moglichkeiten der Manipulation

Das Bediirfnis die Funktionsweise unseres Verstandes und Korpers zu verstehen,
ist in Anbetracht schwerwiegender Krankheiten nur all zu natiirlich. Jedoch
gestaltet es sich angesichts einer solchen Komplexitdt von tiber 85 Millarden
Neuronen - allein im menschlichen Gehirn - als grofse Herausforderung (Azevedo
etal., 2009). Da erscheint es durchaus sinnvoll sich weniger komplexe Modellorga-
nismen zunutze zu machen und nach Homologien und Unterschieden zu suchen,
um die Hintergriinde und Funktionsweisen zu erforschen. Drosophila melanogaster
zum Beispiel (z.B.) gehort zu einem der best untersuchten, best etablierten und

best charakterisierten Modellorganismen. Nicht nur in der Genetik, sondern
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auch in den Neurowissenschaften ist sie ein beliebtes Forschungsobjekt und
im Laufe der Jahrzehnte ist eine Vielzahl genetischer Manipulationswerkzeuge
fiir sie entwickelt worden. Nach heutigem Stand der Wissenschaft konnen
einzelne Gene oder auch Gengruppen stillgelegt werden, um ihre Funktion
und Wirkungsweise zu untersuchen. Dabei ist es moglich, ein Gen véllig oder
nur tempordr zu manipulieren, die Expression eines Gens vollig, temporar oder
gewebespezifisch zu steuern oder ein Gen an ein fluoreszierendes Protein (GFP)
zu koppeln, um es zu lokalisieren. Auch das Einbringen eines art-fremden Gens
ist moglich. Drosophila bietet viele verschiedene Moglichkeiten der Manipulation
(Neckameyer & Bhatt, 2012). In diesem Abschnitt sollen drei gidngige und dieser
Arbeit zugrunde liegende Manipulationswerkzeuge kurz umrissen werden.

1.1.1 Das GAL4/UAS-System

Das GAL4/UAS-System ist eines der bekanntesten Werkzeuge in der Drosophila-
Genetik (Brand & Dormand, 1995; Duffy, 2002). Unter Nutzung dieses Werkzeugs
lassen sich Gene gezielt exprimieren. Upstream Activating Sequenz (UAS) steht
dabei fiir die Aktivierungssequenz, an die der hefespezifische Transkriptionsfak-
tor GAL4 binden muss, um die stromabwdérts liegende cDNA zu exprimiern. So
kdonnen Mosaiktiere generiert werden, um die Funktion eines bestimmten Proteins
gewebespezifisch zu untersuchen. Unter Mosaiktieren versteht man Fliegen, die
fiir ein Gen mutant sind und das entsprechende Protein nicht mehr oder nur
noch in geringem Maf synthetisieren konnen. Mittels des UAS/GAL4-Sytems ist
es nun moglich dieses Gen auf cDNA-Basis in gewiinschten Geweben oder auch
im ganzen Korper wieder zur Verfiigung zu stellen (Brand & Perrimon, 1993;
Manseau et al., 1997). In Abbildung 1.1 ist die Wirkungsweise des GAL4/UAS-
Systems schematisch dargestellt. Die Parentalgeneration (Fy) besitzt die genetisch
relevanten Elemente im Genom. Zum einen ist dies der kodierende Bereich
tiir den Transkriptionsfaktor GAL4 (Treiberlinie), welcher urspriinglich aus der
Hefe Saccharomyces stammt. Der Transkriptionsfaktor steht unter Kontrolle eines
schwachen Promotors und eines gewebespezifischen Enhancers. Ein Enhancer ist

ein Transkriptionsverstarker, welcher die Expression des nachfolgenden Genes
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fordert. Durch die Nutzung spezifischer Enhancer ist es moglich, das Zielgen nur
in bestimmten Geweben beziehungsweise (bzw.) zu einem bestimmten Zeitpunkt
(z.B. im Larvalstadium) wiederherzustellen.

A e =
F, < Enhancer —GAL4 ——— X

L
F, - Enhancer —IGAL4 g
I 000
cDNA
e

Il

Protein

Abbildung 1.1: GAL4/UAS-System. Durch Kreuzung der Parentalgeneration (Fy) ge-
langen die genetisch relevanten Elemente in die Individuen der Nachkommengeneration
(F1). Der gewebespezifische Enhancer verstarkt die Expression des Transkriptionsfaktors
GALA4. Dieser bindet an das UAS-Motiv und ermdglicht die Expression des Zielgens bzw.
der cDNA. Daraus resultiert die gewebespezifische Transkription und Translation des
Zielproteins (Fischer et al., 1988; Brand & Dormand, 1995; Manseau et al., 1997; Brand &
Dormand, 1995; Dufty, 2002).

Das andere genetisch relevante Element ist das UAS-Motiv mit dem sich
anschlieflenden Zielgen (Effektorlinie). Durch Bindung des GAL4 an das UAS-
Motiv kann dieses aktiviert werden und das Zielgen wird exprimiert (Fischer et al.,
1988; Brand & Dormand, 1995; Manseau et al., 1997). Nur die Nachkommen (F;)
besitzen alle Elemente gemeinsam. Weitere Verwendungsmoglichkeiten dieses
Werkzeugs sind die Uberexpression eines Zielgens oder die Expression eines
Fremdgens in Drosophila, ebenso wie die Lokalisierung bestimmter Strukturen
oder Proteine unter Kopplung des oben genannten GFPs an das Zielgen (Dutta et
al., 2002).
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1.1.2 Spezifischer Genknockdown mittels RNA Interferenz
(RNAI)

Die RNA Interferenz (RNAi) ist 1998 von Fire und Mello in Caenorhabditis elegans
entdeckt worden (Fire et al., 1998; Tabara et al., 1998). Sie konnten zeigen, dass
kiinstlich in den Organismus eingebrachte doppelstrangige RNA (dsRNA) einen
sequenzspezifischen Abbau der komplementdren endogenen messenger RNA
(mRNA) initiiert, was einen Verlust des korrespondierenden Proteins verursacht.
Dieser Vorgang wird als posttranskriptionale Genstilllegung (Gene Silencing)
bezeichnet, da er ausschliefilich posttranskriptional stattfindet. Spezifisches Gene
Silencing wirkt gen-regulierend und scheint ein Verteidigungsmechanismus der
Zelle gegen Fremd-RNA (z.B. virale RNA) zu sein (Fire et al., 1998; Tabara et al.,
1998).

Die Nutzung des GAL4/UAS-Systems erlaubt eine zeitliche und raumliche Steue-
rung der RNAi-Expression (Duffy, 2002). Dieses Verfahren ist in Abbildung 1.2
schematisch dargestellt. Auch bei dieser Methode werden die oben beschriebene
Treiberlinie (GAL4-Linie) und Effektorlinie (UAS-Linie) miteinander verkreuzt,
um alle genetisch notwendigen Strukturen in den Nachkommen (F;) zu erhalten.
Mit ihrer Aktivierung des UAS-Motivs wird die Expression der nachfolgenden
invertierten und wiederholten Sequenz (Inverse Repeat) initiiert, welche aus
einem kurzen Abschnitt des Zielgens besteht. Wird nun das Inverse Repeat
exprimiert, entsteht eine Haarnadel-dhnliche doppelstriangige RNA (dsRNA).
Diese sogenannten Hairpins interferieren mit der homologen mRNA. In Folge
dessen wird die mRNA bei der Bindung der 19 und 23 bp langen small interfering
RNA (siRNA) degradiert und es kommt zur verminderten Proteinsynthese
(Elbashir et al., 2001; Hannon, 2002; Kuttenkeuler & Boutros, 2004). Die RNAi
findet in vielen Bereichen der Forschung ihren Einsatz. Jedoch kommt es hier nicht
zu einem , Knockout” des betroffenen Gens, sondern zu einer unvollstindigen
Repression, einem ,,Knockdown”. Damit ist eine verminderte Expression gemeint.
RNAIi in Drosophila arbeitet zellautonom. So ist es moglich, wildtypische und
manipulierte Zellen gleichzeitig und im selben Organismus zu untersuchen.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines RNAi-Knockdown bei Drosophila.
Die Treiberlinie und die Effektorlinie (Fop) tragen die genetisch relevanten Elemente
in ihrem Genom und vererben diese an die Fi-Generation weiter. Nur zusammen
konnen diese Elemente genetisch aktiv werden. Der gewebespezifische Enhancer
fordert die Expression des Transkriptionsfakors GAL4. Dieser bindet an die UAS und
aktiviert es, womit das Inverse Repeat abgelesen und transkribiert wird. Das Inverse
Repeat ist genspezifisch und besteht aus einer kurzen Sequenz des Zielgens, welche
dahinter invers wiederholt wird. Es entstehen doppelstrangige RNAs (dsRNAs), welche
haarnadeldhnliche Strukturen (Hairpins) bilden. Sie induzieren Ribonukleaseaktivitat
und werden zu small interfering RNA (siRNA) degradiert. Die siRNAs interferieren
mit der homologen Ziel-mRNA. Die homologe mRNA wird degradiert, was zu einer
verminderten Proteinsynthese des Zielproteins fiihrt (Ni et al., 2009).

Mit dieser Methode ldsst sich fast jedes beliebige Gen in Drosophila manipulieren
und untersuchen (Dietzl et al., 2007). Das Vienna Drosophila Research Center
(VDRC) verwaltet und vertreibt eine einzigartige und vielfaltige Kollektion an
RNAIi-Linien (Dietzl et al., 2007).
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1.1.3 Die FRT-FLP-Technik

Die Drosophila-Forschung hat in den letzten Jahren viele Moglichkeiten entwickelt,
um genetische Mutanten zu generieren mit denen das entsprechende Gen un-
tersucht, charakterisiert, kartographiert und seine Expression lokalisiert werden
kann. Speziell im Bereich der chromosomalen Deletionen hat sich die FRT-FLP-
Technik als besonders effizient und gut umsetzbar erwiesen (Parks et al., 2004).

Diese Methode basiert auf der gleichzeitigen Remobilisierung zweier FRT-
tragender P-Elemente im Bereich eines definierten Genlokus (Thibault et al., 2004;
Parks et al., 2004). Kreuzt man die Hitzeschock-FLP-Rekombinase ein, kommt es
zu einer Trans-Rekombination zwischen den beiden FRT-tragenden P-Elementen.
Dies fiihrt zu einer genomischen Deletion, bei der die inneren Randbereiche der
P-Elemente samt des dazwischen liegenden Chromosomenbereichs eliminiert
werden und nur die dufieren Randbereiche der P-Elemente erhalten bleiben
(Abbildung 1.3). Im Bereich der 199 bp grofien FRT-Motive beider Transposons
erfolgt die homologe Rekombination. Bei dieser homologen Rekombination
handelt es sich um eine intrachromosomale Rekombination, welche durch ein
Crossing-over-Ereignis wiahrend der ersten meiotischen Teilung initiiert wird. Es
gibt drei verschiedene Typen der FRI-tragenden-Transposons: XP-Transposons,
RB-Transposons und WH-Transposons. Diese drei Typen unterscheiden sich in
der Lage und Anzahl ihrer FRT-Motive. Entscheidend ist, dass nur typgleiche
Transposons fiir eine Deletion genutzt werden kénnen. Die Verifizierung einer
chromosomalen Deletion erfolgt mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und fiir
Etablierung von Stimmen mit positiven Deletionsereignissen werden Balancer
genutzt, welche die entstandene Deletionsmutation stabil in ihrem Genom tragen.
Dabei handelt es sich um Fliegenstimme mit Balancer-Chromosomen, durch

welche eine erneute Rekombination mittels diverser Insertionen verhindert wird.
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Abbildung 1.3: FRT-FLP-Rekombination. Generation einer definierten Deletion durch
Remobilisierung zweier FRT-tragernder P-Elemente. Die homologe Rekombination durch
Erzeugung eines Doppelstrangbruches in den FRT-Motiven der P-Elemente finden in
Anwesenheit der FLP-Rekombinase statt.

1.2 Klassische Konditionierung

Aufgrund ihres vielfdltigen Verhaltsrepertoire ermoglicht Drosophila die Unter-
suchung der Prozesse des Lernens und Gedéchtnisses. Die Grundlagen und
angewandten Techniken hierfiir entwickelten sich aus der klassischen Kondi-
tionierung bei Vertebraten. Unter der Konditionierung bzw. dem assoziativen
Lernen versteht man die Kopplung eines urspriinglich neutralen Reizes mit
einer bestimmten Reaktion. Dabei wird klar zwischen der operanten (oder

auch instrumentellen) und der klassischen Konditionierung unterschieden.
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Burrhus Frederic Skinner pragt 1938 die operante Konditionierung mafigeblich
(Skinner, 1955, 1988). Er konditionierte naive Ratten darauf, bei Erleuchten eines
Lampchens einen Hebel zu betétigen. Sofern die Tiere dies in einer definierten
Zeit taten, erhielten sie eine Futterbelohnung. Die operante Konditionierung ist
dadurch gekennzeichnet, dass eine urspriinglich spontane Reaktion (das Driicken
des Hebels) durch Belohnung oder Bestrafung positiv bzw. negativ verstarkt
wird. Das operante Lernen kann somit auch als Lernen durch Versuch und Irrtum
bezeichnet werden. Eine zeitliche Ndhe von Reaktion und Reiz sind fiir den

Lernerfolg entscheidend.

Bei der klassischen Konditionierung wird eine Assoziation zwischen einem ur-
spriinglich neutralen Reiz und einer Belohnung (appetitiv) oder einer Bestrafung
(aversiv) hergestellt. Bei erneutem Auftreten des Reizes kann die Belohnung
bzw. Bestrafung vorhergesagt werden, je nach Lernerfolg. Der konditionierte
Reiz allein ruft nun ein angeborenes Verhaltensmuster hervor und auch hier
ist die zeitliche Ndahe von Belohnung/Bestrafung und Reiz entscheidend fiir den
Lernerfolg. Das wohl berithmteste Experiment zur klassischen Konditionierung
ftihrte Iwan Pavlov 1927 durch (Pavlov, 1951). Er konditionierte Hunde auf das
Ertonen einer Glocke: Beim Ertdnen dieser Glocke wurde den Hunden Futter
gegeben, was zu einem verstirkten Speichelfluss fithrte. Nach erfolgreicher
Assoziation erfolgte bei den Hunden auch dann Speichelfluss, wenn nur die
Glocke ertonte und kein Futter dargereicht wurde.

1.3 Olfaktorisches Lernen bei Drosophila

Seit Skinner und Pavlov sind viele Paradigmen zum assoziativen Lernen
entwickelt worden - sowohl fiir Vertebraten als auch fiir Invertebraten. Dabei
kristallisierte sich das olfaktorische Lernparadigma bei Drosophila melanogaster
als besonders erfolgreich heraus (Quinn et al., 1974). Diesem Lernparadigma
zugute kommt die umfassend erforschte Hirnstruktur, die geringe Anzahl von
Neuronen im Vergleich zu Primaten, sowie eine Reihe komplexer Verhaltens-
muster (Busto et al.,, 2010). Das olfaktorische Lernparadigma bei Drosophila
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liegt der Kklassischen Konditionierung nach Pavlov zu Grunde und macht
sich angeborene Reflexe der Tiere zu Nutze. Mittels dieses Paradigmas lassen
sich appetitive und aversive Lernprozesse konditionieren. Hierzu wird eine
Zuckerlosung als Belohnung (appetitiv) bzw. Elektroschocks als Bestrafung
(aversive) mit einem Duft als neutralen Reiz kombiniert. Dabei wird der vorher
neutrale Reiz zum konditionierten Stimulus (CS). Dieser CS wird wahrend des
Trainings mit einem positiven (Zuckerldsung) oder negativen (Elektroschock)
Reiz assoziiert. Die Zuckerlosung bzw. der elektrische Stromschock stellen dabei
den unkonditionierten Stimulus (US) dar. Das gebildete aversive und appetitive
Gedéchtnis entsteht auf unterschiedlichen Signalwegen und unter Beteiligung
unterschiedlicher Neurone (Schwaerzel et al., 2003; Zars, 2010; Waddell, 2013).

In dieser Arbeit wurde das aversive Lernparadigma genutzt (Tully & Quinn, 1985).
Wie Quinn bereits 1985 zeigte, sind Fliegen in der Lage, einen gegebenen Duft mit
gleichzeitig gegebenen Elektroschocks zu assoziieren. In einer anschlieflenden
Testsituation, in der die Tiere zwischen zwei Diiften wihlen konnen, meiden sie
den assoziierten Duft. Dieses Experiment wird in einer T-Maze durchgefiihrt.
Abbildung 1.4 zeigt den detaillierten Ablauf dieses Paradigmas. Die Fliegen
werden in ein mit Kupferdraht ausgekleidetes Rohrchen transferiert. Uber einen
Zeitraum von 1 min werden die Tiere dem Duft A (CS+) ausgesetzt. Zeitgleich
werden ihnen 12 elektrische Schocks (US) verabreicht. Dies wird als eine CS+/US-
Paarung bzw. ein Trainingsintervall definiert, welche durch eine Ruhephase von
30 s abgelost wird. Im Anschluss erfolgt die Gabe des Dufts B (CS-) tiber 1 min,
welcher unassoziiert bleibt. Fiir den Abruf des Gedédchtnisses werden die Fliegen
nun in die Testsituation tiberfiihrt. Hier kdnnen sie 30 s lang zwischen zwei
Rohrchen mit den beiden Diiften A bzw. B wihlen. Nach der Testphase werden
die Tiere in jedem Rohrchen gezdhlt. Ein einziges Traingsintervall (eine CS/US-
Paarung) gentigt um ein Gedéchtnis zu bilden, welches direkt nach dem Training
abgerufen werden kann. Aus dem Verhdltnis der Tiere in den Rohrchen wird der
Performance-Index berechnet (siehe 2.4). Er stellt die Vermeidung des bestraften
Duftes dar und gilt somit als Maf fiir den Lernerfolg. Bei wildtypischen Fliegen
liegt er zwischen 60 bis 75 %, das heifst (d.h.) 60 bis 75 % der getesteten Fliegen
entscheiden sich fiir den nicht bestraften Duft.
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Abbildung 1.4: Schema des aversiven olfaktorischen Lernparadigma. Fliegen werden
in einem mit Kupferdraht ausgekleideten Rohrchen fiir 1 min mit einer CS+/US Paarung
exponiert. Dabei stellt ein Duft A den CS und 12 aufeinander folgende Elektroschocks den
US dar. Anschliefsend erfolgt die Gabe von Frischluft fiir 30 s. Darauffolgend werden die
Tiere 1 min lang einem Kontrollduft B (CS-) ausgesetzt. Um das STM abzurufen, werden
die Tiere in der Testsituation vor die Wahl zwischen dem bestraften Duft (CS+) und dem
unbestraften Kontrollduft (CS-) gestellt wobei sich 60-75 % der wildtypischen Fliegen
fiir den CS- entscheiden. konditionierter Stimulus (CS), unkonditionierter Stimulus (US),
Kurzzeitgedachtnis /Short-Term-Memory (STM)

Um auszuschliefien, dass die ermittelte Performance auf eine natiirliche Attrak-
tivitit oder Abstoflung der verwendeten Diifte zuriickzufiihren ist, wird ein
reziproker Durchgang zeitgleich mit dem ersten durchgefiihrt und anschlieffend
mit ihm verrechnet (Abschnitt 2.4).

1.4 Gedachtniskomponenten

Die Akquise und die Konsolidierung eines Gedéchtnisses sind dynamische
Prozesse (McGaugh, 2000). So lassen sich bei Drosophila, je nach Zeitpunkt
des Gedéachtnisabrufs, unterschiedliche Geddchtniskomponenten bestimmen, an
deren Bildung verschiedene Mechanismen beteiligt sind (Tully et al., 1996; Yin
et al., 1994; Bailey et al., 1996; Yin et al.,, 1994; Tully et al., 2003; Isabel et
al., 2004; Margulies et al., 2005; Keene & Waddell, 2007; Knapek et al., 2010,
2011). Das STM wird sofort nach dem Training ausgebildet und erlischt im
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Verlauf einer Stunde. Schon zu diesem Zeitpunkt lassen sich eine labile und
eine stabile Geddchtnisphase voneinander unterscheiden (Quinn & Dudai, 1976;
Margulies et al., 2005; Knapek et al., 2011). Beide Phasen sind koexistent und
von unterschiedlicher Dauer, sie klingen nach 5-6 h (labile Phase) bzw. nach 48 h
(stabile Phase) ab. Zum Zeitpunkt ihrer maximalen Auspragung, 3 h nach dem
Training, bilden beide gemeinsam das Mittelzeitgeddchtnis /Mid-Term-Memory
(MTM) (Margulies et al., 2005).

messbar

Gedéachtnisauspragung

stabil

A

1 2 3 4 5 6 24 48
Zeit in Stunden (h)

Abbildung 1.5: Gedichtnisphasen von Drosophila melanogaster. Das messbare
Gedéchtnis bei Drosophila ist graduell abfallend und kann in verschiedene Komponenten
unterteilt werden. Direkt nach dem Training wird das STM ausgeprigt, welches im
Verlauf einer Stunde abklingt. Schon zu diesem Zeitpunkt lassen sich eine labile und
eine stabile Gedachtnisphase nachweisen, welche tiber 5-6 h, im Falle der labilen,
bzw. bis zu 48 h, im Falle der stabilen Phase, anhalten. Diese beiden Phasen sind
koexistent und bilden nach 3 h zu ihrer hochsten Auspriagung zusammen das MTM.
Das translationsabhdngige LTM wird durch Space-Training konsolidiert. Es bildet sich
erst nach mehreren Stunden und bleibt tiber Tage abrufbar (Tully et al., 1996; Yin et al.,
1994; Bailey et al., 1996; Tully et al., 2003; Isabel et al., 2004; Margulies et al., 2005; Keene
& Waddell, 2007). Die Abbildung entstand in Anlehnung an Tully et al., 2003; Margulies
et al., 2005. Kurzzeitgedédchtnis /Short-Term-Memory (STM), Mittelzeitgeddchtnis /Mid-
Term-Memory (MTM), Langzeitgedédchtnis /Long-Term-Memory (LTM)
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Labile und stabile Phasen kénnen durch eine kiltebedingte Anésthesie getrennt
werden (Abschnitt 2.4, Isabel et al., 2004), wobei die labile Gedachtnisphase
Anisthesie sensitiv ist und ausloscht wird, wihrend die stabile Phase konsolidiert
wird und erhalten bleibt (Isabel et al., 2004). Dabei ist die stabile Geddchtnisphase
nicht translationsabhingig, im Gegensatz zum LTM. Das LTM steht noch nach
einem ldngeren Zeitraum (Stunden/Tage) zur Verfiigung und wird nur durch
ein Space-Training, eine mehrfache Wiederholung eines Trainingsintervalls mit
dazwischenliegenden Ruhephasen, generiert (Milner et al., 1998). Die dem
LTM zugrunde liegende Transalation kann durch bestimmte Pharmazeutika
unterbunden werden, was zu einer Inhibierung des LTM fiihrt. In Abbildung
1.5 sind diese Gedachtnisphasen dargestellt. Es wurde mehrfach gezeigt, dass
Mutanten bei Drosophila unterschiedliche Gedachtniskomponenten betreffen
konnen. Insbesondere Gene, welche am cAMP-Signalweg beteiligt sind, tragen
maflgeblich zur Bildung der einzelnen Geddchtnisphasen bei.

Zwei Protagonisten des cAMP-Signalweges sind die Gene dunce (dnc) und
rutabaga (rut). Die Phosphodiesterase (PDE)-Mutante dncl zeigt einen Ausfall in
der Ausbildung der stabilen Geddchtnisphase (Dudai et al., 1976; Scheunemann
et al., 2012), wahrend die Adenylatzyklase (AC)-Mutante rutl einen Verlust der
labilen Gedachtnisphase aufweist (Dudai, 1983; Scheunemann et al., 2012). Beide
sind unterschiedlich an der Bildung der einzelnen Gedédchtnisphasen beteiligt und
es konnte ein dnc-abhédngiger und rut-abhdngiger cAMP-Signalweg identifiziert
werden, welcher den jeweiligen Geddchtniskomponenten zugeordnet werden

konnten (Scheunemann et al., 2012).

1.5 Gedachtnisbildung

Im Falle des assoziativen Lernens werden zwei Reize miteinander verkniipft
und fithren zur Etablierung eines erlernten Verhaltensmusters, welches bei
erneuter Reizgabe zum Abruf des angelegten Geddchtnisses fiihrt. Hierzu miissen
sowohl der CS und der US wahrgenommen, weitergeleitet und verarbeitet
werden. Die Bildung eines Gedachtnisses ist ein sehr komplexer Vorgang, welcher
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verschiedene Ebenen umfasst.

1.5.1 CS- und US-Signalweg

Der CSund der US werden durch unterschiedliche Rezeptoren aufgenommen und
bis in die Pilzkorper (PK) zur integrativen Verarbeitung weitergeleitet. Abbildung
1.6 zeigt eine schematische Darstellung des adulten Gehirns von Drosophila und
seine Innervierung (Aso et al., 2012). Anhand dieser abstrahierten Ubersichts-
zeichnung sollen anschlieffend zum einen die olfaktorische Signalweiterleitung
des CS und zum andern die Signalweiterleitung des US durch die dopaminerger
Neuronen (DANSs) bis hin zur integrativen Verarbeitung beider Reize in den PK

erlautert werden.

Die PK stellen eine paarige und sehr dominante Struktur im Gehirn vieler
Arthropoden dar. Bei Drosophila bestehen sie aus ca. 2500 intrinsischen Zellen,
die als Kenyonzellen bezeichnet werden. Die Zellkorper der Kenyonzellen (KZ)
liegen im dorsal-posterioren Gehirnbereich, wahrend ihre Dendriten in die Kalyx
der PK miinden. Die Kalyx ist der neuropile Bereich in dem die Neuronen der
PK auf die Synapsen der Projektionsneuronen (PNs) treffen, um die olfaktorische
Information aufzunehmen (R. L. Davis, 2004; Tomchik et al., 2013). Die Axone der
KZ bilden dabei den Pedunkel. Weiterfiihrend verzweigen sie sich starker, um
die wichtigsten Verarbeitungsstrukturen des PK zu bilden: die morphologisch-
unterschiedlichen @, f und y Loben und die a’, ' -Loben. In diesen Loben
nehmen die KZ Kontakt zu extrinsischen Neuronen auf, welche ihrerseits die
Information an andere Neuronenpopulationen iiber Synapsen weiterleiten. Dabei
konnte eine Riickkopplungsschleife von den a-Loben zur Kalyx nachgewiesen
werden (R. L. Davis, 2005).

13
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PPL2ab
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Abbildung 1.6: Ubersicht iiber die dopaminerge Innervierung und die olfaktorische
Transduktion im adulten Gehirn bei Drosophila. Der olfaktorische Stimulus wird
von den ~2600 ORNs aufgenommen und an die einzelnen Glomeruli (~43) im AL
weitergeleitet. Hier formen die ORNs Synapsen mit den i/e LNs und mit den PNs.
Die PNs leiten die empfangenen Informationen in die Kalyx der PK {iiber den iACT
weiter und projizieren von dort in die KZ. Die PNs enden im Lateralen Horn. Einige
der PN-Synapsen projizieren ausschliefllich in das Laterale Horn iiber den mACT
(R. L. Davis, 2004; Didelot et al., 2006; Keene & Waddell, 2007). Die drei Lobensysteme
der PK a, f und y innervieren mit ihren Dendriten die Kalyx und nehmen so die
olfaktorische Information auf (R. L. Davis, 2005). Es gibt acht verschiedene dopaminerge
Neuronencluster im adulten Gehirn. Von ihnen innverieren drei die Lobensysteme: das
PAM, das PPL1 und das PPL2ab (Aso et al., 2012). Diesen drei Clustern ist eine Beteiligung
an der Weiterleitung des US in die Pilzkorper-Loben nachgewiesen (Aso et al., 2010,
2012). Olfaktorische Rezeptorneurone (ORNSs), Antenallobus (AL), inhibitorische und
exzitatorische lokale Interneurone (i/e LNs), Projektionsneurone (PNs), innerer antenno-
cerebraler Trakt (iACT), medialer antenno-cerebraler Trakt (mACT), Pilzkorper (PK),
Kenyonzellen (KZ), Protocerebrales anterior mediales Cluster (PAM), Protocerebrales
posterior laterales Cluster 1 (PPL1), Protocerebrales posterior laterales Cluster 2ab
(PPL2ab)

Die anterior-paarig lateralen Neurone (APLs) stellen bilaterale Neuronen dar,
welche die GABAerge Rezeptoren in den PK innervieren (X. Liu et al., 2007,
2009, 2009) und einen inhibitorischen Signalweg darstellen. Die dorsal-paarig
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mediale Neuronen (DPM)-Aktivitdt wird beim olfaktorischen Lernen spezifisch
erhoht, wahrend gleichzeitig die Aktivitdt der APLs durch die Prozessierung
des konditionierten Duftes reduziert wird (Yu et al., 2005; X. Liu et al., 2009).
Infolgedessen kann angenommen werden, dass die APLs eine nichtselektive
Querinhibierung darstellen, welche zur synaptischen Spezifitdt in den DPM-PK-
APL-Verbindungen fiihrt (Pitman et al., 2011). Diese inhibitorische Riickkopplung
zwischen den PK und den APLs ist durchaus vorstellbar, zumal auch schon
andere inhibitorische Riickkopplungen aus der synaptischen Plastizitdtim Lernen
bekannt sind (S. D. Chang & Liang, 2012; Weinberger, 2004).

Der olfaktorische Reiz, der CS, wird durch die ~2600 Olfaktorischen Rezeptor-
neurone (ORNSs) in den Antennen und den Maxillarpalpen aufgenommen und
mittels ihrer Axone zu den ~43 Glomeruli im Antennallobus (AL) weitergeleitet,
wo die Informationsweitergabe durch die Synapsen erfolgt. Zum einen formen die
ORNSs Synapsen mit den lokalen Interneuronen (LNs), welche axonlos sind und
exzitatorisch oder inhibitorisch seinen konnen und zum anderen mit den PNs.
Die PNs innervieren jedes Glomeruli im AL einzeln und leiten die olfaktorische
Information in die PK und das Laterales Horn (LH) weiter, wo sie in den PK
verarbeitet wird.

Bis jetzt ist die Weiterleitung des elektrischen Schocks, des US, und seiner
inneliegenden Information wenig verstanden. Der US wird den PK durch die drei
dopaminergen Cluster protocerebrales anteriomediales Cluster (PAM), protoce-
rebrales posteriolaterales Cluster 1 (PPL1) und protocerebrales posteriolaterales
Cluster 2ab (PPL2ab) prasentiert, welche DA an die PK-Synapsen freisetzen
(R. L. Davis, 2005; Busto et al., 2010). Das DA aktiviert die DA-Rezeptoren und
fithren zu einer Modulation der AC und somit ebenfalls zu einer Regulation der
cAMP-Produktion. Das koinzidente Auftreten des CS und des US erhoht den
cAMP-Spiegel und fiihrt zum Ausbilden eines Gedéchtnisses.

1.5.2 cAMP Signaltransduktion

Jeder physiologische Prozess in einem mehrzelligen Organismus wie z.B.

Wachstum, Apoptose, Genregulation, Vermehrung und auch die Ausbildung

15



1. Einleitung

eines Geddchtnisses wird durch Stimuli reguliert (Pawson & Nash, 2000).
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der cAMP-Signaltransduktion und ihrer
Bedeutung bei der Gedichtnisbildung. Der CS 16st in den PK-Neuronen die Ausschiit-
tung des Neurotransmitters ACh aus, welcher an die Ca?*-Kanile bindet. Zeitgleich
kommt die Erregung durch den US in den Neuronen an, welcher den GPCR durch DA
aktiviert. Koinzident 6ffnen sich die Ca?*-Kanile, wodurch ein Ca2*-Influx beginnt und
die Dissoziation des G-Proteins beginnt. Beide Ereignisse fithren zur Aktivierung der AC,
welche nun cAMP produziert. Der cAMP-Spiegel in der Zelle erhoht sich drastisch und
es beginnt die intrazelluldre Signaltranduktion: cAMP bindet an verschiedene Proteine
und aktiviert diese. Z.B. wird die PKA aktiviert, wodurch deren katalytische Untereinheit
sich abspaltet. Sie phosphoryliert verschiedene Substrate, die bei der Geddchtnisbildung
notig sind (R. L. Davis, 2005; Kasuya et al., 2009; Busto et al., 2010; Tomchik et al.,
2013). Die PDE baut cAMP wieder ab und beeinflusst damit den Zustand der Ca’*-
und K*-Kanilen (Delgado et al., 1991). Acetylcholin (ACh), Phosphodiesterase (PDE),
Adenylatzyklase (AC), zyklisches Adenosinmonophospat (cCAMP)

Dabei ist die Signaltransduktion, die gezielte und zeitnahe Weiterleitung dieses
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Stimulus, von elementarer Bedeutung. Man unterscheidet zwischen extrazellu-
laren und intrazelluldren Signalen und demnach zwischen extrazelluldrer und
intrazelluldrer Signaltransduktion. Hierbei gelten Neurotransmitter, Hormone
oder Ionen als extrazelluldre Signale. Aber auch Diifte, Licht, elektrische bzw.
mechanische Reize und Warme konnen als solche dienen. Dagegen beruht
eine intrazelluldre Signaltransduktion auf Protein-Protein Interaktionen oder
aber auf der Weiterleitung durch Sekunddre Botenstoffe (Second Messenger),
wie z.B. cAMP und Ca®*-Ionen. Der cAMP-Signalweg ist eine der wichtigsten
Signaltransduktionswege. Durch ihn konnen dufiere Reize schnell und effizient
ins Zellinnere weitergeleitet und dort verarbeiten werden. cAMP dient hier als
Sekundérer Botenstoff und wird durch die Spaltung von Adenosintriphosphat
(ATP) durch eine membranstdndige AC gewonnen. Die Signaltransduktion von
US und CS, welche zur Ausbildung eines Gedéchtnisses fiihrt, soll hier an einem
molekularen Model direkt an einem PK-Neuron erkldrt werden (Abbildung
1.7). Der olfaktorische Stimulus (CS) wird durch den Antennal Cerebral Tract
(ACT) an die PK-Neurone weitergeleitet und der Neurotransmitters ACh wird
in die KZ ausgeschiittet. Diese Neuronen bilden die Kalyx und mit ihnen
interagieren die Dendriten der drei PK-Areale (a/f, a’/f’ und y Loben Keene
& Waddell, 2007; Busto et al., 2010). Durch die Ausschiittung des ACh erfolgt
der Ca**-Influx. Zeitgleich findet die Erregung durch den US, den elektrischen
Schock, statt. Der US wird durch die Ausschiittung des Neurotransmitters DA
prasentiert und aktiviert den G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Der
Ca**-Influx aktiviert das Ca**-abhingige Calmodulin (CAM), welches die AC
aktiviert. Dies fithrt zu einer Erhchung des cAMP-Spiegels. Ebenso fiihrt die
Aktivierung des GPCR zu einer Erhohung des cAMP-Spiegels, denn durch
die Aktivierung des GPCR spaltet sich seine G,-Untereinheit ab und aktiviert
ihrerseits ebenfalls die AC (Blenau & Baumann, 2003). Es kommt zu einer
Koinzidenzdetektion, wobei CS und US gleichzeitig zur Aktivierung der AC
fiihren. Diese drastische Steigerung des cAMP-Spiegels fiithrt zur Aktivierung
des PKA-Tetrames. cAMP bindet an PKA, wodurch die katalytische Untereinheit
von der regulatorischen Untereinheit dissoziiert. Die katalytische Untereinheit

der PKA ist somit in der Lage eine Vielzahl von Substraten zu phosphorylieren.
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Fiir die Etablierung eines Gedéchtnisses sind zahlreiche Gene potentiell wichtig.
Ihre Bedeutungen im Einzelnen sind allerdings noch nicht vollstandig klar. So
weifs man, dass das Gen Nebula (nla) fiir eine normale Geddchtnisbildung nétig
ist, da es die Protein-Phosphotase (P-Ptase)-Aktivitdt kontrolliert (D. ]J. Chang
et al., 2003). Volado (Vol) und Fas II sind zellanhdngende Rezeptoren, die die
Signaliibertragung vermitteln oder physikalische Anderung der synaptischen
Verbindungen der PK steuern (Cremer et al., 1994). Eine solche morphologische
Anderung ist fiir die Gedichtnisbildung essentiell. Weiterhin ist die Beteiligung
des Genes Notch am LTM bekannt (Costa et al., 2002; Ge et al., 2004). Genauso
essentiell fiir das LTM ist das Protein CREB (cAMP response element-binding
Protein). Es wird durch die katalytische Untereinheit der PKA phosphoryliert
und ist ein Transkriptionsfaktor, welcher die Proteinsynthese und somit die
translationsabhédngige Bildung des LTM begiinstigt (Montminy et al., 1990).
cAMP kann und muss jedoch auch abgebaut werden, um z.B. eine Habituation
oder Ubererregung der Zelle zu vermeiden. Diese Aufgabe wird von der PDE
tibernommen. Sie degradiert cAMP zu 5’AMP. Dieses wird dann in einem
Recyclingprozess wieder fiir die Signaltransduktion nutzbar gemacht. Die PDE
ist so in der Lage Ionenkanile zu beeinflussen und deren Zustdnde zu dndern.
Ein Ausfall der PDE, wie z.B. bei der Mutante dunce fiihrt zu einem sehr hohen
cAMP-Level in der Zelle und somit zu einer Beeintrdachtigung des olfaktorischen
Lernens (Dudai et al., 1976).

1.6 Biogene Amine

Alsbiogene Amine, wie z.B. DA, bezeichnet man kleine, hdufig basische Molekiile,
welche eine Aminogruppe als funktionelle Gruppe tragen. Sie werden daher
auch als Monoamine bezeichnet. Biogene Amine fungieren als Neurohormone,
Neuromodulatoren oder als Neurotransmitter, sowohl in Vertebraten als auch in
Invertebraten und regulieren hier eine grofie Anzahl an zelluldren und physiolo-
gischen Prozessen (Dewhurst et al., 1972; Monastirioti, 1999; Blenau & Baumann,
2001). Das Belohnungssystem des Menschen und anderen Sdugern umfasst eine
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Region im Gehirn, in welcher der Neurotransmitter DA ausgeschiittet wird, wenn
der Mensch eine positive Bestdtigung erfahrt (Kadzielawa, 1974; Routtenberg,
1978). Das ausgeschiittete DA aktiviert eine Reihe anderer Hirnzentren, die
fiir die Steuerung von Motivation, Verhalten und Lernfahigkeit verantwortlich
sind (Di Chiara & Bassareo, 2007). Im Striatum und dem orbitofrontalen Cortex
werden dabei Informationen verarbeitet, welche das Verhalten steuern (Linnet
et al., 2012). Serotonin, Histamin, Tyramin, Dopamin und Octopamin sind die
biogenen Amine, welche in Drosophila melanogaster identifiziert (Monastirioti,
1999), dabei ist z.B. Dopamin direkt an der Formation des Gedachtnisses beteiligt
und vermittelt bestrafte und belohnte Situationen in Drosophila melanogaster
(Schwaerzel et al., 2003; Busto et al., 2010; Waddell, 2010, 2013).

1.6.1 Dopamin

DA gehort zur Gruppe der Katecholamine und ist in Invertebraten und Verte-
braten als Neurotransmitter elementar. DA beeinflusst nicht nur die synaptische
Modulation, sondern auch die Plastizitdt des Verhaltens (Monastirioti, 1999) und
vermittelt neurologische und endokrine Funktionen (Draper et al., 2007). Es
moduliert in Drosophila Lokomotor-Aktivitdt (Draper et al., 2007; Riemensperger
et al., 2013), Sexualfunktionen (Chen et al., 2010) und steuert die Reaktionen
im Korper auf Drogen wie Nikotin und Alkohol (H. Li et al., 2000; Bainton
et al., 2000, Hearn et al., 2002). Wie neuere Studien zeigten, sind DA und
die dopaminergen Neurone nicht nur an der Signaltransduktion des aversiven
Lernens, sondern auch an der des appetitiven Lernens mafigeblich beteiligt
(Waddell, 2013). Insgesamt sind acht dopaminerge Neuronencluster im Gehirn
von Drosophila nachgewiesen (Mao & Davis, 2009), allerdings ist nur den drei
genannten (PAM, PPL1 und PPL2ab) eine Rolle bei der Prozessierung und
Verarbeitung im aversiven Lernen nachgewiesen (Aso et al., 2010, 2012).
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1.7 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

Fast in allen Phyla stof3t man auf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). Sie
sind nicht nur in Invertebraten und Vertebraten nachgewiesen, sondern auch
in Protozoen, Pilzen und Pflanzen. Allein beim Menschen sind derzeit fast 800
GPCRs identifiziert. Dabei ist ihre Aufgabe stets die gleiche: Die Transduktion
eines extrazelluldren Signals/Reizes ins Zellinnere! Die Gruppe der GPCRs besitzt
als typisierende Strukturmerkmale sieben Transmembrandomé&nen (TM), welche
durch drei bis vier intrazelluldre Schleifen (IL) und durch drei extrazellulare
Schleifen (EL) miteinander verbunden sind. Zur Bildung der 4. IL kommt es
jedoch nur, wenn die Cystein-Reste im C-Terminus posttranslational palmitoy-
liert wurden. Der C-Terminus befindet sich intrazellulir und der N-Terminus
extrazelluldr (Abbildung 1.8, Blenau & Baumann, 2003). Die sieben TM und ihre
dazugehorigen EL und IL weisen hoch konservierte Motive auf, welche in vielen
Tiergruppen wiederzufinden sind und somit die Vorhersage der TM ermoglichen
(Baldwin, 1994; Vernier et al., 1995; Baldwin et al., 1997; Valdenaire & Vernier,
1997; Palczewski et al., 2000). Die GPCRs lassen sich aufgrund ihrer Sequenzen
und ihrer Spezifitit gegentiber Liganden in verschiedene Familien einteilen
(Fredriksson et al., 2003). Dabei sind z.B. die Rhodopsin-dhnlichen-Rezeptoren
und die Glutamatrezeptoren gewiss die Bekanntesten. Diesen Superfamilien
gehoren viele weitere Familien an wie z.B. die adrenergen Rezeptoren, die
Serotoninrezeptoren oder auch die DA-Rezeptoren. Die GPCRs gehoren zu den
metabotropen Rezeptoren, d.h. dieser Membranrezeptortyp hat keinen direkten
Einfluss auf die Ionenkonzentration, sondern setzt mit seiner Aktivierung eine
weitere Signalkaskade auf der intrazelluldren Seite des Rezeptors in Gang. Dies
kann entweder zu einer Konzentrationsdnderung eines sekunddren Botenstoffes
(z.B. cAMP) oder zu einer Permeabilitdtsanderung der Zellmembran (Freisetzung
von Ca?") fiihren (Blenau & Baumann, 2001). Innerhalb der Gruppe der GPCRs
unterscheidet man die Rezeptoren anhand ihres gekoppelten Guaninnucleotid-
bindenden Proteins (G-Protein).
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung eines GPCR. GPCR kennzeichnen sich
durch sieben a-helikale TM. Diese sind intrazelluldr durch drei bis vier IL (intrazelluldre
Schleifen/Loops) und extrazelluldr durch drei EL (extrazelluldre Schleifen/Loops) verbun-
den. Die 4.IL bildet sich nur, wenn die Cystein-Reste am C-Terminus posttranslational
palmitoyliert werden. Dabei befindet sich der C-Terminus auf der intrazelluldren und der
N-Terminus auf der extrazelluldren Seite (Blenau & Baumann, 2001, 2003).

Gs-Proteine sind an cAMP-abhédngigen Reaktionen beteiligt, sie wirken also
stimulierend. Dagegen handelt es sich bei G;-Proteinen um inhibitorische G-
Proteine, wihrend G,-Proteine an die Phospholipase gekoppelt sind (Wess, 1997;
M. I. Simon et al., 1991; Luttrell, 2008). Es sind drei Subklassen der inhibitorischen
G-Proteine bekannt, welche sich in ihrer a-Untereinheit unterscheiden (Bray et
al., 1987; Jones & Reed, 1987; Ang et al., 2012). Jedes G-Protein setzt sich aus
drei Untereinheiten (a, f und y) und einem Guanindiphosphat (GDP) zusammen.
Man bezeichnet es deshalb auch als Heterotrimer. Das Wirkungsprinzip ist bei
allen G-Proteinen stets dasselbe: das an die a-Untereinheit gebundene G-Protein
wird durch die Aktivierung des Rezeptors durch einen Liganden veranlasst, sein
gebundenes GDP durch ein Guanintriphosphat (GTP) zu ersetzen. Hierdurch
dissoziieren die a-Untereinheit und die 3/y-Untereinheit. und die a-Untereinheit
aktiviert/inhibiert einen membrangebundenen Effektor wie z.B. die AC. Nach der
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Interaktion mit dem Effektor reassoziiert das G-Protein und die a-Untereinheit
spaltet GTP in GDP+P. Die Bindung eines Liganden fiihrt jedoch nicht nur zur
Aktivierung des Rezeptors, sondern auch zu einer Desensibilisierung und zu einer
Reorganisation des Rezeptors. Die Desensibilisierung des Rezeptors stellt dabei
einen wichtigen Mechanismus dar, der zum einen vor einer Uberstimulation
des Rezeptors schiitzt und zum anderen als Filter dient. So ist es moglich aus
zahlreichen Rezeptorinformationen ein spezifisches Signal zu generieren und
schwichere, weniger relevante Rezeptorsignale zu inaktivieren (Krasel et al., 2008;
Reiner et al., 2009). Diese Reorganisation findet intrazelluldr und entkoppelt von
der Zellmembran statt. Sie wird auch als Internalisierung bezeichnet (Pierce et
al., 2002). Bei der Dissoziation des G-Proteins rekrutiert die frei gewordene f/y-
Untereinheit eine G-Protein-Rezeptor Kinase zum Rezeptor. Diese phosphoryliert
den durch den Liganden aktivierten Rezeptor und es erfolgt die Bindung des -
Arrestin an den Rezeptor, welcher in einem Endosom internalisiert wird. Dies
hat Dephosphorylierung des Rezeptors mit anschlieflender Reorganisation oder

Degradation zur Folge (Pierce et al., 2002).

1.7.1 Dopamin-Rezeptoren

GPCRs vermitteln viele physiologische Prozesse. Unter anderem (u.a.) sind DA-
Rezeptoren sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten an der Bildung
und dem Abruf des Gedéachtnisses (Fujishiro et al., 2005; Xing et al., 2012) und
an der Weiterleitung des US beteiligt (Busto et al., 2010). Die DA-Rezeptoren
gehoren zu den Rhodopsin-dhnlichen-Rezeptoren (Mustard et al., 2005). In
Vertebraten konnen je nach Wirkungsweise und aktiviertem Signalweg zwei
Gruppen unterteilt werden: D1-dhnliche Rezeptoren und D2-dhnliche Rezeptoren
(Brody & Cravchik, 2000; Mustard et al., 2005). D1-dhnliche Rezeptoren sind durch
ihr stimulatorisches G-Protein gekennzeichnet. Dieses triggert die Aktivierung
der AC (Sugamori et al, 1995). Die D2-dhnlichen Rezeptoren sind durch
inhibitorisches G-Protein charakterisiert, welches zu einer Inhibierung der AC
flihrt und somit zu einer Modulation der Ionenkandle (Jackson & Westlind-
Danielsson, 1994; Missale et al., 1998; Emilien et al., 1999; Vallone et al., 2000).
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In den Invertebraten lassen sich die DA-Rezeptoren durch Sequenzvergleiche
in drei Gruppen einteilen (Mustard et al., 2005). Zusitzlich zu den D1-und D2-
dhnlichen Rezeptoren tritt hier noch die Gruppe der Invertebraten Dopamin-
Rezeptoren (INDRs) in Erscheinung. Sie unterscheiden sich nur strukturell von
den D1-dhnlichen Rezeptoren und sind aufgrund ihrer Sequenzhomologien ndher
mit den Octopamin-Rezeptoren der Invertebraten verwandt (Mustard et al., 2005).
Sie sind jedoch funktionell wie D1-dhnliche Rezeptoren - auch sie stimulieren,
bei einer Aktivierung durch DA, die AC und fithren zu einer Erhohung
des cAMPs (Mustard et al.,, 2005). DA-Rezeptoren weisen hoch konservierte
Aminosequenzen auf, welche in vielen Phyla wiederzufinden sind. Der Rezeptor
D2R besitzt eine Homologie zum D2-dhnlichen Rezeptor der Saugetiere auf
(Hearn et al., 2002). DA-Rezeptoren sind verstarkt in den PK exprimiert (Han
et al., 1996, 1998), die im Gehirn von Drosophila fiir die Bildung und den
Abruf eines intakten Gedéchtnisses essentiell sind (Abbildung 1.6). In Drosophila
melanogaster sind vier DA-Rezeptoren bekannt. dDA1 gehort der Gruppe der D1-
dhnlichen Rezeptoren an, welche an ein stimulatorisches G-Protein gekoppelt sind
(Abbildung 1.9, Brody & Cravchik, 2000; Kim et al., 2007b). Der Rezeptor DAMB
ist ebenfalls an ein stimulatorische G-Protein gekoppelt und aktiviert somit auch
die Signalwege der D1-dhnlichen Rezeptoren, jedoch weisen Sequenzvergleiche
auf seine Zugehorigkeit zu den INDRs hin (Han et al., 1996; Mustard et al.,
2005; Selcho et al., 2009). Diese Rezeptorgruppe ist strukturell ndher mit den
Octopamin-Rezeptoren der Invertebraten verwandt (Mustard et al., 2005). Beide
Rezeptoren werden stark in den PK exprimiert. Frithere Studien belegten fiir
beide Rezeptoren eine Beteiligung am olfaktorischen Gedéchtnis (Sugamori et al.,
1995; Han et al., 1996; Kim et al., 2003; Berry et al., 2012). Fiir den Rezeptor dDA1
wurden zwei Mutanten identifiziert, die beide sowohl im aversiven als auch im
appetiven olfaktorischen Lernparadigma eine Reduktion der Lernperformance
aufweisen (Kim et al., 2007a). Dabei ist die gezeigte Beeintrachtigung im aversiven
Lernen grofer, als die im appetitiven. Beide Phanotypen konnten durch die
Expression der cDNA des Rezeptors in den PK vollig wiederhergestellt werden.
Weiterfithrende Studien belegten auch die Rolle des DA-Rezeptors dDAL1 in der
Gedédchtnisakquise (Berry et al., 2012).
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Abbildung 1.9: Klassifizierung der Dopaminrezeptoren bei Drosophila melanogaster.
Es sind 4 Dopaminrezeptoren bei Drosophila melanogaster bekannt. Diese werden phyloge-
netisch und funktionell in verschiedene Gruppen eingeteilt. Phylogenetisch werden die
Invertebraten Dopamin-Rezeptoren (INDRs) und die D1- bzw. D2-dhnlichen Rezeptoren
unterschieden (Brody & Cravchik, 2000; Mustard et al., 2005). Funktionell wird nur
zwischen den D1-dhnlichen und den D2-dhnlichen bzw. dem DopEcR unterschieden.
Dabei wird der Rezeptor dDA1 phylogenetisch zu den D1-dhnlichen Rezeptoren gezahlt,
wahrend der Rezeptor D2R zu den D2-dhnlichen Rezeptoren gehort. Der Rezeptor DAMB
wird strukturell zu den INDRs gezidhlt, verhilt sich funktionell jedoch wie ein D1-
dhnlicher Rezeptor. Der Rezeptor DopEcR bindet sowohl an Dopamin als auch an Ecdyson
und ist noch unklassifiziert (Brody & Cravchik, 2000; Srivastava et al., 2005; Ishimoto et
al., 2013; Evans et al., 2014).

Fir den Rezeptor DAMB wurde eine Koinzidenz mit der rutagbaga AC
nachgewiesen (Han et al., 1996), welche mafgeblich an der Bildung der labilen
Gedédchtnisphase beteiligt ist (Dudai, 1983; Scheunemann et al., 2012). Die
identifizierte DAMB-Mutante ist zwar am olfaktorischen Lernen beteiligt, jedoch
beschrankt sich dieses nur auf das aversive Lernparadigma an Larven (Han et
al., 1996; Selcho et al., 2009). Neuere Studien belegten, dass DAMB im Prozess
des Vergessens eine Rolle spielt (Berry et al., 2012). DAMB-Mutanten zeigten
eine geringere Lernperformance als wildtypische Fliegen, konnen jedoch das
Gelernte langere Zeit abrufen. Der dritte bekannte Rezeptor ist der D2R-Rezeptor,
welcher zu den D2-dhnlichen Rezeptoren gehort. Er ist an ein inhibitorisches
G-Protein gekoppelt (Hearn et al., 2002) und zeigt eine hohe pharmakologische
und strukturelle Ahnlichkeit zu dem menschlichen D2-4dhnlichen Rezeptor (Wess,
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1997). Sein Expressionsmuster weist auf eine starke rdumliche Ndhe zu den
dopaminergen Neuronen hin (Draper et al., 2007) und ist besonders dominant
exprimiert im adulten Hirn und dem larvalen ZNS (Chintapalli et al., 2007;
Draper et al., 2007). Erstmalig ist der D2R-Rezeptor 2002 charakterisiert worden
(Hearn et al., 2002). In Hearns Studie wurden acht verschiedene Spleifivarianten
fir den D2R-Rezeptor nachgewiesen und analysiert. Die Isoformen wiesen
hohe Homologien untereinander auf und variierten in der Sequenz ihrer
3.IL, welche im Bereich des 6. und 7. Exons liegt. Die Inhibierung des D2R-
Rezeptors durch Pertussis Toxin (PTX) blockiert alle dopaminergen Effekte
und zeigt so, dass D2R an der G;,-vermittelten Signalweiterleitung beteiligt
ist (Hearn et al., 2002). PTX ist ein selektiver Inhibitor fiir die G;,-vermittelte
Signalweiterleitung (Spiegel et al., 1992). Draper und Kollegen generierten 2007
in ihrer Studie eine spezifische RNAi-Linie, welche sie fiir Verhaltensanalysen im
Bereich der Lokomotion nutzten. Tiere mit reduzierter D2R-Expression zeigten
eine verminderte Lokomotion. Dieser Phanotyp konnte durch Verabreichung
des synthetischen D2R-Agonisten Bromocriptin vollstindig wiederhergestellt
werden (Draper et al., 2007). Bromocriptin ist ein selektiver D2-dhnlicher Agonist,
welcher die Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion triggert (Hearn et al., 2002;
Draper et al.,, 2007; G. Lee et al.,, 2013). Diese Befunde decken sich mit den
Ergebnissen in Sdugetieren (Baik et al., 1995; Emilien et al., 1999; Fowler et
al., 2002). Der Vergleich von Sdugetieren und Invertebraten hat gezeigt, dass
einige Elemente der dopaminergen Neurotransmission hoch konserviert sind.
Den Rezeptor D2R genauer zu untersuchen und seine Funktionsweise besser zu
verstehen, ist ein Ziel dieser Arbeit.

Der vierte Rezeptor ist der DA-Rezeptor DopEcR (Brody & Cravchik, 2000;
Srivastava et al., 2005; Evans et al., 2014), welcher vorrangig im Nervensystem
und im adulten Gehirn in den PK exprimiert ist (Srivastava et al., 2005; Ishimoto
et al., 2013). Er weist eine hohe Homologie zu den p-adrenergen Rezeptoren der
Vertebraten auf und bindet sowohl DA als auch Ecdyson als Liganden (Srivastava
et al., 2005; Ishimoto et al., 2013). Ecdyson ist das dominanteste Steroidhormon
in Drosophila und auch im adulten Tier essentiell, z.B. bei der angeborenen

Immunabwehr, der Stressresistenz und der Bildung des Gedédchtnisses beim
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Balzverhalten (Koelle et al., 1991; Riddiford, 1993; Thummel, 1996; Riddiford et al.,
2000; Truman & Riddiford, 2002; Srivastava et al., 2005; Flatt et al., 2008; A. F. Simon
et al.,, 2003; Ishimoto et al., 2009; Ishimoto & Kitamoto, 2010). Der DopEcR-
Rezeptor moduliert eine Reihe intrazelluldrer Signalkaskaden (Srivastava et al.,
2005). Seine Aktivierung durch DA fiihrt zu einer Erhohung des cAMP-Levels
und zur Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweges (Srivastava et
al., 2005). Die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) ist ein Enzym, welches eine grofie
Rolle in der Signaltransduktion verschiedener Prozesse spielt (L. Li et al., 2008).
Die dokumentierte Wirkungsweise des Rezeptors bei Bindung des Liganden
Ecdyson ist jedoch widerspriichlich. Zum einen fiihrt sie zu einer Inhibierung
der dopaminergen Effekte (Srivastava et al., 2005) und zum andern zu einer
Erhohung des intrazelluldaren cAMPs (Ishimoto et al., 2013). Derzeit ist ebenfalls
noch unklar, ob die beiden Liganden konkurrierend an einer tiberlappenden
Bindestelle, wie derzeit vermutet, oder nicht konkurrierend an zwei raumlich
getrennten Bindestellen interagieren (Kenakin, 2004; Srivastava et al., 2005).
Je nach Ligandenbindung zeigt der DopEcR-Rezeptor eine agonist-spezifische
Kopplung. wobei die Bindung von DA zur Aktivierung der AC fiihrt, wiahrend
die Ecdyson-Bindung zu einer schnellen Aktivierung des mitogen-aktivierten
Proteinkinase-Signalweges und zur Inhibierung der DA-Bindung fiihrt (Ishimoto
etal., 2013). Eine agonist-spezifische Kopplung ist auch beim DA-Rezeptor DAMB
gezeigt worden (Reale et al., 1997). Die Bindung eines spezifischen Agonisten

entscheidet, welche Signalwege der Rezeptor ansteuert.

1.8 Ziel dieser Arbeit

Biogene Amine und ihre Rezeptoren gehoren zu den wichtigsten Neuromodu-
latoren in Vertebraten und Invertebraten. Sie weisen zahlreiche Homologien in
den verschiedenen Phyla auf und beteiligt sich an unzédhligen zellphysiologischen
Prozessen. Bei Drosophila beeintrachtigt eine Storungen des dopaminergen Sys-
tems die Bildung und den Abruf des Geddchtnisses, ebenso wie die Steuerung des
Bewegungsapparats und die circadiane Rhythmik. Trotz ihrer grofsen Bedeutung
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in der Wissenschaft herrscht {iber das System der biogenen Amine und ihrer
Rezeptoren weiterhin grofie Unklarheit.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung und den Einfluss des relativ unbekannten
DA-Rezeptors D2R in Drosophila zu untersuchen. Der Einfluss des Rezeptors D2R
auf Lernen, Geddchtnis und seine Beteiligung an der synaptischen Plastizitit
stehen hier im Fokus. Diese Studie soll helfen Aufschluss tiber die Funktionalitit
des Rezeptors zu geben, um mogliche Interaktionen und Interferenzen aufklaren.
Des Weiteren sollen die rdumliche und die tempordre Wirkung des Rezeptors
untersucht werden, um Aussagen tiber die Strukturen, in denen D2R relevant
ist, und eine mogliche Koregulation mit D1-dhnlichen Rezeptoren machen zu
konnen. Diese Arbeit liefert mit der Etablierung der Deletionsmutante und seiner
ersten Charakterisierung extrem niitzliche Werkzeuge, mittels deren Hilfe sich
viele Moglichkeiten bieten das dopaminerge System weiter zu untersuchen. Die
gewonnen Daten aus der hier durchgefiihrten Verhaltensanalyse konnen zudem
helfen die Rolle des Rezeptors D2R im aversiven olfaktorischen Lernen und
seines Mitwirkens an der Bildung der einzelnen Gedédchtnisphasen besser zu
verstehen. Sie konnen weiterhin Aufschluss iiber die Beteiligung der PK-Loben
am olfaktorischen Gedéachtnis geben und erlauben den Vergleich mit anderen
Phyla. So wird es moglich sein das dopaminerge System besser zu verstehen und
die Stellung des DA-Rezeptors D2R besser einzuordnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Drosophila melanogaster - Haltung und
Genotypen

Die in dieser Arbeit verwendeten Staimme von Drosophila melanogaster wurden
nach Standardbedingungen bei 24°C und 60 % Luftfeuchtigkeit in einem 12/12
h Tag-Nachtzyklus gehalten. Das Maismehlfutter wurde nach der Wiirzburger
Rezeptur (Guo et al., 1996) zubereitet. Die Haltung der Kreuzungen geschah
ebenfalls nach genannten Standardbedingungen und nach dem Standardverfah-
ren. Alle Fliegen fiir die olfaktorischen Verhaltensexperimente waren 2-5 Tage
alte F1 Nachkommen mit dem in den Abbildungen angegebenen Genotyp und
Geschlecht. Sie wurden 48 h vor dem Experimenten auf frisches Maismehlfutter
gesetzt.

Versuchstiere mit dem Repressor GAL80” wurden 30 h vor dem Experiment auf
frisches Futter tiberfiihrt und anschliefSend auf 30°C gehalten, um den Repressor
GALS80" zu inaktivieren. Eine Kontrollgruppe dieser Tiere mit GAL80" verblieb
bis zum Experiment auf 18°C.

Die fiir den RNAi-Knockdown verwendeten Versuchstiere wurden standardma-
Big auf 30°C gehalten.

In Tabelle I (Anhang) sind alle parentalen Fliegenstimme aufgelistet, die in dieser
Arbeit eingesetzt wurden. Dargelegt sind ebenfalls die expliziten Genotypen, ihre

Bezugsquellen sowie der hier verwendete Name.

2.2 Generierung spezifischer Deletionsmutanten

Zur Erzeugung spezifischer chromosomaler Deletionen am Genlokus des D2R-
Rezeptors wurde die FRT-FLP-Technik genutzt (Abschnitt 1.1.3). An dem
Rezeptor D2R wurden 2 Deletionen vorgenommen. Die hierfiir verwendeten

Transposons sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 2.1: Verwendete Transposons. Aufgelistet sind die fiir die chromosomalen
Deletion verwendeten Transposons am D2R-Lokus mit resultierender Deletionsgrofse
(siehe auch I (Anhang)).

Rezeptor | Transposon 1 | Transposon 2 | Deletionsgrofie
D2R £02905 06521 32386 bp
D2R £02905 102891 46005 bp

Fiir eine erfolgreiche Deletion mussten die beiden entsprechenden Transposons
zusammen mit der Hitzeschock-FLP-Rekombinase in eine Fliege eingekreuzt
werden. Der Hitzeschock von 37°C im adulten Tier fiihrte zum Crossing-over-

Ereignis und somit zu einer chromosomalen Deletion in der ndachsten Generation.

F, ¥ d
X 2 3. X 2 3.
2 + + w1118 +  |hsFLP,Sh
A + + Y + | TM,Tb
F, 2 7
X 2, 3 X 2. 3.
+ + + |hsFLP,Sb
4 + + Y + +
F, 7 7
X 2, 3. X 2. 3.
+ hsFLP,Sbl FM7a + +
54 + + Y + +
F, 7 7
X 2. 3. X 2. 3.
T + + FM7a + +
FM7a + + Y + +

Abbildung 2.1: Exemplarisches genetisches Kreuzungsschema fiir eine FLP-FRT-
basierte Deletion des D2R Rezeptors. Durch die Kreuzungen wurden zwei FRT-tragende
P-Elemente (blaues bzw. gelbes Dreieck) in Transstellung gebracht. Durch das zusétzliche
Einkreuzen der hitzeschockaktivierten FLP-Rekombinase kam es zu einer homologen
Rekombination in den FRT-Motiven. Diese resultierte in einer Deletion.

In Abbildung 2.1 ist das Kreuzungsschema abgebildet, welches die Hybridi-
sierung der FRT-tragenden Transposons und der hitzeschockregulierten FLP-
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Rekombinase darstellt. Um FLP-FRT-basierte Deletionen zu erzeugen, war es
notwendig beide FRT-tragenden P-Elemente und die hitzeschockregulierte FLP-
Rekombinase in ein Individuum einzukreuzen. Im DA-Rezeptor D2R sind die
Transposons auf dem X-Chromosom lokalisiert, dem Genlokus des Rezeptors
entsprechend. Die genutzte FLP-Rekombinase ist eine Hitzschock-Flippase,
welche auf dem 3. Chromosom liegt und mit Stubble/Stoppelborsten (Sb) markiert
ist. Die Aktivierung bei 37°C katalysierte eine trans-Rekombination in der 1.
Reifeteilung (Abbildung 2.1 — F,).

Eine erfolgreiche Rekombination mit Deletion liefs sich {iber die in Abschnitt 2.3.1
im Detail erortert Two-sided-PCR nachweisen. Wurde eine Deletion als positiv
bestdtigt, wurde sie mittels eines Balancers als stabiler Stamm etabliert. Fiir die
Etablierung der Deletionsmutanten von D2R wurde der Balancerstamm FM7a;+;+

genutzt. Dieser ist durch den Marker Bar (nierenférmige Augen) gekennzeichnet.

2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Standard-PCR umfasst im Wesentlichen drei Phasen: die Denaturierungspha-
se, die Annealingphase und die Elongationsphase.

Die Denaturierung der Desoxyribonucleinsdure (DNA) fand unter Standard-
bedingungen bei 94°C statt. Die so entstandenen Finzelstrdnge stellten die
Template-DNA dar. In der anschliefenden Annealingphase lagerten sich die
Oligonukliotidprimer an die Template-DNA. Dies geschah im Regelfall bei einer
Temperatur von 55°C. Die Primer waren spezifisch auf fiir die gewiinschte Ampli-
fikation designt und entsprachen somit der Template-DNA. In der nachfolgenden
Elongationsphase lagerte sich die DNA-Polymerase an die Template-DNA an und
verldngerte den Primer bis wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt. Dieser
neu synthetisierte DNA-Doppelstrang glicht exakt der urspriinglichen Template-
DNA. Somit wurden beide DNA-Einzelstrange verdoppelt. Nun begann der
Replikationsprozess erneut mit der Denaturierungsphase, an welche sich die
Annealingphase und die Elongationsphase anschlossen. Diese Kettenreaktion
wurde 32-mal wiederholt, um so eine vielfache DNA-Menge zu erhalten.
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2. Material und Methoden

2.3.1 Two-sided-PCR

Je nachdem welches der drei FRT-tragenden Transposonkonstrukte fiir die FLP-
FRT-basierte Deletion genutzt wurde, gab es verschiedene PCRs zum Nachweis
(Parks et al., 2004). Bei den hier verwendeten WH-Transposons entstand nach
erfolgreicher Deletion ein neues intaktes FRT-tragendes Transposon (Abbildung
1.3). Die Two-sided-PCR wurde zur Verifizierung genutzt.

A WH'S
300 bp
~
PCRI

- GP-R

Deletionsbereich

WH'3

WH'3 WH'S

300 bp 300 bp

~ ~

PCRIII PCR IV
GP-F~ - GP-R

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Two-sided-PCR. Die Two-sided-PCR
wurde zum Nachweisen einer FLP-FRT-basierten Deletion mit den WH-Transposons
genutzt. Jeweils ein Primer im genomischen Bereich (GP-F/R) und ein Primer im
Transposon (WH’5/3) flankieren den zu amplifizierenden Bereiche von 300 bp. A)
Darstellung der inneren Randbereiche. Sie umfassen den inneren, zum Deletionsbereich
hingewandten, Teil der Transposons. Diese Randbereiche wurden durch die PCRs I und
IT nachgewiesen. B) Darstellung der dufSeren Randbereiche. Ihr Nachweis erfolgte durch
die PCRs III und IV. Die dufseren Randbereiche beinhalten den der Deletion abgewandten
Bereich der Transposons.

Ein Nachweis mittels Two-sided-PCR bestand im Wesentlichen aus 4 einzelnen
PCRs. Mit ihrer Hilfe wurde auf die Existenz der inneren und &ufleren

Randbereiche der beiden Transposons gescreent. Eine schematische Darstellung
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2. Material und Methoden

dieser PCRs wurde in Abbildung 2.2 gegeben. Je nach zu screenender Randbereich
wurde WH’5 als Forward-Primer (F) bzw. WH’3 als Reverse-Primer (R) mit
einem genomischen Primer-Forward (GP-F) bzw. genomischen Primer-Reverse
(GP-R) kombiniert. Die genomischen Primer (GP) wurden mit dem Namen des
flankierenden Transposons und der Orientierung des Primers (Forward/Reverse)
benannt (siehe Tabelle 2.2). Die WH’5 und WH’3 Primer konnten an allen WH-
Elementen binden und wurden so bei jeder Two-sided-PCR eingesetzt. Die
verwendeten Primer fiir die Two-sided-PCRs sind in der Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

Tabelle 2.2: Verwendete Primer. Liste der verwendeten Primer fiir den Nachweis einer
Deletion via Two-sided-PCR. Aufgefiihrt sind Name, Sequenz und Bindebereich der
einzelnen Primer.

Primer Sequenz 5'—3’ Transposon | Randbereich
F-f02905 | CGCGCTATAGCTTCAACTTCCTGCCA 02905 duflere

R-f02905 | CGCGCATTGTAGGCCCTGTGACTTIT 02905 innere

F-f06521 | CGCGCACTGAAATAATGTTATGCCAC 06521 duflere

R-f06521 | CGCGCCATAAATACCAATCAGGAGC f06521 innere

F-f02891 | CGCGCTCGTCTCTGCTCCTTTATTTT 02891 duflere
R-f02891 | CGCGCTGTGATGATGTCCAGTACTTG 02891 innere
WHY5’ TCCAAGCGGCGACTGAGATG £07155 Transposon
FWD
WH3’ CCTCGATATACAGACCGATAAAAC f07155 Transposon
REV

2.4 Olfaktorische Konditionierung

Die olfaktorische Konditionierung der Fliegen erfolgte nach dem Standardproto-
koll (Tully & Quinn, 1985), (Schwaerzel et al., 2002).

Die Verhaltenstiere wurden 48 h vor dem Experiment auf frisches Maismehlfutter
gesetzt. Alle Verhaltenstests fanden bei 70 % Luftfeuchtigkeit und Rotlicht statt.
Dabei wurden je 60-80 Fliegen entweder mit 4-Methylcyclohexanol (Verdiinnung
1:100, Sigma Aldrich) oder mit 3-Octanol (Verdiinnung 1:150, Sigma Aldrich)
als Stimulus exponiert. Die Diifte wurden mit diinnfliissigem Paraffinol (Carl
Roth GmbH) verdiinnt und den Fliegen in 14 mm Né&pfchen als CS prasentiert.
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2. Material und Methoden

Der US wurde als 12 aufeinanderfolgende elektrische Schocks (120 V) mit einer
Dauer von 1,3 s in einem Intervall von 3,6 s prasentiert. Pro Versuch wurden
zwei Gruppen an Tieren trainiert, welche als zusammengehorige reziproke
Teilexperimente und somit als eine Trainingseinheit (N) zu betrachten sind.
Zum einen wurden 4-Methylcyclohexanol (MCH) als CS+ in Kombination mit
12 Schocks (US) dargeboten. Nach dieser CS-US-Paarung wurde 30 s lang frische
Luft durch die T-Maze geleitet. AnschliefSend erfolgte die Gabe des CS-, welches
die Prasentation des unbestraften Duftes, in diesem Fall 3-Octanol (OCT), ist. Bei
einem gleichzeitigen reziproken Durchgang diente demnach OCT als CS+ und
MCH als CS-. Nach einer Trainingseinheit wurden die Tiere in der T-Maze 30 s
lang getestet und gezahlt (Abbildung 1.4). Anschlieffend wird der Performanz
Index (PI) durch folgende Formel berechnet:

PI =
[(MCH- — OCT*)/(MCH- + OCT*) * 100 +
(OCT- — MCH*)/(OCT- + MCH*) » 100]/2

Der zeitliche Abstand zwischen Test und Training variierte je nach zu untersu-
chender Gedachtnisphase (Abbildung 1.5).

Kurzzeitgedachtnisphase

Bei Untersuchungen des STM erfolgte der Test der trainierten Tiere 3 min nach

dem Training.

5 min-Gedachtnisphase

Bereits im 5 min-Gedé&chtnis kann zwischen einer kaltestabilen und einer kaltela-
bilen Gedédchtnisphase unterschieden werden. Um diese beiden Phasen ermitteln
zu konnen, wurden nacheinander zwei Trainingseinheiten (Ns) mit jeweils naiven
Tieren durchgefiihrt. Hierbei erfuhr ein N (N,,,) einen 90 s Kélteschock vor dem
Training und das andere N (N,,,;) direkt nach dem Training. Fiir den Kélteschock

wurden die trainierten Tiere in ein leeres vorgekiihltes Plastikrohrchen tiberfiihrt,
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2. Material und Methoden

welches 90 s in ein Eisbad gestellt wurde. Anschlieffend wurden die Tiere in ein
leeres Plastikrohrchen transferiert und verblieben hier bei Raumtemperatur bis
zum Test bzw. Training. Beide Ns werden exakt 5 min nach dem Training getestet.
Die labile Geddchtnisphase wurde durch den Kélteschock ausgeldscht und zurtick
bleibt lediglich die stabile Geddchtnisphase. Die labile Geddchtnisphase wurde
errechnet nach der Formel:

P Ilabil5min =N, vor N, nach

Eine grafische Darstellung des detaillierten zeitlichen Ablaufs dieses Experiments
befindet sich in Abbildung 3.5A.

Mittelzeitgedachtnis

Das Mittelzeitgeddchtnis wurde 3 h nach dem Training abgerufen und ldsst sich
ebenfalls in eine kiltestabile und kéltelabile Phase aufspalten. Um beide Phasen
zu ermitteln, wurden zwei Ns von Tieren gleich trainiert. Nach 2,5 h wurde
eine Trainingseinheit (N,) 90 s durch einen Kéalteschock anédsthesiert, die andere
Trainingseinheit (N_)dagegen verblieb unbehandelt bis zum Test. Der Kélteschock
erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie beim 5 min-Gedéchtnis. Die labile Phase
wurde durch die Kélteandsthesierung ausgeloscht und wurde mittels folgender
Gleichung berechnet:

Pligpisn = N_ — N,

2.5 Statistische Analyse

Alle gezeigten Daten stellen den Mittelwert mit dem Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) und den statistisch signifikanten Unterschieden dar. Diese
wurden in den Abbildungsunterschriften gekennzeichnet. Alle Daten wurden
mit einem einfaktoriellen ANOVA oder mit dem t-Test analysiert. Statistische
Unterschiede wurden beim einfaktoriellen ANOVA mithilfe des LSD posthoc-
Vergleiches mit einem Signifikanzniveau von P<0,01 ermittelt. Im Falle des t-Tests
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2. Material und Methoden

wurden die Daten durch die Varianzhomogenitdt mit dem Levene-Test auf einem
Signifikanzniveau von P<0,05 verglichen. Die Wahl des verwendeten Tests wurde

in der Abbildungsunterschrift vermerkt.

2.6 Verwendete Software

Die in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden alle selbststandig und mit
Corel DRAW X5 erstellt. Die statistischen Tests wurden mit der Software IBM SPSS
Statistics 21 durchgefiihrt und Sequenzvergleiche bzw. Annotierungen erfolgten
mit der Software Geneious 7.
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3 Ergebnisse

Der Rezeptor D2R ist einer der vier DA-Rezeptoren in Drosophila. Er gehort
zu der Familie der D2-dhnlichen Rezeptoren und ist an ein inhibitorisches G-
Protein gekoppelt (Blenau & Baumann, 2001). Die Aktivierung des D2R-Rezeptors
durch seinen Liganden fiihrt zu einer Inhibierung der AC (Hearn et al., 2002).
Er weist eine hohe Homologie zum D2R-Rezeptor der Sduger auf (Hearn et
al., 2002). Expressionsstudien zeigen eine dominante Lokalisation im adulten
Gehirn und dem larvalen ZNS (Draper et al., 2007; Chintapalli et al., 2007).
D2R ist an der larvalen Lokomotion (Draper et al., 2007) und der Ausprdagung
der circadianen Rhythmik (G. Lee et al., 2013) beteiligt. Eine Inhibierung durch
PTX fithrt zu einer volligen Blockade des D2R-Rezeptors. Dies unterbindet
alle dopaminergen Prozesse ausgehend von einem G;-Protein (Spiegel et al.,
1992; Hearn et al., 2002). Trotz dieser Erkenntnisse sind die D2R-abhidngigen
Mechanismen, sowie die Beteiligung und die Funktionsweise des Rezeptors D2R
an vielen zellphysiologischen Prozessen noch immer unklar.

DA ist an zahlreichen Signalwegen beteiligt und ihm ist eine Rolle bei der Bildung
des olfaktorischen Geddchtnisses nachgewiesen (Schwaerzel et al., 2003; Berry et
al., 2012; Waddell, 2010; Burke et al., 2012, Waddell, 2013). Demnach ist eine
Beteiligung des D2R-Rezeptors sehr wahrscheinlich.

3.1 Generierung spezifischer Deletionen von D2R

In dieser Arbeit wurde eine Charakterisierung des Rezeptors durch die Unter-
suchung einer Deletionsmutante durchgefiihrt, um ein besseres Verstandnis von
Wirkungsweise und Funktionalitdt zu erhalten.

Der Genlokus des Rezeptor D2R befindet sich auf dem X-Chromosom. Zur
Generierung rezeptorspezifischer Deletionsmutanten wird die FRT-FLP-Technik
eingesetzt (Abschnitt 1.1.3, Parks et al., 2004).
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Abbildung 3.1: Genlokus des DA-Rezeptors D2R. D2R ist auf dem X-Chromosom
lokalisiert. Es gibt drei P-Elemente, welche fiir eine Deletion genutzt werden konnen.
Die daraus resultierenden Deletionen D2R Al und A2 umfassen den grofiten Teil des
kodierenden Bereichs des Rezeptors, sowie den kompletten Lokus des Gens CG17003.
Die partielle Defizienz BSC587 deckt den nicht deletierten Bereich des Rezeptors ab.

Hierbei werden P-Elemente mit einem FRT-Motiv mittels Rekombinase remobi-
lisiert. Die daraus resultierenden Doppelstrangbriiche flankieren eine Deletion
mit definierten Endpunkten. Dargestellt ist der Genlokus von D2R (Abbildung
3.1) mit seiner Genspanne, welche den kodierenden Bereich abdeckt. Die einge-
tragenen P-Elemente konnen zur Generierung zweier Deletionen unterschiedlich
kombiniert werden. So entstand bei der Remobilisierung der P-Elemente 02905
und {06521 die Deletion D2R A 1 mit rund 32 Kilobasenpaaren (kb). Bei der
Kombination der P-Elemente f02905 und 02891 hingegen entstand die Deletion
D2R A 2 mit rund 46 kb. Beide Deletionen umfassen den grofiten Teil des Lokus,
einschliellich des Gens CG17003. Uber das Gen CG17003 ist wenig bekannt. Es
wird seine Zughorigkeit zu den Acetyltransferasen diskutiert. Die generierten
Deletionen konnten mit Hilfe von Two-sided-PCRs molekular nachgewiesen
werden (Abschnitt 2.3.1, Abbildung 3.2). Bei einer positiven Deletion wurden
die inneren Randbereiche und der umspannte Genlokus deletiert. Es entstand
ein neues Transposon aus den verbleibenden dufSeren Randbereichen. Demnach
detektierte nur PCR III und VI eine rund 300 bp grofie Bande.

Die durchgefiihrten Two-sided-PCRs zeigten klar ein Deletionsereignis (Abbil-
dung 3.2).
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Abbildung 3.2: Two-sided-PCR zur Verifizierung einer Deletion. Bei erfolgreicher
Deletion ist nur bei PCR III (linke dufiere Randbereich) und bei PCR IV (rechte dufsere
Randbereich) eine Bande amplifiziert. Bei den PCRs I (linke innere Randbereich) und
II (rechte innere Randbereich) ist kein Fragment zu erwarten, da die P-Elementbereiche
deletiert wurden. Gescreent wurden jeweils Mannchen der Fy und der F; Generation. Die
PCRs wurden dreimal wiederholt.

Die PCRs III und IV wiesen eine ca. 300 bp grofie Bande auf. Demnach waren die
dufieren Randbereiche beider P-Elemente vorhanden. Da die PCRs I und Il jedoch
kein PCR-Produkt amplifizieren, waren die inneren Randbereiche der P-Elemente
nicht vorhanden. Dieses ist nur der Fall, wenn ein positives Deletionsereignis

durch homologe Rekombination stattgefunden hat.

3.2 Phanotypisierung der Deletionsmutanten

Bei dem hier untersuchten DA-Rezeptor D2R handelt es sich um einen D2-
dhnlichen-Rezeptor, welcher an ein inhibitorisches G-Protein gekoppelt ist (Hearn
et al., 2002; Draper et al., 2007). In Abschnitt 3.1 ist die Generierung von zwei
chromosomalen Deletionsmutanten dieses Rezeptors beschrieben. Auf diese
Art konnten zwei Deletetionsmutanten generiert und verifiziert werden. Beide
Stamme sind homozygot stabil und zeigen morphologisch keine Auffilligkeiten.
Beide Geschlechter sind fertil. Die Beteiligung DANs und auch speziell von DA-
Rezeptoren am olfaktorischen Gedéachtnis ist wiederholt gezeigt (Han et al., 1996;
Kim et al., 2003; Schwaerzel et al., 2003; Kim et al., 2007b; Waddell, 2010). Ist auch
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der Rezeptor D2R am olfaktorischen Geddchtnis beteiligt, und wenn ja, ldsst sich

seine Beteiligung bestimmten Gedéachtnisphasen zuordnen?

3.2.1 Reduktion des Gedachtnisses trotz normaler Sensorik

Durchgefiihrte Inmunoreaktionstests zeigten eine Expression des D2R-Rezeptors
im larvalen und adulten Nervensystem, speziell im Bereich dopaminerger
Neuronen (Draper et al., 2007). Dazu passend sind Daten aus der Datenbank
Flyatlas, welche eine Anreicherung der mRNA im adulten Gehirn und im larvalen
ZNS beschreibt (Chintapalli et al., 2007).
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Abbildung 3.3: Olfaktorische Phinotypisierung der Rezeptormutanten D2R Al
und D2R A2. A) Beide Mutanten wiesen im olfaktorischen Lernparadigma eine
Reduktion des Kurzzeitgeddchtnisses nach 3 min auf. B) Bei einer Aufspaltung des
Mittelzeitgeddchtnisses nach 3 h (hellblau) ist eine Performancereduktion der D2R A1l
und D2R A2 zu sehen. Bei der Aufspaltung des MTM in die stabile und labile Phase, zeigte
sich, dass die Reduktion auf die stabile Geddchtnisphase (dunkelblau) beschrankt ist. Die
labile Gedédchtnisphase bliebt auch bei den Mutanten wildtypisch. C) Die sensorischen
Kontrollen waren dagegen unbeeinflusst. Daraus ldsst sich eine Beteiligung des D2R-
Rezeptors am olfaktorischen Geddchtnis ableiten. Alle Daten zeigen die Mittelwerte +
SEM; N > 8, p<0,01. Ausgewertet mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD. Dargestellt
sind beide Geschlechter.
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Um zu klédren, ob D2R an den Prozessen des olfaktorischen Lernens beteiligt ist,
wurden die Deletionsmutanten D2R Al und A2 im aversiven Lernparadigma
der klassischen olfaktorischen Konditionierung untersucht. Die Mutanten wiesen
bereits nach 3 min eine reduzierte Performance auf. Hier zeigte sich eine
gleich stark ausgeprédgte Reduktion bei beiden Mutanten D2R Al und D2R A2
(Abbildung 3.3A). Eine Aufspaltung in die labile und die stablie Geddchtnisphase
nach 3 h zeigte eine signifikant Reduktion der stabilen Phase (Abbildung
3.3B), wahrend die labile auf wildtypischem Niveau blieb. Die durchgefiihrten
sensorischen Kontrollexperimente zeigten keinen Unterschied im Vergleich zur
genetischen Kontrolle W1118, sowohl die olfaktorischen als auch die schock-
sensorischen Wahrnehmungen waren auf dem wildtypischen Niveau (Abbildung
3.3C). Das lasst den Schluss zu, dass die Reduktion der Gedachtnisleistung nicht
auf einer Beeintrachtigung in der Wahrnehmung des Schocks oder der Diifte
beruht, sondern spezifisch fiir die chromosomale Deletion ist. Somit ist der D2R-
Rezeptor an der Bildung des aversiven olfaktorischen Geddchtnisses beteiligt und

wird speziell benétigt fiir die stabile Gedédchtnisphase.

3.2.2 D2R-Deletion verursacht Gedachtnisreduktion

Bei den generierten Mutanten ist es notig nachzuweisen, dass die gefundenen
Phéanotypen tatsdchlich auf die Deletion des D2R-Rezeptors zuriickzufiihren
sind und nicht auf zufdllige Mutationen oder durch eine Beeintrachtigung
anderer Gene. Um dieses auszuschlieffen wurde ein Komplementationstest
durchgefiihrt (Abbildung 3.4). Hierzu wurden die beiden Deletionen jeweils mit
der partiellen Deletion BSC587 verkreuzt und in Transstellung untersucht. Tritt
der dokumentierte Phanotyp der D2R Deletionsmutanten auch hier auf, ldsst er
sich auf die Deletion des D2R-Rezeptors zurtickfiihren. Weiterhin wurden D2R A 1
und A 2 mit W1118 verkreuzt, um ihre heterozygote Auspragung zu untersuchen.
Beide Mutationen verhielten sich heterozygot wildtypisch (Abbildung 3.4),

woraus man schliefSen kann, dass es sich um rezessive Allele handelt.
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Abbildung 3.4: Komplementationstest zum Nachweis der Spezifitit der Mutante D2R
A 1und A 2. Die Mutationen D2R A 1 und A 2 verhielten sich im heterozygoten Zustand
wildtypisch. Sowohl beide Mutanten in Transstellung also auch jede der Mutationen
in Transstellung mit der partiellen Defizienz BSC587 fiihrten wie in den homozygoten
Mutanten zu einer Reduktion des Kurzzeitgeddchtnis. Die partielle Defizienz BSC587
umfasst das vordere Drittel des D2R-Genlokus. Diese Experimente belegen, dass der
gezeigte Phanotyp der Mutanten D2R A 1 und A 2 tatsdchlich auf die Deletion am D2R-
Lokus zurtickzufiihren ist. Alle Daten zeigen die Mittelwerte + SEM; N > 8, p<0,01.
Ausgewertet mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD. Dargestellt sind Weibchen.

Die fiir den Komplementationstest genutzte partielle Defizienz BSC587 umspannt
nur den vorderen Teil des Genlokus von D2R. In diesem Bereich liegen lediglich
die 5'untranslatierte Region (5'UTR) sowie drei Exons. Die Defizienz schliefst
sich direkt an die Mutation D2R A 1 an und tiberlappt in einem relativ kleinen
Bereich mit D2R A 2. Bei einer Transstellung zwischen D2R A 1 und BSC587
liegen beide heterozygot vor. Thre einzige Gemeinsamkeit befindet sich dann
in der Deletion des Genlokus des Dopamin-Rezeptors D2R. Bei D2R A 1 wird
die Transkription von D2R zwar wahrscheinlich gestartet, endet aber bereits
nach dem dritten Exon. Es ist anzunehmen, dass dies nicht zur Synthese eines
funktionstiichtigen DA-Rezeptor fiihrt. Im Falle der Defizienz BSC587 ist lediglich
die 3’untranslatierte Region (3'UTR) sowie der Grofiteil der Exons vorhanden.
Hier fehlt jedoch der 5’'UTR und somit der Transkriptstart. Da keine alternative
5'UTR fiir diesen Rezeptor bekannt ist, wird auch hier wahrscheinlich kein
funktionstiichtiger Rezeptor translatiert. Wenn D2R A 1 und BSC587 in hetero-
zygoter Transstellung vorliegen, zeigte sich die selbe signifikante Reduktion der
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Gedéachtnisperformance wie bei der homozygoten D2R A 1 Mutante (Abbildung
3.4). Eine dhnliche Situation ergibt sich bei der Transstellung von D2R A 2 und
BSC587. Zwar gibt es hier einen {iberlappenden Bereich zwischen der Deletion
und der Defizienz, jedoch fehlt auch bei D2R A 2 der Transkriptionsstart. Genauso
wie in der homozygoten Mutante zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Gedéchtnisleistung (Abbildung 3.4). Eine Verkreuzung der Mutanten D2R A
1 und A 2 legte beide Deletionen in Transstellung tibereinander und fiihrte
gleichermafien zu einer signifikanten Reduktion des Gedachtnisses. In allen
Kreuzungskombination, sowie den homozygoten Mutanten konnte eine gleich-
stark ausgeprédgte Verminderung der Gedéchtnisleistung dokumentiert werden.
Diese befanden sich auf einem gemeinsamen Niveau und waren signifikant
von der wildtypischen Kontrolle W1118 und den heterozygoten Mutanten.
Folglich resultiert der dokumentierte Phénotyp aus der chromosomalen Deletion
des Rezeptors D2R. Da beide Mutationen D2R A 1 und D2R A 2 die gleiche
Auspragung im Phéanotyp zeigen, wurde die weitere Verhaltensanalyse nur noch
mit D2R A 1 fortgefiihrt.

3.2.3 Stabile Gedachtnisphase bereits im STM betroffen

Bereits in der Gedédchtniskomponente STM (Kurzzeitgeddchtnis) lassen sich
verschiedene Phasen identifizieren (Quinn & Dudai, 1976; Margulies et al., 2005;
Knapek et al., 2011) - schon hier ist die stabile und die labile Gedédchtnisphase
nachweisbar (Abschnitt 1.4). Um diese beiden Phasen zu ermitteln, wird die
Performance der Versuchstiere 5 min nach dem Training abgerufen. Dabei erhélt
eine Gruppe eine kiltebedingte Betdubung vor dem Training (Kontrollgruppe)
und die andere nach dem Training (Testgruppe, Abbildung 3.5A). Die labile
Phase wird errechnet aus der Differenz aus dem kompletten 5 min Gedéachtnis
(Betdubung vor dem Training) und dem verbleibenden 5 min Gedédchtnis
nach der Andsthesie dar (Abschnitt 2.4). Die in Abbildung 3.5 dargestellten
Experimente zeigen, dass ein Kélteschock vor dem Training zu einer anterograden
Amnesie fiihrte (Knapek et al., 2011). Die Kilteanadsthesie nach dem Training

hingegen fiihrt zu einer retrograden Amnesie, also zum Loschen der labilen
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Gedéchtnisphase, wobei nur das konsolidierte und stabile Gedédchtnis erhalten
blieb (Abbildung 3.5B). Der Vergleich dieser beiden Experimente macht klar, dass
die Reduktion der konsolidierten Geddchtnisphase nicht auf die kiltebedingte
Amnesie zurtickzufithren ist, sondern tatsichlich auf die Deletion des D2R-
Rezeptors.
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Dauerl 90s | 60s | 150s I 150s |305| 240 7
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Abbildung 3.5: Reduktion der stabilen Gedichtnisphase im 5 min Gedéichtnis. A)
Schema der verwendeten Lernparadigmen zur Aufspaltung des 5 min Gedédchtnisses
in eine stabile und eine labile Gedédchtnisphase. Die Kilteandsthesierung nach dem
Training 16scht die labile Gedéchtnisphase. B) Bereits nach 5 min ist die stabile
Gedachtnisphase bei D2R Al im Vergleich zu W1118 reduziert. Dagegen verhilt sich
die labile Gedadchtniskomponente wildtypisch und ist unbeeinflusst. D2R ist demnach
an der Bildung des konsolidierten bzw. stabilen 5 min-Gedéachtnis beteiligt. Alle Daten
zeigen die Mittelwerte + SEM; N > 10. Ausgewertet mit einem t-TEST(Levene-Test auf
einem Signifikanzniveau von P < 0,05). Dargestellt sind beide Geschlechter.

Ebenso wie beim Kilteschockexperiment nach 3 h, war bereits nach 5 min die
Performance der D2R A 1 um 50% reduziert. Eine Aufspaltung in stabile und
labile Gedachtnisphase zeigte, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe W1118 eine
signifikante Reduktion der stabilen Komponente bei der D2R A1 Mutante auftrat.
Im Gegensatz dazu zeigte sich die labile Komponente unbeeinflusst. Mit diesem
Experiment lasst sich die Existenz der labilen und stabilen Gedédchtnisphase im
5 min STM nachweisen. Eine Reduktion des stabilen Geddchtnisses ist auch zu
diesem Zeitpunkt D2R-bedingt und ldsst sich auf die Deletion des Rezeptors
zuriickfiihren.
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3.3 Einordung in den cAMP Signalweg

Bei der Aktivierung des Rezeptors D2R inhibiert sein G-Protein die AC und
bewirkt so eine Senkung des cAMP-Spiegels (Jackson & Westlind-Danielsson,
1994; Missale et al., 1998; Emilien et al., 1999; Vallone et al., 2000; Hearn et al.,
2002). Folglich ist anzunehmen, dass die Mutante D2R A 1 einen erh6hten cAMP-
Spiegel aufweist (Hearn et al., 2002). Aus anderen Studien ist bekannt, dass die
Ausschaltung der AC rut zu einer Inhibierung der labilen Gedéchtnisphase fiihrt
(Livingstone et al., 1984; Scheunemann et al., 2012), wohingegen ein Knockdown
der PDE dnc zu einer Ausloschung der stabilen Geddchtnisphase fiihrt (Dudai et
al., 1976; Scheunemann et al., 2012). Rut ist fiir die Bildung des cAMPs zustandig
und dnc fiir dessen Degradation, jedoch steuern beide nicht den gleichen cAMP-
Pool an, sondern agieren in getrennten Signalwegen (Scheunemann et al., 2012).
Um zu kldren, wo der DA-Rezeptor D2R in diesen Signalwegen einzuordnen ist,
wurde die Mutante D2R A 1 mit der jeweiligen RNAi-Linie von rut bzw. dnc
kombiniert. Da alle drei Gene auf dem X-Chromosom lokalisiert sind, ist eine
Priifung von Doppelmutanten nicht ohne weiteres moglich. Alternativ wurde ein
spezifischer RNAi-Knockdown genutzt mit dem das entsprechende Gen zwar
nicht ganz ausgeschaltet wird, jedoch die Synthese seines Proteins grofsteils
unterbunden wird. Abbildung 3.6 zeigte die verschiedenen Kombinationen der
Mutante D2R A 1 mit den spezifischen Linien rut-RNAi, dnc-RNAi und D2R-
RNAI. Die dnc-Mutante ist durch den Verlust der stabilen Gedachtnisphase
charakterisiert (Dudai et al., 1976; Scheunemann et al., 2012), ebenso wie die D2R-
Mutante (Abbildung 3.3). Der Knockdown des jeweiligen Gens allein reproduziert
den von ihrer Mutante gezeigten Phéanotyp (Abbildung 3.6), womit die Potenz
und die Spezifitit der entsprechenden RNAi untermauert wurden.

Ein D2R-Knockdown im Hintergrund der D2R-Mutante A 1 fiihrte nicht zu einem
additiven Phanotyp. Weiterhin blieb nur die stabile Gedédchtnisphase von einer
signifikanten Reduktion betroffen (Abbildung 3.6, links). Das selbe Bild zeigte
sich bei der Kombination mit einem dnc-Knockdown. In beiden Féllen war das
MTM um die Hailfte reduziert (Abbildung 3.6, mitte).
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Abbildung 3.6: Einordnung des D2R-Rezeptors in den cAMP-Signalweg. Kombi-
nation der RNAi-Linien fiir D2R, dnc bzw. rut mit der DA-Rezeptormutante D2R A
1. Ein RNAi-Knockdown des D2R-Rezeptors im Hintergrund der D2R A 1 Mutante
fiihrte nicht zu einem additiven Effekt. Das MTM (hellblaue Balken) war in allen
Fallen im gleichen Mafie reduziert. Ebenso wie die Kombination eines dnc-Knockdowns
mit der D2R-Mutante. In beiden Féllen war die stabile Geddchtnisphase (dunkelblaue
Balken) fast vollig ausgeldscht, wihrend die labile unbeeinflusst blieb (nicht gezeigt). Ein
ausschliefSlicher Knockdown der PDE dnc bzw. des Rezeptors D2R resultieret ebenfalls
in einer volligen Reduktion des stabilen Gedachtnisses, sowie auch bei den jeweiligen
Mutanten von D2R und dnc (Scheunemann et al., 2012). Im Kontrast dazu fiihrte die
Kombination eines rut-Knockdowns mit der D2R A 1 Mutante zu einer Eliminierung
des kompletten Mittelzeitgeddchtnisses (hellblaue Balken). Weder die stabile, noch die
labile Phase waren nachweisbar. Der einzelne rut-Knockdown, sowie die rut-Mutante,
zeigten hingegen lediglich eine Ausloschung des labilen Gedachtnisses (Livingstone et
al., 1984; Scheunemann et al., 2012). Die kombinierte Reduktion von rut und D2R fiihrte
zu einem additiven Effekt, der Ausloschung des gesamten Gedéchtnisses, bestehend aus
labiler und stabiler Phase. Diese Daten erlauben den Schluss, dass rut und D2R nicht im
selben cAMP-Signalweg agieren, wohl aber die PDE dnc und D2R. Alle Daten zeigen
die Mittelwerte + SEM; N > 8. Ausgewertet mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD.
Dargestellt sind Mannchen.
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Dies kann auf die Ausloschung der labilen Gedéchtnisphase zuriickgefiihrt
werden, wobei die stabile erhalten bleibt. Allein der rut-Knockdown im Hinter-
grund der A 1 Mutante zeigte einen additiven Effekt, in dem das gesamte MTM
ausgeloscht wurde. Hier wurde nicht nur die stabile Gedédchtnisphase reduziert,
sondern auch die labile (Abbildung 3.6, rechts). In allen drei Fillen verhilt sich
die Wildtypkontrolle der RNAi-Linien wie die wildtypische Kontrolle W1118.
Diese Befunde legen nahe, dass sich dnc und D2R im gleichen cAMP-Signalweg
befinden, wahrend sich D2R und rut in zwei unterschiedlichen agieren. Es ist
nachgewiesen, dass es in Drosophila mehrere ACs und PDEs existieren (Levinetal.,
1992; Day et al., 2005). Die Experimente lassen demnach auf die Beteiligung einer
anderen AC im cAMP-Signalweg von D2R und dnc schliefien, welche an dieser
Stelle noch nicht identifiziert ist. Die Betrachtung der Daten der Kombination
des dnc-Knockdowns mit der Mutante A 1, sowie des alleinigen rut-Knockdowns
lassen den Schluss zu, dass die Bildung der verschiedenen Gedéchtnisphasen von
der Hohe des cAMP-Spiegels beeinflusst wird. Dies erscheint durchaus sinnvoll,
wenn man bedenkt, dass die fiir die Gedachtnisbildung nétige synaptische
Plastizitat u.a. durch cAMP moduliert wird (Abschnitt 1.5.2, Busto et al., 2010;
Tomchik et al., 2013).

3.4 Systemische Analyse des D2R-Rezeptors
mittels RNAI

Bereits im Jahr 2007 etablierten Isabelle Draper und ihre Kollegen anhand der
Isoform 606 aa eine spezifische RN Ai-Linie fiir den DA-Rezeptor D2R. Sie wiesen
eine drastische Reduktion des Proteinlevels des D2R Rezeptors nach (Hearn
et al., 2002; Draper et al., 2007). Sie zeigten aufierdem, dass ein Knockdown
des D2R-Rezeptors in Fliegen zu einer verminderten Lokomotion fiihrt. Diese
RNAi-Linie stellt ein potentes Werkzeug zur funktionellen Untersuchung des
D2R-Rezeptors dar. In diesem Experiment soll tiberpriift werden, ob ein pan-
neuraler D2R-Knockdown mittels des GAL4-Treibers elav!!! zu einer Reduktion
des Gedéachtnisses fithrt und ob dieser Phanotyp mit dem der D2R-Mutante
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vergleichbar ist. AuSerdem sollen die fiir D2R notwendigen Strukturen in der
Anatomie von Drosophila identifiziert werden. Als notwendige Strukturen fiir
D2R werden jene bezeichnet, in denen eine Repression des Rezeptors zu einem
Verlust des Gedéachtnisses fiihrt.

3 min Performance

D2R Mutation - +
elav" GAL4 - -
D2RRNAI - -

Abbildung 3.7: RNAi-Knockdown des D2R fiihrt zur gleichen Gedichtnisreduktion
wie die D2R-Mutante. Der D2R spezifische Knockdown bei panneuraler Expression
durch den GALA4 Treiber elav!!! zeigte die gleiche Reduktion des Kurzzeitgedachtnisses
wie die Mutante D2R A 1. Eine Kombination der Mutante D2R A 1 und des RNAIi-
Knockdowns zeigten keinen additiven Effekt in der Gedéchtnisleistung. Dies ist ein
Beweis fiir die D2R-Spezifitdt der hier verwendeten RNAi-Linie. Alle Daten zeigen die
Mittelwerte + SEM; N > 8, p<0,01. Ausgewertet mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD.
Dargestellt sind Mannchen.
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Der RNAi-Knockdown getrieben durch die GAL4-Linie elav ! wies dieselbe
signifikante Reduktion der Geddchtnisperfomance wie die Mutante D2R A 1 auf
(Abbildung 3.7). Die Gedéchtnisleistung des STM war dabei um mehr als die
Halfte reduziert. Eine Kombination der RNAi und der D2R A 1 hingegen fiihrte
nicht zu einem additiven Effekt. Dieser Befund ist ein Beweis fiir die Spezifitdt der
D2R-RNAi und untermauert somit die Befunde von Draper und ihren Kollegen
(Draperetal., 2007). Der Knockdown des D2R-Rezeptors im Nervengewebe fiihrte
zu einer Reduktion des Gedachtnisses. Dies ermdglicht den vertiefenden Einsatz
der D2R-RNAi im ndchsten Teil dieser Arbeit zur Lokalisierung D2R-spezifischer
Strukturen in Drosophila. Mittels gewebespezifischer Expression der D2R-RNAi
unter Kontrolle verschiedener GAL4-Treiber konnen die Hirnstrukturen ermittelt
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werden, in welchen der Rezeptor D2R notwendig fiir die Auspriagung eines
normalen Gedéchtnisses ist.

3.5 Funktionelle Rettung des D2R-Rezeptors
mittels cDNA-Konstrukt

Durch die gezielte Expression eines cDNA-Konstruktes eines Gens lassen sich
Aussagen iiber die Funktion des Gens und seiner morphologisch hinreichenden
Strukturen machen (Abschnitt 3.4). Fithrt die Expression der cDNA des D2R-
Rezeptors zu einer Rettung des Phanotyps der Mutante, ldsst sich damit nochmals
bekréftigen, dass der observierte Phanotyp der D2R A 1 Mutante ihren Ursprung
tatsdchlich in der Deletion des Rezeptorgens hat. Fiir die Generierung des
D2R-cDNA-Konstruktes wurde die cDNA der durch Hearn 2002 beschriebenen
Isoform 606 gewdhlt (Hearn et al., 2002). Auch Draper nutzte diese Isoform
als Grundlage fiir ihre Arbeit (Draper et al., 2007). Um die Wirksamkeit des
generierten cDNA-Konstruktes zu testen, wurde dieses unter Kontrolle des
panneuralen GAL4-Treibers elav!! exprimiert. Abbildung 3.8 zeigt die Expression
der D2R-cDNA in einem D2R-mutanten Hintergrund. Sowohl das ungetriebene
Rettungskonstrukt als auch die Mutante D2R A 1 zusammen mit dem GAL4-
Treiber elav ' zeigten keine Erhohung der Geddchtnisleistung. Die Expression
der cDNA unter Kontrolle des panneuralen GAL4-Treibers elav ! fiihrte zur
Rettung des Kurzzeitphdnotyps der D2R A 1 Mutante auf das wildtypische
Niveau. Demnach fiihrte eine panneurale Expression der D2R-cDNA zu einer
Wiederherstellung des Geddchtnisses. Die Reduktion des Gedédchtnisses ist auf
die Deletion des D2R-Rezeptors zuriickzufiihren. Die panneurale Expression des
D2R-Rezeptors ist fiir eine normale Gedachtnisausbildung hinreichend. Durch
Nutzung des cDNA-Konstruktes unter Kontrolle verschiedener gewebespezifi-
scher GAL4-Treiber ist es moglich jene Gehirnstrukturen zu identifizieren, in
denen D2R hinreichend ist.
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Abbildung 3.8: cDNA Rettung von D2R A 1. Der dokumentierte STM-Phénotyp der
Mutante D2R A 1 kann mittels eines cDNA-Rettungskontruktes auf wildtypisches Niveau
gehoben werden. Das cDNA-Konstrukt wurde dazu unter Kontrolle des panneuralen
GAL4-Treiber elav ! gestellt. Dabei fithrte das cDNA-Konstrukt oder auch der GALA4-
Treiber allein nicht zu einer Wiederherstellung des Gedéachtnisses. Der observierte
Phénotyp der D2R-Mutante ist demnach auf die chromosomale Deletion des D2R-
Rezeptors zuriickzufiihren, da die Expression seiner cDNA zu einer Rettung des
Phénotyps fiihrte. Alle Daten zeigen die Mittelwerte + SEM; N > 8, p<0,01. Ausgewertet
mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD. Dargestellt sind Méannchen.

Dies wird im folgenden Teil dieser Arbeit durchgefiihrt. Unter hinreichenden
Strukturen versteht man Strukturen, in denen der funktionstiichtige Rezeptor

mindestens vorhanden sein muss, um ein normales Gedéachtnis bilden zu konnen.

3.6 D2R wird akut im adulten Gehirn fiir die
Gedachtnisbildung bendétigt

Viele Gene sind mafigeblich an der Entwicklung eines gesunden Individuums

beteiligt. Wird ihre Expression ganz oder nur temporér unterbunden, kann dies

zu Entwicklungsdefiziten fiihren. Diese konnen sich auf unterschiedliche Weise

bemerkbar machen. Z.B. kann es zu einer Einschriankung in der korperlichen
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Entwicklung kommen, so dass die Tiere motorische Defizite aufweisen. In anderen
Fillen kann es auch zu einer Verdanderung der Morphologie kommen, was nicht
selten gravierende neuronale Storungen zur Folge hat. Bei der generierten Dele-
tionsmutante D2R A 1 soll untersucht werden, ob der dokumentierte Phianotyp
auf eine Storung der Entwicklung zuriickzufiihren ist oder ob das Fehlen des
Rezeptors akut bei den zellphysiologischen Prozessen der Gedachtnisbildung
zum Tragen kommt.

Um eine akute Expression des DA-Rezeptors D2R zu erzielen, wird der verwende-
te GAL4-Treiber mb247 unter die Kontrolle eines temperatursensitiven GAL80"-
Repressors gestellt. Der GAL4-Treiber mb247 exprimiert nur in den Pilzkdrpern
und wird so lange unterdriickt, bis der GAL80"-Repressors durch eine Erhéhung
der Temperatur abgebaut wird. Erst dann kann der Transkriptionsfaktor GAL4 in
den PK-Neuronen exprimiert werden und das Ablesen der D2R-cDNA in diesem
Bereich ermoglichen. In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse dieses Experiments
dargestellt. Zu sehen sind zwei Gruppen, welche sich lediglich in der Aktivitat
der GAL80" unterscheiden. Die Tiere in der ersten Gruppe (schwarze Balken)
wurden bis zum Zeitpunkt des Trainings auf 18°C gehalten. Hier wurde Gal80"
aktiv und blockiert den Transkriptionsfaktor GAL4 und die Expression der D2R-
cDNA in den Pilzkorpern. Tiere der zweiten Gruppe (graue Balken) wurden 30
h vor dem Training auf 30°C tiberfiihrt und verblieben hier bis zum Training.
In dieser Gruppe wurde GAL80® durch den Temperaturshift inaktiviert. Die
D2R-cDNA kann abgelesen und exprimiert werden. Wie die beiden Gruppen
in Abbildung 3.9 zeigen, war eine akute Expression des DA-Rezeptors D2R im
adulten Tier 30 h vor dem Training ausreichend, um eine Rettung des Phanotyps
auf das wildtypische Niveau zu erreichen. Dies ldsst den Schluss zu, dass D2R A
1 nicht zu einem Entwicklungsdefizit fiihrt, auf welches die Geddchtnisreduktion
zuriickzufiihren ist. Eine akute Expression des Rezeptors D2R im adulten Tier

war ausreichend um ein normales Gedichtnis ausbilden zu konnen.
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Abbildung 3.9: Akute Expression von D2R in adulten Fliegen. Die akute Expression
der cDNA des Rezeptors D2R (graue Balken) in 2-5 Tage alten Fliegen fiihrte zu einer
vollen Wiederherstellung des Kurzzeitgeddchtnisses auf Wildtypniveau. Die cDNA-
Expression steht dabei unter der Kontrolle, des temperatursensitiven GALS80*-Treibers.
In der Kontrollgruppe (schwarze Balken) war dieser die ganze Zeit aktiv und verhindert
so eine Expression der D2R-cDNA. Lediglich bei der Testgruppe (graue Balken) wurde er
durch einen Temperaturshift 30 h vor dem Training auf 30°C inaktiviert. D2R ist fiir die
Entwicklung der Tiere demnach nicht essentiell. Eine akute Bereitstellung des Rezeptors
in den PK 30 h vor dem Training war ausreichend, um das STM voll auszubilden. Alle

Daten zeigen die Mittelwerte + SEM; N > 6. Ausgewertet mit einem einfaktoriellen
ANOVA, LSD. Dargestellt sind Mannchen.

3.7 D2R in den Pilzkorperneuronen ist notwendig
und hinreichend flir ein konsolidiertes
Gedachtnis

Zahlreiche Studien in Drosophila und anderen Modellorganismen zeigen die
essentielle Beteiligung des Pilzkorpers und seiner Bestandteile beim olfakto-
rischen Lernen und Gedéachtnis (Schafer et al.,, 1994; 1. Davis et al.,, 1993;
Roman & Davis, 2001; Zars, 2000; Waddell & Quinn, 2001; Heisenberg, 2003;
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R. L. Davis, 2005; Akalal et al., 2006; Mao & Davis, 2009; Hu et al., 2010).
Jedoch ist bis heute ungekldrt, ob diese Lobensysteme exklusiv fiir bestimmte
Gedédchtniskomponenten verantwortlich sind oder ob mehrere Lobensysteme
an der Bildung einer Phase beteiligt sind (Zars, 2000; Akalal et al., 2006;
Scheunemann et al., 2012). Um eine Aussage treffen zu konnen, in welchen
Strukturen der Rezeptor D2R im Pilzkorper notwendig fiir das olfaktorische
Gedéchtnis ist, wurde eine Lokalisation mittels der D2R-RNAi und spezifischer
GAL4-Treiber durchgefiihrt. Das GAL4-System bietet eine umfangreiche Auswahl
an verschiedenen GAL4-Treibern, welche im Gehirn und verschiedene anderen
Geweben exprimieren. Dabei iiberlappen einige GAL4-Treiber in ihrer Expression
teilweise rdaumlich, sprechen jedoch gleichzeitig unterschiedliche Neuronen an
und/oder variieren in ihrer Expressionsstarke. Aus diesem Grund werden, sofern
moglich, verschiedene GAL4-Treiber fiir die gleichen Neuropile verwendet. Die
Lokalisation im PK und seinem Lobensystem zeigten verschiedene Strukturen
auf, die an der Bildung des Gedichtnisses beteiligt sind. Dabei wurde ihre
Beteiligung an der stabilen Gedéachtnisphase (Abbildung 3.10A, dunkelblaue
Balken) sowie ihre generelle Beteiligung am MTM (hellblaue Balken) untersucht.
Die GAL4-Linie mb247 exprimiert in den gesamten PK, jedoch nicht in anderen
Arealen wie dem AL oder dem Zentralkomplex (ZK) (Akalal et al., 2006). Der
Knockdown in den a/f-Loben wurde dabei mit den GAL4-Linien 17d und 189y
getrieben (Akalal et al., 2006), wiahrend der Knockdown in den y-Loben mit
den Linien NP1131 und H24 kontrolliert wurde. Die Linie NP1131 exprimiert
wesentlich stdrker in den y-Loben als die Linie H24. Die Linie H24 exprimiert
zusatzlich auch in den LNs des AL (Aso et al., 2009; Tanaka et al., 2012). Ein D2R-
Knockdown im gesamten PK mit der GAL4-Linie mb247 fiihrte dabei ebenso zum
Verlust der stabilen Gedachtnisphase wie ein separater Knockdown in den a/f-
Loben oder den y-Loben (Abbildung 3.10). Die labile Geddchtnisphase blieb dabei
unbeeinflusst. Eine differenzierte Betrachtung des Lobensystems weist somit auf
eine Beteiligung der a/f bzw. y Loben hin. Ein spezifischer D2R-Knockdown
in den a’/f’-Loben mit den Linien c320 und c305a hingegen fiihrte nicht zu
einer Repression der stabilen Gedadchtnisphase (Abbildung 3.10, Krashes et al.,
2007; Aso et al., 2009). Auch der Knockdown mit der Linie ¢232, welche im ZK
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exprimiert, blieb ohne Effekt (Young & Armstrong, 2010).
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Abbildung 3.10: Lokalisation notwendiger Strukturen fiir D2R im Pilzkdrper mittels
RNAi-Knockdown. A) Ein RNAi-Knockdown im gesamten PK mit der GAL4-Linie
mb?247 fiithrte zu einer Reduktion des MTM (hellblaue Balken) und zur Ausléschung der
stabilen Gedéchtnisphase (dunkelblaue Balken). Die labile Gedédchtnisphase war nicht
betroffen und fand sich in der verbliebenen MTM-Perfomance wieder. Knockdowns mit
den GAL4-Linien 17d und 189y in den a/B-Loben sowie NP1131 und H24 in den y-Loben
fiihrten ebenfalls zu einer Reduktion des MTM und einer Eliminierung der stabilen
Phase. Ein Knockdown mit den Linien ¢320 und ¢305 fiir die a’/f’-Loben und mit der
Linie ¢232 fiir den Zentralkomplex fiihrte hingegen nicht zu einer Reduktion des MTM.
Die a/p- und y-Loben zédhlen zu den notwendigen Strukturen im PK fiir die Auspragung
eines normalen Gedéachtnisses. Alle Daten zeigen die Mittelwerte + SEM; N > 8, p<0,01.
Ausgewertet mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD. Dargestellt sind Weibchen. B)
Schema des neuronalen Netzwerks im adulten Kopf von Drosophila melanogaster. Neurone,
in denen der RNAi-Knockdown mittels des entsprechenden GAL4-Treibers zu einer
Repression der Performance der stabilen Gedédchtnisphase fiihrte, sind rot markiert.
protocerebrales anteriomediales Cluster (PAM), protocerebrales posteriolaterales Cluster
1 (PPL1), protocerebrales posteriolaterales Cluster 2ab (PPL2ab), Projektionsneuronen
(PNs), lokalen Interneuronen (LNs), Olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNSs), anterior-
paarig lateralen Neurone (APLs)

Alle GAL4-Treiber zeigten heterozygot im Wildtyphintergrund keine Reduktion
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des MTM oder der stabilen Geddchtnisphase. Zusammenfassend lassen sich die
a/p und y Loben im PK als die D2R notwendigen Strukturen identifizieren, um
ein normales Gedéachtnis zu bilden.

Als néchstes stellt sich die Frage, ob die identifizierten notwendigen Strukturen
fiir D2R auch kongruent mit den hinreichenden sind. Hierfiir bietet sich die
Nutzung des cDNA-Konstruktes an. Fine gewebespezifische Expression der
D2R-cDNA in den PK bzw. den einzelnen Lobensystemen in der D2R A 1
Mutante kann hier Aufschluss geben. Um vergleichbare Daten erheben zu kénnen,
wurde die Expression des D2R-cDNA-Konstrukts unter die Kontrolle derselben
GALA4-Treiber gestellt, die auch fiir RNAi-Lokalisation genutzt wurden. Da
kein Unterschied zwischen GAL4-Treibern fiir das gleiche Gewebe detektiert
werden konnte, wurde in einigen Féillen nur ein GAL4-Treiber genutzt. Das
cDNA-Konstrukt wurde in den a/p-Loben nur unter Kontrolle der Linie 17d
exprimiert und die a’/f’-Loben nur unter Kontrolle der Linie c320 (Akalal et
al., 2006). Erneut wurden MTM (Abbildung 3.11, hellblaue Balken) und die
stabile Geddchtnisphase (dunkelblaue Balken) untersucht und dargestellt. Die
Expression der cDNA im gesamten PK mittels der GAL4-Linie mb247 fiihrte
zu einer vollen Wiederherstellung des MTM und der stabilen Gedédchtnisphase
(Abbildung 3.11). Somit gehoren die PK auch zu den hinreichenden Strukturen
fir D2R, um eine wildtypisches Gedachtnis auszuprdgen. Die Lokalisation
mit Hilfe des cDNA-Konstrukts in den Lobensystemen zeigte eine eindeutige
Beteiligung der a/p-Loben, sowie der y-Loben. Die Expression des D2R-cDNA
in diesen Neuropilen fiihrte zur Wiederherstellung der Gedéchtnisperformance
auf das wildtypische Niveau. Im Gegensatz dazu war eine Rettung der stabilen
Gedéchtnisphase durch die Expression in den a’/p’-Loben oder dem ZK nicht
moglich. Die Kontrollgruppen mit den GAL4-Treibern allein im D2R A 1-
Hintergrund zeigten keine Steigerung der Geddchtnisperformance, sondern die
signifikante Reduktion des MTM und eine voéllige Ausloschung der stabilen
Gedédchtnisphase. Die Lokalisation mittels cDNA identifizierte die a/p-Loben,
sowie die y-Loben als hinreichende Strukturen fiir D2R. Diese Loben gehdren auch
zu den fiir D2R notwendigen Strukturen. In beiden Féllen zeigten die a’/f’- Loben,
sowie der ZK keinerlei Einfluss auf das MTM oder die stabile Gedédchtnisphase
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allein. Jedoch sind die identifizierten Strukturen nicht kongruent.
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Abbildung 3.11: Lokalisation hinreichender Strukturen fiir D2R im Pilzkorper
mittels cDNA-Konstrukt. A) Eine Expression der cDNA im gesamten Pilzkérper durch
die Nutzung des GAL4-Treibers mb247 fiihrte zu einer vollen Wiederherstellung der
MTM-Performance (hellblaue Balken), ebenso wie der stabilen Gedadchtnisperformance
(dunkelblaue Balken). Eine Expression in den a/p-Loben durch die Linie 17d bzw. in den
y-Loben durch die Linien NP1131 und H24 fiihrte zu einer stabilen Gedachtnisphase
auf wildtypischem Niveau. Lediglich eine Expression in den a’/f’-Loben durch die Linie
320 und dem Zentralkomplex durch ¢232 fiihrten nicht zu einer Wiederherstellung der
stabilen Phase. Die a/p-Lobe und die y-Loben gehoren zu den hinreichenden Strukturen
fiir D2R. Die Expression der cDNA hatte keinen Einfluss auf die labile Gedédchtnisphase,
welche sich in der Performance des MTM wiederfindet. + SEM; N > 10. Ausgewertet
mit einem einfaktoriellen ANOVA, LSD. Dargestellt sind Mannchen. B) Schema des neu-
ronalen Netzwerks im adulten Kopf von Drosophila melanogaster. Neurone, in denen die
cDNA-Expression mittels des entsprechenden GAL4-Treibers zu einer Wiederherstellung
der Performance des MTM und des stabilen Gedachtnisphase fiihrte, sind griin markiert.
protocerebrales anteriomediales Cluster (PAM), protocerebrales posteriolaterales Cluster
1 (PPL1), protocerebrales posteriolaterales Cluster 2ab (PPL2ab), Projektionsneuronen
(PNs), lokalen Interneuronen (LNs), Olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNSs), anterior-
paarig lateralen Neurone (APLs)
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Die Expression der D2R ¢DNA in den a/p-Loben fiihrte zu einer vollen
Wiederherstellung der Gedachtnisleistung (Abbildung 3.11), wobei im Umkehr-
experiment, der Knockdown, in den a/f-Loben zu einer drastischsten Reduktion
der Gedichtnisleistung und dem Verlust des stabilen Gedéichtnisses fiihrte
(Abbildung 3.10). Zusétzlich zu den PK sind auch andere Strukturen an den
Gedidchtnisprozessen beteiligt. Der olfaktorische Signalweg spielt dabei eine
entscheidende Rolle. Ob und wo der DA-Rezeptor D2R in diesem Signalweg
beteiligt ist, soll in weiteren Lokalisationsexperimenten unter Zuhilfenahme
der RNAi-Linie und des cDNA-Konstruktes sowie verschiedener GAL4-Treiber

geklart werden.

3.8 ldentifizierte Strukturen fur D2R im
olfaktorischen Signalweg sind inkongruent

Die Bildung eines Gedédchtnisses beruht auf der Verarbeitung des CS und des US
im Pilzkorper (R. L. Davis, 2005; Kasuya et al., 2009; Busto et al., 2010; Tomchik et
al., 2013). Um bis zu dieser Struktur zu gelangen, werden CS- und US-assoziierte
Impulse in vielen neuronalen Stationen verarbeitet (Abbildung 1.6).

Beginnend mit der Lokalisation der notwendigen Strukturen fiir D2R entlang
des olfaktorischen Signalweges wird die D2R-spezifische RNAi-Linie unter die
Kontrolle mehrerer gewebespezifischer GAL4-Treiber gestellt. Untersucht wird
der Einfluss des gezielten D2R-Knockdowns auf das MTM und seine stabile
Gedidchtnisphase (Abbildung 3.12). Strukturen, die zu einer Auspragung des D2R-
Phénotyps fithren, sind im Schema rot dargestellt.

Fiir die Lokalisation der notwendigen Strukturen stehen diverse GAL4-Treiber zur
Verfiigung, diese sind in Abbildung 3.12 dargestellt. So wurden zu Adressierung
der ORNs der Treiber OR83b, fiir die PNs in Kombination mit den APLs der
Treiber GH146, fiir die PNs ohne die APLs der Treiber GH146, ChaG80, fiir die
APLs allein der Treiber NP2631, fiir die LNs die Treiber NP1227, NP2426 und
GH298, fiir die DANSs der Treiber TH und fiir die PK in Kombination mit den LNs
die Treiber mb247, GH298 und OK107 verwendet.
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Ein Knockdown mit der Linie OR83b in den ORNSs beeintrachtigte keine
Gedéchtnisphase.
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Abbildung 3.12: Lokalisation notwendiger Strukturen fiir D2R in der olfaktorischen
Signaltransduktion mittels RNAi-Knockdown. A) Ein D2R-Knockdown in den ORNs
und den PN allein fiihrte weder zu einer Reduktion des MTMs (hellblaue Balken), noch
der stabilen Gedachtnisphase (dunkelblaue Balken). Jedoch fiihrte er in den APLs zu
einer Verminderung der Performance des MTM, welche auf die stabile Geddchtnisphase
beschrankt werden kann. Die labile Gedadchtnisphase war nicht betroffen und fand
sich in der verbliebenen MTM-Performance wieder. Der D2R-Knockdown in den LNs
und den DANS fiihrte ebenfalls zu einer Herabsetzung des MTM und betraf auch
hier ausschliefslich die stabile Gedédchtnisphase. Auch ein Knockdown im gesamten PK
inklusive der LNs fiihrte zu einem Ausfall in der stabilen Gedéchtnisperformance. Es
konnten die APL-, die DAN- und die LN-Neurone, sowie die bereits identifizierten
a/p und y-Loben zu den notwendigen Strukturen fiir D2R gezédhlt werden. Alle Daten
zeigen die Mittelwerte + SEM; N > 8, p<0,01. Ausgewertet mit einem einfaktoriellen
ANOVA, LSD. Dargestellt sind Weibchen. B) Schema des neuronalen Netzwerks im
adulten Kopf von Drosophila melanogaster. Neurone, in denen der RNAi-Knockdown
mittels des entsprechenden GAL4-Treibers zu einer Repression der Performance des
MTMs bzw. des stabilen Gedédchtnisphase fiihrt, sind rot markiert. protocerebrales
anteriomediales Cluster (PAM), protocerebrales posteriolaterales Cluster 1 (PPL1), pro-
tocerebrales posteriolaterales Cluster 2ab (PPL2ab), Projektionsneuronen (PNs), lokalen
Interneuronen (LNs), Olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNSs), anterior-paarig lateralen
Neurone (APLs), dopaminerger Neuronen (DANSs)
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Sowohl MTM als auch die stabile Gedédchtnisphase waren wildtypisch ausge-
pragt. Der verwendete GAL4-Treiber GH146 exprimiert in den PNs und in den
APLs (Tanaka et al., 2008; X. Liu et al., 2009; Pitman et al., 2011). Ein Knockdown
des D2R-Rezeptors mithilfe der GAL4-Linie GH146 fiihrte zu einer drastischen
Reduktion des MTM um die Halfte. Das Aufspalten des MTM zeigte, dass diese
auf einer volligen Tilgung des stabilen Gedéachtnisses beruht (Abbildung 3.12).
Um eine Zuordnung machen zu kénnen, welche der beiden Strukturen fiir diese
Ausloschung der stabilen Phase verantwortlich ist, miissen weitere GAL4-Linien
genutzt werden. Zum einen wurde die GAL4-Linie NP2631 verwendet, da sie
nur in den APL-Neuronen exprimiert und zum andern die Linie GH146 in
Kombination mit ChaGAL80. GALS8O ist ein effektiver GAL4-Inhibitor, welcher in
diesem Falle die Expression von GAL4 in den APLs unterdriickt. Dadurch wird
die RNAi in diesem Areal nicht aktiv und es erfolgt hier kein D2R-Knockdown
(Pitman etal., 2011). Ein Knockdown in den PNs allein (mittels GH146,ChaGALS80)
und APLs allein (NP2631) zeigte klar, dass nur die APLs an der Bildung des
normalen Geddchtnisses beteiligt sind.

Speziell bei den LNs werden drei verschiedene GAL4-Treiber eingesetzt, welche
verschiedene Expressionsmuster in den LNs aufweisen, also unterschiedliche
Populationen der Lokalen Interneuronen (LNs) adressieren. So exprimieren die
NP1227 und die GH298 in den Lokalen Neuronen 1 (LN1). Sie unterscheiden
sich hier lediglich in der Anzahl der betroffenen Zellen (Hummel & Zipursky,
2004; Tanaka et al., 2012). Die GAL4-Linie NP2426 exprimiert dagegen sowohl in
den Lokalen Neuronen 2L (LN2L) als auch in den Lokalen Neuronen 2V (LN2V)
(Tanaka et al., 2012). Ein Knockdown in jeder dieser drei LN-Linien fiihrte zu
einer Reduktion des MTM und zu einer Loschung des stabilen Gedachtnisses
(Abbildung 3.12). Eine Repression in den DANs durch die GAL4-Linie TH
resultiert in einer Verminderung des MTM und einer Eliminierung der stabilen
Gedachtnisphase. Anhand der Lokalisation mit Hilfe der D2R-spezifischen RNAi
konnen zusammenfassend die APLs, die LNsim AL, die DANs und die a/f-Loben
und y-Loben als notwendige Strukturen fiir D2R identifiziert werden.

Mit Hilfe des D2R-cDNA-Konstrukts sollen nun die Strukturen ermittelt werden,
welche an der olfaktorischen Transduktion des CS und der Vermittlung des US
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beteiligt sind und somit eine normale Gedédchtnisbildung begiinstigen. Sind hier

die notwendigen und die hinreichenden Strukturen fiir D2R kongruent?
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Abbildung 3.13: Lokalisation hinreichender Strukturen fiir D2R in der olfaktorischen
Signaltransduktion mittels cDNA-Konstrukt. A) Weder die cDNA-Expression in den
ORNs, den PNs inklusive der APLs noch in den LNs oder den DANs konnten den
D2R-Phénotyp retten. Weiterhin war das MTM (hellblaue Balken) reduziert und das
stabile Ged&dchtnis (dunkelblaue Balken) ausgeldscht. Allein eine Expression im gesamten
PK zusammen mit den LNs fiihrte zu einer vollen Wiederherstellung des MTM und
der stabilen Geddchtnisphase auf das wildtypische Niveau. Bei den hinreichenden
Strukturen fiir D2R handelt es sich um die zuvor identifizierten Pilzkorperloben
a/f und y, exklusive der «a/f’-Loben. + SEM; N > 10. Ausgewertet mit einem
einfaktoriellen ANOVA, LSD. Dargestellt sind Mannchen. B) Schema des neuronalen
Netzwerks im adulten Kopf von Drosophila melanogaster. Neurone, in denen die cDNA-
Expression mittels des entsprechenden GAL4-Treibers zu einer Wiederherstellung der
Performance des MTM bzw. des stabilen Geddchtnisphase fiihrt, sind griin dargestellt.
protocerebrales anteriomediales Cluster (PAM), protocerebrales posteriolaterales Cluster
1 (PPL1), protocerebrales posteriolaterales Cluster 2ab (PPL2ab), Projektionsneuronen
(PNs), lokalen Interneuronen (LNs), Olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNSs), anterior-
paarig lateralen Neurone (APLs)), dopaminerger Neuronen (DANs)
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Um die hinreichenden Strukturen des D2R-Rezeptors zu ermitteln, wurde das
cDNA-Konstrukt mit einer Auswahl derselben GAL4-Treibern verkreuzt, die
auch fiir die Lokalisation der notwendigen Strukturen genutzt wurden. Diese
sind in Abbildung 3.13 dargestellt. Strukturen, die zu einer vollen Rettung des
D2R-Phénotyps fiithren, sind im Schema griin eingefdarbt. In Abbildung 3.13A ist
die Expression der GAL4-Linien dargestellt, welche zum einen die Prozessierung
der olfaktorischen Information des CS beschreiben und zum andern die des US.
Die Expression der D2R-cDNA unter Kontrolle der GAL4-Linie OR83b bzw.
GH146 fiihrte nicht zu einer Wiederherstellung des MTMs oder der stabilen
Gedéachtnisphase (Abbildung 3.13A). OR83b exprimiert in den ORNs, wihrend
GH146 in den PNs und den APL-Neuronen exprimiert. Demnach gehoren
diese Strukturen nicht zu den fiir D2R hinreichenden. Eine cDNA-Expression
in den LNs allein durch die Linie GH298 fiihrte nicht zu einer Rettung des
D2R-Phéanotyps. Erneut blieben sowohl das MTM als auch stabile Geddchtnis
vermindert. Generell wire die Verwendung der Linie NP2426 zur Expression
am sinnvollsten, da sie zusitzlich zu den LN2L auch in den LN2V exprimiert
(Tanaka et al., 2012). Jedoch ist diese Linie auf dem X-Chromosom lokalisiert
und kollidiert mit dem D2R-Lokus. Sie kann daher fiir die Analyse nicht genutzt
werden. Unter Nutzung der GAL4-Linie TH erfolgte die cDNA-Expression in
den DANSs. Eine Expression in den dopaminergen Neuronen fiihrte nicht zu einer
Erhohung der Gedachtnisleistung auf das Niveau der Wildtypkontrolle W1118
- MTM und stabile Geddchtnisphase blieben reduziert (Abbildung 3.13A). In
diesem Experiment rettete lediglich die Expression in den PK inklusive der LNs
mit der Linie mb247, GH298 den D2R-Phénotyp. Sowohl das MTM als auch die
stabile Geddchtnisphase wurden vollstandig auf das Wildtyplevel angehoben.
Jedoch ist diese Rettung nicht auf die Kombination PK und LNs zurtickzufiihren,
denn wie bereits gezeigt wurde, geniigt die Expression der D2R-cDNA in den
PK (Abbildung 3.11), wahrend sie in den LNs nicht zu einer Rettung fiihrte
(Abbildung 3.13A).

Diese Befunde differieren von der RNAi-Lokalisation der notwendigen Struktu-
ren. Wiahrend der D2R-Knockdown in den APLs, den LNs und den DANSs zu einer
Reduktion der stabilen Gedachtnisphase fiihrte (Abbildung 3.12A), kann eine
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cDNA Expression in diesen Strukturen den Phédnotyp nicht retten (Abbildung
3.13A). Im Gegensatz zum D2R-Knockdown zeigten sich bei einer cDNA-
Expression in den PNs+APLs, den LNs und den DANs keine Effekte. Eine cDNA-
Expression in diesen Strukturen fiihrte nicht zu einer Rettung der Performance.
Ausschlieflich die Expression der cDNA im PK zusammen mit den LNs fiihrte
zu einer vollen Wiederherstellung der Gedéachtnisleistung. Dabei sind die LNs
allein nicht von entscheidender Bedeutung, wie der Vergleich mit der vorherigen
Analyse mittels der cDNA zeigt (Abbildung 3.11A, 3.13A). Die Experimente
zeigen deutlich eine Inkongruenz der Daten, welche unterschiedliche Ursachen

haben kann.
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4 Diskussion

Aus vielen Quellen ist bekannt, dass DA als Neurotransmitter in Drosophila ein
Agonist verschiedener GPCRs ist und dass dopaminerge Neuronen in Vertebraten
und Invertebraten an der aversiven und auch der appetitiven Geddchtnisbildung
beteiligt sind (reviewed in Waddell, 2013).

Der DA-Rezeptor D2R in Drosophila gehort zu den D2-dhnlichen GPCRs und
seine Aktivierung fithrt zum einen zur Hemmung der AC und zum andern zur
Modulation der K*-und Ca?*-Ionenkaniile (Jackson & Westlind-Danielsson, 1994;
Missale et al., 1998; Emilien et al., 1999; Vallone et al., 2000; Hearn et al., 2002).
Sequenzanalysen mit D2-dhnlichen Rezeptoren von Sdugern zeigten eine hohe
Homologie und wiesen verschiedene SpleifSvarianten der D2-Rezeptors nach
(Hearn et al., 2002; St Pierre et al., 2014). D2R wird im adulten und larvalen
Hirn von Drosophila exprimiert und ist teilweise mit den DANSs kolokalisiert
(Hearn et al., 2002; Chintapalli et al., 2007). Studien an anderen DA-Rezeptoren
der Sduger zeigten, dass diese durch ihre gerichtete inhibitorische Wirkung
bei der Gedéachtnisbildung eine wichtige Rolle spielen und eine koordinierte
Signalintegration gewihrleisten (Jackson & Westlind-Danielsson, 1994; Picetti et
al., 1997; Missale et al., 1998; Seeman et al., 2000; Hearn et al., 2002). Um ein tieferes
Verstdandnis und mogliche Interaktionen besser verstehen zu kdnnen, wurde in
dieser Arbeit die Funktion und Regulierung des D2R-Rezeptors in Drosophila

untersucht.

4.1 D2R beeinflusst das konsolidierte olfaktorische
Gedachtnis

In dieser Arbeit wurde eine Beteiligung des DA-Rezeptors D2R am aversiven
olfaktorischen Lernen nachgewiesen. Fiir die Analyse wurden die hier generierten
chromosomalen Deletionsmutanten D2R A 1 und 2 genutzt (Abschnitt 3.1). Dabei
wurde der grofite Teil des D2R-Genlokus deletiert, was die Annahme zulédsst,
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dass D2R nicht mehr synthetisiert werden kann und es sich somit um funktionelle
Nullmutanten handelt. Eine definitive Bestdtigung dieser Annahme steht jedoch
noch aus und wire z.B. durch einen D2R-Nachweis auf Transkript-Basis mittels
der RT-PCR moglich (Pfaffl, 2004; Holzapfel & Wickert, 2007; SABiosciences, 2008).
Die Deletion des D2R-Rezeptors fiihrte zu einer Reduktion des Gedachtnisses
(Abbildung 3.3) wie durch einen Komplementationstest belegt werden konnte
(Abbildung 3.4). Diese Reduktion des Gedédchtnisses konnte auf ein Ausldschen
der stabilen Geddchtnisphase beschrankt werden (Abbildung 3.3, 3.5), wahrend
die labile Gedéchtnisphase unbeeinflusst blieb.

Die stabile Gedadchtnisphase konnte durch die panneurale Expression der cDNA
der D2R-Isoform 606 aa gerettet werden (Abbildung 3.8). Der beobachtete
Phéanotyp hat keinen entwicklungsbedingten Ursprung, da eine akute Expression
der D2R-cDNA im adulten Tier zu einer Rettung des Phédnotyps und somit
zu einer vollen Wiederherstellung des Gedachtnisses fiihrte (Abbildung 3.9).
Ein D2R-spezifische RNAi-Knockdown wies den gleichen Phéanotyp auf wie
die chromosomale Deletionsmutante des D2R-Rezeptors (Abbildung 3.7). Der
panneurale Knockdown des D2R-Rezeptors fiihrte zu einer Reduktion des STM
(Abbildung 3.7) und konkret auf die der stabilen Gedédchtnisphase (Abbildung
3.10). Anhand der hier erhobenen Daten konnte bestitigt werden, dass der
Rezeptor D2R an der Bildung des konsolidierten olfaktorischen Gedachtnisses
beteiligt ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass die inhibitorischen Dopamin-
signale vermittelt durch den Rezeptor D2R speziell fiir die Bildung der stabilen
Gedéachtnisphase notig sind, jedoch keinen Einfluss auf die Ausbildung der labilen
Gedédchtnisphase haben. Die Proteinsynthese-unabhéngige Konsolidierung des
Gedichtnisses beginnt bereits kurze Zeit nach dem Training und ist durch die
Messung der stabilen Gedadchtnisphase darstellbar (Isabel et al., 2004; Margulies
et al., 2005; Knapek et al., 2010). Spezifische dopaminerge Neuronencluster leiten
dabei die US-vermittelte Information tiber den olfaktorischen Signalweg zu den
PK und in die KZ (Mao & Davis, 2009; Aso et al., 2010; Yamazaki et al., 2010; Aso et
al., 2012; Plagais et al., 2012). Eine teilweise Kolokalisation dieser DANs mit dem
D2R-Rezeptor wurde bereits gezeigt (Draper et al., 2007). Eine weiterfiihrende
Lokalisationstudie des D2R-Rezeptors kann hier Aufschluss tiber die genaue
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Verbindung zu den einzelnen DANs geben und helfen den zugrunde liegenden
Signalweg besser zu identifizieren und zu verstehen.

4.2 D2R-Inkongruenz zwischen notwendigen und
hinreichenden Strukturen

Mit den Werkzeugen der spezifischen RNAi und des cDNA-Konstruktes ist eine
Identifikation notwendiger und hinreichender Strukturen fiir D2R moglich.

D2R-notwendige Strukturen D2R-hinreichende Strukturen

PPL2ab

104
Antennallobus:
~43

Glomeruli

Abbildung 4.1: Vergleich notwendiger und hinreichender Strukturen fiir D2R im
adulten Gehirn. In den beiden schematischen Darstellungen sind die notwendigen (rot)
und die hinreichenden (griin) Strukturen im adulten Gehirn von Drosophila dargestellt.
Nur die @/- und y-Loben gehoéren zu den notwendigen und zugleich hinreichenden
Strukturen. Notwendig sind Strukturen, die durch einen D2R-RNAi-Knockdown zur
Reduktion des Gedéchtnisses fithren. Dagegen fiihrt eine Expression der D2R-cDNA in
den hinreichenden Strukturen, in einem ansonsten D2R-mutanten Hintergrund, zu einer
vollen Wiederherstellung des Gedéachtnisses. protocerebrales anteriomediales Cluster
(PAM), protocerebrales posteriolaterales Cluster 1 (PPL1), protocerebrales posteriolate-
rales Cluster 2ab (PPL2ab), Projektionsneuronen (PNs), lokalen Interneuronen (LNs),
Olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNSs), anterior-paarig lateralen Neurone (APLs)),
dopaminerger Neuronen (DANSs), dorsal-paarig mediale Neurone (DPM), Antennal
Cerebral Tract (ACT)

64



4. Diskussion

Notwendige Strukturen sind all jene, in denen die Reduktion des Rezeptors zum
Verlust der stabilen Gedédchtnisphase fiihrt. Unter hinreichenden Strukturen sind
all jene zu verstehen, in denen eine Wiederherstellung des D2R-Rezeptors in der
Mutante D2R A 1 bzw. 2 zur Rettung des Phéanotyps fiihrt.

Der Vergleich der notwendigen und der hinreichenden Strukturen wies Unter-
schiede in den betroffenen Hirnstrukturen auf. Es liefSen sich die APLs, die LNs
des AL, die DANs und die a/p- und y-Loben der PK als notwendige Strukturen
nachweisen (Abbildung 3.10, 3.12) und im Gegensatz dazu konnten ausschlief3lich
die @/p- und y-Loben als hinreichende Strukturen identifiziert werden (Abbildung
3.1, 3.13).

4.2.1 Die APL-Neurone

Die APL-Neurone gehoren zu einer der Strukturen, in denen der intakte D2R-
Rezeptor notwendig, jedoch nicht hinreichend ist, um ein normales Ged&chtnis
mit all seinen Phasen auszubilden. Die Beteiligung der APL-Neurone im aversiven
olfaktorischen Lernen wurde bereits belegt, ebenso ihre inhibitorische Wirkung
(Weinberger, 2004; Busto et al., 2010; S. D. Chang & Liang, 2012). Die neuronale
Plastizitdt der APLs ist trainingsinduziert (Busto et al., 2010) und eine Blockade
des APL-Outputs nach dem Training fiihrt zu einer Reduktion des labilen
Gedichtnisses, jedoch nicht zu einer Beeintrdchtigung der Konsolidierung des
LTM (Tanaka et al., 2008; X. Liu et al., 2009; Pitman et al., 2011). Die APLs
innervieren die Kalyx der PK und die Loben. Eine solche Innervation der Loben
ist auch bei den DPM-Neuronen nachgewiesen, ebenso wie ihre Beteiligung
an der Bildung des labilen und des konsolidierten Gedéachtnisses. Durch ein
funktionelles Imaging wurde nachgewiesen, dass olfaktorisches Lernen spezifisch
die DPM-Neuronen-Aktivitdt erhoht, wihrend es gleichzeitig die Aktivitdt der
APLs durch die Prozessierung des konditionierten Duftes reduziert (Yu et al,,
2005; X. Liu et al., 2009), woraus sich schliefSen lasst, dass APLs und DPM-Neurone
funktionell verbunden sind. Ein Knockdown des D2R-Rezeptors in den APL-
Neuronen fiihrte zu einer Reduktion des MTM und zu einer volligen Ausloschung
der stabilen Gedachtnisphase (Abbildung 3.12). Die labile Phase blieb von dieser
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Reduktion unbeeinflusst. Es ist noch unklar, wie die inhibitorisch wirkenden APL-
Neuronen mit dem ebenfalls inhibitorischen D2R-Rezeptor in Verbindung stehen.
Um mehr Details iiber diese Verbindung zu erhalten, sind weitere Analysen
notwendig, wie z.B. die Isolation einzelner APL-Neurone mittels anderer GAL4-
Linien.

4.2.2 Der Antennallobus (AL)

Bereits aus der Honigbiene ist bekannt, dass der AL mit seinen LNs eine
Beteiligung an der Prozessierung des Lernens und Gedichtnisses hat. So fiihrt
die Blockade des synaptischen Outputs des ALs bei Bienen zu einer Storung
in der Bildung des Gedéachtnisses (Menzel & Muller, 1996; Faber et al., 1999).
Auch in Drosophila spielt der AL bei der Duftprozessierung und dem Lernen eine
entscheidende Rolle (Yu et al., 2004). Die Wahrnehmung eines Duftes fiihrt zur
Aktivierung eines bestimmten Musters der Glomeruli des ALs. Dieses Muster ist
tiir jeden Duft unterschiedlich und verdndert sich nach der Duftkonditionierung.
Eine erneute Duftprasentation des konditionierten Duftes fiihrt zu einer erh6hten
Rekrutierung der Glomeruli im AL, so dass mehr Glomeruli die Informationen
tiber diesen Duft an die PK {ibertragen und somit eine stdrkere Reaktion im
PK hervorrufen als bei einem naiven Duft (Yu et al., 2004). Zusatzlich konnte
eine Proteinsynthese in den Synapsen, die vorher durch eine Duftprozessierung
angeregt wurden, nachgewiesen werden (Ashraf et al., 2006), ebenso wie eine
Innervierung des AL durch dopaminerge Neuronen (Anton & Homberg, 1999;
Nassel, 2002; Masse et al., 2009). Diese neuromodulatorischen Innervierung ist
grundlegend an der Anderung des Reaktionsverhaltens des AL wihrend des
assoziativen Lernens beteiligt (Faber et al., 1999; Daly et al., 2004; Masse et al.,
2009). Die hier erhobenen Daten weisen ebenfalls auf eine solche Innervierung
hin, da sie den AL als eine, fiir die Gedéchtnisbildung, notwendige Struktur
fir D2R identifizieren. Der RNAi-Knockdown des D2R-Rezeptors fiihrte zu
einer Reduktion um 50 % des MTM (Abbildung 3.12). Die Aufteilung in die
labile und die stabile Gedachtnisphase zeigte, dass die Reduktion aus der
Eliminierung der stabilen Geddchtnisphase resultierte (Abbildung 3.12), wiahrend
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die labile Phase wildtypisch war und sich im verbliebenen MTM widerspiegelte.
Zusammenfassend kann man demnach von einer konservierten Funktionsweise
des AL in der Gedachtnisbildung und dem olfaktorischen Signalweg ausgehen,
die mit der des D2R-Rezeptors korreliert.

4.2.3 Die dopaminergen Neurone (DANS)

Im Gehirn von Drosophila sind acht dopaminergen Neuronencluster identifiziert
(Mao & Davis, 2009). Experimente zeigten, dass die Blockade der DANs und
somit die Blockade des DAN-Outputs nach dem Training zu einer verbesserten
Gedéachtnisperformance fiihrt, wohingegen eine Stimulierung der DANs den
Gedéchtnisabbau beschleunigt (Berry et al., 2012). Die Blockierung der DANSs
wihrend des Trainings verhindert die Akquise eines Geddchtnisses und es kommt
zu keinerlei Gedéchtnisbildung (Schwaerzel et al., 2003; Berry et al., 2012). Drei
dieser beschriebenen Cluster zeigen eine Beteiligung am olfaktorischen Lernen
(Aso et al., 2010, 2012): das PAM, das PPL1 und das PPL2ab. Diese sind an der
Transduktion des US in die PK-Loben beteiligt (Aso et al., 2012). Eine Blockade
jedes dieser drei Cluster wiahrend der Gedédchtnisakquise zeigte eine Beteiligung
der einzelnen Cluster am aversiven Gedédchtnis. Interessanterweise unterscheiden
sich die Geddchtnisauspriagungen der drei Cluster in ihrer zeitlichen Stabilitdt
(Aso et al., 2012). Demnach spielen die drei Cluster gegenldufige Rollen in der
Formation und der Degradation der stabilen Gedédchtnisphase (Placais et al., 2012;
Aso et al., 2012). Besonders die Cluster PPL1 und PPL2ab sind hier involviert.
Eine verstarkte Kolokalisation des D2R-Rezeptors in diesen beiden Clustern ist
nicht unwahrscheinlich, jedoch noch nicht belegt. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten, dass D2R in den DANSs essentiell ist (Abbildung 3.12). Der RN Ai-bedingte
Knockdown des Rezeptors D2R in den DANSs resultierte in einer gravierenden
Verminderung des Mittelzeitgeddchtnisses, welche auf die Ausloschung der
stabilen Geddchtnisphase zuriickzufiihren war (Abbildung 3.12), aber die labile
nicht betraf. Weitere Knockdownexperimente mit spezifischen GAL4-Linien fiir
die drei Cluster konnten helfen die Verbindung zwischen dem D2R-Rezeptor und

diesen Clustern besser zu verstehen.
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4.2.4 Die a/p-und y-Loben

Bei allen Unterschieden in den notwendigen und hinreichenden Neuronenpopu-
lationen sind auch gemeinsame Strukturen identifiziert worden: die a/f- und y-
Loben der PK. Ein Knockdown des Rezeptors in jeder einzelnen dieser Strukturen
fithrte zu einer Halbierung des MTM und zu einer volligen Eliminierung der
stabilen Geddchtnisphase (Abbildung 3.10). In der Mutante D2R A 1 lief3 sich
diese Phanotyp durch die Expression des cDNA-Konstrukts jeweils in den «/p-
bzw. y-Loben retten (Abbildung 3.11). Demnach ldsst sich das konsolidierte
Gedéchtnis durch die Manipulation der einzelnen Loben ausloschen, wahrend
eine Wiederherstellung des Rezeptors in der Mutante in den einzelnen Loben
zur Auspragung eines wildtypischen Gedéachtnis fiihrt. Die Daten zeigen somit
ebenso eine Inkongruenz der notwendigen und hinreichenden Strukturen fiir
D2R innerhalb der Loben auf. Eine Beteiligung der PK und seiner Loben an
der Bildung und dem Abruf eines Gedédchtnisses wurde nicht nur bei Drosophila
nachgewiesen (I. Davis et al., 1993; Roman & Davis, 2001; Waddell & Quinn, 2001;
R. L. Davis, 2005; Heisenberg, 2003), sondern auch bei anderen Insekten wie z.B.
der Honigbiene (Schafer et al., 1994). In ihnen findet die Integration des CS/US
statt und es erfolgt die Verarbeitung der beiden Informationen (Heisenberg, 2003;
Busto et al., 2010). Auch andere Arbeiten deuten auf eine Beteiligung dieser drei
Loben hin, wenngleich sie auch eine unterschiedliche Beteiligung der einzelnen
Loben mitdiskutieren (Zars, 2000; McGuire et al., 2005; Akalal et al., 2006; Qin et
al., 2012; Scheunemann et al., 2012). Bis heute ist unklar, welche Lobensysteme
im Detail beteiligt sind und ob eines oder mehrere von ihnen exklusiv fiir
eine bestimmte Geddchtnisphase zustindig sind. In der dDA1-Mutante ist die
Expression der cDNA in den PK ausreichend, um ein normales aversives bzw.
appetitives Geddchtnis bilden zu konnen (Kim et al., 2007a). Weiterhin ist bekannt,
dass die Neuronen der y-Loben den dopaminergen Input bei der aversiven
Gedéchtnisformation vermitteln und die Expression des dDA1-Rezeptors allein
in den y-Loben zu einer vollen Wiederherstellung des aversiven STM und LTM
ftihrt (Qin et al., 2012). Aus diesen Befunden und der essentiellen Prasenz des
D2R-Rezeptors in diesen Strukturen konnte man ableiten, dass eine Aktivierung
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und Inhibierung in den gleichen Strukturen erforderlich ist, um cAMP-Signale
zu integrieren und Gedéchtnisse zu formen. Dies wiirde fiir eine regulatorische
Funktion des D2R-Rezeptors sprechen und die y-Loben als gemeinsame Struktur

kennzeichnen.

4.3 D2R-Isoformen besitzen unterschiedliche
Expression und Funktion

Eine Erkldarungen fiir die Inkongruenz der notwendigen und hinreichenden
Neuropile sind die D2R-Isoformen. Die Aussagen zur Anzahl und Grofie der
alternativen Isoformen variieren stark. Laut der Datenbank Flybase sind derzeit
sechs D2R-Isoformen annotiert (St Pierre et al., 2014). Diese unterscheiden
sich in ihrer Grofie (466-905 Aminosduren (aa)) (Abbildung 4.2) und sind
erst seit 2013 in der Datenbank Flybase vermerkt (St Pierre et al., 2014). Ein
Sequenzvergleich der sechs Isoformen zeigte, dass sie viele homologe Bereiche
besitzen und ihre Unterschiede vorrangig in der Region zwischen der V. und
VI. Transmembrandomane (TM) zu finden sind. Dieser Bereich entspricht der 3.
intrazelluldre Schleifen (IL), welche mafigeblich an der Bindung des G;-Proteins
beteiligt ist (Blenau & Baumann, 2001, 2003).

Die Flybase-Annotierungen der D2R-Isoformen differieren von denen aus friitheren
Studien (Hearn et al., 2002; Draper et al., 2007). Dort wurden acht Proteinisofor-
men dokumentiert, wobei die ldngste 606 aa als Grundlage fiir die bisherige
Charakterisierung des D2R-Rezeptors, der Generierung der spezifischen RNAi-
Linie und des Antikorpers diente (Hearn et al., 2002; Draper et al., 2007).

Die sechs annotierten Isoformen aus der Datenbank Flybase weisen hohe
Homologien zu der bereits charakterisierten Isoform 606 aa auf und weichen nur
im Bereich zwischen der V. und VI. TM von ihr ab (Abbildung 4.2). Die Isoform
D2R 606 aa ist bis auf ihre Anfangssequenz vollig identisch mit der Isoform D2R
905 aa und weist eine abweichende Aminosdure von der Isoform D2R 904 aa auf.
Diese Erkenntnisse und die inkongruenten D2R-relevanten Strukturen (4.1) lassen

die Vermutung zu, dass es sich bei der Isoform D2R 606 aa um eine trunkierte
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Variante der Isoform D2R 905 aa handelt, welche eventuell gewebespezifisch
exprimiert wird und nicht die volle Funktionsfahigkeit des D2R-Rezeptors besitzt.
Sowohl die generierte und in dieser Arbeit verwendete RNAi-Linie, als auch der
Antikorper interagiert mit den derzeit berechneten Isoformen (Abbildung 4.2).
Somit erfolgt die Degradation ihrer mRNAs durch die RNAi-Linie, ebenso wie
die Markierung ihrer Proteine. Es werden also alle Isoformen adressiert.

Alternativer
™ || ‘ I m v v Spleiibereich ‘VI vil
D2R 466 aa

D2R 760 aa F

D2R 897 L

y

B

D2R 905 aa A

S

D2R 904 aa E
D2R 805 aa

D2R 606 aa Hearn et al., 2002
Korrespodierender Bereich Bindestelle des
der RNAI, Antikorpers,
Draper et al., 2007 Draper et al., 2007

Abbildung 4.2: Isoformen des D2R-Rezeptorsproteins. Derzeit sind sechs Isoformen
des D2R-Rezpetors (schwarze Balken) in der Flybase-Datenbank verzeichnet (St Pierre et
al., 2014). Sie unterscheiden sich in ihrer Anfangssequenz und ihrer Sequenz zwischen
der V. und der VL.TM (rot unterlegt), was dem Bereich der 3.IL entspricht. Die griin
unterlegten Abschnitte markieren die 7 TMs, welche in allen Isoformen homolog sind
(Hearn et al., 2002; St Pierre et al., 2014). Die blau eingezeichnete Isoform 606 aa ist friither
identifiziert und charakterisiert worden und wird nicht mehr in Flybase aufgefiihrt (Hearn
etal., 2002). Sie ist die Grundlage fiir die D2R-spezifische RN Ai-Linie (Draper et al., 2007)
und das in dieser Arbeit verwendete cDNA-Konstrukt. Der RNAi-korrespondierende
Bereich sowie die Antikdrperbindestelle sind markiert (Draper et al., 2007) und zeigen,
dass sowohl die RNAI als auch der Antikorper an allen Isoformen binden. Die Isoform
606 aa ist bis auf ihren Anfangsbereich hundertprozentig homolog mit der Isoform 905 aa,
was den Schluss zulédsst, dass es sich hierbei um eine trunkierte Variante davon handelt.
Transmembrandoménen (TM)

Auch das in dieser Arbeit generierte und verwendete cDNA-Konstrukt beruht
auf der Isoform 606 aa. Demnach exprimiert das cDNA-Konstrukt nur diese eine
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Isoform und diese Expression scheint nicht redundant zu der des wildtypischen
D2R-Rezeptors zu sein. Bereits an anderen Proteinen wurde nachgewiesen, dass
verschiedene Isoformen eines Proteins in unterschiedlichen Geweben exprimiert
werden und dort abweichende Funktionen tibernehmen (Beavo, 1995; Y. Yang
et al., 2011). Vom D2R-Rezeptorhomolg in Sdugern wurden zwei Isoformen
nachgewiesen und charakterisiert, welche ebenfalls durch alternatives Spleifien
des Bereichs der 3.IL entstehen (Dal Toso et al., 1989; Jackson & Westlind-
Danielsson, 1994; Wess, 1997; Picetti et al., 1997, Missale et al., 1998; Seeman et
al., 2000; Hearn et al., 2002). Dabei besitzt die lingere Isoform 29 zusétzliche
Aminosduren in der 3.IL (Monsma Jr. et al., 1989; Guiramand et al., 1995).
Beide Isoformen zeigten Unterschiede in der Kopplungsaffinitdt der drei G;-
Protein-Subklassen (Bray et al., 1987; Jones & Reed, 1987; Montmayeur et
al., 1993; Guiramand et al., 1995; Ang et al., 2012). Demnach wird vermutet,
dass es dem Rezeptor durch die Kopplung an sie moéglich wird, verschiedene
Signaltransduktionen zu vermitteln (Missale et al.,, 1991; Lledo et al., 1992;
Montmayeur et al., 1993). Es wurde bereits nachgewiesen, dass die langere D2R-
Isoform eine hohere Affinitat fiir die Subklasse der Gj,-Proteine besitzt (Giros et
al., 1989; Senogles et al., 1990; Montmayeur et al., 1991, 1993). Andere Studien
belegten, dass beide D2R-Rezeptorisoformen an die G;3-Proteine koppeln, was zu
einer Inhibierung der Ca?*-Kanile, bei gleichzeitiger Aktivierung der K*-Kanile
fiithrt (Missale et al., 1991; Lledo et al., 1992). Durch diese flexible Interaktion mit
den G;-Proteinen kann eine physiologische Plastizitit gegeben sein, die es den
DA-Rezeptoren erlaubt, unterschiedliche Signalwege zu steuern. Eine derartige
Funktionsweise wére auch bei dem Drosophila D2R-Rezeptor vorstellbar und
eine Erkldrung fiir die beschriebene Inkongruenz der Neuropile. Die zwei D2R-
Isoformen in Sdugern unterscheiden sich auch in ihrer Sensibilitit gegeniiber
ihrem Liganden und in ihrer rdumlichen Expression. Die kiirzere Isoform wird
in den prasynaptischen, dopaminergen Neuronen exprimiert und fungiert dort
als Autorezeptor, welcher die Ausschiittung von DA kontrolliert (Usiello et al.,
2000). Sie inhibiert zudem D1-Rezeptor-vermittelte Funktionen, was auf eine
Interferenz zwischen den DA-Rezeptoren schlieflen ldsst (Usiello et al., 2000).
Die liangere Isoform wird dagegen postsynaptisch exprimiert und ist an der
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Lokomotion und der Vermittlung weitere physiologischer Prozesse beteiligt
(Khan et al., 1998; Usiello et al., 2000). Somit besitzen die beiden Isoformen
des D2R-Sdaugerhomologs unterschiedliche Expressionsorte und unterschiedliche
Funktionen.

Ein weiteres Beispiel fiir die Unterschiede zwischen Isoformen eines Proteins ist
der vesikuldre Monoamintransporter in Drosophila, kurz dVMAT (Greer et al.,
2005). Er ist der einzig beschriebene synaptische vesikuldre Amintransporter und
es wurden bereits zwei seiner vier Transkriptisoformen genauer charakterisiert
(Greer et al., 2005). Die Spleifivariante dVMAT-A wird in allen dopaminergen,
octopaminergen und serotonergen Neuronen exprimiert und transportiert das
entsprechende biogene Amin (Greer et al., 2005). Dagegen wurde Isoform
dVMAT-B lediglich in einem kleinen Areal der Glia des visuellen Systems
nachgewiesen und ist dort zustdndig fiir die Speicherung von Histamin (Romero-
Calderon et al., 2007, 2008). Beide Spleifsvarianten werden in unterschiedlichen
Arealen exprimiert und erfiillen dort unterschiedliche Aufgaben, ebenso wie der
D2R-Rezeptor der Sduger.

Diese Erkenntnisse bekréftigen die Vermutung, dass die Inkongruenz zwischen
den notwendigen bzw. hinreichenden Strukturen fiir D2R auf eine Spezifitdt der
Isoformen zurtickzufiihren ist. Offenbar ist die im cDNA-Konstrukt verwendete
verkiirzte Isoform D2R 606 aa spezifisch fiir die a/f- und y-Loben und kann
nur in diesen Neuropilen die Funktionalitdt des D2R-Rezeptors wiederherstellen.
Die Expression dieser Isoform in den a/f- bzw. y-Loben fiihrte zu einer
vollen Wiederherstellung des MTM, welche auf die wildtypische Ausbildung
der stabilen Gedachtnisphase zuriickgefiihrt werden konnte (Abbildung 3.11,
3.13). Das ldsst den Schluss zu, dass die D2R-Isoform 606 im natiirlichen
wildtypischen Zustand an der konsolidierten Gedachtnisbildung beteiligt ist
bzw. alle erforderlichen Funktionsmerkmale besitzt. Eine Expression in anderen
Neuronenpopulationen fiihrte dagegen nicht zu einer Rettung des Phanotyps
(Abbildung 3.11, 3.13). Demnach ist die D2R-Isoform 606 spezifisch fiir die
a/p- bzw. y-Loben und es werden weitere bzw. andere D2R-Isoformen in den
verschiedenen Neuropopulationen benétigt um eine natiirliche Funktionalitit zu

gewdhrleisten. Es wurde belegt, dass das alternative Spleifsen von GPCRs zu
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einer gewebe- oder zellspezifischen Expression des betroffenen Rezeptors fiihrt,
wihrend die Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion unverdndert bleibt (Khan
etal., 1998; Usiello et al., 2000; Hearn et al., 2002). Dies wiirde auf ein konserviertes
Verhalten schliefSen lassen, bei dem Isoformen in unterschiedlichen Geweben
exprimiert werden, wobei es zu einer moglichen Funktionsanderung kommen

kann, aber nicht muss.

4.4 Oligomerisierung von GPCR

Doch nicht nur durch die Ausbildung unterschiedlicher Isoformen kann es zu
der hier dokumentierten Inkongruenz der Strukturen kommen. Von GPCRs ist
bekannt, dass sie funktionell aktiv werden, wenn sie als Monomere oder Dimere,
und sogar auch als hoher geordnete Oligomere akkumulieren (George et al.,
2002; Maggio et al., 2009). Dabei bilden sie nicht nur Homooligomere, wie z.B.
D2-dhnliche Rezeptoren, sondern auch Heterooligomere, zwischen Rezeptoren
unterschiedlicher Klassen (Hillion et al., 2002; George et al., 2002; Canals et al.,
2003; Ferre et al., 2004; Prinster et al., 2005; George & O’Dowd, 2007; Szafran et al.,
2012). Heterooligomerisierung ist sowohl fiir die D1-dhnlichen als auch fiir die
D2-dhnlichen Rezeptoren gezeigt. Es befdhigt die GPCR dazu an einer Vielzahl
unterschiedlicher Signalwege teilzuhaben und das zu vermittelnde Signal zu
modulieren (Scarselli et al., 2001; George & O’'Dowd, 2007).

D1- und D2-Rezeptoren koénnen Heterooligomere bilden und wenn dieses
aktiviert wird, kommt es zur Aktivierung der Phospholipase C und zu einer
intrazelluldren Ca®"-Ausschiittung. Diese Heterooligomere sind an G,-Protein
gekoppelt und wurden in Zellen nachgewiesen, die auch Homooligomere von
D1- bzw. D2-Rezeptoren exprimieren (S. P. Lee et al., 2004; So et al., 2005). Das
impliziert, dass D1- und D2-Rezeptoren im gleichen Signalkomplex exprimiert
werden (George & O’Dowd, 2007). Die Aktivierung der D1- bzw. D2-Rezeptoren
tiihrt zu einer Stimulation oder Inhibierung der AC-vermittelten Generierung von
cAMP, jedoch nicht die Aktivierung der D1/D2-Heterooligomere. Die Aktivierung
des D1/D2-Heterooligomeres fiihrt zu einem Ca** vermittelten Erhthung der
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Calmodulin abhdngigen Proteinkinase (CaMK) (S. P. Lee et al., 2004). Nur wenn
beide Dimerpartner aktiviert werden, wird die Ca**-Ausschiittung getriggert.
D1/D2-Heteromer, Homooligomere oder einzelne Rezeptoren zeigten keine
Unterschiede in Ligandbindetaschen (So et al., 2005). Daftiir jedoch wurde eine
signifikante Anderungen in intrazelluliren Doméanen nachgewiesen, welche die
Kopplung an verschiedene G-Proteine ermdoglicht (George & O’ Dowd, 2007). So ist
es unterschiedlichen DA-Agonisten moglich, verschiedene Signalwege zu aktivie-
ren, womit sie selektiv D1/D2-Heterooligomere und D1/D1-Homooligomere ak-
tivieren konnen und die verschiedenen Signalkaskade auslosen konnen (George
& O’Dowd, 2007; Rashid et al., 2007). Das Ca2+—Signa1 desensibilisiert schnell
und es kommt zu einer Kointernalisierung der Rezeptoren. Damit ist eine direkte
Verbindung zwischen DA und der schnellen Calcium-Signalen nachgewiesen,
welches wichtige Effekte auf DA-vermittelte synaptische Plastizitdt hat (George &
O’Dowd, 2007; Rashid et al., 2007). Ein weiteres Beispiel ist die Heterdimerisierung
zwischen dem humanen Rezeptor D2 und dem Adenosinrezeptor A2A (Hillion
et al., 2002; Canals et al., 2003; Ferre et al., 2004). Auch hier kommt es zu
einer Kointernalisierung der Rezeptoren und zu einer generell verdnderten
Signaltransduktion.

Moglicherweise konnte demnach der DA-Rezeptor D2R eine Untereinheit in
einem heterodimeren Rezeptorkomplex sein. Durch ihn wird eventuell die
Bindespezifitit des Oligomeres modifiziert oder der Aufbau des funktionellen
Rezeptorkomplexes reguliert. Beide Funktionen sind an GPCRs untersucht
(Angers et al., 2002). Uber seinen Dimerisierungspartner kann an diesem Punkt
der Forschung nur spekuliert werden.

4.5 Funktionsmodell des D2R-Rezeptors in der
Gedachtnisbildung

Viele Studien zeigten, dass sich die Prozesse des Lernens und Gedéachtnisses in
verschiedene Abschnitte unterteilen lassen (McGaugh, 2000; Isabel et al., 2004;
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Keene et al., 2006; Waddell, 2010). Zum einen gibt es die Geddchtnisakquise. Hier
wird ein Gedachtnis angelegt, welches jedoch zunédchst labil und ausloschbar
ist (Dubnau et al., 2001; Waddell, 2010; Berry et al., 2012). Zum andern zeigt
sich die Geddchtniskonsolidierung, welche sich an die Akquise anschlief3t. Durch
sie wird das angelegte Gedédchtnis stabilisiert und verfestigt (Berry et al., 2012;
Cervantes-Sandoval et al., 2013). Die DANs sind an diesen Prozessen mafigeblich
beteiligt (Mao & Davis, 2009; Aso et al., 2010; Plagais et al., 2012; Berry et al., 2012).
Sie vermitteln den US zu den PK vorrangig durch den D1-dhnlichen Rezeptor
dDA1 und gewédhrleisten damit die Geddchtnisakquise. Das ausgeschiittete DA
in den PK aktiviert auch den D1-dhnlichen Rezeptor DAMB. Dieser vermittelt den
DA-bedingten Abbau des kiirzlich angelegten Gedédchtnisses (Berry et al., 2012).
Dieser durch Berry und Kollegen beschriebene Mechanismus betrifft lediglich
die labile Gedachtnisphase, nicht aber die stabile. Es wird vermutet, dass die
Konsolidierung eines Gedéchtnisses dieses vor dem dopaminerg-aktivierten und
PK-vermittelten Vergessen schiitzt und somit eine stabile Geddchtnisphase schafft
(Berry et al., 2012).

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten belegen, dass der D2-dhnliche Rezeptor
D2R an der Konsolidierung des Gedéachtnisses beteiligt ist (Abbildung 3.3,
3.5). Dabei kommen den D2R-Isoformen unterschiedliche Stellenwerte beziiglich
ihrer Funktion und ihres Expressionsorts zu (Abbildung 3.10, 3.11, 3.12, 3.13).
Dies zeigte auch der Vergleich zum homologen D2R-Rezeptor der Sduger (Dal
Toso et al., 1989; Jackson & Westlind-Danielsson, 1994; Wess, 1997; Picetti et
al., 1997; Missale et al., 1998; Seeman et al.,, 2000; Hearn et al., 2002). Fiir
den D2R-Rezeptor der Sduger wurde die Interferenz mit den D1-dhnlichen-
Rezeptoren nachgewiesen, dabei handelt es sich um eine Inhibierung der D1-
vermittelten Rezeptorfunktion durch die kurze D2R-Isoform (Stoof & Kebabian,
1981; Rubinstein et al., 1988; Waddington & Deveney, 1996, Usiello et al,,
2000). Durch diese Interferenz erfolgt eine Modulation der dopaminergen
postsynaptischen Antwort (Bray et al., 1987; Usiello et al., 2000). Das weitgehend
iibereinstimmende Expressionsmuster der D1- und D2-dhnlichen Rezeptoren in
Saugern weist zum einen auf eine rdumliche Kolokalisation der DA-Rezeptoren

und zum andern auf einen direkten intrazelluliren Regulationsmechanismus
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zwischen diesen DA-Rezeptoren hin, mit welchem der cAMP-Spiegel moduliert
werden kann (Surmeier et al., 1996; Aizman et al., 2000).

Ein solch tibereinstimmendes Expressionmuster in den Neuropilen ist auch bei
den DA-Rezeptoren von Drosophila zu finden (Han et al., 1996; Kim et al., 2007a;
Chintapalli et al., 2007; Draper et al., 2007; Selcho et al., 2009). Zusammen mit den
hier erdrterten Daten und dem Funktionsmodell von Berry und Kollegen ist der
Schluss auf eine dhnliche Interferenz moglich und trdgt dazu bei, dieses Modell
weiterzuentwickeln (Abbildung 3.3, 3.5, 4.3, Berry et al., 2012).

Der Sekunddre Botenstoff cAMP ist ein elementarer Bestandteil der Gedachtnis-
bildung (Livingstone et al., 1984; Dudai et al., 1988; Zhong et al., 1992; Beavo
& Brunton, 2002; Tomchik & Davis, 2009; Scheunemann et al., 2012; Ishimoto
et al., 2013; Tomchik et al., 2013). Dabei scheint nicht nur die richtige Hohe
des cAMP-Spiegels entscheidend, sondern auch seine zeitliche Regulation. Ein
Hinweis darauf liefern die AC rut und die PDE dnc. Rut synthetisiert cAMP und
bei der Mutante rutl wird das labile Geddchtnis nicht ausgepragt. Rutl weist
einen erniedrigten cAMP-Spiegel auf (Dudai, 1983; Scheunemann et al., 2012).
Dnc degradiert cCAMP und die Mutante dncl wiirde demnach iiber einen erhthten
cAMP-Spiegel verfiigen. Dncl zeigt einen Ausfall der stabilen Gedédchtnisphase
(Dudai et al., 1976; Scheunemann et al., 2012). Dieser Logik folgend, sollte die
Doppelmutante dncl/rutl, welche iiber einen relativ normalen cAMP-Spiegel
verfligt, ein normales Gedachtnis ausbilden. Dies ist jedoch nicht der Fall - die
Doppelmutante zeigt einen kompletten Ausfall des Geddchtnisses, weder das
labile noch das stabile Gedadchtnis werden ausgeprigt (Scheunemann et al., 2012).
Entscheidend fiir die normale Geddchtnisbildung ist demzufolge, dass der cAMP-
Spiegel zu den richtigen Zeitpunkten erhoht oder gesenkt wird. Eine derartige
zeitliche Regulation konnte iiber die Interferenz der DA-Rezeptoren erfolgen
(Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Modell der Interferenz der DA-Rezeptoren bei der Gedichtnisbil-
dung. Dargestellt sind die Interferenzen zwischen dDA1, DAMB und D2R sowie ihre
moglichen Funktionsweisen. A) Der CS fiihrt zu einer Offnung der Ca?*-Kanile in den
PK-Neuronen, was eine Aktivierung des Ca?*/CAM-Signalweges und eine Stimulation
der AC zur Folge hat. Der US wird durch das Ausschiitten des Neurotransmitters DA
aus den DANSs in die PK tibermittelt. Das fiihrt zur die Aktivierung des Rezeptoren
dDA1 und zur Stimulation der AC, welche nun vermehrt cAMP produziert. Die erhohte
cAMP-Produktion 16st durch Koinzidenz des US und des CS die Gedéachtnisbildung
aus (Tomchik & Davis, 2009; Tomchik et al., 2013). B) Die anhaltende DA-Ausschiittung
aktiviert auch DAMB, welcher wiederum das Vergessen des kiirzlich angelegten labilen
Gedichtnisses durch dDA1 begiinstigt (Berry et al., 2012). D2R verhilt sich dDA1 und
DAMB gegeniiber moglicherweise kompetitiv fiir den Liganden. Die Inhibierung durch
den D2R-Rezeptor fithrt zu einer Senkung des cAMP-Spiegels. Er fordert dadurch die
Konsolidierung des Gedéachtnisses bzw. der stabilen Gedadchtnisphase. Dieses Schema
wurde in Anlehnung an das Modell von Berry und Kollegen erstellt (Berry et al.,
2012). protocerebrales anteriomediales Cluster (PAM), protocerebrales posteriolaterales
Cluster 1 (PPL1), protocerebrales posteriolaterales Cluster 2ab (PPL2ab), dopaminerger
Neuronen (DANSs), dorsal-paarig mediale Neurone (DPM), Adenylatzyklase (AC),
unkonditionierten Stimulus (US), konditionierten Stimulus (CS)

Sowohl der dDA1 als auch der DAMB wirken stimulatorisch auf die AC, was
zu einer Erhdhung des intrazelluldren cAMP fiihrt. Koinzident mit dem Ca?*-
Influx durch den CS erfolgt dadurch die Gedédchtnisbildung und anschliefSend
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der DA-vermittelte Abbau des kiirzlich angelegten Gedéchtnisses (Abbildung
4.3A, Tomchik & Davis, 2009; Berry et al.,, 2012). Der Neurotransmitter DA
regt auch den D2-dhnlichen D2R-Rezeptor an, welcher inhibitorisch auf dDA1
und DAMB wirkt und damit den intrazelluldren cAMP-Spiegel reguliert. Dies
ermoglicht eine Konsolidierung des Gedéachtnisses, also die Bildung einer
stabilen Gedachtnisphase (Abbildung 4.3B). Das Funktionsmodell zeigt, dass
eine Dynamik im cAMP-Niveau in den PK-Neuronen existieren muss, um eine
normale Gedédchtnisakquise und dessen Konsolidierung zu gewdahrleisten. Es
ist vorstellbar, dass sich D2R gegeniiber dDA1 und DAMB kompetitiv verhélt
und die Rezeptoren unterschiedliche Bindeaffinitdten und Ligandenschwellwerte
haben, dhnlich wie es bei den DA-Rezeptoren in Sdugern bereits nachgewiesen
ist (Missale et al., 1991; Lledo et al., 1992; Montmayeur et al., 1993; Guiramand
et al., 1995). Dies wiirde zu einer stdarkeren Inhibierung der nachgeschalteten
Signalkaskaden der Rezeptoren dDA1 und DAMB fiihren und den cAMP-Spiegel
senken. Der GPCR D2R reguliert den cAMP-Spiegel somit nicht durch ein
direktes Wirken auf die AC, sondern vielmehr durch seinen Einfluss auf die
D1-dhnlichen Rezeptoren. Um definitive Aussagen iiber die Manipulation des
cAMP-Levels durch den D2R-Rezeptor machen zu konnen, ist es notig, die cAMP-
Konzentration in den verschiedenen Zustanden der Mutante D2RA zu messen.
Hierzu wiirde sich z.B. die Nutzung eines FRET-Sensors empfehlen (Marosvogyi
& Eilert, 2013). Mit dessen Hilfe ist es moglich, die Veranderung der cAMP-
Konzentration in lebenden Zellen zu untersuchen (Shafer et al., 2008; Borner et
al., 2011; Klarenbeek & Jalink, 2014).

Uber eine Beteiligung von DA-Rezeptor-Oligomeren in der Geddchtnisbildung
und/oder -konsilidierung bei Drosophila kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nur
spekuliert werden. Denkbar wére z.B. das Mitwirken von D1/D2-Heteromeren,
die die Ausschiittung intrazelluldren Ca** triggern und so ebenfalls zu einer

Erhohung des cAMP-Spiegels beitragen konnen.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass der DA-Rezeptor D2R fiir die Konso-
lidierung des aversiven olfaktorischen Gedéchtnisses essentiell ist. Die Analyse
zeigte, dass inhibitorische Dopaminsignale spezifisch fiir die Konsolidierung des

Gedichtnisses zustandig sind und dass eine neuronale Integration dieser Signale

78



4. Diskussion

sehr komplex ist. Demnach sind in den Neuronenpopulationen verschiedene
Isoformen an der dopaminergen postsynaptischen Antwort beteiligt, was zu
einer differenzierten Funktion des D2R-Rezeptors fiithren kann. Weiterhin ladsst
sich durch die gezeigten Daten auf eine Koregulation mit den funktionell D1-
dhnlichen Rezeptoren schliefSen. Diese Koregulation gehort damit zu integrativen
Mechanismen und steuert direkt die dynamischen Prozesse der Gedéachtnisbil-
dung und seines Abrufs. Weiterfithrende Untersuchungen konnen mittels der hier
etablierten Deletionsmutante und des cDNA-Konstrukts einen tieferen Einblick
in diese Mechanismen und die durch sie gesteuerten Gedédchtnisprozesse geben.
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Anhang

Tabelle I: Verwendete Fliegenstimme von Drosophila melanogaster. Angegeben
wurden die Genotypen, die Referenzen, die Definition bzw. die Expressionen.
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Name Genotyp Definition Referenz
W1118 wW;+;+ white-Mutante im AG Sigrist, Baker,
wildtypischen 1968
Hintergrund
mb247 w;+;mb247 GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den Connolly et al.,
PK 1996; Zars, 2000;
Aso et al., 2009
17d w;17d;+ GALA4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den M. Y. Yang et al,,
a/p-Loben 1995; L. Liu et al.,
1999; Aso et al.,
2009
189y w;+;189y GALA4-Treiber, AG Schwirzel, Aso
Expression in den et al., 2009
a/B-Loben
GH146 w;,GH146;+ GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den Stocker et al., 1997;
PNs und den APLs | Tanaka et al., 2004;
Pitman et al., 2011
weiterfiihrend




Anhang

Tabelle I — weitergefiihrt

Name Genotyp Definition Referenz
GH146; w;GH146; GAL4-Treiber in AG Schwirzel,
ChaGALS80 | ChaGALS80 Kombination mit Tanaka et al., 2004;
dem GAL4- Pitman et al., 2011
Inhibitor GALSO0,
Expression in den
PNs
NP225 w;NP225;+ GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den Stocker et al., 1997;
APLs Tanaka et al., 2004;
Pitman et al., 2011
NP2631 w;NP2631;+ GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den Pitman et al., 2011
APLs
H24 w;+;H24 GALA4-Treiber, AG Schwirzel, Aso
Expression im AL et al., 2009
und den y-Loben
NP1131 w;NP1131;+ GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den M. Y. Yang et al,,
y-Loben 1995; Tanaka et al.,
2008; Aso et al.,
2009
320 w;c320;+ GAL4-Treiber, AG Schwarzel,
Expression in den Krashes et al., 2007;
a’/p’-Loben Aso et al., 2009
c305a w;c305a;+ GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression in den Krashes et al., 2007;
a’/p’-Loben Aso et al., 2009
weiterfiihrend
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Anhang

Tabelle I — weitergefiihrt

Name Genotyp Definition Referenz
mb247, w;+;mb247 GH298 | GAL4-Treiber, AG Schwairzel, Aso
GH298 Expressioninden | etal., 2009
PK und im AL
GH298 w;+;GH298 GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression im AL Stocker et al., 1997;
Das et al., 2008
NP1227 w,y;NP1227/CyO;+ | GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expression im AL Stocker et al., 1997;
Das et al., 2008
NP2426 NP2426;+;+ GALA4-Treiber, AG Schwarzel,
Expression im AL Tanaka et al., 2012
OK107 w;+;+,0K107 GAL4-Treiber, AG Schwirzel,
Expressioninden | Connolly et al,,
PK und im AL 1996; Aso et al.,
2009
ORS83b w;OR83b;+ GALA4-Treiber, AG Schwarzel,
Expressionin den | Vosshall & Stocker,
ORNss 2007
c232 w;C232;+ GAL4-Treiber, AG Schwarzel,
Expression im ZK Sozen et al., 1997;
Young &
Armstrong, 2010
TH w;+,TH GAL4-Treiber, AG Brembs,
Expression im Friggi-Grelin et al.,
DANs 2003; Draper et al.,
2007
weiterfiihrend
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Anhang

Tabelle I — weitergefiihrt

Name Genotyp Definition Referenz

mb247, w;+;mb247, GALA4-Treiber, AG Schwarzel

GALS0" GALS0" Expression in den
PK unter Kontrolle
des Repressors
GALS80"

£02905 PBacWHI{02905;+;+ | FRT-Motiv- Exelixes at Harvard
tragendes Medical School,
P-Element im Thibault et al., 2004;
Bereich des Bellen et al., 2011
D2R-Genlokus

f06521 PBacWH{f06521;+;+ | FRT-Motiv- Exelixes at Harvard
tragendes Medical School,
P-Element im Thibault et al., 2004;
Bereich des Bellen et al., 2011
D2R-Genlokus

02891 PBacWHI{02891;+;+ | FRT-Motiv- Exelixes at Harvard
tragendes Medical School,
P-Element im Thibault et al., 2004;
Bereich des Bellen et al., 2011
D2R-Genlokus

D2R Al D2R Al;+;+ Deletionsmutante AG Schwarzel,
des unpubliziert
Dopaminrezeptors
D2R

D2R A2 D2R A2;+;+ Deletionsmutante AG Schwirzel,
des unpubliziert
Dopaminrezeptors
D2R

weiterfiihrend
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Anhang

Tabelle I — weitergefiihrt

Name Genotyp Definition Referenz
Df(1) Df(1)BSC587/ partielle Defizienz | Bloomingtion
BCS847 Binsinscy;+;+ im D2R-Genlokus | Drosophila Stock
Center, Cook
Christensen, S.,
Cook, K., 2008;
Cook et al., 2012
hsFLP III w;+;hsFLP, Sb/ Hitzeschock- Bloomingtion
TMg, Tb regulierte Drosophila Stock
Rekombinase fiir Center, Parks et al.,
D2R-Deletion 2004
FM7a FM7a;+,+ Balancer auf dem Bloomingtion
X-Chromosom Drosophila Stock
Center
MKRS/TM,,| w;+;MKRS/TM,, Balancer auf dem 3. | Bloomingtion
Ubx, e Ubx, e Chromosom Drosophila Stock
Center
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