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Ziel. Das Ziel dieser Masterarbeit bestand in der Untersuchung des mitochondrialen Ein-
flusses auf die Duftantwort olfaktorischer sensorischer Neurone (OSNs) von Drosophila
melanogaster (DM). Diesbeziiglich sollte die Modifizierung von Proteinkomplexen erfolgen, die
in den Ca?*-Import (mitochondrialer Ca?*-Uniporter (mCU)) und Ca?*-Export (mitochondriale
Permeabilitatstransitionspore (mPTP)) in OSNs eingebunden sind (Zoratti et al., 1995).

Material und Methode. Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um ein prospektives,
experimentelles, bivariates, kontrolliertes und offenes Studiendesign. Es erfolgten Antennen-
praparationen bei DM, gemaR Mukunda et al. (2014), die den genetisch kodierten Ca?*-
Indikator ,GCaMP6f“ (Nakai et al., 2001) in Orco-exprimierenden OSNs aufwiesen. Im An-
schluss wurden ex-vivo fluoreszenzoptische Messungen mittels Ca?*-Imaging durchgefiihrt.
Wahrenddessen erfolgte, je nach Messreihe, die Applikation diverser Pharmaka nach 100 s
und des Agonisten VUAAL1 (100 uM) nach 200 s. Als Kontrollgruppe dienten Antennen-
praparationen, die mit DMSO (100 uM) und VUUAL in Kontakt gebracht wurden.

Ergebnisse. Die Unterschiede, die die Maxima der prozentualen Anderung der Fluoreszenz-
intensitat (AF/Fo) in OSNs zwischen der Kontrollgruppe und der jeweiligen Messreihe fir den
mCU-Aktivator Spermin (10 uM), den mCU-Inhibitor RU360 (5 uM) sowie den mPTP-Aktivator
Auranofin (25 uM) zeigen, sind signifikant. Im Fall des mPTP-Inhibitors ABT-737 (100 nM) ist

kein signifikanter Unterschied der max. AF/Fo zur Kontrollgruppe ermittelbar.

Schlussfolgerungen. Hiermit liegen erste Nachweise dafir vor, dass die pharmakologische
Modulation des mCU oder der mPTP zu einer veranderten Duftantwort der OSNs von DM

fuhrt. Jedoch bedarf es weiterer Tests mit anderen Modulatoren und ggf. grof3erer Fallzahl.

Schlisselwérter. Drosophila, GCaMP, Ca?*-Imaging, olfaktorische sensorische Neurone, mitochondrialer

Ca?*-Uniporter, mitochondriale Permeabilitatstransitionspore, VUAA1, Spermin, Auranofin, RU360, ABT-737
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Purpose. The aim of this master thesis was to investigate the effect of mitochondria on the
odor response of olfactory sensory neurons (OSNs) of Drosophila melanogaster (DM). In this
regard, modification of protein complexes involved in Ca2*-import (mitochondrial Ca?*-uniporter
(mCU)) and Ca?-export (mitochondrial permeability transition pore (mPTP)) should be
performed (Zoratti et al., 1995).

Methods. The present study has a prospective, experimental, bivariate, controlled and open
study design. Antenna preparations in DM have been used, according to the method of
Mukunda et al. (2014), who had the genetically encoded Ca?*-indicator "GCaMP6f" (Nakai et
al.,, 2001) in Orco-expressing OSNs. Subsequently, ex vivo fluorescence-optical
measurements were performed by Ca?*-imaging. In the meantime started, depending on the
measurement series, the application of various pharmaceuticals after 100 s and of the agonist
VUAAL (100 uM) after 200 s. As a control group antenna preparations were used, which were
brought into contact with DMSO (100 uM) and VUUAL.

Results. There are significant differences between the maxima of the percentage change of
fluorescence intensity (AF/Fo) in OSNs between the control group and the respective
measurement series for the mCU activator Spermine (10 yM), the mCU inhibitor RU360 (5
puM) and the mPTP activator Auranofin (25 yM). In the case of the mPTP inhibitor ABT-737

(100 nM) is no significant difference of the max. AF/F, to the control group detectable.

Conclusion. These are the first evidences that the pharmacological modulation of the mCU
or the mPTP leads to an altered odor response of the OSNs of DM. However, further tests with

other modulators and possibly larger numbers of cases are required.

Keywords. Drosophila, GCaMP, Ca?*-imaging, olfactory sensory neurons, mitochondrial Ca?*-uniporter,

mitochondrial permeability transition pore, VUAAL, Spermine, Auranofin, RU360, ABT-737
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1 Einleitung

Die meisten Organismen weisen die Fahigkeit auf, chemische Substanzen in ihrer Umwelt zu
erkennen. Der Uberbegriff fiir diese Fahigkeit lautet Chemorezeption (Menco et al., 2004).
Hierbei steht die einfachste Form Einzellern sowie niederen Organismen zum Auffinden von
Nahrungsquellen und der Meidung schadlicher Umweltbedingungen zur Verfiigung (Menco et
al., 2004). Laut Farbman (1992) findet in Bezug auf ihre funktionalen Unterschiede eine
Unterteilung in Gustation und Olfaktion statt. Hiermit ist die Wahrnehmung von Geschmack
und Geruch gemeint (Menco et al., 2004).

Fur die Aufnahme eines Geschmacks- oder Duftreizes bedarf es Rezeptoren, die von
Neuronen exprimiert und in die Dendritenmembran eingebaut sind (Azevedo et al., 2009). Der
Aufgabe und Funktion von Nervenzellen liegen prinzipiellen Mechanismen und Bausteine
zugrunde (Schmidt et al., 2000). Dabei ist es irrelevant, ob diese aus dem Gehirn des Homo
sapiens oder aus dem Ganglienbindel eines ,primitiven* Tieres stammen (Schmidt et al.,
2000). Denn auf Ebene der Proteine, die fir den ordnungsgemalfen Ablauf der Erregungs-
weiterleitung verantwortlich sind, ist ein hohes MalR an Konservierung und Homologie
vorhanden (Schmidt et al., 2000). Die Regulierung der neuronalen Reaktion, geman dem Fluss
der sensorischen Eingabe, bildet die Grundlage fur Lernen und Gedachtnis (Schmidt et al.,
2000). Ein Neuron erzeugt als Antwort auf einen Stimulus elektrische Signale, die auf das
Axon weitergeleitet und abschlieend auf ein weiteres Neuron oder auf ein Erfolgsorgan
Ubertragen werden (Azevedo et al., 2009). Diese Art der Reizweiterleitung ist notwendig, um
eine angemessene Verhaltensreaktion eines Organismus zu organisieren (Schmidt et al.,
2000). Die Erforschung und Entschliisselung der einzelnen Ablaufe und Mechanismen ist eine
Aufgabe der Neurobiologie (Triebel, 2018).

Als Modellorganismen kommen hierbei verschiedenste Insekten zum Einsatz. Neben der
Neurobiologie stehen sie auch in zahlreichen anderen Forschungsgebieten im Mittelpunkt.
Unter anderem wird bei ihnen die Wahrnehmung der Helligkeitsverteilung (Schlieper, 1928)
oder auch die akustische Kommunikation (Szabo und Huber, 1970) erforscht. Des Weiteren
stehen ihre Erndhrung (Zoebelein, 1956) und die damit verbundenen Uberlebensstrategien
(Shukla et al., 2018) als Grundlage fur biologische Verhaltensweisen zur Verfiigung. Ebenso
weckten unkonventionelle Experimente, wie Kopftransplantationen (Finkler, 1923), bereits den
Forschergeist. Insekten dienen aber auch als Vorbild fur technische Losungsansatze, wobei
beispielsweise deren Flugverhalten (Remund et al., 1975) untersucht wurde. Des Weiteren
kénnen sie in Form tierischer Eiweililieferanten als eine kostenginstige alternative Nahrungs-
quelle dienen (Dettner und Peters, 2010). Diese Uberlegung ist besonders wichtig, da

gewobhnliche Nutztiere eine weitaus schlechtere CO»-Umwelt-Bilanz liefern (Piater, 2012).



Nicht zu unterschatzen sind die positiven als auch negativen Aspekte, die Insekten in
okonomischer und 6kologischer Hinsicht zuzuschreiben sind. Ohne die Bestaubung von
Kulturpflanzen (Kugler, 1972) kénnten Hungersnéte auftreten, der Artenreichtum an Flora und
Fauna abnehmen und hohe Personalkosten fir die manuelle Bestaubung von z.B. Obst-
baumen entstiinden (Weber, 2018). Somit ist die Erforschung des Insektensterbens (Wégele,
2018) von immenser Notwendigkeit. Des Weiteren verursachen Schadinsekten hdhe
volkswirtschaftliche Kosten, weshalb Insekten als Schadlinge (Wohlgemuth, 1989) und deren
Resistenzen gegeniber Insektiziden (Langenbuch, 1954) und deren Geruchsverhalten
(Wicher, 2015) genauer untersucht werden.

Das wohl bekannteste Insekt, dass seinen Siegeszug als wissenschaftliches Untersuchungs-
tier Anfang des 20. Jahrhunderts antrat, ist die Fruchtfliege Drosophila melanogaster und
deren verschiedene Arten (Castle et al., 1906). Die Vorteile der Fruchtfliege, gegenuber
anderen Versuchstieren, liegen in ihrer kurzen Generationsdauer. Hinzu kommen die leichten
und kostenginstigen Aufzuchts- und Lebensbedingungen, sowie eine groRen Nachkommen-
schaft (Janning und Knust, 2004). Neurobiologisch betrachtet, besteht auRerdem ein Vorteil
darin, dass sie trotz der Komplexitdt des Nervensystems eine Uberschaubare Anzahl von
Nervenzellen aufweist (Janning und Knust, 2004). Durch moderne molekulargenetische
Methoden ist es mittlerweile gelungen, gezielte Mutagenese (Ballinger und Benzer, 1989;
Kaiser und Goodwin, 1990), Keimbahntransformationen (Spradling und Rubin, 1982) oder die
gezielte Expression von Transgenen (O'Kane und Gehring, 1987) zu erwirken. Dadurch war
die Erforschung von Gehirnprozessen (Quinn et al., 1974; Schwaerzel et al, 2002) mdglich
und wertvolle Beitrage bei der Grundlagenforschung im Bereich menschlicher Krankheiten
(Auluck et al., 2002; Marsh und Thompson, 2004) erfolgten.

Bezlglich des Duftverhaltens konnte bei Drosophila nachgewiesen werden, dass auch noch
geringste Mengen relevanter Duftstoffe (Mukunda et al., 2016) ausreichen, um z.B. Nahrung,
Artgenossen oder Feinde wahrzunehmen und eine Duftorientierung (Steiner, 1953) zu
gewabhrleisten. In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass die Erkennung von
Duftstoffen durch ,Riechhaare auf den Antennen von Drosophila chemosensorische
Funktionseinheiten mit einer speziellen molekularen Ausstattung sind (Sachse und Krieger,
2011). Sie enthalten verschiedene Bindungsproteine, die Duftstoffe zu spezifischen
Rezeptoren in der dendritischen Membran der Riechsinneszellen transferieren (Sachse und
Krieger, 2011). Die Bindung eines Duftstoffs an das Rezeptorprotein initiiert ionotrope und /
oder metabotrope Mechanismen (Sachse und Krieger, 2011). Derartige ionotrope Geruchs-

rezeptoren (ORs) lassen unteranderem Ca?* passieren (Wicher, 2015).



Mithilfe genetisch veranderter Fliegen (Shigekazu et al., 2011) und des Ca?*-Imagings ist eine
direkte Messung derartiger dynamischer Kalziumflisse in lebenden Neuronen und
neuronalem Gewebe moglich (Stosiek et al., 2003). Wahrend der Aktivierung von ORs kommt
es zu einem intrazellularem Ca?*-Anstieg in olfaktorisch sensorischen Neuronen (Wicher,
2015). In diese Homoostase-Regulierung sind auch Mitochondrien eingebunden (Xie et al.,
2017). Sie dienen, wie das endoplasmatische Retikulum, als Ca?*-Speicher und stehen in
gegenseitigen Wechselwirkungen zueinander (Hoppe, 2010). Bei Insekten kann eine kurze
Exposition gegenlber Sexualpheromonen zu einer kurzzeitigen, als auch langfristigen
Steigerung der Empfindlichkeit von ORs in Bezug auf derartige Pheromone fuihren (Anderson
etal., 2007). Fur Saugetieren wurde berichtet, dass die durch Mitochondrien gesteuerte Ca?*-
Mobilisierung eine Schlisselrolle bei der Aufrechterhaltung des breiten dynamischen
Antwortbereichs und der Empfindlichkeit von OSNs spielt (Fluegge et al., 2012). Hinsichtlich
der Sensitisierung von ORs bei Insekten ist die Beteiligung der Mitochondrien bisher ungeklart
(Mukunda et al., 2016) und wirft offene Fragen auf.

2 Zielstellung

Das Ziel dieser Masterarbeit bestand darin, den Einfluss der Mitochondrien auf die Duftantwort

olfaktorischer sensorischer Neurone (OSNSs) von Drosophila melanogaster zu untersuchen.

Hierflr bestand eine erste Notwendigkeit darin, Stoffgemische fachgerecht herzustellen und

anwenden zu konnen.

Des Weiteren sollte das Erlernen der Antennenpréparationen bei Drosophila melanogaster (s.

Kapitel 4.3.1) einen Grof3teil der Tatigkeiten einnehmen.

AnschlieRend daran, mussten Ca?*-Imaging-Experimente (s. Kapitel 4.3.2) unter der Ver-
wendung eines hochauflésenden Mikroskops und einer Videoeinheit durchgefiihrt werden.
Hierbei sollte die pharmakologische Modifizierung von Proteinkomplexen erfolgen, die in den
Ca?*-lmport und den Ca?"-Export in OSNs eingebunden sind. Mit Modifizierung ist die
Hemmung bzw. Aktivierung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters (mCU), zustandig fur Ca?*-
Import (Kapitel 3.5), oder der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore (MPTP),

zustandig fur Ca2*-Export (s. Kapitel 3.5), in OSNs von Drosophila melanogaster gemeint.

Die ggf. hierbei auftauchenden Anderungen der Reaktionen; die im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe auftraten; sollten beobachtet, dokumentiert und statistisch ausgewertet

werden.



3 Wissenschaftlicher Hintergrund

3.1 Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster als Modellorganismus

Der Siegeszug der Fruchtfliege als wissenschaftliches Untersuchungstier geschah nach ersten
Publikationen von Castle et al. (1906), der verschiedene Drosophila-Arten als Versuchstiere
in diversen Forschungsvorhaben nutzte. Ein endgiltigen Durchbruch als genetischer
Modellorganismus stellte sich mit Hilfe von Untersuchungen zur Chromosomenvererbung

durch Morgan (1910) an der Columbia University ein.

Andere Bezeichnungen fir die Drosophila melanogaster sind ,Kleine Taufliege®, ,Kleine
Obstfliege” (oft auch ,Kleine Fruchtfliege®) oder ,Kleine Essigfliege“. Sie ist ca. 2 — 3 mm grol3
und weil3t eine braune bis gelbliche Farbung auf. lIhre Eier legt sie an garendem Obst ab. Den
Namen ,Taufliege* verdankt sie dem Umstand, dass die Larven mit Vorliebe in den friihen
Morgenstunden schliipfen. Dieses Verhalten wirkt sich arterhaltend aus, da die noch nicht
gehartete Cuticula in den hei3en Mittagsstunden zum Tod durch Austrocknen fithren kénnte.
Werden Drosophila-Populationen unter konstanten auf3eren Bedingungen (25 °C Umgebungs-
temperatur) gehalten, dann schlipfen die Individuen aus ihren Puppenhdillen in synchronen
Schiiben etwa alle 24 Stunden (s. Abb. 1), (Janning und Knust, 2004).

Mannchen Weibchen

” ok . [H]
L

~

A\ Embryo-
1 genese
1Tag \\

P : =
ulfpe Lebenszyklus ay , 1. Larven-
(alt) von \! X i
. \\ 4 |stadium
Drosophila melanogaster 1 713g | .
4 Tage Hautung .._ i
/ ’J A
Metamor- \ /& 3 tarven]
phose / stadium

Puppe (jung)z g

. 3. Larvenstadium ‘

Abb. 1: Lebenszyklus von Drosophila (Janning und Knust, 2004)



In Abb. 1 ist der Lebenszyklus einer Taufliege, sowie die Unterscheidung zwischen einem
mannlichen und weiblichen Tier dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Dauer von der
Eiablage bis zum Schlupf aus der Puppe ca. zehn Tage betréagt. Eine Fortpflanzungsfahigkeit
besteht bereits 24 Stunden nach dem Schlupf. Insgesamt kann ein Alter von zwei bis acht
Wochen, je nach Umgebungsvoraussetzungen, erreicht werden (Janning und Knust, 2004).
Neben diesem Vorteil der kurzen Generationsdauer (s. Abb. 1), kommen die leichten und
kostenguinstigen Aufzuchts- und Lebensbedingungen, sowie eine groRe Nachkommenschaft
(ca. 400 Nachkommen pro Paar und Eiablage) hinzu.

3.1.1 Anatomie der auReren primaren olfaktorischen Sinnesorgane der Fruchtfliege

Wie in A gezeigt, verfligt die Taufliege tUber zwei paarweise angeordnete Geruchsorgane, die
sich in Antennen und Maxillarpalpen unterscheiden lassen. Die Antennen bestehen aus drei
Teilabschnitten (s. B). Hierbei dient das 2. Segment als Halterung der Antenne am Fliegenkopf.
Die Arista weist akustische und mechanosensorische Funktionen auf (Kettler, 2003). Ebenso,
wie die Maxillarpalpen (s. B), dient das dritte Segment der Antennen der Mechanosensorik
und Olfaktorik (Kettler, 2003). Das heil3t, dass in diesem Bereich die eigentliche

Geruchsverarbeitung beginnt.
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Abb. 2: Anatomie der aul3eren primaren olfaktorischen Sinnesorgane der Fruchtfliege

A) Geruchsorgane sind die Antennen und die Maxillarpalpen.

B) Die Olfaktorik geschieht Uber das 3. Segment der Antennen und Maxillarpalpen. Diese
Organe sind mit Sinneshaaren (Sensillen) ausgestattet.

C) Jedes Sensillum enthalt bis zu vier olfaktorische sensorische Neuronen (OSNs). Die
Reizweiterleitung erfolgt von der sensorischen Zilie tiber den Dendrit und das Soma der
OSN, weiter Giber das Axon, das zu einem olfaktorischen Glomerulus im Antennenlappen
projiziert.

Es gibt drei Arten von Sensillen, wobei auf den Maxillarpalpen nur basikonische Sensillen

vorkommen.

(Anlehnung an Kaupp, 2010)



Beide Organe sind mit Sinneshaaren bedeckt, die Sensillen (s. B) genannt werden. In jedem
Sensillum (s. C) befinden sich bis zu vier olfaktorische sensorische Neuronen (OSNSs), (Kaupp,
2010). Insekten-OSNs sind den Wirbeltier-OSNs morphologisch @hnlich. Aus solch einem
bipolaren Neuron entspringt ein einzelnes Basalaxon, das anschlieend zu einem
olfaktorischen Glomerulus im Antennenlappen projiziert (Kaupp, 2010). An seiner apikalen
Seite fuhrt das OSN zu einem einzigen dendritischen Prozess, von dem sich sensorische Zilien

in den Schaft des Sensillums erstrecken (Kaupp, 2010).

Bezuglich ihrer Morphologie und chemischer Zusammensetzung, kdnnen die auf der Antenne
vorkommenden Sensillen in grof3e und kleine basikonische Sensillen, in coelokonische und
trichoide Sensillen (s. B, unten) eingeteilt werden. Des Weiteren sind nach Ausfiihrungen von
Itoh et al. (1991) auch basikonisch-artige Sensillen, gefurchte Sensillen und Sensillen mit
stumpfen Spitzen bekannt (Kettler, 2003).

Insgesamt gibt es ungefahr 1.200 OSNs pro Antenne. Die Maxillarpalpen zeichnen sich, im
Vergleich zu den Antennen, durch einen einfacheren Aufbau aus. Deren Oberflache wird nur

von basikonischen Sensillen abgedeckt, die jeweils zwei OSNs beherbergen (Kaupp, 2010).

3.2 Aufnahme und Weiterleitung einer Geruchsinformation bei Insekten

Im Allgemeinen erzeugt die Chemorezeption eine innere Reprasentation der Au3enwelt, in der
eine nahezu unendliche Vielfalt verschiedener Molekile vorkommen. Flichtige Molekiile
werden durch olfaktorische Rezeptoren detektiert, wahrend in Lésung befindliche Molekule

durch gustatorische Rezeptoren (GRs) wahrgenommen werden (Wicher, 2015).

Olfaktorische Rezeptoren werden durch olfaktorische sensorische Neuronen (OSNSs)
exprimiert (s. C). Wie schon aus ersichtlich wurde, befinden sich diese Sinneszellen in den
Antennen (s. auch Abb. 3A) und den Maxillarpalpen (Wicher, 2015). Ausgehend von den mit
Sensillen besetzen Antennen (s. und Abb. 3A/B) zeigt die folgende Abb. 3 den Weg und die
Verarbeitung eines einzelnen Geruchsmolekils Schritt fur Schritt auf (Wicher, 2015). Hat ein
Geruchsmolekl ein Sensillum erreicht, muss es durch dessen mit Poren (s. C und Abb. 3D)
versehene Oberflache hindurch wandern (Wicher, 2015). Im Inneren eines Sensillums
angekommen, gelangt das Geruchsmolekil an die Dendriten der OSNs (s. Abb. 3E). Diese
Dendriten weisen heterodimere Geruchsrezeptoren (ORS) in deren dendritischen Membran (s.

Abb. 3F) auf, an die das Geruchsmolekil gebunden werden kann (Wicher, 2015).



Abb. 3: Weg eines Geruchsmolekils aus der auReren Umgebung zum Riechrezeptor

1. Geruchsmolekuile (symbolisiert durch rote Kugeln) n&hern sich dem Insekt (A).

2. Geruchsmolekiil erreicht Antenne (B) und setzt sich 3. auf Sensillum (C) nieder.

4. Geruchsmolekil gelangt durch Pore (D) in Sensillum.

5. Geruchsmolekil kommt im Inneren des Sensillums an, wo die Dendriten (E) von olfaktor-
ischen sensorischen Neuronen (OSN) lokalisiert sind.

6. Bindung des Geruchsmolekils an heterodimere Geruchsrezeptoren (ORs), die in der

dendritischen Membran (F) enthalten sind.

(Wicher, 2015)

Der Duftmolekultransfer, insbesondere fiir hydrophobe Verbindungen, wird durch geruchs-
spezifische Bindungsproteine (engl. odorant-binding proteins (OBPs), s. Abb. 7) oder Phero-
mon-Bindungsproteine (engl. pheromone-binding proteins (PBPs), s. Abb. 8) erleichtert
(Wicher, 2015). Die Axone der OSNs ziehen zum Antennenlappen, der die erste zentrale
Nervenverarbeitungseinheit fiir Geruchsinformationen darstellt. Bei Saugetieren geschieht die
Geruchsreizweiterleitung Uber den Riechkolben bis hin zum priméren olfaktorischen Cortex.

Eine dhnliche glomerulare Unterstruktur weist auch der Antennallobus auf (Wicher, 2015).

Die Axone aller OSNs, die einen spezifischen Rezeptor exprimieren, konvergieren in einem
Glomerulus. Dort werden Synapsen mit Projektionsneuronen gebildet, die die Informationen
anschlieend in hohere Gehirnzentren uUbertragen (Wicher, 2015). Hierzu zahlen die Pilz-

korper und das laterale Horn. Innerhalb des Antennenlappens sind lokale Interneurone an der



Verarbeitung von Geruchsinformationen beteiligt, die beispielsweise durch Verknipfung
verschiedener Glomeruli fur die kombinatorische Geruchscodierung verantwortlich sind
(Wicher, 2015). Laut Studien (z.B. Hallem et al., 2006) existiert fir Drosophila ein umfassendes
Wissen Uber die Geruchsspezifitat von Rezeptoren (Wicher, 2015). In besonderen Fallen
initiiert die Rezeptorstimulation angeborene Verhaltensreaktionen, wie Anziehung und
Abneigung. So l6st beispielsweise das von bestimmten toxinproduzierenden Bakterien und
Pilzen gebildete Geosmin bei Fliegen eine Vermeidungsreaktion aus, da es als ein Gefahren-
signal erkannt wird (Wicher, 2015). Des Weiteren reichen Insekten, wie z.B. Motten, nur ein
paar wenige Pheromonmolekiile in deren Umgebung aus, um sie dennoch zu detektieren
(Wicher, 2015). Diese Sensibilitat der Geruchwahrnehmung im Reich der Insekten wirft die
Frage auf, wie diese sensorischen Mechanismen organisiert sind (Wicher, 2015). Ein
naheliegender Weg, die olfaktorische Auflésung zu verbessern, besteht darin die Oberflache
des aufnahmefahigen Bereichs zu vergroRern (Wicher, 2015). Dies ist unteranderem an der
Vielzahl von Formen und Grdl3en von Insektenantennen zu erkennen (Hansson et al., 2011).
Die physikalische Grenze der Genauigkeit bei der Bestimmung der Konzentration von
Geruchsmolekiilen, auch als Berg-Purcell-Grenze bezeichnet, wird durch das Rauschen
aufgrund zufalliger Diffusion bestimmt. Sie ist umgekehrt proportional zur Rezeptorgrof3e und
der Abtastzeit (Wicher, 2015). Ein weiterer Weg, um die Geruchsempfindlichkeit zu ver-
bessern, ist die Verstarkung des priméren Geruchssignals. Wahrend der Evolution konnten
verschiedene Anderungen in der Wahl des Rezeptortyps (ionotrop oder metabotrop) und im
nachgeschalteten Amplifikationsmechanismus beobachtet werden (Wicher, 2015). Viele
Sensorsysteme verwenden G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), die verschiedene

Niveaus der Reizverstarkung liefern (Wicher, 2015).

Die Signalmolekile der ersten Ebene, heterotrimere G-Proteine, kénnen bei Aktivierung
Enzymmolekuile aktivieren. Diese Enzyme kdnnen auf der zweiten Ebene Botenmolekiile
bilden, die weitere nachgelagerte Signalverstarkungen induzieren kénnen (Wicher, 2015).
ORs bei Saugetieren und der Nematode Caenorhabditis elegans fungieren als GPCRs
(Bargmann, 2006). Aktivierte Sdugetier-ORs aktivieren gebundene stimulatorische G-Proteine
(Gas), die die Funktion der Adenylylcyclase (AC) verstarken und dadurch den zellularen
Spiegel an zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) erhdéhen (Kaupp, 2010). Diese
Second-Messenger-Molekule aktivieren zyklische Nukleotid-gesteuerte (CNG) Kanéale. CNG-
Kanale sind nicht selektive Kationenkanale, die Na*, K* und Ca?* leiten (Wicher, 2015). Der
Anstieg von intrazellularem Ca?* stimuliert Ca?*-aktivierte ClI-Kanale, was zu einer starken
Depolarisation fuhrt (Wicher, 2015). Eine derartig hohe Verstarkung des Geruchssignals in der
gesamten Signaltransduktionskaskade wird durch diese Cl-Kanéle bereitgestellt (Reisert et
al., 2003; Wicher, 2015).



3.3 Olfaktorische Rezeptoren bei Insekten

3.3.1 Struktur

Bei Insekten werden fliichtige Chemosignale von drei Arten olfaktorischer Rezeptoren (s. Abb.
4) erfasst. Diese unterscheiden sich in Geruchsrezeptoren (ORs), spezifische gustatorische
Rezeptoren (GRs) zur Detektion von Kohlendioxid und so genannte ionotrope Rezeptoren

(IRs), die mit ionotropen Glutamatrezeptoren (iGluRs) verwandt sind (Wicher, 2015).

ORs sind Heteromere, die aus einem variablen, geruchsspezifischen OrX-Protein oder
Pheromon-spezifischem OrY-Protein und einem konstanten Korezeptorprotein Orco bestehen
(s. Abb. 4A), (Wicher, 2015).

Es gibt drei GR-Gene fir die Kohlendioxidwahrnehmung, die bei basalen Insekten fehlen
(Wicher, 2015). Dies trifft auch auf die europaische Honigbiene Apis mellifera zu (Robertson
et al., 2009). Diese Rezeptoren sind auch Heteromere von Grl /2 und Gr3 (s. Abb. 4B), die in
Drosophila als Gr21a und Gr63a bezeichnet werden (Jones et al., 2007; Wicher, 2015).

Alle OR- und GR-Proteine gehoren zur Familie derjenigen Proteine, die sich durch 7-
Transmembran-Domanen (7-TM) auszeichnen. Im Gegensatz zu GPCR-Proteinen zeigen sie
eine entgegengesetzte Membraninsertion, d.h. der N-Terminus ist zytoplasmatisch und der C-

Terminus extrazellular (Robertson et al., 2009).

IRs bestehen aus einem variablen, geruchsspezifischen IRX-Protein und einem Korezeptor-
protein IRcoY (s. Abb. 4C). Die Korezeptorproteine in Drosophila sind IR8a und IR25a (Wicher,
2015). Sie zeigen sowohl eine erweiterte aminoterminale Domane, als auch eine liganden-
bindende Domé&ne (LBD) auf und haben somit eine starke Ahnlichkeit zu iGIuRs. Wie bei
iGIuRs bilden IRs heterotetramere Komplexe aus und kdnnen bis zu drei verschiedene Unter-
einheiten enthalten (Wicher, 2015). Das erste IR-Tetramer, das durch Dimerisierung von IR-
Dimeren gebildet wurde, konnte fiir Drosophila bei IR84a und IR8a.2 gezeigt werden (Abuin
et al., 2011).

Wahrend IRs und GRs friih in der Evolution bei einer Vielfalt von Organismen (Croset et al.,
2010) auftraten, ist das Vorkommen von ORs nur auf Insekten (Missbach et al., 2014)
beschrankt. Eine Ausnahme bilden Insekten, die keine Flugel besitzen (Wicher, 2015). Dies
l&sst darauf schliel3en, dass sich die heteromeren ORs parallel zum Beginn des Insektenfluges

entwickelten (Missbach et al., 2014). Es sei als eine evolutiondre Anpassungsreaktion zu
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verstehen, die die Herausforderung der Detektion olfaktorischer Informationen wahrend des

Fluges zur Aufgabe hatte (Wicher, 2015). Neben der Wahrnehmung der Gerliche wahrend der

Bewegung, gibt es noch ein weiteres Problem. Durch die Luftbewegung findet eine Verteilung

und Verdinnung der Gerliche statt, wodurch sich eine bewegende und filamentdse Wolke

bildet (Wicher, 2015). Um solche Informationen in Bewegung wahrzunehmen, sind schnelle

und empfindliche Rezeptionselemente erforderlich (Wicher, 2015).

Orco OrX/rY

G2 Gr3
N N
i IRcoY IRX

N
ATD
N
LBD LBD&
P C P C

Abb. 4:  Struktur der olfaktorischen Rezeptorproteine von Insekten

A)

B)

C)

Geruchsrezeptoren (ORs) sind Heteromere, die aus einem allgegenwértigen Korezeptor
Orco und einem geruchsspezifischen Or-Protein OrX und OrY fiir Pheromone bestehen.
Diese Proteine weisen eine 7-Transmembrantopologie mit intrazellularem N-Terminus
und extrazellularem C-Terminus auf.
Geschmacksrezeptoren (GRs) fur die Kohlendioxidwahrnehmung formen Hetero-
dimere von Grl/Gr2 und Gr3. Die Gr-Protein haben eine &hnliche Struktur und
Orientierung wie Or-Proteine.
lonotrope Rezeptoren (IRs) sind Heterotetramere, die ein Korezeptorprotein IRcoY und
ein Rezeptorprotein IRX beinhalten. IRs kénnen Tetramere bilden, die aus zwei IRcoY:
IRX-Dimeren bestehen, aber kdnnen auch drei differente IRX-Proteine enthalten. Beide
Proteine besitzen drei membraniberspannende Helizes, die durch eine extrazellulare
Region getrennt sind, die zur Liganden-bindenden Doméne (LBD) beitragt. P gibt die
Porenregion an. Die Korezeptorproteine haben eine erweiterte Amino-terminale Doméane
(ATD).

(Wicher, 2015)
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3.3.2 Funktion

Wie die verwandten iGluRs sind IRs ligandengesteuerte lonenkanale. Diese nichtselektiven
Kationenkanale leiten Na* und K* und einige auch Ca?*. Um eine Geruchsantwort auszulésen,
sind Konstrukte aus IRX und IRcoY erforderlich (Wicher, 2015). Wie bei ORs wird die
Geruchsspezifitat vom IRX-Partner bestimmt. Dies kann tiberraschen, da IRcoY-Proteine auch
eine LBD besitzen (s. Abb. 4). Da jedoch eine Punktmutation in der LBD von IR8a die
dendritische Lokalisierung aufhebt, konnte die LBD von Korezeptoren eine andere Funktion
als das Binden von Geruchs-Liganden haben (Abuin et al., 2011; Wicher, 2015).

Geriiche kénnen die OSN-Aktivitat verstarken, oder auch reduzieren. IRs und ORs detektieren
Gerlche mit komplementarer Spezifitat (Wicher, 2015). Das heil3t, dass es zwischen den
jeweiligen Rezeptortypen wenige Uberlappungen gibt. IRs-exprimierende OSNs sind weniger
empfindlich und adaptieren langsamer als ORs-exprimierende Neuronen (Abb. 5), (Getahun
et al., 2016). In Drosophila koppeln die kohlendioxidempfindlichen Gr21a und Gr63a an Gag-
Proteine, die die Phospholipase C (PLC) und wiederum lonenkanéle aktivieren (Wicher, 2015).
Diese gehoéren zur TRP-Familie (“transientes Rezeptorpotential®) (s. Abb. 6) und werden Uber
einen bislang unbekannten Mechanismus aktiviert (Badsha et al., 2012). Saure Duftstoffe und
hohe Konzentrationen an Kohlendioxid (> 5%) werden laut Ai et al. (2010) von IR64a, einem
Mitglied der IR-Familie, nachgewiesen. Die Kohlendioxiderkennung ist somit ein Beispiel fiir
einen konzentrationsabhéngigen Wechsel des primaren Nachweismechanismus. Niedrige
Konzentrationen werden Uber einen metabotropen Prozess detektiert, der eine Signal-
verstarkung bewirkt, wahrend hohe Konzentrationen den ionotropen Prozess direkt aktivieren
(Wicher, 2015). Obwohl ORs bei Insekten ionotrope Rezeptoren darstellen werden ver-
schiedene G-Proteine im Antennengewebe exprimiert, und heterolog exprimierte ORs zeigen
eine funktionelle Kopplung an G-Proteine (Wetzel et al., 2001). Andererseits wird laut Benton
et al. (2006) die Annahme, dass ORs als GPCRs fungieren kénnen, durch den Nachweis ihrer
invertierten Membraninsertion in Frage gestellt (Wicher, 2015). Dariiber hinaus gibt es keine
Sequenzahnlichkeit zwischen ORs und GPCRs, einschlieZlich der Wirbeltier-ORs (Wicher,
2015). Die Geruchsstimulation von in kultivierten Zellen exprimierten Insekten-ORs zeigte,
dass sie als ionotrope Rezeptoren wirken (Sato et al., 2008). Auch ohne Stimulation ist dies
der Fall (Wicher, 2015).

Die Geruchsspezifitat ist vom OrX-Partner bestimmt. Ein Austausch von nur wenigen Amino-
sauren kann zu einer Verschiebung der Agonistenspezifitat fihren (Wicher, 2015). Dies wurde
von Dekker et al. (2006) bei Or22a in Drosophila melanogaster versus Drosophila sechellia
beobachtet (Wicher, 2015). Die kirzlich berichtete Kristallstruktur eines Orco-Kanals, der ein

Tetramer bildet, legt eine &hnliche Topologie fir ORs nahe (Butterwick et al., 2018).
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Abb. 5: Reaktion von OSNs, die verschiedene olfaktorische Rezeptortypen exprimieren,
auf die Geruchsstimulation (Angabe als Peristimulus-Histogramm von Mean fnom)

A) IR84a-exprimierende Neuronen, Stimulation mit Buttersaure (log [-3] v/V)

B) Gr2la-exprimierende Neuronen, umgeben von reinem CO;

C) Or59b-exprimierende OSNSs, Stimulation mit Methylacetat (log [-5] v/v)

Die 500-ms-Stimuli begannen bei O (graues Feld). Das OR-exprimierende Neuron zeigt die

schnellste und starkste Reaktion auf die Stimulation. Es zeigt sich jedoch auch ein schneller

Zerfall der Antwort wahrend der Geruchsprasentation. Im Gegensatz dazu dauert die

Reaktion des IR-exprimierenden und des GR-exprimierenden Neurons langer und Uber-

steigt die Stimuluszeit.

(Wicher, 2015)

Gr3
TRP/TRPL c C
N

W90

Abb. 6: Signaltransduktion im Zusammenhang mit d. Erfassung v. Kohlendioxid durch GRs
Die Bindung von CO; an den heterodimeren Rezeptor aktiviert ein Gag-Protein (Gg), das die
Phospholipase C (PLC) stimuliert. Als Folge 6ffnen sich TRP-Kanale, die den Einstrom von
Kationen (I) ermdglichen und somit das GR-exprimierende OSN depolarisieren.

(Wicher, 2015)
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Die Zusammensetzung der ORs bestimmt die relative Kationenpermeabilitat. Beispielsweise
sind fur verschiedene OrX-Proteine variable lonenpermeabilitaten fur die resultierenden OR-
Komplexe gefunden worden (Pask et al., 2011). Eine Mutationsanalyse bei Motten (Bombyx
mori) ergab, dass die lonenkanalpore sowohl von OrX- als auch von Orco-Proteinen
ausgekleidet sein kann (s. Abb. 7), (Wicher, 2015). Die Expression von Orco-Proteinen ohne
OrX-Proteine fuhrt auch zur Bildung von funktionellen Kandlen, die nicht auf Gerlche
ansprechen, sondern durch zyklische Nucleotide oder synthetische OR-Agonisten aktiviert
werden kdnnen (Wicher, 2015). Ein Beitrag der intrazellularen Signalgebung zur OR-Funktion,
der die Aktivierung des G-Proteins einschlief3t, wird kontrovers diskutiert. In einer Studie, bei
der heterolog exprimierte ORs und Pheromonrezeptoren eingesetzt wurden, konnten aus-
schlie3lich ionotrope Funktionen beobachtet werden (Yao et al., 2010). Die Manipulation der
G-Proteinfunktion in Drosophila hatte keinen Einfluss auf die OSN-Aktivitat (Wicher, 2015).

Auf der anderen Seite ergaben Untersuchungen zur Pheromondetektion der Motte Manduca
sexta eine metabotrope Signalibertragung durch den Diacylglycerol (DAG) / Inositol-
trisphosphat (IP3) - Signalweg (s. Abb. 8), (Wicher, 2015). Eine Rolle dieses Signalweges bei
der Vermittlung olfaktorischer Signale bei anderen Insekten wurde durch Krieger et al. (1999)
beobachtet (Wicher, 2015).

ATP  cAMP

S

Abb. 7: Aktivierung und Regulierung von ORs fir die Duftwahrnehmung
Duftmolekule, die an Odorant-bindende Proteine (OBP) gebunden sind, nahern sich dem
OR (OrX) und aktivieren dadurch einen ionotropen Strom (1), der zur Wechselwirkung von
Ligand und Rezeptor fuhrt. Parallel dazu wird ein stimulierendes G-Protein (Gas) aktiviert,
das zu einer verstarkten AC-Aktivitat und damit zu einer erhéhten cAMP-Produktion in der
Zelle fuhrt. Orco-Kanéle werden durch cAMP aktiviert; Orco-Proteine kbnnen homomere
Kanéle bilden oder einen lonenstrom durchlassen, wenn sie mit einem bestimmten OrX-
Protein gepaart werden. Die Orco-Aktivitat sensitisiert ORs in einem bestimmten Zeitfenster,
nachdem sie einem Liganden ausgesetzt wurden. Diese Orco-Aktivitat wird auch durch
Phosphorylierung (P) tber die Proteinkinase C (PKC) und Calmodulin (CaM) reguliert.
(Wicher, 2015)
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Des Weiteren wird die Pheromondetektion von Manduca durch den zirkadianen Rhythmus
gesteuert und verwendet verschiedene Signalkaskaden, die auf unterschiedliche lonenkanale
einwirken (Wicher, 2015). In einer Studie von Wicher et al. (2008), die heterolog exprimierte

Drosophila-OR-Proteine untersuchte, wurden sowohl ionotrope als auch metabotrope

SignalUbertragungsarten nachgewiesen (s. Abb. 7 und Abb. 8).

Cat SNMP; orY C Orco C

ER

Abb. 8: Aktivierung und Regulierung von Pheromon-ORs

Das sensorische Neuronenmembranprotein (SNMP) fungiert als Korezeptor. An Pheromon-
Bindungsproteine (PBPs) gebundene Pheromonmolekile nédhern sich dem OR (OrY),
wodurch durch die Wechselwirkung von Ligand und Rezeptor ein ionotroper Strom (I)
aktiviert wird. Alternativ oder parallel wird ein Gag-Protein (Gg) aktiviert, das die Aktivitéat der
Phospholipase C (PLC) und damit die Produktion von Inositoltrisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) aus dem Membranphospholipid PIP2 stimuliert. Diese Verbindungen
aktivieren Kationenkandle (Cat) in der Plasmamembran. Zusatzlich kann IP3 auch IP3-
Rezeptoren (IP3R) im endoplasmatischen Retikulum (ER) aktivieren, wodurch die Ca?*-
Freisetzung in das Zytoplasma bewirkt wird. Diese Ereignisse kénnen zu einer Modulation
der Orco-Kanalaktivitat tber Ca?* / CaM und / oder Phosphorylierung durch Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) durch DAG fuhren.

(Wicher, 2015)

Parallel zur direkten Aktivierung des OR-Kanals, kann durch die Geruchsstimulation ein Gas-
Protein aktiviert werden, das die Adenylylcyclase-Aktivitat und damit die cAMP-Produktion
erhoht (Wicher, 2015). Dies geschieht sogar bei Duftmolekilkonzentrationen, die zu niedrig
sind, um eine ionotrope Antwort hervorzurufen. In Bezug auf die Orco-Aktivitat induziert cAMP
wiederum einen lonenstrom (Wicher, 2015). Da heterolog exprimierte Orco-Proteine ohne
OrX-Expression lonenkanale bilden, stellen diese Orco-Kanale wahrscheinlich Orco-Homo-
dimere dar. Dementsprechend bilden Drosophila Orco-Dimer-Konstrukte bei heterologer
Expression funktionelle leitende Ca?*-Kanale aus (Mukunda et al., 2014). Diese Konstrukte
werden auch von CaM moduliert und interagieren mit OrX-Proteinen. Eine alternative
Hypothese von Nakagawa et al. (2012) zur Lokalisation des Orco-Kanals ging davon aus, dass
Orco innerhalb des OR-Komplexes zusétzlich zur bestehenden eine weitere Pore ausbilden

konnte. Bei einer anfanglichen Prasentation einer Duftmolekilkonzentration unterhalb des
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Schwellenwertes, die den OR nicht aktiviert, fihrt eine zweite Prasentation dieses Stimulus
innerhalb eines geeigneten Zeitfensters zwischen einigen Sekunden und einigen Minuten, zu
einer ionotropen Antwort (Getahun et al., 2013). Ein erster Kontakt mit einem schwachen
Geruchssignal sensitisiert somit die ORs und beféhigt sie, auf einen zweiten oder jeden
weiteren Kontakt zu antworten. Diese zeitabhangige Sensitisierung bedeutet auch auf
Empfangerebene ein Kurzzeitgedachtnis (Wicher, 2015). Weitere Ausfihrungen zum Thema

der Sensitisierung sind in Kapitel 3.4 zu finden.

Die Pheromonwahrnehmung ist eine hochempfindliche Form der Duftsignalverarbeitung und
fur eine erfolgreiche Kodierung der Geruchsinformation in vielen Insekten von entscheidender
Bedeutung (Wicher, 2015). Die hydrophobe Beschaffenheit von Pheromonen fihrt zu
besonderen Anforderungen an den Detektionsapparat. Neben Pheromonrezeptoren, wie
Or67d / Orco in Drosophila, exprimieren Rezeptorneuronen auch ein CD36-verwandtes
Protein. Dieses wird als sensorisches Neuronenmembranprotein (SNMP) bezeichnet (Wicher,
2015). CD36-Proteine von Saugetieren sind am Fettsduretransport und an der Wahrnehmung
von Insektenpheromonen beteiligt. Das SNMP ist hierbei ein notwendiger Korezeptor. Vor der
Bindung an den Rezeptorkomplex mussen Pheromonmolekiile von den Sensillenporen durch
die Lymphe auf den Rezeptorkomplex Ubertragen werden. Dieser Prozess wird von PBPs
unterstitzt (Wicher, 2015). Die Pheromon-Signalverarbeitung hangt von der Signalstarke und
-dauer, dem zirkadianen Rhythmus und dem Aktivitatsniveau des Insekts ab. Schwache
Stimuli aktivieren die PLC-Kaskade und fuihren zu einer Erhéhung der zytoplasmatischen Ca?*-
Konzentration (s. Abb. 8), (Wicher, 2015). Eine starke Stimulation aktiviert die Rezeptor-
Guanylylcyclasen, was eine langanhaltende Anpassung der OSN-Aktivitat bewirkt (Wicher,
2015). In der Ruhephase weisen diese Zellen einen erhéhten zyklischen Guanosinmono-
phosphat (cGMP)-Spiegel auf, wahrend in der Aktivitatsphase der cCAMP-Spiegel hoch ist. Dies
fuhrt zu einer unterschiedlichen Aktivierung von lonenkanalen. Der Pheromon-Signaltrans-
duktionsprozess wird als rein metabotrop betrachtet (Wicher, 2015). Hierbei fungiert der
Pheromonrezeptor / Orco-Komplex als Schrittmacher-Kanal, der das OSN-Membranpotential
in Richtung des Aktionspotentialschwellenwerts treibt (Wicher, 2015). Hierdurch wird laut Nolte
et al. (2013) die OSN-Aktivitat beschleunigt.

3.3.3 Regulation

Die regulatorische Kontrolle von Membranproteinen ist fir lonenkanale und Transmitter-
rezeptoren bekannt. Eine strenge Regulierung der Rezeptorempfindlichkeit ist fir Insekten von
besonderer Bedeutung, da sie wichtige Informationen aus der Detektion flichtiger Signal-

molekile gewinnen missen (Wicher, 2015). Dazu gehdren zum Beispiel Signale mit Verweis
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auf Nahrung, Partner, Feinde oder Eiablagen. Eine solche Regulierung der OR-Empfindlichkeit
fehlt laut Getahun et al. (2013) fir IRs. In diesem Zusammenhang ist die Korrelation zwischen
der OR-Entwicklung und dem Beginn des Insektenfluges zu nennen. Fir eine korrekte
Auflésung von filamentdsen Duftmolekilwolken wahrend des Fluges, musste die Ausstattung
von OSNs mdglicherweise mit den ORs erganzt werden (Wicher, 2015). Die OR-Sensi-
tisierung erfordert eine vorherige Orco-Aktivitat, die durch mehrere Faktoren gesteuert wird.
Die Orco-Aktivierung durch cAMP beruht beispielsweise auf einem ausreichenden Grad an
Orco-Phosphorylierung tber PKC. Ein physiologischer intrazellularer Kalziumspiegel ist
hierbei Voraussetzung (Wicher, 2015).

Andererseits leitet der stark phosphorylierte Orco auch in Abwesenheit von cCAMP einen Strom.
Phosphorylierung und cAMP sind somit Teile konvergenter SignalUbertragungs- /
Regulierungswege (Wicher, 2015). Mutationen in Teilen von mutmallichen Duftsignal-
transduktionskaskaden und die Beobachtung der daraus resultierenden Wirkung auf Duftant-
worten, liefern signifikante Informationen zu Mechanismen der Duftwahrnehmung (Wicher,
2015). Drosophila-Mutanten mit gestorter cAMP-Produktion zeigten Martin et al. (2001) zu
Folge eine abnorme Verhaltensantwort auf Duftstimulation. Zusammenfassend kann fest-
gestellt werden, dass eine verlassliche Duftsignalverarbeitung eine intakte cAMP-Signal-
kaskade erfordert (Wicher, 2015).

Aulerdem wird die Verarbeitung von olfaktorischen Informationen auch von anderen G-
Proteinen wie Ga, (Chatterjee et al., 2009) und Ga; (Ignatious Raja et al., 2014) beeinflusst.
Drosophila norpA-Mutanten weisen Defizite im Riechverhalten auf, was darauf hinweist, dass
PLC eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung von Geruchsinformationen spielt (Riesgo-
Escovar et al., 1995; Wicher, 2015).

Es lasst sich zusammenfassend feststellen, dass jede Storung des Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP;)-Spaltungs- und Regenerationszyklus eine geeignete Verarbeitung des
olfaktorischen Signals in den Rezeptorneuronen beeintrachtigen kann. Diese OR-Kanéle
leiten auch Ca?" und bilden die Grundlage fir eine Verstarkung von Geruchsignalen durch

intrazellulare Ca?*-Freisetzung Uber Aktivierung von Ryanodin-Rezeptoren (Wicher, 2015).

Durch die Hemmung von Ryanodin-Rezeptoren kann die beobachtete Signalverstarkung
gemal Ignatious Raja et al. (2014) aufgehoben werden. Die Signhalverstarkung ist nur bis zu
einer bestimmten Signalstarke oder -dauer moglich (Wicher, 2015). Eine langanhaltende
Geruchsstimulation oder eine hohe Geruchskonzentration fihrt zum Gegenteil, wie z.B. zu

einer OSN-Anpassung (Getahun et al., 2012). Bei Ca?*-leitenden Proteinen reguliert der Ca%*
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-Einstrom oft die Kanaldynamik Uber Calmodulin (CaM) (Wicher, 2015). In spannungs-
abhangigen Ca?* -Kanalen und in CNG-Kanalen fuihrt die CaM-Aktivierung aufgrund des Ca?*-
Zustroms zu einer KanalschlieBung (Wicher, 2015). Dies geschieht, um die Zelle vor einer
Ca?*-Uberladung zu schitzen (Trudeau et al., 2003). So wird auch die Ca?*-Transportrate der
Plasmamembran-Ca?*-Pumpe uber die Aktivierung von CaM stark erhoht (Budde et al., 2002).
Bei Drosophila Orco-Kanélen verbessert die Aktivitat von CaM den lonenfluss tber Orco
(Mukunda et al.,2014). Diese positive Ruckkopplung kdnnte bei der aktivitatsabhéngigen OR-
Sensitisierung von Orco eine Rolle spielen (Wicher, 2015). Die spezifische Wirkung von CaM
kann abhéngig von den OrX-Proteinen variieren und bestimmt die Funktion der ORs. So
verstarkt CaM die OR-Antwort fir Or22a und Or56a. Fur Or33a und Or47a hingegen hat CaM
keine Wirkung (Wicher, 2015).

Eine detailliertere Erklarung zum Thema Ca?*, CaM und die Beeinflussung der Sensitivitat von
ORs durch CaM bei Drosophila melanogaster ist Kapitel 3.4 zu entnehmen.

Im Jahre 2014 wurde von Liu et al. eine neue Art der OR-Regulation entdeckt. Eine normale
Drosophila-OR-Funktion erfordert eine funktionelle Phospholipid-Flippase, dATP8B, die die
Asymmetrie der Phospholipidverteilung Uber die Plasmamembran aufrechterhalt (Wicher,
2015). Fliegen mit Mutationen im dATP8B-Transporter zeigen eine stark verminderte
Empfindlichkeit in ORs. Auf IRs und GRs ist kein Einfluss zu verzeichnen (Wicher, 2015). Da
der Transport von OR-Proteinen zur dendritischen Membran der OSNs nicht durch Mutationen
in dATP8B beeinflusst wird, wird angenommen, dass die Transporterfunktion fir die normale
OR-Funktionalitat erforderlich ist. Im Gegensatz dazu war fir den Pheromonrezeptor Or67d
eine Fehllokalisierung im dATP8B-Mutanten beobachtet worden (Wicher, 2015).

3.4 CaM beeinflusst die Sensitisierung der ORs bei Drosophila melanogaster

3.4.1 Interaktion von Ca?' und CaM

Die Rolle von Ca?" bzgl. ORs wurde bereits im vergangenen Kapitel 3.3.3 kurz erlautert und

soll zum genaueren Verstandnis in diesem Kapitel wiederholt betrachtet werden.

Kalziumionen spielen eine entscheidende Rolle im Stoffwechsel und in der Physiologie von
Eukaryoten. Fir Ca?* existiert ein Konzentrationsgradient tiber der Plasmamembran, wobei
die extrazellularen Konzentrationen um das 10.000-fache hoher sind als die intrazellularen
(McDowall, 2015).
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Externe Signale, wie Hormone, Licht, Stress etc., kénnen oft zu voriibergehenden Erhéhungen
der Kalziumkonzentration in der Zelle fihren (McDowall, 2015). Zellen haben eine Vielzahl von
Mdglichkeiten entwickelt, um diesen lonengradienten zu steuern und zu nutzen. Somit sind
viele zellulare Prozesse regulierbar, sodass eine Transkriptionskontrolle und ein Uberleben
der Zelle gewabhrleistet ist (McDowall, 2015). Erhéhte Kalziumkonzentrationen fihren zu einer
Ca?*-Bindung durch regulatorische Proteine, die das Ca?*-Signal in eine biologische Reaktion
umwandeln. Der Ort, die Menge und die Wirkung des Kalziumzuflusses sind durch diese
Proteine steuerbar (McDowall, 2015).

Calmodaulin (CaM) ist ein solches Ca?*-bindendes Protein und wird als Hauptwandler fiir Ca?*-
Signale angesehen. Es kann an eine Vielzahl von Bindungsstellen gelangen und hierdurch
verschiedenste zellulare Funktionen beeinflussen (McDowall, 2015). CaM vermittelt Prozesse,
wie Entzindungen, Stoffwechsel, Apoptose, Muskelkontraktion, intrazellulare Bewegung,
Kurzzeit- und Langzeitgedachtnis, Nervenwachstum und die Immunantwort. Des Weiteren
exprimiert es in vielen Zelltypen und kann verschiedene subzellulare Positionen annehmen.
Dazu zahlen auch Zytoplasma innerhalb von Organellen oder die Assoziation mit der Plasma-
oder Organellenmembranen (McDowall, 2015). Dieses Protein wird als Kalziumsensor und
Signalwandler verwendet und kann auch die Ca?*-Speicher im endo- und sarkoplasmatischen
Retikulum nutzen. Bei der Bindung an Ca?* erfahrt CaM eine Konformationsanderung. Bis zu
vier Ca?* kénnen gebunden werden, wobei posttranslationale Modifikationen wie Phosphory-

lierung, Acetylierung, Methylierung u. proteolytische Spaltung mdglich sind (McDowall, 2015).

3.4.2 Sensitisierung von ORs

Sensitisierung heifl3t, dass die Stimulation von OSNs mit unterschwelligen Geruchsstoff-
konzentrationen zu einer Reaktion oberhalb der Schwelle fihren kann, wenn der Stimulus in
einem geeigneten Zeitfenster wiederholt wird. Die Sensitisierung von ORs erfordert die
Aktivierung von Orco (Getahun et al., 2013; Mukunda et al., 2016).

Im Jahre 2016 entdeckten Mukunda et al. am Max-Planck-Institut fiir chemische Okologie (s.
Anlage 1), dass CaM die Sensitisierung von ORs bei Drosophila melanogaster beeinflusst. Sie
konnten nachweisen, dass im Allgemeinen zwei kritische Parameter die Sensitisierung in
OSNs beeinflussen. Der erste ist die Zeitspanne zwischen zwei Reizen und der zweite

Parameter ist die Intensitat der ersten Antwort (Mukunda et al., 2016).

Die intrazellulare Kalziumkonzentration ([Ca?*])) spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung

der Orco-Funktion (Sargsyan et al.,, 2011). Es wurde beobachtet, dass ein hoher Grad an
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intrazellularer Kalziumpufferung die Aktivierung von Orco verhindert (Sargsyan et al., 2011).
Da die erste Orco-Aktivierung einen Ca?*-Einstrom erzeugt und ein zu starker erster Stimulus
die Sensitisierung verhindern koénnte, entstand die Frage, ob die Geschwindigkeit der
Kalziumpufferung die Sensitisierung beeinflussen kann (Mukunda et al., 2016). Mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik und des nichtinvasiven Ca®*-lImagings (s. Kapitel 4.3.2) konnten keine
signifikanten Ergebnisse ermittelt werden. Es zeigte sich hingegen beim Ca?-Imaging ein

verstarktes Ca?*-Signal in Orco-exprimierenden Zellen (Mukunda et al., 2016).

Zum Nachweis, dass CaM an der Sensitisierung von Orco beteiligt sein kdnnte, nutzen sie
Doppelstimulationsprotokolle und verwendeten die CaM-Inhibitoren W7 und Chlorpromazin
(CP2) in der Gegenwart von Orco. In allen getesteten Fallen gab es keine signifikante
Potenzierung der Antwort auf den zweiten Reiz (Mukunda et al., 2016).

Zur Unterstiitzung der beim Ca?*-Imaging gefundenen Befunde iiber die Rolle von CaM,
wurden Ganzzell-Patch-Clamp-Versuche durchgefihrt. Wenn Zellen, die durch wiederholte
VUAAL-Stimulation eine Sensitisierung zeigten, mit W7 behandelt wurden; dann verstarkte
eine Doppelstimulation mit demselben Protokoll die zweite Stromantwort nicht und beide
Stimuli 16sten eine allgemein schwachere Antwort aus (Mukunda et al., 2016). Daher
unterstiitzen sowohl Ca*-Imaging, als auch elektrophysiologische Experimente die Ansicht,
dass CaM-Aktivitat erforderlich ist, um eine Sensitisierung in heterolog exprimierten Orco-

Proteinen herbeizuftihren (Mukunda et al., 2016).

Als Nachstes testeten die Wissenschaftler zwei vollstandige OR-Konstrukte, die in ihren
Reaktionen auf CaM-Hemmung differierten, namlich Or22a/ Orco und Or56a / Orco (Mukunda
et al., 2014). Des Weiteren ist versucht worden, ein Sensitisierung des Or22a / Orco-Konstrukt
durch Stimulation mit dem Or22a-Liganden Ethylhexanoat (100 uM) herbeizufiihren. Es gab
zwei verschiedene Antwortmuster. Im Falle, das der erste Reiz zu einem Anstieg der Ca?*-
Antwort fuhrte, die vergleichbar mit der von VUAAL war, konnte der zweite Impuls das Ca?*-
Signal nicht verbessern. Aber wenn der erste Stimulus kein Ca?*-Signal erzeugte, dann trat
eine Reaktion auf den zweiten Stimulus auf, die als Ergebnis einer OR-Sensitisierung gemaf
Getahun et al. (2013) interpretiert werden kann (Mukunda et al., 2016).

AbschlieBend wurde gefragt, ob die Ergebnisse des heterologen Expressionssystems fir
Prozesse reprasentativ sind, die in nativen Drosophila melanogaster-OSNs stattfinden. Zu
diesem Zweck fiihrten sie Ca**-Imaging in ex vivo OSN durch, die den Or22a-OR exprimieren,
und stimulierten das Praparat wiederholt mit submikromolaren Konzentrationen von VUAA1

und Ethylhexanoat. Die [Ca?*]i-Dynamik konnte in den Zellkompartimenten; Soma (s. Abb. 9A),



20

dem &auReren dendritischen Segment (ODS) (s. Abb. 9A) und dem inneren dendritischen
Segment (IDS) (s. Abb. 9A); beobachtet werden. Die Stimulation mit VUAAL unter Kontroll-
bedingungen fihrte zur Sensitisierung aller drei Kompartimente (Mukunda et al., 2016). In
Gegenwart von W7 wurde nur in den IDSs eine leicht Sensitisierung festgestellt, jedoch nicht
in den ODSs und den Somata. Nach der Stimulation mit Ethylhexanoat zeigten Somata und
IDS unter beiden experimentellen Bedingungen eine Sensitisierung (s. Abb. 9B). Die ODS
zeigten unter Kontrollbedingungen eine Sensitisierung, aber in Gegenwart von W7 nicht und
stattdessen eine Adaptation (s. Abb. 9B), (Mukunda et al., 2016).
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Abb. 9: Beispiel fir Ca®*-Imaging bei einem Or22a (und GCaMP3.0) - exprimierenden
OSN von Drosophila melanogaster in Gegenwart von 10 uM W7
A) Links: GCaMP-Fluoreszenzintensitét (s. Kapitel 4.3.2) eines OSN in der Fliegenantenne.
Das Soma, das innere dendritische Segment (IDS) und das auBere dendritische
Segment (ODS) zeigen eine Fluoreszenzintensitat auf, die den Rand des Antennen-
schnitts erreicht (gestrichelte Linie). Die Abbildung zeigt einen Zeitabschnitt, der bei 640
s (Hohepunkt der letzten Stimulation) aufgenommen wurde.
Rechts: prozent. Anderung der Fluoreszenzintensitat (AF/Fo) des OSN des linken Feldes.
B) Zeitliche Darstellung der prozentualen Anderung der Fluoreszenzintensitat (AF/Fo)
verschiedener Kompartimente desselben OSN wie in (A), ndmlich ODS (links), IDS
(Mitte) u. Soma (rechts).
(Anlehnung an Mukunda et al., 2016)

Die Forscher vermuteten, dass eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtungen in der
Morphologie der Zelle und in einem anderen Design der Signaltransduktionskaskaden
begrindet sei. OSNs von Insekten sind stark polarisierte Zellen. Sie prasentieren an den zwei

entgegengesetzten Polen der Zelle einen axonalen Prozess und einen einzelnen dendritischen
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Prozess, der in mehreren sensorischen Zilien (s. Abb. 10, s. auch C) endet. Orco und die
neuronenspezifischen OrX-Proteine kommen nur in der Ziliarregion von OSNs vor, wahrend
Orco-Proteine in der gesamten Zelle verteilt sind (Larsson et al., 2004). Zwischen dem
auReren dendritischen Bereich, der aus den olfaktorischen Zilien besteht, und dem Soma gibt
es eine spezielle Struktur, die als IDS (s. Abb. 10, Abb. 9A) bezeichnet wird (Shanbhag et al.,
2000). Diese Region ist mit verlangerten Mitochondrien ausgestattet, die sich in trichoiden und
basikonischen Sensillen (s. B) befinden (Shanbhag et al., 2000). Eine Ausnahme bilden
coelokonische Sensillen, die keine Mitochondrien (Shanbhag et al.,, 2000) beinhalten
(Mukunda et al., 2016). Darluber hinaus weisen Drosophila melanogaster-OSNs, die in
basikonischen und trichoiden Sensillen lokalisiert sind, ein gut entwickeltes glattes endo-
plasmatisches Retikulum auf (Shanbhag et al., 2000). Daher konnte die erhthte Ca?*-Antwort
in den IDSs und Somata mit der Ca?'-Freisetzung aus intrazellularen Ca?*-Speichern der
Or22a-Neuronen zusammenhangen (s. Abb. 10), (Mukunda et al., 2016).

o
O wiederholte unterschwellige

o & Geruchsstimulation Orco

o - M Q\

£ ( ¥
.

Aktions-

OR-Sensitisierung potentiale
Mechanismus: CaM +? ? ?
Phanomen: ODS sensitisierung IDS sensitisierung Soma sensitisierung

> Outer dendritic segment >> Inner dendritic segment>> Soma

Abb. 10: Modell zur Erklarung der Sensitisierung von OSN in basikonischen Sensillen.
Nach wiederholter Stimulation mit Geruchskonzentrationen unterhalb des Schwellenwerts
des OrX / Orco-Rezeptorkomplexes in den olfaktorischen Zilien des aul3eren dendritischen
Segments (ODS), kann CaM zusammen mit anderen unbekannten intrazellularen oder
Membranfaktoren zur OR-Sensitisierung fihren. Die Folge kann die beobachtete ODS-
Sensitisierung sein. Kleine Strome, die aus dem ODS stammen, konnen die Ca*-
Freisetzung aus intrazellularen Ca?*-Speichern auslésen. Hierzu zéhlen die Mitochondrien
und das endoplasmatische Retikulum. Zuerst beginnt die Ca?*-Freisetzung im IDS und
anschlieRend im Soma. Auf diese Weise werden diese zellularen Kompartimente sensitisiert
und das Signal wird immer starker. Schlie3lich erreicht das Membranpotential am Axon-
Hugel die Aktionspotentialschwelle schneller, was die Aktionspotentialrate erhoht.
(Anlehnung an Mukunda et al., 2016)
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3.5 Mitochondrien

Ausgehend von dem im Kapitel 3.4.2 vermuteten Zusammenhang zwischen der Sensitisierung
von ORs und der Freisetzung von Ca?* aus dem Mitochondrien, soll diese Zellorganelle im

Folgenden genauer beschrieben werden.

Mitochondrien sind die metabolischen Kraftwerke der Zelle und dienen der Speicherung und
Freisetzung von groBen Mengen an Ca?*. Dieser Import und Export von Ca?* tragt u.a. dazu
bei, die Energieproduktion zellularen Bedurfnissen anzupassen. Daruber hinaus spielen
Mitochondrien als Ca?*-Speicher eine wichtige Rolle bei der Ca?*-Regulation von Zellen
(Babcock und Hille, 1998).

In Studien von Zoratti et al. (1995) konnte gezeigt werden, dass Mitochondrien auf3erordentlich
viel Ca?*aus einer mit Ca?* angereicherten Losung aufnehmen kénnen. Die Aufnahme ist auf
den Eintritt durch einen Ca?*-selektiven lonenkanal zurtickzufiihren. Dieser tragt den Namen
,mitochondrialer Ca?*-Uniporter (mCU)“. Er wird durch das groRe nach innen gerichtete
Membranpotential (AWr) der erregten Mitochondrien angetrieben (s. Abb. 11). Die Aufnahme
von Ca?* kann durch Rutheniumrot blockiert werden und endet, wenn das Membranpotential
durch Anwendung von Protonophoren, wie Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon (CCCP)
oder Carbonylcyanin-p-Trifluormethoxyphenylhydrazon (FCCP) zusammenbricht (Babcock
und Hille, 1998). Auf der anderen Seite ist der Export von Ca?* aus isolierten Mitochondrien
typischerweise Na*-abhangig und wird durch einen Na*/Ca?*-Austauscher vermittelt (Babcock
und Hille, 1998). Laut neuerer Erkenntnisse soll der mCU auch bei oxidativem Stress,

Apoptose und vielen neurologischen Erkrankungen eine Rolle spielen (Wang et al., 2015).

Darliber hinaus kann Ca?* durch Offnen der Permeabilitatstransitionspore (mPTP), ein
lonenkanal mit grofRer Leitfahigkeit (s. Abb. 11), freigesetzt werden (Zoratti et al., 1995).
Thayer et al. (1990) fanden heraus, dass der mitochondriale Ca%-Transport einen
signifikanten Einfluss auf den Zeitverlauf des zytoplasmatischen [Ca?']-Transienten in
lebenden Neuronen hat (Babcock und Hille, 1998). Sie stellten fest, dass Rutheniumrot oder
die Entkoppler CCCP und FCCP einen Prozess inhibierten, der einen Anstieg von
zytoplastischen Kalzium (Cag verzégerte und die endgiltige Rickkehr von Ca. auf seinen
Ruhepegel verlangerte (s. Abb. 12 ), (Babcock und Hille, 1998).
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Abb. 11: Transportwege von Ca?* und H* entlang der inneren Mitochondrienmembran und

Darstellung einiger selektiver Inhibitoren, wie:
das Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon (CCCP) fiir die Elektronentransportkette
(e.t.c), Oligomyazin fir die F1F,-ATP-Synthase, Rutheniumrot (RuR) flr den mitochondrialen
Ca?*-Uniporter (mCU), 7-Chloro-3,5-Dihydro-5-Phenyl-1-H-4,1-Benzothiazepin-2-on (CGP)
fur den mitochondrialen Na*/Ca?*-Austauscher (MNCE) und Zyklosporin A (CsA) fir die
mitochondriale Permeabilitatstibergangspore (mPTP). AW, symbolisiert das mitochondriale
Membranpotential.

(Anlehnung an Babcock und Hille, 1998)

3.5.1 Am mitochondrialen Ca?*-Transport beteiligte Molekle

Die auBere Mitochondrienmembran scheint fur kleine Molekile leicht durchldssig zu sein,
sodass die Strukturen fur den Ca?*-Transport (s. Abb. 11) hauptséchlich in der inneren
Membran liegen mussen. Im Gegensatz zu Ca?*-Transportern in der Plasmamembran, wurde

die Struktur dieser inneren Membran noch nicht vollstandig geklart (Babcock und Hille, 1998).

Die Aufnahme von Ca?" durch isolierte Mitochondrien hat die Transportkapazitat eines
lonenkanals. Der geschéatzte Durchfluss durch den mCU Ubersteigt 10.000 lonen pro Sekunde
und ist damit etwas groller als der, den die schnellsten bekannten lonenpumpen und
lonenaustauscher zeigten (Babcock und Hille, 1998).
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Abb. 12: Beweise fiir eine schnelle Freigabe von zytoplasmatischen Ca?* (Cac) in die
Mitochondrien eines Neurons.
Der Zeitverlauf von Cac wird mit Indo-I-Farbstoff gemessen, der in das Zytoplasma einer
Ratten-Dorsalwurzelganglienzelle geladen ist. Die Zelle wird dreimal fur 30 Sekunden
(Pfeilspitzen) depolarisiert, um grof3e Cac-Ladungen aufzubringen. Die erste Ladung wird
schnell wieder auf ein Plateau-Niveau in der Nahe von 500 nM gebracht, das fiir 8 Minuten
anhalt. Die zweite Ladung wird auf &hnliche Weise geléscht. Dann wird aber 1 yM CCCP
nach 3 Minuten angewendet und eine enorme Ca?*-Menge wird aus Mitochondrien in das
Zytoplasma entlassen. Bei der kontinuierlichen Anwesenheit von CCCP wird die anfangliche
Freigabe der dritten Ladung stark verlangsamt. Es zeigt sich jedoch kein Plateau.
(Babcock und Hille, 1998)

Der Ca?*-Import hangt direkt von AW, ab und es gibt eine starke Abhangigkeit von der
zytoplasmatischen [Ca?*]. Zytosolische Komponenten wie ATP, P; und Mg?* kénnen die mCU-
Offnung laut Litsky et al. (1997) verhindern oder modulieren (Babcock und Hille, 1998).

Andererseits ist der Export von Ca?*in der Regel bergauf und wird durch den Eintritt von mehr
als zwei Na-lonen pro Ca?* angetrieben. In einem ,zytosolischen“ Medium, das ATP enthalt,
entfernen Gehirn-Mitochondrien externes Ca?* zu einem Na*-abhangigen ,Sollwert“ von -300
nM (Babcock und Hille, 1998). Dieser Wert stellt scheinbar ein kinetisches Gleichgewicht
zwischen verbleibender Ca?*-Aufnahme durch den mCU und Ca?*-Export durch den Na*/Ca?*-
Austauscher dar (Nicholls und Scott, 1980). Es kénnte gesagt werden, dass die mitochondriale
Energieproduktion Perioden des Energiebedarfs antizipiert, indem sie auf das [Ca?*]. -Signal
wartet (Babcock und Hille, 1998).

Nicht nur in Mitochondrien existieren Na*/Ca?'-Austauscher. Laut einer neuen Studie von
Halty-deLeon et al. (2018) ist CALX der Na*/Ca?*-Austauscher bei Drosophila melanogaster.
Er kommt in den &uR3eren Dendriten von OSNSs stark zum Ausdruck. CALX zeigt eine anomale
Regulation im Vergleich zu einem homologen Na'/Ca?*-Austauscher (NCX) bei Saugetieren
und kontrolliert den Kalziumgehalt von OSNs im Ruhezustand (Halty-deLeon et al., 2018). Er

wird durch die Erhéhung der [Ca?']i inhibiert. Daher vermittelt CALX nur den Ca?*-Ausfluss und
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keinen Einstrom von Ca?*. Es konnte herausgefunden werden, dass die CALX-Hemmung die
Geruchsreaktion nicht beeinflusst. Jedoch sei eine Veranderung der Erholung des Kalzium-

spiegels nach dieser Reaktion zu verzeichnen gewesen (Halty-deLeon et al., 2018).

Die mPTP &ffnet, wenn die mitochondriale Ca?*-Ladung eine bestimmte Grenze Uberschreitet.
Der Zyklophilin-Ligand Zyklosporin A (CsA) oder sein selektiveres 4MeVal-Analogon
verhindert oder verzogert die mPTP-Offnung (Babcock und Hille, 1998). Im geoffneten
Zustand erlaubt die Pore den Durchgang von lonen und kleinen Molekilen (£1,5 kDa), was
auf eine PorengrtR3e von ca. 3 nm schlief3en lasst (Babcock und Hille, 1998). Unter bestimmten
Umsténden kann sich die mPTP vorubergehend in einem Modus mit niedriger lonenleit-
fahigkeit 6ffnen, um selektivere lonenflisse zu erméglichen (Ichas et al., 1997). Mdgliche
molekulare Korrelate der mPTP sind in Partikeln der mitochondrialen Innenmembran von

Zoratti et al. (1995) nachgewiesen worden (Biasutto et al., 2016).

3.5.2 Zellulare Ca?*-Signale und Mitochondrien

In der Regel konzentrieren sich Lehrbuchbeschreibungen tber den zellularen Ca?*-Metabolis-
mus auf Transporter und lonenkandle in der Plasmamembran und dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) als Ca?*-Speicher. Wechselwirkungen von ER und Mitochondrien sind bekannt
(Hoppe, 2010). Wie aber durch White et al. (1996), Thayer et al. (1997) und Svichar et al.
(1997) nachgewiesen wurde, spielen Mitochondrien in Neuronen eine wichtige Rolle beim

Ca?*-Management (s. auch Kapitel 3.4.2).

Aus Abb. 12 geht hervor, dass in einer Studie Ca. (hier [Ca?']) optisch tiberwacht wurde, als
Zellen durch KCI depolarisierten und durch elektrische Strome oder durch Neurotransmitter
einen Eintritt von Ca?" induzierten (s. Abb. 12), (Babcock und Hille, 1998). Typischerweise
stieg Ca. wahrend des Ca?*-Eintritts auf viel hohere Werte an, wenn die mitochondriale Ca?*-
Aufnahme auf differente Weise gehemmt wurde (s. Abb. 12), (Babcock und Hille, 1998). Die
Endstufen der Ca?*-Ruckbildung wurden jedoch beschleunigt erreicht (s. Abb. 12). Die
Anwendung von CCCP oder FCCP, einige Sekunden nach der Ca?-Aufladung, fihrte zur
Freisetzung einer groRen Menge an Ca?" in das Zytoplasma. Es wird vermutet, das diese Ca**
aus den Mitochondrien stammen (Werth et al., 1994; Babcock und Hille, 1998).

Mitochondrien sind nur dann fir die zellulare Ca?*-Speicherung von Bedeutung, wenn sie Ca?*
mit solchen Raten transportieren konnen, die mit denen anderer Ca?*-Transportvorrichtungen

in derselben Zelle vergleichbar sind oder diese Ubertreffen (Babcock und Hille, 1998).
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3.6 Hypothesen

Im Folgenden werden die Hypothesen, die sich aus dem wissenschaftlichen Hintergrund

ergeben haben, aufgelistet:

1. ,Wenn die mitochondriale Funktion verdndert wird, dann hat dies eine veranderte

Antwort der olfaktorischen sensorischen Neuronen (OSNs) auf einen Duftreiz bei

Drosophila melanogaster zur Folge.”

a)

b)

d)

,Wenn die Aktivierung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters (mCU) erfolgt, dann ist
nicht mit einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe zu rechnen.”

,Wenn die Hemmung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters (mCU) erfolgt, dann ist mit
einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe zu rechnen.”

~Wenn die Aktivierung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore (mPTP)
erfolgt, dann ist mit einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich

zu einer Kontrollgruppe zu rechnen.”

~wWenn die Hemmung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore (mPTP)
erfolgt, dann ist nicht mit einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im

Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu rechnen.”
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4  Material und Methode

Fur die Praparation und die Durchfihrung der fluoreszenzoptischen Messungen sind ver-
schiedene Materialen, experimentelle Bedingungen und Mess- und Untersuchungsmethoden

notwendig. Diese werden im Folgenden genauer beschrieben.

4.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um ein prospektives, experimentelles, bivariates,
kontrolliertes und offenes Studiendesign. Unmittelbar nach jeder Antennenpréparation folgte
eine ex-vivo fluoreszenzoptische Messung mittels Ca®*-Imaging unter Zugabe verschiedener
pharmakologischer Substanzen. Als Kontrollgruppe dienten Praparationen, die mit DMSO und
VUUAL (s. Kapitel 4.3.3 und 4.4.2) in Kontakt gebracht wurden. Die Ergebnisse fir diese Subs-
tanzen sollten den Werten bereits bestehender Studien (s. z.B. Mukunda et al., 2014)
entsprechen.

a) Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen wurden Taufliegen, die folgende Voraussetzungen erfillten:

- Drosophila melanogaster der Nr.1242 am Max-Planck-Institut (MPI) flr chemische
Okologie (ID: GC6f, Orco Gal4; Typ: tg, x-Chromosom: +, 2nd Chromosom:
GCaMP6f/Cy0, 3nd Chromosom: Orco-GAL4/ TM6B, Referenz: Chen (1013) Nature,
Description: Expresses GCaMP6f in Orco expressing neurons, Quelle: 435x73 F.
Miazzi, Ankunftsdatum: 28.10.2016)

- Geschlecht: weiblich

- Alter: 5-6Tage

- phanotypisch gesunde Versuchstiere

Ausgeschlossen wurden Versuchstiere, die Minderwuchs oder Fehlbildungen zeigten.

b) Fallzahlplanung

Um fir die Auswertung der gesammelten Daten verlassliche Ergebnisse zu erzielen, wurde
eine Anzahl von sieben gelungenen Experimenten pro Messreihe (s. Tab. 3) gewahlt. Als
gelungen war ein Test einzuschatzen, wenn die Reaktionen der OSNs auf das Pharmakon
plausibel erschienen und innerhalb einer Messreihe (s. Tab. 3) homogene Ergebnisse erzielt

wurden.
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Die Anzahl der Versuchstiere ist vorher nicht abschatzbar gewesen, da nicht jede
Antennenpraparation erfolgreich war bzw. die Antennenpraparation wéhrend des Ca*'-

Imagings eine Antwort auf die applizierte Substanz zeigte.

c) Hauptprifparameter/ Nebenprifparameter

Ob eine Antennenpraparation fiur das Ca?-Imaging geeignet war, wurde mit Hilfe eines
Blaufilters getestet, der in den Strahlengang am Praparationsmikroskop eingeschoben wurde.
Hierbei musste ein griines Aufleuchten der OSNs als Zeichen der Fluoreszenz (s. Kapitel

4.3.2) zu verzeichnen sein.

4.2 Experimentelle Bedingungen

a) Allgemeine Bedingungen

Bevor mit der eigentlichen Praparation und den fluoreszenzoptischen Experimenten begonnen
werden kann, mussen optimale Umgebungsbedingen geschaffen werden. Hierzu ist der Raum
zu verdunkeln. Lichttechnische Messungen waren fir die Untersuchungen nicht notwendig.
Unerlasslich fir das Gelingen der Praparationen und des Ca?*-Imagings ist die Bestimmung
und das Abandern des pH-Wertes der Ringer-Losung (s. Kapitel 4.3.3), die zum Bedecken der
praparierten Antennen genutzt wird. Aul3erdem ist auf das exakte Herstellen verschiedener
Stoffgemische nach definierten Vorgaben zu achten. Die Benutzung eines pH-Meters, der
Umgang mit Pipetten und die Berechnung eines Stoffgemisches mit definierter Konzentration

wird als bekannt vorausgesetzt.

Vor Beginn der Préparationen sind die Versuchsfliegen circa 10 Minuten mit Hilfe von Eis zu
anasthesieren. Fir die Antennenpraparation und den anschlie3enden fluoreszenz-optischen
Test ist eine Zeit von circa einer halben Stunde einzuplanen. Das Ca**-Imaging wird in einer

separaten, abgedunkelten, stoRgedampften und geschlossenen Prifkammer durchgefiihrt.

b) Geréate und Hilfsmittel

Die zur Anwendung gekommenen Materialien und Hilfsmittel fir die Antennenpréparation der
Fruchtfliege und fur die Durchfihrung der fluoreszenzoptischen Versuche sind nachfolgenden
Tab. 1 und Tab. 2 zu entnehmen. Beispielbilder zu den verwendeten Materialien und Geraten
fiir die Durchfiihrung der Antennenpraparation sind in Kapitel 4.4.1 und fiir das Ca?*-Imaging

in Kapitel 4.4.2 zu finden.
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Tab. 1. Materialien und Hilfsmittel flr die Antennenpréparation der Fruchtfliege
(Anlehnung an Mukunda et al., 2014)

Gerate:

- pH-Meter 766 Calimatic der Fa. KNICK ELEKTRONISCHE MESSGERATE GmbH
& Co. KG

- elektronisches Stereomikroskop (Nr. 3918000951) der Fa. CARL ZEISS MICRO
IMAGING GmbH

Biologisches Material:

- Antennen von Drosophila melanogaster (s. Kapitel 4.1 a))

Chemikalien:

- Drosophila-Ringer-Lésung (s. Kapitel 4.3.3)

Hilfsmittel:

- Gummischlauch Fa. EPPENDORF RESEARCH® PLUS

- Transportplastikrohrchen der Fa. EPPENDORF RESEARCH® PLUS

- Styroporbehalter mit Eiswtrfeln

- versch. Pinzetten Marke DUMONT Schweiz der Fa. FINE SCIENCE TOOLS GmbH

- Einwegspritze Sterican Grof3e 20 der Fa. B. BRAUN MELSUNGEN AG

- Federschere (Nr. 15000-00) der Fa. FINE SCIENCE TOOLS GmbH

- diverse Pipetten der Fa. EPPENDORF RESEARCH® PLUS

- diverse Pipettenaufsatze der Fa. STARLAB GmbH

- Zwei-Komponenten-Kleber der Fa. DOW CORNING INC und Zahnstocher

- mit Zwei-Komponenten-Silikon Elastomer der Fa. DOW CORNING INC. gefillte
Petrischale (engl. Cellculture dishes)

- sterile Mulltupfer Askina der Fa. B. BRAUN MELSUNGEN AG, Papiertaschentiicher,
destilliertes Wasser

Tab. 2: Materialien und Hilfsmittel fir fluoreszenzoptische Versuche
(Anlehnung an Mukunda et al., 2014)

Gerate:

- pH-Meter 766 Calimatic der Fa. KNICK ELEKTRONISCHE MESSGERATE GmbH
& Co. KG

- Hochleistungsvermischer Vortex-Genie 2 der Fa. SCIENTIFIC INDUSTRIES INC.

- Polychrome V (Nr.: 1101-0-631) der Fa. TILL PHOTONICS GmbH

- Imaging Control Unit (Nr.: 1012284) der Fa. TILL PHOTONICS GmbH

- Real Time Imaging Software TILLvisION der Fa. TILL PHOTONICS GmbH

- Rechner und Monitor (Nr.: 2405FPW24) der Fa. DELL TECHNOLOGIES INC.

- Mikroskop Axioskop FS 451406 der Fa. CARL ZEISS MICROSCOPY GmbH

Biologisches Material:

- Nutzung der zuvor praparierten Antennen (s. Tab. 1)

Chemikalien (Erklarungen sind Kapitel 4.3.3 zu entnehmen!):

- Drosophila-Ringer-Ldsung

- DMSO, Konzentration: 100 yM

- VUAAL, Konzentration: 100 yuM
- Spermin, Konzentration:10uM

- RU360, Konzentration: 5 uM

- Auranofin, Konzentration: 25 yM
- ABT-737, Konzentration: 100 nM

Hilfsmittel:

- Reaktionsgefal3e (Eppendorf Tube) der Fa. EPPENDORF RESEARCH® PLUS
- diverse Pipetten der Fa. EPPENDORF RESEARCH® PLUS
- diverse Pipettenaufsatze der Fa. STARLAB GMBH
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4.3 Mess-und Untersuchungsmethoden

4.3.1 Antennenpraparation bei Drosophila melanogaster

Zur Verdeutlichung der verschiedenen Arbeitsschritte bei der Praparation der Antennen der
Fruchtfliege, erfolgt die Beschreibung in Anlehnung an der am MPI fur chemische Okologie in
Jena (Mukunda et al., 2014) entwickelten Methode.

Das Fliegenzuchtgefal3 (s. Abb. 14C) wird aus einem Brutschrank (s. Abb. 13) genommen. In
ihm herrschen kontinuierliche Umgebungsbedingungen (Temperatur: 25°C, Lichtdauer: 12 h,
Futter: Maismehl; (Mukunda et al., 2014)).

= >

L

Abb. 13: Brutschrank der Fa. SNIJDERS SCIENTIFIC B.V.
(Temperatur: 25°C, Lichtdauer: 12 h, 70 % gentechn. verénderte Fliegen)

Die Fliegenentnahme aus dem Zuchtgefald erfolgt mit einem Schlauch (s. Abb. 14D). Die
entnommenen Fliegen werden in ein Transportgefal? (s. Abb. 14B) gegeben und mit Hilfe von
Eis anasthesiert. Die Betaubung mit Eis sollte 20 Minuten nicht Uberschreiten, um eine gute

Fahigkeit zur Geruchswahrnehmung zu gewahrleisten (Mukunda et al., 2014).
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Abb. 14: Fliegenentnahme aus Zuchtgefald und Umsetzung in Transportplastikréhrchen
A) mit Eis gefillter Styroporbehalter

B) Transportplastikréhrchen mit entnommenen Fliegen in Eis

C) mit Futter u. Fliegen gefilltes Fliegenzuchtgefar

D) Absaugschlauch

Der Préparationsplatz ist im Vorfeld vorzubereiten, sodass alle erforderlichen Materialen (s.
Kapitel 4.2, Tab. 1) in greifbarer Nahe sind.

Abb. 15: Vorbereitung des Praparationsplatzes (Materialen s. Tab. 1)
A) Rohrchen (orange und grun) mit Zweikomponentenkleber

B) Ringer-Ldsung

C) Einwegspritze, D) diverse Pinzetten, E) Federschere, F) Pipette
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AnschlieBend wird die betdubte Fliege mit der Pinzette aus dem Transportrohrchen ge-
nommen; auf die runde, mit Silikon ausgekleidete Plastikschale (s. Abb. 16B) gelegt und unter
dem Mikroskop (s. Abb. 16A) mit 11,5-facher VergréRerung betrachtet.

Abb. 16: Arbeitsplatz am Prépariermikroskop (A)
Betaubte Fliege wird auf einer runden, mit Silikon ausgekleideten Plastikschale (B)
positioniert.

Danach wird der Fliegenkdrper mit einer Pinzette festgehalten und der Kopf mit Hilfe der
Kanule einer Spritze (s. Abb. 17B) abgetrennt. Der abgetrennte Kopf wird mittig positioniert
und auf die Antennen wird mit 33,5-facher Vergrof3erung fokussiert. Mit einer Pinzette wird der
Kopf festgehalten und mit einer zweiten Pinzette werden die Antennen vom Kopf abgenommen
(s. Abb. 17C). Darauffolgend werden sie mit Ringer-Lésung bedeckt (s. Abb. 17C). An-
schliel3end erfolgt das Anmischen eines Zweikomponentenklebers in der Nahe, der mit Ringer-
Losung bedeckten Antennen. Wenn der Kleber beginnt fest zu werden, dann werden die
Antennen aus der Ringer-Losung genommen (s. Abb. 17C) und aufrecht (s. Abb. 18A) mit Hilfe
einer Pinzette in den Kleber gestellt. Nach ca. 20 Sekunden, in denen der Kleber aushértet,
erfolgt das Bedecken der eingeklebten Antennen mit Ringer-Lésung. Mit Hilfe einer speziellen
Federschere werden die Antennen in einem Bereich kurz Uber der Arista (s. Abb. 18B/C)

abgeschnitten.
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Abb. 17: Methode zur Entfernung der Antennen bei der Fruchtfliege
Bei der betaubten Fruchtfliege (A) wird der Kopf mit der Kanile einer Spritze entfernt (B).
B1 zeigt die Antennen (rote Markierung), die sich noch am abgetrennten Kopf befinden. Die

Antennen werden mit einer Pinzette vom Kopf abgetrennt (C, rote Markierung) und
anschliel3end mit Ringer-Lésung bedeckt (D).

WA
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Abb. 18: Schneidevorgang bei einer einzelnen Antenne von Drosophila melanogaster
A) In Zweikomponentenkleber befindliche Antenne.

B) Eingeklebte Antenne, die Uber Arista abgeschnitten wurde (rote Markierung).
C) Grafische Darstellung der aufgeschnittenen Antenne (Mukunda et al., 2014).

Direkt nach dem Schneiden sollte so wenig Licht wie mdglich verwendet werden, um ein
Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe (s. Kapitel 4.3.2) in der Antenne zu vermeiden.
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4.3.2 Ca?*-lmaging

Wie bereits in Kapitel 3.1 erwahnt wurde, beruht das Wissen Uber Drosophila melanogaster
auf der Arbeit von mehr als 100 Jahren Forschung. Insbesondere die Erforschung der
genetischen Grundlagen der Vererbung und das leichte Hervorrufen von phanotypischen
Mutationen waren von groRem Vorteil (Jennings, 2011). Im Laufe der Zeit kam es zur
Entwicklung neuer Instrumente, die die Untersuchung der genetischen und physiologischen
Grundlagen der Olfaktorik sowie der Erforschung ihrer Bedeutung ermdéglichten (Hansson und
Stensmyr, 2011). Ein grofRer Fortschritt gelang mit der Entdeckung von P-Element-
Transposons-DNA-Teilen. Diese konnen ihre Position innerhalb des Genoms verdndern
(Engels, 1983). Zusammen mit dem bindren Expressionssystem GAL4/UAS der Hefe
(Perrimon et al., 1999), wobei UAS fur ,Stromaufwarts-Aktivierungs-Sequenz® (upstream-
activation-sequence) steht, konnte eine Insertion eines exogenen DNA-Stlcks in das Fliegen-
genom ermoglicht werden und verlieh dessen Vielseitigkeit Ausdruck (Duffy, 2002).

Die jungste Entwicklung von genetisch kodierten Fluoreszenzindikatoren ermoglichte dann die
Expression von Proteinen, die als Reporter der Zellaktivitat in spezifischen Subpopulationen
von Neuronen fungieren. Eines der bekanntesten und derzeit verwendeten Proteine ist
GCaMP (Nakai et al., 2001). Es zeigt den intrazellularen Kalziumspiegel an und besteht aus
einem zirkular versetzten griin-fluoreszierenden Protein (cpGFP). Dieses ist mit CaM und der
M13-Domane einer Myosinketten-Kinase verbunden (Nakai et al., 2001). GCaMP zeigt bei
einer niedrigen [Ca?*); eine geringe Fluoreszenzintensitat (s. Abb. 19B) auf Basisniveau. Nach
einem Anstieg der [Ca?*]; wahrend der Stimulation neuronaler Aktivitat, ist jedoch eine starke
Zunahme der Fluoreszenzintensitat (s. Abb. 19B) zu verzeichnen (Shigekazu et al., 2011). Im
Laufe der Zeit wurde die GCaMP-Struktur stetig verfeinert, bis die Maoglichkeit bestand,
einzelne Aktionspotentiale zu erkennen (Chen et al., 2013). Zusammen mit der Uberwachung
der Ca?*-Pegel wurden Fluoreszenzindikatoren verwendet, um Anderungen des Membran-
potentials und der [Ca?']i in einer Reihe von Metaboliten einschliellich cAMP, IP; und Stick-
stoffmonoxid zu messen (Newman et al., 2011). Insbesondere Epacl-cAMPs sind Sensoren
zur Messung der Konzentration von cAMP (Nikolaev et al., 2004). Sie sollen nicht genauer

betrachtet werden, da sie in dieser Masterarbeit nicht zum Einsatz kommen.
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Abb. 19: Aktivierung des Kalziumindikators ,GCaMP*

GCaMP besteht aus einem zirkular versetzten grun-fluoreszierenden Protein (cpGFP),
einem Calmodulinmolekil (CaM) und dem M13-Fragment der Myosin-Light-Kettenkinase
(M13). (A) Ist die intrazellulare Kalziumkonzentration niedrig, so weist das cpGFP bei
Anregung mit blauem Licht (~475 nm) ein niedriges Fluoreszenzintensitatsniveau auf. (B)
Hohe intrazellulare Ca?*-Spiegel induzieren die Bindung von Ca?*an CaM und CaM bindet
an M13. Dies l6st eine reversible Konformationsénderung des Proteins aus, was zu einer
erhohten Fluoreszenzemission fuhrt.

(Anlehnung an Shigekazu et al., 2011)

Abb. 20: Drosophila-Antennenpraparation

A) Es ist die Draufsicht auf ein vorbereitetes Antennenpréparat, gemafR Abb. 18, fir das
Ca**-lmaging im Durchlicht zu erkennen. Die Arista wird durch das Sternchen (weif) und
die Sensilla sind am Rand des Ausschnitts durch einen Pfeil gekennzeichnet.

B) GCaMP-Anregung wahrend des Ca?*-Imagings durch Licht der Wellenléange von ca. 475
nm bei der Antennenpréparation aus (A). Einzelne neuronale Zellkdrper sind durch
Sterne gekennzeichnet und die Fluoreszenzprozesse in Richtung der Dendriten in den
Sensilla (s. Pfeile) werden sichtbar.

(Anlehnung an Mukunda et al., 2014)

Ausgehend von dem zuvor beschriebenen GCaMP-Protein, kann man dieses durch
Lichtanregung (Wellenldnge 475 nm) (Shigekazu et al., 2011) zur Fluoreszenz bringen, was
einen Ruckschluss auf die Ca?*-Konzentration erlaubt. Ca?*-Imaging ermdglicht eine direkte

Messung des dynamischen Kalziumflusses in lebenden Neuronen (s. Abb. 20B) und neuro-
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nalem Gewebe (Stosiek et al., 2003). Neben der Anwendung mit Hilfe von genetisch codierten
Ca?*-Indikatoren (GECI) ist es auch bei chemischen Indikatoren anwendbar (Nguyen et al.,
2016). Auf den Umstand, dass durch Ca®*-Imaging auch Prozesse im lebenden Gehirn von
Drosophila melanogaster beobachtet werden kénnen (Stosiek et al., 2003), soll nicht weiter
eingegangen werden. Unabhangig von der Art des verwendeten Ca?*-Indikators ist das
Abbildungsverfahren im Allgemeinen sehr @hnlich. Die isolierten Zellen, die mit einem Indikator
beladen werden oder diese im Fall von GECI exprimieren, kdnnen mit einem Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet und mit einer CCD-Kamera erfasst werden. Konfokale und Zwei-
Photonen-Mikroskope bieten ein verbessertes Auflosungsvermégen. Die aufgenommenen
Bilder werden analysiert, indem Fluoreszenzintensitatsdnderungen (s. Abb. 21) fir eine
einzelne Wellenlange oder zwei Wellenldngen gemessen und als Verhaltnis ausgedriickt
werden (Pégard et al., 2016).

}
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Abb. 21: Grundprinzip der Ca?*-Imaging-Technik bei GCaMP
GCaMP wird in Gal4-markierten Zellen genetisch exprimiert und fluoresziert vor der
neuronalen Stimulation mit geringer Intensitat (s. Abb. 19). Die Anwendung eines Stimulus
l6st ein Aktionspotential im Neuron aus und verursacht den Einstrom von Ca?*. Sobald
GCaMP an Ca?* gebunden ist, unterliegt es einer Konformationsanderung, was zu einer
erhdhten Fluoreszenz (AF) flhrt, die sich mit der Zeit andert. Die Basislinienfluoreszenz (F)
bezieht sich auf die Fluoreszenzsignalintensitat vor der Stimulation.

(Anlehnung an Yew, 2016)
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4.3.3 Verwendete Chemikalien

a) Ringer-Losung

Als Ringer-Losungen werden wassrige Infusionspraparate bezeichnet; die Natrium, Kalium,
Chlorid und Kalzium enthalten und somit fir den Metabolismus von Zellen wichtig sind
(Lockwood, 1961). Sie zeichnen sich durch eine vergleichbare Zusammensetzung wie das
Blutplasma und der extrazellularen Flissigkeit aus (Baskett, 2003). Daher werden sie fur die
Zufuhr von Elektrolyten und Wasser, als Flissigkeitsersatz, als Tragerlosung fir Medikamente
in der Human- und Tiermedizin verwendet (Baskett, 2003). Die Zusammensetzung von etwa
100 physiologischen Ringer-Lésungen zur Verwendung bei Fischen, Amphibien, Saugetieren,
Vogeln, Krustentieren, Krebstieren (van Harreveld, 1936), Insekten und Weichtieren ist
bekannt (Lockwood, 1961).

In der vorliegenden Arbeit wird sie als Drosophila-Ringer-Losung bezeichnet und enthalt
folgende Inhaltsstoffe: 5 mM CgH1sN204S, 130 mM NacCl, 5 mM KCl,

2 mM MgClz, 2 mM CacCl,, 36 mM Saccharose;

pH-Wert = 7,3 (Mukunda et al., 2014)

b) Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist eine sehr einfache Verbindung (C:HsOS) und ist in Form einer
farb- und geruchlosen Flussigkeit oder als farblose Kristalle verfligbar (Brayton, 1986). Es ist
mit Wasser mischbar und soll in einem Glasbehéltnis, dicht verschlossen und vor Lichteinfall
geschitzt gelagert werden. Ein Kontakt mit den Augen und mit der Haut ist zu vermeiden
(David, 1972). DMSO ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der Antiphlogistika, der unteranderem
in der Medizin zur &uRerlichen Anwendung bei Schmerzen, Entzindungen und Schwellungen
eingesetzt wird (Brayton, 1986). DMSO gilt als eines der starksten organischen Losungsmittel
fur therapeutische und toxische Wirkstoffe, die nicht in Wasser |6slich sind. Organische
Materialien, einschlieBlich vieler Polymere, und viele anorganische Salze kdnnen gel6st
werden (David, 1972). DMSO hat eine sehr starke Affinitat fir Wasser und seine systemische

Toxizitat wird als gering eingestuft (Brayton, 1986).

Fur die vorliegende Masterarbeit wurde es aufgrund der zuvor beschriebenen Eigenschaften
eingesetzt und da es die Aufnahme pharmazeutischer Wirkstoffe (s. Tab. 2 und. Tab. 3) in die
Haut bzw. in Gewebe erhoht (Brayton, 1986). Die Stoffmengenkonzentration (c) von 100 uM
wurde nach Mukunda et al. (2014) fur die Kontrollgruppe ausgewahlt. DMSO kam als
Losungsmittel fur Spermin, RU360, Auranofin und ABT-737 zum Einsatz.



38

c) 2-(4-Ethyl-5-(Pyridin-3-yl)-4H-1,2,4-Triazol-3-YIthio)-N-(4-Ethylphenyl)-Acetamid
(VUAAL)

VUAAL ist eine chemische Verbindung, die den Geruchssinn eines Insekts tberschwellig
erregt (Jones et al.,, 2011). Es handelt sich hierbei um einen allosterischen Agonist des
nichtkonventionellen Korezeptors-Orco bei Insekten (s. Kapitel 3.3), der nicht als nattrliches
Molekil vorkommt (Corcoran et al.,, 2018). VUAA1l kann sowohl heteromere, als auch
homomere Orco-Untereinheiten aktivieren (Kumar et al., 2013). Dartber hinaus gilt es als ein
erstklassiger Agonist fur die weitere Erforschung der Insekten-OR-Signalgebung. Entdeckt
wurde es an der Vanderbilt Universitat in den USA. Auch der mogliche Einsatz als neuartiges
Schéadlingsbekampfungsinstrument wird angestrebt (Corcoran et al., 2018).

Fur die vorliegende Masterarbeit wurde die Stoffmengenkonzentration (c) von 100 uM nach
Mukunda et al. (2014) ausgewabhilt.

d) Spermin

Spermin ist ein biogenes Polyamin, das aus Spermidin gebildet wird. Es hat die chemische
Formel CioH2sN4 und ist in einer Vielzahl von Organismen und Geweben gefunden worden
(Hoppe, 2010). Es ist ein wesentlicher Wachstumsfaktor in einigen Bakterien (Hoppe, 2010).
Der mitochondriale Kalziumuniporter (mCU) soll an oxidativem Stress, Apoptose und vielen
neurologischen Erkrankungen beteiligt sein. Spermin ist in der Lage den mCU zu aktivieren
(Wang et al., 2015).

Fur die vorliegende Masterarbeit wurde die Stoffmengenkonzentration (c) von 10 uM nach Xie
et al. (2017) ausgewahilt.

e) RU360

RU360 ist ein zellpermeabler Sauerstoffbriicken enthaltender und zweikerniger Ruthenium-
Amin-Komplex mit der chemischen Formel C,H,sClsNgOsRu,. Es wurde gezeigt, dass er mit
hoher Affinitdt an Mitochondrien bindet (Wang et al., 2015). Die Kalziumaufnahme in isolierten
Mitochondrien aus mit RU360 behandelten Ventrikeln des Herzens war teilweise vermindert.
Dies deutete auf eine Wechselwirkung dieser Verbindung mit dem mCuU hin. Es wurde gezeigt,
dass die Verabreichung von RU360 teilweise die Kalziumaufnahme hemmt und die Depolari-
sation der Mitochondrien durch die Offnung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore
(mPTP) verhindert (Garcia-Rivas et al., 2006).
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Fur die vorliegende Masterarbeit wurde die Stoffmengenkonzentration (c) von 5 yM nach Xie
et al. (2017) ausgewabhilt.

f) Auranofin

Auranofin ist eine oral einnehmbare, lipophile Organogoldverbindung (C20Hz4AuOgPS), die in
der Humanmedizin zur Behandlung von rheumatoider Arthritis eingesetzt wird (Varghese und
Busselberg, 2014). Es interagiert mit dem Selenocysteinrest innerhalb der redoxaktiven Do-
méane der mitochondrialen Thioredoxinreduktase (TrxR) (Imming, 2014). Hierdurch wird die
Aktivitdt von TrxR blockiert (Gonzalez et al., 2016). Infolgedessen induziert dieses Mittel
mitochondrialen oxidativen Stress, der zur Induktion von Apoptose fuhrt. TrxR wird in vielen
Krebszelltypen Uberexprimiert, hemmt die Apoptose, fordert das Zellwachstum und sichert das
Zelliberleben (Kaidery et al., 2013). Aus diesen Grinden spielt Auranofin auch eine wichtige
Rolle in der Krebstherapie (Varghese und Bisselberg, 2014). Auranofin induziert einen
konzentrations- und zeitabhangigen Anstieg der [Ca?*]i in Zellen (Varghese und Busselberg,
2014). Somit ist es ist ein effizienter Aktivator der mPTP (Bachmann et al., 2018).

Fur die vorliegende Masterarbeit wurde die Stoffmengenkonzentration (c) von 25 yM nach

Varghese und Bisselberg (2014) ausgewabhilt.

g) ABT-737

ABT-737 ist ein niedermolekularer Inhibitor der mPTP mit der chemischen Formel
C42H45CINgOsS; (Kline et al., 2007). Die mitochondriale Membranpermeabilisierung (MMP)
spielt eine zentrale Rolle bei der Apoptose von kernhaltigen Zellen. In zahlreichen
Apoptoseszenarien erfolgt MMP durch die Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-
transitionspore (MPTP), die durch intrazellulare Ca?-Uberladung ausgeldst wird
(Gyulkhandanyan et al., 2015). ABT-737 wird derzeit auch zur Behandlung von Lymphomen,
Lungenkrebs (Suh et al., 2013), und akuter myeloische Leukamie (Konopleva et al., 2006)
eingesetzt. Zyklosporin A, Sanglifehrin A und Curcumin zeigen &hnliche Ergebnisse der

Zytotoxizitat gegen Melanomzellen (Yu et al., 2015).

Fur die vorliegende Masterarbeit wurde die Stoffmengenkonzentration (c) von 100 nM nach
Yu et al. (2015) ausgewahilt.
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4.4 Durchfihrung

Bei der Durchfiihrung der Studie ging es um das Erwirken einer Hemmung und Aktivierung
des mitochondrialen Kalziumuniporters (mCU) und der mitochondrialen Permeabilitatstransi-

tionspore (MPTP) bei OSNs in einer Antennenpraparation von Drosophila melanogaster .

4.4.1 Durchfuhrung der Antennenpraparation

Die Antennenpréaparation erfolgte analog zu der in Kapitel 4.3.1 erlauterten Methode und mit
den im Kapitel 4.2 erwdhnten Geraten und Hilfsmitteln. Die eingeklebten Antennen wurden mit
200 pl Ringer-L6sung bedeckt.

4.4.2 Durchfiihrung Ca%-Imaging

AnschlieRend an die Antennenpréaparation erfolgte die Durchfilhrung des Ca*-Imagings.
Hierfur geschah der Ubergang zum hochauflésenden Mikroskop, wie in Abb. 22 gezeigt (s.
auch Tab. 2 in Kapitel 4.2), dass mit einem Kamerasystem und einem PC verbunden war.

Abb. 22: Messplatz fur Ca**-Imaging
Gezeigt wird das hochauflosende Mikroskop Axioskop FS 451406 der Fa. CARL ZEISS
MICROSCOPY GmbH, welches mit einer Imaging Control Unit der Fa. TILL PHOTONICS
GmbH und einem PC verbunden war.
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Unter dem Objektiv des Mikroskops (s. Abb. 22) wurde die Antennenpraparation mittig
positioniert und unter Zuhilfenahme von indirekter riickwartiger Beleuchtung (Nutzung von 10-
und 60-facher VergroRerung) scharfgestellt. Des Weiteren sind weitere 600 ul Ringer-Lésung
um die Antenne herum auf dem Schélchen gleichmafiig verteilt worden. Danach erfolgte das
Einschieben eines Blaufilters in den Strahlengang, der Beobachtungsstrahlengang wurde tber
die Kamera auskoppelt und die ruckwartige Beleuchtung ausgeschaltet. Mithilfe des PC-
Programms Till Vision der Fa. TILL PHOTONICS GmbH ist eine Antenne derartig justiert
worden, dass moglichst viele OSNs scharf zuerkennen waren (s. Abb. 23). In Abb. 23 ist eine
Antennenpréparation zu sehen, die fur die Kontrollgruppe (s. Tab. 3) zur Anwendung kam. Sie
zeigt OSNs, die in unterschiedlicher Intensitat fluoreszieren.

Abb. 23: Scharfgestellte OSNs in einer Antennenpraparation zu Beginn des Ca?*-Imagings
Die unterschiedliche Farbung zeigt die Intensitat der Ca?*-Fluoreszenz (von ,Rot = Hoch*
bis ,Blau = Gering®) an, die die OSNs zu Beginn der Messungen zeigten.

In einem abgedunkelten Prifraum (s. Abb. 22) wurde die Untersuchung auf Grundlage eines
vorgegebenen Messprotokolls des PC-Programmes (s. Tab. 2) durchgefihrt. Die Anregung
des GCaMP-Proteins in den OSNs erfolgte mit Licht der Wellenlange von 475 nm und dauerte
pro Messzyklus 5 s. Das emittierte Licht wurde mit einen dichroitischen Spiegel getrennt und
mit einem Langpassfilter gefiltert. Nach dem 50. Messzyklus, d.h. nach 245 s Testlaufzeit (s.
Abb. 26), erfolgte die Applikation von 100 ul der ersten Testsubstanz (s. Tab. 3). Die
Testlosung musste mit Hilfe einer Pipette zentral Uber der Antenne verabreicht werden. Hierbei
war auf eine vorsichtige Vorgehensweise zu achten. Nach weiteren 20 Messzyklen geschah
nach dem 70. Messzyklus (s. Abb. 26), d.h. nach 345 s Testlaufzeit, die Verabreichung von
100 ul der zweiten Testsubstanz VUAAL (s. Tab. 3) in gleicher Art und Weise.



42

Tab. 3: Verabreichung differenter Testsubstanzen im Hinblick auf die jeweilige Messreihe

1. Substanzgabe nach dem | 2. Substanzgabe nach dem
50. Messzyklus nach 245 s | 70. Messzyklus nach 345 s
1. Messreihe fir die DMSO (100 uM)?
Kontrollgruppe
2. Messreihe fir den Spermin (10 uM)3
mCU-Aktivator
3. Messreihe fir den RU360 (5 pM)* VUAAL (100 pM)?
mCU-Inhibitor
4. Messreihe fur den Auranofin (25 uM)®
mPTP-Aktivator
5. Messreihe fir den ABT-737 (100 nM)®
mPTP-Inhibitor
Auswahl Stoffmengenkonzentration nach: *?Mukunda et al. (2014), 3“Xie et al. (2017),
SVarghese u. Bisselberg (2014), ¢Yu et al.(2015)

Nach 180 Messzyklen, dass heil3t nach 895 s (s. Abb. 26), war das Messprotokoll fur die
Untersuchung einer Antennenpraparation beendet. AnschlieRend wurden die Zellkdrper der
OSNs als Regionen des Interesses (ROIs) zu einem Messzyklus (s. Abb. 24), an dem sie am
deutlichsten zu erkennen waren, markiert (Benutzung Auswahlfunktion-Software aus Tab. 2).

Abb. 24: Markierte Regionen des Interesses (ROIs) bei einer Antennenpraparation der
Kontrollgruppe zum 70. Messzyklus im Ca?*-Imaging.

Die ROIs stellen die Zellkérper der OSN dar und wurden mit Hilfe einer speziellen

Auswertesoftware zu einem Messzyklus ausgewahlt, an dem sie am besten zu erkennen

waren. ROI owird zur Messdatenauswertung (s. Kapitel 4.5) bendétigt.

Die Auswahl der ROIs war notwendig, um die Anderung der Fluoreszenzintensitat bei Zugabe
einer Substanz (s. Tab. 3) grafisch darstellen zu lassen (s. Abb. 26). Ein bildhaftes Beispiel fur
diese Fluoreszenzénderung ist in Abb. 25 zu sehen. Im Vergleich zu Abb. 23 ist eine deutliche

Steigerung der Intensitat der Fluoreszenz bei der Kontrollgruppe (s. Tab. 3) zu erkennen.
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Abb. 25: Darstellung der geanderten Fluoreszenzintensitat der OSNs nach Verabreichung
der zweiten Substanz (s. Tab. 3) im Vergleich zu Abb. 23.

Die rot aufleuchtenden Bereiche zeigen eine deutliche Steigerung der Intensitat der Ca?*-

Fluoreszenz von OSNs im Vergleich zu Abb. 23 auf. Die Aufnahme geschah beim 79.

Messzyklus, als Antwort auf die zuvor applizierte Substanz der Kontrollgruppe (s. Tab. 3).

A

Applikation der 2. Substanz
|
Applikation der |
1. Substanz 1‘
w |
e i =
—¥
ROI
>
0 245 345 895

Zeitins

Abb. 26: Grafische Darstellung der Fluoreszenzanderung wahrend des Ca®*-lmagings
unter Zugabe zweier Substanzen nach Tab. 3

Nach 245 s/ 345 s (nach d. 50./ 70. Messzyklus) erfolgte die Zugabe der in Tab. 3 erwdhnten

Substanzen. Anhand der hier dargestellten Grafik ist die Anderung der gemessenen

Fluoreszenzintensitat (F) im Zeitverlauf exemplarisch fir die Kontrollgruppe (s. Tab. 3)

dargestellt. Die unterschiedlich gefarbten Linien symbolisieren die F fur die markierten ROls

aus Abb. 24.
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Im Anschluss an die Markierung der ROIs (s. Abb. 24) und der garfischen Darstellung, wie in
Abb. 26, wurden die ermittelten Messwerte der jeweiligen ROIs statistisch (s. Kapitel 4.5)

ausgewertet.

Ein Ubergang zur nachsten Messreihe (s. Tab. 3) erfolgte, wenn eine Anzahl von sieben
gelungenen Experimenten pro Messreihe zu verzeichnen war. Als gelungen war eine Test
einzuschétzen, wenn die Reaktionen der OSNs auf die Pharmaka plausibel erschienen und
innerhalb einer Messreihe homogene Ergebnisse erzielt wurden.

Das in diesem Kapitel 4.4.2 beschriebene Vorgehen wurde fur jedes Experiment in allen finf
Messreihen in Bezug auf Tab. 3 durchgefuhrt.

4.5 Statistische Methoden

Zu Beginn wurden entsprechend Abb. 26 die Messwerte der ROIs aus der Gesamtbetrachtung
entfernt, die kleiner als ein Viertel des Mittelwertes beim Peak der Messkurve betrugen. Dies
geschah, um signifikante Ergebnisse zu erzielen.

Entsprechend der Tab. 5 (s. Kapitel 5) soll exemplarisch gezeigt werden, wie die von der PC-
Auswertesoftware (s. Tab. 2 ) gemessenen Rohdaten in Microsoft Excel der Fa. MICROSOFT
CORPORATION weiterverarbeitet wurden. Die Originaldateien sind auf der beiliegenden CD
zu finden. In Tab. 5 sind die einzelnen Messzyklen (MZ) mit der entsprechenden zeitlichen
Zuordnung (t) in s und die Werte fiir die gemessene Fluoreszenzintensitat (F) in der Umgebung
(Fg) und bei der jeweiligen ROI (Froi_n) dargestellt. Die F der jeweiligen ROIs waren um Fg zu
reduzieren (s. (1) in Tab. 4). Somit konnten die ,wirklichen Werte* der Fluoreszenzintensitat
(Fkorr) der ROIs ermittelt werden. Die ersten 29 Messzyklen wurden von der weiteren
Betrachtung ausgeschlossen, da sie als Adaptationszeit der OSNs anzusehen waren. Als Wert
fur die Basislinienfluoreszenzintensitat (Fo) wurde der arithmetische Mittelwert von den
errechneten Fyor-Werten zwischen dem 30. und 39. MZ gebildet (s. (2) in Tab. 4). Die
Differenzbildung (AF) zwischen Fo und Fuor. (s. (3) in Tab. 4) wurde bendtigt, um die
prozentuale Anderung der Fluoreszenzintensitéat (AF/Fo) in Bezug auf Fo ermitteln zu kénnen
(s. (4) in Tab. 4). Diese Vorgehensweise fur die ROI_1 erfolgte bis zu einer n-ten ROI (ROI ).
AnschlieBend wurde der arithmetische Mittelwert (x) von allen AF/Fo-Werten der ROls
gebildet (s. (5) in Tab. 4), womit die Auswertung flr eines von sieben Experimenten in einer
Messreihe abgeschlossen war. Die bis hierher beschriebene Abfolge an Berechnungen ge-
schah fur die Daten der weiteren sechs Experimente einer Messreihe. Die kalkulierten arith-

metischen Mittel von AF/Fo-Werten der sieben Experimente pro Messreihe wurden anschlie-
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Rend in das statistische Auswerteprogramm Prism 4 (Graph-Pad Software Inc., La Jolla, CA,

USA) ubertragen. Dieses Vorgehen erfolgte analog fir alle funf Messreihen (s Tab. 3).

Tab. 4. Verwendete Formeln fur die Auswertung der Rohmessdaten (s. auch Tab. 5)
Formelzeichen sind dem Abkirzungsverzeichnis zu entnehmen!
Verwendete Formeln:

Fror=F — FB (1)
(Fkorr.(30.MZ) + Frorrimzy + 0+ Fkorr.(39.MZ)) (2)

FO =

10
AF = Fyorr. — Fo (3
F —F 4
AF/FO _ ( korr. 0) +100 ( )
korr.

(AF/FOROIJ)+(AF/F0R0]72)+"'+(AF/FORQLH) (5)

X =
n

Mit Hilfe von Prism 4 erfolgte die Berechnung des arithmetischen Mittelwertes,
Standardfehlers, der Perzentile und der Standardabweichung von den durchschnittlichen
AF/Fo -Werten pro Messreihe. Ebenfalls wurden die Maxima nach Verabreichung der ersten
und zweiten Substanz berechnet und das Verhaltnis zwischen Maximal- und Minimalwert von
AF/Fq nach Applikation der 2. Substanz gebildet. Des Weiteren wurde das Tau (1) als eine
Zeitkonstante der e-Funktion ermittelt, bei der sich der vorher erreichte Hochstwert von AF/Fo

bis auf ein Drittel seines Ursprungswertes vermindert hatte.

Aus den Ergebnissen wurden die Grafiken in Abb. 27, Abb. 28 und Abb. 29 in Kapitel 5 erstellt.

Die kalkulierten Resultate wurden mit Hilfe der folgenden statistischen Tests auf signifikante
Unterschiede (Festlegung der Irrtumswahrscheinlichkeit bzw. eines Signifikanzniveau von a =

5 %) und Zusammenhange geprift und anschlielend in den Grafiken in Kapitel 5 vermerkt.

Statistische Tests: - Test auf Normalverteilung, Bestimmung von R?,
- F-Test und Bartlett's-Test zum Vergleich von Varianzen,
- ANOVA Table, Dunnett's Multiple Comparison-Test,
- Ungepaarter t-Test mit Welch's Korrektion,

- Bonferonie- oder Holms-Korrektion bei signifikanten Unterschieden
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5 Messdaten und Ergebnisse

In der folgenden Tab. 5 sind die Rohmessdaten aus einem Experiment in Kontroll-Messreihe
1 (s. Tab. 3) und deren weitere Verarbeitung anhand der Formeln aus Tab. 4 dargestellt, um

ein Beispiel fur das Aussehen und Verarbeiten der Rohmessdaten zu geben (Erklarung s.

Kapitel 4.5). Alle Rohmessdaten sind der beigefiigten CD zu enthnehmen.

Tab. 5: Beispiel fir Rohmessdaten aus einem Experiment in Kontroll-Messreihe 1
(s. Tab. 3) und deren weitere Verarbeitung anhand der Formeln aus Tab. 4.

MZ| t ROI 1 ROI_n
(s) F | Frorr. Fo |AFIF, F | Feor Fo |AFIF,
(%) (%)

1 0| 56,8|654,4|597,6 Mittel- 567,0| 510,2 | Mittel-

2| 5| 57,1/605,0|547,9 | wert aus 572,9| 515,8 | wert aus
: : g : g Frorr. 0. - g : Frorr. (30. -
28(135| 56,5|605,0 | 548,5 |39.m2) 572,9| 516,42
29|140| 56,9|605,0|548,1 548,4 572,9| 516,0 516,3
30|145| 56,7 |605,0|548,3 548,4 572,9| 516,2 516,3
31|150| 56,8 605,0|548,3 548,4 572,9| 516,2 516,3
32|155| 56,7 |605,0|548,3 548,4 572,9| 516,2 516,3
33|160| 56,6 605,0|548,5 548,4 572,9| 516,4 516,3
34|165| 56,7 |605,0|548,4 548,4 572,9| 516,3 516,3
35(170| 56,7|605,0|548,3 548,4 572,9| 516,2 516,3
36(175| 56,7|605,0|548,4 548,4 572,9| 516,3 516,3
37(180| 56,6|605,0|548,4 548,4 572,9| 516,3 516,3
38(185| 56,8|605,0|548,2 548,4 572,9| 516,1 516,3
39(190| 56,5|605,0|548,5 548,4 572,9| 516,4 516,3
40]195| 56,6|605,0|548,5 548,4 572,9| 516,4 516,3
- - - : : Gabe der 1. Testsubstanz nach dem 50. MZ :
491240| 56,5|605,0|548,6 548,4 . ?72,9 516,5 516,3
50(245| 56,7 |605,0|548,4 548,4 572,9| 516,3 516,3
511250| 56,6|605,0|548,5 548,4 572,9| 516,4 516,3
: : : : : Gabe der 2. Testsubstanz nach dem 70. MZ :
69(340| 56,6|605,0(548,4| 548,4 572,9| 516,3| 516,3
70(345| 56,9|605,0(548,2| 548,4 572,9| 516,1| 516,3
711350 56,7|607,1|550,3 548,4 572,9| 516,2 516,3
180895| 56,8 |648,6|591,8 548,4 437,5| 380,7 516,3

Wie in Kapitel 4.5 (s. auch Tab. 5) beschrieben worden ist, wurden die ersten 29 Messzyklen
von der weiteren Betrachtung ausgeschlossen. Somit sind 145 s des tatsachlichen Experi-
ments gleichbedeutend mit dem Zeitpunkt O, der in den Grafiken der Abb. 27 zu sehen ist.
Daraus ergibt sich, dass die Applikation der ersten Substanz nach dem 50. MZ (= 245 s) 100
s und die Verabreichung der zweiten Substanz nach dem 70. MZ (= 345 s) 200 s entsprechen.
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Abb. 27: Ergebnisse der prozentualen Anderung der Fluoreszenzintensitat (AF/Fo) in OSNs
bei differenter Pharmakagabe zu t = 100 s und der Applikation des Agonisten
VUAAL (100 yM) zut =200 s

Die Grafiken A — E zeigen den arithmetischen Mittelwert von AF/Fqinnerhalb einer Messreihe,

wobei die Begrenzung der grauen Flache den Standardfehler kennzeichnet.

A) Die Ergebnisse der Kontroll-Messreihe zeigen eine starke AF/Fo (um ca. 245 %) nach
Zugabe von VUAAL. Bei DMSO (100 uM) trat keine sichtbare AF/Foein.

B) Nach Zugabe des mCU-Aktivators Spermin (10 uM) ist eine sehr leichte AF/Fo erkennbar.
Die Zugabe von VUUAL1 fiihrte zu einer geringeren AF/Fo und danach zu einem nahezu
konstant bleibenden Wert im Vergleich zu (A), aber schwankender als in (D).

C) Nach Zugabe des mCU-Inhibitors RU360 (5 uM) ist ein &hnlicher Kurvenverlauf wie in (A)
mit geringeren Werten fir AF/Fo erkennbar. Die AF/Fo-Werte sind geringer als in (E).

D) Der Kurvenverlauf von AF/Fo bei dem mPTP-Aktivator Auranofin (25 yM) &hnelt (B).

E) Nach Zugabe des mPTP-Inhibitors ABT-737 (100 nM) und VUUAL ist ein ahnlicher Verlauf
der Kurve wie in (A) und (C) zu verzeichnen (AF/Fo-Werte geringer als in (A)).
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In Verbindung zur Zielstellung (s. Kapitel 2) der vorliegenden Masterarbeit und der in Kapitel
3.6 aufgestellten Hypothese und den Teilhypothesen (a — d), zeigt Abb. 27 einen grafischen
Uberblick tiber die Ergebnisse fiir die AF/Fo, die mit Hilfe statistischer Methoden (s. Kapitel 4.5)
aus den Ca®*-Imaging-Experimenten (s. Kapitel 4.4.2) an OSNs von Drosophila melanogaster
unter Zugabe verschiedener Pharmaka (Messreihe 1 — 5, s. auch Tab. 3) hervorgingen. Die
Grafiken (A — E) zeigen den Zeitverlauf des arithmetischen Mittelwerts von AF/Fqinnerhalb
einer Messreihe. Die Abweichung des Mittelwertes der Strichprobe vom Mittelwert der
Grundgesamtheit wird durch die graue Flache beschrieben, deren obere und untere Begren-
zung den Standardfehler kennzeichnet.

In Abb. 27A sind die Resultate der Kontrollgruppe (1. Messreihe s. Tab. 3) zu finden, die als
Vergleichswerte zur Uberpriifung der Hypothesen (s. Kapitel 3.6), dass eine Veranderung der
mitochondrialen Funktion zu einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im
Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrt, dienen sollen. Es ist zu erkennen, dass die Verabreichung
von DMSO (100 uM, s. Kapitel 4.3.3) einen sehr geringen Anstieg der AF/Foum 1,9 + 1,3 %
hervorruft (s. auch Abb. 28A). Nach der Zugabe von VUAAL (100 uM) erfolgt eine sehr starke
und sprunghafte AF/Fo um 239,1 + 20,5 % vom Ursprungswert (s. auch Abb. 28B). Nachdem
das Maximum erreicht ist, erfahrt die Verlaufskurve einen kontinuierlichen Abschwung und
steigt dann wieder ab einer Zeit von ca. 450 s langsam an, wobei der Standardfehler grél3er
wird. Das Verhaltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R) von AF/F,; nach der Gabe von
DMSO und anschlieRender Verabreichung von VUAAL betragt 0,33 + 0,07 (s. Abb. 29B). Nach
122,9 + 21,6 s (s. Abb. 29A) erreicht die Verlaufskurve von AF/Fo einen Wert, der nur noch ein
Drittel des Maximalwertes von AF/F (s. auch Abb. 27A) betréagt.

Im Folgenden wird auf die Teilhypothese (s. Kapitel 3.6, 1.a), dass die Aktivierung des mCU
nicht zu einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe fuahrt, mit Hilfe der Abb. 27B eingegangen. Nach der Zugabe des mCU-
Aktivators Spermin (10 uM) steigt die AF/Foauf einen Wert von 2,7 £ 1,8 % (s. auch Abb. 28A).
Der dabei auftretende Unterschied zur Kontrollgruppe ist laut ungepaarten t-Test nicht
signifikant. AnschlieRend erfolgt nach der Gabe von VUAA1L (100 uM) ein kleinerer Anstieg der
AF/Foauf 78,9 £ 19,1 % (s. auch Abb. 28B) im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 27A und
Abb. 28B). Der dabei bestehende Unterschied zur Kontrollgruppe, der mit dem ungepaarten t-
Test auf Signifikanz getestet wurde, ist mit ***p < 0,001 (s. Abb. 28B) vor und nach der Holms-
Korrektion signifikant. Nach dem der Kurvenverlauf sein Maximum erreicht hat, erfolgt ein
leichter Abschwung bis zu einer Zeit von 280 s. Dann steigt die AF/Fowieder leicht bis zu einer
Zeit von 340 s an und sinkt dann wieder bis zu einer Zeit von ca. 345 s ab und steigt dann

wieder an. Der Kurvenverlauf ist vergleichbar zu Abb. 27D. Das Verhdltnis zwischen Maximal-
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und Minimalwert (R) von AF/Fo nach der Gabe von Spermin und anschlieRender Verab-
reichung von VUAAL betragt 0,97 £+ 0,10 (s. Abb. 29B). Der Unterschied des R von AF/Fq zur
Kontrollgruppe ist dem ungepaarten t-Test zufolge mit ***p < 0,001 vor und nach Holms-
Korrektion signifikant (s. Abb. 29B). Eine Tauberechnung fur die Messreihe mit Spermin und
VUUAL ist aufgrund des Kurvenverlaufs von AF/Fy aus Abb. 27B nicht mdglich und somit

konnte auch nicht die Signifikanz des Unterschiedes von Tau berechnet werden.

In Abb. 27C wird auf die Teilhypothese (s. Kapitel 3.6, 1.b) eingegangen, dass die Hemmung
des mCU zu einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe beitragt. Es ist zu erkennen, dass nach Verabreichung des mCuU-Inhibitors
RU360 (5 uM) eine sehr geringe AF/Fo um 2,8 + 1,3 % (s. auch Abb. 28A) zu verzeichnen ist.
Der dabei auftretende Unterschied zur Kontrollgruppe ist laut ungepaarten t-Test nicht
signifikant. Nach der darauffolgenden Applikation von VUAA1 (100 uM) kann ein sprunghafter
Anstieg der AF/Fo auf einen Maximalwert von 112,3 + 26,6 % (s. auch Abb. 28B) verzeichnet
werden. Der dabei bestehende Unterschied zur Kontrollgruppe, der mit dem ungepaarten t-
Test auf Signifikanz getestet wurde, ist mit **p < 0,01 (s. Abb. 28B) vor und nach der Holms-
Korrektion signifikant. Nachdem das Maximum erreicht ist, erfahrt die Verlaufskurve einen
kontinuierlichen Abschwung und steigt dann wieder ab einer Zeit von ca. 570 s langsam an,
wobei der Standardfehler annahernd gleich bleibt. Im Vergleich zur Kontrollmessung (s. Abb.
27A) ist der Maximalwert von AF/Fo geringer und der Standardfehler wird ab einer Zeit von ca.
450 s offensichtlich kleiner. Prinzipiell zeigen beide Kurvenverlaufe aber einen sehr ahnlichen
Verlauf. Gleiches ist im Vergleich zu Abb. 27E zu erwahnen. Das Verhaltnis zwischen
Maximal- und Minimalwert (R) von AF/Fo nach der Gabe von RU360 und anschliel3ender
Verabreichung von VUAA1 betragt 0,25 + 0,13 (s. Abb. 29B). Der Unterschied des R von AF/Fg
zur Kontrollgruppe ist dem ungepaarten t-Test zufolge nicht signifikant (s. Abb. 29B). Nach
1945 + 85,7 s (s. Abb. 29A) erreicht die Verlaufskurve von AF/Foeinen Wert, der nur noch ein
Drittel des Maximalwertes von AF/Fo (s. Abb. 27C und Abb. 28B) aufweist. Der dabei auftreten-
de Unterschied zur Kontrollgruppe ist laut ungepaarten t-Test nicht signifikant.

Abb. 27D stellt die Ergebnisse fir die Teilhypothese (s. Kapitel 3.6, 1.c) dar, dass durch die
Aktivierung der mPTP eine veranderte Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe zu verzeichnen sei. Es ist zu erkennen, dass die Zugabe des mPTP-
Aktivators Auranofin (25 uM) eine mafige AF/Fo um 8,2 £ 2,3 % (s. auch Abb. 28A) bis 200 s
verursacht. Der Unterschied zur Kontrollgruppe, der mit dem ungepaarten t-Test auf
Signifikanz getestet wurde, ist mit p = 0,037 signifikant (s. Abb. 28A). Nach der Holms-
Korrektion liegt ein p-Wert von 0,15 und somit keine Signifikanz mehr vor. Erfolgt dann die

Applikation von VUAA1 (100 uM), so ist nur noch eine geringe AF/Fo auf einen Maximalwert
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von 77,1 £ 10,3 % (s. auch Abb. 28B) im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 27A) zu
verzeichnen. Der dabei bestehende Unterschied zur Kontrollgruppe, der mit dem ungepaarten
t-Test auf Signifikanz getestet wurde, ist mit ***p < 0,001 (s. Abb. 28B) vor und nach der Holms-
Korrektion signifikant. Nach dem Anstieg auf ein Maximum erfahrt der Kurvenverlauf nur einen
sehr leichten Abschwung und bleibt dann bei einem nahezu konstanten AF/Fo-Wert mit einem
geringen Standardfehler (Abb. 27D). Das Verhdltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R)
von AF/Fo nach der Gabe von Auranofin und anschlieBender Verabreichung von VUAAL
betragt 0,78 + 0,11 (s. Abb. 29B). Der Unterschied des R von AF/Fo zur Kontrollgruppe ist dem
ungepaarten t-Test zufolge mit p = 0,007 nach Holms-Korrektion mit einem Wert von 0,022
signifikant (s. Abb. 29B). Nach 208,6 + 126,5 s (s. Abb. 29A) erreicht die Verlaufskurve von
AF/Fo einen Wert, der Berechnungen zufolge etwa ein Drittel des Maximalwertes von AF/Fo
betragt (s. Abb. 27D). Aus Abb. 29A ist somit zu erkennen, dass der Standardfehler vom
Mittelwert von Tau am grof3ten im Vergleich zu allen anderen Messreihen ist. Der dabei
auftretende Unterschied zur Kontrolle ist laut ungepaarten t-Test nicht signifikant (s. Abb. 29A).

In Abb. 27E wird auf die Teilhypothese (s. Kapitel 3.6, 1.d), dass die Hemmung der mPTP zu
keiner veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
fuhrt, eingegangen. Es ist zu sehen, dass nach Applikation des mPTP-Inhibitors ABT-737 (100
nM) eine sehr geringe AF/Fo um 3 £ 0,5 % (s. auch Abb. 28A) zu verzeichnen ist. Der dabei
auftretende Unterschied zur Kontrollgruppe ist laut ungepaarten t-Test nicht signifikant. Nach
der Verwendung von VUAA1 (100 pyM) kann ein starker und sprunghafter Anstieg der AF/Fo
auf einen Maximalwert von 173,8 £ 22,26 % (s. auch Abb. 28B) verzeichnet werden. Der dabei
bestehende Unterschied zur Kontrollgruppe, der mit dem ungepaarten t-Test auf Signifikanz
getestet wurde, ist nicht signifikant (s. Abb. 28B). Nachdem das Maximum erreicht ist, erfahrt
die Verlaufskurve einen kontinuierlichen Abschwung und steigt dann wieder ab einer Zeit von
ca. 450 s langsam an, wobei der Standardfehler gré3er wird. Im Vergleich zur Kontrollmessung
(s. Abb. 27A und Abb. 28B) ist der Maximalwert von AF/Fo geringer und der Standardfehler
wird ab einer Zeit von ca. 450 s offensichtlich kleiner. Prinzipiell zeigen beide Kurvenverlaufe
aber einen sehr ahnlichen Verlauf. Das Verhaltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R) von
AF/Fq nach der Gabe von ABT-737 und anschlieBender Verabreichung von VUAA1L betragt
0,38 + 0,03 (s. Abb. 29B). Der Unterschied des R von AF/Fo zur Kontrollgruppe ist dem
ungepaarten t-Test zufolge nicht signifikant (s. Abb. 29B). Nach 100,3 + 15,5 s (s. Abb. 29A)
erreicht die Verlaufskurve von AF/Foeinen Wert, der nur noch ein Drittel des Maximalwertes
von AF/Fq (s. Abb. 27E und Abb. 28B) betragt. Der dabei auftretende Unterschied zur Kontrolle
ist laut ungepaarten t-Test nicht signifikant (s. Abb. 29A).
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Abb. 28: Gegeniiberstellung der Maxima der prozentualen Anderung der Fluoreszenz-
intensitat (AF/Fo) in OSNs nach differenter Pharmakagabe zu t = 100 s (A) und der
Applikation des Agonisten VUAAL (100 uM) zu t = 200 s (B)

Die Sterne zeigen die Ergebnisse des ungepaarten t-Tests wie folgt an: *p < 0,05; **p < 0,01;

***p < 0,001; ns = nicht signifikant.

A) Es ist zu erkennen, dass Auranofin als einziger Wirkstoff im Anschluss an die Applikation
eine signifikante erhdhte AF/Fo im Vergleich zur Kontrolle zeigt. Jedoch ist hier der
Standardfehler am gré3ten im Vergleich zu allen Messreihen.

B) Die Applikation von VUAAL nach vorheriger Gabe von Spermin od. RU360 od. Auranofin
fuhrt zu einer signifikant reduzierten AF/Foim Vergleich zur Kontrolle. Die max. AF/Fq fir
ABT-737 unterscheidet sich von der Kontrolle, aber nicht signifikant.

A B
400+ : 1.25- :
350' ns KKk
3004 ns 1.004 o
. 2507 &£ 0.754
@ - i
2 200 e
1504 § 0.50+ ns ns
100+ x
0.254
504
0- 5 " 0.004 "
Q& & ] & Q
&\o\\ Qp'b@ %06\‘ 2 (\\@\\ & 9P y SR
Ao o 154 & X < 154

Abb. 29: Gegenuberstellung der Ergebnisse fur (A) die Zeitkonstante Tau (1) und (B) die
Verhéltnisberechnung zwischen Maximal- und Minimalwert (R) der prozentualen
Anderung der Fluoreszenzintensitat (AF/Fo) in OSNs nach differenter Pharmaka-
gabe zu t = 100 s und der Applikation des Agonisten VUAAL (100 uM) zu t = 200 s

Die Sterne zeigen die Ergebnisse des ungepaarten t-Tests wie folgt an: *p < 0,05; **p < 0,01;

***p < 0,001; ns = nicht signifikant.

A) Tau (1) stellt die Zeitkonstante der e-Funktion dar, bei der sich der vorher erreichte
Hochstwert von AF/Fo bis auf ein Drittel seines Ursprungswertes vermindert hatte. Im
Vergleich zur Kontrolle sind keine signifikanten Unterschiede zu den anderen Substanzen
zu erkennen. Spermin fehlt in dieser Betrachtung, da keine Berechnung von Tau (1)
aufgrund des Kurvenverlaufes aus Abb. 27B zu berechnen war.

B) Es ist zu erkennen, dass das R von AF/Fo bei Spermin und Auranofin signifikant unter-
schiedlich im Vergleich zur Kontrolle ist.

Weitere detailliertere Berechnungen und die konkreten Ergebnisse der statistischen Tests,

gemal Kapitel 4.5, sind auf der beiliegenden CD zu finden.
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6 Diskussion

Die nachfolgende Diskussion wiurdigt die Ergebnisse (s. Kapitel 5) im Hinblick auf die
Zielstellung (s. Kapitel 2) der vorliegenden Masterarbeit und die in Kapitel 3.6 aufgestellte
Hypothese (einschlieBlich der Teilhypothesen 1. a) — d)), dass eine Verdnderung der mito-

chondrialen Funktion zu einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz flhrt.

Zuerst sollen die Ergebnisse der Kontrollgruppe (1. Messreihe s. Tab. 3) aus Abb. 27A
diskutiert werden. Wie zu erkennen ist, bewirkt DMSO (100 yM) nur einen sehr geringen
Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz um 1,9 + 1,3 % (s. auch Abb. 28A). Das heif3t, dass ein Einfluss
von DMSO als Lésungsmittel fur Spermin, RU360, Auranofin und ABT-737 auf die Ergebnisse
der Testung fir die Teilhypothesen 1. a) — d) ausgeschlossen werden kann. Ahnliche Ergeb-
nisse fur die Wirkung von DMSO sind auch aus Studien von z.B. Mukunda et al. (2014) und
Halty-deLeon et al. (2018) bekannt. Nach der Zugabe von VUAAL (100 pM) erfolgt ein sehr
starker und sprunghafter Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz um 239,1 + 20,5 % vom Ursprungswert
(s. Abb. 27A und Abb. 28B). Dieser sprunghafte Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz ist auf die
aktivierende Wirkung dieses allosterischen Agonists auf den Korezeptors-Orco bei Insekten
(s. Kapitel 3.3) zurlickzuftihren (Corcoran et al., 2018, Kumar et al., 2013). Die Tendenz der
Ergebnisse fir das Erreichen des Maximalwertes sind vergleichbar mit den Resultaten von
Mukunda et al. (2014), wobei hier nur ein Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz von ca 25 % bei
gleicher Stoffmengenkonzentration von VUUAL zu verzeichnen war. Bei einem Versuch mit
einer geringeren Stoffmengenkonzentration von VUAAL mit 25 uM in einer Studie von Halty-
deLeon et al. (2018), konnten hingegen Werte von ca. 150 % fur den Anstieg der Ca?*-
Fluoreszenz gemessen werden. Somit ist der ermittelte Maximalwert fir den Anstieg der Ca?*-
Fluoreszenz aus Abb. 28A als valides Ergebnis einzustufen. Nachdem das Maximum erreicht
ist, erfahrt die Verlaufskurve einen kontinuierlichen Abschwung und steigt dann wieder ab
einer Zeit von ca. 450 s langsam an, wobei der Standardfehler grof3er wird. Die Abnahme der
Ca?*-Fluoreszenz ist damit zu begriinden, dass sich die OSNs vor einer Uberladung mit Ca?*
schitzen und folglich einem Zelltod vorbeugen (Trudeau et al., 2003). In diesem Zusammen-
hang schlieBen die ORs und Ca?* wird durch Puffer gebunden oder unteranderem mit Hilfe
von lonenpumpen und -austauschern abtransportiert (Wicher, 2015). Ebenfalls wird die Ca?*-
Transportrate der Plasmamembran-Ca?*-Pumpe Uber die Aktivierung von CaM stark erhoht
(Budde et al., 2002). Bei der Reduktion des Ca?* aus dem Zytoplasma der OSNs sollen
aulBerdem auch das endoplasmatische Retikulum, die Mitochondrien und deren Verhaltnis
untereinander eine wichtige Rolle spielen (Rizzuto et al., 2009), (s. auch Kapitel 3.5). Aus den
angefuhrten Griinden ist auch der Abschwung der Verlaufskurve fur die Ca?*-Fluoreszenz

erklarbar.
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Des Weiteren konnte der Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz nach einer Zeit von ca. 450 s mit der
Kalzium-induzierten Kalziumfreisetzung (engl. calcium-induced calcium release (CICR))
erklarbar sein. Diese beschreibt einen biologischen Prozess in Muskelzellen, insbesondere
Herzmuskelzellen, bei dem Kalzium die Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Ca?*-Speichern
(z. B. endoplasmatisches (ER) oder sarkoplasmatisches (SR) Retikulum) aktivieren kann
(Endo, 1977; Fabiato, 1983). Hierbei stromen nach der Depolarisation Kalziumionen durch L-
Typ-Kalziumkanale oder durch sarkolemmale, spannungsabhéngige Kalziumkanale
(Dihydropyridinrezeptoren) in der T-Tubulus-Membran in die Zelle ein (Le Xu et al., 1998). Dort
triggern sie den zusatzlichen Ca?*-Einstrom in das Zytosol durch Erreichen der
Aktivierungsschwelle des Ryanodin-Rezeptors (im Herz: Ryr2) in der Membran des SR (Le Xu
et al., 1998). Ein derartiges Verhalten ist auch fir das ER bei Neuronen beobachtet worden
(Verkhratsky und Shmigol, 1996). Hierbei wird die CICR-Verfligbarkeit sowohl durch den Ca?*-
Gehalt der internen Speicher als auch durch die basale [Ca?']i gesteuert (Verkhratsky und
Shmigol, 1996). Eine Ruckkehr auf den urspriinglichen Wert, der vor der Applikation von
DMSO bestand, scheint nicht maglich zu sein, da weiterhin ein Geruchsreisreiz der ORs durch
VUUAL besteht. Entweder kdnnte es zu einer Adaptation der ORs kommen (s. Kapitel 3.3.3)
oder die Werte fur die Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz wirden weiter ansteigen, weil durch die
Verdunstung von Flussigkeit die Konzentration von VUAAL kinstlich erhoht wird. Kritisch zu
betrachten ist der erhohte Standardfehler, der ggf. durch weitere Ubung der Antennen-
praparation sowie das Schaffen von noch besseren Umgebungsbedingungen und der Auswabhl
noch gleichartigerer Antennen reduziert werden kdnnte. Zusammenfassend kann trotzdem
festgestellt werden, dass sich die Ergebnisse dieser ersten Messreihe (Abb. 27A, Abb. 28,
Abb. 29) zum Vergleich mit dem Resultaten der anderen Messreihen (Abb. 27B — E, Abb. 28,
Abb. 29) eignen.

Generell gilt fur die Diskussion der nachfolgenden Teilhypothesen 1. a) — d), dass jede Aktion
nur mit einem wechselnden Pharmakon, je nach Messreihe (s. Tab. 3), getestet worden ist.
Diesbeziiglich konnen unbekannte Nebeneffekte auftreten, die eine genauere Erforschung
nach sich ziehen kénnten und nicht zwangslaufig zur Ablehnung der Hypothese fiihren. Damit
ist auch gemeint, dass die Hypothese zwar flr dieses eine Pharmakon im Moment ange-
nommen werden kann, aber in der Zukunft weitere Tests mit verschiedenen Modulatoren (s.

Kapitel 8) des mCU und der mPTP erfolgen sollten.
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6.1 Hypothese 1. a) ,,Wenn die Aktivierung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters (mCU)
erfolgt, dann ist nicht mit einer veranderten Antwort der OSNs auf

einen Duftreiz im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu rechnen.”

Im Folgenden wird auf die Ergebnisse fir die Teilhypothese 1.a) eingegangen. Abb. 27B zeigt
auf, dass nach der Zugabe des mCU-Aktivators Spermin (10 uM) ein sehr leichter Anstieg der
Ca?*-Fluoreszenz auf einen Wert von 2,7 + 1,8 % (s. auch Abb. 28A) zu verzeichnen war. Der
dabei auftretende Unterschied zur Kontrollgruppe ist nicht signifikant und entsprach der
Erwartung. Trotzdem ist anzumerken, dass durch die alleinige Aktivierung des mCU auch eine
Reduktion der Ca?*-Fluoreszenz hatte erfolgen kdnnen. Damit ist gemeint, das vermehrt Ca?*
durch das Offnen des mCU in die Mitochondrien gelangen und somit die [Ca?*]; im Zytosol des
OSNs hatte abnehmen kénnen (Zoratti und Szabo, 1995). Eine mdgliche Ursache, warum dies
nicht geschah, konnte auf mogliche unbekannte Wechselwirkungen mit anderen Zellor-
ganellen (z.B. endoplasmatischem Retikulum (Rizzuto et al., 2009)) zurlickzufiihren sein. Des
Weiteren wurden durch Spermin ggf. weitere Ca?*-transportierende lonenkanale beeinflusst,
die in die Homoostase bei OSNs eingebunden sind. Nach der Gabe von VUAA1 (100 pM)
erfolgte ein kleinerer Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz auf 78,9 + 19,1 % (s. auch Abb. 28B) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 27A und Abb. 28B). Der dabei bestehende Unterschied
zur Kontrollgruppe (s. Abb. 28B) ist signifikant. Dies entspricht nicht der Erwartung, da die ggf.
vermehrte mitochondriale Ca?*-Speicherung nach mCU-Aktivierung keinen Einfluss auf die
Ca?*-Freigabe in das Zytosol durch z.B. die mPTP oder dem Na'/Ca?*-Austauscher (MNCE)
nach Erregung der OSN hatte haben sollen (Zoratti und Szabo, 1995). Eine mdogliche
Erklarung kann darin begriindet sein, dass durch den schon aktivierten mCU Ca?" aus
Regionen sehr hoher Konzentration nahe der Plasmamembran rasch in Mitochondrien auf-
genommen (Biasutto et al., 2016) wurde und dadurch nicht so schnell und stark wieder
abgegeben werden konnte, wie durch andere Zellorganellen. Folglich sinkt der Wert fur die
Ca?*-Fluoreszenz insgesamt um mehr als die Halfte im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb.
28B). Nachdem der Kurvenverlauf sein Maximum erreicht hat, erfolgt ein leichter Abschwung
bis zu einer Zeit von 280 s. Dann steigt die Ca?*-Fluoreszenz wieder leicht bis zu einer Zeit
von 340 s an und sinkt dann wieder bis zu einer Zeit von ca. 345 s ab und steigt dann wieder
an. Der AF/Fo-Kurvenverlauf ist vergleichbar zu Abb. 27D und ist wiederholt nicht erwartet,
aber nachvollziehbar, da durch die Aktivierung des mCU viel Ca?* in die Mitochondrien gelangt,
dort gespeichert und dann wieder langsam von der mPTP oder dem mNCE abgegeben wird
(Babcock und Hille, 1998). Auch in diesem Fall ist ein volliger Abschwung der AF/Fo-Kurve bis
zum Ursprungswert, der vor der Gabe von Spermin bestand, nicht moglich. Grund hierfur liegt
in der Tatsache, dass sich beide Substanzen in dem kurzen beobachteten Zeitraum nicht

abbauen.
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Das Verhaltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R) von der Ca?*-Fluoreszenz nach der
Gabe von Spermin und anschlieender Verabreichung von VUAAL betragt 0,97 + 0,10 und ist
zur Kontrollgruppe mit ***p < 0,001 signifikant (s. Abb. 29B). Dieses Ergebnis war anhand der
Grafiken aus Abb. 27 zu erwarten. Die Tauberechnung fiir die Messreihe mit Spermin und
VUUA1 war aufgrund des Kurvenverlaufs der Ca?*-Fluoreszenz aus Abb. 27B nicht moglich.
Zusammenfassend kann erklart werden, dass Hypothese 1.a) nicht zu bestatigen ist. Trotzdem

bedarf es weiterer Abklarung (s. Kapitel 8).

6.2 Hypothese 1. b) ,,Wenn die Hemmung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters (mCU)
erfolgt, dann ist mit einer veréanderten Antwort der OSNs auf einen

Duftreiz im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu rechnen.”

Die Teilhypothese 1.b) kann teilweise bestatigt werden. Es ist zu erkennen, dass nach
Verabreichung des mCU-Inhibitors RU360 (5 uM) eine sehr geringer Anstieg der Ca?-
Fluoreszenz um 2,8 = 1,3 % (s. auch Abb. 28A) zu verzeichnen ist. Der dabei auftretende
Unterschied zur Kontrollgruppe ist nicht signifikant. Diesbeziglich ist jedoch anzumerken, dass
durch die Hemmung des mCU eigentlich eine Steigerung der Werte fur die Ca?*-Fluoreszenz
hatte erfolgen missen. Das hei3t, dass durch das SchlieBen des mCU weniger Ca?* in die
Mitochondrien gelangen und somit die [Ca?']; im Zytosol des OSNs steigen musste (Zoratti
und Szabo, 1995). Es ist zwar ein kleiner Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz im Vergleich zur
Kontrollgruppe (s. Abb. 27 und Abb. 28A) zu erkennen, der jedoch weiterer Abklarung bedarf
(s. Kapitel 8). Eine mogliche Ursache, warum kein gré3erer Unterschied besteht, konnte auf
mdgliche unbekannte Wechselwirkungen mit anderen Zellorganellen (z.B. endoplasma-
tischem Retikulum (Rizzuto et al., 2009)) zurlickzufhren sein. Des Weiteren wurden durch
RU360 ggf. weitere Ca?*-transportierenden lonenkanéle beeinflusst, die in die Homdostase
bei OSNs eingebunden sind. Ebenso kénnte die Ursache in der geringen Stoffmengen-
konzentration von RU360 begrindet sein. Nach der darauffolgenden Applikation von VUAA1
(100 uM) kann ein sprunghafter Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz auf einen Maximalwert von
112,3 + 26,6 % (s. auch Abb. 28B) verzeichnet werden. Der dabei bestehende Unterschied
zur Kontrollgruppe ist signifikant (s. Abb. 28B). Dies entspricht der Erwartung, da durch den
gehemmten mCU weniger Ca?" in den Mitochondrien (Biasutto et al., 2016) gespeichert
werden konnte und folglich auch weniger Ca?* durch andere Ca?*-leitende Kanale (s. Kapitel
3.5) aus den Mitochondrien wieder abgegeben werden kann. AuRerdem wurde in Experi-
menten von Garcia-Rivas et al. (2006) gezeigt, dass die Verabreichung von RU360 auch die
Depolarisation der Mitochondrien durch die Offnung der mitochondrialen Permeabilitatstransi-

tionspore (MPTP) verhindert.
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Dadurch konnte das deutliche Sinken der Ca?*-Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrollgruppe
(s. Abb. 28B) zu erklaren sein, wobei der Standardfehler hdher ist. Des Weiteren kénnte auch
die Moglichkeit bestehen, dass durch das lokal akkumulierte Ca?* insgesamt die Zelle weniger
Ca?*-Aufnahme in die OSNs (Thayer et al., 1990) ermoglicht und hierdurch der Anstieg
verzdgert wird und es langer dauert, bis der Ruhepegel erreicht ist. Dies kénnte auch eine
Ursache dafir sein, warum die Verlaufskurve im Vergleich zur Kontrolle nach Erreichen des
Maximum einen kontinuierlichen Abschwung aufweist und dann erst wieder ab einer Zeit von
ca. 570 s langsam ansteigt, wobei der Standardfehler annahernd gleich bleibt. Im Vergleich
zur Kontrollmessung (s. Abb. 27A) ist der Maximalwert fir die Ca?*-Fluoreszenz geringer und
der Standardfehler wird ab einer Zeit von ca. 450 s offensichtlich kleiner. Die Abnahme des
Standardfehler kann auch auf eine routiniertere Arbeitsweise des Versuchsdurchfiihrenden
zurickzufuihren sein. Prinzipiell zeigen beide Kurvenverlaufe aber einen sehr &ahnlichen
Verlauf. Das Verhéltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R) der Ca?*-Fluoreszenz nach
der Gabe von RU360 und anschlieBender Verabreichung von VUAA1 betragt 0,25 + 0,13 (s.
Abb. 29B). Der Unterschied des R von der Ca?'-Fluoreszenz zur Kontrollgruppe ist nicht
signifikant (s. Abb. 29B). Dennoch soll darauf hingewiesen werden, dass die Abnahme von R
im Vergleich zur Kontrollmessreihe auch dafir spricht, das z.B. das endoplasmatische Reti-
kulum weniger Ca?* freigeben kdnnte. Die Beziehungen zwischen beiden Zellorganellen sind
in entsprechenden Studien (Rizzuto et al., 2009; Hayashi et al., 2009; Brito und Scorrano,
2010) nachgewiesen worden. Nach 194,5 + 85,7 s (s. Abb. 29A) erreicht die Verlaufskurve der
Ca?**-Fluoreszenz einen Wert, der nur noch ein Drittel des Maximalwertes der Ca?*-Fluo-
reszenz (s. Abb. 27C und Abb. 28B) aufweist. Der dabei auftretende Unterschied zur
Kontrollgruppe ist nicht signifikant, was auf den hohen Standardfehler bei der Tau-Berechnung
zurtickzufuihren sein konnte. Prinzipiell hatten ggf. auch hohere Maximalwerte fiir die Ca?*-
Fluoreszenz als in der Kontrollgruppe erreicht werden kénnen, da durch die Hemmung der
mCU eigentlich mehr Ca?" im Zytosol vorherrschen misste (Babcock und Hille, 1998).
Andererseits kann auch argumentiert werden, dass durch die Hemmung der mCU andere
Ca?*-Kanale der Mitochondrien oder des endoplasmatischen Retikulums beeinflusst werden,
um die normale Ca?-Homoostase aufrechtzuerhalten (Babcock und Hille, 1998). Trotz
unterschiedlicher Betrachtungsweisen ist die Hypothese 1. b) zu bestatigen, auch wenn es

einer genaueren Abklarung bedarf.
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6.3 Hypothese 1. c) ,Wenn die Aktivierung der mitochondrialen Permeabilitits-
transitionspore (mPTP) erfolgt, dann ist mit einer verédnderten
Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe zu rechnen."

Im Folgenden wird auf die Ergebnisse fur die Teilhypothese 1.c) eigegangen. Es ist zu
erkennen, dass die Zugabe des mPTP-Aktivators Auranofin (25 uM) einen méRigen Anstieg
der Ca?*-Fluoreszenz um 8,2 + 2,3 % (s. Abb. 27D und Abb. 28A) bis 200 s verursacht. Der
Unterschied zur Kontrollgruppe ist mit p = 0,037 signifikant (s. Abb. 28A). Nach der Holms-
Korrektion liegt ein p-Wert von 0,15 und somit keine Signifikanz mehr vor. Diesbeztglich ist zu
erwahnen, dass durch die alleinige Aktivierung des mPTP eine Steigerung der Ca?-
Fluoreszenz zu erwarten war. Damit ist gemeint, das vermehrt Ca?* durch das Offnen der
mPTP aus den Mitochondrien in das Zytosol der OSNs gelangen musste und somit die [Ca?*];
steige (Zoratti und Szabo, 1995). Dies ist folglich in der vorliegenden Studie auch geschehen.
Eine mdgliche Ursache, warum dies nicht in einer noch signifikanteren und unterscheidbareren
Art und Weise geschah, kdnnte auf mdgliche unbekannte Wechselwirkungen mit anderen
Zellorganellen (z.B. endoplasmatischem Retikulum (Rizzuto et al., 2009)) zurtickzufiihren sein.
Des Weiteren wurden durch Auranofin ggf. weitere Ca?*-transportierende lonenkanéle
beeinflusst, die in die Homobostase bei OSNs eingebunden sind. Erfolgt dann die Applikation
von VUAA1 (100 uM), so ist nur noch ein geringer Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz auf einen
Maximalwert von 77,1 £ 10,3 % (s. auch Abb. 28/B) im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb.
27A) zu verzeichnen. Der dabei bestehende Unterschied zur Kontrollgruppe ist signifikant (s.
Abb. 28B). Dieser signifikante Unterschied entspricht der Erwartung, da durch die schon
aktivierte mPTP ein gewisser Anteil an Ca?* aus den Mitochondrien ausgestromt ist (Biasutto
et al., 2016). Dadurch, dass bereits vor der Stimulation der ORs mit VUAAL die Werte fiir die
Ca?*-Fluoreszenz anstiegen, deutet dieses Verhalten auf einen erhéhte [Ca?']i im Zytosol der
OSNs hin. Somit scheint eine Adaptation der ORs, d.h. lonenkanéle schliel3en, im Vergleich
zur Kontrolle (s. Abb. 28B) erreicht zu sein. Durch die nach Auranofin-Gabe wahrscheinlich
begonnene Adaptation, findet dann eine geringere Aufnahme von Ca?* aus dem extra-
zellularem Raum und intrazellularen Ca?*-Speichern statt. Dadurch scheint das Sinken der
Werte fuir die Ca?*-Fluoreszenz um mehr als die Halfte im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb.
28B) erklarbar zu sein. Nach dem Anstieg auf ein Maximum erfahrt der Kurvenverlauf nur
einen sehr leichten Abschwung und verbleibt dann bei einer nahezu konstanten Ca?-
Fluoreszenz mit einem geringen Standardfehler (Abb. 27D) Der beschriebene Kurvenverlauf
der Ca?*-Fluoreszenz ist nachvollziehbar, da durch die Aktivierung der mPTP auch nach OR-
Stimulation weiterhin viel Ca?* aus den Mitochondrien auszustromen scheint. Ein Abschwung
gemaf der Kontrollgruppe wird vermutlich erst geschehen, wenn sich wenige bis keine Ca?

in den Mitochondrien befinden.
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Das Verhaltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R) der Ca%*-Fluoreszenz nach der Gabe
von Auranofin und anschlieRender Verabreichung von VUAAL betragt 0,78 + 0,11 (s. Abb.
29B). Der Unterschied des R von der Ca?*-Fluoreszenz zur Kontrollgruppe ist signifikant (s.
Abb. 29B). Dieses Ergebnis ist eindeutig, wiederspiegelt die in Abb. 27A/D dargestellte
Situation und ist durch die zuvor geschilderten mdglichen Ursachen begrindbar. Nach 208,6
+ 126,5 s (s. Abb. 29A) erreicht die Verlaufskurve der Ca?'-Fluoreszenz einen Wert, der
Berechnungen zufolge etwa ein Drittel des Maximalwertes der Ca?*-Fluoreszenz betragt (s.
Abb. 27D). Aus Abb. 29A ist somit zu erkennen, dass der Standardfehler vom Mittelwert von
Tau am grofRten im Vergleich zu allen anderen Messreihen ist. Der dabei auftretende
Unterschied zur Kontrolle ist nicht signifikant (s. Abb. 29A). In diesem Zusammenhang ist
darauf hinzuweisen, dass die Ruckkehr zum Ruheplateau langer dauert als bei der
Kontrollgruppe. Aufgrund der vorangegangenen Schilderungen ist Hypothese 1.c) als

zutreffend anzunehmen.

6.4 Hypothese 1.d),Wenn die Hemmung der mitochondrialen Permeabilitats-
transitionspore (mPTP) erfolgt, dann ist nicht mit einer
veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im Vergleich zu

einer Kontrollgruppe zu rechnen.”

Die Teilhypothese 1.d) wird nachfolgend auf Grundlage der Ergebnisse aus Kapitel 5
diskutiert. Wie aus Abb. 27E ersichtlich wurde, erfolgt nach der Applikation des mPTP-
Inhibitors ABT-737 (100 nM) ein sehr geringer Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz um 3 + 0,5 % (s.
Abb. 28A). Der dabei auftretende Unterschied zur Kontrollgruppe ist nicht signifikant. Es wurde
auch keine Anderung erwartet, da die alleinige Hemmung der mPTP keine direkte Ver-
anderung der Ca?*-Fluoreszenz zur Folge haben misste. Dies ist damit zu begriinden, das
keine Ca?* durch die mPTP aus den Mitochondrien gelangen und somit die [Ca?*] im Zytosol
des OSNs gleich bleibt (Zoratti und Szabo, 1995) oder sinkt. Nach der Gabe von VUAAL1 (100
uM) kann ein starker und sprunghafter Anstieg der Ca?*-Fluoreszenz auf einen Maximalwert
von 173,8 = 22,26 % (s. Abb. 28B) verzeichnet werden. Der dabei bestehende Unterschied
zur Kontrollgruppe ist nicht signifikant (s. Abb. 28B). Dies entspricht der Erwartung und ist mit
der Tatsache zu begriinden, dass die mPTP auch im reguléaren Zustand erst 6ffnet, wenn die
mitochondriale Ca?*-Ladung eine bestimmte Grenze Uberschreitet und Ca?* zur Homoostase
ben6tigt wird (Babcock und Hille, 1998). Des Weiteren ist die mPTP nicht der Hauptakteur, der
in der Physiologie der Homdostase bei Geruchsantworten benétigt wird (Babcock und Hille,
1998). Unter bestimmten Umstanden kann sich die mPTP trotzdem voriibergehend in einem
Modus mit niedriger lonenleitfahigkeit 6ffnen, um selektivere lonenfliisse zu ermoglichen
(Ichas et al., 1997).
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Der trotzdem etwas geringere Maximalwert der Ca?*-Fluoreszenz im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (s. Abb. 27A/E und Abb. 28B) ist damit zu erklaren, das ein gewisser Anteil an Ca?*in
den Mitochondrien verbleibt und somit und nicht in das Zytoplasma abgegeben wird (Biasutto
et al.,, 2016). Nachdem das Maximum erreicht ist, erfahrt die Verlaufskurve einen konti-
nuierlichen Abschwung und steigt dann wieder ab einer Zeit von ca. 450 s langsam an, wobei
der Standardfehler gré3er wird. Im Vergleich zur Kontrollmessung (s. Abb. 27A und Abb. 28B)
ist der Maximalwert der Ca?*-Fluoreszenz geringer und der Standardfehler wird ab einer Zeit
von ca. 450 s offensichtlich kleiner. Dieser kleinere Standardfehler mag vor allem daran liegen,
dass der Versuchsdurchfiihrende bei der fiinften Messreihe Uber ein erhebliches Mal3 an
vermehrter Routine verfugte. Das Verhaltnis zwischen Maximal- und Minimalwert (R) der Ca?*-
Fluoreszenz nach der Gabe von ABT-737 und anschlieBender Verabreichung von VUAA1
betragt 0,38 + 0,03 (s. Abb. 29B). Der Unterschied des R von der Ca?-Fluoreszenz zur
Kontrollgruppe ist dem ungepaarten t-Test zufolge nicht signifikant (s. Abb. 29B) und lief3 sich
auch schon aus den Grafiken A/E der Abb. 27 schlussfolgern. Nach 100,3 + 15,5 s (s. Abb.
29A) erreicht die Verlaufskurve der Ca?*-Fluoreszenz einen Wert, der nur noch ein Drittel des
Maximalwertes von der Ca?*-Fluoreszenz (s. Abb. 27E und Abb. 28B) betragt. Hierbei auf-
tretenden Vorgange in den OSNs sind mit den gleichen Ausfiihrungen, wie zur Kontrollgruppe
begrindbar. Die Mehrzahl der Ergebnisse aus der statistischen Auswertung sprechen daflr,

dass die Teilhypothese 1.d) angenommen werden kann.

Nach der Diskussion der Teilhypothesen ist nun auch ein Riickschluss auf die Haupthypothese
mdglich. Dadurch, dass alle Teilhypothesen bestétig werden konnten, ist ein Grundstein fir
den Beweis der Hypothese gelegt, dass eine Veranderung der mitochondrialen Funktion zu

einer veranderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz fihrt.

Das Auftreten von zufalligen und systematischen Fehlern ist nahezu auszuschlieR3en, da sich
detailliert an die Durchflihrung, gemaf Kapitel 4.4, gehalten wurde. Des Weiteren unterlagen

alle Messergebnisse einer Plausibilitatskontrolle.
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7 Zusammenfassung

Der Uberbegriff fir das Erkennen chemischer Substanzen in der Umwelt von Organismen
lautet Chemorezeption (Menco et al., 2004). Fur die Aufnahme eines Geschmacks- oder
Duftreizes bedarf es Rezeptoren, die von Neuronen exprimiert und in die Dendritenmembran
eingebaut sind (Azevedo et al., 2009). Die Erforschung und Entschliisselung der einzelnen
Ablaufe und Mechanismen ist eine Aufgabe der Neurobiologie (Triebel, 2018). Als Modell-
organismen kommen hierbei verschiedenste Insekten, wie die Fruchtfliege Drosophila mela-
nogaster zum Einsatz (Castle et al., 1906). Neurobiologisch betrachtet, besteht ihr Vorteil
darin, dass sie trotz der Komplexitat des Nervensystems eine uberschaubare Anzahl von
Nervenzellen aufweist (Janning und Knust, 2004). Bezuglich ihres Duftverhaltens konnte
nachgewiesen werden, dass auch noch geringste Mengen relevanter Duftstoffe (Mukunda et
al., 2016) ausreichen, um z.B. Nahrung, Artgenossen oder Feinde wahrzunehmen und eine
Duftorientierung (Steiner, 1953) zu gewdhrleisten. Bei Insekten kann eine kurze Exposition
gegenuber Sexualpheromonen zu einer kurzzeitigen, als auch langfristigen Steigerung der
Empfindlichkeit von Geruchsrezeptoren (ORs) bezuglich derartiger Pheromone fuhren (Ander-
son et al., 2007). Fur Saugetiere wurde berichtet, dass die durch Mitochondrien gesteuerte
Ca?*-Mobilisierung eine Schlisselrolle bei der Aufrechterhaltung des breiten dynamischen
Antwortbereichs und der Empfindlichkeit olfaktorischer sensorischer Neurone (OSNSs) spielt
(Fluegge et al., 2012). Hinsichtlich der Sensitisierung von ORs bei Insekten ist die Beteiligung

der Mitochondrien bisher ungeklart (Mukunda et al., 2016) und wirft offene Fragen auf.

Daher bestand das Ziel dieser Masterarbeit in der Untersuchung des mitochondrialen Ein-
flusses auf die Duftantwort der OSNs bei Drosophila melanogaster. Diesbeziiglich erfolgte
die pharmakologische Beeinflussung von Proteinkomplexen, die in den Ca?'-Import (mito-
chondrialer Ca?*-Uniporter (mCU)) und Ca?"-Export (mitochondriale Permeabilitatstransi-
tionspore (MPTP)) in OSNs eingebunden sind (Zoratti et al., 1995). Hierfir wurde bei der vor-
liegenden Studie ein prospektives, experimentelles, bivariates, kontrolliertes und offenes Stu-
diendesign gewahlt. Es erfolgten Antennenpraparationen, gemaf Mukunda et al. (2014), die
den genetisch kodierten Ca?*-Indikator ,GCaMP6f“ (Nakai et al., 2001) in Orco-exprimierenden
OSNs aufwiesen. AnschlieRend wurden ex-vivo fluoreszenzoptische Messungen mittels Ca?*-
Imaging durchgefuhrt. Wahrenddessen erfolgte, je nach Messreihe (s. Tab. 3), die Applikation
diverser Pharmaka nach 100 s und des Agonisten VUAAL (100 uM) nach 200 s. Als Kontroll-
gruppe dienten Antennenpraparationen, die mit DMSO (100 uM) und VUUAL in Kontakt
gebracht wurden. Zur Aktivierung des mCU kam Spermin (10 uM) zum Einsatz. Wahrend die
Hemmung des mCU mit RU360 (5 uM) erfolgte. Die Aktivierung der mPTP geschah mit
Auranofin (25 uM), wobei fir die Inhibition ABT-737 (100 nM) benutzt wurde.
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Als Ergebnis konnten unteranderem signifikante Unterschiede fir die Maxima der prozen-
tualen Anderung der Fluoreszenzintensitat (AF/Fo) in OSNs zwischen der Kontrollgruppe und
den Messreihen (s. Abb. 28) fur den mPTP-Aktivator Auranofin (25 yM), den mCU-Aktivator
Spermin (10 yM) und den mCU-Inhibitor RU360 (5 uM) festgestellt werden. Die Unterschiede
bestehen vor allem in einer um ca. die Halfte verminderten Intensitat der Ca?*-Fluoreszenz.
AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass die Ca?*-Fluoreszenz nach VUAA1-Gabe bei
der Messreihe fur Spermin und Auranofin (s. Abb. 29B) signifikant weniger sinkt, als bei der
Kontrollgruppe. Des Weiteren wurde fir den mPTP-Inhibitor ABT-737 (100 nM) kein signifi-
kanter Einfluss auf die Duftantwort von OSNs nachgewiesen (Abb. 29B).

Aus der Auswertung der Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass diese Masterarbeit
die ersten Nachweise dafir liefert, dass die pharmakologische Modulation des mCU oder die
Aktivierung der mPTP zu einer reduzierten Duftantwort der OSNs von Drosophila melano-
gaster fuhrt. Es liegt somit auch eine Beteiligung der Mitochondrien bei der Insekten-ORs-
Sensitisierung nahe. Jedoch bedarf es weiterer Tests mit anderen Modulatoren (s. Tab. 6 in
Kapitel 8) und ggf. groRerer Fallzahl.

8 Schlussfolgerung und Ausblick

Aus den Ausfuihrungen in Kapitel 5 und 6 ergeben sich Hinweise dafir, dass eine Veranderung
der mitochondrialen Funktion zu einer veréanderten Antwort der OSNs auf einen Duftreiz fuhrt.
Insbesondere scheint dieser Umstand fir den mCU-Aktivator Spermin, den mCU-Inhibitor
RU360 und den mPTP-Aktivator Auranofin zutreffend zu sein. Auch die Teilhypothese 1.d),
dass die Hemmung der mPTP keine verdnderte Antwort der OSNs auf einen Duftreiz im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe fiihrt, konnte mit Hilfe von ABT-737 bestatigt werden. Eine
generelle Aussage Uber die Modulation der mCU und der mPTP ist jedoch nicht mdglich.
Hierzu missen weitere Tests mit anderen Modulatoren erfolgen. Einige Beispiele hierfur sind

in Tab. 6 zusammengetragen und kdnnten eine Grundlage fir kinftige Folgestudien bilden.

Tab. 6: Beispiele fir Modulatoren mitochondrialer Proteine in der Plasmamembran

mitochondrialer Ca?*-Uniporter mitochondriale Permeabilitats-
(mCU) transitionspore (mMPTP)
Aktivator |- Kaempferol - Citrinin (HB3839)3
- 4,4'4"-(4-Propyl-[1H]-Pyrazole- - Anorganisches Polyphosphat
1,3,5-Triyl)-Trisphenol (PPT)? (PolyP)*
Inhibitor |- DS16570511° - Rotenon’
- KB-R7943-Mesylat® Olesoxim (TRO19622)8
Quellen: !Hamilton et al. (2018), ?Vay et al. (2007) %Da Lozzo et al. (1998),
4Solesio et al. (2016), °Kon et al. (2017), ®*Santo-Domingo et al. (2007),
‘Li et al. (2003), ®Bordet et al. (2010)
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Des Weiteren konnte in weiteren Studien mit differenten Stoffmengenkonzentrationen
experimentiert werden, um Schwellenwertbestimmungen erfolgen zu lassen. Ebenso kdnnten
auch andere lonentransportvorrichtungen der Mitochondrien (s. Kapitel 3.5) eine Modulation
erfahren. So wird beispielweise der Na*/Ca?*-Austauscher (NNCE) mit CGP-37157 (Hamilton
et al., 2018) gehemmt. Diesbeziiglich sind auch gleichzeitige Modulierungen der verschieden-
en mitochondrialen lonenkanéle, wie der mCU und des mNCE mit KB-R7943-Mesylat (Santo-
Domingo et al.,, 2007) mdglich. Auch die Wechselwirkungen zwischen Mitochondrien und
anderen Zellorganellen sind von Interesse. So wurde z.B. von Vay et al. (2007) nachgewiesen,
dass die Hemmung des mNCE zu einer Freisetzung von Ca?* aus dem ER fiihrt. Auch fur die
Untersuchung des Sensitisierungsprozesses bei ORs kdnnen die Ergebnisse dieser Master-
arbeit hilfreich sein. Diesbeziiglich kénnte beispielsweise ein &hnlicher Versuchsaufbau, wie
bei Mukunda et al. (2016) in Verbindung zu Mitochondrien beeinflussenden Pharmaka er-
folgen. Hierdurch wiirde auch eine Verbindung zwischen Patch-Clamp-Versuchen und Ca*'-
Imaging herstellbar. Des Weiteren ware eine Steigerung der untersuchten Antennenzahl pro
Pharmakon von Vorteil, um ein noch valideres Ergebnis zu erzielen. Diesbeziiglich kénnte
auch eine noch definierte Fallzahlplanung von Vorteil sein. Ebenso ist die Schnitttechnik Uber
der Arista der Antenne (s. Kapitel 4.4.1) durch weiteres Training des Versuchsdurchfiihrenden
zu perfektionieren, sodass unter Umstéanden noch homogenere Ergebnisse zu erzielen wéren.
Denkbar ware auch ein zukinftig automatisierter Antennenpréparationsprozess, der jedes Mal
Ergebnisse mit gleichbleibender Qualitét liefern wiirde. Bei einer weiterflihrenden Studie ware
es auch sinnvoll, die Auswertung der Ca?*-Fluoreszenz fir die einzelnen Zellkompartimente
der OSNs (ODS, IDS, Soma, s. Kapitel 3.4.2) getrennt voneinander durchzuftihren. Bisher
muss die Auswahl der ROIs manuell erfolgen. Sollte in Zukunft eine Mdglichkeit geschaffen
werden dies automatisch erfolgen zu lassen, so kénnte gleichbleibend eine prazise Auswahl
der ROIs geschehen. Folglich wéare ggf. eine grof3e Zeitersparnis und Minimierung von Fehler-
qguellen moglich. Des Weiteren ware eine automatisierte Fokussierung des Mikroskops von
Vorteil, die es erlaube auf eine Ebene in der Antennenpraparation scharf zu stellen, die die
OSNs am besten abbildet. Somit kdnnten mdglichst gleich viele ROIs in Neuronen markiert
und zur Auswertung herangezogen werden. Neben diesen beschriebenen Wunschvor-
stellungen in der rein technischen Verfahrensweise, kdnnte auch die bisher gelaufige manuelle
Applikation der Testsubstanzen verbessert und standardisiert werden. So wére es wiinschens-
wert, dass die Verabreichung der Pharmaka Uber eine spezielle technische Vorrichtung ge-
schehe. Dadurch wére gewéhrleistet, dass die Gabe jedes Pharmakons immer zentral und zu
genau definierten Zeiten erfolgt. Dieses prazisere Vorgehen konnte weitere Fehlerquellen
reduzieren und ein Offnen der Klappe des Messplatzes (s. Abb. 22) vermeiden. Ebenso kénnte

das Anmischen des Testsubstanzen einen Automatisierungsprozess durchlaufen.
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Anlage 1
Blatt 1

Beschreibung der Forschungseinrichtung

Die Masterarbeit wurde am Max-Planck-Institut (MPI) fiir chemische Okologie in 07745 Jena
in der Abteilung der Evolutionaren Neuroethologie unter Verantwortung von Herrn Dr. Dieter
Wicher durchgefihrt.

Im Allgemeinen ist die Max-Planck-Gesellschaft ein Trager, der eine Vielzahl von Forschungs-
einrichtungen in Deutschland und im Ausland betreibt. Hinsichtlich der Auswahl und Durch-
fuhrung ihrer Forschungsaufgaben sind die Max-Planck-Institute frei und unabhangig (Max-
Planck-Institute & Experten, 2018). Die einzelnen MPIs forschen auf Gebieten der Lebens-,
Natur- und Geisteswissenschaften. Hierbei wird von einer Vielzahl an interdisziplinarer

Zusammenarbeit profitiert (Max-Planck-Institute & Experten, 2018).

Speziell im MPI fur chemische Okologie in Jena werden die Rolle, Vielfalt und die Eigen-
schaften von chemischen Signalen untersucht, die bei den Interaktionen zwischen Organis-
men und ihrer Umwelt auftreten kénnen (MPI fir chemische Okologie, 2018). Fir das Ver-
standnis dieses komplexen Systems der chemischer Kommunikation, arbeiten am Institut
Wissenschaftler aus den Bereichen Okologie, Biochemie, organische Chemie sowie Insekten-
kunde zusammen. Hierbei steht die Ko-Evolution von Pflanzen und Insekten im Mittelpunkt

ihrer Forschungen (MPI fiir chemische Okologie, 2018).

Wie oben beschrieben, fand die eigentliche Masterarbeit in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr.
Dieter Wicher in der Abteilung der Evolutiondren Neuroethologie statt. Diese Abteilung wird
von dem Schweden und Honorarprofessor Dr. Bill S. Hansson geleitet (Hansson, 2018).
Speziell in Dr. Wichers Arbeitsgruppe wird untersucht, wie die Geruchsrezeptoren der
Drosophila Duftsignale in elektrische Signale umwandeln und Uber welche Mechanismen
diese in den verschiedenen Kompartimenten der olfaktorischen sensorischen Neuronen
verstarkt und verarbeitet werden(MPI CE: Rezeption & Transduktion, 2018). Das Haupt-
augenmerk lage hierbei in der Beantwortung der Frage, wie die Manifestation der Anpassung
eines Organismus an eine ©kologische Nische auf der Ebene der Duftrezeptoren und der
interneuronalen Kommunikation ablaufe (MPI CE: Rezeption & Transduktion, 2018). Elektro-
physiologische Experimente an Rezeptorneuronen (in situ und isoliert) und in heterologen
Expressionssystemen kommen zur Beantwortung dieser Fragestellungen zum Einsatz. Er-
ganzend finden auch optische bildgebende Verfahren Anwendung (MPI CE: Rezeption &
Transduktion, 2018).
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Thesen

These 1:

,Die Aktivierung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters fuhrt zu einer deutlich reduzierten, aber
langer andauernden Antwort olfaktorischer sensorischer Neurone auf einen Duftreiz bei

Drosophila melanogaster im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.®

These 2:

,Die Hemmung des mitochondrialen Ca?*-Uniporters flhrt nur zu einer leichten Reduktion der
Antwort olfaktorischer sensorischer Neurone auf einen Duftreiz bei Drosophila melanogaster
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.*

These 3:

,Die Aktivierung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore hat einen direkten Anstieg
der zytosolischen Kalziumkonzentration zur Folge und fhrt zu einer deutlich reduzierten, aber
langer andauernden Antwort olfaktorischer sensorischer Neurone auf einen Duftreiz bei

Drosophila melanogaster im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.®

These 4:

,Die Hemmung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore fuhrt zu einer nicht signi-
fikanten Reduktion der Antwort olfaktorischer sensorischer Neurone auf einen Duftreiz bei

Drosophila melanogaster im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.®



