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1. Einleitung

1.1 Gelée royale (GR)

1.1.1 GR und seine Bedeutung fiir die Kastendifferenzierung im Bienenvolk

Das Bienenvolk besteht aus drei unterschiedlichen Kasten, die sich physiologisch, mor-
phologisch und anhand ihrer Arbeitsteilung unterscheiden. Die haploiden mannlichen
Drohnen entwickeln sich aus unbefruchteten Eiern und ihre einzige Aufgabe ist die Begat-
tung der Kénigin. Arbeiterinnen und Kdéniginnen entstehen beide aus befruchteten Eiern,
entwickeln sich aber unterschiedlich und erflillen verschiedene Aufgaben im Stock. Die
Kdnigin verlasst den Stock nur ein einziges Mal um begattet zu werden und ist im Gegen-
satz zur Arbeiterin reprodukiv aktiv, alle anderen Aufgaben im Bienenstock werden von
den Arbeiterinnen der verschiedenen Altersstufen ibernommen. Die jingsten Arbeiterin-
nen bernehmen Sauberungsarbeiten und das Flttern der Larven, gefolgt von Bau- und
Wachtatigkeiten in der zweiten und dritten Woche. Erst nach ca. drei Wochen verlassen

die Bienen den Stock um Nektar, Wasser und Pollen zu sammeln.

-

Abb. 1.1: In GR eingebettete Koniginnenlarven in verschiedenen Larvalstadien (Quelle: Wikipedia)

Gelée royale, auch Weiselfuttersaft oder Apilak genannt, ist ein weiBlich gelbes Gemisch
aus den Sekreten der Hypopharynxdrisen (Futtersaftdriisen) und der Mandibeldriisen
(Oberkieferdriisen) sechs bis zwolf Tage alter Ammenbienen. Es dient der Ernahrung der
Bienenkodniginnennlarven (Abb. 1.1) und der adulten Kénigin. Kdniginnenlarven werden
im Gegensatz zu kinftigen Arbeiterinnen wahrend ihrer gesamten Larvalentwicklung mit
hohen Mengen an Gelée royale gefuttert. Man gewann daraus die Erkenntnis, dass eine
Futterung mit Gelée royale dartber entscheidet, ob sich eine diploide Bienenlarve zu ei-
ner unfruchtbaren kurzlebigen Arbeiterin oder einer langlebigen fruchtbaren Kénigin ent-

wickelt.

Anfanglich gab es verschiedene Theorien dazu, wie eine derartige, durch unterschiedliche
Erndhrung evozierte, Kastendifferenzierung maéglich ist. Da die Zellen der Kéniginnenlar-

ven etwa die hundertfache Futtermenge (200-400 mg GR) enthalten wie die Zellen der
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Arbeiterinnen (2-4 mg Arbeiterinnenfutter), wurde zunachst angenommen, dass dieser
quantitative Unterschied auch die Differenzierung der Larven verursacht (Haydak, 1943).
Spater wurden qualitative Unterschiede in der Zusammensetzung der Arbeiter- und Koni-
ginnennahrung und somit eine Art Differenzierungswirkstoff vermutet (Rembold et al.
1964, Weaver 1955), der zur Kéniginnenentwicklung fihren soll. Ein solcher Wirkstoff ist
jedoch bis heute noch nicht identifiziert worden. Andere Theorien besagen, dass das Ju-
venilhormon eine wichtige Rolle flir die Kastendifferenzierung habe (Ascenot und Lensky,
1976) oder dass lediglich der unterschiedliche Glukose-Fruktose-Gehalt von Arbeiter- und
Kdéniginnennahrung verantwortlich fir die Kastendifferenzierung sei (Ascenot und Lensky,
1988). Im Laborversuch wurde durch Beimischung dieser Zucker zum Arbeiterinnenlar-
venfutter eine erhéhte Anzahl an Koéniginnen erzeugt. Allerdings konnte dabei auBer ei-
nes phagostimulierenden Effektes keine direkte Wirkung von Glukose oder Fruktose ge-

zeigt werden.

1.1.2 Biologische Wirkung und Inhaltsstoffe des GR

Seit den ersten wissenschaftlichen Erwahnungen durch die Naturwissenschaftler Jan
Swammerdam im 17. Jahrhundert und Frangois Huber im 18. Jahrhundert werden dem
Gelée royale und seinen Inhaltsstoffen die verschiedenartigsten Wirkungen zugeschrie-
ben, die man seit etwa Mitte des 19. Jahrhunderts bis heute in vitro und in vivo an ver-
schiedenen Organismen genauer erforscht. Die Zusammensetzung des GR ist leicht vari-
abel und abhangig von geographischen, botanischen und klimatischen Faktoren sowie
vom Alter der Ammenbienen und der Bienenart (Bonomi et al., 1986; Li et al., 2007;
Stocker, 2003).

Die Hauptbestandteile des GR sind Wasser (60-70%), verschiedene Saccharide (ca. 11-
23%), Proteine und Peptide (9-18%) und Lipide (4-8%) (siehe Tab.1.1). Dabei besteht
der Saccharidanteil hauptsachlich aus Fruktose, Glukose und Saccharose (Sesta, 2006) in

unterschiedlichen Mischverhaltnissen.

Die Proteine des GR haben einen hohen Anteil an essentiellen Aminosduren (Lercker et
al., 1993). Der Uberwiegende Anteil (90%) besteht aus den so genannten Major Royal
Jelly Proteinen (MRIJP), auch Apalbumine genannt, deren Gene teilweise im Kopf der Ar-
beiterinnen exprimiert (Peixoto et al., 2009) und mit dem Sozialverhalten der Bienen in
Verbindung gebracht werden. Gelée royale besitzt antibakterielle, antivirale und fungizide
Eigenschaften, die Uberwiegend auf die in GR enthaltenen Peptide, die Jelleine und das

Royalisin zurlickzuflihren sind (Fontana et al., 2004; Fujiwara et al., 1990).



Ebenfalls antibakteriell und fungizid wirkt die so genannte Royal Jelly Acid, die 10-
Hydroxy-2-decensaure (10-HDA) (Blum et al., 1959), die natirlicherweise nur in GR vor-
kommt und den Hauptbestandteil seiner Lipidfraktion bildet. Die 10-HDA ist fiir den sau-
ren Charakter (pH=3,8-4,2) des GR verantwortlich und ihr Gehalt gilt als internationaler
Qualitatsstandard fir GR (Antinelli et al., 2003; Bloodworth et al., 1995). Neben ihren
antibiotischen Eigenschaften konnten weitere Wirkungen der 10-HDA gezeigt werden. So
fordert sie die Kollagenproduktion (Koya-Miyata et al., 2004) und neuronales Wachstum
in vitro (Hattori et al., 2007) und schon in den 1960er Jahren konnte eine anticanceroge-

ne Wirkung in vivo nachgewiesen werden (Townsend et al., 1960).

Tab. 1.1: Hauptkomponenten des Gelée royale (Bogdanov et al. 2003)

Komponente Min. - Max. g/100g
Wasser 60-70

Lipide 4-8

10-HDA 1,4-6

Proteine 9-18

Zucker 11-23

Fruktose 6-13

Glukose 4-8

Saccharose 0,5-2

Min. - Max. mg/kg

B1; Thiamin 1-17
B2; Riboflavin 5-25
B3; Niacin 45-190
Folsaure 0,1-0,6
B5; Pantothensaure 36-230
H; Biotin 1,5-5
B6; Pyridoxin 2-55

GR hat einen hohen Vitamingehalt. Den gréBten Anteil daran haben die Vitamine der B-
Gruppe, vor allem Pantothensaure (Vitamin B5) und Niacin (Haydak et al, 1942; Serra-
Bonhevi, 1991). Niacin ist bekannt als Vitamin B3 und stellt eine Mischung aus Nikotin-
saure und dem Nikotinsaureamid (NAM) dar. NAM besitzt groBe biochemische Bedeutung
als ein wichtiger Bestandteil der Coenzyme, NAD* und NADP* und als Histondeacetyla-

seinhibitor.

Zudem lassen sich verschiedene Spurenelemente (K*, Na*, Mg?*, Ca?*, zZn?*, Fe?*,

Cu?*) (Serra-Bonhevi, 1991) und weitere biologisch aktive Substanzen im GR finden.



Dazu gehoéren u.a. die Pterine Neopterin und Biopterin, Stoffwechselcofaktoren wie Fol-

saure, sowie der Neurotransmitter Acetylcholin (Wei et al, 2008).

Méglicherweise lassen sich mit diesen bereits bekannten oder noch zu findenden Inhalt-
stoffen weitere Effekte des GR erkldren, flr die es bisher keine hinreichende Erklarung
gibt. So hat GR hormonahnliche Wirkungen, wie z.B eine insulinahnliche Funktion auf den
Serumglukosespiegel gesunder Menschen in vivo (Minstedt et al., 2009) und eine 6stro-
genahnliche Wirkung auf Brustkrebszellen in vitro (Nakaya et al., 2007). Zudem sind wei-
tere physiologische und neurophysiologische Wirkungen von GR bekannt. Es wirkt gefai-
erweiternd, blutdrucksenkend und kann bei oraler Gabe an Mause Ermidungserschei-

nungen mindern (Kamakura et al., 2001).

Seit einiger Zeit weiBB man, dass Bienenarbeiterinnen und Bienenkéniginnen im Larvalsta-
dium und als adulte Tiere unterschiedliche Transkriptionsmuster aufweisen (Brito et al.,
2010, Evans et al., 1999 und 2001). Da Bienenkénigin und Bienenarbeiterin genetisch
gleich sind und die Entwicklung einer Bienenlarve zur Kénigin ursachlich von ihrer Fltte-
rung mit Gelée royale abhangt, liegt der Schluss nahe, dass in Gelée royale Substanzen
enthalten sind, die sich auf die Genexpression auswirken. Es gibt zudem erste Hinweise
darauf, dass epigenetische Effekte, namlich die Hemmung der de novo DNA-
Methyltransferase DNMT3, an der Kéniginnenentwicklung beteiligt sind (Kucharski et al.,

2008), was auf einen epigenetischen Effekt des Gelée royale hinweisen kdnnte.

Zu den moglichen epigenetischen Modifikationen kénnten neben der DNA-Methylierung
auch Histonmodifikationen wie die Acetylierung und die Methylierung gehéren, da DNA-
Methylierung und Histonmodifikationen sich gegenseitig beeinflussen (Fuks, 2005, Jones
et al., 1998). Daflr sprechen einige Studien in Vertebraten, die zeigen, dass Umweltfak-
toren, wie z.B. die Ernahrung, Einfluss auf DNA-Methylierung und Histonacetylierung
nehmen und damit kurzfristig den epigenetischen Status eines Genoms verandern koén-
nen (Davis et al., 2004). Da nicht nur die Kdniginnenlarve, sondern auch die adulte Kéni-
gin regelmafBig mit GR gefittert wird, sind diese Effekte vermutlich reversibel und kénn-
ten nicht nur der Induktion, sondern auch der Aufrechterhaltung der unterschiedlichen
Genexpression der Koénigin im Vergleich zur Arbeiterin dienen. Wenn dies der Fall ist,
kdnnte sich eine mégliche Wirkung von GR auf Histonmodifikationen an der adulten Ar-

beiterin als Modellorganismus bzw. auch in anderen Organismen zeigen lassen.

1.2 Histonmodifikationen und Histoncode
Zu den wichtigsten Chromatinmodifikationen gehdren, neben der direkten Beeinflussung

der DNA durch Methylierung der DNA-Base Cytidin, die Modifikation von Aminosaureres-
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ten an Histonseitenarmen durch z.B. Phosphorylierung, Acetylierung und Methylierung
(Imhof et al., 2001). Diese Histonmodifikationen kdnnen an ganz unterschiedlichen Stel-
len in unterschiedlicher Kombination, und im Falle der Histonmethylierung auch als Mo-
no-, Di- oder Trimethylierung (Klose et al., 2007; Tian und Fang, 2007) auftreten und
sind daher so komplex und in ihrer Wirkung auf die Genexpression so unterschiedlich,
dass man von einem Histoncode spricht. Die Modifikationen lassen sich aufgrund ihrer
Wirkung auf die Chromatinstruktur unterscheiden. So kénnen sowohl die Histonacetylie-
rung, als auch die Histonphosphorylierung die Chromatinstruktur durch eine Ladungsver-
anderung an den Histonen und damit einer geringeren Histon-DNA-Bindung direkt beein-
flussen. Die Histonmethylierung verursacht keine Ladungsveranderung am Histon. Um
Einfluss auf die Genexpression zu nehmen, missen Cofaktoren rekrutiert werden (Ban-
nister et al., 2001; Kouzarides et al., 2007).

Chromatinstruktur geschlossen CHa Chromatinstruktur offen
]
C=0
]
: ™
X-Lys-X-Histon Co-A Co-A X-Lys-X-Histon
] ]
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1 ' e |
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] DA ]
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1
]
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Abb. 1.2: Histonacetylierung und Chromatinstruktur
Histonacetyltransferasen (HATSs) acetylieren Lysinreste an Histonen und begiinstigen dadurch eine Offnung der
Chromatinstruktur. Histondeacetylasen (HDACs) reduzieren die Histonacetylierung, was zu einer geschlossenen

Chromatinstruktur fihrt.

1.2.2 Histonacetylierung

Die Histonacetylierung wird mafBgeblich durch zwei verschiedene Enzymgruppen beein-
flusst, den Histonacetyltransferasen (HATs), die Acetylgruppen auf Lysinreste an Histo-
nen Ubertragen und den Histondeacetylasen (HDACs), die diese Acetylgruppen wieder
entfernen. Die Interaktion zwischen den beiden Enzymgruppen gewadhrleistet eine schnel-
le Modulation der Histonacetylierung, die daher zu einem Schlisselmechanismus flr die
Regulation der Transkription werden kann (siehe Abb. 1.2). Dies geschieht auf mehrere
Arten. Zum einen werden an Histonarmen die E-Aminogruppen von Lysinresten acety-

liert. Dies flihrt zu einer veranderten Ladung der Histone und damit zu einer geringeren
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DNA-Histon-Bindung. Diese offene Chromatinstruktur erméglicht es Transkriptionsfakto-
ren an die DNA zu binden. Zum anderen vermittelt die Histonacetylierung eine Bindung
von Proteinen mit einer Bromodomane an die Histone selbst. Diese Bromodomanproteine
sind oftmals Transkriptionsaktivatoren, die nach ihrer Bindung an Histone die Expression

eines Gens veranlassen kénnen.

1.2.2.1 Histonacetyltransferasen (HATS)

Die Histonacetyltransferasen sind evolutionadr stark konserviert. Sie acetylieren Lysinreste
an verschiedenen Proteinen, vor allem an neu synthetisierten Histonen und Histonen, die
bereits im Nukleosomenkomplex vorliegen. Sie wurden urspriinglich aufgrund ihrer Loka-
lisation in Typ A oder B HATs unterteilt:

Typ A-HATs: Sie befinden sich im Nukleus und acetylieren bevorzugt Histone in

Nucleosomen; sie sind an Transkriptionsereignissen beteiligt

Typ B-HATs: Sie sind Uberwiegend im Cytoplasma lokalisiert und acetylieren dort

verschiedene Proteine, u.a. auch neu synthetisierte Histone

Da die HATs jedoch in Funktion und Aufbau sehr heterogen sind und mittlerweile Protein-
komplexe gefunden wurden, die sowohl im Cytoplasma, als auch im Nukleus Funktionen
erflillen, geht man heute dazu lber die HATS aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten in die
finf Familien MYST, GNAT, p300/CBP, Coaktivatoren der nukledaren Rezeptoren und TAF I
250 einzuordnen (Sterner et al., 2000).

Eine Hemmung der HAT-Aktivitat ist durch die HAT-Inhibitoren Curcumin, Garcinol und

Anacardinsaure moéglich (Balasubramanyam et al, 2003, 2004 a+b).

1.2.2.2 Histondeacetylasen (HDACSs)

Die Histondeacetylasen deacetylieren Lysinreste an Histonen, was Uber die veranderte

Ladung am Histon zu einer verstarkten Bindung der DNA an die Histone und damit zu

einer ,geschlossenen™ Chromatinstruktur fiihrt. HDACs sind stark konserviert, evolutionar

vor den Histonen entstanden (Leipe et al., 1997) und in der Lage nicht nur Histone, son-

dern auch andere Proteine zu deacetylieren.

Man teilt sie nach ihren Hefeorthologen in vier Gruppen ein:

Klasse I: Die Enzyme werden ubiquitér exprimiert und sind hauptséachlich im Nukleus
lokalisiert

Klasse II: Die Enzyme werden gewebespezifisch exprimiert und befinden sich haupt-

sachlich im Cytosol, bzw. wechseln zwischen Cytosol und Nukleus.

Bei diesen beiden Klassen I und II handelt es sich um Enzyme, die Zink im aktiven Zent-

rum tragen. Ihre Deacetylaseaktivitat kann z.B. durch die HDAC-Inhibitoren Valproat,
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SAHA (auch Vorinostat, N-hydroxy-N-phenyloctandiamid) oder Trichostatin A (TSA) ge-

hemmt werden (Monneret, 2005).

Klasse III: Diese Enzyme werden nach ihrem Hefe-Homolog SIR2 auch Sirtuine ge-
nannt. Sie sind ubiquitar exprimiert und deacetylieren Histone in einem Ni-
kotinamidadenindinukleotid (NAD*) -abhangigen Mechanismus; sie unter-
scheiden sich daher funktionell deutlich von HDACs der Klassen I und II. Sie
kénnen durch Nikotinamid (NAM) inhibiert werden (Produkthemmung, [Ava-
los et al., 2005]).

Klasse IV: Diese Klasse besteht nur aus der humanen HDAC 11 und bildet aufgrund
ihrer Sequenzunterschiede zu den Enzymen der anderen Klassen eine eigen-

standige Klasse

1.2.3 Histonmethylierung

Die Histonmethylierung unterscheidet sich in mehreren Punkten von der Histonacetylie-
rung. So findet sie nicht nur an Lysinen, sondern auch an Argininen statt. Sie verandert
nicht die Ladung an den Histonen und hat somit auch keinen direkten Einfluss auf die
Histon-DNA-Bindung und damit auch nicht auf die Chromatinstruktur. Zur Anderung der
Genexpression werden Cofaktoren benétigt. Zudem kann es zu Monomethylierungen und
symmetrischen oder asymmetrischen Dimethylierungen an Argininen und Mono-, Di- und
Trimethylierungen (siehe Abb. 1.3) an Lysinen kommen (Klose et al., 2007; Tian und
Fang, 2007), was dazu fluhrt, dass spezifisch unterschiedliche Proteine oder Proteinkom-
plexe rekrutiert werden kénnen. So sind z.B. drei Proteinmotive bekannt, die mit methy-
lierten Lysinresten von Histonen interagieren: die Chromodomane (Bannister et al.,
2001), die Tudor-Doméane und die WD40-repeat-Domane (Kouzarides et al., 2007).
Histonmethylierungen kénnen daher abhangig von ihrer Position, der methylierten Ami-
nosaure und ihrer Haufigkeit sowohl expressionsaktivierend, als auch -reprimierend wir-

ken.

1.2.3.1 Histonmethyltransferasen

Histonmethyltransferasen lassen sich in Histon-Lysin-Methyl-Transferasen (HKMTs) und
Protein-Arginin-Methyl-Transferasen (PRMTs) einteilen. Die Funktion dieser Enzyme ist
die Ubertragung einer Methylgruppe von S-adenosyl-L-methionin (Ado-met) auf die Ami-
nogruppe eines Lysinrestes oder die Guanidinogruppe von Arginin. Ihre enzymatische
Aktivitat kann daher durch Analoga von S-adenosyl-L-methionin, wie z.B. Methylthioade-

nosin, gehemmt werden.



Die lysinmethylierenden Histonmethyltransferasen werden danach unterschieden, ob sie
eine so genannte SET Domane enthalten oder nicht. Diese SET Domane wurde nach ihrer
Entdeckung in drei Drosophila melanogaster Proteinen, Suppressor of variegation, En-

hancer of zeste (z) und Trithorax benannt (Jenuwein et al., 1998).

CH3 H CH3 CH3 CH3
HMT N HMT W o HMT

H H
N s |
. — - NHF Has— - — e
| | | |
(CH2)4 (CH2)4 (CH2)4 (CH2)4
C AdoMet AdoHcy c AdoMet  AdoHey c AdoMeat  AdoHcy c

Hah 7 Ncoo Hal 7 Scoo- Hal " “Ncoo- Hal? “coo-
Lys Monomethyl-Lys Dimethyl-Lys Trimethyl-Lys

Abb. 1.3: Lysinmethylierung (Zhang et al., 2001)
Lysinmethyltransferasen (bertragen Methylgruppen von S-adenosyl-L-methionin (Ado-met) auf die g-Amino-

gruppe von Lysinresten. Diese kdnnen dadurch mono-, di- oder trimethyliert werden.

Bei den PRMTs unterscheidet man zwei Enzymgruppen aufgrund ihres Methylierungsme-
chanismus. Beide Typen katalysieren die Ubertragung der Methylgruppe von S-adenosyl-
L-methionin (AdoMet) auf die Guanidinogruppe von Arginin, wodurch in einem ersten
Schritt monomethyliertes Arginin entsteht. In der nachfolgenden Reaktion, die zur Bil-
dung von zweifach methyliertem Arginin fiihrt, unterscheiden sie sich jedoch:

= Typ-I-PRMTs: Ubertragen zwei Methylreste auf den gleichen Stickstoff der Gua-

nidinogruppe, wobei ein "asymmetrisches" Dimethylarginin entsteht
=  Typ-II-PRMTs: Ubertragen je eine Methylgruppe auf jeden Stickstoff, so dass ein

"symmetrisches" Dimethylarginin entsteht

1.2.3.2 Histondemethylasen
Lysin- und Arginindemethylasen lassen sich in unterschiedliche Enzymklassen unterteilen
(Kim et al., 2009), die verschiedene Mechanismen haben, die bisher nur teilweise aufge-

klart worden sind.

Lysindemethylasen:
= IJmjC - Familie: Der Demethylierungsmechanismus beruht auf einer Hydroxylase-
reaktion (Klose et al., 2007; Tian und Fang, 2007).
= LSD1-Doman- Familie: Der Demethylierungsmechanismus beruht auf einer Ami-
nooxidasereaktion (Klose et al., 2007; Tian und Fang, 2007).
Arginindemethylase:
= PAD4: Der Demethylierungsmechanismus dieser Peptidylarginin Deiminase beruht

auf der Konvertierung von Arginin zu Citrullin (Cuthbert et al., 2004).



1.2.4 Histonmodifikationen und ihre Auswirkungen auf biologische Prozesse
Histonmodifikationen und die daran beteiligten Enzyme kdnnen Transkriptionsereignisse
beeinflussen und haben einen groBen Einfluss auf verschiedenste zellbiologische und
(neuro-) physiologische Prozesse. Sie sind beteiligt an der Krebsenstehung (Lane et al.,
2009), an metabolischen Prozessen und an der Entwicklung und der Alterung von Lebe-
wesen (Eissenberg et al., 2010; Imai et al., 2010). Zunehmend wird auch ihre Relevanz
in der Entwicklung und Funktion des Nervensystems erfasst (Akbarian et al., 2009; Hsieh
et al., 2010). Seit einiger Zeit werden daher Inhibitoren verschiedener Histon modifizie-
render Enzyme als Behandlung flir neurologische und psychiatrische Erkrankungen ein-
gesetzt (D'Mello, 2009; Monti et al., 2009; Thomas, 2009). Zudem werden die Effekte
Histon modifizierender Enzyme und ihrer Inhibitoren auf das Lernen und die Gedachtnis-
bildung (Harting et al., 2010; Kilgore et al., 2010; Vecsey et al., 2007) untersucht. So
gibt es verschiedene Hinweise zur Wirkung von TSA, Valproat und Natriumbutyrat auf
die Akquisiton, die Langzeitpotenzierung, die Konditionierung (Angst- und Wimpern-
schlagkonditionierung) und die Objekterkennung (Bredy et al, 2008; Fontan-Lozano,
2008; Lattal et al., 2007; Levenson et al. 2004; Vecsey et al., 2004).

Falls Gelée royale eine Wirkung auf Histonmodifikationen oder Histon modifizierende En-
zyme hat, konnten sich daher vermutlich auch Gelée royale induzierte Effekte in Lern-

und Gedachtnisprozessen zeigen lassen.

1.3 Lernen und Gedachtnisbildung

Unter Lernen versteht man einen Prozess der Lebewesen die Fahigkeit verleiht sich neues
Wissen und Verhaltensweisen anzueignen, die sie dazu befdéhigen sich den Anforderungen
einer sich standig verdndernden Umwelt anzupassen. Der Lernprozess, also die Fahigkeit
zu Lernen, das Erlernte zu behalten und in eine stabile Veranderung des Verhaltens um-
zuwandeln ist bei allen Tieren vorhanden und l&sst sich in verschiedene Phasen einteilen.
Dabei kommt es zunachst zum Lernen selbst, also zum Erwerb (Akquisition) des Ge-
dachtnisses, das danach in verschiedenen Konsolidierungsphasen gefestigt werden kann
und letztlich dem Organismus je nach Stabilitat sehr kurze Zeit, mittelfristig oder lebens-

lang als Bewertungs- und Handlungsgrundlage zur Verfligung steht.

1.3.1 Molekulare und chromatinmodifizierende Mechanismen in Lernprozessen
und Gedachtnisbildung

Das Lernen und die Gedachtnisbildung sowie die zugrunde liegenden molekularbiologi-
schen und neurophysiologischen Prozesse sind sehr dynamisch und unterliegen einer an-
dauernden Veranderung. Die neurophysiologische Grundlage dieser Modulationsfahigkeit

im Gehirn jeden hoheren Lebewesens ist die synaptische Plastizitat. Darunter versteht
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man die aktivitdtsabhingige Anderung der Stérke der synaptischen Ubertragung von
Neuronen. Eine Hypothese dazu, wie die synaptische Plastizitat zustande kommt wurde
erstmals 1949 von dem Psychologen Hebb aufgestellt und mit der Aussage "Neurons that
fire together, wire together" (Hebb, 1949) beschrieben. Dies bedeutet, dass je haufiger
ein Neuron gleichzeitig mit einem zweiten Neuron aktiv ist, desto wahrscheinlicher wer-
den die Neuronen auch weiterhin aufeinander reagieren (Koinzidenz, siehe Abb. 1.4).
Spater wurde an der Meeresschnecke Aplysia californica gezeigt, dass zwei verschaltete
Neuronen nicht unbedingt gleichzeitig aktiv sein missen um eine Verstarkung der dazwi-
schen geschalteten Synapse zu erreichen, falls ein drittes, modulatorisches Neuron

gleichzeitig mit dem prasynaptischen Neuron aktiv ist (Kandel und Tauck, 1963).

Koinzidenz zwischen Koinzidenz zwischen vorgeschalteter
vor- und nachgeschalteter Zelle und modulatorischer Zelle
(Hebb-Synapse) (aktivitdtsabhdngige Bahnung)
prasynaptisches modulatorisches
Neuron ~ ~ Neuron
prasynaptisches postsynaplisches prasynaptisches postsynaptisches
Neuron Neuron Neuron Neuron
G——
synaptischer Spalt

Abb. 1.4: Modelle zur synaptischen Plastizitiat (Spektrum der Wissenschaft, Nov.1992)

Links: Nach der Hebb’schen Regel missen zur Verstdarkung der Synapse pra- und postsynaptisches Neuron
gleichzeitig aktiv sein (Koinzidenz, Hebb 1949). Rechts: Nach einem Modell von Kandel und Tauck (1963) mus-
sen pra- und postsynaptisches Neuron nicht koinzident sein, um die Synapse zu verstarken, sofern ein weiteres,
modulatorisches Neuron zusammen mit dem prasynaptischen Neuron aktiv ist und auf die selbe Synapse feu-

ert. Aktive Neuronen sind gestreift dargestellt.

Die molekularen Grundlagen der synaptischen Plastizitdt wurden in vielen Organismen
untersucht. Untersuchungen an der Maus (Mus musculus), an der Meeresschnecke (Aply-
sia californica) an der Taufliege (Drosophila melanogaster) und an der Honigbiene (Apis
mellifera) haben gezeigt, dass die molekularen Mechanismen des Lernens sich stark ah-
neln und evolutiondr stark konserviert sind (Bourtchuladze et al., 1994; Dudai et al.,
1976; Friedrich et al., 2004; Menzel und Miller, 1996), es jedoch grundlegende Unter-
schiede in der Konsolidierung von Kurz- und Langzeitgedachtnis gibt. Wahrend flr die
Etablierung eines Kurzzeitgeddchtnisses vorhandene Proteine nur modifiziert werden, z.B.
durch eine Phosphorylierung, missen fiir die Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses
Proteine neu synthetisiert werden. Es hat sich z.B. gezeigt, dass in diesen Modellorga-
nismen die Ca%*-abhdngige Adenylylzyklase und damit die Proteinkinase A (PKA) eine
wichtige Rolle bei der Etablierung von Gedachtnissen spielen (Abel et al., 1998; Dubnau

und Tully, 1998; Miiller 2000). Die Adenylylzyklase dient als Koinzidenzdetektor, sie wird
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nach Transmitter-Ausschittung und Depolarisation aktiviert und kann ihrerseits durch die
Spaltung von ATP in cyclisches AMP die Proteinkinase A (PKA) aktivieren. Wird die PKA
dabei mehrmals aktiviert, wie beispielsweise mit wiederholten CS-US-Paarungen (siehe
Kap. 1.3.2.3) in Lernexperimenten oder andauernd durch Stimulation mit cAMP-Analoga,
so kommt es zu einer Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB
(Silva et al., 1998), der letztlich die Genexpression und Proteinsynthese verschiedener
gedachtnisrelevanter Proteine initiiert. Dadurch kann es zu einer langfristig veranderten
Signalweiterleitung der Nervenzelle kommen, was zur Ausbildung eines lang andauern-
den Gedachtnisses flihrt. Ist die PKA Aktivierung nur transient oder schwach, so kann sie
zwar lernrelevante Zielproteine phosphorylieren, dies ist aber nur eine kurzfristige, stor-
anfallige Modifikation, die durch Phosphatasen (Mansuy et al., 2006) rtickgangig gemacht
werden kann. Es kommt in der Regel nicht zur Ausbildung eines langfristigen Gedachtnis-

SEes.

Dies macht deutlich, dass die Transkription von Genen einen entscheidenden Einfluss auf
das Lernen und die Gedachtnisbildung hat und sich die Konsolidierung von Gedachtnissen
spezifisch beeinflussen lasst (Wistenberg et al. 1998). Seit einigen Jahren wei3 man,
dass die Transkription von Genen auch durch epigenetische Faktoren wie DNA-
Methylierungen und Histonmodifikationen, wie z.B. der Histonacetylierung beeinflusst
wird. Daher werden zunehmend auch epigenetische Einfliisse auf das Lernen und die Ge-
dachtnisbildung untersucht. Dabei zeigte sich, dass die DNA-Methylierung die synaptische
Plastizitat im Hippocampus reguliert (Levenson et al., 2006) und Einfluss auf die Ge-
dachtnisbildung hat (Lockett et al., 2010; Miller 2007). Es wurde entdeckt, dass ein be-
reits bekannter Cofaktor der Transkription, der an Lernprozessen beteiligt ist, das CREB
Binding Protein (CBP) eine Histonacetyltransferasefunktion (HAT) hat (Alarcon et al.,
2004; Korzus et al., 2004), mit der es das Chromatin 6ffnet und so Transkriptionsfakto-
ren ermoglicht an die DNA zu binden. Wenig spater konnte die HAT-Funktion auch fir
den transkriptionellen Cofactor p300 gezeigt und eine Beteiligung an der Konsolidierung
des Langzeitgedachtnisses von Mausen nachgewiesen werden (Oliveira et al. 2007). Ver-
schiedene Lernversuche mit Histondeacetylaseinhibitoren, wie Valproat haben gezeigt,
dass das Langzeitgedachtnis beeinflusst wird und sich das assoziative Angstgedachtnis
von Mausen verbessern lasst (Bredy et al., 2008). Eine Lernverbesserung konnte nicht
nur far Valproat, sondern auch fir andere Inhibitoren der Histondeacetylase-Klassen I
und II, Trichostatin A (TSA), Vorinostat und Natriumbutyrat gezeigt werden (Federman et
al., 2009; Kilgore et al., 2010; Vecsey et al., 2007). Ebenfalls in Lernexperimenten un-
tersucht wurde Nikotinamid, ein Inhibitor der HDAC Klasse III. Nikotinamid konnte in
Alzheimer Maus Modellen deren kognitive Fahigkeiten erhalten (Green et al., 2008) und
das Gedachtnis von Ratten verbessern (Hoane et al., 2006). Nicht nur Histonacetylierun-

gen, sondern auch Histonmethylierungen haben einen Einfluss auf Lernen und Gedacht-
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nis. So verbessert z.B. die Methylierung von Histonen das Angstgedachtnis von Mausen
(Gupta et al., 2010). Die meisten Versuche zu epigenetischen Mechanismen im Verhalten
von Tieren wurden mit aversiven Lernparadigmen an Vertebraten durchgefiihrt. Es gibt
nur sehr wenige Untersuchungen an Insekten und kaum Untersuchungen, in denen appe-
titive Lernparadigmen durchgefiihrt wurden. Es bleibt daher die Frage offen, ob die epi-
genetischen Einflisse auf das Lernen und die Konsolidierung von Gedachtnissen ebenso
konserviert sind wie die beteiligten Signalkaskaden und ob es grundlegende Unterschiede

zwischen appetitiven und aversiven Lernparadigmen gibt.

1.3.2 Lernparadigmen

Um Lernprozesse in verschiedenen Tiermodellen, vor allem in Tieren niederer Ordnung
objektiv untersuchen und vergleichen zu kénnen, mussten das Lernen und die Lernpara-
digmen funktionell und begrifflich definiert werden. Lernen wird hier als erfahrungsbe-
dingte Reaktionssanderung beschrieben und das Gedachtnis als beobachtbares zeitliches
Andauern dieser Reaktionssanderung. Beobachten kann man solche Verhaltenséanderun-
gen nach Durchfihrung verschiedener Lernparadigmen, wobei man grundsatzlich zwi-

schen assoziativen und nicht-assoziativen Lernparadigmen unterscheidet.

1.3.2.1 Lernparadigmen an der Honigbiene

Lernparadigmen an der Honigbiene sind Uberwiegend appetitiv. Man macht sich dabei
zunutze, dass die Biene bei Beriihrung der Antennen mit einer Zuckerlésung reflexartig
den Rissel (PER, Proboscis Extension Response) herausstreckt um den Zucker aufzusau-
gen (Kuwabara, 1957). Zuckerwasser stellt fir Bienen einen wichtigen (Belohnungs-)
Reiz dar. Der Blitennektar besteht hauptsachlich aus den Sacchariden Glukose, Fruktose
und Saccharose, wobei letztere von den Bienen bevorzugt wird (von Frisch, 1934). Daher

wird in allen appetitiven Lernparadigmen mit Honigbienen Saccharose eingesetzt.

1.3.2.2 Nicht-assoziative Lernparadigmen (Habituation und Sensitisierung) und
Zuckerwasserempfindlichkeit

Zu den nicht-assoziativen Lernparadigmen gehdren die Sensitisierung und die Habituati-
on. In beiden Lernparadigmen lernt das Tier liber einen einzelnen Stimulus einen Reiz je

nach Kontext und Bedeutung unterschiedlich zu bewerten.

Unter Sensitisierung versteht man die Zunahme der Reaktionsbereitschaft eines Tieres
auf einen Reiz. Wird das Tier einem einmaligen starken Reiz ausgesetzt, so kann dies zu

einer verstarkten Reflexantwort auf einen nachfolgenden viel schwacheren Reiz fiihren.
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Bei der Honigbiene geschieht dies z.B. durch Sensibilisierung auf einen Duftreiz durch

vorherige Stimulation mit einer stark konzentrierten Saccharoselésung (Erber, 1981).

Unter Habituation versteht man die Gewdhnung an einen Reiz, der langere Zeit andauert,
aber weder positive, noch nachteilige Folgen fiir das Tier hat und somit bedeutungslos
wird. Das Tier wird auf einen solchen Reiz anfanglich noch reagieren, nach erfolgter Habi-
tuation jedoch keine Reaktion mehr zeigen. Wichtig bei der Durchfiihrung des Lernpara-
digmas ist es die Habituation klar gegen eine reine Ermidungserscheinung oder eine
sensorische Adaptation abzugrenzen.

Bei der Honigbiene kann dieses Lernparadigma durch wiederholte Stimulation einer An-
tenne mit hochkonzentrierter Saccharoseldsung durchgefiihrt werden. Mit einem Dishabi-
tuationstest, einer einmaligen Berlhrung der kontralateralen Antenne mit hochkonzent-
rierter Saccharoselésung, kdénnen anschlieBend Ermidung und sensorische Adaptation

des Versuchstieres getestet werden.

Vorraussetzung flr die Durchfiihrung des nachfolgend beschriebenen assoziativen Lern-
paradigmas ist die korrekte Wahrnehmung, Prozessierung und sensorische Integration
der Zucker- und Duftreize. Da in nicht-assoziativen Lernparadigmen eine Reaktion nach
einem einzelnen Reiz erfolgt, kann die Wahrnehmung und Prozessierung des Duft- und

Zuckerreizes Uberprift werden, die in assoziativen Lernparadigmen eingesetzt werden.

Bei Experimenten mit der Honigbiene gibt es zusatzlich noch die Mdglichkeit die Wahr-
nehmung des Zuckerreizes mit einem Test auf Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsi-
veness) zu Uberprifen. Dabei werden die Antennen der Biene mit unterschiedlichen Sac-
charosekonzentrationen in aufsteigender Konzentration berihrt und die Reaktion der Bie-
nen darauf mit dem PER getestet. Die Zuckerwasserempfindlichkeit der Honigbiene ist
abhangig von Sattigungszustand, Alter, Genotyp und Aufgabe der Bienen (Page et al.,
1998; Pankiw & Page, 1999). Je starker ein Versuchstier den Zuckerreiz wahrnimmt, des-
to héher ist im Allgemeinen die Belohnungsstarke in assoziativen Lernparadigmen. Mit
einem Test auf die Zuckerwasserempfindlichkeit kann ein maéglicher Einfluss einer Be-

handlung auf die Belohnungsstarke von vorneherein ausgeschlossen werden.

1.3.2.3 Assoziatives Lernparadigma

Assoziative Lernparadigmen stellen ein Erlernen von Zusammenhdngen unabhangiger
Ereignisse dar. Die wohl bekannteste Form des assoziativen Lernens ist die klassische
Konditionierung nach Pawlow (Pavlov, 1927). In diesem Lernparadigma wird ein neutra-

ler Reiz, auch konditionierter Stimulus (CS) genannt, mit einem belohnenden oder be-
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strafenden Reiz (unkonditionierter Stimulus, US) gepaart. Erfolgt diese CS-US-Paarung
zuverlassig innerhalb eines definierten Zeitfensters in der richtigen Reihenfolge (Kontigui-
tat), so lernt das Tier die beiden Zusammenhange zu verknipfen und wird auf den ur-

sprunglich neutralen CS allein die gleiche Reizreaktion wie auf den US zeigen.

In der Honigbiene wird als assoziatives Lernparadigma oft die appetitive olfaktorische
Konditionierung genutzt (Abb. 1.5). Zur Konditionierung wird ein naiver Duft (CS) mit
einem starken Zuckerreiz (US) als Belohnung gepaart. Hat die Biene gelernt diese beiden
Ereignisse zu verbinden, so wird sie bei erneuter, alleiniger Prasentation des Duftes in
Erwartung der Belohnung den Rissel herausstrecken. Bei einer einmaligen CS-US Pra-
sentation bildet sich ein, eine kurze Zeit andauerndes, Geddchtnis aus, das unabhéngig
von Transkriptions- und Translationsereignissen ist. Wird die CS-US-Paarung mehrfach
wiederholt, so wird ein langer andauerndes, stabiles Gedachtnis induziert (Menzel und
Mdller, 1996).

Appetitive olfaktorische Konditionierung

@R R RAR

Saccharose & .)?" ,)?"

Duft fw/

| Duft |

| Saccharose |
[ n n n | | | >
Os 3s 5s 8s 2h 24 h 48 h

Zeit

Abb. 1.5: Appetitive olfaktorische Konditionierung der Honigbiene
Die Honigbiene wird durch die zeitlich gepaarte Prasentation eines naiven Duftreizes und einer Zuckerbelohnung
konditioniert. Hat die Biene gelernt diese beiden Ereignisse zu verbinden, so streckt sie, in Erwartung einer

Belohnung, den Riissel auch nach alleiniger Prasentation des Duftreizes heraus.
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es einen mdglichen Einfluss von Gelée royale auf Histonmodifikatio-
nen im Gehirn der adulten Bienenarbeiterin zu zeigen. Da histonmodifizierende Prozesse
in engem Zusammenhang mit dem Lernen und der Gedachtnisbildung stehen, wird des-
weiteren Uberprift ob Gelée royale eine Wirkung auf die Reizprozessierung und die Ge-
dachtnisbildung der Honigbiene auslibt. Dabei stehen zwei zentrale Fragen im Vorder-
grund. Zum einen ob es Unterschiede zwischen einmaliger und mehrmaliger Fitterung
von Gelée royale gibt und zum anderen welche Substanzen in Gelée royale fur dessen
Wirkung verantwortlich sind. Daher werden in dieser Arbeit neben Gelée royale, Teilfrak-
tionen des Gelée royale und zwei seiner Bestandteile, die 10-Hydroxy-2-decensaure und
der Histondeacetylaseinhibitor Nikotinamid in Hinblick auf Histonmodifikationen unter-
sucht, sowie eine Beteiligung der genannten Substanzen in der Reizprozessierung und

Geddchtnisbildung der Honigbiene Uberpriift.
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3. Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Name Firma

= 10-HDA (10-Hydroxy-2-decensaure) Nacalaiusa (San Diego)
= 1-Butanol (wassergesattigt) Z-Chem (Saarbriicken)
= 2-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt)

= Aceton Z-Chem (Saarbriicken)
= Actinomycin-D AppliChem (Darmstadt)
= APS (Ammoniumperoxodisulfat) Z-Chem (Saarbriicken)

= Bis-Acrylamid (Acrylamid (30 % w/v) & Roth (Karlsruhe)
Bisacrylamid (0,8 % w/v))

=  Bromphenolblau (3',3”,5’,5"-Tetra- AppliChem (Darmstadt)
bromphenolsulfonphtalein-Na-Salz)
= BSA (Rinder Albumin Fraktion V) Roth (Karlsruhe)
= Calciumchlorid Z-Chem (Saarbriicken)
= Chloroform Z-Chem (Saarbriicken)
= Dikaliumhydrogenphosphat Z-Chem (Saarbriicken)
= Dinatriumhydrogenphosphat-2-Hydrat Z-Chem (Saarbriicken)
= DMSO (Dimethylsulfoxid) Z-Chem (Saarbriicken)
= EDTA (Dinatriumsalz-Dihydrat) Z-Chem (Saarbriicken)
= Ethanol Z-Chem (Saarbriicken)
= Gelée royale Imkerei Fa. Wienold (Lauterbach)
= Glycerin Z-Chem (Saarbriicken)
= Harnstoff Z-Chem (Saarbriicken)
= Isopropanol Z-Chem (Saarbriicken)
= Kaliumchlorid Z-Chem (Saarbriicken)
= Kaliumdihydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
= Methanol Z-Chem (Saarbriicken)
= Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt)
= Natriumchlorid Z-Chem (Saarbriicken)
= Natriumdihydrogenphosphat Z-Chem (Saarbriicken)
= Natriumhydrogencarbonat Z-Chem (Saarbriicken)
= Natriumhydroxid Z-Chem (Saarbriicken)
= Natriumazid Acros Organics (Nidderau)
= Nelkenol Apotheke (Saarbrlicken)
= Nikotinamid Appli Chem (Darmstadt)
= NP-40 Appli Chem (Darmstadt)
= Para-Nitrophenylphosphat- Appli Chem (Darmstadt)
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Dinatriumsalz-Hexahydrat (p-NPP)
Saccharose

SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylenediamine)

Tris
(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Trypsin (Rinderpankreas 2500 U/ mg)
TSA (Trichostatin A)

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Name

96-well-Platten (schwarz)
96-well-ELISA-Platten

Capilettor Tip Glaskapillare (1-5 pl)
Dentalwachs (medium)
Fangrohrchen PS-Réhrchen 68 mL
Falcons 15 ml und 50 ml
Glaskapillare Capilettor Tip (1-5 ul)
Kantlen R 0,80 x 40 mm 21G
MetallstoBel fir die Glaskapillaren
Capilettor Stick (1 - 5 ul)
Pasteurpipetten
Plastik-Fang-Rdhrchen
ReaktionsgefaBe (1,5 ml)

Silikon (Baysilone-Paste mittelviskos)
Spritzen (2 mL)

Tafelzucker (Saccharose)
Textilklebeband

Zahnstocher

Zellkulturplatten (96-well)

3.1.3 Gerate

1 mL-Glashomogenisator mit Glas-S-
StoBel

Bienenracks eigene Herstellung
Bienenréhrchen (Kupfer, Plastik)

eigene Herstellung
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Lebensmittelhandel (Saarbricken)
Roth (Karlsruhe)
Appli Chem (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Hamburg)

Appli Chem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)

Firma

Nunc (Langenselbold)

Nunc (Langenselbold)

Selzer (Frankfurt)

Ubert (Lohfelden)

Greiner (Essen)
Sarstedt(NUimbrecht)

Selzer (Frankfurt)

Braun (Petzold)

Selzer (Frankfurt)

Selzer (Frankfurt)

Roth (Karlsruhe)

Greiner (Essen)

Sarstedt (Nimbrecht)

Bayer (Leverkusen)

Braun (Petzold)
Lebensmittelgeschaft (Saarbriicken)
Baumarkt (Saarbriicken)
Drogeriemarkt (Saarbriicken)
Sarstedt (Nimbrecht)

Braun (Petzold)

Material aus Baumarkt (Saarbriicken)

Material aus Baumarkt (Saarbriicken)



» Binokular S6D

» Block-Heizgerat (Accu Block)

» ELISA-Reader safire2

* FolienschweiBgerat

» Gelelektrophoreseapparatur

= Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

= Lotkolben eigene Herstellung

= Mikropipetten Puller Model P-87

= Mikroskop

= pH-Meter (inoLab pH 730)

= Operation Manual Xenon
Flashlamp System JML-C2

= Pinzetten

= Powerstation 300 PLUS

» RuUhrheizgerat IKA RCT basic

= Schuttler KS501 digital

= Switching Power DPS-4005 PFC

» Taunus-Begattungskasten

= Ultraschallgerat HTU Soni 130

= Vortex VX 100

= Waage CP3202S und CP225D

= Zentrifuge (Spectrafuge 24D)

3.1.4 Puffer und Losungen

Alle Puffer wurden in Aquapigest angesetzt
10xPBS

27 mM KCI

18 mM KH,PO4

1,37 M NaCl

101 mM NayHPO,4

Vor Verwendung 1:10 verdinnt mit Aquapigest

HDAC-Assay
HDAC-Assay-Puffer
50 mM Tris/Cl, pH 8,0
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

1 mM MgCl,
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Leica (Solms)

Labnet (Berlin)

Tecan (Mainz)

Severin (Sundern)

C.B.S. (Darmstadt)

Schott (Mainz)

Baumarkt, Conrad (Saarbriicken)
Sutter Instrument Co. (Lambrecht)
Leitz DMRB Leica (Solms)
WTW (Weilheim)
RappPtoElectron (Hamburg)

Dumont (Schweiz)

Labnet (Berlin)

IKA-Labortechnik (Staufen)
IKA-Labortechnik (Staufen)
Voltkraft (Conrad, Hirschau)
Seipp (Butzbach)

Heinemann (Schwabisch Gmlnd)
Labnet (Berlin)

Sartorius (Goéttingen)

Labnet (Berlin)



HDAC-Zell-Lyse-Puffer
1% NP-40 in HDAC-Assay-Puffer

HDAC-Substratl6sung

Verdinnung des Substratkonzentrates in HDAC-Assay Puffer

HDAC-Entwicklerlésung
0,25% Entwicklerkonzentrat in HDAC-Zell-Lyse-Puffer

ELISA

Histon-Homogenisierungspuffer ohne Harnstoff
1x PBS

1 mM EDTA

5 mM Natriumbutyrat

Histon-Homogenisierungspuffer mit Harnstoff
1x PBS
1 mM EDTA

5 mM Natriumbutyrat
8 M Harnstoff

Blocklésung
0,5% (w/v) BSA in 1x PBS

RxN-Puffer
0,1 M Tris/HClI, pH 8,7
1 mM MgClI2 « 6H20

Farbelésung
1x RxN

1 mM p-NPP (Para-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz-Hexahydrat)

SDS-PAGE

5x Probenpufferpuffer (SDS-PAGE)
0,2 M Tris/HCI pH 6,8

10 mM 2-Mercaptoethanol

10% (w/v) SDS

20% (v/v) Glycerin
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0,05% (w/v) Bromphenolblau
Sammelgelpuffer
0,5 M Tris/HCI pH 6,8

Trenngelpuffer

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
10x Laufpuffer

0,25 M Tris

2 M Glycin

1% (w/v) SDS (Vor Verwendung 1:10 verdinnt mit H20)

3.1.5 Injektions- und Futterlésungen

Name der Losung

Gelée royale Futterteig

Gelée royale Futterlésung

Gelée royale Fraktionen

Nikotinamid Futterlésung

Actinomycin-D Injektionslésung
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Zusammensetzung

GR und Puderzucker im Verhaltnis 1:3,
verflittert wurden ca. 20-30 mg/ Biene/

Tag

3 g, bzw. 1,5 g GRin 10 ml 1 M Saccha-
rose, pH-Wert Einstellung mit Natrium-
hydrogenphosphat und Dinatriumhydro-
genphosphat auf pH = 7

Lésung a: 3 mg GR/ 10 ml 1
M Saccharose, geflttert wurden neun

Tropfen/ Tag/ Biene, das entspricht ca.
27 mg GR/ Biene/ Tag

Lésung b: 1,5 mg GR pro 10 ml 1 M
Saccharose, geflittert wurden einmalig
drei Tropfen/ Biene, das entspricht ca.
4,5 mg GR/ Biene.

1:100 (verdinnt)

60 pg Nikotinamid/ ml 1 M Saccharose

2 pg/ Ml Act-D in DMSO, bzw. DMSO:
Methanol 1:1



10-HDA Stammldsung

10-HDA Injektionslésung

10-HDA Futterlésung

3.1.6 Antikorper

100 mg/ ml 10-HDA in Methanol

20 ug, 2 ug, 0,2 ug 10-HDA/ Biene, ent-
weder in Methanol-PBS oder Methanol-
DMSO, pH-Wert Einstellung der 2 ug
und 20 pg Lésungen auf pH = 7 mit
Natriumhydrogenphosphat und Dinatri-
umhydrogenphosphat

10-HDA Stammldsung in 1 M Saccharo-
se gelést und mit Natriumhydro-
genphosphat und Dinatriumhydro-
genphosphat auf pH = 7 eingestellt.
Verflttert wurden je nach Versuch 2
Tropfen, entsprechend 20 pg oder
0,2 ug 10-HDA/ Biene

Bei allen Antikdérpern handelt es sich um polyklonale Antikorper.

Antikorper Herkunft
Primdre Antikérper

H3 Kaninchen
H3: AC-18 Kaninchen
H3: Met-4.1 Kaninchen
H3: Met-27.3 Kaninchen

Sekundire Antikérper
Anti-Rabbit IgG Al- Ziege
kalische Phosphata-

se gekoppelt

Anti-Maus IgG - Ziege
Alkalische Phospha-

tase gekoppelt

Alle Antikdrper wurden in 0,5 % BSA und 0,02% Natriumazid in PBS angesetzt und ma-

ximal dreimal wieder verwendet.

Firma Konzentration
Sigma-Aldrich 1:5000
Cellsignaling 1:1000
Abcam 1:1000
Upstate 1:1000
Sigma-Aldrich 1:4.000
Sigma-Aldrich 1:4.000
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Spezifikation der Histonantikdrper besteht aus:
e Bezeichnung des Histons (H3)
e Art der Modifikation (Ac- Acetylierung, Met- Methylierung)
e Position der Maodifikation (Zahl nach dem Bindestrich)

¢ Anzahl der Modifizierungen (Zahl nach dem Punkt)

3.2 Methoden

3.2.1 Haltung der Honigbienen

Alle Untersuchungen wurden ganzjahrig an Sammlerinnen der Honigbiene Apis mellifera
carnica durchgefiihrt. Im Sommer befanden sich die Tiere im Freien in gewdhnlichen Bie-
nenstocken, konnten frei ausfliegen und sich mit natlrlichen Futterquellen erndhren. Im
Winter wurden die Bienen im Winterflughaus mit UV-durchléassigem Glasdach bei einer
Temperatur von 21-27°C mit Nachtabsenkung um 10-15°C und 50% Luftfeuchtigkeit
gehalten und mit Zuckerwasser (30% Saccharose [w/v]) und Pollen geflittert. Die Bienen
wurden entweder einen Tag vor oder am Versuchstag gefangen. Im Sommer wurden sie
mittels einer Plexiglaspyramide beim Ausfliegen aus dem Stock gefangen und in Fang-
réhrchen Uberfihrt, im Winter wurden die Bienen direkt mit den Fangréhrchen gefangen.
AnschlieBend wurden die Bienen in den Fangréhrchen auf Eis betdaubt und so mit Textil-
klebeband in Metall- bzw. Plastikréhrchen eingeklebt, dass die Antennen und Mundwerk-
zeuge frei beweglich waren. Zusatzlich wurde der Kopf der Biene mit Dentalwachs am
Textilklebeband fixiert. Die Bienen wurden bis 30 min vor und zwischen den Experimen-
ten und Testphasen in einer abgedunkelten feuchten Kammer gehalten und wenn nicht
anders angegeben drei Mal taglich mit 1 M Saccharoseldésung geflittert; morgens zwei bis

vier Tropfen, mittags zwei Tropfen, abends drei Tropfen.

3.2.2 Zuckerwasserempfindlichkeit (Responsiveness)

Wenn nicht anders beschrieben erfolgte der Test auf Zuckerwasserempfindlichkeit mit am
Versuchstag gefangenen und eingespannten Bienen. Die Versuchstiere wurden mit zwei
bis vier Tropfen der jeweiligen Futterldsung oder 1 M Saccharose gefiittert und nach zwei
Stunden mit Saccharoselésungen in aufsteigenden Konzentrationen (0 mM, 30 mM,
100 mM, 300 mM und 1000 mM) auf den RuUsselrausstreckreflex (Proboscis Extension
Response- PER= reflexartiges Herausstrecken des Rissels nach Beriihrung der Antenne
mit Zuckerwasser) getestet. Dabei wurde ein Zahnstocher mit der jeweiligen Lésung be-
netzt und an eine Antenne gehalten. Der Zeitpunkt der Behandlung, sowie die Zusam-
mensetzung der Injektions- oder Futterlésungen ist der jeweiligen Bildunterschrift des

Experiments zu entnehmen.
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3.2.3 Nichtassoziative Lernparadigmen (Sensitisierung und Habituation)

Wenn nicht anders beschrieben wurden die nicht-assoziativen Lernparadigmen nachein-
ander an denselben Tieren durchgeflihrt. Dabei wurden die am gleichen Tag gefangenen
und eingespannten Bienen zunachst mit der jeweiligen Futterldsung gefittert oder hung-
rig sensitisiert, nach der Sensitisierung mit zwei bis vier Tropfen 1 M Saccharose gefiit-
tert und eine Stunde spater habituiert und dishabituiert. Der Zeitpunkt der Behandlung,
sowie die Zusammensetzung der Injektions- oder Futterlésungen ist der jeweiligen Bild-

unterschrift des Experiments zu entnehmen.

3.2.3.1 Sensitisierung

Unter Sensitisierung versteht man die Zunahme der Reaktionsbereitschaft eines Tieres
auf einen Reiz. Wird das Tier einem einmaligen starken Reiz ausgesetzt, so kann dies zu
einer verstarkten Reaktion auf einen nachfolgenden viel schwacheren Reiz flihren. Bei
diesem Test wird zundchst mit einer Spritze Nelkenduft an beide Antennen des Ver-
suchstieres geblasen und direkt abgesaugt. Dabei wird der PER aufgeschrieben. Nach
zwei Minuten berihrt man mit einem mit 1 M Saccharose benetztem Zahnstocher eine
Antenne (Sensitisierung) und testet nach 20 Sekunden erneut den PER nach Prasentation

des Nelkenduftes.

3.2.3.2 Habituation

Unter Habituation versteht man die Gewdhnung an einen Reiz, der langere Zeit andauert,
aber keine Folgen fir das Tier hat und somit bedeutungslos wird. Die Tiere werden mit
einem mit 1 M Saccharose benetztem Zahnstocher solange an einer Antenne stimuliert,
bis entweder eine Toleranzgrenze von 50 Stimuli erreicht wird, oder die Tiere auf fanf
aufeinander folgende Stimuli nicht mehr mit einem Herausstrecken des Riissels reagie-
ren. Gezahlt werden die Stimuli, bis zum Ausbleiben des PER. Um zu zeigen, dass es sich
um eine echte Habituation und nicht um eine Ermidungsreaktion oder sensorische Adap-
tion des Versuchstieres handelt, werden die Tiere an der anderen Antenne mit 1 M Sac-
charoseldsung stimuliert, was man als Dishabituation bezeichnet. Aus dem Versuch, bzw.
der Auswertung wurden alle Tiere herausgenommen, die nicht auf 1 M Saccharose rea-
giert haben oder nicht habituiert (mehr als 50 Stimuli) oder dishabituiert (kein PER an
der zweiten Antenne) werden konnten (nicht mehr als 10% der Gesamttiere; dabei gab
es keine Unterschiede in der Anzahl der nicht verwendeten Tiere in den unterschiedlichen

Gruppen).
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3.2.4 Assoziative appetitive olfaktorische Konditionierung

Wenn nicht anders beschrieben erfolgte die assoziative olfaktorische Konditionierung mit
am Vortag gefangenen und Uber Nacht (mind. 16 Stunden) gehungerten Versuchstieren.
Bei diesem Lernparadigma wird ein konditionierter Stimulus (CS- Nelkenduft) mit einem
unkonditioniertem Stimulus (US- 1 M Saccharoselésung) gepaart. Dabei wurde der Nel-
kenduft (CS) mittels einer Spritze flr etwa vier Sekunden an beide Antennen geblasen
und direkt von einem Abzug abgesaugt. Nach zwei Sekunden Duftprasentation wurde
gleichzeitig mit dem Duftreiz ein mit 1 M Saccharoselésung (US) benetzter Zahnstocher
zuerst an eine Antenne und nach Herausstrecken des Rissels an diesen gehalten. Die
Biene durfte fliinf Sekunden am Zahnstocher saugen. Je nach Versuch wurde dieses Trai-
ning einmal (Ein-Trial-Training, schwaches Training) oder dreimal (Drei-Trial-Training,
starkes Training) mit einem Inter-Trial-Intervall von zwei Minuten durchgeflihrt. Der Ab-
ruf des Geddchtnisses erfolgte durch Anblasen mit Nelkenduft 2, 24 und 48 Stunden nach
dem Training. Eine Fltterung erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, frihestens 30
Minuten nach dem Abruf. Der Zeitpunkt der Behandlung, sowie die Zusammensetzung
der Injektions- oder Futterldsungen ist der jeweiligen Bildunterschrift des Experiments zu

entnehmen.

3.2.5 Praparation eines Bienengehirns

Die Biene wird auf Eis immobilisiert, der Kopf mit einem Skalpell abgetrennt und in
Wachs eingebettet. Das Erdffnen der Kopfkapsel erfolgt durch einen waagerechten
Schnitt von den Antennen bis zur obersten Ozelle. Mit einer feinen Pinzette werden die
Drisen oberhalb und unterhalb des Gehirns entfernt. AnschlieBend wird das Zentralhirn

mit einem feinen Skalpell abgetrennt und mit einer Pinzette entnommen.

3.2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ein Zentralhirn wurde mittels Pistill in 250 pl (oder 400 ul) Histon-Homo-
genisierungspuffer (1x PBS; 1 mM EDTA; 5 mM Natriumbutyrat) in einem Glashomogeni-
sator homogenisiert. Die Proben wurden anschlieBend mit Ultraschall behandelt (30 Watt,
10x 1 s). Der Teil der Proben, die mit den Antikdérpern anti-Histon H3 untersucht werden
sollten, wurden jetzt 1:1 mit dem Histon-Homogenisierungspuffer mit Harnstoff (1x PBS;
1 mM EDTA; 5 mM Natriumbutyrat; 8 M Harnstoff) verdinnt und bei -40°C UGN eingefro-
ren. Der andere Teil der Proben wurde 1:1 mit dem Histon-Homogenisierungspuffer ohne
Harnstoff (1x PBS; 1 mM EDTA; 5 mM Natriumbutyrat) verdiinnt und ebenfalls bei -40°C
UN eingefroren. Die Proben wurden in einer flnfstufigen Verdinnungsreihe (1:1) mit dem
jeweiligen Puffer aufgetragen und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Bend wurden fiir eine Stunde bei 4°C mit einer Blocklésung (1x PBS; 0,5% BSA (w/v)
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unspezifische Bindungsstellen abgeblockt. Die Primarantikdrper wurden entweder fir Ein-
einhalb bis zwei Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4°C lGber Nacht inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 1x PBS fir jeweils finf Minuten wurde der sekundare Antikor-
per zugegeben und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 1x PBS fir jeweils funf Minuten wurde die Farbelésung (1x RxN-Puffer;
1 mM p-NPP) aufpipettiert und die Proben mehrere Stunden oder G.N bis zur Gelbfarbung
bei 37°C inkubiert.

3.2.7 Fraktionierung des Gelée royale

3.2.7.1 Trennung der Lipid- und Proteinfraktion

Zur Trennung der Lipid- und Proteinfraktion des Gelée royale wurde eine Chloroform-
Extraktion durchgeftihrt. Dazu wurden 1 g GR mit 1 ml destilliertem Wasser gemischt,
mit 3,6 ml Chloroform versetzt und auf dem Vortex gemischt. Nach Zugabe von weiteren
2 ml Wasser und weiterem Mischen wurde das Gemisch in Zentrifugenréhrchen Uberfihrt
und finf Minuten bei 6000 G zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bilden sich drei Pha-
sen aus. Eine wassrige Phase, die wasserldsliche Substanzen und Proteine enthdlt, eine
organische Phase mit den darin gel6sten Lipiden und eine Zwischenschicht mit ausgefal-
lenen Proteinen. Die Zentrifugenrdhrchen wurden mit einer Spritze durchstoBen und die
einzelnen Fraktionen ohne Vermischen entnommen. Nach Verdampfen des Chloroforms
wurden die Fraktionen mit 300 uyl Methanol aufgenommen und mit 1 ml Wasser versetzt.
AnschlieBend wurde der pH-Wert mit Natriumdihydrogenphosphat und Dinatriumhydro-
genphosphat auf pH = 7 eingestellt und mit Wasser auf 2 ml aufgeflllt, aliquotiert und

bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.2.7.2 Trypsinierung des Gelée royale

Zur Trypsinierung des GR wurden verschiedene GR und Trypsinkonzentrationen getestet.
Dabei wurde Trypsin in verschieden Konzentrationen in destilliertem Wasser geldst und
mit Natriumhydrogenphosphat und Dinatriumhydrogenphosphat auf einen pH-Wert von
7-8 eingestellt. Das trypsinierte GR wurde vor der Fitterung an die Versuchstiere auf
vollstéandige Trypsinierung seiner Proteine mittels SDS-Page und anschlieBendem Coo-

massie Gel Gberpriift. Unten stehende Abb. 3.1 zeigt ein Beispiel flr einen solchen Test.
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Abb. 3.1: Coomassie-Gel zur Kontrolle der GR Trypsinierung

A: Marker

B, C, D, E: 20 ug Gelée royale, Trypsin B: 1 mg, C: 100 pg, D: 10 ug, E: 1 ug
F, G, H: 20 ug Gelée royale

I: Negativkontrolle: Trypsin und Wasser

J: Negativkontrolle: Wasser

3.2.8 HDAC-Assay

Hierbei handelt es sich um einen fluorimetrischen Assay der Firma Biomol mit dem die
Enzymaktivitat von Histondeacetylasen in Zellkulturen gemessen werden kann. Das Prin-
zip beruht auf der Zugabe eines membrangdngigen, acetylierten Substrates (Fluor de
Lys), dass von zelleigenen Histondeacetylasen deacetyliert wird (siehe Abb.3.2). Durch
die Zugabe eines Entwicklers, der auch HDAC-Inhibitoren enthalt, wird die Reaktion ge-
stoppt und die relative Histondeacetylaseaktivitat kann fluorimetrisch bestimmt werden.
Um diesen Assay, der flr die Durchfihrung in Vertebraten Zellkulturen entwickelt wurde,
auch mit Bienengehirnhomogenat anzuwenden wurden zundchst einige Tests durchge-
fuhrt, um herauszufinden, ob sich Substrat und Entwickler auch im Gewebehomogenat
gleichmaBig verteilen und welche Mengen an Gehirnhomogenat (Enzym), Substrat und
Entwickler gebraucht werden, um ein reproduzierbares lineares Fluoreszenzsignal zu er-
reichen. Dazu wurden die Bienengehirne wie in 3.2.5 beschrieben herausprapariert und in
HDAC-Assaypuffer mittels Pistill in einem Glashomogenisator homogenisiert. Die Proben
wurden anschlieBend mit Ultraschall (30 Watt, 10x 1 s) sonifiziert und auf schwarze 96
well Platten aufgetragen. Verdinnungsreihen wurden mit dem HDAC-Assay-Puffer ange-

legt.
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Abb. 3.2: Funktionsweise des HDAC-Assay (Bildquelle: Assay Beschreibung der Firma Biomol)

Das acetylierte Substrat Fluor de Lys ist membranpermeabel und kann daher in Zellen und Zellorganellen ein-
dringen und durch zellulare Histondeacetylasen aller Klassen deacetyliert werden. Nach Zugabe einer Entwick-
lerlésung, die den Entwickler, ein Detergenz und HDAC-Inhibitoren enthalt, wird die Deacetylierungsreaktion

gestoppt. Es entsteht ein Fluoreszenzsignal, das gemessen werden kann.

3.2.8.1 Bestimmung der einzusetzenden Substratmenge

Um die geeignete Menge an Substrat zu bestimmen wurden zunachst die Extinktions-
und Emissionswellenlangen des Substrates gemessen (Anregung bei 330 nm, Emissions-
maximum bei 400 nm) und anschlieBend vier Verdinnungsreihen (1:1 Verdlinnung) mit

unterschiedlichen Anfangskonzentrationen an Substrat getestet.

30000 4 _o 200 HM Substrat

—#—100 pM Substrat
50 yM Substrat
25 pM Substrat

15000 —

Emission bei 400 nm

o4 , |
0 0,5 1

Relative Konzentration des Bienengehirns

Abb. 3.3: Bestimmung der einzusetzenden Menge an Substrat
Dargestellt ist die Emission des Substrates bei 400 nm. Dazu wurden Verdinnungsreihen verschiedener Sub-
stratkonzentrationen erstellt und mit Gehirnhomogenat entsprechend 0,5 Gehirn 15 min inkubiert. AnschlieBend

erfolgte eine Anregung bei 330 nm und eine Emissionsmessung bei 400 nm.
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Die Messung zeigt (Abb.3.3), dass es bei allen vier getesteten Anfangskonzentrationen
eine lineare Abnahme des Substratsignales gibt. Daher kénnen Messungen bis zu einer

minimalen Konzentration von 6,25 uM Substrat durchgefiihrt werden.

3.2.8.2 Bestimmung der einzusetzenden Gehirnmenge (Enzymmenge)

Um die geeignete Enzymmenge herauszufinden wurde eine Verdinnungsreihe aus Ge-
hirnhomogenat erstellt, mit 25 pM Substrat versetzt und die Reaktion mit Entwicklerl6-
sung (0,25x Entwickler) gestoppt. AnschlieBend wurde bei 360 nm angeregt und die E-
mission bei 460 nm (relative HDAC-Aktivitat) gemessen. Wie man der Abb. 3.4 entneh-
men kann nimmt die relative HDAC-Aktivitat linear im Vergleich zur Menge an Enzym ab.
Man kann daher Messungen im HDAC-Assay mit verschiedenen Mengen an Bienengehirn
vornehmen, braucht aber bei der eingesetzten Substratkonzentration minimal die En-
zymmenge 1/ 16 Bienengehirns. Fir die Experimente in dieser Arbeit wurde eine Menge

Homogenat entsprechend 1/5 Gehirn verwendet

Relative HDAC-Aktivitat

0 . T :
0 0,5 1 1,5

Relative Konzentration des Bienengehirns

Abb. 3.4: Die HDAC-Aktivitdat nimmt linear mit der Enzymmenge ab

Dargestellt ist die relative HDAC-Aktivitat unterschiedlicher Mengen an Bienengehirn. Dazu wurde eine Verdlin-
nungsreihe erstellt, mit 25 pM Substrat 15 min inkubiert und die Reaktion mit Entwicklerlésung (0,25x) ge-
stoppt. AnschlieBend erfolgte eine Anregung bei 360 nm und eine Emissionsmessung bei 460 nm. Die Emissi-
onswerte bei 460 nm wurden auf den hochsten Wert (fiir ein ganzes Gehirn) normalisiert und so die relative
HDAC-Aktivitat bestimmt.
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4. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollen mdgliche histonmodifizierende Effekte von Gelée royale (GR) und
zwei seiner Bestandteile, der 10-Hydroxy-2-decensaure und Nikotinamid im Gehirn der
adulten Honigbiene untersucht werden. Eine Beteiligung der genannten Substanzen in

der Reizprozessierung und Gedachtnisbildung der Honigbiene soll Gberprift werden.

4.1 Die Wirkung von Gelée royale (GR) auf Histondeacetylasen, Histonmodifika-

tionen, sowie assoziative und nicht-assoziative Lernparadigmen

4.1.1. Bestimmung der zu verfiitternden Menge an GR

GR wird natlrlicherweise nur an Bienenkdniginnenlarven und die Bienenkdnigin verfit-
tert. Es gibt demnach keinerlei Daten oder Erfahrungswerte mit denen man eine Ftte-
rungsmenge fir adulte Arbeiterinnen abschatzen kdénnte. Daher wurden zunachst mehre-
re Fltterungsmengen und Futterzusammensetzungen getestet. Reines GR wurde von den
adulten Bienen nicht gefressen und eine stark konzentrierte Lésung von 5 g GR in 10 ml
1 M Saccharoselésung wurde zwar toleriert, aber die Bienen starben vermehrt. Erst eine
Flatterung mit einem Futterteig aus GR und Puderzucker im Verhaltnis 1:3 wurde ange-
nommen und konnte ohne einen signifikanten Unterschied in der Uberlebensrate gegen-
Uber der Kontrolle (Honig und Puderzucker im Verhaltnis 1:3) verflittert werden. Diese
Art der Fitterung kann jedoch nur durchgefiihrt werden, wenn die Bienen, frei in einem
Kafig, nach Bedarf fressen und Wasser trinken kénnen, flr die bliche Laborhaltung der
Bienen in kleinen Metall- oder Plastikrohrchen ist diese Futtermischung ungeeignet. Da-
her wurde berechnet welche Menge an GR die Tiere zu sich genommen hatten, diese
Menge von durchschnittlich 20-30 mg GR pro Biene wurde dann in Lésung an die Bienen
verfluttert. Daraufhin wurde fir die GR Experimente zunachst diese Lésung a (siehe un-
ten) verwendet. Spater hat sich herausgestellt, dass auch mit einer niedrigeren Menge an
GR gearbeitet werden kann, da keine signifikanten Unterschiede in den Versuchsergeb-
nissen nach Fitterung der beiden Lésungen festgestellt werden konnten. In weiteren Ex-
perimenten wurde daher entweder die Losung a oder b verwendet.

Lésung a: 3 g GR pro 10 ml 1 M Saccharose, geflittert wurden neun Tropfen pro Tag pro
Biene, das entspricht ca. 27 mg GR pro Biene pro Tag

Lésung b: 1,5 g GR pro 10 ml 1 M Saccharose, geflittert wurden einmalig drei Tropfen

pro Biene, das entspricht ca. 4,5 mg GR pro Biene.

4.1.1.1 Bestimmung der Testzeitpunkte

Da Kéniginnenlarven GR ad libitum fressen kénnen und die adulte Bienenkdnigin mehr-
mals am Tag gefittert wird, kann man die Wirkdauer von GR nicht vorhersagen. Daher

wurden flr die Experimente kirzere (2 h, 24 h) und langere Zeitpunkte (36 h, 48 h und
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96 h) gewahlt, um GR induzierte Langzeit- und/oder Kurzzeiteffekte untersuchen zu kén-

nen.

4.1.2 GR verringert die Deacetylaseaktivitat

Da im GR Substanzen vermutet werden, die sich auf histonmodifizierende Enzyme, bzw.
Histonmodifikationen auswirken, wurden zundchst geeignete Assays gesucht, mit denen
sich ein Einfluss auf histonmodifizierende Enzyme nachweisen lasst. Zu Beginn dieser
Arbeit war Uber spezifische Inhibitoren fiir Histonacetyltransferasen, bzw. Histonde-
methylasen so wenig bekannt, dass keine geeigneten Assays kauflich zu erwerben waren.
Fluorimetrische Methyltransferase- und Histondeacetylase-Assays hingegen gab es und
wurden zur Verwendung mit Bienengehirnhomogenat getestet. Dabei stellte sich heraus,
dass nach Etablierung mit Bienengehirnhomogenat nur der Histondeacetylase-Assay zu-

verlassige Messergebnisse lieferte.

Da es keine Untersuchungen zur HDAC-Aktivitat des Bienengehirns gibt, wurde zunachst
die Histondeacetylaseaktivitdt des Bienengehirnhomogenates in vitro gemessen. Dazu
wurden Gehirne herausprapariert, GR hinzugefligt und die relative Deacetylaseaktivitat
des Bienengehirnhomogenates im Vergleich zum unbehandelten Homogenat bestimmt.
Hitzeinhibiertes (10 min gekocht) und TSA (1 pM) behandeltes Homogenat dienten als

Kontrolle zur Funktionalitat des Assays.

1= unbehandelt (n = 8)
Il Gelee Royal (n = 6)

1 TSA (n =6)

[=3 Hitzeinhibiert (n = 5)

Lo

Relative HDAC-Aktivitat
-

0 T T T 1

Abb. 4.1: Gelée royale verringert die Deacetylaseaktivitat in vitro

Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitat eines Bienengehirnhomogenates nach Zugabe von 10 pg
GR. Als Kontrollen dienten unbehandeltes Homogenat, sowie TSA behandeltes (1 puM) und hitzeinhibiertes Ho-
mogenat. Zu sehen sind die auf die unbehandelte Kontrolle normierten Mittelwerte, die Standardabweichungen,
sowie die Anzahl der Tiere (in Klammern). Werte, die sich signifikant von der unbehandelten Kontrolle (t-Test,

p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.
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Da GR behandeltes Homogenat eine signifikant niedrigere HDAC-Aktivitat aufweist als
unbehandeltes Homogenat (Abb. 4.1), deutet das Ergebnis daraufhin, dass GR eine di-

rekte Wirkung auf deacetylierende Enzyme in vitro hat.

Um zu Uberprifen ob sich diese Wirkung auch nach Fitterung zeigen lasst, wurden die
Versuchstiere einmalig mit Gelée royale geflittert und die relative Deacetylaseaktivitat zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Nach 2 h gab es keinen signifikanten Aktivitatsun-
terschied, nach 24 h zeigte sich eine signifikante Minderung der Deacetylaseaktivitat.
Demnach mindert die Fltterung von GR die Histondeacetylaseaktivitat in vitro und nach

Fltterung von GR.
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= =
Ho] Eu]
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] ] *
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Unbehandelt TSA Hitzeinhibiert Unbehandelt TSA Hitzeinhibiert

Abb. 4.2: Histondeacetylaseaktivitdt nach Fiitterung von Gelée royale

Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitat eines Gehirnhomogenates nach Fitterung von drei Tropfen
Gelée royale (Losung b), bzw. 1 M Saccharose-Losung. Alle weiteren Fltterungen wurden mit 1 M Saccharose
vorgenommen. Die Gehirne wurden nach 2 h und 24 h prapariert und die Deacetylaseaktivitat mittels in vitro
HDAC-Assays bestimmt. Gezeigt sind die auf die unbehandelte Kontrolle normierten Mittelwerte, die Standard-
abweichungen, sowie die Anzahl der Tiere (in Klammern). Als Kontrollen dienten unbehandeltes Homogenat,
sowie TSA behandeltes (1 pM) und hitzeinhibiertes Homogenat. Werte, die sich signifikant von der unbehandel-

ten Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

4.1.3 Wirkung von GR auf Histonmodifikationen im Gehirn der Honigbiene

In den vorangegangenen Experimenten lieB sich zeigen, dass GR die Histondeacetyla-
seaktivitdt des Bienengehirnhomogenates vermindert. Da Histondeacetylasen neben
Histonen andere Zielproteine deacetylieren kénnen, wird in den nachsten Versuchen mit-
tels ELISA untersucht, ob eine Flitterung von GR zu einer veranderten Histonacetylierung
fihrt. Da GR ad libitum in hohen Mengen an Kéniginnenlarven und die Bienenkdénigin ver-
flttert wird, kann man den Wirkzeitraum und die notwendige Dosis des GR nicht eingren-
zen. Um nachzupriifen, ob es Unterschiede zwischen einer einmaligen und einer mehrma-

ligen FlUtterung der adulten Arbeiterin mit GR gibt, werden daher Untersuchungen zur
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Histonacetylierung nach einmaliger und mehrmaliger Fltterung durchgefiihrt. Da bekannt
ist, dass sich Histonacetylierung und -methylierung gegenseitig beeinflussen kénnen,
wird zusatzlich zur Histonacetylierung (AC-18) auch der Methylierungszustand des
Histons drei (H3) an zwei Stellen (Met-27.3 und Met-4.1) Uberprift. Diese drei Stellen
wurden aufgrund der eingehenden Ausschlussuntersuchungen mehrerer Antikérper durch

einen ehemaligen Labormitarbeiter, Dr. Jakob Hattig, ausgewahlt (Hattig 2009).

4.1.3.1 Einmalige Fiitterung mit GR verdandert die Histonacetylierung und -
methylierung

Um Verdnderungen der Histonmodifikation zu zeigen wurden Bienen einmalig mit GR ge-
flttert (weitere Fltterungen im Versuchsverlauf mit 1 M Saccharose), ihre Gehirne zu
verschiedenen Zeitpunkten prapariert und die relative Acetylierung und Methylierung mit-
tels ELISA bestimmt.

2h 24 h 36 h 48 h
O Kontrolle (n = 11) 1 cKontrolle (n=18) ] o Kontrolle ( n = 8) ] oKontrolle (n=13)
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Abb. 4.3: Einmalige Fiitterung mit GR verandert die Histonacetylierung

Dargestellt ist die relative Histonacetylierung (AC-18/ H3), nach einmaliger GR- Fitterung (Losung b). Alle
weiteren Fitterungen wurden in beiden Gruppen mit 1 M Saccharose vorgenommen. Die Gehirne wurden nach
2 h, 24 h, 36 h und 48 h prapariert und die relative Acetylierung mittels ELISA bestimmt. Gezeigt sind die auf
die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in
der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Werte, die sich signifikant voneinander (t-

Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

Dabei zeigt sich (Abb. 4.3), dass die GR behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe nach 24 h eine signifikant héhere und nach 48 h eine signifikant niedrigere relative
Acetylierung (AC-18/ H3) aufweisen. 2 h und 36 h nach der Fitterung lasst sich kein sig-
nifikanter Unterschied ausmachen. Zudem lasst sich feststellen, dass es neben diesen
Unterschieden in der Histonacetylierung auch zu Unterschieden in der Histonmethylierung

kommt, was sich an einer signifikant hoheren Methylierung (Met-4.1/ H3) nach 24 h und
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einer signifikant niedrigeren Methylierung (Met-4.1/ H3 und Met-27.3/ H3) nach 48 h
zeigen lasst. (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Einmalige Fiitterung mit GR veradndert die Histonmethylierung

Dargestellt sind die relativen Histonmethylierungen (Met-4.1/ H3, Met-27.3/ H3) nach einmaliger GR Fitterung
(Lésung b). Alle weiteren Fitterungen wurden in beiden Gruppen mit 1 M Saccharose vorgenommen Die Gehir-
ne wurden nach 2 h, 24 h, 36 h und 48 h prapariert und die relativen Histonmethylierungen mittels ELISA be-
stimmt. Gezeigt sind die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen und die
Anzahl der Tiere (in Klammern). Werte, die sich signifikant von der jeweiligen Kontrolle (t-Test, p < 0,05) un-

terscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

2h 24 h 36 h 48 h

Met-27.3/ [Kontrolle |1,00 + 0,39 (12) | 1,00 + 0,47 (29) 1,00 + 0,62 (12) |1,00 + 0,33 (17)
H3 GR 1,02 + 0,28 (17) | 1,09 + 0,51 (25) 0,97 + 0,42 (13) |0,73 + 0,29 (17) *
Met-4.1/ |Kontrolle |1,00+ 0, 39 (11) |1,00 + 0,37 (26) |1,00 + 0,49 (12) |1,00 + 0,34 (17)
H3 GR 0,95 + 0,31 (10) |1,33 + 0,73 (24) * | 0,98 + 0,31 (13) | 0,75 + 0,23 (17)*

4.1.3.2 Mehrmalige Fiitterung mit GR verdndert die Histonacetylierung und
-methylierung

Um nachzuprifen, ob es Unterschiede zu einer einmaligen Fltterung mit GR gibt, wurden
zusatzlich noch Untersuchungen zur Histonacetylierung und -methylierung durchgeftihrt,
in denen dreimal taglich GR (Lésung a) verflttert wurde. Nach 24 h und 48 h wurden die
Gehirne prapariert und die relative Histonacetylierung und Histonmethylierung mittels
ELISA bestimmt. Wie in Abb. 4.4 ersichtlich, kommt es auch nach mehrmaliger Fiitterung
mit GR im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 24 h zu einer signifikant héheren und nach
48 h zu einer signifikant niedrigeren Acetylierung (Ac-18 / H3). Auch in der Histonmethy-
lierung gibt es keine Unterschiede zu einer einmaligen Fitterung, hier ist in der GR gefit-
terten Gruppe die Methylierung (Met-4.1/ H3) nach 24 h signifikant erhéht und nach
48 h, ebenso wie die Methylierung (Met-27.1/ H3) signifikant erniedrigt (Siehe Tab. 4.2).
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24 h 48 h
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Relative Histonacetylierung
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Abb. 4.4: Mehrmalige Fiitterung mit GR verdndert die Histonacetylierung
Dargestellt ist die relative Histonacetylierung (Ac-18/ H3), nach mehrmaliger Fitterung von GR, bzw. 1 M Sac-
charose-L6sung. Die Futterlosungen (GR: Losung a) wurden dreimal taglich mit insgesamt neun Tropfen gege-
ben. Die Gehirne wurden nach 24 h und 48 h prapariert und die relative Histonacetylierung (Ac-18/ H3) mittels
ELISA bestimmt. Gezeigt sind die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen.
Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Wer-

te, die sich signifikant von der jeweiligen Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

Tab. 4.2: Mehrmalige Fiitterung mit GR verandert die Histonmethylierung

Dargestellt sind die relativen Histonmethylierung (Met-4.1/ H3, Met-27.3/ H3) nach Fltterung von GR, bzw.
1 M Saccharose-Lésung. Die Futterlésungen wurden dreimal taglich mit insgesamt neun Tropfen gegeben. Die
Gehirne wurden nach 24 h und 48 h prépariert und die relativen Histonmethylierungen mittels ELISA bestimmt.
Die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen und die Anzahl der Tiere (in
Klammern) sind in der Tabelle angegeben. Werte, die sich signifikant (t-Test, p < 0,05) von der jeweiligen

Kontrolle unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

24 h 48 h
Met-27.3/ Kontrolle 1,00 + 0,19 (12) 1,00 + 0,36 (31)
H3 GR 1,05 + 0,27 (11) 0,89 + 0,36 (30) *
Met-4.1/ Kontrolle 1,00 + 0,18 (13) 1,00 + 0,34 (31)
H3 GR 1,20 + 0,29 (12) * 0,78 + 0,35 (31) *

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Futterung von GR mengenunabhangig zu einer erhéhten
Histonacetylierung und -methylierung nach 24 h und einer verminderten Histonacetylie-
rung und -methylierung nach 48 h fihrt. Eigentlich wiirde man erwarten, dass sich un-
terschiedliche Mengen und die erhéhte Fitterungsfrequenz bei mehrmaliger Filtterung
auch unterschiedlich auf Histonmodifikationen auswirken, es wurden jedoch nur Messun-
gen innerhalb von 48 h durchgeflihrt. Man kann daher nicht sicher sagen, ob es nicht zu
einem spateren Zeitpunkt unterschiedliche Wirkungen der beiden Fltterungsmethoden

gabe.
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4.1.3.3 Wirkung von GR auf Histonmodifikationen im Gehirn frisch geschliipfter
Bienen

Untersuchungen in der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass eine Behandlung mit Tri-
chostatin A, einem Histondeacetylasehemmstoff die relative Histonacetylierung (Ac-18/
H3) im Gehirn von Sammlerbienen erhéhen kann. Bei frisch geschlipften Ammenbienen
hat dies jedoch nicht funktioniert (Hattig, 2009). Dies deutet daraufhin, dass junge Bie-
nen nicht auf Substanzen ansprechen, die die Histonacetylierung kinstlich erhéhen. Es
ist daher interessant, die bisher beobachteten Effekte einer GR Fitterung an Sammlerin-
nen mit einer Fltterung an frisch geschliipfte Ammenbienen zu vergleichen. Daher wurde
im Folgenden eine mehrmalige Fitterung von GR an frisch geschlipfte Ammenbienen
vorgenommen und die relative Histonacetylierung und Histonmethylierung mittels ELISA
bestimmt. Wie in Tab. 4.3 zu sehen gibt es nach 48 h keinen signifikanten Unterschied in
der Histonacetylierung oder- methylierung der beiden Gruppen. Um zu Uberprifen ob es
bei jungen Bienen nicht nur zu einem verzdgerten Wirkeintritt von GR auf Histonmodifi-
kationen kommt, wurde zusatzlich noch zu einem weiteren Zeitpunkt, nach 96 h gemes-
sen. Hier gab es ebenfalls keine signifikante Verédnderung der Histonacetylierung oder -
methylierung, was ein weiteres Indiz dafir sein kénnte, dass frisch geschliipfte Bienen
nicht auf Substanzen ansprechen, die die Histonacetylierung oder Histonmethylierung

kinstlich erhohen oder mindern.

Tab. 4.3: Einfluss von mehrmaliger GR Fiitterung auf die Histonacetylierung und -methylierung
frisch geschliipfter Bienen

Dargestellt ist die relative Histonacetylierung (Ac-18/ H3) und die relative Histonmethylierung (Met-27.3/ H3,
Met-4.1/ H3) nach Fitterung von GR- bzw. Honig-Puderzucker-Futterteig an frisch geschlipfte Bienen (zu Be-
ginn des Experimentes jinger als 24 h). Die Futtermischungen (GR: GR: Puderzucker 1:3, Kontrolle: Honig:
Puderzucker 1:3) wurden ad libitum gegeben. Nach 48 h und 96 h wurden die Gehirne prapariert und die relati-
ve Histonacetylierung und Histonmethylierung mittels ELISA bestimmt. Die auf die Kontrolle normierten Mittel-

werte, sowie die Standardabweichungen und die Anzahl der Tiere (in Klammern) sind in der Tabelle angegeben.

48 h 96 h

Kontrolle 1,00 + 0,39 (14) 1,00 + 0,46 (17)
Ac-18/ H3

GR 1,29 + 1,11 (11) 1,06 + 0,48 (19)
Met-27.3/ Kontrolle 1,00 + 0,45 (15) 1,00 + 0,45 (19)
H3 GR 1,34 + 0,74 (15) 0,80 + 0,33 (19)
Met-4.1/ Kontrolle 1,00 + 0,23 (8) 1,00 + 0,51 (19)
H3 GR 1,27 + 0,71 (8) 1,02 + 0,47 (19)

4.1.4 Einfluss von GR auf das Verhalten der Honigbiene
Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass die Flitterung von GR zu einer
Veranderung des Histonacetylierungs- und Histonmethylierungsstatus im Gehirn der Ho-

nigbiene fihrt. Dabei gibt es keine Unterschiede zwischen einmaliger und mehrmaliger
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Fatterung von GR an Sammlerinnen, es lieB sich jedoch keine Wirkung auf frisch ge-
schlipfte Bienen zeigen. Dies lasst darauf schlieBen, dass es eine oder mehrere Substan-
zen im GR gibt die kurz- und langfristig Histonmodifikationen verandern. Veréanderungen
von Histonmodifikationen im Gehirn kdnnen die Expression von Genen verandern, die am
Lernen und der Gedachtnisbildung und -konsolidierung beteiligt sind. Daher wird im Fol-
genden untersucht, ob GR eine Form des Belohnungslernens, die appetitive olfaktorische
Konditionierung der Honigbiene beeinflusst. Bei dieser Form des Trainings wird ein naiver
Duftreiz (CS, konditionierter Stimulus, hier: Nelkendél) mit einem Zuckerreiz (US, unkon-
ditionierter Stimulus, hier: 1 M Saccharose) gepaart. Aus diesem Grund muss vor der
eigentlichen Konditionierung Uberprift werden, ob GR einen Einfluss auf die Wahrneh-
mung und die Prozessierung von Duft- und Zuckerreiz hat. Dies kann man experimentell
mit den nicht-assoziativen Lernformen, Habituation und Sensitisierung, und der Zucker-
wasserempfindlichkeit der Bienen testen. Daher wird im Folgenden neben der Wirkung
von GR auf die appetitive olfaktorische Konditionierung auch die Wirkung von GR auf die
Zuckerwasserempfindlichkeit und die nicht-assoziativen Lernformen (Sensitisierung und

Habituation) untersucht.

4.1.4.1 GR hat keinen Einfluss auf die Zuckerwasserempfindlichkeit der Honig-
biene

In den nachsten Experimenten wird die Wirkung von Gelée royale auf die Zuckerwasser-
empfindlichkeit der Honigbiene untersucht. Dabei wird getestet, ob es nach einmaliger
oder mehrmaliger Gabe von GR Unterschiede in der Wahrnehmung des Zuckerreizes gibt.
Aus Abb. 4.5 wird ersichtlich, dass sich weder nach einmaliger Fitterung, noch nach
mehrmaliger Fitterung von GR signifikante Unterschiede zu den Kontrolltieren feststellen
lassen. Daher kann man davon ausgehen, dass GR keinen Einfluss auf die Wahrnehmung

des Zuckerreizes hat.
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A: Einmalige GR Fiitterung B: Mehrmalige GR Fiitterung
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Abb. 4.5: Einfluss von GR auf die Zuckerwasserempfindlichkeit der Honigbiene

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die nach Berlhrung einer Antenne mit einem Tropfen 0 M,
0,03 M (0,1 M 0,3 M) und 1 M Saccharose-Losung in aufsteigender Konzentration mit dem PER reagiert haben.
Die Tiere wurden entweder 2 h vor dem Test mit drei Tropfen GR (Losung b) oder 1 M Saccharose-Lésung ge-
flttert (Abb. 4.5 A) oder am Vorabend und 2 h vor dem Test mit drei Tropfen GR (L6sung a) oder 1 M Saccha-
rose-Losung gefittert (Abb. 4.5 B). Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen

Gruppenbezeichnung vermerkt.

4.1.4.2 GR hat keinen Einfluss auf nicht-assoziative Lernparadigmen
(Habituation und Sensitisierung)

Im Folgenden wird zunachst die Wirkung von GR auf die Prozessierung von Duft- und
Zuckerreizen untersucht, da die korrekte Verarbeitung dieser Reize eine Grundlage fir
die appetitive olfaktorische Konditionierung darstellt. Dies geschieht mittels zweier asso-
ziativer Lernparadigmen, der Sensitisierung und der Habituation. Dabei wurden die Bie-
nen zunachst mit GR gefittert und anschlieBend entweder eine Stunde spater sensitisiert
und eine weitere Stunde spater habituiert und dishabituiert oder nach zwei Stunden nur
habituiert und dishabituiert (sieche Schema 4.6). Wie in Tab. 4.4 zu erkennen ist, gibt es
keinen signifikanten Unterschied in der Sensitisierung zwischen GR behandelten Tieren

und Kontrolltieren.

Fangen Behandlung Sensitisierung Habituation
v v v
(o us (o

B _2h s 1h mEE2min BN 20s W 1h mm ,

Abb. 4.6: Zeitliche Abfolge der Tests auf Sensitisierung und Habituation der Honigbiene
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Tab. 4.4: GR hat keinen Einfluss auf Habituation und Sensitisierung der Honigbiene

Dargestellt sind die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte der Stimulationen bis zur Habituation, bzw. die
Anzahl der Tiere in Prozent, die sich sensitisieren lieBen. Daflir wurden die Tiere 1 h (Sensitisierung), bzw. 2 h
(Habituation) vor dem jeweiligen Test mit drei Tropfen GR (Losung b) oder 1 M Saccharose-Ldsung gefittert.
Die Werte sind nicht signifikant unterschiedlich.

Kontrolle GR
Sensitisierung | 18,18 % PER (22) | 22,7 % PER (22)
Habituation 1+ 0,50 (24) 0,99 + 0,51 (28)

Da weder Habituations- noch Sensitisierungsexperimente signifikante Unterschiede in
den GR oder Saccharose gefltterten Gruppen aufweisen, kann man davon ausgehen,
dass GR keinen Effekt auf nicht-assoziative Lernparadigmen hat. Dies zeigt, dass es nach

Flatterung von GR nicht zu einer veranderten CS- oder US- Prozessierung kommt.

4.1.4.3 Einfluss von GR auf assoziatives Lernen und Geddachtnisbildung
Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass GR weder die Wahrnehmung
von Zuckerreizen, noch die Verarbeitung von Duft- und Zuckerreiz beeinflusst. Dies sind
wichtige Vorraussetzungen fir die folgenden Lernexperimente, da hier die Wirkung von
GR auf die appetitive olfaktorische Konditionierung untersucht wird. Dazu wird in diesen
Experimenten ein naiver Duftreiz (CS- Nelkenduft) mit einer Futterbelohnung (US- 1 M
Saccharose) gepaart. Bei der Biene bildet sich ein transkriptionsunabhangiges Kurzzeit-
geddchtnis schon nach einer CS-US Paarung, also einem Ein-Trial-Training (schwaches
Training) aus. Zur Konsolidierung eines Langzeitgedachtnisses benétigt man gewdhnlich
mehrere CS-US-Paarungen, wie z.B. in einem Drei-Trial-Training (starkes Training)
(Menzel, 2001). Zunachst wird Uberpriift, ob es nach Fltterung von GR zu einer Verande-
rung des Gedachtnisses nach einem schwachen Training kommt und ob es dabei Unter-
schiede zwischen einer einmaligen und einer mehrmaligen Flutterung von GR gibt. Dazu
wurden die Bienen entweder einmalig 2 h vor dem Training (Abb. 4.7 A) mit GR (L&sung
b) oder mehrmals vor und nach dem Training mit GR (Lésung a) (Abb. 4.7 B) geflttert.
Beide Behandlungen fihren zu einem signifikant besseren 24 h Geddchtnis der mit GR
gefltterten Tiere. Zwei Stunden nach dem Training gibt es keinen signifikanten Unter-

schied der mit GR geflitterten Bienen und den Kontrolltieren.
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Abb. 4.7: Einmalige und mehrmalige GR Fiitterung verbessern das Gedachtnis der Honigbiene nach
schwachem Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden entweder 2 h vor dem Training mit drei Tropfen GR (Losung b) (A) oder mit insgesamt neun Trop-
fen GR (Losung a) oder 1 M Saccharose-L6sung pro Tag vor und nach dem Training gefiittert (B) und mit einer
CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legen-
de hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich

signifikant voneinander unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).

Die Ausbildung eines Gedachtnisses erfolgt in mehreren Phasen, die man u.a. in eine
Lernphase und in eine Konsolidierungsphase, in der das in der Lernphase gebildete Ge-
dachtnis gefestigt wird, unterteilen kann. Fittert man GR in hohen Konzentrationen vor
und nach dem Training, so ist es nicht mdéglich zu unterscheiden in welcher Phase GR
wirkt, oder ob es einen Einfluss auf die Bildung oder die Konsolidierung des Gedachtnis-
ses hat. Da es keine Unterschiede in der Wirkung einmaliger oder mehrmaliger GR Fltte-
rung auf das Gedachtnis der Honigbiene gibt, wird daher in den folgenden Experimenten
GR nur einmal 30 min nach dem Training, also in der Konsolidierungsphase gefttert.
Zusatzlich wird durch einen weiteren Gedachtnisabruf nach 48 h Uberprift ob es sich bei
der Lernverbesserung nach Fitterung von GR um einen langer andauernden oder nur um
einen kurzfristigen Effekt handelt. Wie aus Abb. 4.8 A ersichtlich wird, ist auch bei einer
Fltterung von GR in der Konsolidierungsphase beim 2 h Abruf kein signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen zu erkennen. Nach 24 h kommt es jedoch zu einem
signifikant verbesserten Gedachtnis in der mit GR geflitterten Gruppe, welches bis zum
48 h Abruf andauert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Gabe von GR in der Konsolidie-
rungsphase zu einem verbesserten Geddchtnis fihrt und dass diese von GR induzierte
Wirkung Uber 48 h andauert.

Durch ein schwaches Training wird gewohnlicherweise nur ein kurzfristiges Gedachtnis
erzeugt, welches transkriptionsunabhéngig ist. In den vorangegangenen Experimenten

konnte jedoch gezeigt werden, dass GR chromatinmodifizierende Effekte aufweist und
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daher Transkriptionsereignisse beeinflussen kénnte. Um den Wirkmechanismus des GR
weiter eingrenzen zu kénnen, werden die Bienen eine Stunde vor dem Training mit dem
Transkriptionsblocker Actinomycin D injiziert um zu Gberprifen, ob die von GR induzierte

Gedachtnisverbesserung nach einem Ein-Trial-Training transkriptionsabhangig ist.
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Abb. 4.8: Die Fiitterung mit GR in der Konsolidierungsphase fiihrt zur Konsolidierung eines
transkriptionsabhidngigen Gedachtnisses nach schwachem Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. A: Die
Tiere wurden durch eine CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert (schwaches Training) und
0,5 h nach dem Training mit drei Tropfen GR (L6sung b)- oder 1 M Saccharose-Lésung gefittert. B.: Die Tiere
wurden zusatzlich 1 h vor dem Training mit 1 pl der folgenden Ldésungen injiziert (Kontrolle und GR: 100%
DMSO, Act-D: 2 pg/ pl Actinomycin D). Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweili-
gen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinan-

der unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).
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Wird vor dem Training Actinomycin D injiziert, so kann dieser von GR induzierte Effekt
nicht beobachtet werden (Abb. 4.8 B). Dies bedeutet, dass nach Flitterung mit GR ein
transkriptionsabhangiges Gedachtnis erzeugt wird. Da durch eine Fitterung mit GR das
Gedachtnis nach 24 h und nach 48 h transkriptionsabhdngig verbessert wird und man
aus friheren Versuchen wei3, dass ein transkriptionsabhdngiges Gedachtnis der Honig-
biene nur nach einem starken Training mit mehreren CS-US-Paarungen entsteht (Wis-
tenberg et al, 1998), wird im Folgenden der Einfluss von GR auch nach einem starken
Training untersucht. Dazu wurden die Versuchstiere mit drei CS-US Paarungen konditio-
niert und in der Konsolidierungsphase mit GR gefiittert (siehe Schema Abb. 4.9). Wie der
Abb. 4.9 zu entnehmen ist, gibt es weder wahrend der Lernphase (1.-3. Trial), noch beim
2 h Abruf signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Nach 24 h ist das Ge-
dachtnis der GR-Gruppe zwar geringfligig, aber nicht signifikant besser als das Gedacht-
nis der Kontrollgruppe. Erst nach 48 h zeigt sich eine signifikante von GR induzierte Ver-

besserung des Gedachtnisses.
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Abb. 4.9: GR verbessert das Gedachtnis der Honigbiene nach starkem Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden durch drei CS-US Paarungen (drei Trials) konditioniert und 0,5 h nach dem Training mit drei Trop-
fen Gelée royale (L6sung b) oder 1 M Saccharose-Lésung gefittert. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der
Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die

sich signifikant voneinander unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).
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4.2 GR-Fraktionen

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass die Verfltterung von Gelée royale ver-
schiedene Auswirkungen hat, so fiuhrt sie sowohl zu einer reduzierten HDAC-Aktivitat und
Veranderungen der Histonacetylierung und -methylierung im Gehirn der Honigbiene, als
auch zu einer transkriptionsabhdngigen Verbesserung des 24 h und 48 h Gedachtnisses.
Da Gelée royale ein Gemisch unterschiedlichster Substanzen ist, in der Hauptsache Lipide
und Proteine (Peptide), stellt sich die Frage ob es méglich ist Einzelkomponenten zu
bestimmen, die flir diese Wirkungen verantwortlich sind. Aufschluss dariber soll zunachst
eine grobe Zuordnung der Wirkungen zum Protein- oder Lipidanteil des GR geben. Expe-
rimentell werden daher durch Trypsinierung des GR Protein- und Peptidwirkungen inhi-
biert und des weiteren wird durch Chloroformextraktion eine Trennung des GR in einen
chloroformldslichen und einen wasserldslichen Teil vorgenommen. Die Chloroformfraktion
enthalt Gberwiegend Lipide, die Wasserfraktion (berwiegend Proteine. Daher werden die-

se Fraktionen der Einfachheit halber zukinftig ,Lipid"- und ,Protein"- Fraktion genannt.

4.2.1 Effekte nach Trypsinierung des GR

4.2.1.1 Trypsiniertes GR hat keinen Einfluss auf die Histonacetylierung oder

Histonmethylierung

Da im vorangegangenen Kapitel eine Wirkung von GR auf Histonmodifikationen gezeigt
werden konnte, wird zunachst untersucht, ob nach einer Trypsinierung des GR die gleiche
Wirkung auf die Histonacetylierung und Histonmethylierung (AC-18, Met-4.1, Met-27.3)
gezeigt werden kann. Dazu wurden die Bienen mehrmals mit GR bzw. trypsiniertem GR
gefuttert und die relativen Histonacetylierung und Histonmethylierung mittels ELISA be-
stimmt. Wie anhand der Abb. 4.10 deutlich wird, ist die relative Histonacetylierung nach
Fltterung mit GR nach 24 h erhéht (nicht signifikant) und nach 48 h signifikant niedriger
als in der Kontrolle. Eine Trypsinierung des GR scheint diesen Effekt aufzuheben, da hier
weder eine signifikante Erhéhung nach 24 h, noch eine signifikante Reduktion der Histo-
nacetylierung nach 48 h zu vermerken ist. Die Histonmethylierung der GR Gruppen un-
terscheidet sich zu keinem Zeitpunkt signifikant von der Kontrolle. Man muss jedoch an-
merken, dass die Anzahl der Tiere deutlich geringer ist als in den vorhergehenden GR-
Versuchen (Kap. 4.1.3.2).
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Abb. 4.10: Einfluss von trypsiniertem Gelée royale auf die Histonacetylierung

Dargestellt ist die relative Histonacetylierung (Ac-18/ H3) nach Futterung von Gelée royale (L6sung a), trypsi-
niertem Gelée royale, bzw. 1 M Saccharose-Lésung. Die Futterlésungen wurden dreimal taglich mit insgesamt
neun Tropfen pro Tag gegeben. Die Gehirne wurden nach 24 h und 48 h prapariert und die relative Histonacety-
lierung mittels ELISA bestimmt. Werte, die sich signifikant von der Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden,

sind mit * gekennzeichnet.

Tab. 4.5: Einfluss von trypsiniertem Gelée royale auf die Histonmethylierung

Dargestellt sind die relativen Histonmethylierungen (Met-4.1/ H3, Met-27.3/ H3) nach Fltterung von Gelée
royale (Losung a), trypsiniertem Gelée royale, bzw. 1 M Saccharose-Lésung. Die Futterlésungen wurden drei-
mal taglich mit insgesamt neun Tropfen pro Tag gegeben. Die Gehirne wurden nach 24 h und 48 h prapariert
und die relativen Proteinmengen mittels ELISA bestimmt. Die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie
die Standardabweichungen und die Anzahl der Tiere (in Klammern) sind in der Tabelle angegeben. Werte, die

sich signifikant von der Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

24 h 48 h
Kontrolle 1,00 + 0,37 (8)| 1,00 + 0,55 (8)
Met-27.3/ H3 | GR 1,37 + 0,51 (8) | 0,97 + 0,38 (9)
GR trypsiniert| 1,07 + 0,27 (7)| 1,51 + 0,89 (7)
Kontrolle 1,00 + 0,43 (8) | 1,00 + 0,44 (8)
Met-4.1/ H3 |GR 1,00 + 0,42 (7)[ 0,89 + 0,29 (8)
GR trypsiniert | 0,93 + 0,49 (7) | 1,28 + 0,30 (7)

4.2.1.2 Effekte von trypsiniertem GR auf Lernen und Gedachtnis der Honigbiene
Da sich durch eine mehrmalige Fitterung mit GR eine Verbesserung des 24 h Gedacht-
nisses der Honigbiene nach einem schwachen Training zeigen lieB, wird im Folgenden
Uberprift, ob dieser positive Effekt auf das Gedachtnis auch nach Trypsinierung des GR

vorhanden ist. Dazu wurden die Bienen mehrmals vor und nach dem Training mit Gelée
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royale (L6sung a), trypsiniertem Gelée royale, bzw. 1 M Saccharose-Losung gefuttert und

mit einer CS-US-Paarung (Nelkenduft- 1 M Saccharose) konditioniert.
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Abb. 4.11: Die Wirkung von trypsiniertem GR auf das Geddchtnis nach schwachem Training
Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden mit insgesamt neun Tropfen Gelée royale (L6sung a), trypsinierter Gelée royale-, bzw. 1 M Sac-
charose-Losung pro Tag gefittert und mit einer CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert. Die
Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem
Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant von der Kontrolle unterscheiden (Chi-Quadrat-Test,
p < 0,05).

Wie man in Abb. 4.11 deutlich erkennen kann, lasst sich die Verbesserung des 24 h Ge-
dachtnisses nach mehrmaliger Fltterung mit GR bestdtigen. Werden Protein- und Pep-
tidwirkung durch Trypsinierung inhibiert, ldsst sich zwar eine Verbesserung des Gedacht-

nisses gegeniiber der Kontrolle feststellen, diese Anderung ist jedoch nicht signifikant.

4.2.2 Effekte nach Chloroformextraktion des Gelée royale

4.2.2.1 Die Lipid-Fraktion des GR verringert die HDAC-Aktivitat

Ausgehend von der inhibierenden Wirkung des Gelée royale auf die HDAC-Aktivitat des
Bienengehirns wird in den nachsten Experimenten Uberprift, ob es nach Zugabe von GR
und seinen Fraktionen zu einer Verminderung der HDAC-Aktivitat in vitro kommt. Dazu
wurden die Gehirne der Versuchstiere herausprapariert und in Assaypuffer homogeni-
siert. AnschlieBend wurden 2 pl der 1:100 verdinnten Fraktionen (genaue Zusammen-
setzung siehe Material und Methoden) zugegeben und die relative Deacetylaseaktivitat

bestimmt.
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Abb. 4.12: GR und seine Lipid-Fraktion mindern die Deacetylaseaktivitat in vitro

Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitdt eines Bienengehirnhomogenates nach Zugabe von 2 pl der
1:100 verdinnten Fraktionen. Dazu wurden die Gehirne herausprapariert, in Assaypuffer homogenisiert und die
relative Deacetylaseaktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Homogenatkontrolle mittels in vitro HDAC-Assays
bestimmt. Als Kontrolle zur Funktionalitdt des Assays dienten hitzeinhibiertes und TSA (1 pM) behandeltes
Homogenat. Werte, die sich signifikant von der unbehandelten Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind

mit * gekennzeichnet.

Wie der Abb. 4.12 zu entnehmen ist, hat die Protein-Fraktion keinen Einfluss auf die
HDAC-Aktivitdt, GR und seine Lipid-Fraktion zeigen eine signifikant reduzierte HDAC-
Aktivitat in vitro. Um herauszufinden, ob es auch nach Verflitterung der Fraktionen zu
einer Veranderung der HDAC-Aktivitat kommt, werden die Versuchstiere einmalig mit
den jeweiligen Fraktionen gefittert und die relative Deacetylaseaktivitat des Bienenge-

hirns zwei Stunden nach der Fitterung bestimmt.

Nach Fltterung der verschieden Fraktionen kann man nur eine Reduktion der HDAC-
Aktivitat in der Lipidgruppe sehen, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant, was
daran liegen kann, dass die Anzahl der Tiere zu gering ist, oder dass es erst zu einem
spateren Zeitpunkt (GR 24 h, siehe Kapitel 4.1.2) nach Verfiitterung der Fraktionen zu
einer signifikanten Reduktion der HDAC-Aktivitat kommt. Die Ergebnisse deuten darauf-
hin, dass nicht nur GR, sondern auch seine Lipidfraktion deacetylierende Enzyme in vitro

direkt beeinflussen.
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Abb. 4.13: Histondeacetylaseaktivitidt im Bienengehirnhomogenat nach Fiitterung mit GR und seinen
Fraktionen

Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitat eines Bienengehirnhomogenates nach einmaliger Fitte-
rung von drei Tropfen GR und seinen Fraktionen (genaue Zusammensetzung siehe Material und Methoden).
Dazu wurden die Gehirne herausprapariert, in Assaypuffer homogenisiert und die relative Deacetylaseaktivitat
im Vergleich zur unbehandelten Homogenatkontrolle mittels in vitro HDAC-Assays bestimmt. Als Kontrolle zur
Funktionalitdt des Assays dienten hitzeinhibiertes und TSA (1 pM) behandeltes Homogenat. Werte, die sich

signifikant von der unbehandelten Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

4.2.2.2 Einfluss von Lipid- und Protein-Fraktion des GR auf Histonmodifikatio-
nen

Da die Verflitterung von GR und seiner Lipid-Fraktion die Deacetylaseaktivitat in vitro
inhibiert und in fritheren Experimenten schon ein Einfluss von GR auf die Histonacetylie-
rung und -methylierung gezeigt werden konnte (Kap.4.1.3.1), werden jetzt die gleichen
Histonmodifikationen (AC-18, Met-27.3, Met-4.1) nach Fitterung der GR-Fraktionen un-
tersucht. Dazu wurden Bienen einmalig mit den jeweiligen Fraktionen geflittert und die
relative Histonacetylierung, bzw. Histonmethylierung mittels ELISA bestimmt. Wie man
anhand Abb. 4.14 erkennen kann, fuhrt die Fltterung von GR wie erwartet nach 24 h zu
einer signifikanten Erhdhung und nach 48 h zu einer signifikanten Erniedrigung der
Histonacetylierung (AC-18/ H3). Die beiden GR Fraktionen sind nach 24 h gegeniber der
Kontrolle erhéht, es handelt sich jedoch nicht um eine signifikante Anderung. Nach 48 h
zeigt die mit der Lipid-Fraktion geflitterte Gruppe eine signifikant niedrigere Acetylierung
als die Kontrolle. Die Histonacetylierung der mit der Protein-Fraktion gefiitterte Gruppe
bleibt erhéht (nicht signifikant).
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Abb. 4.14: Einfluss der Gelée royale Fraktionen auf die Histonacetylierung

Dargestellt ist die relative Histonacetylierung (Ac-18/ H3), nach einmaliger Fitterung von drei Tropfen GR-,
Lipid, Protein-, bzw. 1 M Saccharose-Lésung. Die Gehirne wurden nach 24 h und 48 h prdpariert und die relati-
ve Histonacetylierung mittels ELISA bestimmt. Alle Werte wurden auf den Mittelwert der jeweiligen Kontrolle
normiert. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung ver-

merkt. Werte, die sich signifikant voneinander (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

Die Fltterung von GR fuhrt nach 24 h zu einer signifikant erhdéhten relativen Methylie-
rung (Met-27.3/ H3), die nach 48 h, ebenso wie die relative Methylierung (Met-4.1/ H3)
signifikant erniedrigt ist. Signifikante Effekte der Lipid-Fraktion lassen sich erst 48 h nach
der Fltterung zeigen. Hier ist die relative Methylierung (Met-4.1/ H3) ebenfalls niedriger
als in der Kontrolle. Eine Fltterung mit der Protein-Fraktion zeigt weder nach 24 h, noch
nach 48 h signifikante Unterschiede zur Kontrolle (Siehe Tab. 4.6). Diese Ergebnisse las-
sen vermuten, dass sich ein Teil der GR Wirkung auf Histonacetylierung und Histon-
methylierung auf Inhaltsstoffe der Lipidfraktion zurickfihren lasst. Die Proteinfraktion
scheint entweder keine Wirkung auf die Histonmodifikationen zu haben, oder sie enthalt

z.B. antagonistisch wirkende Komponenten.

Tab. 4.6: Einfluss einmaliger Fiitterung von GR und seiner Fraktionen auf die Histonmethylierung

Dargestellt sind die relativen Histonmethylierungen (Met-4.1/ H3, Met-27.3/ H3) nach einmaliger Fitterung von
drei Tropfen GR-, Lipid, Protein-, bzw. 1 M Saccharose-Ldsung. Alle weiteren Fltterungen wurden mit 1 M Sac-
charose vorgenommen. Die Gehirne wurden nach 24 h und 48 h prapariert und die relativen Proteinmengen
mittels ELISA bestimmt. Die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen und die
Anzahl der Tiere (in Klammern) sind in der Tabelle angegeben. Werte, die sich signifikant von der jeweiligen

Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.
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24 h 48 h

Kontrolle [ 1,00 + 0,15 (6) | 1,00 + 0,24 (12)

GR 1,30 + 0,33 (7)* (0,75 + 0,19 (13)
Met-27.3/ H3 39£0,33 (7)%1 0,75 £ 0,19 (13)

Lipid 1,36 +0,39 (8) |0,83+0,19 (13)

Protein [1,35+0,23(9) |1,04+0,38 (12)

Kontrolle [ 1,00 + 0,65 (7) | 1,00 + 0,25 (13)

GR 1,42+0,80 (7) |0,63+0,29 (12)
Met-4.1/ H3

Lipid 1,27+0,40 (8) [0,75 + 0,30 (12)*

Protein |1,04 +0,41(9) [1,16 + 0,54 (12)

4.2.2.3 Einfluss der GR-Fraktionen auf Lernen und Geddadchtnis der Honigbiene
Bisher konnte gezeigt werden, dass die Fitterung von GR und speziell der Lipid-Fraktion
von GR, Veranderungen der Histonmodifikationen des Bienengehirnes bewirkt. Verander-
te Histonacetylierung und/oder Histonmethylierung kdénnen sich auf Lernen und Gedacht-
nisbildung auswirken. Daher wird nachfolgend getestet, ob die Fltterung mit GR-
Fraktionen, ebenso wie die Fitterung mit GR selbst, Einfluss auf das Lernen und die Ge-
dachtnisbildung der Honigbiene hat. Vor der eigentlichen Konditionierung muss mit einem
Test auf Zuckerwasserempfindlichkeit untersucht werden, ob der eingesetzte Zuckerreiz
in der appetitiven olfaktorischen Konditionierung nach Fltterung mit den Fraktionen un-
terschiedlich wahrgenommen wird

Dazu wurden die Tiere 2 h vor dem Test mit drei Tropfen der jeweiligen Fraktionen geflit-
tert und durch Berlhrung einer Antenne mit verschieden konzentrierten Saccharose-
Lésungen in aufsteigender Reihenfolge die Zuckerwasserempfindlichkeit bestimmt. Man
kann in Abb. 4.15 deutlich erkennen, dass die Zuckerwasserempfindlichkeit bei 30 mM in
der Lipidgruppe signifikant erhéht zur Kontrolle ist. Die anderen Gruppen unterscheiden
sich nicht von der Kontrolle. Dies bedeutet, dass eine Fitterung mit der Lipid-Fraktion die
Wahrnehmung des Zuckerreizes bei einer niedrig konzentrierten Saccharoselésung ver-
andert. Da sich die Zuckerwasserempfindlichkeit der verschiedenen Gruppen bei der
Trainingskonzentration von 1 M Saccharose aber nicht unterscheidet, kann dennoch eine

appetitive olfaktorische Konditionierung durchgefiihrt werden.
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Abb. 4.15: Die Lipid-Fraktion erhoht die Zuckerwasserempfindlichkeit bei niedriger Saccharosekon-
zentration

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die nach Beriihrung einer Antenne mit einem Tropfen 0 M,
0,03 M und 1 M Saccharose-Losung in aufsteigender Konzentration mit dem PER reagiert haben. Die Tiere wur-
den 2 h vor dem Test mit drei Tropfen GR-, Lipid, Protein-, bzw. 1 M Saccharose-Ldsung gefuttert. Werte, die
sich signifikant von der jeweiligen Kontrolle (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekenn-

zeichnet

Fir die olfaktorische Konditionierung wurden die Tiere 2 h vor dem Training mit drei
Tropfen Gelée royale-, Lipid-, Protein- oder 1 M Saccharose-Ldsung geflittert und durch
eine CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert. Alle weiteren Fitterun-
gen wurden nur mit 1 M Saccharose vorgenommen. Beim Abruf nach 2 h und 24 h wurde

nur der CS prasentiert..
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Abb. 4.16: Einfluss der Gelée royale Fraktionen auf Lernen und Gedachtnis der Honigbiene nach
schwachem Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden 2 h vor dem Training mit drei Tropfen Gelée royale-, Lipid-, Protein- oder 1 M Saccharose-Ldsung
gefuttert und durch eine CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert. Alle weiteren Fitterungen
wurden mit 1 M Saccharose vorgenommen. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der
jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant von-

einander unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).
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Wie man der Abb. 4.16 entnehmen kann, fihrt sowohl die Verflitterung von GR, als auch
seiner Lipid-Fraktion zu einer signifikanten Verbesserung des 24 h und des 48 h Ge-
dachtnisses der Versuchstiere. Die Protein-Fraktion scheint keinen Einfluss auf die Ge-

dachtnisbildung der Versuchstiere zu haben.

Man kann aus den bisherigen Versuchen schlieBen, dass die in GR vermuteten Substan-
zen, die sich auf Histonmodifikationen und das Gedachtnis der Honigbiene auswirken, in
der Lipid-Fraktion, vermutlich aber auch in der Protein-Fraktion zu finden sind. Weiterge-
hende Fraktionierungen des GR in verschiedenen Ldsemitteln wurden mir von der Ar-
beitsgruppe Rolf Miller (Biopharmazie, Uni Saarbriicken) zur Verfligung gestellt und teil-
weise in Verhaltensversuchen und HDAC-Assay getestet. Der Arbeitsaufwand war jedoch
sehr hoch und stand in keinem Verhaltnis zum Nutzen der Ergebnisse, da auch diese
Fraktionen bis zu den Einzelsubstanzen weiter fraktioniert werden missten. Weiterge-
hende Fraktionierungsversuche sind daher nicht sinnvoll. Aus diesem Grund werden im

Folgenden je eine Einzelsubstanz aus der Lipid- und Protein-Fraktion getestet.
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4.3. Die Wirkung von Einzelsubstanzen aus dem Gelée royale auf Histondeacety-
lasen, Histonmodifikationen, sowie assoziative und nicht-assoziative Lernpara-

digmen

Die Ergebnisse der Gelée royale Fraktionierung haben deutlich gemacht, dass sowohl in
der Lipid- als vermutlich auch in der Proteinfraktion Inhaltsstoffe enthalten sein mussen,
die sich sehr unterschiedlich auf Histonmodifikationen, Reizprozessierung und appetitive
olfaktorische Konditionierung der Biene auswirken. Daher habe ich je eine Einzelsubstanz
aus den beiden Fraktionen zur naheren Charakterisierung ausgewahlt. Aus der Protein-
fraktion ist dies Nikotinamid, da sowohl seine inhibitorische Wirkung auf eine Klasse von
Deacetylasen, als auch seine Beteiligung an Lern- und Gedachtnisprozessen bekannt ist,
es aber bisher nur in wenigen Versuchen an Vertebraten untersucht wurde. Als Wirkstoff
aus dem Lipidanteil habe ich mich fir die Royal Jelly Acid (10-Hydroxy-2-decensaure, 10-
HDA) entschieden, da diese Fettsaure den gréBten Part des Lipidanteils ausmacht und
wie ihr Name schon sagt, natlirlicherweise nur im GR vorkommt und allein deshalb schon
einen aussichtsreichen Kandidaten darstellt. Die 10-HDA fdrdert neuronales Wachstum
(Hattori et al., 2007) und kdnnte, ebenso wie andere Fettsauren, an Lern- und Gedacht-
nisprozessen beteiligt sein (Heinrichs, 2010; Pinilla, 2006; Yurko-Mauro, 2010). Da die
10-HDA auch eine anticancerogene Wirkung in vivo hat (Townsend, 1960) und in der
Krebsentstehung oftmals veranderte Histonmodifikationen eine Rolle spielen, kdénnte sie

auch auf Histonacetylierungs- und Histonmethylierungsprozesse einwirken.

4.3.1 Nikotinamid (NAM)

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Fltterung von Gelée
royale zu einer verminderten Deacetylaseaktivitat im Bienengehirnhomogenat, zu Chro-
matinmodifikationen im Bienengehirn und einem verbesserten Gedachtnis der Honigbiene
fihrt, ohne die Wahrnehmung und Prozessierung von Duft- und Zuckerreizen zu beein-
flussen. Um zu Uberprifen, ob das in relativ hohen Mengen in Gelée royale enthaltene
NAM (45-180 pg/ g Niacin, ein Gemisch aus NAM und Nikotinsaure) flir einen Teil der
genannten GR induzierten Effekte verantwortlich ist, wird im Folgenden untersucht, ob
eine Fltterung mit NAM die gleiche Wirkung wie eine Fltterung mit GR zeigt. Flr die Ex-
perimente werden daher sowohl die gleiche Konzentration an NAM (aus dem NAM-Gehalt
in Gelée royale rechnerisch ermittelt), als auch die gleichen Zeitpunkte wie in den Gelée

royale Experimenten gewahlt.
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4.3.1.1 NAM vermindert die HDAC-Aktivitat in vitro

Da NAM ein bereits bekannter Hemmstoff einer Klasse von Histondeacetylasen, den so
genannten Sirtuinen (HDAC-Klasse III) ist, aber in der Biene dahingehend noch nicht
untersucht wurde, wird im Folgenden zunéchst die Wirkung von NAM auf die Histondea-
cetylaseaktivitat des Bienengehirns mittels HDAC-Assay in vitro gezeigt. Dazu wurden die
Bienengehirne herausprapariert und mit NAM in verschiedenen Konzentrationen (0,4 mM,
0,04 mM und 0,004 mM) versetzt. Dabei ist die hochste Konzentration von 0,4 mM etwas
héher als die fir Zellkulturexperimente empfohlene Konzentration an NAM 0,05-0,15 mM
(Schemies et al., 2009). Die Konzentration von 0,04 mM NAM entspricht dem Mittel der
rechnerisch ermittelten Menge an NAM im GR, welches in den vorangegangenen Experi-
menten verflttert wurde. Zusatzlich wurde noch eine deutlich niedrigere Konzentration
von 0,004 mM NAM gewahlt, die ausgehend von bisher veroéffentlichten Zellkulturexperi-
menten keine hemmende Wirkung haben sollte und daher als Kontrolle fiir eine spezifi-
sche dosisabhdngige Wirkung von NAM dienen kann. AnschlieBend wurde die relative
Deacetylaseaktivitdt des Bienengehirnhomogenates bestimmt. Wie man der Abb. 4.17
entnehmen kann, fiihrt die Zugabe von 0,4 mM und 0,04 mM NAM wie erwartet zu einer
signifikanten Abnahme der Histondeacetylaseaktivitat in vitro, bei einer Konzentration
von 0,004 mM NAM lasst sich kein Unterschied zur unbehandelten Homogenatkontrolle

feststellen.
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Abb. 4.17: Nikotinamid vermindert die HDAC-Aktivitdt in vitro

Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitat eines Gehirnhomogenates nach Zugabe von NAM in ver-
schiedenen Konzentrationen. Dazu wurden die Gehirne herausprapariert, in Assaypuffer homogenisiert und die
relative Deacetylaseaktivitat im Vergleich zur unbehandelten Homogenatkontrolle mittels in vitro HDAC-Assays
bestimmt. Als Kontrolle zur Funktionalitdt des Assays dienten hitzeinhibiertes und TSA (1 pM) behandeltes
Homogenat. Werte, die sich signifikant von der unbehandelten Homogenatkontrolle (t-Test, p < 0,05) unter-

scheiden, sind mit * gekennzeichnet.
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Da sich eine hemmende Wirkung von NAM auf die HDAC-Aktivitat des Bienengehirns in
vitro zeigen lasst, stellt sich die Frage, ob sich auch nach Verfiitterung von NAM ein Ein-
fluss auf die HDAC-AKktivitat zeigt und ob dieser der Wirkung einer GR Verfiitterung ent-
spricht (niedrigere HDAC-AKktivitat nach 24 h in der GR geflitterten Gruppe). Daher wur-
den hier die gleichen Zeitpunkte (2 h, 24 h und 48 h) und die gleiche, errechnete Menge
an NAM gewdhlt, die man auch bei den Gelée royale Versuchen verwendet hat, was einer
Aufnahme von ca. 1,2 ug NAM/ Biene entspricht. Wie aus Tab. 4.7 ersichtlich wird, fihrt
die einmalige Verflitterung von NAM zu keinem Versuchszeitpunkt zu einer Hemmung der
Deacetylaseaktivitat des Biengehirns. Dies deutet daraufhin, dass Nikotinamid eine direk-
te Wirkung auf deacetylierende Enzyme in vitro hat. Nach Fltterung konnte eine solche
enzymhemmende Wirkung zu den untersuchten Zeitpunkten jedoch nicht gezeigt wer-

den.

Tab. 4.7: Histondeacetylaseaktivitit des Bienengehirnhomogenates nach Fiitterung von NAM
Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitdt eines Gehirnhomogenates nach Fitterung der Versuchstie-
re mit zwei Tropfen der folgenden Lésungen: Kontrolle: 1 M Saccharose, NAM: 60 ug NAM/ ml 1 M Saccharose,
entspricht ca. 1,2 yg NAM/ Biene. Die Gehirne wurden nach 2 h, 24 h und 48 h préapariert und die Deacetyla-
seaktivitat mittels in vitro HDAC-Assays bestimmt. In der Tabelle sind die auf die unbehandelte Kontrolle nor-
mierten Mittelwerte, die Standardabweichungen, sowie die Anzahl der Tiere (in Klammern) angegeben. Als
Kontrolle zur Funktionalitét des Assays dienten hitzeinhibiertes und TSA (1 pM) behandeltes Homogenat. Mit
einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant von ihrer jeweiligen unbehandelten Kontrolle unter-
scheiden (t-Test, p < 0,05).

2h

24 h

48 h

1,00 + 0,13 (16)

1,00 + 0,12 (12)

1,00 + 0,22 (8)

1,02 + 0,11 (17)

1,02 + 0,17 (12)

1,15+ 0,18 (8)

0,68 + 0,13 (16)*

0,73 + 0,14 (12)*

0,54 + 0,02 (8)*

0,69 + 0,15 (17)*

0,70 + 0,14 (12)*

0,60 + 0,10 (8)*

0,64 + 0,18 (17)*

0,69 + 0,19 (12)*

0,49 + 0,01 (8)*

Kontrolle
Unbehandelt

NAM

Kontrolle
TSA

NAM

Kontrolle
Hitzeinhibiert

NAM

0,65 + 0,15 (17)*

0,65 + 0,12 (12)*

0,50 + 0,01 (8)*

4.3.1.2 Einmalige Fiitterung von NAM erhéht die Histonacetylierung und
Histonmethylierung

In den vorangegangenen Experimenten lieB sich eine hemmende Wirkung von NAM auf
die HDAC-Aktivitat in vitro zeigen. Daher wird in den nachsten Versuchen uberprift, ob
die Behandlung mit NAM auch zu einer Anderung der Histonacetylierung fiihrt. Dazu wur-
den die Bienen einmalig mit NAM gefilttert. Wie in Abb. 4.18 zu erkennen, fiihrt die Fit-
terung von NAM nach 2 h zu einer signifikant erhéhten Histonacetylierung in der NAM
behandelten Gruppe. Weder 24 h, noch 48 h nach Fitterung von NAM ldsst sich ein signi-
fikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen. Da sich Histonmodifikatio-
nen gegenseitig beeinflussen kénnen und sich in den Gelée royale Experimenten nicht

nur eine Wirkung auf die Histonacetylierung, sondern auch ein Einfluss auf die Histon-
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methylierung zeigen lieB, stellt sich jetzt die Frage, ob auch eine Fitterung von NAM zu
Unterschieden in der Histonmethylierung fihrt. Um die Ergebnisse mit den Gelée royale
Experimenten vergleichen zu kénnen, wurden wiederum die gleichen Zeitpunkte und die
gleiche (aus dem NAM-Gehalt in Gelée royale errechnete) Konzentration an NAM verwen-
det.
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Abb. 4.18: Einfluss von NAM auf die Histonacetylierung

Dargestellt ist die relative Histonacetylierung AC-18/ H3 nach Fltterung von zwei Tropfen der folgenden Lésun-
gen: Kontrolle: 1 M Saccharose, NAM: 60 pg NAM/ ml 1 M Saccharose, entspricht ca. 1,2 pg NAM/ Biene. Alle
weiteren Fitterungen in beiden Gruppen wurden mit 1 M Saccharose durchgefiuihrt. Die Gehirne wurden nach
2 h, 24 h und 48 h prapariert und die relative Histonacetylierung AC-18/ H3 mittels ELISA bestimmt. Alle Werte
wurden auf die jeweilige Kontrolle normiert. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der
jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Werte, die sich signifikant von der Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unter-
scheiden, sind mit * gekennzeichnet.

Tab.4.8: Einfluss von NAM auf die Histonmethylierung

Dargestellt sind die relativen Histonmethylierungen (Met-4.1/ H3, Met-27.3/H3) nach Fitterung von 2 Tropfen
NAM-, bzw. 1 M Saccharose-Lésung, entsprechend ca. 1,2 ug NAM/ Biene Die Gehirne wurden nach 2 h, 24 h
und 48 h préapariert und die relativen Histonmethylierungen (Met-4.1/ H3, Met-27.3/H3) mittels ELISA be-
stimmt. Die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen und die Anzahl der Tiere
(in Klammern) sind in der Tabelle angegeben. Werte, die sich signifikant von der jeweiligen Kontrolle (t-Test,

p < 0,05) unterscheiden, sind mit * gekennzeichnet.

2h 24 h 48 h
Met-27.3/ Kontrolle 1,00 + 0,36 (22) 1,00 + 0,25 (13) 1,00 + 0,23 (11)
H3 NAM 1,31 + 0,60 (20) 1,44 + 0,71 (13) © 0,87 + 0,29 (12)
Met-4.1/ Kontrolle 1,00 + 0,23 (22) 1,00 + 0,25 (10) 1,00 + 0,39 (11)
H3 NAM 1,47 + 0,68 (20) * 1,34 + 0,36 (10) * 1,05 + 0,41 (12)

Zwei Stunden nach Fitterung von NAM ist eine signifikant hohere Methylierung (Met-4.1/
H3) in der NAM-Gruppe festzustellen, die sich auch nach 24 h, aber nicht mehr nach 48 h
zeigen lasst (Tab. 4.8). Die Methylierung (Met-27.3/ H3) ist ebenfalls nach 24 h signifi-
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kant erhdht. Nach 2 h und 48 h ist keine Wirkung von NAM auf die Histonmethylierung zu
erkennen. Aus den Ergebnissen lasst sich demnach ableiten, dass Nikotinamid eine spezi-

fische, transiente Wirkung auf Histonacetylierung und —-methylierung ausiibt.

4.3.1.3 Einfluss von NAM auf Lernen und Gedachtnis der Honigbiene

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass NAM zu einer Anderung der
Histonacetylierung und Histonmethylierung im Gehirn der Honigbiene fihrt. Derartige
Chromatinmodifikationen kénnen eine Auswirkung auf die Expression von Genen haben,
die mit dem Lernen und der Gedachtnisbildung in Verbindung stehen. Zudem konnte in
Vertebraten bereits eine Wirkung von NAM in verschiedenen Gehirnarealen, sowie auf
das Lernen und das Gedachtnis gezeigt werden (siehe Einleitung). Daher wird in den fol-
genden Experimenten die Wirkung einer Fltterung von NAM auf die nicht-assoziativen
Lernparadigmen und die appetitive olfaktorische Konditionierung der Honigbiene unter-

sucht.

4.3.1.3.1 NAM hat keinen Einfluss auf die Zuckerwasserempfindlichkeit der Ho-
nigbiene

In diesem Experiment wird die Wirkung von NAM auf die Zuckerwasserempfindlichkeit
der Honigbiene untersucht. Dabei wird iberprift, ob die Versuchstiere nach einer einma-

ligen Fltterung von NAM unterschiedlich auf verschieden starke Zuckerreize (US) reagie-

ren.
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Abb. 4.19: Einfluss von NAM auf die Zuckerwasserempfindlichkeit der Honigbiene
Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die nach Beriihrung einer Antenne mit einem Tropfen 0 M,
0,03 M und 1 M Saccharose-Lésung in aufsteigender Konzentration mit dem PER reagiert haben. Die Tiere wur-
den 2 h vor dem Test mit zwei Tropfen der folgenden Losungen gefuttert: Kontrolle: 1 M Saccharose, NAM:
60 pg NAM/ ml 1 M Saccharose. entsprechend ca. 1,2 ug NAM/ Biene. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in

der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt.
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Wie in Abb. 4.19 zu erkennen gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen der NAM-
und der Kontrollgruppe. Dies lasst darauf schlieBen, dass die einmalige Fitterung von

NAM nicht zu einer veranderten Wahrnehmung des Zuckerreizes fuhrt.

4.3.1.3.2 Einfluss von NAM auf nicht-assoziatives Lernen (Habituation und Sen-
sitisierung)

In den nachsten Experimenten wird die Wirkung von NAM auf die nicht assoziativen
Lernparadigmen, die Sensitisierung und die Habituation untersucht. Dabei wurden die
Bienen einmalig mit NAM gefittert und nach zwei Stunden entweder sensitisiert oder
habituiert und dishabituiert. Wie der Tab. 4.9 zu entnehmen ist, fihrt die Fitterung von
NAM weder zu einer Anderung der Habituation, noch zu einer Anderung der Sensitisie-
rung der Honigbiene. Diese Daten zeigen klar, dass es nach Fitterung von NAM nicht zu
einer veranderten Prozessierung von Duft- und Zuckerreizen kommt und man die geftt-

terte Menge an NAM in der appetitiven olfaktorischen Konditionierung einsetzen kann.

Tab. 4.9: NAM hat keinen Einfluss auf Habituation und Sensitisierung der Honigbiene

Dargestellt sind die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte der Stimulationen bis zur Habituation, bzw. die
Anzahl der Tiere in Prozent, die sich sensitisieren lieBen. Daflir wurden die Tiere 2 h vor dem Test mit zwei
Tropfen der folgenden Lésungen gefiittert: Kontrolle: 1 M Saccharose, NAM: 60 ug NAM/ ml 1 M Saccharose,
entsprechend ca. 1,2 pg NAM/ Biene. AnschlieBend erfolgte entweder eine Sensitisierung oder Habituation der

Tiere. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt.

Kontrolle NAM
Habituation 1+ 0,54 (25) 0,96 + 0,49 (28)
Sensitisierung 10,5% PER (19) 15% PER (20)

4.3.1.3.3 NAM verbessert das Gedachtnis nach schwachem und starkem Trai-
ning

Aus den vorangegangenen Experimenten geht hervor, dass NAM weder zu einer veran-
derten Wahrnehmung, noch zu einer verdnderten Prozessierung von Duft (CS)- und Zu-
ckerreiz (US) fuhrt. In den nachsten Experimenten soll die Wirkung von NAM auf das
Lernen und die Gedachtnisbildung der Honigbiene untersucht werden. In den vorange-
gangenen Gelée royale Lernexperimenten (siehe Kap. 4.1.4.3) konnte gezeigt werden,
dass eine Lernverbesserung durch eine Flitterung von GR 30 min nach dem Training, also
in der Konsolidierungsphase, erzielt werden kann. Um herauszufinden, ob das in GR ent-

haltene NAM fir diese Lernverbesserung verantwortlich ist, wird NAM ebenfalls in der
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Konsolidierungsphase geflittert und die gleiche Menge an NAM genutzt, die (rechnerisch
aus dem NAM-Gehalt in GR ermittelt) in den vorangegangenen GR-Experimenten einge-
setzt wurde.

Zunachst wird die Wirkung von NAM in einem schwachen Training (eine CS-US-Paarung,
Ein-Trial-Training) untersucht. Dazu wurden die Tiere 30 min nach einer CS-US-Paarung
einmalig mit NAM geflittert, was zu einem signifikant verbesserten 48 h Gedachtnis flihrt.
Weder 2 h noch 24 h nach dem Training gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen

NAM gefitterter Gruppe und Kontrollgruppe.

100 7 O Kontrolle (n = 64)
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Abb. 4.20: NAM verbessert das 48 h Gedachtnis der Honigbiene nach einem schwachen Training
Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden durch eine CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert und 0,5 h nach dem Trai-
ning mit zwei Tropfen der folgenden Losungen gefuttert: Kontrolle: 1 M Saccharose, NAM: 60 pg NAM/ ml 1 M
Saccharose. Entspricht ca. 1,2 uyg NAM/ Biene. Alle nachfolgenden Fitterungen wurden nur mit 1 M Saccharose-
Lésung in beiden Gruppen durchgefiihrt. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweili-
gen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinan-
der unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).

Durch eine CS-US-Paarung (Ein-Trial-Training) kommt es normalerweise nur zur Ausbil-
dung eines kurzfristigen, transkriptionsunabhangigen Gedachtnisses. Nach Fitterung von
NAM lassen sich jedoch, &hnlich wie nach einer Gelée royale Futterung, histonmodifizie-
rende Effekte zeigen, die sich auf Transkriptionsereignisse auswirken kdénnten. Daher
wird im Folgenden durch Injektion mit dem Transkriptionsblocker Actinomycin D Uber-
prift, ob es sich hier, wie bei der Verbesserung des Gedachtnisses nach Flitterung von
GR, um einen transkriptionsabhangigen Effekt handeln kdnnte. Dazu wurden die Ver-
suchstiere eine Stunde vor dem Training mit Actinomycin D injiziert, in einem Ein-Trial-
Training (schwaches Training) konditioniert und eine halbe Stunde nach dem Training
einmalig mit NAM gefittert. Wie man in Abb. 4.21 sieht, gibt es 2 h und 24 h nach dem
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Training keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Nach 48 h hat die
NAM geflitterte Gruppe wie erwartet ein signifikant verbessertes Gedachtnis, die Actino-
mycin D injizierte NAM- Gruppe weist weder ein solch verbessertes Gedachtnis auf, noch

unterscheidet sie sich von der Kontroll-Gruppe.
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Abb. 4.21: Transkriptionsabhdngigkeit des NAM Effektes nach einem schwachen Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden 1 h vor dem Training mit 1 pl der jeweiligen Lésung injiziert (2 pg/ pl Actinomycin in DMSO,
100% DMSO als Kontrolle), durch eine CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert und 0,5 h
nach dem Training mit zwei Tropfen NAM- oder 1 M Saccharose-Lésung geflittert. Entspricht ca. 1,2 ug NAM/
Biene. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung ver-
merkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander unterscheiden (Chi-
Quadrat-Test, p < 0,05).

Dies bedeutet, dass durch eine Fitterung mit NAM das Gedachtnis der Honigbiene 48 h
nach einem schwachen Training transkriptionsabhdngig verbessert wird. Aus friheren
Versuchen mit Actinomycin weiB man jedoch, dass ein transkriptionsabhangiges Ge-
dachtnis erst nach einem starken Training mit mehreren CS-US-Paarungen entsteht
(Wistenberg et al, 1998). Wenn sich die Fltterung von NAM auf das transkriptionsab-
hangige Gedachtnis auswirkt, so sollten sich diese Effekte auch nach einem Drei-Trial-
Training zeigen. Aus diesem Grund wird in den folgenden Experimenten der Einfluss von
NAM auf das Gedachtnis der Honigbiene nach einem starken Training untersucht. Dazu
werden die Versuchstiere einem starken Training (Drei-Trial-Training) unterzogen und
eine halbe Stunde nach dem Training mit NAM geflittert (Siehe Schema Abb. 4.22). Wie
erwartet fuhrt die Fitterung von NAM auch nach einem Drei-Trial-Training zu einem sig-
nifikant verbesserten 48 h Gedachtnis. Dieser Effekt ist nach 24 h nicht zu beobachten,
zeigt sich aber deutlich 2 h nach dem Training. Man muss jedoch anmerken, dass das 2 h

Gedachtnis der Kontrolle sehr niedrig ist, was damit zusammenhangen kdnnte, dass die
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Tiere durch die Zuckergabe wahrend des Trainings und der darauf folgenden Flitterung

sehr satt waren und ihre Reaktion auf den Duft dementsprechend sehr niedrig ausfiel.
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Abb. 4.22: NAM verbessert das Gedadchtnis der Honigbiene nach starkem Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden durch drei CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarungen- drei Trials konditioniert und 0,5 h
nach dem Training mit zwei Tropfen der folgenden Losungen gefittert: Kontrolle: 1 M Saccharose, NAM: 60 ug
NAM/ ml 1 M Saccharose. Dies entspricht ca. 1,2 pg NAM/ Biene. Die weiteren Fitterungen erfolgten nur mit 1
M Saccharose. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung
vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander unterscheiden (Chi-
Quadrat-Test, p < 0,05).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Fltterung mit NAM die HDAC-Aktivitat in
vitro mindert und die Histonacetylierung und Histonmethylierung erhéht. Desweiteren
verbessert es das Gedachtnis der Honigbiene ohne Einfluss auf die Reizwahrnehmung

und Prozessierung zu nehmen.
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4.3.2 10-Hydroxy-2-Decensdure (10-HDA, Royal Jelly Acid)

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Flitterung von
Gelée royale und seinem Lipidanteil zu einer Verminderung der HDAC-Aktivitét des Bie-
nengehirns fihrt, die Histonacetylierung und -methylierung verandert und das Gedacht-
nis der Honigbiene verbessert. Der groBte Anteil der Lipidfraktion wird von der 10-
Hydroxy-2-Decensaure gebildet, die natirlicherweise nur im Gelée royale vorkommt. Um
herauszufinden, ob die 10-HDA fir die o0.g. Wirkungen des Gelée royale und seiner Li-
pidfraktion verantwortlich ist, wird in den folgenden Experimenten die Wirkung von 10-
HDA auf die HDAC-Aktivitat, die Histonacetylierung und -methylierung und auf assoziati-
ve und nicht-assoziative Lernparadigmen der Honigbiene untersucht. Aus Kostengriinden
und um eine genauere Dosierung zu gewahrleisten wird die 10-HDA in diesen Experimen-
ten nicht verfittert, sondern in den Thorax der Bienen injiziert. Da anhand der Lernexpe-
rimente (Kap.4.2.2.3) deutlich wurde, dass die Lipidfraktion des GR die Zuckerwasser-
empfindlichkeit der Bienen signifikant verandert, missen im Vorfeld weiterer Lernversu-
che zundchst ein geeigneter Injektionszeitpunkt und eine geeignete Injektionskonzentra-
tion an 10-HDA ermittelt werden, mit welcher eventuelle physiologische Effekte auf das
Lernen und/oder Geddchtnis gezeigt werden kénnen, die aber weder die Perzeption, noch
Verarbeitung von Duft- und Zuckerreiz (CS und US der Konditionierung) beeinflusst. Da-
zu werden die Tiere mit 10-HDA in drei unterschiedlichen Konzentrationen injiziert. Die
hochste Konzentration von 20 pg 10-HDA/ Biene entspricht dabei der durchschnittlich
verflitterten Menge an 10-HDA im Gelée royale (errechnet). Da davon ausgegangen wer-
den kann, dass man bei Injektion eines Stoffes nicht mehr, sondern eher weniger
braucht, als bei Verflitterung desselben, wurden keine héheren Konzentrationen, sondern
noch zwei niedrigere Konzentrationen (2 pg 10-HDA/ Biene und 0,2 ug 10-HDA/ Biene)
eingesetzt. In den vorangegangenen Experimenten wurde ein Zeitraum von 2 h von der
Flatterung der jeweiligen Substanzen, bis zur Durchfiihrung der einzelnen Lernparadig-
men gewdhlt. Da eine Injektion von 10-HDA direkt in die Hdmolymphe des Versuchstie-
res zu einer schnelleren Verteilung des Wirkstoffs fiihren sollte, wird dieser Zeitraum von
2 h auf 1 h verkirzt.

4.3.2.1 Einfluss von 10-HDA auf Zuckerwasserempfindlichkeit, nicht-assoziative

und assoziative Lernparadigmen

4.3.2.1.1 Hohe Konzentrationen an 10-HDA erhdhen die Zuckerwasserempfind-
lichkeit

Da eine Fltterung mit dem Lipidanteil des GR nicht nur zu einem verbesserten Gedacht-
nis, sondern auch zu einer erhdéhten Zuckerwasserempfindlichkeit der Biene flihrt (Kapitel
4.2.2.3) und sich ein Test auf die Zuckerwasserempfindlichkeit im Vergleich zum assozia-

tiven Lernparadigma schnell durchfiihren lasst, wurde damit Uberprift, ob und wie sich
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unterschiedliche Konzentrationen an 10-HDA auf die Wahrnehmung des Zuckerreizes
auswirken. Dabei stellte sich heraus, dass die Injektion von héheren Mengen, 20 ug 10-
HDA/ Biene und 2 pg 10-HDA/ Biene, eine signifikant erhdhte Zuckerwasserempfindlich-
keit bei 0,03 M Saccharose bewirken (Abb. 4.23). Injiziert man die Bienen mit einer nied-
riger konzentrierten 10-HDA-L&sung von 0,2 ug/ Biene, so ist die Zuckerwasserempfind-
lichkeit der 10-HDA behandelten und der Kontrollgruppe gleich. Dies bedeutet, dass hohe
Konzentrationen an 10-HDA Unterschiede in der Perzeption von Zuckerreizen verursa-
chen, eine niedrige Konzentration von 10-HDA hat diese Wirkung nicht, daher wird die

Menge von 0,2 ug 10-HDA/ Biene fir die folgenden Lernparadigmen beibehalten.

0,2 ug 10-HDA 2 ug 10-HDA 20 ug 10-HDA
1007 ® 10-HDA (n =31) 100 7™ 10-HDA (n =23) 1007 m 10-HDA (n = 41)
O Kontrolle (n = 30) O Kontrolle (n = 27) O Kontrolle (n = 37)
4 _ * 4
| — *
—
.°\:. i -
o 4 J
w 50 50 50
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0 0,03 1 0 0,03 1 0 0,03 1

Saccharosekonzentration [M]

Abb. 4.23: 10-HDA erhoht konzentrationsabhangig die Zuckerwasserempfindlichkeit der Honigbiene
Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die nach Beriihrung einer Antenne mit einem Tropfen 0 M,
0,03 M und 1 M Saccharose-Losung in aufsteigender Konzentration mit dem PER reagiert haben. Die Tiere wur-
den 2 h vor dem Test mit drei Tropfen 1 M Saccharose gefiittert und 1 h vor dem Test mit 1 ul der jeweiligen
Lésung in den Thorax injiziert (von links nach rechts: 0,2 pg, 2 pg, 20 pg 10-HDA/ pl in PBS, Kontrolle: Metha-
nol: PBS). Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung ver-
merkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant von der Kontrolle unterscheiden (Fi-
scher-exakt-Test, Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).

4.3.2.1.2 10-HDA hat keinen Einfluss auf nicht-assoziative Lernformen

Im vorhergehenden Experiment konnte gezeigt werden, dass 0,2 pg 10-HDA/ Biene kei-
nen Einfluss auf die Zuckerwasserempfindlichkeit der Versuchstiere hat. Die 10-HDA
kénnte jedoch Effekte auf die Prozessierung von Duft- und Zuckerreiz haben. Um dies zu
Uberprifen wird im Folgenden die Wirkung von 10-HDA auf die nicht nicht-assoziativen
Lernparadigmen Sensitisierung und Habituation untersucht. Dazu wurden die Tiere mit

1 pl der jeweiligen Injektionslésung (0,2 pg 10-HDA in PBS, Kontrolle: Methanol: PBS
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1:1000) in den Thorax injiziert und eine Stunde spater sensitisiert oder habituiert und
dishabituiert. Wie der Tab. 4.10 zu entnehmen ist, zeigt sich nach Injektion von 0,2 pg
10-HDA weder ein signifikanter Unterschied in der Habituation, noch in der Sensitisierung
zwischen 10-HDA injizierter Gruppe und Kontrollgruppe, daher kann man davon ausge-
hen, dass sowohl Duft-, als auch Zuckerreiz in beiden Gruppen gleichermalBen prozessiert

werden.

Tab. 4.10: Die Injektion von 10-HDA verdndert weder Habituation noch Sensitisierung der Honig-
biene

Dargestellt sind die auf die Kontrolle normierten Mittelwerte der Stimulationen bis zur Habituation, bzw. die
Anzahl der Tiere in Prozent, die sich sensitisieren lieBen. Daflir wurden die Tiere 1 h vor dem jeweiligen Test mit
1 pl der jeweiligen Losung (10-HDA: 0,2 pg 10-HDA in PBS, Kontrolle: Methanol: PBS 1:1000) in den Thorax

injiziert und anschlieBend entweder habituiert oder sensitisiert.

Kontrolle 10-HDA
Habituation 1+ 0,52 (29) 0,90 + 0,48 (28)
Sensitisierung 16% PER (25) 20% PER (25)

4.3.2.1.3 10-HDA verbessert das Gedachtnis der Honigbiene nach schwachem
Training

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass die Injektion einer niedrig kon-
zentrierten 10-HDA-LA6sung (0,2 pg pro Biene) weder zu einer veranderten Wahrneh-
mung, noch zu einer veranderten Prozessierung von Duft- (CS) und Zuckerreiz (US)
fihrt. Somit sind die Grundvoraussetzungen zur Durchfiihrung der appetitiven olfaktori-
schen Konditionierung (CS-US-Paarung) erfillt und dieses Lernparadigma kann daher in
den nachsten Experimenten genutzt werden, um die Wirkung von 10-HDA auf das Lernen

und die Gedachtnisbildung der Honigbiene zu untersuchen.

Zunachst wird die Wirkung von 10-HDA in einem schwachen Training untersucht. Dazu
wurde die 10-HDA in den Thorax der Bienen injiziert und diese eine Stunde spater mit
einer CS-US-Paarung konditioniert. Wie in Abb. 4.24 ersichtlich gibt es 2 h nach dem
Training keinen signifikanten Unterschied in der Gedachtnisbildung der beiden Gruppen.
Erst 24 h nach dem Training zeigt die 10-HDA injizierte Gruppe ein signifikant besseres
Gedéachtnis. Da in allen vorangegangenen Experimenten mit Gelée royale und seinen
Fraktionen die verschiedenen Substanzen immer gefittert wurden, stellt sich jetzt die
Frage, ob es Unterschiede zwischen einer Injektion und einer Fltterung von 10-HDA gibt,
daher wurde zusatzlich ein schwaches Training 2 h nach Fitterung von 10-HDA durchge-
fuhrt. Geflttert wurden zwei unterschiedliche Mengen an 10-HDA, 0,2 ug/ Biene und 20

HMg/ Biene. Erstere ist die bisher genutzte Injektionsmenge, letztere die Menge an 10-
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HDA in Gelée royale (errechnet), die in den GR Versuchen verwendet wurde. Auch nach
einer Futterung von 10-HDA zeigt sich nach 2 h kein Unterschied zwischen den Gruppen.
Nach 24 h kommt es zu einem verbesserten Gedachtnis der 10-HDA behandelten Grup-
pen, der Unterschied zur Kontrolle ist jedoch wahrscheinlich wegen der geringeren Anzahl
der Versuchstiere nicht signifikant (siehe Abb. 4.24).

Injektion Fiitterung
100 1 o Kontrolle (n = 65) 100 7 OKontrolle (n= 32)
| ® 0,2 ug 10-HDA/Biene (n = 66) | ®o,2 pg 10-HDA/ Biene (n=33)
E320 pg 10-HDA/ Biene (n=34)
1) 1)
s o )
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o 50- & 50 -
w * w
o _ i o 4
0 0 T
2h 24 h 2h 24 h

Abb. 4.24: 10-HDA verbessert das Geddchtnis der Honigbiene nach einem schwachen Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden durch eine CS-US (Nelkenduft- 1 M Saccharose) Paarung konditioniert und entweder 1 h vor dem
Training mit 1 pl der jeweiligen Losung in den Thorax injiziert (10-HDA: 0,2 ug 10-HDA/ ul in PBS, Kontrolle:
Methanol-PBS) oder 2 h vor dem Training mit 0,2 pg oder 20 pg 10-HDA/ Biene in 1 M Saccharose gefittert.
Als Kontrolle diente 1 M Saccharose mit 1% Methanol. Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende
hinter der jeweiligen Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signi-

fikant von der Kontrolle unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).

Die 10-HDA verbessert demnach das 24 h Gedachtnis der Honigbiene und es gibt ver-
mutlich weder einen Unterschied zwischen der Fiutterung einer hohen und einer niedrigen
Konzentrationen an 10-HDA, noch einen Unterschied zu einer Injektion in die Hamo-
lymphe. Dies lasst darauf schlieBen, dass die Wirkung von 10-HDA auf das Gedachtnis
der Biene, im Gegensatz zum Test auf die Zuckerwasserempfindlichkeit, keine stark kon-
zentrationsabhangigen Unterschiede aufweist. Zudem kdnnten die Ergebnisse darauf hin-
deuten, dass die 10-HDA Wirkung nicht auf metabolischen Prozessen beruht, da nach
einer Fatterung und damit einer Passage des Verdauungstraktes die 10-HDA Wirkung die

gleiche ist, wie nach Injektion in die Hdmolymphe.
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4.3.2.1.4 Eingrenzung des Wirkmechanismus: Der 10-HDA Effekt ist transkripti-
onsabhdngig

Da bereits gezeigt werden konnte, dass die GR induzierte Verbesserung des 24 h und
48 h Gedachtnis der Honigbiene nach einem schwachen Training transkriptionsabhangig
ist, wird um erste Hinweise auf den Wirkmechanismus der 10-HDA zu bekommen, dieser
Test auch mit 10-HDA durchgefiihrt. Dazu wird durch Injektion mit dem Transkripti-
onsblocker Actinomycin D dberprift, ob auch die Injektion von 10-HDA zu einer
transkriptionsabhangigen Verbesserung des 24 h Gedachtnisses nach einem schwachen
Training fihrt. Wie man anhand der Abb. 4.25 erkennen kann, zeigt sich weder nach 2 h,
noch nach 48 h ein signifikanter Unterschied im Gedachtnis der Versuchstiere. Der be-
reits oben gezeigte Einfluss einer 10-HDA Injektion auf das 24 h Gedachtnis der Honig-
biene lasst sich bestatigen. Nach 24 h unterscheiden sich die Kontrolle und die Actinomy-
cin-D injizierten Gruppen nicht, beide sind jedoch signifikant verschieden zur 10-HDA
behandelten Gruppe. Nach 48 h gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
drei Gruppen. Dies bedeutet, dass es sich bei der 10-HDA induzierten Lernverbesserung
nach 24 h um einen transienten transkriptionsabhdangigen Effekt handelt, was insofern
ungewohnlich ist, da ein transkriptionsabhdngiges Gedachtnis der Honigbiene normaler-
weise erst nach drei Tagen und nur nach einem starken Training zu beobachten ist. An-

zunehmen ist daher, dass die Injektion von 10-HDA Transkriptionsprozesse beeinflusst.

1007 O Kontrolle (n = 38)
m 10-HDA (n = 40)
= 10-HDA + ACT-D (n = 36)

PER [%]

2h 24 h 48 h

Abb. 4.25: Transkriptionsabhdngigkeit der 10-HDA induzierten Gedadchtnisverbesserung nach einem
schwachem Training

Dargestellt ist die Anzahl der Tiere in Prozent, die auf den CS (Nelkenduft) mit dem PER reagiert haben. Die
Tiere wurden durch eine CS-US Paarung konditioniert und 1 h vor dem Training mit 1 pl der jeweiligen Lésung
in den Thorax injiziert (10-HDA: 0,2 pg 10-HDA in DMSO, Kontrolle: Methanol-DMSO, Actinomycin D: 2 ug/ ul
Actinomycin D in Methanol-DMSO). Die Anzahl der Tiere ist in Klammern in der Legende hinter der jeweiligen
Gruppenbezeichnung vermerkt. Mit einem Stern gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant voneinander
unterscheiden (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05).
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4.3.2.1.5 Einfluss der 10-HDA auf die HDAC-Aktivitat und Histonmodifikationen
Nach Verfutterung von GR und seiner Lipidfraktion kam es zu einer Reduktion der
Histondeacetylaseaktivitdt, sowie zu einer Anderung der Histonacetylierung und Histon-
methylierung im Bienengehirn. Zudem hat sich gezeigt, dass 10-HDA eine Lernverbesse-
rung induziert, die transient und transkriptionsabhédngig ist. Zusammengenommen deutet
dies darauf hin, dass die 10-HDA, genau wie GR eine transkriptionsverandernde Wirkung
hat. Da sowohl eine veranderte Histonacetylierung, als auch eine veranderte Histon-
methylierung eine solche Wirkung haben kénnen, werden im Folgenden die Histondeace-
tylaseaktivitat und die Histonacetylierung und -methylierung (Ac-18/ H3, Met-4.1/ H3,
Met-27.3/ H3) nach Injektion von 10-HDA untersucht.

4.3.2.1.6 10-HDA vermindert die HDAC-Aktivitat in vitro

Da es keinerlei Untersuchungen zur 10-HDA im Zusammenhang mit chromatinmodifizie-
renden Enzymen gibt, wird die Wirkung von 10-HDA auf die Histondeacetylaseaktivitat
des Bienengehirns zunachst mittels HDAC-Assay in vitro untersucht. Dazu wurden Bie-
nengehirne herausprapariert und mit 10-HDA versetzt. AnschlieBend wurde die relative
Deacetylaseaktivitat des Bienengehirnhomogenates gemessen. Wie in Abb. 4.26 zu er-
kennen ist, fihrt die 10-HDA zu einer signifikanten Reduktion der Histondeacetylaseakti-

vitat in vitro.

210 Unbehandelt (n = 26)
BN 10-HDA (n = 21)

1B TSA (n =18)

[ Hitzeinhibiert (n =14)

1-+ *

Relative HDAC-Aktivitadt

0 T
Abb. 4.26: 10-HDA vermindert die Histondeacetylaseaktivitat in vitro
Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitdat eines Gehirnhomogenates entsprechend 1/5 Bienengehirn
nach Zugabe von 8 pM 10-HDA. Dazu wurden die Gehirne herausprapariert, in Assaypuffer homogenisiert und
die relative Deacetylaseaktivitat im Vergleich zur unbehandelten Homogenatkontrolle mittels in vitro HDAC-
Assays bestimmt. Als Kontrolle zur Funktionalitat des Assays dienten hitzeinhibiertes und TSA (1 uM) behandel-
tes Homogenat. Werte, die sich signifikant von der unbehandelten Homogenatkontrolle (t-Test, p < 0,05) un-

terscheiden, sind mit * gekennzeichnet.
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Da sich ein Effekt von 10-HDA auf die HDAC-Aktivitat in vitro zeigen lasst, wird im Fol-
genden zusatzlich untersucht, ob sich diese Wirkung auch nach Injektion von 10-HDA in
die Biene vermerken lasst. Dazu wurden die Bienen mit 0,2 pg 10-HDA/ Biene injiziert.
Diese Konzentration entspricht der eingesetzten Menge an 10-HDA in den vorangegange-
nen Verhaltensversuchen. Die Bienengehirne wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (1 h,
24 h und 48 h) herausprapariert und die relative Deacetylaseaktivitat des Bienengehirn-
homogenates bestimmt. Aus Tab. 4.11 wird ersichtlich, dass es zu keinem Zeitpunkt
nach Injektion von 10-HDA zu einer veranderten HDAC-Aktivitdt des Bienengehirnhomo-
genates kommt. Dies lasst darauf schlieBen, dass 10-HDA eine direkte Wirkung auf die
Histondeacetylasen in vitro hat, diese Wirkung nach Injektion aber entweder nicht vor-
handen ist, oder nur zu anderen Zeitpunkten, einer héheren Anzahl an Versuchstieren

oder mit anderen Konzentrationen an 10-HDA messbar ware.

Tab. 4.11: die Injektion von 10-HDA hat keinen Einfluss auf die HDAC-Aktivitat

Dargestellt ist die relative Histondeacetylaseaktivitdt eines Gehirnhomogenates nach Injektion der Versuchstie-
re mit 0,2 ug 10-HDA/ Biene. Die Gehirne wurden nach 1 h, 24 h und 48 h prapariert und die Deacetylaseakti-
vitat mittels in vitro HDAC-Assays bestimmt. In der Tabelle sind die auf die unbehandelte Kontrolle normierten
Mittelwerte, die Standardabweichungen, sowie die Anzahl der Tiere (in Klammern) angegeben. Als Kontrollen
zur Funktionalitat des Assays dienten hitzeinhibiertes und TSA (1 pM) behandeltes Homogenat. Mit einem Stern
gekennzeichnet sind Werte, die sich signifikant von der jeweiligen unbehandelten Kontrolle unterscheiden (t-
Test, p < 0,05).

1h 24 h 48 h
Kontrolle 1,00 + 0,19 (14) 1,00 + 0,14 (8) 1,00 + 0,27 (8)
Unbehandelt
10-HDA 0,92 + 0,13 (13) 0,98 + 0,16 (7) 0,99 + 0,15 (8)
TSA Kontrolle 0,72 + 0,02 (14) * 0,40 + 0,01 (8)* 0,49 + 0,05 (8)*
10-HDA 0,71 + 0,03 (13) * 0,40 + 0,02 (7)* 0,52 + 0,03 (8)*
L Kontrolle 0,73 +0,13 (14) * 0,40 + 0,02 (8)* 0,48 + 0,06 (8)*
Hitzeinhibiert
10-HDA 0,72 + 0,07 (13) * 0,33 + 0,09 (7)* 0,49 + 0,03 (8)*

4.3.2.1.7 Die 10-HDA verdndert die Histonmethylierung, aber nicht die Histona-
cetylierung

Nachdem sich ein Einfluss von 10-HDA auf die HDAC-Aktivitdt zumindest in vitro zeigen
lieB und die GR Experimente Einfllisse sowohl auf die Histonacetylierung, als auch auf die
Histonmethylierung gezeigt haben, wird jetzt im folgenden Uberprift, ob es auch nach
Behandlung der Versuchstiere mit 10-HDA zu einer veranderten relativen Histonacetylie-
rung (AC-18/ H3) oder -methylierung (Met-4.1/ H3, Met-27.3/ H3) im Gehirn der Biene
kommt. Wie in Tab. 4.12 zu erkennen fiihrt die Injektion mit 0,2 ug 10-HDA zu keinem
Zeitpunkt zu einer signifikant erhéhten Histonacetylierung (AC-18/ H3). Zudem ist weder
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nach 1 h, noch nach 48 h ein Unterschied in der relativen Histonmethylierung der beiden
Gruppen zu erkennen. Nach 24 h ist eine Reduktion der relativen Histonmethylierung
(Met-4.1/ H3, Met-27.3/ H3) in der 10-HDA injizierten Gruppe zu vermerken. Diese ist
jedoch nur fir die Histontrimethylierung (Met-27.3/ H3) signifikant.

Tab. 4.12: Einfluss von 10-HDA auf die Histonacetylierung und -methylierung

Dargestellt ist die relative Histonacetylierung (AC-18/ H3) und die relativen Histonmethylierungen (Met-4.1/
H3, Met-27.3/ H3) nach Injektion von 0,2 pg 10-HDA/ Biene. Die Gehirne wurden nach 1 h, 24 h und 48 h
prapariert und die relative Histonmethylierung/ acetylierung mittels ELISA bestimmt. Die auf die Kontrolle nor-
mierten Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen und die Anzahl der Tiere (in Klammern) sind in der Ta-
belle angegeben. Werte, die sich signifikant von der Kontrolle (t-Test, p < 0,05) unterscheiden, sind mit * ge-

kennzeichnet.

1h 24 h 48 h

Kontrolle |[1,00 + 0,27 (12) 1,00 + 0,30 (10) 1,00 + 0,42(12)
AC-18/ H3

10-HDA 1,09 + 0,25 (15) 0,95 + 0,24(10) 0,97 + 0,32 (12)

Kontrolle | 1,00 + 0,34 (10) 1,00 + 0,21 (10) 1,00 + 0,41 (12)
Met-27.3/ H3

10-HDA 1,16 + 0,36 (12) 0,84 + 0,10 (10)" 1,00 + 0,27 (12)

Kontrolle [1,00 + 0,25 (10) 1,00 + 0,41 (10) 1,00 + 0,33 (12)
Met-4.1/ H3

10-HDA 1,23 + 0,39 (12) 0,81 + 0,21 (10) 1,01 + 0,32 (12)

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Daten ableiten, dass die 10-HDA eine spezifische
Wirkung auf Histondeacetylasen in vitro hat und die Histonmethylierung, aber nicht die
Histonacetylierung verdndert. Es ist also wahrscheinlich, dass andere Zielproteine als
Histone acetyliert werden. Zudem hat die 10-HDA eine Dosis abhangige Wirkung auf die
Wahrnehmung niedriger Zuckerkonzentrationen und verbessert das Gedachtnis nach ei-

nem schwachen Training transient in einem transkriptionsabhangigen Mechanismus.
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5. Diskussion

5.1 Gelée royale in der Kastendifferenzierung der Bienen

Die Fltterung von Gelée royale an genetisch identische Bienenlarven flihrt entweder zur
Entwicklung einer Bienenarbeiterin oder einer Bienenkdnigin. Diese beiden Kasten unter-
scheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Morphologie und Physiologie, sondern haben
zudem in den verschiedenen Larval- und Puppenstadien sowie als adulte Lebewesen sehr
unterschiedliche Genexpressionsmuster (Evans und Wheeler, 2001+1999; Grozinger et
al., 2007;). Die unterschiedliche Transkription von Genen kann durch verschiedene mole-
kulare Mechanismen verursacht werden. Zum einen sind dies epigenetische Prozesse, wie
z.B. die Methylierung der DNA und die Modifikation von Histonen. Zum anderen ist eine
direkte Regulation der Transkription durch Transkriptionsfaktoren maéglich, wobei diese
meist Uber komplexe Signalkaskaden aktiviert oder inhibiert werden. Da die genannten
Expressionsunterschiede allein im Gehirn der Arbeiterin und Koénigin Gber 2000 Gene
betreffen (Grozinger et al., 2007) ist es eher unwahrscheinlich, dass allein die Hoch- oder
Runterregulierung eines einzelnen Transkriptionsfaktors oder einer Signalkaskade solch
drastische Effekte haben sollte. Es scheint sich daher eher um einen globalen, z.B. chro-

matinmodifizierenden Mechanismus, zu handeln.

5.1.1 Gelée royale und Chromatinmodifikationen

Erste Hinweise auf einen solch globalen Effekt des GR liefert eine australische Studie;
hier wurde durch eine siRNA die de novo Methyltransferase DNMT3 in Bienenlarven redu-
ziert, was dazu fUhrte, dass sich aus den Larven Uberwiegend Kéniginnen entwickelt ha-
ben (Kucharski et al., 2008). Dies kénnte bedeuten, dass GR eine Wirkung auf die DNA-
Methyltransferase auslibt. Eine Rolle dabei kdnnten die in GR enthaltene Folsaure und
das Vitamin B12 spielen, die Uber biochemische Zwischenschritte fiir die Bereitstellung
von Methylgruppen aus dem Methylgruppendonor S-Adenosylmethionin sorgen. Eine Be-
teiligung der beiden Substanzen an epigenetischen Prozessen ist bei Vertebraten bekannt
(Cooney et al., 2002; Wolff et al., 1998). Demnach hatten chromatinverdandernde Prozes-
se einen Anteil an der unterschiedlichen Expression der kastenspezifischen Gene. Meine
eigenen Ergebnisse bestatigen eine chromatinmodifizierende Wirkung des GR insofern,
dass die Flutterung von GR einen Einfluss auf die Modifikation von Histonen hat. GR redu-
ziert die HDAC-Aktivitat in vitro und 24 h nach Fitterung. Zudem ist die Histonacetylie-
rung H3: Ac-18 nach 24 h gegenliber der Kontrollgruppe erhéht und nach 48 h reduziert.
Fur die Histonmethylierung H3:Met-4.1 und H3:Met-27.3 ergeben sich ahnliche Effekte.
Die Modifikation der Histone ist unabhangig davon, ob GR mehrmals oder nur einmal ge-

geben wurde. Allerdings habe ich keine langeren Zeitraume untersucht, so dass ich keine
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Aussagen Uber eventuelle spatere Unterschiede dieser beiden Fltterungsformen treffen
kann. Interessant ist, dass sich GR nur bei adulten Fliegern, nicht aber bei frisch ge-
schlipften Bienen auswirkt. Ein dhnlicher Effekt wurde bereits flir den HDAC-Inhibitor
TSA gezeigt (Hattig, 2009), was nicht nur bestatigt, dass GR und TSA &hnliche Wirkun-
gen haben, sondern auch darauf hindeutet, dass junge Bienen nicht auf Substanzen an-

sprechen, die die Histonacetylierung kinstlich erhéhen.

5.2 Gelée royale und Verhalten

Es ist bekannt, dass die verschiedenen Bienenkasten unterschiedliche Aufgaben haben
und damit verschiedene Verhaltensweisen einhergehen. Selbst unter Bienenkdniginnen
gibt es erhebliche Unterschiede in der Physiologie, der Morphologie und dem Verhalten
zwischen jungfraulicher und begatteter Kénigin, die auf eine unterschiedliche Genexpres-
sion zurickgeflihrt werden kénnen (Kocher et al., 2008). Dabei sind direkt nach der Be-
gattung zunachst erhebliche Veranderungen in den Ovarien zu bemerken. Spater kommt
es auch zu Veranderungen im Gehirn; so vermindert sich die Anzahl der Kenyon-Zellen in
den Pilzkérpern um ca. 30%, wahrend sich das Neuropil in den Pilzkérpern nahezu ver-
doppelt. Es scheint dabei einen Zusammenhang mit dem Juvenilhormonspiegel zu geben,
da die Kéniginnen, die eine morphologische Anderung im Gehirn aufwiesen auch einen
niedrigeren Juvenilhormonstatus in der Hdmolymphe hatten (Fahrbach et al., 1995). Da
dieses Hormon auch eine Rolle in der Entwicklung der Larven zur Kénigin spielt (Asencot
et al., 1976; Rachinsky et al., 1990), kann ein Zusammenhang zwischen der Verfiitte-
rung von GR und dem Juvenilhormon angenommen werden. Die adulte Bienenkdnigin
wird normalerweise mit Gelée royale geflittert (Haydak, 1970), sie kann sich jedoch wah-
rend kirzerer Phasen, bei kiinstlicher Isolation oder vor ihrer Begattung selbst mit Honig
und Pollen erndhren (Crailsheim, 1998). Man kann daher vermuten, dass die Flitterung
mit GR der Regulation und Aufrechterhaltung der Transkription kéniginnenspezifischer
Gene dient, die eventuell auch eine Wirkung auf den Hormonstatus, die Veranderungen
im Gehirn und damit auf das Verhalten haben. GR hatte somit nicht nur eine wichtige

Funktion flr die Entwicklung der Larve, sondern auch fiir die adulte, begattete Kénigin.

5.2.1 Gelée royale in Lern- und Geddchtnisprozessen

Meinen Recherchen nach wurde GR bisher weder in Vertebraten, noch in Invertebraten in
Hinblick auf Reizwahrnehmung und -prozessierung, noch in Lernexperimenten unter-
sucht. Daher habe ich zunachst untersucht und gezeigt, dass die Futterung mit GR sich
weder auf die Zuckerwasserempfindlichkeit, noch auf das nicht-assoziative Lernen aus-
wirkt. Dahingegen zeigte sich eine starke Wirkung von GR auf das Gedachtnis nach asso-

ziativen Lernen. Eine Fltterung mit GR nach einem starkem Training induziert ein signifi-
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kant verbessertes Gedachtnis nach 48 Stunden. Wird Gelée royale nach einem schwa-
chen Training geflittert, so ist sowohl das Gedachtnis nach 24 h, sowie nach 48 h signifi-
kant verbessert. Zudem konnte ich durch die Injektion mit dem Transkriptionsblocker
Actinomycin D zeigen, dass diese Gedachtnisverbesserung abhangig von Transkripti-
onsprozessen ist; solche transkriptionsabhdangigen Konsolidierungsprozesse kommen
normalerweise nach einem schwachen Training nicht vor. Dies spricht dafiir, dass die
Wirkung von GR nicht auf einer schnellen Modulation von Signalkaskaden beruht, viel-
mehr scheint GR Einfluss auf Mechanismen auszuliben, die die Genexpression steuern.
Dafiir spricht auch die oben genannte Anderung der Histonacetylierung und -
methylierung, sowie die GR induzierte Minderung der Histondeacetylaseaktivitat.

GR besteht jedoch aus sehr unterschiedlichen Komponenten, die verschiedenste Wirkun-
gen auf die Transkription von Genen haben kénnten. Daher kann man nicht mit Sicher-
heit sagen, dass nur die chromatinmodifizierende Wirkung von GR fiir die unerwartete
Konsolidierung des Gedachtnisses nach schwachem Training verantwortlich ist. So veran-
dert GR z.B. in vitro das Transkriptom von Leberzellen, wobei die Expression mehrerer
Gene verdndert wird, die an der Signaltransduktion, dem Energiemetabolismus und dem
Zellwachstum beteiligt sind (Kamakura et al., 2005). Desweiteren hat GR eine estroge-
nahnliche Wirkung in vivo und in vitro, wobei durch Reportergen-Assays vier Komponen-
ten identifiziert wurden, die estrogenahnlich wirken, u.a. die 10-Hydroxy-2-decensdure
(Suzuki et al., 2008). Estrogen und die Bindung an seine Rezeptoren haben verschiedene
Einflisse auf die Transkription und das Verhalten. So wirken sich Estrogen und seine De-
rivate in Vertebraten auf die Sensorik und das assoziative Lernen aus (Barha et al,,
2010; Leuner et al., 2004), was unter Punkt 5.6 naher erlautert wird. Zudem sind weite-
re hormonelle Eigenschaften des GR bekannt. GR wirkt insulindhnlich bei Vertebraten und
Invertebraten (Kramer et al., 1977; Minstedt et al., 2009 ; Zamami et al., 2008). Insulin
spielt u.a. eine Rolle in der Kastendifferenzierung der Biene (Wheeler et al., 2006). Es
initiiert Gber seine Beteiligung an metabolischen und hormonellen Prozessen Transkripti-
onsprozesse und wirkt sich bei Vertebraten und Invertebraten auf das Lernen, die synap-
tische Plastizitat und das Gedachtnis aus (Huang et al., 2010; Lin et al., 2010). Zusatz-
lich enthalt GR die Pteridine Biopterin und Neopterin. Ersteres dient in Form des Tetra-
hydrobiopterins (BH4) als Cofactor der Stickstoff-Synthasen, letzteres kann die induzier-
bare Stickstoff-Synthase iNOS aktivieren. Bisher ist in der Biene nur eine Stickstoff-
Synthase bekannt, von der man nicht mit Sicherheit sagen kann, ob sie ebenso wie die
humane iNOS induzierbar ist. Dennoch kénnten sowohl Biopterin, als auch Neopterin (-
ber Stickstoff-vermittelte Signalkaskaden Transkriptionsprozesse aktivieren, die sich auf
das Lernen und die Gedachtnisbildung auswirken. Eine Beteiligung der Stickstoff-
Synthasen an Geddachtnisprozessen, vor allem an Langzeitpotenzierung und Langzeitge-
dachtnis ist hinreichend in der Biene und in Vertebraten untersucht worden (Boultadakis
et al., 2009; Dacher et al., 2008; Jich et al., 2009 ; Mueller, 1996; Mutlu et al., 2010).
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Stickstoff-Synthasen

Gelée royale |=— | Histonmodifikationen | === | Transkription | === | Gedéchtnis

N A

Hormonrezeptoren

Abb. 5.1: Schema der GR Wirkung auf das Gedachtnis der Honigbiene

GR verandert Histonmodifikationen, was Uber einen transkriptionsabhdngigen Mechanismus zu einem verbes-
serten Gedachtnis fihren kénnte. Weitere mdgliche GR Effekte waren die Aktivierung von Stickstoff-Synthasen
und hormonahnliche Wirkungen des GR, welche ebenfalls Transkriptionsprozesse beeinflussen kénnten und

daher in der Lage waren, ein transkriptionsabhangiges Gedachtnis zu induzieren.

5.3. Die Bedeutung von Fettsduren fiir die Histonacetylierung und -
methylierung

In zahlreichen in vitro und in vivo Studien sind einige kurzkettige Fettsdauren auf ihre
Wirkung als Histondeacetylaseinhibitoren untersucht worden. Eine HDAC inhibierende
Wirkung wurde flr die Valproinsaure, eine kurzkettige verzweigte Fettsdure, Butyrat, 4-
Phenylbutyrat und deren neu entwickelten Derivate, das AN-9 und (S)-HDAC-42, sowie
die a-Liponsaure (Bolden et al., 2006; Goéttlicher et al., 2001; Lu et al., 2004) gezeigt.
Bisher ist jedoch nichts darliber bekannt, ob auch mittelkettige oder langkettige Fettsau-
ren als HDAC-Inhibitoren dienen kénnen. Da eine Zugabe von 10-HDA die Histondeacety-
laseaktivitat im Bienengehirnhomogenat in vitro signifikant gemindert hat, kénnte dies
einer der ersten Hinweise auf die HDAC inhibierende Wirkung mittelkettiger Fettsduren
sein. In vivo konnte dieser Effekt jedoch nicht bestdtigt werden, da eine Injektion der
Bienen mit 10-HDA, vermutlich wegen der geringen Anzahl an Versuchen, nicht zu einer
signifikanten Anderung der HDAC-Aktivitat gefiihrt hat. Da die Injektion von 10-HDA
zwar zu den gemessenen Zeitpunkten zu einer erhéhten Histonmethylierung (Met-27.3/
H3), aber nicht zu einer erhéhten Histonacetylierung (Ac-18/ H3) gefihrt hat, deutet dies
daraufhin, dass eine Acetylierung entweder zu anderen Zeitpunkten oder an anderen Ly-
sin- oder Argininresten stattgefunden hat, oder andere Zielproteine als das Histon drei
(H3) acetyliert werden. Zu den Auswirkungen von Fettsauren auf die Histonmethylierung
oder den an der Histonmethylierung beteiligten Enzymen, den Histonmethyltransferasen
oder Histondemethylasen, ist kaum etwas bekannt. Eine der wenigen Studien stellt eine
verminderte Transkription des Polycomb group Proteins ,enhancer of zeste homologue 2"

(EZH2) nach Aufnahme einer mehrfach ungesattigten Fettsaure fest (Dimri et al., 2009).
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EZH2 ist eine Histonmethyltransferase, die spezifisch H3:Met-9 und H3:Met-27 methy-
liert, was meist mit einer Transkriptionsinaktivierung einhergeht. Da nach Injektion von
10-HDA die Histontrimethylierung an Lysin 27 signifikant niedriger als in der Kontrolle
war, kénnte 10-HDA ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf Histonmethyltransferasen
ausiuben. Um eine solche Wirkung eindeutig zu zeigen, miussten jedoch weiterfihrende

Tests auf Enzymebene durchgefihrt werden.

5.4 Die Bedeutung von Fettsdauren in Lernen und Gedachtnisbildung

Seit einigen Jahren wird die Bedeutung von Fettsduren in Lern- und Gedachtnisprozessen
diskutiert. Die Publikationen konzentrieren sich dabei meist entweder auf die Wirkung
von einigen kurzkettigen Fettsauren, wie Butyrat, a-Liponsdaure und Valproat, die als
Histondeacetylaseinhibitoren bekannt sind (Federman et al., 2009, Kilgore et al., 2010;
Lattal et al., 2007; Liu et al., 2001; Milgram et al., 2007) und auf die Wirkung von lang-
kettigen, ungesattigten Fettsauren, wobei besonders der Zusammenhang zwischen der
Aufnahme von Omega-3-Fettsduren und Gedachtnis untersucht wird (Fronte et al., 2008;
Morley et al, 2010; Su et al., 2010). Zum Einfluss mittelkettiger Fettsdauren auf das Ler-
nen und die Gedachtnisbildung liegen bisher keine Studien vor. Die einzigen Hinweise auf
eine maogliche Beteiligung von mittelkettigen Fettsdauren an Geddachtnisprozessen sind
wenige Studien, in denen der positive Einfluss von MCT-Fetten, kilinstlich hergestellten
Triglyceriden aus mittelkettigen Fettsauren, auf das Langzeitgedachtnis untersucht wurde
(Pan et al., 2010).

Ein weiterer Hinweis kdnnten meine eigenen Experimente sein, in denen 24 h nach Be-
handlung der Bienen mit der mittelkettigen Fettsdaure 10-HDA eine Gedachtnisverbesse-
rung erzielt wurde. Da die Gabe von 10-HDA Histondeacetylasen hemmt und zu einer
veranderten Histonmethylierung fiihrt und diese Prozesse eine Wirkung auf Lernen und
Gedachtnisbildung ausiben (Gupta et al., 2010; Kilgore et al., 2010; Lattal et al., 2007),
kdnnte die 10-HDA Wirkung darauf zurtckzuflhren sein, dass sie Chromatin modifizie-
rende Enzyme beeinflusst und somit Transkriptionsprozesse beeinflussen kann, die sich

auf Lern- und Gedachtnisprozesse auswirken.

Da sich der Fettmetabolismus der Insekten von dem der Vertebraten in einigen Punkten

unterscheidet, sind jedoch auch andere Wirkmechanismen der 10-HDA denkbar.
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5.5 Der Fettmetabolismus in Insekten

In Insekten werden durch die Erndhrung aufgenommene Fette oder Fettsduren gewothn-
lich in Form von Diacylglycerol (DAG) aus dem Lumen des Mitteldarms zum Fettkérper
transportiert und dort gespeichert. An den Transportmechanismen sind Lipophorine be-
teiligt; dies sind Lipoproteine, die als eine Art Shuttlesytem in der Hdmolymphe fungieren
und nicht internalisiert werden (Canavaso et al., 2001). Diese Lipophorine kénnen jedoch
auch Triacylglycerine, Sterole, Carotinoide und freie Fettsduren transportieren. Eine Frei-
setzung der Fettsduren aus dem Fettkdérper wird hormonell, z.B durch das Adipokineti-
sche Hormon, einem Hormon, das in seiner Funktion dem Glucagon der Vertebraten ent-
spricht (Wicher et al., 2007), reguliert und erfolgt wiederum, im Gegensatz zu Vertebra-
ten, meist nicht als freie Fettsaure, sondern in Form von Diacylglycerin. Nach der Freiset-
zung aus dem Fettkdérper werden DAG, Carotinoide und Fettsauren von Lipophorinen
vermutlich spezifisch zu verschiedenen Organen transportiert und dort von speziellen
Lipophorin-Lipasen abgespalten und in den Zellen aufgenommen, so werden z.B. Caroti-
noide zur Kutikula oder DAG in hohen Mengen zu den Flugmuskeln von Heuschrecken
(Locusta migratoria) (van Heusden et al., 1987) transportiert.

Die assoziativen Lernexperimente zeigen, dass sowohl die Flitterung, als auch die Injek-
tion der 10-HDA zu einem verbesserten Gedachtnis nach 24 h fihrt, wobei das Ergebnis
flr die Fltterung von 10-HDA vermutlich wegen der geringen Anzahl an Experimenten
nicht signifikant ist. Geht man jedoch davon aus, dass es keinen Unterschied zwischen
den beiden Verabreichungsformen gibt, so sind mehrere Transportformen und Wirkme-
chanismen der 10-HDA in Betracht zu ziehen. Zum einen kénnte nach Fitterung von 10-
HDA ein Umbau zu Diacylglycerin im Darm stattfinden, die Fettsdaure kdnnte aber auch in
ihrer urspriinglichen Form weitertransportiert werden. Dabei ware ein Transport zu ver-
schiedenen Organen ebenso wie ein Transport zum Fettkérper moéglich. Die injizierte 10-
HDA kénnte ebenfalls als freie Fettsaure aus der Hdmolymphe zum Fettkdrper transpor-
tiert und zu DAG umgewandelt oder zu verschiedenen Organen transportiert werden. Da
die Bienen aber sowohl zum Zeitpunkt der Fitterung, als auch zum Injektionszeitpunkt
schon mindestens 16 h gehungert haben und auf eine Energiequelle angewiesen sind, ist
eine Speicherung der leicht zuganglichen Fettsdure im Fettkérper eher unwahrscheinlich;
zumal eine Verteilung der, in die Hadmolymphe injizierten 10-HDA, sehr schnell gehen
sollte. Es spricht daher vieles daflir, dass ein direkter Transport zu Zielorganen stattge-
funden hat. In dieser Arbeit habe ich weder untersucht in welche Gewebe die 10-HDA
transportiert wird, noch in welcher Form dieser Transport verlief. Da Lipophorine die Blut-
Hirn-Schranke in Insekten passieren kénnen (Brankatschk et al., 2010), kann man aber
davon ausgehen, dass die 10-HDA oder eventuell entstehendes DAG in alle Organe und

daher auch in Zellen des Gehirns transportiert wird.
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Somit erdffnen sich verschiedene Mdglichkeiten, wie die 10-HDA, oder aus 10-HDA ent-
stehendes DAG die gezeigte Gedachtnisverbesserung induzieren kénnte. DAG ist ein be-
kannter second messenger, der die Proteinkinase C aktiviert, deren Beteiligung an Ge-

dachtnisprozessen bereits bekannt ist (Griinbaum et al., 1998).

5.6 Hormonelle Wirkung der 10-Hydroxy-2-decensaure

Falls die 10-HDA als intakte Fettsdaure durch die Hdmolymphe transportiert wird, so kdnn-
ten ihre Effekte auf einer Bindung an Hormonrezeptoren beruhen, da fir die 10-HDA be-
reits gezeigt wurde, dass sie hormonelle Wirkungen besitzt. So hat sie z.B. eine estroge-
nahnliche Wirkung und kann an Estrogenrezeptoren binden (Suzuki et al., 2008). Derzeit
ist nicht bekannt ob Bienen Estrogenrezeptoren besitzen, flir andere Insektenspezies,
z.B. Termiten, die Seidenspinnerraupe (Bombyx mori L) und die Gemiseeulenraupe (La-
canobia oleracea) wurde dies jedoch gezeigt (Kirkbride-Smith et al., 2001; Roy et al.,
2007; Su et al., 2007). Zudem sind sowohl in D. melanogaster, als auch in Anopheles
gambiae, sowie in Apis mellifera estrogen-related receptors (Err) bekannt (Maglich et al.,
2001; Pubmed gene), die in verschieden Geweben, u.a. Muskelzellen und Gehirn zu fin-
den sind. Die Funktion dieser Rezeptoren vom orphan nuclear receptor Typ wurde noch
nicht vollstandig aufgeklart, da aber gezeigt werden konnte, dass diese den Estrogenre-
zeptoren strukturell dhneln und Estrogene binden kdénnen (Bardet et al., 2006), kdnnten
sie auch eine mogliche Bindestelle fir die 10-HDA darstellen. Seit einiger Zeit wird die
Bedeutung von Estrogenrezeptoren in Lern- und Gedachtnisprozessen immer deutlicher.
Die Gabe von Estrogenen oder seinen Derivaten beeinflusst in Vertebraten sowohl die
Sensorik, das Sozial- und Aggressionsverhalten (Spiteri et al., 2010), als auch das asso-
ziative Lernen, wobei es konzentrationsabhdngige Effekte der Estrogenwirkung im asso-
ziativen Lernen zu geben scheint (Barha et al., 2010: Leuner et al., 2004). Es gibt weni-
ge Untersuchungen zu einer dosisabhdngigen Estrogenwirkung auf die Sensorik, die we-
nigen Studien beschaftigen sich mit dem Schmerzempfinden, wobei die Autoren postulie-
ren, dass ein erhéhter Estrogenspiegel die Wahrnehmung von Schmerz verbessert (Ko-
walczyk et al., 2010). Daher kénnten die von mir gezeigten dosisabhangigen Unterschie-
de in der Zuckerwasserempfindlichkeit der Honigbienen nach 10-HDA Injektion ein weite-
res Indiz fir die estrogendhnliche Wirkung der 10-HDA sein. In Untersuchungen zur Sig-
nalweiterleitung an Estrogenrezeptoren in Vertebraten hat man herausgefunden, dass
durch eine Phospholipase C vermittelte Signalweiterleitung eine Ca®*-Freisetzung in Zel-
len des Nervensystems veranlasst werden kann (Chaban et al., 2004). Zudem kdnnen
Estrogene die Menge an cAMP erhdéhen und so Uber den Transkriptionsfaktor CREB eine
Aktivierung von Genen mit Cre-Element (Aronica et al., 1994; Zhou et al., 1996) bewir-

ken. Beide Signalwege sind flr ihre Beteiligung in Lern- und Gedachtnisprozessen be-
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kannt. So beeinflusst z.B. der PKA/CREB Signalweg sowohl Uber die Phosphorylierung
von Proteinen das Kurzzeitgedachtnis (Klein et al., 1980; Siegelbaum et al., 1982) als
auch Uber Transkriptionsprozesse das Langzeitgedachtnis (Silva et al., 1998), sowie die
Zuckerwasserempfindlichkeit der Biene (Miller, 2006). Eine erhdhte Ca?*-Freisetzung
Uber den PLC-Signalweg kann CamKinasen, die Proteinkinase C oder Stickstoff-
Synthasen aktivieren, die ebenfalls an Lern- und Gedachtnisprozessen beteiligt sein kdn-
nen (Grinbaum und Miiller, 1998; Miiller, 1996; Peters et al., 2003; Wiistenberg et al.,
1998).

Wie oben bereits erwahnt, verbessert die 10-HDA das Gedachtnis 24 h nach einem
schwachen assoziativen Training. Eine solche Trainingsform induziert normalerweise nur
ein kurzfristiges, transkriptionsunabhdngiges Gedachtnis. Da es demnach sehr wahr-
scheinlich ist, dass sich die 10-HDA auf Transkriptionsprozesse auswirkt, habe ich durch
Injektion mit dem Transkriptionsblocker Actinomycin D Uberprift und auch zeigen kon-
nen, dass die Gedachtnisverbesserung 24 h nach 10-HDA Injektion transkriptionsabhdn-
gig ist.

Da die 10-HDA Einfluss auf die Histonmethylierung und auf die HDAC-Aktivitat in vitro
nimmt und Uber eine DAG induzierte Aktivierung von Zielproteinen, z.B. der Proteinkina-
se C, oder Uber eine Bindung von 10-HDA an Rezeptoren, z.B. Estrogenrezeptoren Ein-
fluss auf die Transkription und damit auf die transkriptionsabhdngige Verbesserung des
Geddchtnisses haben kénnte, kann keiner dieser Wirkmechanismen ausgeschlossen wer-
den. In dieser Arbeit konnte daher nicht eindeutig geklart werden, auf welchen Wirkme-
chanismen die Effekte der 10-HDA auf die Histonmethylierung, die HDAC-Inhibition, die
Reizwahrnehmung und das assoziative Lernen beruhen. Wahrscheinlich ist es aber ein
Zusammenspiel unterschiedlicher Wirkungen (Abb. 5.2).

Leider gibt es bisher nur eine Studie, die untersucht, ob es eine Verbindung zwischen
Estrogen related receptors und Acetylierung gibt. In ihr wurde gezeigt, dass ein ERR di-
rekt acetyliert und deacetyliert werden kann, wobei eine Deacetylierung durch die
Histondeacetylasen HDAC 8 und Sirtl zur Erhéhung der ERR vermittelten Transkription
filhren (Wilson et al., 2010). Dabei kdnnte die 10-HDA nicht nur durch die gezeigte nied-
rigere Histonmethylierung H3:Met-27.3, sondern genauso durch eine HDAC-Inhibition
eine eher inhibierende Wirkung auf die Transkription haben. Gleichzeitig ware durch eine
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. CREB, auch eine Transkriptionsaktivie-
rung maéglich. Um eine eindeutige Aussage treffen zu kénnen, missen daher weitere Un-

tersuchungen vorgenommen werden.
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Abb. 5.2: Schema der 10-HDA Wirkung auf das Geddchtnis der Honigbiene

10-HDA mindert die Histondeacetylaseaktivitdt und die Histonmethylierung, was (ber einen transkriptionsab-
hangigen Mechanismus zu einem verbesserten Gedachtnis fiihren kénnte. Ein weiterer mdglicher 10-HDA Effekt
wére die Bindung an Estrogen bindende Rezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren ebenfalls ein transkription-

sabhangiges Gedachtnis induzieren kénnten.

5.7 Nikotinamid in Reizwahrnehmung, Reizprozessierung und nicht-
assoziativem Lernen

Es gibt meinen Recherchen nach bisher keine Verdéffentlichungen zum Einfluss von Sirtui-
ninhibitoren, also auch nicht von Nikotinamid auf Reizwahrnehmung oder -prozessierung.
Daher habe ich zunachst selbst gezeigt, dass nach einer einmaligen Fitterung mit Nikoti-
namid die Zuckerwasserempfindlichkeit bei verschiedenen Saccharosekonzentrationen
und vor allem bei der spateren Trainingskonzentration von 1 M Saccharose unbeeinflusst
bleibt. Zudem habe ich mit den nicht-assoziativen Lernparadigmen der Habituation mit
anschlieBender Dishabituation und der Sensitisierung Uberprift, ob es Unterschiede in
der Reizprozessierung zwischen Nikotinamid behandelten und unbehandelten Kontrolltie-
ren gibt. Dies war nicht der Fall. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine
mehrmalige oder hdher dosierte Gabe von Nikotinamid Auswirkungen auf die Zuckerwas-

serempfindlichkeit, oder nicht-assoziative Lernparadigmen hat.

5.8 Nikotinamid in assoziativem Lernen

Bisherige Veroéffentlichungen zum Einfluss von Histondeacetylaseinhibitoren auf Lernen
und Gedachtnisbildung haben sich in erster Linie mit Hemmstoffen der HDAC-Klassen I
und II beschaftigt. So gibt es verschiedene Hinweise zur Wirkung von TSA, Valproat und
Natriumbutyrat auf die Akquisiton, die Langzeitpotenzierung, die Konditionierung (Angst-
und Wimpernschlagkonditionierung) und die Objekterkennung (Bredy et al, 2008; Fon-
tan-Lozano, 2008; Lattal et al., 2007; Levenson et al. 2004; Vecsey et al., 2004). Unter-
suchungen zu Sirtuinen (HDAC-Klasse III) und deren Inhibitoren auf das Lernen und die
Geddchtnisbildung gibt es kaum. Die wenigen Untersuchungen, die an Vertebraten
durchgefihrt wurden, beschréankten sich zumeist darauf, das Vorhandensein beteiligter

Enzyme in verschiedenen Gehirnstrukturen nachzuweisen, eine neuroprotektive Wirkung
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Zzu zeigen oder den Einfluss verschiedener Sirtuin Inhibitoren oder Aktivatoren auf den
Erhalt kognitiver Leistungsfahigkeit in neurodegenerativen Erkrankungen zu untersuchen
(Abraham et al., 2009; Kumar et al., 2007; Sénmez et al., 2007). Zudem wird in den
meisten Studien im Gegensatz zu meiner eigenen Arbeit Nikotinamid nicht einmalig, son-
dern mehrmalig verfittert oder injiziert.

Eine einmalige Nikotinamidgabe hat keinen Effekt auf das Geddachtnis nach nicht-
assoziativem Lernen ausgelibt, daher ist es méglich, dass NAM sich nicht auf das Lernen
selbst, also auch nicht auf das assoziative Lernen, sondern nur auf die Konsolidierung des
Gedachtnisses auswirkt. Aus diesem Grund habe ich Nikotinamid nach einem starken
Training (Drei-Trial-Training), also nur in der Konsolidierungsphase, gefittert. Diese
Form des Trainings induziert ein lang anhaltendes, starkes Gedachtnis, das bei Honigbie-
nen abhangig von Translations- und Transkriptionsprozessen ist (Wistenberg et al.,
1998; Griinbaum und Miller, 1998). Es zeigte sich, dass eine einmalige Flitterung mit
Nikotinamid in der Konsolidierungsphase zu einem signifikant verbesserten Gedachtnis
nach 2 h und nach 48 h flihrt.

Normalerweise wiirde man erwarten, dass nach einem starken Training das 2 h Gedacht-
nis sich nicht wesentlich vom dritten Trial und dem 24 h Gedachtnis unterscheidet. Be-
trachtet man dieses Experiment genauer, so lasst sich erkennen, dass die Nikotina-
midgruppe nach 2 h tatsachlich nur ein unwesentlich besseres Gedachtnis als nach dem
dritten Trial hat, die Kontrollgruppe hingegen weist ein signifikant niedrigeres Gedachtnis
als im dritten Trial und nach 24 h auf. Eine solch niedrige Gedachtnisleistung der Kon-
trolltiere kann man haufiger beobachten, wenn die Tiere beim Training zu satt sind. Da in
einem starken Training drei CS-US-Paarungen durchgefiihrt werden und die Bienen zu-
dem zusatzlich mit Nikotinamid in 1 M Saccharose geflittert werden und ich bereits ge-
zeigt habe, dass die Wahrnehmung des Zuckerreizes durch Nikotinamid nicht beeinflusst
wird, ware eine mogliche Erkldarung, dass Nikotinamid Einfluss auf den Sattigungszustand
der Tiere nimmt. Ich habe zwar keine Unterschiede in der Zuckerwasserempfindlichkeit
der Bienen bemerken kdnnen, diese haben jedoch weder Uber Nacht gehungert, noch
wurden sie so stark geflttert wie die Versuchstiere in einem starken assoziativen Trai-
ning, so dass eventuelle geringfligige Unterschiede im Sattigungszustand zwischen den
beiden Gruppen hier unbemerkt hatten bleiben kdénnen. Nikotinamid beeinflusst im Ge-
gensatz zu anderen HDAC-Inhibitoren oder -Aktivatoren nicht nur Histondeacetylasen,
sondern besitzt dartber hinaus als Bestandteil der Coenzyme NAD und NADP eine groB3e
physiologische Bedeutung und hat somit eine direkte Wirkung auf den Energiehaushalt
der Zellen. Vorstellbar waren dabei in erster Linie Mechanismen, die auf der Regulation
des Glukosespiegels beruhen, da eine enge Beziehung zwischen Sirtuinen und Blutzu-
ckerspiegel in Saugetieren bereits bekannt ist. So konnte gezeigt werden, dass nach ei-

ner verminderten Kalorienzufuhr in Mdausen die Proteinexpression der Histondeacetylase
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SIRT1 im Hypothalamus und in einzelnen Neuronen, die fir das Blutzuckergleichgewicht
wichtig sind, stark erhéht war (Ramadori et al., 2008). Aktivatoren der Sirtl werden da-
her aktuell auf ihre Wirksamkeit als Mittel zur Bekdmpfung von Insulinresistenz getestet
(Liang et al., 2009), da schon langer eine Beteiligung der SIRT1 im Lipid- und Glukose-
stoffwechsel (Rogers et al., 2007) vermutet wird, was sich teilweise zeigen lieB. So kann
z.B. die Sirtl bei erhdhtem Glukosespiegel die Freisetzung von Insulin aus den Pankreas-
zellen und die Aufnahme von Glukose in insulinsensitive Gewebe férdern, sowie die Glu-
coneogenese steuern (Liang et al., 2009; Rodgers et al., 2005). Bisher sind in der Biene
jedoch nur die Sirtuinhomologe Sirt4,5 und 7 bekannt und ihre Funktion in der Biene
nicht aufgeklart. Die humanen Sirt5 und 7 sind Histondeacetylasen, die humane Sirt4 ist
eine mitochondriale ADP-Ribosyltransferase, ohne HDAC-Funktion, die hauptsachlich in
den Langerhansschen Inseln vorkommt und eine Rolle in der Insulinsekretion zu haben
scheint (Ahuja et al., 2007). Ob die genannten Enzyme der Biene die gleichen Funktionen

haben, ist unklar und einer ndheren Untersuchung wert.

5.9 Transkriptionsabhdngigkeit des Nikotinamid induzierten Gedachtnisses

Es ist nicht anzunehmen, dass sich ein Effekt auf den Glukosespiegel der Versuchstiere
auch auf das 48 h Geddchtnis der Bienen ausgewirkt hat, da man einen solch lang anhal-
tenden Effekt auch nach 24 h beobachten miusste. Hier gab es jedoch keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen den Gruppen. Man kann daher annehmen, dass Nikotinamid
das 48 h Gedachtnis Uber einen anderen Wirkmechanismus beeinflusst als das 2 h Ge-
dachtnis. Normalerweise ist das Gedachtnis der Biene 48 h nach einem starken Training
translationsabhangig und nach drei Tagen transkriptionsabhdngig konsolidiert. Die Gabe
von Substanzen, die sich auf die Genexpression auswirken, kédnnte dazu fiihren, dass ein
verfrihtes transkriptionsabhdngiges Gedachtnis sichtbar wird. Da Nikotinamid in seiner
Funktion als HDAC-Inhibitor die Histonacetylierung erhéht und damit Transkriptionspro-
zesse initiieren kann, kdnnte das verbesserte Gedachtnis 48 h nach Nikotinamid Behand-

lung auf transkriptionsabhangigen Mechanismen beruhen.

Nach einem schwachen Training, welches normalerweise nur ein kurzfristiges transkripti-
onsunabhangiges Gedachtnis induziert, zeigte sich keine Veranderung des 2 h Gedacht-
nisses, aber unerwartet ebenfalls ein verbessertes Gedachtnis nach 48 h. Eine Studie zur
Wirkung der HDAC- Inhibitoren Natriumbutyrat und TSA (Federman et al., 2009) hat ge-
zeigt, dass ein starkes Training in Invertebraten zu einer transient erhdhten Acetylierung
und damit verbunden zu einem verbesserten Gedachtnis fihrt. Ein schwaches Training
nach Behandlung mit TSA und Natriumbutyrat hatte denselben Effekt. Obwohl Nikotina-
mid eine andere Klasse von Histondeacetylasen hemmt, kdnnte der Wirkmechanismus

der gleiche sein. Somit kdnnte Nikotinamid durch seine Fahigkeit HDACs zu hemmen, die
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Acetylierung von Histonen in der Konsolidierungsphase verandern, was in der Regel zu
einer offenen Chromatinstruktur und einer erhdhten Transkription fihrt (Abb. 5.3). Uber
diese erleichterte Transkription koénnte auch nach einem schwachen Training ein
transkriptionsabhangiges Gedachtnis erzeugt werden, was sich auch durch die von mir
gezeigte erhdéhte Histonacetylierung 2 h nach Nikotinamid Fitterung erharten lieBe. Da-
her habe ich durch Injektion mit dem Transkriptionsblocker Actinomycin D bestatigt, dass
ein schwaches Training, verbunden mit einer NAM Behandlung, zu einer transkription-

sabhangigen Gedachtnisverbesserung nach 48 h flihrt.

Dies kénnte bedeuten, dass allein die durch Nikotinamid verursachte Histonacetylierung
flr die transkriptionsabhdngige Konsolidierung eines ansonsten transienten Gedachtnis-
ses (nach schwachem Training) sorgt, bzw. zu einer friheren Konsolidierung eines
transkriptionsabhangigen Gedachtnisses (nach starkem Training) fihrt. Man darf dabei
jedoch zwei Punkte nicht vergessen, zum einen kdénnen Histondeacetylasen auch andere
Nicht-Histon-Proteine deacetylieren und Nikotinamid inhibiert nicht nur Histondeacetyla-
sen, sondern auch andere Enzyme, z.B. Poly [ADP-ribose] Polymerasen. Letztere sind flr
ihre Beteiligung in der Bildung von Langzeitgedachtnissen bekannt (Goldberg et al.,
2009; Sung et al., 2004). Es ist daher anzunehmen, dass die Behandlung mit Nikotina-
mid weitere Signalwege anschaltet, die zu einer erhéhten Transkription flihren kénnen
und/oder sich auf das Lernen und die Konsolidierung des Gelernten auswirken (Abb. 5.3).
Gestltzt wird diese Annahme z.B. durch die Entdeckung, dass die durch Nikotinamid
hemmbaren Sirtuine Sirtl und Sirt2 nicht nur Uber ihre Histondeacetylaseaktivitat Ein-
fluss auf die Transkription nehmen, sondern zusatzlich direkt die Aktivitat verschiedener
Transkriptionsfaktoren steuern kdénnen. Zu ihnen gehéren z.B. HOXA1l0 (Bae et al,,
2004), die RelA/p65 Untereinheit des Transkriptionsfaktors NFkB (Yeung et al., 2004)
und der transkriptionelle Coaktivator p300, der von Sirt2 deacetyliert und damit deakti-
viert wird (Black et al., 2008; Bouras et al., 2005). Sowohl der NFkB Signalweg, als auch
die p300 sind an Lern- und Gedachtnisprozessen beteiligt (Kaltschmidt et al., 2009; Oli-
veira et al., 2007; van der Kooij et al., 2010). Sirtuine sind in der Lage Hormonrezepto-
ren zu regulieren (Fu et al., 2006; Wilson et al., 2010). Zudem gibt es Hinweise darauf,
dass bestimmte Histondeacetylasen, u.a. auch die Sirt2, Tubulin deacetylieren kénnen
(North et al., 2003), was letztlich zu einem schnelleren Transport neu synthetisierter Pro-
teine in Neuronen und damit zu einer verbesserten Konsolidierung fihren kdnnte. Man
kann daher nicht mit Bestimmtheit sagen, dass die Konsolidierung des Gedachtnisses

nach Behandlung mit Nikotinamid allein von histonmodifizierenden Prozessen abhangt.
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Abb. 5.3: Schema der NAM Wirkung auf die Gedachtniskonsolidierung
Nikotinamid hemmt Sirtuine und kénnte Uber eine verminderte Histondeacetylierung Transkriptionsprozesse
erleichtern, was zu einer Gedachtniskonsolidierung fithren kdnnte. Weitere mdgliche NAM Effekte waren eine

verminderte Deacetylierung von Nicht-Histon-Proteinen und die Hemmung von Poly[ADP-ribose] Polymerasen.

5.10 Fazit

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Gelée royale die Aktivitdt von Histondeace-
tylasen verandert, Einfluss auf Histonmodifikationen nimmt und ob es sich auf die Reiz-
wahrnehmung und das assoziative und nicht-assoziative Lernen der Honigbiene auswirkt.
Da Gelée royale eine Mischung unterschiedlichster Substanzen darstellt, stellte sich des
Weiteren die Frage, ob sich Einzelsubstanzen identifizieren lassen, die fiir diese Wirkun-
gen verantwortlich sind.

Weder Gelée royale, noch Nikotinamid, noch 10-HDA wirken sich in den verwendeten
Konzentrationen auf die Zuckerwasserempfindlichkeit oder das nicht-assoziative Lernen
aus. Nach assoziativem Lernen verbessert Gelée royale das Gedachtnis 24 h und 48 h
nach schwachem Training in einem transkriptionsabhdangigen Mechanismus. Die beiden
untersuchten Substanzen 10-HDA und Nikotinamid verbessern das Gedachtnis nach
schwachem Training ebenfalls transkriptionsabhangig, 10-HDA wirkt sich nach 24 h, Ni-
kotinamid nach 48 h aus. Nach einem starken Training zeigen sich nur nach 48 h Effekte
bei GR behandelten Tieren und NAM behandelten Tieren. In der mit NAM behandelten
Gruppe zusatzlich noch nach 2 h. Ein Drei-Trial Training mit 10-HDA wurde nicht durch-
gefuhrt. Daher kdénnte es sein, dass sich die (chromatinmodifizierenden) Wirkungen von
10-HDA und Nikotinamid auf das transkriptionsabhdngige assoziative Lernen im GR ad-
dieren (Abb. 5.4). Um dies zweifelsfrei bestatigen zu kénnen, missten jedoch noch wei-
tere Versuche durchgeflihrt werden, in denen Versuchstiere mit 10-HDA und NAM zu-
sammen behandelt werden, bzw. eine Gelée royale Fraktion ohne Nikotinamid und 10-
HDA verflttert wird.
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Abb. 5.4: Schema zur Wirkung von Gelée royale, NAM und 10-HDA auf das assoziative Lernen
Obiges Schema zeigt die Gedachtnisverbesserung der untersuchten Substanzen GR, NAM und 10-HDA nach
assoziativem Lernen. Die farbigen Pfeile stellen die erzielte Gedachtnisverbesserung im Vergleich zu den jewei-

ligen Kontrollgruppen dar und veranschaulichen eine mégliche additive Wirkung von 10-HDA und NAM.

Sowohl GR, als auch NAM und 10-HDA haben eine chromatinmodifizierende Wirkung und
mindern die Deacetylaseaktivitat in vitro. Dabei sind die jeweiligen Modifikationen an den
untersuchten Aminosaureresten, AC-18/ H3, Met-4.1/ H3 und Met-27.3/ H3 nach Be-
handlung mit den genannten Substanzen sehr unterschiedlich und kénnen nicht allein mit
einer additiven oder konkurrierenden Wirkung von NAM und 10-HDA erklart werden. Da-
her kann man die Gesamtwirkung von Gelée royale auf Histonmodifikationen nicht ganz-
lich auf die untersuchten Einzelsubstanzen Nikotinamid und 10-HDA zurlckfihren. Dies
bedeutet, dass es weitere Substanzen in Gelée royale geben muss, die eine Wirkung auf
Histonmodifikationen, bzw. histonmodifizierende Enzyme haben. Dabei kénnten sowohl
Folsdure, als auch Vitamin B12 als wichtige Faktoren zur Bereitstellung von Methylgrup-
pen eine Rolle spielen. Zudem wurde kirzlich ein weiterer HDAC-Inhibitor in Gelée royale
entdeckt, das Phenylbutyrat. Es gibt dazu aber bisher keine Publikation, sondern lediglich
einen Posterabstract (Burzynski et al., 2008). In Anbetracht der Tatsache, dass bis heute
weder die Funktionsweise des GR, noch seine Gesamtzusammensetzung vollstandig auf-
geklart sind, kénnte es auBerdem bisher noch nicht untersuchte, bzw. unbekannte Sub-

stanzen geben, die chromatinmodifizierend wirken.
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6. Zusammenfassung

Arbeiterbienen und Koéniginnen haben unterschiedliche Transkriptionsmuster und physio-
logische Eigenschaften. Da dies durch chromatinmodifizierende Prozesse verursacht wer-
den kdénnte und die Kdniginnenentwicklung von einer Fltterung mit Gelée royale (GR)
abhangt, habe ich in meiner Dissertation die Frage bearbeitet, ob GR Effekte auf die
Chromatinstruktur hat.

Mit biochemischen, immunologischen und verhaltensanalytischen Techniken habe ich an
der Honigbiene gezeigt, dass GR die Aktivitdt von Histondeacetylasen (HDACS) in vitro
beeinflusst und Histonacetylierungs- und Histonmethylierungsmuster im Gehirn veran-
dert. Da solche Histonmodifikationen auch Lern- und Gedachtnisprozesse beeinflussen,
habe ich die Wirkung von GR in Verhaltensexperimenten untersucht. Dabei zeigte sich,
dass GR spezifisch und transkriptionsabhdngig die Konsolidierung des appetitiven Ge-
dachtnisses nach 24 h und 48 h verbessert. Diese Wirkung kann durch Nikotinamid
(NAM) und die 10-Hydroxy-2-decensaure (10-HDA), zwei in GR enthaltenen Substanzen,
erklart werden. Wahrend 10-HDA spezifisch das Gedachtnis nach 24 h verbessert, erhéht
NAM spezifisch das Gedachtnis nach 48 h. Sowohl NAM als auch 10-HDA inhibieren
HDACs in vitro und fihren zu veranderten Histonmodifikationen im Gehirn. Im Vergleich
zu GR fihren NAM und 10-HDA jedoch zu unterschiedlichen Acetylierungs- und Methylie-
rungsmustern. Deshalb ist anzunehmen, dass es weitere Inhaltsstoffe in GR gibt, die sich
auf Enzyme auswirken, die fir Histonmodifikationen verantwortlich sind. Zusammenfas-
send zeigen meine Ergebnisse erstmals, dass GR selbst und einzelne Substanzen in GR
auf Enzyme wirken, die an der Modifikation der Chromatinstruktur beteiligt sind und da-

bei physiologische Prozesse wie die Gedachtnisbildung beeinflussen.
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7.Summary (Zusammenfassung in englischer Sprache)

Workerbees and queens exhibit different transcription pattern and physiology. Since this
is may caused by chromatin modifying processes and due to the fact that queen devel-
opment is induced by feeding of royal jelly (RJ), I addressed the question whether RJ]
impacts chromatin structure. Using biochemical, immunological, and behavioural tech-
niques I demonstrated that R] affects the activity of histon deacetylases (HDACS) in vitro
and changes the acetylation and methylation pattern of histones in the brain of honey-
bees. Since such changes affect learning and memory, I tested the effects of RJ on be-
haviour. The results show that R] specifically facilitates consolidation of associative appe-
titive memory at 24 h and 48 h in a transcription dependent manner. The latter effect
can be explained by the additive action of nicotinamide (NAM) and 10-hydroxy-2-
decenoic acid (10-HDA), two ingredients of R]. While 10-HDA specifically improves mem-
ory tested at 24 h, NAM enhances memory at 48 h in a transcription dependent manner.
Both, NAM and 10-HDA inhibit HDACs in vitro and influence histone modifications in the
brain. As compared to RJ however, NAM and 10-HDA have different effects on the his-
tone acetylation and methylation pattern in the brain. This argues for the existence of
additonal substances able to act on the machinery that modifies the chromatin structure.
Taken together, my results provide first evidence that R] and distinct substances in RJ]
act on enzymes involved in the modification of chromatin structure and thus affect

physiological processes like memory formation.
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