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Teil |,
Einleitung

1. Die verschiedenen Formen des Gedachtnisses

Das Gedédchtnis ist eine der grundlegendsten und geheimnisvollsten Eigenschaften
des Menschseins. Es macht uns zu eigenstdndigen Individuen mit einer Vergangen-
heit und einer Zukunft und ermdoglicht es, uns daran zu erinnern, wer wir sind. Wir
konnen aus bereits gemachten Erfahrungen lernen und dieses Wissen auf dhnliche
Situationen anwenden. Ohne ein funktionsfahiges Gedadchtnis wére es nicht méglich,
die Menschen, denen wir im Laufe unseres Lebens begegneten, oder die Orte, die
wir besuchten, wieder zu erkennen. Wir kdnnten nicht lernen wo Gefahr lauert und
was unseren Hunger stillt. Das Gedédchtnis ist weder greifbar noch sichtbar, aber
unabdingbar fiir das Bestehen des tédglichen Lebens. Schon seit vielen Generatio-
nen versuchen die Gelehrten diesem Phanomen auf die Spur zu kommen. Zu den
Zeiten des Philosophen Descartes (um 1630) ging man davon aus, dass Denken
und Bewusstsein von den Aktivitdten des Korpers gianzlich unabhéingige Prozesse
sind, die des Weiteren allein dem Menschen vorbehalten sind (Descartes (1970)).
Inzwischen hat sich diese Sichtweise deutlich gewandelt. Es ist bekannt, dass Den-
ken und Gedéchtnis, Lernen und Erinnern von einem Teil unseres Korpers, dem
Gehirn, gesteuert werden. Wurde frither unser Denken von der Philosophie lediglich
auf theoretische Weise untersucht und hinterfragt, so ist es heute méglich Gedacht-
nisprozessen auch auf experimentellem Wege auf die Spur zu kommen. Hier spielt
neben der Psychologie auch die Biologie eine immer gré3ere Rolle. So kann die Funk-
tionsweise des Gehirns zusitzlich zu verhaltenspsychologischen Experimenten auch
auf der Ebene der Neurobiologie oder Biochemie erforscht werden. Das Lebenswerk
Eric Kandels, welcher im Jahre 2000 fiir seine Erforschung von Gedédchtnisprozessen
an der Seeschnecke Aplysia auf molekularer Ebene den Nobelpreis erhielt, hat die-
sen neuen Forschungsansatz einer breiten Offentlichkeit zuginglich gemacht. Das
Gehirn ist nicht ldnger eine mysteriose Blackbox, sondern man kann den Weg, den
ein Reiz geht und der schlussendlich zu einer Reaktion fiihrt, mitverfolgen (Kandel
(2001)).

Bei Geddchtnisprozessen unterscheidet man zwischen dem impliziten und dem
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expliziten Geddchtnis. Explizites Geddchtnis, auch deklaratives Geddchtnis genannt,
bezeichnet all jene Erinnerungen die auf der Kenntnis von Fakten und Ereignissen
beruhen, wie erlerntes Schulwissen oder die Kenntnis der eigenen Lebensgeschichte,
und somit das was landldufig als Geddchtnis bezeichnet wird. Ein zweiter, wenn auch
auf den ersten Blick nicht so offensichtlicher Teil des Gedadchtnisses, ist das implizite
bzw. nicht-deklarative Geddchtnis. Hierbei handelt es sich vor allem um motorische
Erinnerungen, trainierte Reflexe und unbewusste Reaktionen auf bestimmte Um-
gebungsreize. Auch das Erlernen eines Musikinstruments gehort in diese Kategorie.
Grolie Teile der impliziten Gedédchtnisleistungen finden in sehr alten und konser-
vierten Bereichen des Gehirns statt und konnen auch bei einfachen wirbellosen
Organismen nachgewiesen werden. Dies ist ein Zeichen dafiir, wie wichtig diese
Formen des Gedéchtnisses fiir die Anpassung eines Individuums an seine Umwelt
sind und auch dafiir, dass sie bereits sehr friih in der Evolution entstanden sind. Das
explizite Geddchtnis hingegen ist beschrankt auf die neueren Bereiche des Gehirns
(Abb.:[1).

Fakten —— Ereignisse Prozessual Assoziatives Lernen Nicht-assoziatives Lernen
(motorische (klassische (Habituation,
Fahigkeiten) Konditionierung, Sensitisierung)
operante Konditionierung)
emotional muskular
Medialer Striatum Amygdala Cerebellum Reflexwege

Temporallappen

Abbildung 1: Die verschiedenen Gedadchtnisformen kdnnen unterschieden werden
als explizites und implizites Geddchtnis und werden in unterschiedli-
chen Teilen des Gehirns gebildet. Modifiziert nach Kandel u. a. (2000)
Abb.62-4.
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Im Rahmen der neurobiologischen Grundlagenforschung ist folglich das implizite

Gedéchtnis von besonderem Interesse. Implizites Geddchtnis wird langsam und auf
der Basis hdufiger Wiederholungen gebildet. Die einfachste Form ist das reflexba-
sierte Lernen. Hier kann unterschieden werden zwischen dem assoziativen und dem
nicht-assoziativen Gedédchtnis. Bei der Bildung eines assoziativen Gedédchtnisses
werden entweder 2 Reize (klassische Konditionierung) oder ein Reiz und ein spezifi-
sches Verhaltensmuster in Relation gesetzt (operante Konditionierung). Der zeitliche
Zusammenhang spielt hierbei immer eine wichtige Rolle um die beiden Gegebenhei-
ten miteinander zu verkniipfen. Bei der klassischen Konditionierung z.B. wird ein
Reiz, der tiblicherweise einen Reflex auslost (US = unkonditionierter Stimulus), wie
die Prdsentation von Nahrung, mit einem weiteren bisher unbesetzten Reiz gepaart
(CS = konditionierter Stimulus). Nach geniigend vielen Wiederholungen fiihrt die
Préasentation des CS alleine zu der Reaktion die urspriinglich vom US ausgeldst wurde
(Pavlov u. Georgij (1926)).
Das nicht assoziative Lernen bezeichnet eine einfachere Form des Lernens, weil hier
lediglich Informationen iiber einen einzelnen Reiz erlernt werden. Beispiele hierfiir
sind Habituation und Sensitisierung. Bei der Habituation wird durch wiederholte
Gabe eines Reizes die Reaktion auf diesen unterdriickt oder vermindert, wihrend bei
der Sensitisierung die Reaktion auf einen eigentlich harmlosen Reiz durch vorherige
Gabe eines starken Reizes erh6ht wird (Sherrington| (1906); Thompson u. Spencer
(1966)).

1.1. Habituation: Die einfachste Form des Gedachtnisses

Bei der Habituation handelt es sich um eine Gewéhnung bzw. erlernte Reaktions-
unterdriickung. Dies bedeutet, dass eine wiederholte Prdsentation des gleichen
ungefdhrlichen Reizes in einem relativ kurzen Zeitraum zu einer verminderten bzw.
vollig ausbleibenden Reaktion auf diesen Reiz fiihrt.

Wie bei jedem Lernvorgang ist die synaptische Plastizitédt die Grundlage der Ha-
bituation. Das Nervensystem ist keine starre Konstruktion, deren Verkniipfungen
einmal festgelegt werden, sondern es handelt sich vielmehr um ein System, das
sich abhédngig von dulleren Einfliissen verdndern kann. Signale werden verstéarkt
oder abgeschwidcht. Neue Synapsen konnen entstehen oder bereits vorhandene
verschwinden. Dieser Vorgang wird als synaptische Plastizitdt bezeichnet. Hierbei
werden Synapsen entsprechend vergangener Ereignisse modifiziert, so dass es dem
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Organismus mdoglich ist, in Zukunft auf die gleichen Ereignisse verbessert zu rea-
gieren (Wurtz u. a. (1967)). Im Falle einer Habituation wird die Reizempfindlichkeit
der entsprechenden Synapsen herabgesetzt. Es sind verschiedene Modifikationen
sowohl auf pra- als auch auf postsynaptischer Seite denkbar, wie z.B. abnehmende
Erregbarkeit der sensorischen Zellen, geringere prasynaptische Ausschiittung von
Neurotransmittern, Riickgang der postsynaptisch bereitgestellten Neurotransmitter-
Rezeptoren oder auch Modulation durch weitere beteiligte Neuronen. Ein Vorreiter
bei der Erforschung nicht-assoziativer Lernvorgdnge war Eric Kandel, der die verhal-
tenstypischen Auswirkungen, sowie die neuronalen und molekularen Verdnderungen
im Zuge einer erlernten Reizunterdriickung am Beispiel der Seeschnecke Aplysia
zeigen konnte. Gemeinsam mit seinen Mitarbeitern untersuchte er den Kiemenriick-
ziehreflex der Seeschnecke. Bei Beriihrung des Atemrohrs(Siphon) zieht das Tier
seine Kieme ein, um diese vor der potentiellen Gefahr zu schiitzen. Bei mehrfacher
Wiederholung des gegebenen Reizes nimmt die Reaktion deutlich ab (Abb.:[2). Auf
zelluldrer Ebene konnte gezeigt werden, dass in diesem Fall bei zunehmender Ge-
wohnung die Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat zuriick geht (Pinsker u. a.
(1970), |Castellucci u. Kandel| (1974); Castellucci u. a.| (1978)). Wenn die Habituation
in das Langzeitgedédchtnis tibergeht, fiihrt es sogar zur Verringerung der vorhande-
nen synaptischen Endknépfchen und damit zu einer physischen Verdanderung des
Nervensystems (Castellucci u. a.[(1978); Armitage u. Siegelbaum| (1998)).
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Abbildung 2: Zelluldrer Mechanismus der Habituation am Beispiel des Kiemenriick-
ziehreflexes der Seeschnecke Aplysia. Oben: Dorsale Ansicht von Ap-
lysia mit den involvierten Organen Siphon und Kieme, zur Verdeutli-
chung des Experimentaufbaus. Unten: Zelluldre Verdnderung wiahrend
der Habituation am Beispiel eines stark vereinfachten neuronalen Netz-
werkes. Ubernommen von Kandel u. a.| (2000) Abb.63-1.
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2. Caenorhabditis elegans (C. elegans) als Modellorganismus

Genau wie Aplysia kann auch der Fadenwurm C. elegans als einfaches Model zum
Studium von Lern- und Verhaltensmechanismen verwendet werden. Hierbei handelt
es sich um einen 1,2 mm grofen Organismus, der besonders wegen seiner geringen
Zellzahl (959) und der kurzen Generationszeit (2,5-3 Tage vom Schliipfen bis hin zum
adulten Tier) gerne als Modellorganismus verwendet wird (Abb.:[3). C. elegans gehort
zu der Familie der Nematoden, erndhrt sich von Mikroben und lebt im Bodengrund.
Des Weiteren handelt es sich um einen eutelischen Organismus, das heil3t jedes
Individuum besitzt genau dieselbe Anzahl an Zellen, die sich auch immer auf dem
selben Weg entwickeln. Ublicherweise sind die einzelnen Individuen hermaphrodit
(Genotyp: XX) und in der Lage sich selbst zu befruchten. Aus einem einzelnen ho-
mozygoten Tier gehen somit immer exakte genetische Kopien hervor, was es sehr
einfach macht C. elegans zu vermehren und mutierte Linien zu kultivieren und iiber
einen ldngeren Zeitraum stabil zu halten. Zum Einfiihren von frischem Erbgut in
eine Population und dem Aufbessern des Genpools, werden unter ungiinstigen Be-
dingungen, z.B. groBer Hitze, auch Madnnchen gebildet (Genotyp: X0). Diese paaren
sich mit Hermaphroditen und die Befruchtung der Eier erfolgt im Anschluss mit
dem fremden und nicht mit dem eigenen Sperma, dessen Entwicklung bei Fremdbe-
fruchtung unterdriickt wird. Diese Eigenschaften machen es sehr einfach genetische
Verdanderungen einzufiihren und auch Kreuzungen zweier Linien verschiedenen Ge-
notyps durchzufiihren und zu vermehren (Brenner| (1974); Byerly u. a. (1976); Sulston
u. Brenner (1974)).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des C. elegans Lebenszyklus. In blau sind die
jeweiligen Zeitrdume zwischen den einzelnen Entwicklungsschritten
dargestellt. Ubernommen von Altun u. Hall (2009).

2.1. Nervensystem und Bewegungsablauf

Das Nervensystem von C. elegans umfasst mit 302 Nervenzellen knapp ein Drittel
der gesamten Zellen von C. elegans. Die Struktur inklusive der Positionen und Verbin-
dungen aller Zellen ist bekannt. 20 Nervenzellen innervieren den Pharynx wihrend
282 das somatische Nervensystem bilden. Diese sind hauptsédchlich in Kopf (= Ner-
venring) und einer Art Bauchmark (= ventraler Nervenstrang) organisiert
(1986); Ward u. a.| (1975)). Die Kommunikation zwischen den Nervenzellen erfolgt

tiber elektrische ('Gap Junctions’) und chemische Synapsen, welche Neurotransmit-
ter ausschiitten. Zusdtzlich zu diesen fest installierten Verbindungen geben kleine
Peptide (Neuropeptide), die teilweise auch weit entfernt vom Bildungsort agieren,
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die Moglichkeit der '’kabellosen’ Modulation von neuronalen Prozessen (Brownlee u}
Fairweather (1999); Sieburth u. a. (2007)).

Elektrische Synapsen

Im Gegensatz zu chemischen Synapsen spielen Vesikel bei elektrischen Synapsen
keine Rolle, sondern sie basieren auf direkten leitenden Verbindungen zwischen
den zytosolischen Kompartimenten der verbundenen Zellen. Insbesondere im Laufe
der Entwicklung von C. elegans erfiillen direkte 'Gap-Junctions’ wichtige Aufgaben
(Phelan| (2005)). Aber auch fiir den adulten Wurm sind ungefdhr 560 elektrische
Synapsen beschrieben (White u. a.| (1986)). Da Nervenzellen und Muskeln durch eine
Basalmembran voneinander getrennt sind, kommen 'Gap-Junctions’ nur zwischen
einzelnen Neuronen oder Muskelzellen vor. Neuromuskulédre Verbindungen hinge-
gen sind immer chemisch.

Die strukturelle Basis der 'Gap Junctions’ in Invertebraten bilden Proteine aus der
Familie der Innexine (Phelan u. a.[(1998); Phelan (2005)). Es konnten 25 verschiedene
Innexine gefunden werden, welche vermutlich an der Bildung von 'Gap-Junctions’
beteiligt sind (Altun u. a. (2009)). Mutationen der beiden Innexin-Gene unc-7 und
unc-9 fithren zu sehr dhnlichen und deutlich ausgeprédgten Defekten in der Koordi-
nation von Bewegungen (Starich u. a.[(1993); Barnes u. Hekimi (1997); Kawano u. a.
(2011)). Es konnte gezeigt werden, dass besonders diese beiden Proteine eine wichti-
ge Rolle bei der Funktionalitédt der 'Gap Junctions’ des Neuromuskuldren Systems
spielen.

Durch die direkte Verbindung der beiden Zelllumina kénnen Erregungszustdnde
sehr schnell weitergegeben werden und die Verhaltensmuster laufen synchronisiert
ab. Besonders zwischen homologen Zellen oder paarweisen Neuronen finden sich
hiufig 'Gap Junctions’ genauso wie zur Bewegungskoordination zwischen Muskel-
zellen. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass 'Gap Junctions’ in manchen Zellen
zusétzlich eine Art Nebenleitung ('shunt’) bilden, der diese Neuronen synchronisiert
und so fiir eine koordinierte Vorwartsbewegung verantwortlich ist (Kawano u. a.
(2011)).

Chemische Synapsen
Zwischen den 302 Nervenzellen von C. elegans sind ca. 5000 chemische Synapsen
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ausgebildet, sowie 2000 Verbindungen zwischen Nerven- und Muskelzellen (nero-
muscular junctions (NM]J)) (White u. a.| (1986)). Genau wie bei Vertebraten auch,
werden hier von C. elegans verschiedene Neurotransmitter und Neuropeptide zur

Signalweiterleitung verwendet (Brownlee u. Fairweather (1999)). Anders als bei Ver-

tebraten oder auch bei Aplysia werden von C. elegans kaum endstédndige Synapsen
ausgebildet. Die Synapsen bilden sich in spezialisierten Bereichen, die entlang des
gesamten Axons gelegen sind (en passant). Die Nervenzellen selbst bestehen zu-
meist aus einem recht kleinen Zellkorper, so wie jeweils einem einzelnen Axon und

Dendriten, die kaum oder auch gar nicht verzweigt sind (White u. a. (1986)). In den

synaptischen Bereichen werden die Neurotransmitter in Vesikeln bereitgestellt und
konnen bei Erregung der prasynaptischen Membran freigesetzt werden (Abb.:[4).

~ Vesikel-Zyklus»
/ & - RN . N
Biie X Beladen :;, —“r\-"

|

Rezeptoren

postsynaptische lonen-Einstrom
Zelle

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer chemischen Synapse. Ubernommen

von Harris u. a.| (2001).

Dieser Vorgang wird als Exozytose bezeichnet und unterteilt sich in mehrere Pha-
sen. Bei der ersten Phase, dem 'Docking’ werden die Vesikel zur aktiven Zone der
prasynaptischen Membran geleitet um dort anzudocken (2004)). Hier spielen
sowohl Vesikelproteine als auch Membranproteine der Zelle eine Rolle. Im Zentrum
des Vorgangs steht der sogenannte SNARE-Komplex. Er setzt sich zusammen aus
dem Vesikel assoziierten Protein Synaptobrevin und den beiden membranstdndigen
Proteinen Syntaxin und SNAP25 (liegt als Dimer vor). Diese drei Proteine werden in C.

elegans von den Genen sub-1, unc-64 und ric-4 kodiert (Soellner u. a.| (1993); Nonet
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u. a.| (1998); Saifee u. a./(1998)). Gemeinsam bilden sie eine je vierstrdngige Helix zu
beiden Seiten des Vesikels, die sich im Folgenden immer weiter verknédult und das
Vesikel an die Zellmembran heranzieht (Abb.:|5) (Chen u. a. (2001)). Diese Phase wird
'Priming’ genannt. Zusitzlich zu dem SNARE-Komplex konnte das Protein UNC-13
dabei als Schliisselfaktor identifiziert werden (Miller (1999)). Die endgiiltige Fusion
des Vesikels und die damit einhergehende Freisetzung des Neurotransmitters wird
durch einen erhohten Kalziumspiegel innerhalb der prasynaptischen Zelle gesteuert
(Geppert u. a. (1994); |Littleton u. a. (1993, 1994)). Mit Hilfe von Adhdsionsmolekiilen
werden anschlieBend an die erfolgreiche Exozytose die Membranphospholipide so
wie die membranstidndigen Vesikelproteine zuriick ins Zellinnere gefiihrt und fiir
neue Vesikel verwendet (=Recycling) (Huttner u. Schmidt| (2000); Sweitzer u. Hinshaw
(1998); Sever u. a.| (2000); Greener u. a. (2001)).

Die Neurotransmitter werden in den synaptischen Spalt entlassen und diffundieren
zur postsynaptischen Membran. Dort binden sie an Rezeptormolekiile, die von der
postsynaptischen Zelle bereit gestellt werden. Im Zusammenhang mit neuronaler
Transmission gibt es zwei wichtige Klassen an Rezeptortypen: ionotrope und metabo-
trope Rezeptoren. Auch C. elegans macht hier keine Ausnahme. Ionotrope Rezeptoren
werden auch als Liganden abhéngige lonenkanile bezeichnet. Hierbei handelt es
sich um membranstidndige lonenkanile, die durch die Bindung eines Liganden (hier
der Neurotransmitter) gesteuert werden. Jeder Kanal besteht aus vier oder fiinf Un-
tereinheiten, die entweder von dem selben oder unterschiedlichen Genen codiert
werden. In C. elegans sind rund 100 verschiedene Gene fiir sowohl erregende als auch
inhibierende, ionotrope Rezeptoren bekannt. Diese Art der Rezeptoren 6ffnen und
schlief$en schnell und sind somit ideal fiir die Vermittlung kurzfristiger Signale (Barg-
mann|(1998); Fleming u. a. (1997); Hart u. a.|(1995); Maricq u. a.[ (1995); Schofield u. a.
(1987)). Metabotrope Rezeptoren hingegen beeinflussen das Ionengleichgewicht
in der Zelle nicht direkt, sondern setzen nach Aktivierung durch einen Liganden
eine intrazelluldre Signalkaskade in Gang, die wiederum zur Weiterleitung des Si-
gnals an bestimmte Strukturen beitrigt (Second-Messanger-System). Die hdufigsten
metabotropen Rezeptoren sind mit G-Proteinen gekoppelt (= G-protein-coupled
receptor (GPCR)). Hierbei handelt es sich um heterotrimere Proteine welche an ihrer
« Untereinheit mit einem GDP verbunden sind. Durch Legendenbildung an den
Rezeptor ist der Rezeptor dazu befdhigt das GDP in ein GTP umzuwandeln und so-
mit die Ga-Untereinheit zu aktivieren, welche ihrerseits nun Zielproteine aktivieren
kann und somit das oben genannte Second-Messanger-System in Gang setzt. Ein
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groRer Teil der in C. elegans gefundenen G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist an der
chemosensorischen Wahrnehmung beteiligt (Wess (1997); Bargmann, (1998); Pace
u. a. (1985); Sonnhammer u. Durbin/ (1997); [Palczewski u. a.| (2000)).

Zur Untersuchung der Rolle chemischer Synapsen bei bestimmten neuronalen Ve-
bindungen kann die Synapse mit Hilfe des Proteins Tetanustoxin (TeTx) gehemmt
werden. TeTx wird von dem Bakterium Clostridium tetani gebildet und wirkt neuro-
toxisch, in dem es in der Lage ist das am SNARE-komplex beteiligte Synaptobrevin
proteolytisch zu spalten. TeTx kann auf molekularbiologischem Wege als Transgen
in C. elegans zellspezifisch exprimiert werden. Auf diese Weise konnen chemische
Verbindungen zwischen bestimmten Neuronen gezielt unterbrochen werden und

mit Hilfe der daraus resultierenden Verdnderungen in Verhalten und synaptischer
Ubertragung die Rolle dieser Verbindungen aufgeklirt werden (Schiavo u. a.|(1992);
Davis u. a. (2008)).

— Synaptobrevin
— Syntaxin
— SNAP25

®
postsynaptische ®
Membran
{ J
synaptischer ® Neurotranmitter-
Spalt Freisetzung
‘ TeTx
postsynaptische
Membran :
keine
synaptischer Neurotranmitter-
Spalt Freisetzung

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Rolle, die der SNARE-Komplex bei der
Freisetzung von Neurotransmittern einnimmt. Unten: Das von Clostri-
dium tetani gebildete Nervengift Tetanustoxin (TeTx) degradiert Syn-
aptobrevin und verhindert die Ausbildung des SNARE-Komplexes und
somit auch die Freisetzung von Neurotransmittern.
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Eine Sonderrolle bei chemischen Synapsen nehmen die Neuropeptide ein. Hierbei
handelt es sich um kleine Peptide, die ebenfalls in Vesikeln bereitgestellt werden
und bei Stimulation der Nervenzelle freigesetzt werden kénnen. Neuropeptide kon-
nen jedoch auf verschiedene Weise Wirkung zeigen. Sie dienen sowohl als primére
Transmitterstoffe, konnen aber auch als Hormone weit entfernt vom Freisetzungsort
wirken. Die mehr als 250 in C. elegans gefundenen Neuropeptide sind somit in der
Lage komplexe Verhaltensweisen zu steuern und bieten ein zusitzliches Werkzeug
zur Neuromodulation (Li u. a./(1999); Li (2008)).

C. elegans verfiigt iiber ein komplexes sensorisches System, mit dem es ihm mog-
lich ist, eine Vielzahl von Umgebungsreizen wahrzunehmen(Croll/ (1975)). In Zusam-
menhang mit Habituation ist das mechanosensorische System am besten untersucht
(Rankin u. a./ (1990)).

Die mechanische Stimulation beinhaltet leichte und starke Beriihrungen am gesam-
ten Korper, sowie Beriihrungen der Nasenspitze des Wurms. Auch Erschiitterungen
der Umgebung (unter Laborbedingungen hervorgerufen durch Antippen der Kul-
turschale) werden tiber mechanosensorische Neurone wahrgenommen. Hierbei
wird zwischen drei verschiedenen Klassen unterschieden: Neuronen, deren Mecha-
norezeptoren in sensorischen Zilien enden, beriihrungssensitive Neuronen und
Neuronen, die eine Dehnung der Membran detektieren und tiber 'Gap Junctions’
weitergeben. Fiir die Wahrnehmung von leichten (ALML, ALMR, AVM, PLML, PLMR,
PVM (Chalfie u. a./(1985))) und starken (PVD) (Way u. Chalfie (1989)) Beriihrungen
entlang des Korpers sind beriihrungssensitive Neuronen verantwortlich. Im Bereich
von Schwanz und Nase sind Neuronen mit sensorischen Zilien zu finden (ADE, ASH,
CEP FLP, IL1, OLQ and PDE) (White u. a. (1986); Goodman| (2006)). Ein leichtes An-
tippen der Nase wird von IL1, FLP und OLQ Neuronen wahrgenommen (Hart u. a.
(1995); |Chatzigeorgiou u. Schafer| (2011)), ein starkes hingegen von den ASH und
FLP Neuronen (Kaplan u. Horvitz (1993); Albeg u. a. (2011); Chatzigeorgiou u. Scha-
fer (2011)). Die CEP, ADE und PDE Neuronen nehmen die Textur des umgebenden
Mediums wahr und kénnen so beispielsweise die Information, dass ein Bereich mit
Futterbakterien erreicht ist, weitergeben (Sawin u. a. (2000)). ASH nimmt eine Son-
derstellung ein. Zusitzlich zu der Wahrnehmung von starken Beriihrungen an der
Nase, ist dieses Neuronenpaar aulerdem dazu in der Lage schiddliche Chemikalien,
sowie Verdnderungen in osmotischem Wert und pH-Wert der Umgebung zu detek-
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tieren (Troemel u. a.|(1997); Hart u. a./(1999); Mellem u. a. (2002)). Im Rahmen dieser
Arbeit liegt besonderes Augenmerk auf der Habituation leichter Beriihrungsreize,
die tiber die oben angesprochenen Neuronen ALML, ALMR, AVM, PLML, PLMR und
PVM vermittelt werden.

AVM ALMR PVM PLMR

ALML PLML

Abbildung 6: Schematische Darstellung der sechs, fiir die Wahrnehmung leichter
Beriihrungen verantwortlichen, mechanosensorischen Neuronen und
ihrer Lage entlang des Kérpers von C. elegans. Ubernommen von [Taver+
narakis u. Driscoll (2001).

Abhéngig davon, wo die Beriihrung stattfindet, werden entweder die anterioren
(ALM, AVM) oder posterioren (PLM, PVM) Neuronen gereizt. Die Reizweiterleitung
erfolgt iiber die Interneuronen AVA, AVB, AVD, AVE und PVC an Motorneuronen,
die letztendlich den Fluchtreflex auslésen (Abb.:[7). Beriihrungen im vorderen Be-
reich fiihren zu einer Riickwirtsbewegung (vermittelt von AVA, AVD und AVE) und
analog dazu fiihren Beriihrungen im hinteren Bereich des Wurmes zu einer Vor-
wartsbewegung (vermittelt von AVB und PVC). Die von AVM (=Riickwértsbewegung)
vermittelten Signale {ibersteigen die von PVM (=Vorwirtsbewegung), welches ledig-
lich als Verstdrker dient, deutlich. Somit fiihrt eine Erschiitterung der ganzen Platte
grofStenteils (85%) zu einer Riickwartsbewegung (= Riickzugsreflex) (Rankin u. a.
(1990); Rankin u. Broster| (1992); Broster u. Rankin (1994)). Von ALM und AVM wer-
den die Informationen tiber die Interneuronen AVD und AVE an AVA weitergeleitet
und im Anschluss an die entsprechenden Motorneuronen, welche die Riickwértsbe-
wegung einleiten. ASH hingegen vermittelt durch zusétzliche Synapsen auch Signale
direkt auf AVA (White u. a. (1986))). Durch Laserablationsstudien konnte AVA als der
mallgebliche Signalgeber fiir die Einleitung einer Riickwartsbewegung identifiziert
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werden (Piggott u.a. (2011)). Hierbei handelt es sich um ein im Kopf, als Teil des
Nervenrings, lokalisiertes Zellpaar. Die Axone bilden eine Schlaufe um den Nerven-
ring und setzen sich anschliefend fort bis in den Schwanz des Tieres. Somit ist es
AVA moglich Signale an motorische Neuronen entlang der gesamten Korperachse
zu vermitteln. Auch AVA und PVC stehen miteinander sowohl tiber chemische, als
auch elektrische Synapsen in Kontakt (White u. a.[(1986)). Sehr wahrscheinlich ist,
dass hier eine gegenseitige Inhibition erfolgt, was jedoch bisher noch nicht gesichert

erforscht wurde.
Nouronen
Neuronen
T /S SN\ T
Kommando-
Interneuronen

\ / Motor-
Neuronen

Riickwarts- Vorwarts-
Bewegung Bewegung

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Zellen, welche an der Reizverarbeitung
leichter Beriihrungen beteiligt sind. Weil3: Zellen die fiir eine Riickwérts-
bewegung verantwortlich sind. Beige: Zellen die fiir eine Vorwértsbewe-
gung verantwortlich sind. Sensorische Zellen sind dreieckig, Interneu-
ronen sechseckig und Motorneuronen rund dargestellt. Ubernommen
von|Zheng u. a./ (1999).

Die Bewegung des Wurms erfolgt tiber dorsale und ventrale Korperwandmuskeln.
Diese sind in jeweils 2 paarigen Muskelstrdngen auf der dorsalen und ventralen Seite
des Tieres angeordnet (Sulston u. Horvitz (1977)). Die Korperwandmuskeln werden
von 8 Klassen von Motorneuronen gesteuert: AS, DA, DB, DD, VA, VB, VC, und VD.
Alle Somata der Motorneurone sind entlang des ventralen Nervenstrangs angeordnet.
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Die Axone der Neuronen welche dorsale Muskeln innervieren, bilden entlang der
Korperseite Kommissuren zum dorsalen Nervenstrang aus ( VA, VB, VC, VD). Bei den
A und B-Typ Neuronen (VA, VB, DA, DB, AS) handelt es sich um cholinerge Neuro-
nen, welche mittels des Neurotransmitters Acetylcholin die angesteuerten Muskeln
aktivieren. D-Typ Motorneuronen (DD, VD) hingegen schiitten den inhibitorischen
Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersaure (= GABA) aus. Die Neuronen VC4 und
VC5 innervieren zusétzlich die Vulvamuskulatur und kénnen verschiedene Trans-
mitter bereitstellen. Erregung auf einer Seite des Wurms fiihrt zu einer negativen
Riickkopplungsschleife, die zu Muskelinhibition auf der entgegengesetzten Seite
fiihrt, um Biegung des Korpers und damit die typische sinusidale Fortbewegung
moglich zu machen. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die A-Typ Motorneuro-
nen (VA, DA) direkt mit den Interneuronen AVA, AVD und AVE verschaltet sind und
eine Riickwéartsbewegung initiieren. Die B-Typ Motorneuronen (DB, VB) sind mit
AVB und PVC verschaltet und sorgen fiir eine Vorwartsbewegung der Tiere (White
u.a./(1976,/1986)) (Abb.:[8) .

—= aktivierende chemische Synapse

+— inhibierende chemische Synapse

dorsale Muskelzellen

ventrale Muskelzellen

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Funktionsweise neuromuskulérer Ver-
bindungen bei C. elegans. Alle Somata der Motorneuronen (AS, DA,
DB, DD, VA, VB, VC, VD) liegen auf der ventralen Seite. Zur dorsalen
Seite hin werden Kommissuren ausgebildet. Wird ein Muskelsegment
aktiviert, wird das gegeniiberliegende gleichzeitig inaktiviert. Ubernom-
men von Altun u. Hall (2011).
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2.2. Habituation

Bei C. elegans wurde Habituation zum ersten mal im Zusammenhang mit einer
Riickzugsreaktion im Anschluss an eine mechanische Erschiitterung (Tap) der Kul-
turplatte beobachtet. Bei wiederholter Prasentation dieses Reizes (30-40x; alle 10 s)
ging sowohl die Anzahl der reagierenden Tiere, als auch die bei einer Reaktion zuriick-
gelegte Wegstrecke zuriick. Im Anschluss an die wiederholte Erschiitterung der Platte
wurden die Tiere mittels Elektroschock einem stdarkerem Reiz ausgesetzt und die
Riickzugsreaktion konnte vollstdndig wieder hergestellt werden (= Dishabituation).
Dies zeigt, dass es sich wirklich um eine Habituation des zuvor priasentierten schwa-
chen Reizes handelt und nicht um eine Ermiidungserscheinung (Giles u. Rankin
(2009); Rankin u. a./ (1990)). Durch Versuche mit verschiedenen Abstanden zwischen
den einzelnen Reizen (=Inter-Stimulus-Intervalle (ISI)) konnte gezeigt werden, dass
eine schnelle Folge der Stimuli auch zu einer schnellen Habituation nach nur we-
nigen prdsentierten Reizen fiihrt (ISI=10s). Eine langsamere (ISI=60s) Folge von
Reizen hingegen zu einer langsameren, erst nach deutlich mehr Reizen eintretenden
Habituation fiihrt. Bei kurzen ISI’s jedoch wurde eine schnelle vollstdndige Erholung
der Riickzugsreaktion schon nach ein bis zwei Stunden beobachtet (= Kurzzeitge-
déchtnis). Langere ISI's fithren zu einem deutlich ausgepragterem Gedéachtnis, das,
je nach durchgefiihrtem Protokoll, bis zu 24 Stunden oder ldnger anhalten kann (=
Langzeitgeddchtnis) (Rankin u. Broster (1992); Beck u. Rankin/(1995,1997)). Habi-
tuation scheint also einer Mehrzahl von molekularen Mechanismen zu unterliegen
die abhéngig von den duleren Umstdnden unterschiedlich schnell und stark greifen.
Dies ist jedoch noch nicht zur Génze erforscht.

Bekannt ist, auch aus Untersuchungen an anderen Organismen, das eine strukturelle
Verdnderung der Zellen erst zu beobachten ist, wenn ein Langzeitgeddchtnis gebildet
wird (24 h und lédnger). Hierfiir ist die Neubildung von gedachtnisspezifischen Protei-
nen notwendig, die erst nach einem entsprechend intensiven Lerntraining in Kraft
tritt (Beck u. Rankin/ (1995); De Luca u. Giuditta (1997)). Fiir die Ausbildung eines
Langzeitgeddchtnisses bei C. elegans wird das oben beschriebene Trainingsprotokoll
(30-40x; alle 10 s) 4x im Abstand von jeweils einer Stunde wiederholt. Im Anschluss
an ein solches Training nimmt die Gré3e der synaptischen Zone zwischen mecha-
nosensorischem Neuron und Komandointerneuron ab. Auch die Anzahl der in die
post-synaptische Membran eingebauten Glutamatrezeptoren (GLR-1) verringert sich
(Rose u. a.| (2002)).

Bei dem, in dieser Arbeit untersuchtem Kurzzeitgeddchtnis hingegen, werden keine
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neuen Proteine gebildet und es hat auch keine Verdnderungen in der Zusammenset-
zung von pri- oder postsynaptischen Membran zur Folge. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Ausschiittung des Neurotransmitters Glutamat wiahrend des Trai-
ningsvorgans verringert wird und die Empfindlichkeit der spannungsgesteuerten
Kaliumkanile (MPS-1-KHT-1-Komplex), die sowohl in der pré-, als auch der postsyn-
aptischen Membran zu finden sind, abnimmt (Rankin/ (2000); Cohen! (1990); Biron
u. a. (2000)).

Eine Sonderstellung nimmt hier das sogenannte Mittelzeitgeddchtnis ein, welches
fiir einen Zeitraum von 12-24h anhdlt und im Anschluss an ein Massentraining (80x;
alle 60s) gebildet wird. Fiir die Ausprdagung eines Mittelzeitgeddchtnis ist das inhibi-
torische Neropeptid FLP-20 verantwortlich, aber genau wie beim Kurzzeitgeddchtnis
werden auch hier keine neuen Proteine gebildet und die Zellen nicht strukturell
verdandert (Rose u. a./(2002);|Li u. a. (2013)).

3. Optogenetik als Werkzeug zur Untersuchung neuronaler

Netzwerke

Wie bereits ausgefiihrt eignet sich C. elegans gut als Modellorganismus zur Untersu-
chung neuronaler Zusammenhénge. Hierbei bieten sich verschiedenen Ansétze an.
Einer davon ist die Lokalisierung und Messung von neuronaler Aktivitat wahrend
eines bestimmten Verhaltens, beispielsweise mit Hilfe von Kalziumsensoren oder
von Elektrophysiologie (Kerr u. a. (2000); Richmond| (2006)). Durch Aktivititsmessun-
gen alleine ldsst sich jedoch noch kein kausaler Zusammenhang beweisen. Um zu
zeigen, dass bestimmte Nervenzellen maf3geblich an der Auspragung spezifischer
Verhaltensmuster beteiligt sind, wird sehr gerne die Laserablation verwendet. Hier-
bei wird eine bestimmte Zelle zerstort und die resultierenden Verhaltensdefekte
untersucht. Auf diese Weise konnten in der Vergangenheit zellulare Netzwerke fiir
verschiedenste Verhaltensweisen ermittelt werden (Wicks u. Rankin (1995)). Diese
Methode ist jedoch nicht reversibel und birgt die Gefahr, dass auch Nachbarzel-
len in Mitleidenschaft gezogen werden konnten. Seit einigen Jahren stehen jedoch
auch weniger invasive Werkzeuge zur Verfligung um den Zusammenhang zwischen
Erregung oder Inhibition von bestimmten Neuronen mit dem darauf folgenden Ver-
halten zu untersuchen. Hierfiir wurden eine Reihe von optisch aktiven Molekiilen
aus verschiedenen Organismen charakterisiert und ihre DNA (Desoxyribonuklein-
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sdure) entschliisselt. Die funktionalen Einheiten dieser Molekiile konnen nun in
bestimmten Zellen des Zielorganismus’ exprimiert werden. Ein neues Fachgebiet
wurde geboren, die Optogenetik (Boyden u. a. (2005)). Die Zahl der molekularen
Werkzeuge auf die dabei zugegriffen werden kann, wichst bestdndig an und reicht
von lonen-Kandélen und Pumpen bis hin zu Licht gesteuerten G-Protein abhédngigen
Rezeptoren (sensorische Rhodopsine), oder einer Licht aktivierten Adenylatcyclase,
die zur Bildung des sekundiren Botenstoffes cAMP (cyclisches Adenosinmonophos-
phat) beitrdgt (Airan u.a. (2009); |(Oh u.a. (2010); Herlitze u. Landmesser; (2007);
Schroder-Lang u. a. (2007)). Zur Untersuchung neurologischer Zusammenhénge in
C. elegans bietet sich die Optogenetik an, da es sich hierbei um einen durchsichtigen
Organismus handelt. Insbesondere die Rhodopsine Channelrhodopsin2 (ChR2) und
Halorhodopsin (NpHR) eignen sich sehr gut zur Untersuchung der Rolle bestimmter
Zellen innerhalb eine neuronalen Netzwerkes. Bei Rhodopsinen handelt es sich um
multimer vorliegende Transmembran(TM)-Proteine. Eine Untereinheit bestehen
immer aus 7 TM-Domaénen, die im Falle der Typ I Rhodopsine auch die funktionale
Einheit bilden. Im Gegensatz dazu erlangen Typ II Rhodopsine ihre Funktionalitdt
erst durch das Zusammenspiel mehrere Untereinheiten im Proteinkomplex (Abb.:[9).
Ebenfalls allen Rhodopsinen ist gemeinsam, dass sie einen Kofaktor, ndmlich Retinal,
bendtigen um auf Licht reagieren zu konnen (Lanyi u. a.| (1990); Nagel u. a. (2002,
2003);/Airan u. a. (2009)) (Abb.:[10).

Bacteriorhodopsin Halorhodopsin Channelrhodopsin Sensory Rhodopsin
(BR) (HR) (ChR) (SR)
7NN\

[ 3 | \I . T

+ - Na*,K*,Ca®* H*
P’ JHis kinase
All-trans Retinal -

Abbildung 9: Schematische Darstellung verschiedener Rhodopsine, welche in der
optogenetischen 'Tool-Box’ Anwendung finden. Ubernommen von
Zhangu. a. (2011).
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HsC CHjs CHs CH; O
R SO R, OSS

CHs

Abbildung 10: Strukturformel des optisch aktiven Enzyms Retinal in der all-trans
Form, welches als Cofaktor fiir Rhodopsine dient.

3.1. Channelrhodopsin2 (ChR2)

ChR2 ist ein Kanalprotein, welches zur Familie der Rhodopsine Typ I gehort. Es
stammt aus der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii und es handelt sich dabei
um einen Kationenkanal. Das iiber eine Schiff’sche Base kovalent gebunden Retinal
liegt im geschlossenen D470 Zustand in der oben abgebildeten all-frans Form vor.
Bei Beleuchtung mit blauem Licht (470 nm) wird ein Photon aufgenommen und das
Retinal wechselt in die 13-cis Form. Uber zwei kurzlebige Zwischenzustinde wech-
selt ChR2 zu dem P520 Zustand und ist nun offen und Kationen kénnen entlang des
Konzentrations- und Ladungsgefilles ins Zellinnere gelangen (Abb.:[I1). Es kommt
zu einer Depolarisation und damit einer Erregung der Zelle. Auf diese Weise kénnen
Nervenzellen, in deren Zellmembran ChR2 durch genetische Manipulation expri-
miert wird, kiinstlich mit der Hilfe von blauem Licht gereizt werden. Der getffnete
P520 Zustand ist nicht dauerhaft stabil (ca. 10 ms) und ChR2 kehrt wiederum iiber
verschiedene Zwischenstufen zum D470 Dunkelzustand zuriick. Mit Hilfe von grii-
nem Licht ist es aulerdem moglich den P520 Zustand direkt in D470 zu {iberfithren
(Nagel u. a.[ (2003, |2005); Ritter u. a. (2008); Bamann u. a.[(2008)). Das gesamte wild-
typische Protein ist 737 Aminosduren (AS) lang. Da jedoch gezeigt werden konnte,
dass lediglich ein N-terminaler Bereich von 315 AS, welcher die 7 TM-Domé&nen
enthailt, fiir die vollstdandige Kanalfunktion notwendig ist, wird fiir optogenetische
Anwendungen lediglich dieser Bereich kodiert.
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Abbildung 11: Funktionsweise von ChR2: A) Schematische Darstellung der Ubergin-
ge zwischen den verschiedenen Zustdnden D470 (geschlossen) und
P520(offen). Die farbigen Pfeile zeigen an, welche Zustandsdnderun-
gen durch Beleuchtung mit Licht der entsprechenden Wellenldnge
erreicht werden kann. Ubernommen von Zhang u.a./(2011). B) Elek-
trophysiologisch messbarer Strom an der Membran einer Xenopus
laevis Oocyte welche ChR2 exprimiert wahrend blauer Beleuchtung
(siehe blauer Balken). Ubernommen von Berndt u. a.[(2009).

Inzwischen existieren viele verschiedene Mutationen von ChR2 die unterschied-
liche Eigenschaften besitzen, so kénnen Offnungsdauer oder Lichtintensitit und
damit einhergehend die Effizienz des Kanals verdndert werden (Nagel u. a. (2005);
Lin u. a. (2009); Berndt u. a. (2009)). Eine der am haufigsten verwendeten Mutationen
ist H134R. Dieser AS-Austausch fiihrt dazu, dass der Kanal langer getffnet bleibt und
ein hoherer Plateaustrom erreicht wird (Lin u. a.| (2009)) (Abb.:[11). Eine in dieser Ar-
beit ebenfalls verwendete Mutation ist H134R/T159C. Sie zeigt eine deutlich bessere
Membraninsertion und damit verbunden eine héhere Expression des Kanals, selbst
bei geringeren Mengen an transgener DNA (Erbguth u. a.[(2012)).

Zusitzlich zur Einfiihrung von Mutationen in ChR2, um seine Eigenschaften zu ver-
dndern, wird auch nach weiteren Kanalrhodopsinen gesucht. Beispiele hierfiir sind
die in jiingster Zeit entdeckten und charakterisierten Proteine Chronos (schnelle-
re Kinetik als ChR2) und Chrimson (Aktivierungsspektrum nach Rot verschoben)
(Klapoetke u. a.[(2014)). Es konnten des Weiteren auch erfolgreich Schiméren aus
verschiedenen Kanalrhodopsinen gebildet werden, wie beispielweise C1V1-ET/ET
(Aktivierung im griinen Bereich) (Erbguth u. a. (2012)) oder C1C2, das sehr stabile
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Kristalle formt und zur Strukturaufklarung von ChR verwendet wurde (Kato u. a.
(2012)).

3.2. Halorhodopsin

Halorhodopsine gehoren ebenfalls zu der Familie der Typ I Rhodopsine (Abb.:[9). Es
handelt sich hierbei um lonenpumpen welche sich in halophilen Archaeen finden.
Sie sind zum osmotischen Ausgleich in sehr salzhaltiger Umgebung notwendig. Das
hier verwendete Halorhodopsin NpHR stammt aus Natronomonas pharaonis und
pumpt Chloridionen (Cl~) vom Extrazellularraum in das Cytoplasma (Lanyi u. a.
(1990)). Damit wird die Membran hyperpolarisiert und eine Hemmung der Zielzel-
len erfolgt. NpHR wird durch gelbes Licht (570 nm) angeregt und geht dann vom
NpHR575 Zustand iiber in den K570 Zustand. Dieser geht iiber in die Zwischenstufe
L520 und unter Abgabe eines Cl~ Ions an das Zytoplasma dann zum O600 Zustand.
0600 wiederum geht unter Aufnahme eines Cl~ zuriick in den NpHR575 Zustand

(Abb.:[12).

NpHR®s75| — | NpHRs75 }

Retinal
/ Isomenswrung
0

@)

extrazellular

a

Retinal
Reisomerisierung

7—>

mtrazellular

Abbildung 12: Photozyklus von Halorhodopsin aus Natronomonas pharaonis. Uber-
nommen von Brauner (2009).
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Alternativ zu dem oben beschriebenem Halorhodopsin konnen auch Protonen-
pumpen, welche H"-Ionen aus der Zelle herauspumpen zur Hyperpolarisation ver-
wendet werden. Beispiele hierfiir sind die Proteine Mac (blaues Licht) und Arch
(gelbes oder griines Licht) (Husson u. a. (2012a)). Zur Hyperpolarisation mit rotem
Licht steht inzwischen die Halorhodopsinvariante JAWS zur Verfiigung (Chuong u. a.
(2014)).

3.3. Das 'Cre-Lox-System’

Auch wenn die Optogenetik eine Reihe wichtiger und sehr wirksamer Werkzeuge zur
Untersuchung neuronaler Zusammenhinge liefert hat sie dennoch ihre Grenzen.
So war es bisher nicht moglich gezielt optisch aktive Proteine in nur einen einzigen
Zelltyp einzubringen, da die zur Expression verwendeten Promotoren meist in meh-
reren Zellen aktiv sind. Um nun jedoch ein genaues Bild der Vorgidnge innerhalb
neuronaler Netzwerke zu erhalten ist es notwendig wirklich gezielt einzelne Zellen
untersuchen zu kénnen. Ein Ziel dieser Arbeit war es eine Moglichkeit zu entwickeln,
optogenetische Werkzeuge zellspezifisch anzuwenden. Hierfiir wurde das ’Cre-Lox-
System’ verwendet.

Die Cre-Rekombinase (Cre)

Das Enzym Cre gehort zu den DNA-Rekombinasen und wurde aus dem Bakterio-
phagen P1 isoliert (Sternberg u. a. (1978)). Hierbei handelt es sich um ein 38 kDA
grofSes Protein, welches funktional in Dimeren vorliegt. Cre ist dazu in der Lage
eine bestimmte, 34 bp lange DNA-Sequenz (loxP-Sequenz) zu erkennen und dort
zu binden. Eine nahe gelegene zweite Sequenz wird ebenfalls gebunden, so dass
die DNA dazwischen einen 'Loop’ ausbildet. Dieser wird nun bei gleich orientierten
loxP-Sequenzen ausgeschnitten (Abb.:[13). Sind die beiden loxP-Sequenzen jedoch
gegenldufig, wird die DNA zwischen ihnen invertiert (Sauer| (1987)).
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loxP Ziel-DNS JoxP

™ ausgeschnitt
) + @ ggs:: nittene
loxP Ziel-DNS

> - —

5" ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 3

3'TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5

Abbildung 13: Schematische Darstellung einer DNA-Exzision mittels Cre-
Rekombinase. Hierbei wird ein von zwei gleich gerichteten lox-P
Sequenzen flankiertes DNA-Stiick ausgeschnitten. Ubernommen von
Sauer] (1998).

Die Cre-Rekombinase kann nutzbar gemacht werden zur Einfiihrung gezielter ge-
netischer Verdnderungen. Insbesondere bei Mausen gibt es inzwischen verschiedene
Anwendungsgebiete: z.B. die Einfiihrung eines Transgenes, welches die verdnderten
Tiere eventuell infertil macht oder bereits vor der Geschlechtsreife totet. Hierbei
wird das potentiell toxische Gen in einer inaktiven Form in das Genom der Maus
gebracht und kann durch die Cre-Rekombinase aktiviert werden. Zusétzlich zu dem
gewiinschten Transgen wird eine STOP-Sequenz, welche von zwei gleich gerich-
teten lox-P-Sequenzen flankiert ist eingefiigt. Diese STOP-Sequenz verhindert die
Expression des Gens. So kann eine stabile transgene Linie geschaffen werden, die
dann mit einer Linie gekreuzt wird, welche die Cre-Rekombinase exprimiert. Die
daraus entstehenden Nachkommen sind doppelt transgen und tragen sowohl die
Cre-Rekombinase als auch das Ziel-Gen. Durch die Cre-Rekombinase wird die STOP-
Sequenz ausgeschnitten und das Ziel-Gen kann exprimiert werden (Abb.: (Lasko
u. a.[ (1992); Sauer (1998)). Abhédngig von den verwendeten Promotoren kann auf
diese Weise auch gesteuert werden, wo in der Maus das Gen exprimiert wird.
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Promotor Repoter-Gen Promotor Cre

loxP loxP
(-
doppelt
transgene = 2 |
Maus Promotor JloxP  aktiviertes
Gen
,—D
I
Promotor Cre
-

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Einfiihrung und anschlieBenden Ak-
tivierung eines inaktiven Gens mit Hilfe der Cre-Rekombinase. Die
Maus mit dem inaktiven Gen wird mit einer 'Cre-Maus’ gekreuzt, was

zu doppelt transgenen Nachkommen fiihrt, bei denen das Gen aktiv
ist. Ubernommen von Sauer| (1998).

Nach dem selben Prinzip konnte in C. elegans eine zellspezifische Expression des
Neuropeptidrezeptors NPR-1 in RMG erreicht werden (Macosko u. a.| (2009)).

Analog zu der Cre-Recombinase kann, mit einer anderen Erkennungssequenz (FRT),
auch die FLP-Rekombinase verwendet werden (Davis u. a.| (2008)).
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Teil Il
Material und Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien

Chemische Substanz Hersteller
Aceton Roth

Agar AppliChem
Agarose Invitrogen
all-trans Retinal Sigma
Ampicillin AppliChem
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
desoxinucleotidtriphosphate (ANTP’s) Fermentas
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Roth
Essigsdure Roth
Ethanol Roth
Ethanol p.A. Roth
Ethidiumbromid Roth

Gene Ruler 1 kb Ladder Fermentas
Gene Ruler 1 kb+ Ladder Fermentas
Gene Ruler 100 bp Ladder Fermentas
Glycerin Roth
Hefeextrakt Roth
Isopropanol Roth
Kaliumacetat Roth
Kaliumcitrat Roth
Kaliumchlorid Roth
di-Kaliumhydrogenphosphat Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
Kalziumchlorid Roth
Magnesiumsulfat Roth
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Magnesiumchlorid Roth
Methanol Roth
Natriumacetat Roth
Natriumazid Roth
Natriumchlorid Roth
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth
Natriumhydroxid Roth
Natriumhypochlorid 12% Roth
Oligonukleotide Eurofins MWG
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (50:49:1) Roth
Polyethylenglycol Roth
Rubidiumchlorid Roth
Salzsdure AppliChem
Stickstoff Linde
Streptomycin AppliChem
Sucrose Stidzucker
Tris(hydroxymethyl)-aminimethan (Tris) Roth
Triton X-100 Roth

1.2. Puffer und Lésungen

Name Zusammensetzung

Bleichlosung 0,5M NaOH
3,6 % Natriumhypochlorid

DNA-Ladepuffer 6x 40 % Sucrose
0,25 % Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF

in 6x TAE

dNTP-Mix 10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
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Injektionspuffer 10x

Klenow-Puffer

KPO,-Puffer

LB-Agar

M9-Puffer

NGM

PCR-Puffer 10x

10 mM dTTP

200 mM KPO,-Puffer
30 mM Kaliumcitrat
20 % Polyethylenglycol

Fermetas

1M KH,PO 4
1M K,;HPO,
pH 6

1% Trypton/Pepton
0,5 % Hefeextrakt
1% NaCl

1,5 % Agar
autoklaviert

20mM KH,PO,
40 mM Na,HPO,
85 mM NaCl

1 mM MgSO,

0,3 % NaCl

1,7 % Agar

0,25 % Trypton/Pepton

1 mM CaCl,

1 mM MgSO,

25 mM KPO,-Puffer

0,0005 % Cholesterol (in EtOH)
autoklaviert

100 mM Tris/HCI pH8,3
500 mM KCl
15 mM MgCl,

27



Teil Il Material und Methoden

Phusion HF Puffer

SEW-LB

T4 DNA Ligase-Puffer

TAE

TFBI-Puffer

TFBII-Puffer

1.3. Kits

Name

Expand Long Template PCR-System
Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit

0,001 % Gelantine

Fermentas

10 mM Tris/HCI pH 8,3
50 mM KCl

2,5mM MgCl,

0,45 % Tween-20

0,05 % Gelantine

Fermentas

40 mM Tris/Essigsdure
2mM EDTA
pH 8,5

30 mM CyH;KO,
100 mM RbCl
50 mM MnCl,
10 mM Ca Cl;,
15 % Glycerin

10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CacCl,
15 % Glycerin

Hersteller

Roche
Geneaid
Amersham Biosciences
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NucleoSpin Macherey-Nagel
Nucleobond PC 100 Macherey-Nagel
Roti-Prep Plasmid Mini Roth
1.4. Geridte
Geriit Name Hersteller
Filter Filterset CFP Zeiss
Filterset GFP Zeiss
Filterset mcherry Zeiss
Filter F37-594 AHF
Gellaufkammer Roth
Heizblock AccuBlock Labnet
Inkubatoren Brutschrank I Memmert
Schiittelinkubator Ecotron Infors HT
Kameras Axiocam MRm Zeiss
C11440 Hamamatsu
DCC 1545M Thorlabs
Falcon 4M30 Dalsa
Flash 2.8 Hamamatsu
Powershot G9 Canon
Powershot G10 Canon
Lampen Halogenlampe 25 W Osram
Halogenlampe 100 W Osram

HBO 50 Quecksilberdampf-Lampe  Osram
HBO 100 Quecksilberdampf-Lampe Osram

Mikromanipulator =~ NM]J rechts Mairzhduser

Mikropipettenpuller Model-P97 Sutter

Mikroskope SMZ 645 Nikon
Axiovert 300 Zeiss
Axiovert 35 Zeiss

Konfokales Laser-Rastermikroskop  Zeiss
Konfokales Laser-Rastermikroskop  Nikon
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Nano Drop
PCR-Gerite

pH-Meter
Photometer
Pipetten
Shutter

Shutterkontrollgerit

Spektrophotometer
Zentrifugen

1.5. Software

Name

Choreography
CloneManager
EndNote

Gimp

Image]
Inkscape
LabVIEW
LaTeX
Micro-Manager
MiKTeX

MS Office Exel

Laser-Scanning-Spinning-Disk

Mikroskop Ancor

Leica MZ16F Leica

Observer Z.1 Zeiss

Tray Cell Hellma

T1 Thermocycler Biometra

My Cycler Bio Rad

Cyberscan 510 EUTECH Instruments
Jenway Genova

Classic Rainin

Smart Shutter Sutter

Lambda SC Sutter

NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific
5810R Eppendorf

5415R Eppendorf

Heraeus Pico 17 Thermo

Micro 200R Hettich

Quelle

Rex A. Kerr und Nicholas A. Swierczek
Sci-Ed Software

Thomson Reuters

GNU General Public License
open source

GNU General Public License
National Instruments

Leslie Lamport

open source

open source

Mikrosoft

MS Office Powerpoint Mikrosoft
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MWT1.3 Rex A. Kerr und Nicholas A. Swierczek

Origin8 Pro OriginLab

Past3 Natural History Museum; University of Oslo
TeXnicCenter GNU General Public License

Zotero GNU Affero General Public License

1.6. Plasmide

PlasmidNr. Name Quelle

pBW31 pmec-4::TeTX::mCherry Sebastian Wabnig
pCoS2 pnhr-79::nCre Diese Arbeit
pCoS3 psra-6::LoxP::STOP::LoxP::

ChR2-HR::mCherry Diese Arbeit
pCoS6 pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::

ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP Diese Arbeit
pCoS7 psra-6::LoxP::STOP::LoxP::

ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP Diese Arbeit
pCoS9 pglr-1::TeTX::mcherry Diese Arbeit
pCoS10 pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::

ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP Diese Arbeit
pCoS11 prig-3:nCre Diese Arbeit
pCoS13 posm-10::LoxP::STOP::LoxP::

ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP Diese Arbeit
pCoS14 pgpa-11:nCre Diese Arbeit
pCoS24 pcfi-1::nCre Diese Arbeit
pCoS25 paex-2::LoxP::STOP::LoxP::

ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP Diese Arbeit
pCoS29 pmec-4::ChR2-HR/TC::mCherry Diese Arbeit
pCoS30 pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::

TeTX::mcherry Diese Arbeit
pCoS32 pflp-18::unc-7RNAiantisense Diese Arbeit
pCoS33 pgpa-14::unc-7RNAisense Diese Arbeit
pCoS35 paex-2 Teill::LoxP::STOP::LoxP::
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pCS40
pCS41

pCS102
pCS112
pGJ238
pNM1736
pNP165

pNP259
pNP260

pSH118
pKS52

1.7. Oligonucleotide

Nummer

0CoS1
0CoS2
0CoS3
0CoS4

ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
pflp-18::FRT::mCherry::FRT::
ChR2-HR::YFP
pflp-18::FRT::mCherry::FRT::
ChR2::YFP

prig-3::FLP
pglr-1::NpHR::CFP
ppgpa-11::GFP
paex-2:mCherry
pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::
ChR2-HR::mCherry
pgpa-14::nCre
pnmr-1::LoxP::STOP::LoxP::
ChR2-HR::mcherry
pF49H12.4::TeTX::mcherry
posm-10::GFP

lin-15+

pelt-2:mCherry
pmec-4::ChR2-HR::mCherry
pmyo-2::CFP
pmyo-3::ChR2-HR/TC::mCherry
pmyo-3::Rcamp35

psra-6::ChR2-HR::YFP
pentry bicis GFP

Sequenz 5’-3’

TGCTCCACACCTCCACAGTC
CCCATCTCCGAGACACTCGTAG

Diese Arbeit

Christian Schultheis

Christian Schultheis
Christian Schultheis
Christian Schultheis
Gerd Jansen
Michael Nonet

Navin Pokala
Navin Pokala

Navin Pokala

Steven Husson

Anne Hart

Alexander Gottschalk
Alexander Gottschalk
Karen Erbgut
Alexander Gottschalk
Karen Erbgut
Sebastian Wabnig und
Loren L. Looger

Pilali Sengupta

CAAGCTTGCATGCGCGGATAGACTTCCAGTTGTGAAT
CCATGGTACCGTCGATTTTATGCTAAAAATCGATA
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0CoS5

0CoS6

0CoS9

0CoS10
0CoS11
0CoS12
0CoS13
0CoS14
0CoS15
0CoS16
0CoS18
0CoS20
0CoS21
0CoS22
0CoS23
0CoS24
0CoS25

0Co0S26
0CoS27

0CoS70
0CoS71
0CoS72
0CoS73
0CoS87

0CoS88

0CoS89

0CoS91

0Co0S94

0CoS95

AATC

GCGGCCAAACATGATCTTAC
CATACCTTTGGGTCCTTTGG
CTGGTGGCTGGACCAATGT
TACCTACAGCGTGAGCAATTG
AGGTTTCCCGACTGGAAAGC
AGGTTCTTGCGAACCTCATC
CCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGG
CGACCGGCGCTCCCTAGGAATTCTTACTTG
CAAGTAAGAATTCCTAGGGAGCGCCGGTCG
CATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
TTAGGTACTAGTCGCTCAGTTGGAATTCTACG
CGGAAGAAGGTTTGGGTTTG
AGGTGCCTCACTGATTAAGC
TCGCCACCTCTGACTTGAGC
GCATGGACGAGCTGTACAAG
AAGCTTGGCCGGCCTCTGTCACATACTGCTCGAATC
AAGCTTGGCGCGCCGTCTAACCCTGAAATTATTAT
TTTTAGTTG
AAGCTTGGCCGGCCTTCTCTGCCTCCCTCAACTTC
AAGCTTGGCGCGCCTTTCGAAAAAGAAGAATGAAG
TTCTTC

CTTCCGGCTCGTATGTTGTG
TGAGCTCGGTACCCTCCAAG
GTACTATGCACTGCGGAATC
GACAAGGTCACGGACACAAG
GGTCCTTTGGCCAATCCCGGGAATAATGTGTAATA
TTAATAATATATCGGAAATTTTG
AGCTGGCAACGTCGTTCTAC
CTAGGGCTCACAGCATGTTC
CGGCCGCACTGACTGGGCCGGCCAAGTAGGAGGAG
GGACTTAG
CGGCCGCACTGACTGGGCCGGCCGGAGCACAGACT
TAGATTGG
GGTCCTTTGGCCAATCCCGGGCATTCTGAAATTTG
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0Co0S106

0CoS107

0CoS114
0CoS115
0CoS116
0CoS117
0CoS118
0CoS121

0CoS122

0CoS123
0CoS124
0CoS129
0Cos130
0CoS131
0CoS132
0CoS136
0CoS137
0CoS140
0CoS141
0CoS143

0CoS144

0CoS145

0Co0S146

0CoS147

0Co0S148
0CoS149

TTTTGTTAGAAAAAAG

CAAGCTTGCATGCGCGGCCGCCCTGTCACATACTG

CTCG

ATGGTGATCGGCATGCTAGCTAGCGATAACTTCGT

ATAATGTATGC

TCCTGGAGCCCGTCAGTATC
CCCTGACCATCGGTAAATCC
TGTACAACCGTACCGCTAGG
CCGACCTATAGCTCTGACTG
TCCGGAACGATCCAGATACG

GGTCCTTTGGCCAATCCCGGGCTTCCATTCGGTCG

GCGACA

CGACCGAATGGAAGCCCCGGGTGTCGCCGACCGAA

TGGAAG
CGAGTCAGTGAGCGAGGAAG
ACGACTACTGGGTTCGTTAC
CACGCACTGAACGGTATGTC
CGGTCGCTACCATTACCAAC
AAAGGGCCCGTACGCTATCG
CAGGGAGAAAGAGCATGTAG
CACGGGAGACGAAGAGC
GCCTTAGAACATTGACGC
AGCGGGCACTCATCTTGCTC
GAAGACTGTGACCGTCTTTC

AGACCTCTAGAGGATCCCGGGCTATCGTCCCTTGA

CCGTGTTC

GGCCCGTACGGCCGAACTAGTCCCGTACGCTAGTC

CAGATG

GCCTCTAGAGGATCCCCCGGGACGCACGACTGATG

GATTC

GGCCCGTACGGCCGAACTAGTTTGACCGTGTTCCG

CATCCC
GGATCTGGTGTGACTTCTTC
GGAGCTGCATGTGTCAGAGG
GAGCGTTGAGCTCGAAACTG
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oSHTeTXR GCAGGTAGTTCGGGTCGTAG
1.8. Enzyme

Enzym Hersteller
antarktische Phosphatase NEB
Expand-Long-Template-Polymerase Roche
Klenow Fragment Fermentas
Phusion DNA Polymerase Fermentas
Polynukleotidkinase (PNK) Fermentas
Proteinase K Sigama
Restrictionsendonucleasen NEB und Fermentas
Taq DNA Polymerase Fermentas
T4 DNA Ligase Fermentas

1.9. Organismen
1.9.1. Escharichia coli

Sowohl zum Fiittern, als auch zur Durchfiihrung der molekulargenetischen Arbei-
ten werden in dieser Arbeit verschiedene Stimme des sehr einfach kultivierbaren
Darmbakteriums E. coli verwendet.

Stamm Quelle

DHb5« Alexander Gottschalk
OP50 Alexander Gottschalk
Stellar Competent Cells Clonetech

1.9.2. Caenorhabditis elegans

Ein grofer Teil der in dieser Arbeit verwendeten C. elegans Stimme wurde in dem
Labor von Alexander Gottschalk hergestellt oder sogar speziell fiir die Arbeit angefer-
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tigt. Einige stammen auch aus der Stamm-Sammlung des 'Caenorhabditis Genetic

Center’ (CGC) oder von verschiedenen Kooperationspartnern.

Stammnr-.:
AQ2235
AQ2313
AQ2334
CB139
CB101
CS5
7X108
7ZX399
7X406
7ZX509
7X831
7X906
7X920
7ZX1019
7X1020
7X1021
7X1023

7X1082

7X1083

Genotyp

lite-1(ce314)
N2
lite-1(ce314)
unc-7(e139)
unc-9(el0l)
unc-7(e5)x
lin-15(n765ts)
lite-1(c313)

N2
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15;
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314)
lin-15(n765ts);
lite-1(ce314);

Transgen
ljls114

ljIs123
ljIs123

zxEx700

zxIs18

zxEx702

zxEx703

zxEx704

zxEx705

zxIs30

zxIs25
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William Shafer
William Schafer
William Schafer

CGC

CGC

CGC

Alexander Gottschalk
Alexander Gottschalk
Alexander Gottschalk
Martin Brauner
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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unc-7(e5) zxIs30 Diese Arbeit
7X1084 lin-15(n765ts);
lite-1(ce314) zxEx707 Diese Arbeit
7X1085 lin-15(n765ts);
lite-1(ce314) zZxEx711 Diese Arbeit
7X1379 lin-15(n765ts);
lite-1(ce314) zxEx715 Diese Arbeit
7X1380 lin-15(n765ts);
lite-1(ce314) zxEx717 Diese Arbeit
7X1394 N2 zxEx718 Diese Arbeit
7X1395 N2 zxEx719 Diese Arbeit
7X1425 lin-15(n765ts);  zxIs30;
lite-1(ce314) zxIs52 Diese Arbeit
7X1426 lite-1(ce314) ljIs114;
zxIs52 Diese Arbeit
7X1427 unc7(eb) zxIs52 Diese Arbeit
7X1428 unc7(eb) zxIs30;
zxIs52 Diese Arbeit
7X1431 unc-7(eb) zxIs30 Diese Arbeit
7X1432 lin-15(n765ts) zx1s30;
lite-1(ce314) zxEx721 Diese Arbeit
7X1433 lite-1(ce314) zxEx722 Diese Arbeit
7X1434 lite-1(ce314) ljls123;
zxIs52 Diese Arbeit
7X1637 lite-1(ce314) zxIs30 Diese Arbeit
7X1638 lin15(n765ts);
lite-1(ce314) zxEx723 Diese Arbeit
7ZX1639 lin15(n765ts);
lite-1(ce314) zxEx724 Diese Arbeit
7X1640 lite-1(ce314) zxEx725 Diese Arbeit
7X1641 lite-1(ce314) zxEx726 Diese Arbeit
7X1642 lite-1(ce314) zxEx727 Diese Arbeit
7X1643 lite-1(ce314) zxEx728 Diese Arbeit
7X1644 lite-1(ce314) zxIs30;
zxEx728 Diese Arbeit
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7X1645
7X1646
7X1647

7X1648
7X1649

7X1650

1.10. Transgene

Integriert:
Nummer

lils114
ljls123

zxIs18

zxIs30

zxIs52
zxIs66

lite-1(ce314) zxIs30;

zxEx729 A Diese Arbeit
lite-1(ce314) zx1s30;

zxEx729 B Diese Arbeit
lite-1(ce314) zxIs30;

zxEx730 Diese Arbeit
lite-1(ce314) zxEx731 Diese Arbeit
lite-1(ce314) zxIs30;

zxEx731 Diese Arbeit
lite-1(ce314) zxIs30;

zxEx732 Diese Arbeit
Transgen

[pgpa-13::FLPase;

psra-6::FTF::ChR2-HR::YFP]

[pmec-4::ChR2-HR codon optimised;

punc-122::rfp]
[pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry (80 ng/ ul);
pgpa-14:nCre (80 ng/ ul);

lin-15+ (80 ng/ ul)]
[pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
(80ng/ul); pgpa-14::nCre (80 ng/ ul);

lin15+ (80 ng/ ul)]

[pmyo-3::Rcamp35 (80 ng/pul)]

[pglr-1::TeTX::YFP (5 ng/ul); pmyo-2::CFP (1,5ng/ul)]

Extrachromosomale DNA:

Nummer

zxEx700

Transgen

[psra-6::ChR2-HR::YFP (80 ng/ ul);
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zxEx702

zxEx703

zxEx704

zxEx705

zxEx707

zxEx711

zxEx715

zxEx717

zxEx718

zxEx719

zxEx721

zxEx722

zxEx723

zxEx724

lin-15+ (80 ng/pul)]
[pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry (80 ng/ 1l);
pgpa-14::nCre (80 ng/ ul);

lin-15+ (80 ng/pul)]
[pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
(80ng/ul); pgpa-14::nCre (80 ng/ ul);

lin15+ (80 ng/pul)]
[pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
(80ng/ul); pgpa-14::nCre (80 ng/ ul);

lin15+ (80 ng/ul)]
[posm-10::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
(80ng/ul); pgpa-11::nCre (80 ng/ ul);

lin-15+ (80 ng/pul)]
[pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
(80 ng/ ul); prig-3::nCre (80 ng/ uul);

lin-15+ (80 ng/pul)]
[posm-10::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mcherry::SL2::GFP
(80ng/ul); prhr-79:nCre (150 ng/ pl);

lin-15+ (80 ng/ul)]
[psra-6::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::bicisGFP
(150ng/ ul); pnhr-79:nCre (150ng/ ul);

lin-15+ (80 ng/ul)]
[pflp-18::FRT::STOP::FRT::ChR2-HR::YFP (80 ng/ ul);
prig-3::FLP (80 ng/ul)]
[pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::STOP::ChR2-HR::mcherry
(80ng/ul); pdes-2::nCre (20 ng/ ul)]
[pnmr-1::LoxP::STOP::LoxP::STOP::ChR2-HR::mcherry

(80 ng/ul); pdes-2::nCre (20 ng/ ul)]

[pglr-1::TeTX::YFP (5 ng/ul);

pmyo-2::CFP (1,5 ng/ ul)]

[pmec-4::TeTX::YFP (5 ng/ ul);

pmyo-2::CFP (1,5 ng/ ul)]

[pmec-4::ChR2-HR/TC::mCherry (20 ng/ ul);

lin-15+ (80 ng/pul)]

[pmec-4::ChR2-HR/TC::mCherry (50 ng/ ul);
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zxEx725

zxEx726

zZxEx727

zxEx728

zxEX729

zxEx730

zxEx731

zxEx732

2. Methoden

lin-15+ (80 ng/pul)]

[pglr-1::ChR2-HR::YFP (80 ng/ ul);

pelt-2::mCherry (10 ng/ pl)]
[paex-2::LoxP::STOP::LoxP::NpHR::CFP (20 ng/ ul);
pcfi-1::nCre (1 ng/pl);

pelt-2:mCherry (10 ng/ pl)]
[paex-2::LoxP::STOP::LoxP::NpHR::CFP (20 ng/ ul);
pcfi-1:nCre (20 ng/ ul);

pelt2::mCherry (10 ng/ )]
[paex-2::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mcherry::SL2::GFP
(80 ng/ul); pcfi-1::nCre (20 ng/ pl);

pelt2::mCherry (10 ng/ )]
[pflp-18::unc-7RNAiantisense (100 ng/ul);
pgpa-14::unc-7RNAisense (100 ng/ ul);
pmyo-2::CFP (1,5 ng/ ul)]
[pflp-18::unc-7RNAiantisense (100 ng/ul);
pmyo-2::CFP (1,5 ng/ ul)]
[pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::TeTX::mCherry (10 ng/ ul);
pmyo-2::CFP (1,5 ng/ ul)]

[pglr-1::NpHR::CFP (80 ng/pul);

pmyo-2::CFP (1,5 ng/ ul)]

2.1. Molekularbiologische Methoden

2.1.1. Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente ihrer Gro8e nach aufzutrennen wurde die Agarose-Gelelektro-

phorese verwendet. Hierbei wird die fragmentierte DNA in die Taschen eines Agaro-

segels (1-2% Agarose in TAE-Puffer) gefiillt und durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes aufgetrennt (140V fiir 60-90 min.). Die DNA-Molekiile wandern innerhalb
des Gels zu der Kathode. Dabei konnen sich kleinere Fragmente schneller bewegen

als groBe und es entsteht ein charakteristisches Bandenmuster. Um die Gréf3e der

einzelnen Fragmente bestimmen zu kdnnen wird zusétzlich ein industriell gefer-
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tigter GroRenstandart auf das Gel aufgetragen. Hier wurden je nach Gro3e der zu
trennenden DNA Fragmente die '1kb+ Dna-ladder’, '1kb Dna-ladder’ oder '100bp
Dna-ladder’ der Firma Fermentas verwendet.

Im Anschluss daran wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad (40 pl Ethidi-
umbromid auf 500 ml Wasser) gefiarbt. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA
und kann mittels UV-Licht sichtbar gemacht werden. Das Auftrennen von DNA-
Fragmenten wurde hier entweder zu Identifikation eines bestimmten Plasmides,
anhand seines Verdauungsmuster, oder zum Erhalten eines spezifischen DNA-Frag-
mentes, welches zur Herstellung eines neuen Plasmides bendotigt wurde (siehe auch:
Klonierung).

2.1.2. Gelextraktion

Um ein spezifisches DNA-Fragment zu erhalten wurde die DNA im Anschluss an
einen Restriktionsverdau iiber ein Gel aufgetrennt und die benotigte Bande aus dem
Gel ausgeschnitten. Das Gel wurde aufgeschmolzen und die DNA mit Hilfe des "Gel/
PCR DNA Fragments Extraction’ Kits von Geneaid nach der Vorschrift des Herstellers
aufgereinigt.

2.1.3. DNA-Aufreinigung aus wassriger Losung mit anschlieBender Fillung

Um DNA in wiéssriger Losung aufzureinigen und Proteine zu entfernen, z.B. im
Anschluss an eine PCR oder einen Restriktionsverdau, wurden hier zwei unterschied-
liche Methoden verwendet. Die Aufreinigung erfolge entweder analog der Aufreini-
gung aus einem Gel mit dem Kit von Quiagen nach den Angaben des Herstellers oder
mit Hilfe von Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCA).

PCA-Aufreinigung:

Hierbei wurde die DNA-Losung auf mit 2-fach destilliertem Wasser 200 ! aufgefiillt
und anschliefend 100 il PCA dazu gegeben. Das Gemisch wurde fiir eine Minute
kraftig durchmischt (Vortex) und im Anschluss fiir 5 min. bei maximaler Geschwin-
digkeit zentrifugiert (Tischzentrifuge fiir Eppendorfgefde). Hierbei trennten sich
eine wissrige und eine organische Phase voneinander und die organische Phase
setzte sich nach unten ab. Die DNA befand sich in der wéssrigen Phase und wurde so
von Proteinen befreit. Im Anschluss an die Aufreinigung war bei der PCA-Methode
eine Fillung der DNA notwendig, um Pufferreste zu entfernen und die DNA zu kon-
zentrieren.
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Ethanol-Fillung:

Hierzu wurden zu 100 zl geloster DNA (z.B. Uberstand nach PCA-Aufreinigung)
1 1 3M Natriumacetat und 250 pl reine Ethanol zugegeben. Die Fillung erfolgte
10 min. bei -80°C. Im Anschluss wurde die geféllte DNA herunter zentrifugiert (10 min
bei 13.000 rpm; 4°C), gewaschen (70% Ethanol, erneute Zentrifugation: 10 min bei
13.000 rpm; 4°C) und bei 40°C im offenen Gefdl getrocknet.

2.1.4. DNA-Modifikation

Um ein neues Plasmid mit den gewiinschten Eigenschaften herzustellen, zu klo-
nieren, mussten verschiedene Modifikationen an der DNA vorhandener Plasmide
durchgefiihrt werden. Bei einer klassischen Klonierung wird meist ein kleineres
DNA-Stiick, welches ein benotigtes Gen oder einen bendétigten Promotor oder beides
enthilt (=Insert), in ein groReres (=Vektor) eingefiigt. Der Vektor enthdlt alle weiteren
notwendigen Komponenten um das Plasmid in E. Coli Bakterien vervielfdltigen zu
konnen und das gewiinschte Gen im Zielorganismus zu exprimieren.
Restriktionsverdau:

Die DNA konnte mit Hilfe sogenannter Restriktionsendonukleasen in verschiedene
Fragmente zerlegt werden. Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich um Enzy-
me, die an eine spezifische DNA-Sequenz binden und dort nach einem, ebenfalls
spezifischen, Muster schneiden. Durch die Auswahl der Enzyme kann sowohl die
Grol3e der Fragmente als auch der Ort des Schnittes festgelegt werden. In dieser Ar-
beit wurden Restriktionsendonukleasen der Firmen New England Biolabs (NEB) und
Fermentas verwendet. Die Restriktionsverdaue wurden nach den entsprechenden
Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Die eingesetzte DNA-Menge betrug fiir einen
praparativen Verdau 20-40 ug DNA und bei einem analytischen Verdau ca. 1-5u¢g
DNA.

Phosphatase Behandlung:

Um zu verhindern das zwei Vektoren miteinander legieren, kann im Zuge einer Klo-
nierung eine Behandlung des geschnitten Vektors mit antarktischer Phosphatase
durchgefiihrt werden. Die antarktische Phosphatase katalysiert den Abbau von 5’
Phosphat-Resten, die fiir die Ligation notwendig sind, so dass die Vektormolekiile
nur mehr mit den Insertmolekiilen reagieren konnen, bei denen diese Reste noch
vorhanden sind. Die Behandlung mit antarktischer Phosphatase wurde gemal den
Angaben des Herstellers (NEB) durchgefiihrt.

Auffiillung mit 'Klenow’:
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Wenn bei einer Klonierung die Enden von Vektor und Insert nicht zusammen passen
konnen 5’ Enden Hilfe des Enzyms Klenow und unter Zugabe von Desoxinukleo-
tidtriphosphaten (dNTP’s) aufgefiillt werden. Auch hier wurde die Behandlung mit
’Klenow’ nach Angaben des Herstellers (Fermentas) durchgefiihrt.

Ligation:

Bei der Ligation wurden nun die beiden geschnittenen und modifizierten Kompo-
nenten zu einem Plasmid zusammengefiigt. Hierbei kam das Enzym T4 Ligase zum
Einzatz und die Ligation erfolgte nach den Angaben des Herstellers (NEB) bei 15°C
tiber Nacht.

2.1.5. Transformation von Escherichia coli

Zur Vervielféltigung von Plasmid-DNA wurde diese in Escherichia coli transferiert.
Hierbei wurden im Anschluss an die Ligation 10 ul des Ligationsansatzes auf 100 ul
kompetente Zellen (DH5«) gegeben. Es folgte zuerst eine Inkubation auf FEis fiir
30 min, anschlieffend ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 sec und eine 5 miniitige Abkiihl-
phase. Darauf hin wurden 5001 LB-Medium zugegeben und die Bakterien wurden
fiir 60 min. bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. AnschlieBend kénnen die Zellen
entweder direkt in eine Fliissigkultur tiberfiihrt werden (LB-Medium) oder werden
auf LB-Agarplatten ausplattiert und in beiden Féllen tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Diese Methode kann auch eingesetzt werden um bereits vorhandene DNA zu verviel-
faltigen. Hierbei wurden iiblicherweise 1-2 ;g Plasmid-DNA zu 100 ul gegeben.

2.1.6. Herstellung kompetenter Zellen nach der Rubidium-Chlorid-Methode

Damit die DNA bei einer Transformation die Zellwand der verwendeten Bakterien
durchqueren kann, muss diese zuvor perforiert werden. Die Zellen sind dann kom-
petent. Zur Perforation der Zellwand gibt es verschiedene Méglichkeiten, sowohl
chemische als auch mechanische. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Herstellung
der kompetenten Zellen mittels Rubidium-Chlorid, einer chemischen Methode,
durchgefiihrt. Die DH5a wurden, in 200 ml Medium, aus einer Vorkultur fiir einige
Stunden bei 37°C gezogen und die Ernte erfolgte nach Erreichen einer optischen
Dichte bei 600 nm (ODg) von 0,4 und einer Stunde Inkubation auf Eis. Im Anschluss
an die Zellernte wurden 70 ml TFBI Puffer zugegeben und fiir 1h auf Eis inkubiert.
Es erfolgte eine Umpufferung zu TFBII (12 ml) und die Zellen konnten aliquotiert
werden (zu je 100 ul). Es ist von hochster Wichtigkeit, dass alle Arbeitsschritte bei
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hochstens 4°C durchgefiihrt werden.

2.1.7. Préaparation von DNA aus Escharichia Coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte je nach gewiinschter DNA Menge und
GroRe der Bakterienkultur entweder mit dem Kit 'Roti-Prep Plasmid Mini’, fiir kleine
Volumina, oder dem Kit 'Nuclebond PC100’, fiir gr6ere Volumina. In beiden Féllen
handelte es sich um eine enzymatische Lyse zum Aufschluss der Bakterienzellen. Die
Plasmid-DNA wurde zur Aufreinigung an eine Silicagel Matrix gebunden. Die genaue
Durchfiihrung der DNA-Prédparation erfolgte nach Angabe der Hersteller.

2.1.8. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit einer PCR konnen spezifische (bekannte) DNA-Sequenzen selektiv vervielfaltigt
werden: Voraussetzung hierfiir ist, dass zumindest zwei, die gewiinschte Sequenz
flankierende Sequenzen bekannt sind, damit Oligonukleotide (mind. 20bp) dieser
beiden Sequenzen hergestellt werden konnen. Dabei ist darauf zu achten, dass eines
dieser Oligonukleotide, der Vorwértsprimer, am Anfang der zu vervielfdltigenden
Sequenz, der Sequenz von 3’ nach 5’ entspricht, wahrend das zweite Oligonukleotid,
der Riickwirtsprimer, am Ende der Sequenz, von 5’ nach 3’ lduft und somit zu der
gesuchten Sequenz komplementr ist.

Eine PCR besteht tiblicherweise aus drei Schritten die mehrfach wiederholt werden
(20-45X).

1. Denaturierung: Hier wird die doppelstrangige DNA bei grof3er Hitze (95°C+) in
ihre beiden Einzelstrdnge aufgespalten.

2. Die Bindung der Primer: Bei diesem Schritt wird die Probe wieder abgekiihlt
bis eine Temperatur erreicht ist, bei der die kurzen Primer an die entsprechenden
Sequenzen der Matrizen-DNA binden kénnen. Diese Temperatur ist abhédngig von
Liange und Zusammensetzung der beiden verwendeten Primer.

3. Verlangerung: Nun wird die Temperatur auf 72°C erh6ht (kann bei Verwendung
verschiedener Polymerasen variieren) und iiber einen bestimmten Zeitraum ge-
halten, der abhéngig ist von der Langer der gewiinschten DNA-Sequenz. Die, der
Reaktion zugesetzte, DNA-Polymerase kann nun an den Enden der beiden gebunde-
nen Primer ansetzen und mittels ANTP’s diese verldngern, bis die Reaktion durch
erneutes Erhitzen auf 95°C abgebrochen wird.

Durch die Wiederholung dieser Schritte kann das DNA-Stiick, welches zwischen den
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beiden Primern liegt, spezifisch vervielféltigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden je nach Fragestellung drei verschiedene Polyme-
rasen (Taq, Phusion und 'Expand-Long-Tamplate-Polymerase’) verwendet und die
genaue Zusammensetzung der einzelnen Reaktionen, so wie Zeitprotokolle, nach
Angaben der Hersteller eingehalten.

Nested-PCR:

Zur Vervielféltigung einer spezifischen DNA-Sequenz anhand einer hochkomplexen
DNA-Matrix, wie z.B. genomischer DNA, wird oftmals eine spezielle Art der PCR
verwendet, die sogenannte Nested-PCR. Hier wird nicht ein, sondern zwei Primer-
paare bendotigt. Das erste Primerpaar setzt ungefdahr 500-1000bp vor bzw. nach der
gewiinschten Sequenz an und wird fiir eine PCR eingesetzt (erste Runde). Das hierbei
gewonnene DNA-Gemisch sollte bereits eine sehr grolle Menge der gewiinschten
Sequenz enthalten und wird nun als Matrix fiir eine zweite PCR (zweite Runde) ver-
wendet, welche mit den Primern, die die gewiinschte Sequenz tatsdchlich flankieren
stattfindet. Somit wird die Komplexitdt der Matrix zur zweite Runde hin gesenkt
und die Wahrscheinlichkeit erh6ht, dass das zweite Primerpaar auch die richtigen
Bindungspartner finden kann. Um eine Nested-PCR noch effektiver zu gestalten
kann fiir die erste Runde eine Polymerase eingesetzt werden, die speziell fiir komple-
xe DNA-Matrizen entwickelt wurde. In dieser Arbeit handelte es sich dabei um die
"’Expand-Long-Template’-Polymerase von Roche.

2.1.9. Basenpaarspezifische ('Site-Directed’)-Mutagenese

Bei 'Site-Directed’ Mutagenese handelt es sich um die spezifische und gerichtete
Mutation eines einzelnen, oder von ein paar wenigen Basenpaaren innerhalb einer
DNA-Sequenz. Hierfiir wird eine PCR in drei Runden, mit insgesamt vier verschiede-
nen Primern durchgefiihrt. Es wird ein duleres Primerpaar (1 und 2) designt, welches
die zu mutierende Sequenz und zwei flankierende Schnittstellen umschlie3t und
aullerdem je ein Vorwdrts- und ein Riickwirts-Primer (3 und4) von mindestens 25bp
Lange. In dessen Mitte befindet sich die mutierte Sequenz. Nun werden insgesamt
drei PCR Ansitze gefahren. Die ersten beiden kénnen mit demselben Temperatur-
und Zeit-Protokoll stattfinden. Fiir den ersten Ansatz werden die Primer 1 und 4,
fiir den zweiten 2 und 3 verwendet. Die Ursprungs-DNA dient als Matrize. Fiir die
dritte Runde wird die DNA der beiden vorherigen Ansétze als Matrize eingesetzt
und die Primer 1 und 2 verwendet. So kann ein DNA-Fragment hergestellt werden
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mit der gewiinschten Mutation. Mit Hilfe der, das mutierte Stiick flankierenden,
Schnittstellen kann im Anschluss eine Klonierung durchgefiihrt werden, bei der das
Ursprungsplasmid als Vektor und das mutierte Fragment als Insert dienen.

2.1.10. Klonierungen

pCoS2: pnhr-79::nCre

Zur Erzeugung des Plasmids pCoS2 wurde pNP259 als Vektor verwendet und mit Sphl
und Xmal geschnitten. Der nhr-79 Promoter, welcher das Insert darstellte, wurde
mittels Nested PCR aus genomischer DNA gewonnen. Verwendet wurden hierfiir
die beiden Primerpaare 0CoS1/0CoS2 (1. Runde) und 0CoS3/0CoS4 (2.Runde). Das
Insert wurde mit Hilfe des Kits 'In-Fusion HD EcoDry’ von Clonetech in den Vektor
eingefiigt. Hierbei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.

pCoS3: psra-6::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry

Zur Erzeugung des Plasmides pCoS3 wurde pNP165 als Vektor verwendet und mit
Fsel und Ascl geschnitten. Das Insert war der sra-6 Promotor welcher mittels PCR
aus dem Plasmid ’'psra-6::ChR2-HR::YFP’ amplifiziert wurde. Das verwendete Pri-
merpaar war 0CoS5/0Co0S6. Auch das Insert wurde im Anschluss an die PCR mit Fsel
und Ascl geschnitten und die beiden Teilstiicke wurden zu einem neuen Plasmid
ligiert.

pCoS4: pglr-1::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry mit zusétzlicher AvrIl Schnitt-
stelle

Um die fiir das bicistronisch exprimierte Protein GFP verantwortliche Sequenz
SL2::GFP in das Plasmid pNP165 einzufiigen, wurde als erstes eine zusitzliche
Schnittstelle fiir das Enzym Avrll an die Stelle 10827 in das Plasmid eingefiihrt.
Dazu wurde eine ’Site-Directed’-Mutagenese durchgefiihrt. Fiir die hierfiir not-
wendige 3-fache PCR wurden folgende Primerpaare verwendet: 0CoS13/0CoS14,
0CoS15/0Cos16 und 0CoS13/0CoS16. Fiir die Klonierung wurden die Enzyme SgrAl
und Spel verwendet.

pCoS5: psra-6::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry mit zusdtzlicher AvrIl Schnitt-
stelle

Analog zu pCoS 4 wurde, um die fiir das bicistronisch exprimierte Protein GFP ver-
antwortliche Sequenz SL2::GFP in das Plasmid pNP165 einzufiigen, als erstes eine
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zusdtzliche Schnittstelle fiir das Enzym Avrll an die Stelle 9507 in das Plasmid ein-
gefiihrt. Dazu wurde eine "Site-Directed’-Mutagenese durchgefiihrt. Fiir die hierfiir
notwendige 3-fache PCR wurden folgende Primerpaare verwendet: 0CoS13/0CoS14,
0Co0S15/0Cos16 und 0CoS13/0CoS16. Fiir die Klonierung wurden die Enzyme SgrAl
und Spel verwendet.

pCoS6: pgir-1::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP

Das als Vector eingesetzte Plasmid pCoS4 wurde an der neu eingefiigten Schnitt-
stelle Avrll geschnitten. Das Insert SL2::GFP wurde mittels PCR aus dem Plasmid
pEntry(polycis) GFP amplifiziert (Primerpaar: 0CoS17/18). Das Insert wurde mit Spel
geschnitten und beide Stiicke wurden mittels Ligation aneinander gefiigt. In diesem
Fall ist eine gerichtete Klonierung nicht méglich, da das Schneiden des Vektors mit
nur einem Enzym ein Einfiigen des Inserts in beiden moglichen Orientierungen be-
giinstigt. Es musste also im Anschluss an die Transformation nach E. Coli-Kolonien
selektiert werden, die das Plasmid mit dem korrekt orientierten Insert enthielten.

pCoS7: psra-6::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP

Das als Vector eingesetzte Plasmid pCoS5 wurde an der neu eingefiigten Schnitt-
stelle Avrll geschnitten. Das Insert SL2::GFP wurde mittels PCR aus dem Plasmid
pEntry(polycis) GFP amplifiziert (Primerpaar: 0CoS17/18). Das Insert wurde mit Spel
geschnitten und beide Stiicke wurden mittels Ligation aneinander gefiigt. In diesem
Fall ist eine gerichtete Klonierung nicht méglich, da das Schneiden des Vektors mit
nur einem Enzym ein Einfiigen des Inserts in beiden méglichen Orientierungen be-
giinstigt. Es musste also im Anschluss an die Transformation nach E. Coli-Kolonien
selektiert werden, die das Plasmid mit dem korrekt orientierten Insert enthielten.

pCoS9: pgir-1::TeTX::mcherry

Das als Vektor dienende Plasmid pSH118 wurde mit den Enzymen Notl und Xmal
geschnitten, um die pF49H12.4-Sequenz zu entfernen. Als Insert diente der gir-1
Promotor, der ebenfalls mit Notl und Xmal aus dem Plasmit pNP165 geschnitten
werden konnte. Die beiden Teilstiicke wurden zu einem neuen Plasmid ligiert.

pCoS10: pflp-18::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP

Um den glr-1 Promoter gegen den flp-18 Promotor auszutauschen, wurde das Vek-
torplasmid pCoS6 Sphl und BamHI geschnitten. Der als Insert dienende flp-18
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Promotor wurde mittels PCR aus dem Plasmid pCS40 amplifiziert (Primerpaar:
0C0S24/0Co0S25). Auch das Insert wurde im Anschluss an die PCR mit Sphl und
BamHI geschnitten und die beiden Teilstiicke wurden zu einem neuen Plasmid li-
giert.

pCoS11: prig-3:nCre

Um den gpa-14 Promotor gegen den rig-3 Promotor zu tauschen, wurde das Vek-
torplasmid pNP259 mit Sphl und Xmal geschnitten. Der als Insert dienende rig-
3 Promotor wurde mittels PCR aus dem Plasmid pCS41 amplifiziert (Primerpaar:
0C0S26/0C0S27). Auch das Insert wurde im Anschluss an die PCR mit Sphl und Xmal
geschnitten und die beiden Teilstiicke wurden zu einem neuen Plasmid ligiert.

pCoS13: posm-10::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP

Um den glr-1 Promotor gegen den osm-10 Promotor zu tauschen, wurde Vektorplas-
mid pCoS6 mit Sphl und BamHI geschnitten. Der als Insert dienende osm-10 Promo-
tor wurde mittels PCR aus dem Plasmid pKS52 amplifiziert (Primerpaar: oCoS/0CoS).
Auch das Insert wurde im Anschluss an die PCR mit Sphl und BamHI geschnitten
und die beiden Teilstiicke wurden zu einem neuen Plasmid ligiert.

pCoS14: pgpa-11::nCre

Das als Vektor dienende Plasmid pNP259 wurde mit den Enzymen Pstl und Xmal
geschnitten, um den gpa-14 Promotor zu entfernen. Als Insert diente der gpa-11
Promotor, der ebenfalls mit Pstl und Xmal aus dem Plasmit pGJ238 geschnitten
werden konnte. Die beiden Teilstiicke wurden zu einem neuen Plasmid ligiert.

pCoS24: pcfi-1::nCre

Um den glr-1 Promoter gegen den cfi-1 Promoter auszutauschen, wurde das Vek-
torplasmid pNP259 mit Fsel und Xmal geschnitten. Der als Insert dienende cfi-1
Promotor wurde mittels Nested-PCR aus genomischer DNA amplifiziert (Primer-
paare: 0CoS88/0C0S89 und 0CoS91/0C0S87). Das Produkt der 2. PCR-Runde wurde
ebenfalls mit Fsel und Xmal geschnitten und die beiden Teilstiicke wurden anschlie-
Bend zu einem neuen Plasmid ligiert.

pCoS25: paex-2::LoxP::STOP::LoxP::ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP
Hier sollte der flp-18 Promoter in Plasmid pCoS10 (Vektor) gegen den aex-2 Promotor
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ausgetauscht werden. Da es sich bei dem aex-2 Promotor um ein sehr groes Insert
handelt (10026bp!) musste die Klonierung in zwei Teilschritten durchgefiihrt werden.
Fiir den ersten Teilschritt wurde das Vektor-Plasmid pCoS10 mit Fsel und Xmal
geschnitten. Die, hier als Insert dienende, erste Hilfte des aex-2 Promotors wurde
mittels PCR aus dem Plasmid pNM1736 amplifiziert (Primerpaar: 0CoS94/0CoS121).
Das Insert wurde mit Hilfe des Kits 'In-Fusion HD EcoDry’ von Clonetech in den
Vektor eingefiigt. Hierbei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren (Zwi-
schenplasmid: pCoS35). Fiir den zweiten Teilschritt wurde das Zwischenplasmid
pCoS35, das nun als Vektor diente mit Xmal geschnitten. Die, als Insert dienende, 2.
Haélfte des aex-2 Promotors wurde mittels PCR ebenfalls aus dem Plasmid pNM1736
amplifiziert (Primerpaar: 0CoS122/0C0S95). Das Insert wurde mit Hilfe des Kits 'In-
Fusion HD EcoDry’ von Clonetech in den Vektor eingefiigt. Hierbei wurde nach den
Angaben des Herstellers verfahren.

pCoS29: pmec-4::ChR2-HR/TC::mCherry

Um die einfach mutierte ChR2H134R Variante gegen die zweifachmutierte ChR2ZH134R
T159C auszutauschen wurde das Vektorplasmid pmec-4::ChR2::mCherry mit BamHI
und EcoRI geschnitten. Das als Insert dienende Fusionsprotein ChR2H134RT159C
wurde ebenfalls mit BamHI und EcoRI geschnitten und die beiden Teilstiicke wurden
anschlielfend zu einem neuen Plasmid ligiert.

pCoS30: pflp-18::LoxP::STOP::LoxP:: TeTX::mcherry

Um das Plasmid pCoS30 zu erhalten wurde das Vektorplasmid pSH118 mit Nhel und
Notl geschnitten. Als Insert diente hier die komplette pflp-18::LoxP::STOP::LoxP
DNA-Sequenz, welche mittels PCR aus pCoS10 amplifiziert wurde (Primerpaar:
0C0S5106/0C0S107). Das Insert wurde mit Hilfe des Kits 'In-Fusion HD EcoDry’ von
Clonetech in den Vektor eingefiigt. Hierbei wurde nach den Angaben des Herstellers
verfahren.

pCoS32: pflp-18::unc-7RNAiantisense

Hier wurde die gesammte LoxP::STOP::LoxP::ChR2mCherry::SL2::GFP Kasette gegen
die fiir unc-7 'RNAIi antisense’ kodierende Sequenz ausgetauscht. Das Vektorplasmid
pCoS10 wurde mit Spel und Xmal geschnitten. Die als Insert dienende Sequenz fiir
unc-7 'RNAI antisense’ wurde mittels PCR aus dem Plasmid pCS189 amplifiziert
(Primerpaar: 0CoS143/0Co0S144). Das Insert wurde mit Hilfe des Kits 'In-Fusion HD
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EcoDry’ von Clonetech in den Vektor eingefiigt. Hierbei wurde nach den Angaben
des Herstellers verfahren.

pCoS33: pgpa-14::unc-7RNAisense

Hier wurde nCre gegen die fiir unc-7 "RNAi sense’ kodierende Sequenz ausgetauscht.
Das Vektorplasmid pNP259 wurde mit Spel und Xmal geschnitten. Die als Insert die-
nende Sequenz fiir unc-7 'RNAi sense’ wurde mittels PCR aus dem Plasmid pCS186
amplifiziert (Primerpaar: 0CoS145/0C0S146). Das Insert wurde mit Hilfe des Kits
'In-Fusion HD EcoDry’ von Clonetech in den Vektor eingefiigt. Hierbei wurde nach
den Angaben des Herstellers verfahren.

2.2. Kultivierung von C. elegans

Caenorhabditis elegans war der in dieser Arbeit verwendete Modellorganismus. C.
elegans wurde auf NGM-Agar Platten kultiviert, welche 24 bis 72 Stunden zuvor mit
500 pl OP50 Bakteriensuspension beimpft wurden (Referenz/Wormbook). Um zu
verhindern, dass ein Stamm verhungert, wurden regelmaRig drei Tiere von einer
vollen Platte auf eine frische, mit OP50 beimpfte, NGM-Agar Platte tiberfiihrt. Zur
Aufbewahrung wurden alle Stimme bei 15°C kultiviert, da sich das Wachstum bei
dieser Temperatur deutlich verlangsamt und somit eine Uberfiihrung auf frische
Platten seltener notwendig als bei auf Raumtemperatur (RT) kultivierten Tieren. Auf
Raumtemperatur wurden immer nur diejenigen Stamme gehalten, die zur Zeit oft
bendtigt wurden, oder wenn die aktuelle Behandlung es notwendig machte. Tiere, die
fiir Verhaltensexperimente eingesetzt werden sollten, wurden zuvor mindestens eine
gesamte Generation auf 20°C gehalten. Bei dieser Temperatur wachsen die Tiere sehr
gut und befinden sich in einem optimalen Gesundheitszustand. Die Tiere wurden
immer in geschlossenen, luftdurchldssigen Boxen im Dunkeln aufbewahrt und jede
Platte einzeln mit Parafilm umschlossen um Kontaminationen nach Moglichkeit zu
vermeiden.

Dekontamination:

Wenn eine Platte mit fremden Bakterien oder Pilzen befallen war, mussten die sich
darauf befindenden Wiirmer dekontaminiert werden. Hierfiir wurden 10ul Bleich-
Losung auf einer frischen, beimpften Platte platziert, moglichst an einer Stelle ohne
Bakterienrasen. In diesen Tropfen wurden nun 10 bis 20 adulte Tiere, welche viele
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sichtbare Eier trugen, von der kontaminierten Platte {iberfiihrt. Die adulten Tie-
re, so wie die unerwiinschten Kontaminationen, sterben in der Bleich-Lésung ab
und lésen sich auf. Die Eier sind jedoch durch ihre AulSenhiille geschiitzt, so dass
sich im Anschluss daraus neue, unkontamierte Tiere entwickeln kénnen. Da nicht
eindeutig geklart ist welchen Einfluss diese Behandlung auf den Organismus der
daraus entstehenden Wiirmer hat, wurde fiir einen Verhaltensversuch frithestens die
nachfolgende Generation verwendet.

2.3. Erzeugung transgener Tiere

Zur Erzeugung transgener Tiere wurde die DNA des gewiinschten Konstruktes in die
distalen Gonaden der Wiirmer injiziert Mello u. a. (1991), wo sich ein extrachromoso-
males Array bildete, welches bei der Bildung neuer Eier in diese aufgenommen wurde.
Zur Bildung eines stabilen extrachromosomalen Arrays ist mindestens eine DNA-
Konzentration von 100 ng/ul notwendig. Sollte diese alleine mit den gewiinschten
Konstrukten nicht erreicht werden, wurde zusétzliche DNA in Form ’leerer’ Plasmi-
de oder 'DNA-Ladder’ verwendet um die Mindestmenge zu erreichen. Da nur ein
Bruchteil der neu gebildeten Eier ein extrachromosomales Array umschlie3t, war
die Injektion von 15 bis 50 Tieren sowie ein umfangreiches Screening notwendig.
Um das Screening zu erleichtern wurde in den meisten Féllen zusitzlich zu dem
gewiinschten Transgen ein sogenannter Co-Injektionsmarker injiziert. Solch ein
Marker beinhaltet die codierende Sequenz fiir ein gut sichtbares Merkmal, wie eine
Mutation (z.B rol-6; lin-15) oder ein Fluoreszenzprotein, welches in einem grof3en
Gewebe exprimiert wird (z.B. pelt-2::mCherry; pmyo-2::CFP). Extrachromosomale
Arrays werden nicht an alle Nachkommen weitergeben, so dass auch bei der Kulti-
vierung spéiterer Generationen immer ein Screening notwendig ist. Zusitzlich kann
eine Mosaikbildung auftreten.

2.4, Integration eines extrachromosomalen Arrays

Auch wenn eine transgene Linie erzeugt werden konnte, werden Extrachromosomale
Arrays nicht stabil weitergegeben, was je nach Versuchsaufbau hinderlich sein kann.
Des weiteren kommt es vor, dass die Tiere aufgrund der oben beschriebenen Mosaik-
bildung nicht konsistent reagieren. Deshalb wurde das extrachromosomale Array bei
wichtigen Linien in die chromosomale DNA integriert. Hierfiir wurde die mutage-
ne Chemikalie Trioxsalen, sowie UV-Licht verwendet, um Doppelstrang-Briiche in
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die chromosomale DNA einzufiihren (Ezcurra u. a./(2011)). Bei der anschlieSenden
Reparatur der DNA durch das Organismus eigene Reparatursystem besteht eine
geringe Chance, dass die extrachromosomale DNA mit eingebaut wird. Da durch
die stark DNA-schddigende Behandlung oft jedoch auch unerwiinschte Mutationen
zuriick bleiben ist es notwendig eine neu integrierte Linie mit mehrfach gesunden
Tieren (Wildtyp oder benétigter genetischer Hintergrund) zurtick zu kreuzen, bevor
Verhaltensexperimente durchgefiihrt werden.

2.5. Kreuzung

Um transgene Mutanten, Doppelmutante oder doppelt transgene Linien herzustellen
wurden die Tiere gekreuzt. Die hierfiir benotigten Mdnnchen kénnen entweder durch
einen Hitzeschock (= Inkubation bei 30°C fiir 6-7 h) oder durch Kreuzung mit bereits
vorhandenen Mannchen erzeugt werden. Im zweiten Fall ist zu beachten, dass bei
einer Kreuzung mit Wildtypméannchen heterozygote Tiere entstehen.

2.6. Genotypisierung

Im Anschluss an eine Kreuzung war es notwendig sicher zu stellen, dass die er-
zeugten Tiere auch alle gewilinschten Merkmale aufzeigen. Bei Transgenen mit Co-
Injektionsmarker ist dies relativ einfach unter einem Binokular zu erkennen, es gibt
jedoch viele Mutationen, die keinen leicht erkennbaren Phidnotypen aufweisen. In
diesem Fall ist es notwendig den Genotyp mittels molekularer Methoden zu ermit-
teln. Hierfiir wurden die Tiere in 2,5 Il SEW-LB-Puffer mit Proteinkinase K (0,2 ug/ pul)
zuerst fiir 10 min auf -80°C, anschlieBend 60 min auf 60°C und 15 min auf 95°C inku-
biert. Im Anschluss an diese Behandlung wurde, mit der so erhaltenen genomischen
DNA als Matrize, eine PCR gefahren. Die hierbei verwendeten Primer umschlief3en
das mutierte Gen, welches im Idealfall eine Deletion oder eine zusitzliche Enzym-
Schnittstelle enthdlt, die die Mutation eindeutig vom Wildtyp unterscheidet. Getestet
wurden je Kreuzung 10 bis 20 F2 Tiere. Hierfiir wurden die F2 Tiere in entsprechen-
der Anzahl vereinzelt und dann ca. 30 Tiere der nachkommenden F3 Generation
gemeinsam in einem Probengefid, wie oben beschrieben, behandelt. Als negativ-
Kontrolle diente in jedem Fall der Wildtyp. Da es sich hierbei um eine PCR mit einer
komplexen Matrize handelt, kann es im Falle mancher Gene ratsam sein eine Nested
PCR durchzufiihren. Wenn die Unterscheidung iiber eine zusétzliche oder fehlende
Schnittstelle méglich ist, war im Anschluss an die PCR ein Restriktionsverdau mit
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dem entsprechenden Enzym notwendig. Im Verlauf dieser Arbeit wurden folgende
Genotypisierungen durchgefiihrt:

Gen Primer-Paar Folgebehandlung
lin-15(ce314) (Nested) 0CoS140/0Co0S141

0CoS136/0CoS137 Acil Verdau
unc-7(eb) 0Co0S72/0C0S73

2.7. Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um die ex-
primierten Fusionsproteine (ChR2::mCherry, ChR2::YFP, NpHR::CFP, TeTX::mCherry)
zu lokalisieren und um die teilweise angestrebte zellspezifische Expression zu verifi-
zieren. Zur Priparation wurden die Tiere auf einem 2 %igem Agarose-Gel immobili-
siert. Hierfiir wurden 150 ul in M9-Puffer aufgekochte Agarose auf einen Objekttréger
gegeben und mit Hilfe eines weiteren Objekttrdgers in Form gebracht und abgekiihlt.
Die zu beobachtenden Tiere wurden zur vollstindigen Immobilisation nun in 10 ul
M9 + Natriumazid [50mM] auf das Gel aufgebracht und mit einem Deckgldschen
versehen. Die Tiere sterben in dem Natriumazid binnen 30 Minuten ab, sodass die
Beobachtung in diesem Zeitfenster durchgefiihrt werden muss. Zur Fluoreszensmi-
kroskopie kamen folgende Mikroskope zum Einsatz: 'Axiovert 300’ (Zeiss), 'Observer
7.1’ (Zeiss), Konfokales Laser-Rastermikroskop mit 'Observer’-Stativ (Zeiss), Konfo-
kales Laser-Rastermikroskop (Nikon). Die Bearbeitung erfolgte mit den Programmen
'Fiji’, 'Image]’ und 'Micromanager’.

2.8. Optogenetische Verhaltensexperimente

Soweit nicht anders beschrieben, wurden fiir die Verhaltensexperimente Tiere ver-
wendet, die iiber mindestens eine Generation im Dunkeln bei 20°C kultiviert wurden.
Die verwendete Retinalkonzentration in der OP50 Losung betrug 100 xM. Um im-
mer moglichst gleich alte Tiere zu erhalten, wurden am Vortag des Experimentes
Larven im L4 Stadium selektiert und nach 12-16h verwendet. Fiir die Messungen
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wurde jeweils ein einzelnes Tier auf eine NGM-Kulturschale gebracht, gemessen und
anschlielend entsorgt.

2.8.1. Manuelle Messung

Um sich einen ersten Uberblick iiber die Reaktionen und das Habituationsverhalten
der einzelnen Stimme zu verschaffen, wurde in dieser Arbeit ein manueller Test am
Mikroskop durchgefiihrt. Hierbei wurde ein Auflicht-Fluorezenzmikroskop verwen-
det, welches mit einem GFP Filter bestiickt ist, um blaues Licht (470 nm) prasentieren
zu konnen. Mit Hilfe eines zwischengeschalteten, Computer gesteuerten 'Shutters’
konnte eine definierte Beleuchtungszeit mit ebenfalls festgelegten ISI’s erreicht wer-
den. Ein einzelner Wurm wurde auf einer unbeimpften 5 cm NGM-Kulturschale
positioniert und nach einer Ruhephase (zum Stressabbau) von 2 bis 3 Minuten unter
das Mikroskop gelegt und beleuchtet. Die Reaktion auf das blaue Licht (Riickwiértsbe-
wegung oder keine Riickwértsbewegung) wurde von Hand von dem Experimentator
protokolliert.

Fiir Reaktionstests wurden 5 Lichtpulse (0,8 mW/mm?) mit einem ISI von 10 s gege-
ben. Angegeben wird der Prozentsatz aller reagierenden Tiere mit anschliefender
Berechnung der mittleren Reaktion der 5 Lichtpulse. Die statistische Analyse erfolgt
tiber einen T-Test mit Bonferoni-Anpassung (Anova).

Bei den Habituatiosnanalysen werden ebenfalls Lichtpulse von 1 s gegeben (0,8 mW/
mm?, ISI=10s). Die Anzahl der prédsentierten Stimuli varriert je nach Experiment
zwischen 20 und 60 Pulsen. Hier wird der Prozentsatz der reagierenden, gemessenen
Tiere einer Linie pro einzelnem Lichtpuls angegeben. So ldsst sich eine Habituation
deutlich feststellen. Die statistische Analyse erfolgte mittels Chi?-Test.

2.8.2. Messungen mit dem 'Single-Worm-Tracker’ (SWT)

Der SWT ist ein computergestiitztes System zum Aufnehmen, Verfolgen und Beleuch-
ten von C. elegans. Hierbei werden Positionsdaten gesammelt aus denen Parameter
wie Geschwindigkeit, Bewegungsrichtung und Biegungswinkel errechnet werden
konnen (Stirman u. a.| (2011)). Das auf dem Programm ’Lab-View’ basierte Compu-
terprogramm ist gekoppelt mit der Kamera und dem motorisierten Objekttisch eines
Mikroskops (VergrofSerung: 4X), was Verfolgung und Messung der Bewegung moglich
macht. Des Weiteren steuert das Programm einen modifizierten Beamer, welcher
eine verschiedenfarbige und segmentierte Beleuchtung mit hoher Intensitdt moéglich
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macht. Es wurde jeweils ein einzelnes Tier auf einer mit einer, diinnen gleichméaQigen
OP50-Schicht beimpften, 5 cm NGM-Kulturschale verwendet.

Die Beleuchtungsparameter der einzelnen Experimente sind im Ergebnisteil be-
schrieben.

2.8.3. Messungen mit dem 'Multi-Worm-Tracker’ (MWT)

Der MWT gibt die Méglichkeit bis zu 60 Tiere gleichzeitig mit verschiedenen Rei-
zen, wie Licht oder Vibration, zu stimulieren und ihre Positionsdaten zu messen
(Swierczek u. a. (2011)). Genau wie beim SWT auch, konnen hier Geschwindigkeit,
Bewegungsrichtung und Biegungswinkel berechnet werden. Es ist jedoch keine
segmentierte Beleuchtung moéglich, sondern der gegebene Reiz betrifft immer die
gesamte Kulturschale. Da hier eine grof3e Anzahl von Tieren fiir eine Messung beno-
tigt wird, wurden diese nicht wie in den Experimenten mit einzelnen Tieren Sttick
fiir Stiick gepickt sondern direkt auf einer Kulturschale hinsichtlich ihres Alters syn-
chronisiert. Hierfiir wurden 5 bis 10 Tiere einer Linie (Abh#dngig von der Anzahl
der gelegten Eier) fiir 4 h auf eine mit Bakterien und Retinal beimpfte Kulturschale
transferiert und anschlieBfend wieder entfernt. Die Eier wurden fiir vier Tage bei
20°C kultiviert und die daraus entstehenden jungen adulten Wiirmer direkt auf der
Kulturschale gemessen.

Die verschiedenen verwendeten Parameter sind bei den einzelnen Experimenten
im Ergebnisteil beschrieben.
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Ergebnisse

1. Zellspezifische Expression von ChR2

Zur Untersuchung des Riickzugreflexes und der darin involvierten Neurone war es
zuerst notwendig das optogenetische Werkzeug ChR2 in spezifischen Zellen, die in
dieses Netzwerk involviert sind, zu exprimieren. Dies erfolgte im Rahmen dieser Ar-
beit mit Hilfe des Cre-lox-Systems (1.3.3), welches es erméglicht zur ChR2-Expression
eine Kombination aus zwei verschiedenen Promotoren zu verwenden, die nach Mo6g-
lichkeit nur in der gewiinschten Zelle gleichzeitig aktiv sind. Zusétzlich zu dem mit
ChR2 fusionierten mCherry wurde ein bicistronisch exprimiertes und somit in der
Zelle 16slich vorliegendes GFP als Marker verwendet, da 16sliche Proteine stiarker
exprimiert werden als diejenigen, welche an die Membran gebunden vorliegen. Dies
macht das System empfindlicher und die angesteuerten Zellen sind besser zu erken-
nen, was es sehr erleichtert die Linien zu charakterisieren. Zwei Neuronen, die fiir
die Untersuchung des Riickzugsreflexes relevant sind und in denen ChR2 spezifisch
exprimiert werden sollte, waren das multisensorische Neuronenpaar ASH, sowie das
Interneuronenpaar AVA.

Aullerdem stand eine Linie zur Verfiigung, welche die ChR2 Variante ChR2-HR
unter dem mec-4 Promotor exprimiert. Der Promoter ist aktiv in denjenigen Mecha-
norezeptorneuronen (MRNSs), die fiir die Reaktion aufleichte, ungefdhrliche Beriih-
rungen verantwortlich sind (Stamm Nr.: AQ2334). Da diese Linie sehr zuverldssig
reagierte und unter entsprechenden Bedingungen eine deutliche Habituation zeigte
wurde sie in den folgenden Experimenten als Positivkontrolle verwendet, sofern
nichts anderes angegeben ist. Alle lichtabhdngigen Verhaltensexperimente dieser
Arbeit wurden mit lichtunempfindlichen Tieren (lite-1(-) Hintergrund) durchgefiihrt.
Das Gen lite-1 ist verantwortlich fiir negative Phototaxis von C. elegans gegeniiber
UV und blauem Licht. In den folgenden Experimenten dienten lite-1(-) Tiere ohne
ChR2 als Negativkontrolle, sofern nicht anders angegeben.
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1.1. Spezifische Expression von ChR2-HR in ASH

Zur zellspezifischen Expression von ChR2-HR in ASH wurden zwei verschiedene
Kombinationen von Promotorpaaren getestet (Abb.:[I5). Insgesamt wurden hierbei
die Promotoren dreier Gene verwendet. Der osmi-10 Promotor fiihrt zu einer Expres-
sion in den Zellen ASH, ASI, PHA und PHB (Hart u. a./(1999)). Bei OSM-10 handelt
es sich um ein Protein, welches iiber einen bisher noch nicht aufgekldarten Mecha-
nismus, dafiir verantwortlich ist osmotische Veranderungen wahrzunehmen und
eine Vermeidung von Bereichen hoher Osmolaritdt und hoher Chininkonzentration
hervorruft (Hart u. a.[(1999); Faber u. a. (1999); Esposito u. a. (2007)). NHR-79 ist ein
nuklearer Hormonrezeptor welcher vermutlich in den Metabolismus involviert ist.
Exprimiert wird dieses Protein in den Zellen ADL und ASH (Miyabayashi u. a.| (1999)).
Als drittes wurde der gpa-11 Promotor verwendet. Die Expression ist ebenfalls in den
Zellen ADL und ASH zu finden und bei GPA-11 handelt es sich um ein Mitglied der
G-Protein-a-Untereinheiten-Familie (Jansen u. a.[(1999)).

5. posm-10 | ChR2:mCherry| SL2:GFP |- 3

5‘- ‘ pnhr-79 ‘ nCre ‘ -3

5°- ‘ pgpa-11 ‘ nCre ‘ -3

Abbildung 15: Schematische Darstellung der zur ASH spezifischen ChR2-HR Expres-
sion getesteten genetischen Konstrukte.

In Abbildung[I6A) und B) ist das Fluoreszenz-Muster der, mit diesen beiden Pro-
motorkombinationen erstellten, Linien zu sehen. Leider konnte in keinem der beiden
Félle eine zellspezifische Expression erreicht werden. Marina Ezcurra, Mitarbeiterin
in der Arbeitsgruppe von William Schafer (Cambridge, England) vertffentlichte im
Jahr 2011 eine Arbeit in der ein, dort mittels FLP-Rekombinase hergestellter, Stamm
mit einer echten ASH spezifischen Expression verwendet wurde. Dieser Stamm wur-
de uns freundlicherweise von William Schafer iiberlassen und im Rahmen dieser
Arbeit anhand des Fluoreszens-Musters charakterisiert (Abb.:[16/C)). Alle drei Linien
wurden aulSerdem hinsichtlich ihrer Reaktion auf blaues Licht untersucht. Sowohl
Linie A (34,7 %) als auch Linie C (95,7 %) sind statistisch signifikant unterschiedlich
von der negativ Kontrolle (8,6 %). Die Linie C von Ezcurra zeigt mit Abstand die

S7



Teil 111 Ergebnisse

starkste Reaktion auf blaues Licht und ist nicht signifikant unterschiedlich zu der
Reaktion der Positivkontrolle, welche ChR2 in den MRNs exprimiert (90 %). Hier
wurden die Promotoren sra-6 und gpa-13 verwendet. Der sra-6 Promotor fiihrt zu
einer Expression in den Zellen ASI, ASH, SPDm/SPVm und PVQ. Bei SRA-6 handelt es
sich um einen chemosensorischen Rezeptor (Troemel u. a.[(1997)). Das Gen gpa-13
kodiert fiir einen Teil der a-Untereinheit eines G-Proteins und wird in den Zellen
ADE ASH, AWC, PHA, und PHB exprimiert (Jansen u. a.[(1999)).
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Legende:
X A: posm-10 + pgpa-11

Bt B: posm-10 + pnhr-79
J. ﬁ C: psra-6 + pgpa-13

pos. neg. ASH [A] ASH [B] ASH [C]
Kontrolle Kontrolle

Abbildung 16: Verschiedene getestete Promotor-Kombinationen zur zellspezifischen

Expression von ChR2-HR in ASH. Verwendet wurde das genetische
Konstrukt: -ChR2-HRmCherry::SL2::GFP. Gezeigt ist hier der GFP Ka-
nal. Die Umrisszeichnung des Pharynx dient der Orientierung. A-
C) Konfokalmikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von Linien mit
verschiedenen Promotorkombinationen (60X). A) posm-10/pgpa-11
(Stamm Nr.: ZX1021; B) posm-10/pnhr-79 (Stamm Nr.: ZX1085); C)
psra-6/pgpa-13 (Stamm Nr.: AQ2235).

D) Prozentsatz der Tiere, welche auf Beleuchtung mit blauem Licht
(470nm, 1 Sek., 0,8mw/mm?) mittels einer Riickzugsbewegung reagie-
ren. Getestet wurden die Linien A-C, sowie eine Linie welche ChR2
in den MRNs exprimiert (AQ2334) (pos. Kontrolle) und der Wild-
typ (ZX399) (neg. Kontrolle). Alle getesteten Linien tragen den lite-
I-Hintergrund. Statistik: ANOVA mit Tukey-Test. Verwendetes Pro-
gramm: Past3
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1.2. Spezifische Expression von ChR2-HR in AVA

Zur zellspezifischen Expression von ChR2-HR in AVA wurden im Rahmen dieser
Arbeit insgesamt drei Promotorpaare getestet und vier verschiedene Promotoren
verwendet (Abb.: . Das Gen glr-1 kodiert fiir einen Glutamat-Rezeptor und wird
mittels seines Promotors in den Zellen AIB, AVA, AVB, AVD, AVE, AVG, AV], DVC,
PVC, PVQ, RIG, RIM, RMD, SMD, PVQ und URY exprimiert (Brockie u. a. (2001)). Bei
FLP-18 handelt es sich hingegen um ein Neuropeptid, welches in den Zellen AVA, AIY
und RIG exprimiert wird (Rogers u. a./ (2003)). Analog zu den oben beschriebenen
Proteinen GPA-11 und GPA-13 handelt es sich auch bei GPA-14 um ein Mitglied der
G-Protein-a-Untereinheiten-Familie. Exprimiert wird GPA-14 in den Neuronen AS],
ASJ, ASH, ASK, ADE, PHA, PHB, ALA, AVA, CAN, DVA, PVQ, RIA sowie den Vulva-
Muskel-Zellen (Jansen u. a. (1999)). Der letzte verwendete Promotor gehort zu dem
Gen rig-3, welches fiir ein Protein kodiert, das zu der Inmunoglobin-Superfamilie der
Zell-Adhdsions-Molekiile (IgCAMs) gehort und gewebespezifisch in den Neuronen
AVA, 11, 14, M4, NSM sowie den amphidalen Glia-Zellen exprimiert wird.

5" ChR2::mCherry | SL2:GFP -3¢
5" ChR2:mCherry | SL2:GFP |- 3¢
s-[ pgpa14 | nCre -3
5] prig-3 | nCre  |-3

Abbildung 17: Schematische Darstellung der zur AVA spezifischen ChR2-HR Expres-
sion getesteten genetischen Konstrukte.

Mit den Kombinationen pgir-1/gpa-14 und pflp-18/prig-3 konnte keine AVA spezi-
fische Expression erreicht werden (Abb.: A und B). Wie jedoch in Abb.:[18|C) gezeigt
war die Kombination pflp-18/pgpa-14 erfolgreich. Analog zu der Charakterisierung
der ASH spezifischen ChR2-HR Linien wurde die Reaktion getestet (I11.2.8.1). Die
Linien A (53,3 %) und C (71,4 %) sind signifikant unterschiedlich zu der Negativkon-
trolle. Die deutlichste Reaktion zeigt Linie C mit einem Expressionsmuster, welches
dem gewiinschten am ndchsten kommt. Die Reaktion der Linie C ist aullerdem nicht
signifikant unterschiedlich zu der Reaktion der Positivkontrolle (90 %).
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Abbildung 18: Verschiedene getestete Promotor-Kombinationen zur zellspezifischen

Expression von ChR2-HR in AVA. Verwendet wurde das genetische
Konstrukt: -ChR2-HRmCherry::SL2::GFP. Gezeigt ist hier der GFP
Kanal. Die Umrisszeichnung des Pharynx dient der Orientierung.
A-C) Konfokalmikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von Linien
mit verschiedenen Promotorkombinationen (60X). A) pglr-1/pgpa-14
(ZX1019); B) pflp-18/prig-3 (ZX1084); C) pflp-18/pgpa-14 (ZX1020).
D) Prozentsatz der Tiere welche auf Beleuchtung mit blauem Licht
(470 nm, 1 s, 0,8 mw/mm?) mittels einer Riickzugsbewegung reagieren.
Getestet wurden die Linien A-C, sowie eine Linie welche ChR2 in den
MRNs exprimiert (AQ2334) (pos. Kontrolle) und der Wildtyp (ZX399)
(neg. Kontrolle). Alle getesteten Linien tragen den lite-1-Hintergrund.
Statistik: ANOVA mit Tukey-Test; Verwendetes Programm: Past3

Um fiir zukiinftige Experimente ein moglichst stabiles Verhaltensmuster der Tie-

re zu erhalten, wurde das hier auf einem extrachromosomalen Array vorliegende

Transgen in das Genom integriert. Im Anschluss an die Integration wurde auch diese
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Linie, analog zu den beschriebenen transgenen Linien, charakterisiert (Abb.:[19).
Hierfiir wurden konfokale Fluoreszenzaufnahmen eines vollstdndigen Tieres, sowie
Kopf-Aufnahmen mehrerer Tiere gemacht. Fiir die Verhaltensanalyse wurde ein Re-
aktionstest durchgefiihrt. Mit 72,5 % der Tiere reagiert die integrierte Linie sogar
noch etwas besser als die nicht integrierte Linie C (Abb.: [18). Leider entwickelte
sich nach der Integration eine zusétzliche Expression in dem Zellpaar RIG (Abb.:
[19/A + B) (White u.a. (1986)). Bei RIG handelt es sich um ein Interneuronenpaar,
welches im retrovesikuldren Ganglion lokalisiert ist und ebenfalls einen Einfluss auf
die Riickwértsbewegung ausiibt (Chao u. a. (2005)). Doch ist die GFP-Expression in
RIG geringer als in AVA und eine mCherry-Expression nicht zu sehen (Abb.:(19|B). So
besteht die Moglichkeit, dass das Expressionsniveau von ChR2-HR in RIG so gering
ist, dass es keinen Einfluss auf die Riickwartsbewegung nimmt und diese Linie fiir
weitere Experimente verwendet werden kann.

Um dies mit Sicherheit sagen zu kénnen, wurde ein weiterer Reaktionstest durchge-
fiihrt. Hierbei wurde das, in Kooperation mit Jeff Stirman entwickelte, 'Single Worm
Tracking’ System verwendet (I1.2.8.2). Dieses System folgt dem einzelnen Wurm
mittels eines automatisierten Objekttisches tiber den gesamten Messzeitraum hin-
weg und zeichnet ein Video auf. Des Weiteren bietet es durch einen verbundenen
Beamer die Moglichkeit das verfolgte Tier spezifisch in bis zu 10 Segmenten zu be-
leuchten. Lichtintensitdt und Farbe (je nach verwendetem Filter) kann ebenfalls fiir
jedes Segment gesondert eingestellt werden. In diesem Fall wurden 3 verschiedene
Beleuchtungsprotokolle verwendet. Zum einen wurde das gesamte Tier mit blauem
Licht (470 nm, 1,8 mW/mm?) beleuchtet und auBerdem spezifisch jeweils diejenige
Region die AVA (ganz vorne) bzw. RIG (zwischen Kopf und Wurmmitte gelegen) bein-
haltet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei Beleuchtung der vorderen Region
(AVA), sowie des ganzen Tieres eine Reaktion hervorgerufen werden konnte, bei
alleiniger Beleuchtung von RIG jedoch nicht (Abb.:[20).
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Abbildung 19: Charakterisierung des ChR2-HR::mCherry::SL2::GFP (Promotorpaar:
pflp-18/pgpa-14) Stammes nach erfolgreicher Integration (ZX1023).
A) Floureszenz-Muster im gesamten Wurm, hierbei handelt es sich
um z-Projektionen von 8x8 konfokalmikroskopischen Stapeln (Vergro-
Rerung: 60X), die anschliefend zu einer Montage zusammengefiigt
wurden. B) Uberlagerung des roten (ChR2-HR::mCherry) und griinen
(SL2::GFP) Kanals eines Wurmes des Stammes zx1023. C) Prozent-
satz der Tiere welche auf Beleuchtung mit blauem Licht (470 nm, 1s.,
0,8 mw/mm?) mittels einer Riickzugsbewegung reagieren. Getestet
wurde die integrierte Linie, sowie eine Linie welche ChR2 in den MRNs
exprimiert (AQ2334) (pos. Kontrolle) und der Wildtyp (ZX399) (neg.
Kontrolle). Alle getesteten Linien tragen den lite- I-Hintergrund. Statis-
tik: ANOVA mit Bonferoni-Anpassung; Verwendetes Programm: Origin
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Abbildung 20: Segmentierte Beleuchtung der integrierten Linie (ZX1023) mit Hilfe
des 'Single-Worm-Trackers’ (470 nm, 2s., 1,8 mW/mm?). Beleuchtet
wurde der ganze Wurm, sowie die beiden Segmente, welche AVA bzw.
RIG enthalten.

2. Habituation des Riickzugreflexes

2.1. Manuelle Experimente

Eine der wichtigsten Fragen, die im Rahmen dieser Arbeit beantworten werden soll
ist, auf welcher Ebene der Reizweiterleitung eine Habituation entsteht. Wie bereits in
der Einleitung ausgefiihrt ist, tritt bei leichten, fiir den Organismus nicht schidlichen
Reizen, nach hdufiger Wiederholung ein Gewdhnungseffekt ein. Das Tier reagiert
nicht mehr, bzw. reagiert schwécher auf diesen Reiz. Anfang der 90er Jahre konnte
Catharine Rankin zeigen, dass eben eine solche Gewthnung, auch Habituation ge-

nannt, bei C. elegans fiir den sogenannten 'Tap’ eintritt (Rankin u. a.[(1990)). Hierbei

spielen insbesondere die mechanosensorischen Neurone ALML/R, AVM, PLML/R
und PVMV, sowie das, fiir den Riickzugreflex hauptsichlich verantwortliche, Inter-
neuronenpaar AVAL/R eine Rolle (Chalfie u. a. (1985); Piggott u. a./(2011); Zheng u. a.

(1999)).
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Zum Testen der sensorischen Ebene der Reizverarbeitung wurden die Linien pmec-
4::ChR2-HR (AQ2334) psra6::ChR2-HR (ZX831) verwendet (Abb.: . Der mec-4
Promotor fiihrt zu einer Expression in den oben beschriebenen Mechanorezeptor-
neuronen (Lai u. a.[(1996)). Diese zeigen nach den Experimenten von Rankin et al.
eine deutliche Habituation auf wiederholte Stimulation (Rankin u. a./(1990)). Auch
optogenetisch konnte dies im Vorfeld in Experimenten von Martin Brauner gezeigt
werden (Nagel u. a.[(2005)). Der sra-6 Promotor hingegen fiihrt unter anderem zu
einer Expression in dem sensorischen Neuronenpaar ASHL/R (Iroemel u. a.| (1997)),
welches insbesondere auf aversive chemische Reize und Anderungen des osmo-
tischen Wertes reagiert (I.2.1). Hier wird keine Habituation erwartet, da ASHL/R
potentiell schéddliche Reize wahrnimmt, und daher ein Gewdhnungseffekt biologisch
nicht sinnvoll wire. Wie erwartet konnte auch in diesem ersten Test eine Habituation
fiir die mechanosensorischen Neuronen gezeigt werden. Die maximale Reaktion
dieser Linie wahrend des ersten gegebenen Stimulus lag bei 94,4 %. Auch fiir die
psra-6::ChR2-HR Linie war jedoch eine Habituation zu verzeichnen, obwohl diese
fiir die ASH-Neuronen nicht zu erwarten war. Keine Habituation ist zu sehen fiir die
integrierte Linie ZX906 (AVA[A]), welche ChR2-HR in AVA, sowie einigen weiteren
Neuronen exprimiert (siehe Abb.:[18|Linie AVA[A]). Die héchste Reaktion der Linie
AVAJA] liegt bei 66,7 %. Die Tiere der Negativkontrolle (Wildtyp) (ZX399) reagieren
hochsten zu 20 %. Dabei handelt es sich um spontane Riickwartsbewegungen, die
nicht durch dul3ere Reize induziert wurden (Chiba u. Rankin (1990)). Gezeigt ist das
Experiment sowohl mit, als auch ohne Retinal (Abb.:[21| B)). Hier war deutlich zu
sehen, dass ohne die Zugabe von Retinal keine Reaktion der Tiere auf blaues Licht zu
verzeichnen war.
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Abbildung 21: 1. Habitutionsexperiment mit den Linien AVA[A] integriert (ChR2-
HR in AVA und 8-10 zusdtzlichen Zellen) (ZX906) und psra-6::ChR2-
HR (ZX831), sowie einer Linie welche ChR2 in den MRNs exprimiert
(AQ2334) (pos. Kontrolle) und dem Wildtyp (ZX399) (neg. Kontrol-
le). Alle getesteten Linien tragen den lite-1-Hintergrund. Durchge-
fihrt wurde das Experiment am Mikroskop und die Reaktion 'per
Hand’ protokolliert. Gezeigt ist jeweils der Prozentsatz der Tiere wel-
che auf Beleuchtung mit blauem Licht mit Riickzug reagieren. Parame-
ter: 470 nm, 1s, 0,8 mW/mm?; ISI=10's; 20 Wiederholungen. Statistik:
Chi?-Test; Verwendetes Programm: Excel. (*) zeigt den Unterschied
zwischen dem ersten und dem letzten Stimulus. A) Experiment mit
Zugabe von Retinal in das Futter, B) Experiment ohne Zugabe von
Retinal.

Nachdem es gelungen war echte zellspezifische Expressionen von ChR2-HR in den
Zellpaaren AVAL/R und ASHL/R zu erreichen, wurden die oben gezeigten Experimen-
te mit den beiden zellspezifisch exprimierenden Linien AVA[C] integriert (ZX1023)
und ASHI[C] (AQ2235) wiederholt. Als Kontrollen wurden auch hier die Linien pmec-
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4::ChR2-HR (AQ2334) und lite-1 (ZX399) verwendet. Anders als psra-6::ChR2-HR
zeigt die Linie ASH[C] keine Habituation, die héchste Reaktion liegt bei 83,3 %. Die
Reaktion der integrierten Linie AVA[C] liegt in den Hochstwerten um 66 % und es
konnte fiir ChR2-HR in den Mechanorezeptorneuronen eine Habituation gezeigt
werden. Aullerdem ist es sehr auffillig, dass die Werte stark schwanken zwischen den
einzelnen Stimuli, was mit dem relativ geringen Stichprobenumfang von 12 Tieren
zu begriinden ist (siehe Abb.:[22).

—i—Pos. Kontrolle n=12 —4—Neg. Kontrolle n=12 —4—ASH [C] n=12 —4— AVA [C]int. n=12
100 w

AN %“v’@%-’ ’ ﬂ‘g;‘e

40 -

Riickzugsreaktion
[% der getesteten Tiere]

20

1 6 11 16 21 2% M 36 M 46 51 56
Anzahl der Stimuli

Abbildung 22: 2. Habitutionsexperiment mit den Linien AVA[C] integriert (ZX1023)
und ASH[C] (AQ2235), sowie einer Linie welche ChR2 in den MRNs
exprimiert (AQ2334) (pos. Kontrolle) und dem Wildtyp (ZX399) (neg.
Kontrolle). Durchgefiihrt wurde das Experiment am Mikroskop und
die Reaktion manuell protokolliert. Gezeigt ist jeweils der Prozent-
satz der Tiere welche auf Beleuchtung mit blauem Licht mit Riickzug
reagieren. Parameter: 470 nm, 1s, 0,8 mW/ mm?; ISI=10s; 60 Wieder-
holungen. Statistik: Chi*-Test; Verwendetes Programm: Excel. (*) zeigt
den Unterschied zwischen dem ersten und dem letzten Stimulus.

Bei der hier gewdhlten Messmethode mit einzelnen Tieren, die iiber das komplet-
te Experiment hinweg beobachtet wurden um ihre Reaktion zu protokollieren, ist
die Messung eines hohen Stichprobenumfangs sehr zeitaufwédndig. Aulerdem ist
die manuelle Protokollierung fehleranfillig, da der Experimentator insbesondere
in Grenzféllen subjektiv entscheidet und zu dem gewiinschten Ergebnis tendiert.
Hierfiir wurde ein Computer gestiitzten Tracking-System entwickelt (Swierczek u. a.
(2011)), welches im Rahmen dieser Arbeit auch vor Ort etabliert werden konnte.
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2.2. Aufbau und Etablierung des "Multi-Worm-Trackers’ (MWT)

Wie oben beschrieben, war es sinnvoll ein Computer gestiitztes Messverfahren zur
Durchfiihrung der Verhaltensexperimente zu verwenden, um Objektivitdt wahrend
der Messung zu gewdhrleisten und um mehrere Tiere zur gleichen Zeit messen zu
konnen. Nach dem Vorbild des in den Laboren von Rex Kerr und Cathrin Rankin
entwickelten "Multi-Worm-Trackers’ (Swierczek u. a. (2011)) habe ich ein solches
Messsystem aufgebaut.

Die Hardware des Systems beinhaltet zusédtzlich zu einem leistungsstarken, mit
einer Kamera-Link-Karte ausgestatteten PC eine 4 Megapixel Hochgeschwindigkeits-
kamera mit Stativ, einen Objekttisch und Vorrichtungen zur Présentation der ver-
schiedenen Reize Tap und Licht (Abb.: A)). Das von der Kamera iibertragene Bild
wird mittels des auf 'Lab-View’ basierenden Programms 'MWT’ (Screenshot Abb.:
direkt in Standortdaten der einzelnen Objekte umgerechnet, welche anschlief3end ge-
speichert werden. Dieses Verfahren ermdoglicht eine deutlich schnellere Speicherung
als wenn das Gesamtbildmaterial aufgenommen werden wiirde, benétigt jedoch
einen sehr leistungsstarken Rechner mit einem grollen Arbeitsspeicher (min. 8 Gi-
gabyte). ' MWT’ gibt die aufgenommenen Daten in einer ".blob’ Datei aus, welche
jedem einzelnen erkannten Objekt zu jedem Zeitpunkt widhrend des Trackingvor-
gangs diese Daten zuordnet. Gemessen werden konnen bis zu 80 Objekte gleichzeitig.
Eine grofere Anzahl an Tieren (120) kann von der Software ebenfalls noch erfasst
werden, jedoch sind die Kollisionen der Wiirmer untereinander dann so hdufig, dass
es zu erheblichen Datenverlust kommt. Zwei sehr nahe beieinander liegende Wiir-
mer konnen nicht mehr als einzelne Objekte erkannt werden. Zur Analyse der vom
MWT gesammelten Daten und zur tibersichtlichen Ausgabe wurde von Kerr und Ran-
kin noch ein weiteres, auf Java basierendes, Programm entwickelt (Choreography),
welches die Moglichkeit bietet, sich bestimmte Parameter und Durchschnittswerte
fiir alle Objekte auf einer Platte tibersichtlich anzeigen zu lassen. Mittels verschie-
dener 'Plugins’ kann dieses Programm erweitert und auf die jeweils vorhandenen
Bediirfnisse zugeschnitten werden.

68



Teil 111 Ergebnisse

Hochauflosende

Kamera T
Wiirmer :
e Stimulus
B\ Lichtquelle Prasentation
Tipper /
LED-Ring =

Elektronik und
\| Netzteile

Choreography i
-

Abbildung 23: Aufbau und Funktionsweise des MWT: A) Hardware-Komponenten
fiir Stimulus-Prasentation und "Tracking’ (Foto und Schema). B) Sche-
matische Darstellung des Zusammenhangs der einzelnen Schritte zur
Datengenerierung und -verarbeitung: Kamera - Trackingprogramm
'MWT’ - Analyseprogramm 'Choreography’. Modifiziert nach|Swierc!
zek u.a.[(2011).
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Abbildung 24: Screenshot des Lab-View basierten Programms MWT wéhrend des
Trackingvorgangs. Links: Variable Einstellungen zur Objekterkennung
und Stimulus-Prasentation; Mitte: Blickfeld der Kamera und Infor-
mationen zu Anzahl der erkannten Objekte, 'Framerate’, Zeit und
Stimulus-Prdsentation; rechts: Trackingdaten graphisch aufbereitet.

Nach dem Aufbau des Systems und erfolgreicher Installation der zugehérigen
Softwarepakete wurden mehrere Experimente zum Finden méglichst optimaler
Bedingungen zur Gabe des Lichtreizes durchgefiihrt (Anhang).

2.3. Computergestiitzte Experimente mit dem MW'T

Wiederholungen des oben gezeigten manuellen Habituationsexperiments mit zells-
pezifisch exprimiertem ChR2-HR sind in den Abbildungen 25/A) und [26|A) zu sehen.
Hierbei wurde der Test zwei mal mit jeweils unterschiedlichen Beleuchtungsbedin-
gungen (Dauer und Intensitédt des prasentierten Lichtpulses variieren) durchgefiihrt.
In beiden Fillen ist die Habituation der Positivkontrolle (ChR2-HR in den MRNs) sehr
deutlich zu beobachten. Mit dem Stichprobenumfang ist die Anzahl der gemessenen
Kultur-Platten angegeben. Auf jeder Platte befinden sich zwischen 20 und 50, vom

System gleichzeitig messbare Tiere.
Bei einer Lichtintensitit von 0,02 mW/mm? sind die Hochstwerte fiir die Linien
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AVA[C] integriert und ASH[C] jedoch mit 49 % bzw. 61 % reagierenden Tieren niedri-
ger als in den manuell am Mikroskop durchgefiihrten Versuchen (siehe Abb.:[25).
Bei 0,6 mW/mm? fiir 700 ms, ist sowohl eine deutlich signifikante Habituation der
Kontrolllinie (von 68,5 % - 37,5 % reagierender Tiere) vorhanden als auch eine gute
Anfangsreaktion der Linie AVA[(C] int. von 52,2 % der Tiere (Abb.: . Die hochsten
Reaktionen liegen fiir ASH[C] bei 71 % und bei AVA[C] bei 59 % der Wiirmer.

Wie in den Abbildungen[25B) und 26]gezeigt, ist es mittels MWT ebenfalls moglich
die wihrend der Riickzugsreaktion jeweils zuriick gelegte Distanz zu messen und
anzugeben. Ein deutlicher Riickgang der Distanz, in Abhéngigkeit von der Anzahl der
bereits prasentierten Stimuli, ist nur fiir die jeweilige Positivkontrolle zu verzeichnen.
Diese Experimente konnten zeigen, dass wie erwartet bei Reizung der Mechanore-
zeptorneuronen eine Habituation eintritt, jedoch nicht bei Reizung des nozizeptiven
chemosensorischen Neuronenpaares ASH oder des Interneuronenpaares AVA.
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Abbildung 25: MWT-Habituationsexperiment 1. Verwendete Linien waren AVA|[C]
integriert (2X1023) und ASH[C] (AQ2235), sowie eine Linie welche
ChR2 in den MRNs exprimiert (AQ2334) (pos. Kontrolle) und der Wild-
typ (ZX399) (neg. Kontrolle). Alle getesteten Linien tragen den lite-1-
Hintergrund. Durchgefiihrt wurden die Experimente am MWT und
die Reaktion wurde von dem eigens dafiir entwickelten Computer-
programm 'MWT’ gemessen und mit dem Programm ’'Choreography’
analysiert. Parameter: 470 nm, 1s, 0,02 mW/ mm?; ISI=10s; 30 Wie-
derholungen. Statistik: ANOVA mit anschlieBendem Tukey Test; Ver-
wendetes Programm: PAST3. (*) zeigt den Unterschied zwischen dem
ersten und dem letzten Stimulus.
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Abbildung 26: MWT-Habituationsexperiment 2. Verwendete Linien waren AVA|[C]
integriert (2X1023) und ASH[C] (AQ2235), sowie eine Linie welche
ChR2 in den MRNs exprimiert (AQ2334) (pos. Kontrolle) und der Wild-
typ (ZX399) (neg. Kontrolle). Alle getesteten Linien tragen den lite-1-
Hintergrund. Durchgefiihrt wurden die Experimente am MWT und
die Reaktion wurde von dem eigens dafiir entwickelten Computer-
programm 'MWT’ gemessen und mit dem Programm ’'Choreography’
analysiert. Parameter: 470 nm, 700 ms, 0,6 mW/mm?; ISI=10's; 30 Wie-
derholungen. Statistik: ANOVA mit anschlieBendem Tukey Test; Ver-
wendetes Programm: PAST3. (*) zeigt den Unterschied zwischen dem
ersten und dem letzten Stimulus.

3. Modulationen von AVA

Zusitzlich zu der Frage, an welcher Stelle im Netzwerk am wahrscheinlichsten eine
Habituation des Reizes stattfindet, ist es von Interesse, wie die Reizweiterleitung
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von AVA zu den nachfolgenden Neuronen vonstatten geht. Wie in der Einleitung
beschrieben, gehen von AVA sowohl chemische Synapsen, als auch elektrische Zell-
Zell-Verbindungen aus. Durch jeweilige Unterbrechung dieser Verbindungen wurde
im Folgenden getestet, welche eine Rolle spielen und ob potentielle Modulationen
von AVA durch andere Interneuronen vorliegen.

3.1. Eliminierung der chemischen Synapsen mittels Tetanustoxin (TeTX)

Bei Tetanus-Toxin handelt es sich um ein, als Synapsengift wirkendes Protein, wel-
ches mit Synaptobrevin hydrolytisch spaltet und somit ein Verschmelzen der synap-
tischen Vesikel mit der prasynaptischen Membran verhindert (Schiavo u. a.[(1992))
. Eine spezifische Expression von Tetanustoxin in den beiden AVA Neuronen fiihrt
zu einer Unterbrechung der chemischen Synapsen zwischen AVA und nachgeschal-
teten Zellen, wie den Motorneuronen und dem Interneuronenpaar PVC (Abb.: .
Die hierfiir bendotigten genetischen Konstrukte sind in Abbildung[28|schematisch
dargestellt.

T! T\_ - Kommando-
. % Interneuronen

\‘ / Motor-
Neuronen

Ruckwarts- Vorwarts-
Bewegung Bewegung

Abbildung 27: Schematische Darstellung der in den Riickzugreflex involvierten Zel-
len. Die, durch die spezifische Expression von Tetanustoxin in AVA,
beeintrdchtigten neuronalen Verbindungen sind gestrichelt darge-
stellt.
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5'- pfip-18 TTXzmCherry | SL2:GFP | -3

5'- ‘ pgpa-14 ‘ nCre ‘ -3

Abbildung 28: Schematische Darstellung der zur AVA spezifischen TeTX Expression
hergestellten genetischen Konstrukte.

Abbildung[29)zeigt die Reaktion einer Linie, welche sowohl ChR2 als auch das im
obigen beschriebene TeTX in den AVA Neuronen exprimiert (zx1649). Die Reizwei-
terleitung von AVA an die nachgeschalteten Zellen kann somit nur tiber elektrische
Verbindungen ('Gap Junctions’) erfolgen. 55 % der Tiere dieser Linie regieren mit ei-
nem Riickzugsreflex auf blaues Licht. In der Reaktion ldsst sich hier kein signifikanter
Unterschied zu der Kontrolllinie feststellen (48 % reagierende Tiere), die nur ChR2HR
in AVA exprimiert und deren chemische Synapsen somit vollig intakt sind. Zuséatz-
lich wurde eine Linie getestet, welche TeTX unter dem glr-1 Promotor und somit in
allen am Bewegungsapparat beteiligten Interneuronen exprimiert. Hier fiihrte die
Beleuchtung mit blauem Licht zu einer Reaktion von 44 % der Tiere und es konnte
weder zu den Reaktionen der Kontrolle, als auch der AVA_TeTX-Linie ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Ebenfalls keine signifikanten Unterschiede konnten
fiir die, wiahrend der Riickzugsreaktion zuriickgelegte, Distanz gefunden werden.
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Abbildung 29: Einfluss chemischer Synapsen auf die via AVA vermittelte Riickwérts-
bewegung: Getestete Linien: AVA[C] int. (zx1023) und AVA[C] int. mit
zusatzlicher spezifischer Expression von TeTX in AVA (zx1649), sowie
eine Kontrolllinie mit TeTX Expression unter dem gir-1 Promoter und
somit in den gesamten Interneuronen (zx1637). Verwendet wurde der
MWT. Parameter: 470 nm, 700 ms, 0,6 mw/mm?. Statistik: ANOVA mit
Tukey-Test; Verwendetes Programm: Past3.
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3.2. Unterbrechung der Gap-Junctions von AVA mittels spezifischer unc-7
RNAI

Zusitzlich zu den chemischen Synapsen soll auch die Rolle der elektrischen Verbin-
dungen untersucht werden (Abb.: gestrichelte Linien).

Wichtige Proteine zur Ausbildung von elektrisch leitfahigen Zell-Zell-Verbindungen,
so genannten 'Gap-Junctions’, des neuromuskulédren Systems sind die beiden Inexine
UNC-7 und UNC-9. Um gezielt die 'Gap-Junctions’ zu, mit AVA verbundenen, Zellen
zu unterbrechen, wurde hier die RNAi Methode gewdhlt. Das macht es moglich,
entsprechend der verwendeten Promotoren, einen gewebe-, zelltyp- oder sogar ein-
zelzellspezifischen '’Knock-Down'’ eines bestimmten Gens zu erreichen (Esposito u. a.
(2007)). Es werden zwei Konstrukte benétigt, von denen eines fiir eine, dem auszu-
schaltenden Gen identische, RNAi-Sequenz kodiert ('sense’) und das andere fiir den
komplementédren Strang ("antisense’). Auch hier wurde wieder das AVA spezifische
Promotorpaar pflp-18/pgpa-14 verwendet (Abb.:[31). Jeweils ein Promotor wurde
gekoppelt mit einem der beiden bendétigten RNAi Konstrukten zum Ausschalten des
unc-7 Genes.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der in den Riickzugreflex involvierten Zel-
len. Die, durch die spezifische Expression von unc-7 RNAi in AVA,
beeintrachtigten neuronalen Verbindungen sind gestrichelt darge-
stellt.
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5" -3
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der zum AVA spezifischen 'Knock-Down’
des unc-7 Genes verwendeten RNAi Konstrukte.

Abbildung[32]zeigt die Reaktion von zwei getesteten Linien: mit AVA spezifisch un-
terbrochenen 'Gap-Junctions’ und ChR2 in AVA auf blaues Licht (zx1645 und zx1646).
Zur Kontrolle dienten die Linie AVA[C] integriert (zx1023), sowie eine Linie, die zu-
sdtzlich nur das unc-7 RNAi 'antisense’ Konstrukt enthdlt (zx1647), um zu zeigen,
dass dieses alleine keinen 'Knock-Down’ herbeifiihrt, sondern nur eine gleichzei-
tige Expression beider RNAi-Segmente das gewiinschte Ergebnis erreicht. So kann
auch hier genau wie bei der Verwendung des Cre-Lox-Systems ein zellspezifischer
Effekt erreicht werden. Zwischen der Linie AVA[C] integriert (49 % reagierende Tiere)
und der Linie mit dem zusédtzlichen Antisense-Konstrukt (52 % reagierende Tiere)
ist kein signifikanter Unterschied auszumachen. Die beiden Linien mit dem AVA
spezifischen unc-7 'Knock-Down’ hingegen reagieren deutlich mit 82 % und 81 % der
Tiere signifikant stérker als die Kontrolllinie AVA[C] integriert. Es konnten zwischen
den getesteten Linien jedoch keine signifikanten Unterschiede fiir die, wahrend der
Riickzugsreaktion, zuriickgelegte Distanz gefunden werden.
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Abbildung 32

Unc-7- Test

Anteil der reagierenden Tiere

k% %k

AVA unc-7RNAi_Kontrolle unc-7RNAI_LinieA unc-7RNAi_LinieB

Zuruckgelegte Distanz pro Fluchtreflex

AVA unc-7RNAi_Kontrolle unc-7RNAi_LinieA unc-7RNAI_LinieB

: Einfluss von 'Gap-Junctions’ auf die via AVA vermittelte Riickwarts-
bewegung: Getestete Linien: AVA[C] int. (zx1023) und AVA[C] int. mit
zusdtzlicher AVA spezifischer RNAi [A] (zx1645) und [B] (zx1646), so-
wie einer Kontrolllinie, die zusatzlich zu ChR2 in AVA lediglich das
RINAi antisense Konstrukt exprimiert (zx1647). Verwendet wurde der
MWT. Parameter: 470 nm, 700 ms, 0,6 mw/mm?. Statistik: ANOVA mit
Tukey-Test; Verwendetes Programm: Past3.
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3.3. Einfluss von PVC-Inhibition auf AVA

Die mit dem Multi-Worm-Tracker durchgefiihrten Habituations-Experimente zeigen
zusdtzlich zu den bereits oben besprochenen Ergebnissen, dass die Reaktion der AVA-
Linie auf den ersten Stimulus deutlich geringer ausfillt als weitere Reaktionen (Abb.:
B3). Hier findet mit dem ersten Lichtimpuls eine Sensitisierung der AVA Neurone
fiir die nachfolgenden Reize statt. Diese kann beispielsweise durch die Inhibierung
von zu AVA antagonistisch wirkenden Neuronen geschehen. Die Experimente mit
gestorten chemischen bzw. elektrischen neuronalen Verbindungen weisen darauf
hin, dass das posterior liegende Interneuronenpaar bei der Modulation von AVA eine
wichtige Rolle inne hat und somit ein Kandidat fiir die Sensitisierung von AVA ist.
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Abbildung 33: Sensitsierungsreaktion der Linie AVA[C] integriert bei wiederholten
Reizen. Verwendete Linien waren AVA[C] integriert (zx1023) und
ASHIC] (zx1080), sowie pmec-4::ChR2HR (zx835) (pos.) und lite-1
(zx399) (neg.) als Kontrollen. Parameter: 470 nm, 1s, 0,02 mw/mm?;
ISI=10's; 30 Wiederholungen. Statistik: Chi?-Test (Vergleich zwischen
dem ersten und dem zweiten Stimulus).

Wenn die AVA-Antagonisten PVCL/R durch wiederholte Reizung von AVA iiber
'Gap-Junctions’ zwischen den beiden Neuronenpaaren inhibiert werden, kénnte
dies die nachfolgende Sensitisierung der AVA-Neuronen bedingen. Durch kiinstliche
Inhibition der PVC Neuronen mit der durch gelbes Licht gesteuerten lonenpumpe
NpHR, wurde diese These im Folgenden getestet. Da es uns nicht moglich war eine
PVC spezifische Proteinexpression zu erreichen (Schmitt u. a.| (2012)), wurde hier der
glr-1 Promotor verwendet in Kombination mit segmentierter Beleuchtung spezifisch
im Schwanz, wo PVC zu finden ist ( Abb.:[34).
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A 5 Pgir-1 ‘ NpHR::eCFP ‘—3'

B ChR2: Anregung NpHR: Inhibition

Abbildung 34: A) Genetisches Konstrukt zur Expression von NpHR in den Interneu-
ronen. B) Beleuchtungsschema der nachfolgenden Experimente.

Die Linie AVA[C] int. (AVA) (zx1023), sowie eine weitere Linie, welche zusétzlich
NpHR unter dem gir-1 Promotor exprimiert (AVA_PVC) (zx1648), wurden in drei
verschiedenen Versuchsreihen nach obigem Schema einmal nur mit blauem Licht,
einmal nur mit gelbem Licht und einmal mit beiden Wellenldngen gleichzeitig be-
leuchtet (Abb.:[36). Des Weiteren wurden, als Positivkontrolle, Tiere der Linie pmec-
4::ChR2 (zx835) mit blauem Licht beleuchtet (Abb.: [35). Hier ist als Reaktion auf
die Prasentation des blauen Lichtes eine maximale Verdnderung der mittleren Ge-
schwindigkeit von 0,2 mm/s auf -0,6 mm/s (A = 0,8 mm/s) zu sehen und somit eine
deutliche Riickzugsreaktion. Dahingegen dndert sich die mittlere Geschwindigkeit
der Linien AVA und AVA_PVC wihrend der Beleuchtung mit blauem Licht maximal
nur um A = 0,2mm/s (Abb.: ). Dieselbe maximale Anderung ist auch fiir die
Beleuchtung mit blauem und gelbem Licht gleichzeitig zu verzeichnen (Abb.:36[C).
Wiéhrend der Beleuchtung mit gelben Licht dndert sich die mittlere Geschwindigkeit
von AVA und AVA_PVC nicht (Abb.:[36B).
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Abbildung 35: Geschwindigkeitsinderung wiahrend wiederholter Beleuchtung der
Positivkontrolle pmec-4::ChR2. Parameter: 470 nm, 2 s, 0,8 mw/mm?;
ISI=10s; 5 Wiederholungen.
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Abbildung 36: Geschwindigkeitsanderung wahrend wiederholter Beleuchtung. Ge-
testete Linien sind AVA[C] int. (AVA) (zx1023) und AVA[C] int. + pglr-
I:NpHR (zx1648) (AVA_PVC). Parameter: 470 nm, 2's, 1,7 mw/mm?
(blaues Licht); 560 nm, 2 s, 2,4 mw/mm? (gelbes Licht) ISI=10s; 5 Wie-
derholungen.

Um die Unterschiede der Linien wahrend der einzelnen Stimuli besser darstellen
zu konnen wurden die oben beschriebenen Experimente zusétzlich zur Geschwin-
digkeit auch nach Reaktion in Prozent der reagierenden Tiere ausgewertet (Abb.:
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B7). Gezeigt sind die beiden Linien AVA und AVA_PVC sowohl mit als auch ohne
Retinal kultiviert (Negativkontrollen). Bei der Beleuchtung mit blauem Licht ist eine
signifikant hohere Reaktion fiir die Linie AVA im Vergleich zur Kontrolle ohne Retinal
bei den Stimuli 1, 2 und 5 zu verzeichnen. Die Linie AVA_PVC zeigt lediglich beim
5. Stimulus einen signifikanten Unterschied zur entsprechenden Kontrolle ohne
Retinal. Zwischen den beiden Linien AVA und AVA_PVC die beide im Schnitt 40 % rea-
gierende Tiere auf blaues Licht zeigen, ist fiir keinen der fiinf aufeinander folgenden
Stimuli ein signifikanter Unterschied in der Reaktion zu verzeichnen. Auch zwischen
den einzelnen Stimuli besteht kein Unterschied. Die zuvor in MWT-Experimenten
gezeigte Sensitisierung kann hier nicht bestétigt werden. Eine Beleuchtung mit blau-
em und gelben Licht zur gleichen Zeit fithrt zu dem selben Ergebnis. Die Reaktionen
der Tiere nur auf gelbes Licht sind nicht signifikant unterschiedlich zu den jeweiligen
Kontrollen ohne Retinal.
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Abbildung 37: Anzahl der auf wiederholte Beleuchtung reagierenden Tiere [%]. Ge-
testete Linien sind AVA[C] int (AVA) und AVA[C] int. + pglr-1::NpHR
(AVA_PVC), sowohl mit als auch ohne Retinal kultiviert. Parameter:
470nm, 2 s, 1,7 mw/mm? (blaues Licht); 560 nm, 2 s, 2,4 mw/mm? (gel-
bes Licht) ISI=10; 5 Wiederholungen. Statistik: Chi?-Test.
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3.4. Einfluss von zusatzlicher AVD-Aktivierung auf AVA

Da die Reizweiterleitung von den mechanosensorischen Neuronen ALM und AVM
via des Interneuronenpaares AVD zu AVA erfolgt (Referenz: Abbildung aus der Ein-
leitung) ist auch AVD ein guter Kandidat zur Modulation von AVA. Zur ndheren
Untersuchung der Rolle von AVD wurden auch hier wieder Konstrukte zur zellspezifi-
schen Expression von ChR2-HR entwickelt (Abb.: .

5-

paex-2 hR2—HR::mCherr\A - e

5%

pcfi-1 | ncre  |-3

Abbildung 38: Genetische Konstrukte zur zellspezifischen Expression von ChR2-HR
in AVD.

Hier wurde das Promotorpaar paex-2/pcfi-1 verwendet. Analog zu der zellspezi-
fischen Expression von ChR2-HR in AVA wurde auch hier ein ChR2::mcherry Fusi-
onsprotein, sowie ein zusédtzlich bicistronisch exprimiertes 19sliches GFP verwendet,
um die Expression sichtbar zu machen und die Lokalisation bestimmen zu kénnen
(Abb.:[39). Bei aex-2 handelt es sich um ein Gen fiir einen G-Protein gekoppelten
Rezeptor. Expression findet in den Interneuronen des Nervenrings statt (Mahoney
u. a. (2008)). CFI-1 ist ein DNA-Bindeprotein, welches in drei Neuronen des ventralen
Nervenstrangs, sowie AVD, IL2, LUA, PVC, URA und Muskelzellen exprimiert wird
(Shaham u. Bargmann| (2002)). Anders als erhofft, ist das bicistronisch exprimier-
te GFP in einem Grof3teil der Zellen des Nervenrings zu sehen und das Expressi-
onsmuster entspricht in etwas dem von paex-2 (Mahoney u. a.[ (2008)). Doch die
ChR2::mCherry-Expression féllt deutlich geringer aus und ist lediglich in den Neuro-
nen AVD (Kopf) und PVC (Schwanz) zu sehen. Somit konnte mit dem beschriebenen
Promotorpaar keine zellspezifische Expression von ChR2-HR erreicht werden. Da
jedoch ChR2::mCherry in nachweisbarer Menge im Kopf lediglich in AVD zu finden
ist, konnten Experimente mit sequenzieller Beleuchtung durchgefiihrt werden (Abb.:

A0).
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Durchlicht GFP mCherry

Kopf

Schwanz

Abbildung 39: Konfokalmikroskopische Aufnahme der zur zellspezifischen Expres-
sion von ChR2-HR hergestellten Linie zx1643. Gezeigt sind drei Kanéle:
Durchlicht sowie GFP und mCherry Fluoreszenz.

Gezeigt ist hier die Reaktion der Linien AVA[C] int. (zx1023), AVD (zx1643) und
AVAIC] int. + AVD (zx1644) (AVA_AVD), sowie lite-1 (zx399) (Negativkontrolle) auf
Beleuchtung der vorderen Hilfte mit blauem Licht (Abb.: 40| oben). Tendenziell
reagiert die Linie AVA_AVD, mit Werten zwischen 37 % und 57 % reagierenden Tieren,
am stdrksten auf das blaue Licht. Fiir AVA ist eine Tendenz zur Sensitisierung zu
sehen zwischen dem 2. und 3. Lichtpuls, hier steigt die Reaktion der Tiere von 12 %
auf 50 % an. Jedoch konnte weder zwischen den einzelnen Linien, noch zwischen den
verschiedenen Lichtpulsen ein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt werden.
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Abbildung 40: Anzahl der auf wiederholte Beleuchtung reagierenden Tiere [%]. Ge-
testete Linien sind AVA[C] int. (zx1023), AVD (zx1643) und AVA[C]
int. + AVD (zx1644), sowie lite-1 (zx399) als Negativkontrolle. Parame-

ter: 470 nm, 2 s, 1,7 mw/mm?; ISI=10s; 5 Wiederholungen. Statistik:
Chi?-Test.

Ebenfalls interessant wire in diesem Zusammenhang die Reaktion der Tiere auf
eine Stimulation von AVA wihrend gleichzeitiger Inhibition von AVD mittels NpHR.
Es wurden mehrere Linien mit entsprechenden Transgenen (Abb.: [41) kreiert, es

konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit keine nachweisbare NpHR::CFP Expression
in AVD erreicht werden.

5°- paex-2

NpHR:CFP | SL2uGFP |-3

5'-

pcfi-1 ‘ nCre | -3

Abbildung 41: Genetische Konstrukte zur zellspezifischen Expression von NpHR in
AVD.

89



Teil 111 Ergebnisse

4. Verwendung der ChR2 Variante HR/TC fiihrt zu dhnlichen

Lichtreaktionen bei verbesserter natiirlicher Mechanorezeption

Wie in Abbildung[42|zu sehen ist, reagiert die Linie pmec-4::ChR2-HR (ChR2 in den
MRNSs) sehr gut auf blaues Licht, jedoch kaum mehr auf den natiirlichen Stimulus,
was daran liegen kénnte, dass Transkriptionsfaktoren, welche von der Zelle zur
Herstellung des ChR2-HR verwendet werden, nicht zeitgleich zur Verfiigung stehen
um auch den Mechanorezeptor Mec-4 in ausreichender Menge bilden zu kénnen
(personliche Konversation mit Cathrin Rankin und Evan Adriel).

>

Licht-Reaktion B ,Tap‘-Reaktion

* 3k ok
——
Abbildung 42: Vergleich der Reaktionen der Linien mit ChR2-HR Expression in den

MRNSs (AQ2334), ASH[C] (AQ2235) und AVA[C] (integriert) (ZX1023)
auf Licht (A) und Tap (= durch kréftiges Antippen der Platte ausgelos-

te Vibration) (B). Statistik: ANOVA mit anschliefendem Tukey Test;
Verwendetes Programm: PAST3.
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Um nach Mdéglichkeit eine Linie zu erhalten, die sowohl sehr gut auf den Lichtreiz
des ChR2, als auch auf die natiirliche Stimulation der Mechanorezeptoren reagiert,
wurde ein neues Plasmid kloniert, welches zu einer Expression der doppelt mutierten
Channelrhodopsin2-Variante H134R T159C (im Folgenden ChR2-HR/TC genannt)
fiihrt. ChR2-HR/TC wird effizienter exprimiert und in die Membran eingebaut, als die
einfach mutierte Variante ChR2-HR (Erbguth u. a. (2012)). Dies sollte es ermoglichen,
bei geringerer Menge an eingebrachter DNA und somit weniger Sequestrierung der
Transkriptionsfaktoren, dennoch eine gute Photostimulation der Tiere zu erreichen

(Abb.:[43).

90



Teil 111 Ergebnisse

5'- pmec-4 ChR2-H134R/T159C | - 3¢

Abbildung 43: Schematische Darstellung des zur Expression von ChR2ZHRTC in den
mechanosensorischen Neuronen klonierten genetischen Konstruktes.

Das genetische Konstrukt wurde in verschiedenen Konzentrationen injiziert, um
eine Konzentration zu finden, bei der bereits eine gute Lichtreaktion, jedoch auch
immer noch eine gute mechanosensorische Reaktion zu finden ist. Bei dem Ver-
gleich dieser Linien ist wieder deutlich zu sehen, dass die Linie pmec-4::ChR2-HR
(80ngDNA/ul) (ChR2 in den MNR’s) nicht dazu in der Lage ist auf den natiirlichen
Stimulus zu reagieren (Abb.:[44). Die ChR2-HR/TC Linien hingegen reagieren alle
signifikant stdrker auf den natiirlichen Reiz. Die stiarkste Reaktion sowohl auf Licht,
als auch auf Tap wurde von der mit 20 ngDNA/ul injizierten Linie pmec-4::ChR2-
HR/TC_20ngA (zx1638) erreicht.
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Abbildung 44: Reaktion der Linien mit verschiedenen Injektionskonzentrationen von
pmec-4::ChR2-HR/TC auf blaues Licht (A) und Tap (B). Als Kontrol-
le wurde die Linie pmec-4::ChR2-HR (AQ2334) verwendet. Parame-
ter: 470 nm, 1s, 0,6 mw/mm?. Experiment wurde im Rahmen eines
Arbeitskreis-Praktikums von Stefanie Fischer durchgefiihrt. Statistik:
ANOVA mit Tukey-Test; Verwendetes Programm: Past3

Diese Linie wurde im Anschluss auch auf eine Habituation des Fluchtreflexes
getestet (Abb.:[45). Wihrend der ersten 5 Stimuli ist ein signifikanter Riickgang der
mit einem Fluchtreflex reagierenden Tiere zu beobachten (von 70 % bis zu 23 %).
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Jedoch steigt die Anzahl der reagierenden Tiere im Verlaufe des Experiments wieder
bis zum Ausgangsniveau an, welches ab dem 17. Stimulus erneut erreicht wird. Im
Gegensatz dazu zeigt die parallel getestete Positivkontrolle (ChR2-HR in MRNs)
einen langsameren, aber kontinuierlichen Riickgang der Reaktion. Somit zeigt die
neu entwickelte Linie zwar eine gute Reaktion sowohl auf Licht, als auch auf den
natiirlichen Stimulus, ist jedoch fiir die Untersuchung der Habituation nicht als
Positivkontrolle geeignet.

—&—pos. Kontrolle n=6  —a&—neg. Kontrolle n=3 pmec-4HRTC n=3

Riickzugsreaktion
[% der getesteten Tiere]

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Anzahl der Stimuli

Abbildung 45: Test auf Habituation der Linie mit ChR2-HR/TC in den MNR'’s. Ver-
wendete Linien waren ChR2-HR/TC in den MNRs (ZX1638) sowie eine
Linie welche ChR2-HR in den MRNs exprimiert (AQ2334) (pos. Kon-
trolle) und der Wildtyp (ZX399) (neg. Kontrolle). Alle getesteten Linien
tragen den lite- I-Hintergrund. Durchgefiihrt wurden die Experimente
am MWT und die Reaktion wurde von dem eigens dafiir entwickel-
ten Computerprogramm '"MWT’ gemessen und mit dem Programm
'Choreography’ analysiert. Parameter: 470 nm, 700 ms, 0,6 mW/mm?;
ISI=10s; 30 Wiederholungen. Statistik: ANOVA mit anschlieBendem
Tukey Test; Verwendetes Programm: PAST3. (*) Zeigt den Unterschied
zwischen dem ersten und dem jeweils markierten Stimulus.
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Teil IV.

Diskussion

1. Zellspezifische Expression optogenetischer Werkzeuge

Wie beschrieben eignet sich die Optogenetik sehr gut als Hilfsmittel zur Untersu-
chung neuronaler Zusammenhinge bei C. elegans. Hierfiir miissen die entsprechen-
den optisch aktivierbaren Proteine (hier ChR2-HR und NpHR) spezifisch in den
zu untersuchenden Neuronen exprimiert werden. Die meisten Gen-Promotoren,
welche man fiir eine zielgerichtete kiinstliche Expression verwenden kann, sind
nicht in einzelnen Neuronen sondern meist in Gruppen von Zellen aktiv. So musste
ein Weg gefunden werden die angesteuerten Zellen weiter einzugrenzen. Durch
Expressionstudien kann gezeigt werden welche Zellen von einem bestimmten Pro-
moter angesteuert werden. So konnten oftmals Kombinationen aus zwei Promotoren
gefunden werden die gemeinsam nur in jeweils einer Zelle aktiv sind (Abb.:

Promoter | Promoter I
ChR2 Recombinase

©

Ziel-Neuron

Abbildung 46: Die Verwendung zweier verschiedener Promotoren, die lediglich in
einer Zelle gleichzeitig aktiv sind kann zu einer zellspezifischen Ex-
pression fithren (Schmitt u. a. (2012)).

Um auch tatsdchlich eine Expression nur dort zu erreichen, wo beide Promo-
toren gleichzeitig aktiv sind wurden zwei verschiedene Konzepte entwickelt. Das
Erste beruht auf der Verwendung einer sequenzspezifischen DNA-Rekombinase (zb.
Cre-Rekombinase, FLP-Rekombinase). Bei DNA-Rekombinasen handelt es sich um
Enzyme die dazu in der Lage sind die DNA zu schneiden und neu zu kombinieren.
Ein von zwei bestimmten Erkennungssequenzen flankiertes DNA-Segment wird von
der Rekombinase, je nach Orientierung der Erkennungssequenzen, entweder voll-
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standig ausgeschnitten, oder entgegengesetzt wieder eingebaut (Hoess u. a.[(1984)).
Um hier zu dem gewiinschten Ergebnis einer zellspezifischen Expression der op-
togenetischen Werkzeuge ChR2-HR oder NpHR zu gelangen werden 2 genetische
Konstrukte bendotigt.

Das Erste beinhaltet einen der beiden Promotoren (Promotorl), eine von den Er-
kennungssequenzen flankierte Stop-Sequenz, die die Expression unterbindet und
die Gene der zu exprimierenden Proteine. Meist handelt es sich dabei um das ent-
sprechende optogenetische Werkzeug, welches mit einem fluoreszierenden Protein
fusioniert ist um die Expression sichtbar zu machen. In dieser Arbeit wurde im Falle
der Expression von ChR2-HR zusitzlich zu dem fusionierten mCherry Protein noch
ein weiteres Fluoreszenzprotein (GFP) verwendet. GFP wird bicistronisch und damit
16slich exprimiert um seine Leuchtkraft zu steigern und damit die Sensitivitit des
Systems zu erhéhen (Evans u. Blumenthal (2000)).

-+

promoter | loxP
ATG STOP ATG ATG
Exprimiert unter
oder Promotor Il
D O = o] + @
ATG STOP ATG

promoter | loxP | SL2 |

Nur wenn beide ATG ATG
Promotoren oder
gleichzeitig aktiv sind

I® = [ ChR2:VFP ]

promoter | FRT
ATG

Abbildung 47: Schematische Darstellung der Funktion der beiden Rekombinasen
Cre und FLP im Zusammenhang mit der zellspezifischen Proteinex-
pression unter Zuhilfenahme zweier Promotoren. Ubernommen von
Alexander Gottschalk (Schmitt u. a.[(2012)).
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Zur zellspezifischen Expression wurde im Rahmen dieser Arbeit die Cre-Rekombinase
verwendet und sowohl fiir das Zellpaar ASH, als auch fiir das Zellpaar AVA verschiede-
ne Promotorkombinationen getestet. Eine erfolgreiche zellspezifische Expression von
ChR2-HR (sowie von TeTX und der unc-7RNAi) in AVA konnte mit dem Promotorpaar
pflp-18 und pgpa-14 erreicht werden. Die in dieser Arbeit mit dem Cre-Lox-System
getesteten Promotorkombinationen fiir ASH fiihrten jedoch nicht zu einer zellspe-
zifischen Expression. 2011 wurde jedoch von Marina Ezcurra eine C. elegans Linie
publiziert welche mit Hilfe der FLP-Rekombinase hergestellt wurde und eine zellspe-
zifische Expression von ChR2-HR in ASH aufweist (Promotoren: psra-6 und pgpa-13).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Linie mit Hilfe konfokalmikroskopischer Fluores-
zenzaufnahmen charakterisiert und auf den Riickzugsreflex hin getestet. Aufgrund
der hier dargestellten Ergebnisse kann gesagt werden, dass sowohl unter Verwendung
der Cre-Rekombinase, als auch der FLP-Rekombinase eine zellspezifische Expression
von Proteinen erreicht werden kann. Jedoch fiihrt nicht jede Promotorkombina-
tion zu dem gewiinschten Ergebnis. Hier liegt die Schwierigkeit des Systems. Die
einzelnen getesteten Promotoren wurden anhand vergangener Expressionsstudien
ausgewdhlt und es wurde in der Literatur gezielt nach eben solchen Kombinationen
gesucht, die nur in einer einzelnen Zelle zu iiberlappen scheinen. Expressionsstudien
beruhen auf verschieden Techniken. So kann das Expressionsmuster eines bestimm-
ten Gens mit Hilfe von Antikdrpern untersucht werden oder in dem die DNA-Sequenz
des Promotor mit einem Fluoreszenzprotein gekoppelt wird, was zu einer l6slichen
Expression des Fluoreszenzproteins fiihrt (Jansen u. a.| (1999); Troemel u. a.[ (1997);
Schwarz u. a.[(2009)). Es gibt auch Studien wo das Fluoreszensprotein fusioniert mit
einem anderen Protein vorliegt, welches sowohl arteigen, als auch artfremd sein
kann. Hier besteht die Schwierigkeit, dass eine Detektion der Fluoreszenz im Fal-
le von membranstdndigen Proteinen deutlich schwieriger ist. Loslich vorliegende
Fusionsproteine hingegen haben aufgrund der hoheren Expression im Vergleich
zu integralen Membranproteinen eine hohere Leuchtkraft und zeigen somit auch
diejenigen Zellen auf, die ein verhdltnismaRig geringes Expressionsniveau aufweisen
(Ogawa u. a.|(1995); Pines| (1995); Gerdes u. Kaether| (1996)). Es ist auBerdem oftmals
der Fall, dass in Expressionsstudien nur einzelne Ausschnitte des Wurms gezeigt wer-
den oder die Aufnahmen sich auf eine Ebene beschrianken. Auch so kénnen Zellen
tibersehen werden. Ebenfalls denkbar ist, dass sich das Expressionsmuster abhingig
von der spezifischen Linge der verwendeten Promotorsequenz und der Natur des
eventuell fusionierten Proteins dndert. Auch Anzahl, Position und Aufbau der Introns
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des urspriinglichen Proteins dessen Promotor verwendet wird konnen eine Rolle fiir
die korrekte Expression spielen. Diese fehlen jedoch in den optogenetischen Werk-
zeugen, was zu einer Abweichung von dem erwarteten Expressionsmuster fiihren
kann (Schmitt u. a. (2012)). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es sehr schwer
ist das genaue Expressionsmuster eines optogenetischen Werkzeugs vorherzusagen
und noch nicht alle Steuerungsmechanismen einer korrekten Expression bekannt
sind. Sinnvoll wire es mégliche Promotorkombinationen im Vorfeld zu testen, z.b.
mit Hilfe des Proteinsplitverfahrens, bei dem ein Fluoreszensprotein in 2 Teile zerlegt
wird und gesondert unter je einem Promotor exprimiert. Fluoreszenz ist dann nur in
den Zellen zu beobachten, in denen die Promotoren iiberlappen (Zhang u. a.| (2004)).
Jedoch ist man auch dann nicht abgesichert dagegen, dass die unter dem jeweiligen
Promotor exprimierten optischen Werkzeuge oder anderen Zielproteine Einfluss
nehmen auf das Expressionsmuster (Schmitt u. a.[(2012)). Es ist folglich miihsam
und aufwindig die fiir den jeweiligen Fall richtige Kombination zu finden. Dies wird
zusdtzlich dadurch erschwert, dass die Konzentration der vorliegenden Rekombi-
nase und weitere DNA-Manipulationen (z.b. Integration der extrachromosomalen
DNA) das Expressionsmuster ebenfalls verdndern konnen. Im Fall der Linie AVA[C],
bei welcher im Anschluss an die Charakterisierung das vorliegende Transgen in die
chromosomale DNA integriert wurde, fand ich im Anschluss an die Integration eine
Fluoreszenz des bicistronisch exprimierten GFPs in einem zusétzlichen Zellpaar
(RIG). Die Fluoreszenz des fusionierten ChR2-HR_mcherry in RIG ist jedoch nur sehr
schwach. Des Weiteren konnte mittels lokal begrenzter Beleuchtung gezeigt werden,
dass Bestrahlung von RIG durch blaues Licht nicht zu merklichen Verhaltensreaktio-
nen fiihrt. Die nach der Integration beobachtete zusétzliche ChR2-HR Expression
ist also vernachldssigbar und die Linie konnte als Modell fiir eine AVA spezifische
ChR2-HR Expression verwendet werden. Die Arbeit von Christian Schultheis mit dem
FLP-Rekombinase-System lassen annehmen (Schmitt u. a. (2012)), dass es fiir eine
erfolgreiche zellspezifische Expression auch wichtig ist, welcher Promotor fiir die Ex-
pression des optogenetischen Werkzeuges bzw. der Rekombinase verwendet wird. Es
scheint sinnvoll den stirker exprimierenden Promotor mit dem Zielprotein und den
schwicheren mit der Rekombinase zu verbinden. Von der enzymatisch wirksamen
Rekombinase werden deutlich geringere Mengen bendétigt, da ein einzelnes Molekiil
dazu in der Lage ist eine groe Anzahl an DNA-Molekiilen zu rekombinieren (Schmitt
u. a. (2012)). Wenn jedoch fiir einzelne Zielzellen spezifische Promotorkombinatio-
nen gefunden werden konnten erweist sich die Verwendung von Rekombinasen zur
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zellspezifischen Expression von optogenetischen Tools als sehr wirkungsvoll.

2. Zellulare Lokalisierung der Kurzzeithabituation des

Riickzugsreflexes

Diese Arbeit ging unter anderem der Frage nach, welche Neurone an der Speicherung
der mechanosensorischen Kurzzeithabituation beteiligt sind. Hierfiir wurde ChR2-
HR in verschiedene Nervenzellen eingebracht, die Teil des neuronalen Netzwerkes
sind, das fiir eine Fluchtreaktion verantwortlich ist. Die MRNs, sowie ASH (sensori-
scher Nozizeptor) und AVA (Interneuron) wurden auf Kurzzeithabituation getestet.
Hierbei kamen sowohl manuelle, von mir protokollierte, als auch computergestiitzte
Messungen zum Einsatz.

2.1. Manuelle vs. computergestiitzte Messungen

Um schnell und unkompliziert mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln erste Tests
der verschiedenen transgenen Linien durchzufiihren wurde eine manuelle Messme-
thode verwendet. Hierbei ldsst sich jedoch immer nur ein Tier auf einmal beobachten
und die Protokollierung obliegt den Entscheidungen des Experimentators. Um mog-
lichst objektive Daten zu erhalten und eine hohe Zahl von Tieren in angemessener
Zeit messen zu konnen bieten sich hingegen computergestiitzte Verfahren an. In
den letzten 10 Jahren wurden verschiedene "'Wurm-Trackingsysteme’ entwickelt die
den unterschiedlichsten Anspriichen gerecht werden (Husson u. a. (2012b)). Zur
Messung der Reaktion auf leichte Beriihrungen bzw. Erschiitterungen eignet sich der
von Nicolas Swierczek entwickelte MWT, der es erméglicht verschiedene Stimuli zu
applizieren (Swierczek u. a.[(2011)). Ein Nachbau dieses Systems wurde im Rahmen
dieser Arbeit in unserem Labor etabliert. Es bietet die Moglichkeit bis zu 80 Wiirmer
sowohl mit Tap, als auch mit blauem Licht (460 nm) zu stimulieren und simultan
die Positionsdaten dieser Tiere zu messen und aufzuzeichnen. Damit wurde die
Moglichkeit geschaffen innerhalb kurzer Zeit viele objektive Daten zu erhalten, aus
denen sowohl der Prozentsatz der auf den jeweiligen Stimulus reagierenden Wiir-
mer, als auch die zuriickgelegte Distanz wihrend der Reaktion abgeleitet werden
konnte. Diese Messungen sind um einiges genauer, als die zuvor durchgefiihrten
manuellen Experimente. Nachteil bei dieser Methode ist es jedoch, dass einzelne
Tiere nur sehr schwer iiber den gesamten Zeitraum des Experimentes (hier 5 min)
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verfolgt werden konnen. Der "Tracker’ verliert diese sobald ein weiteres Tier bertihrt
oder der Rand der Kulturschale erreicht wird. Somit ist es mit diesem System nur
moglich zum Zeitpunkt des jeweiligen Stimulus anzugeben, wie die aktuell gemesse-
ne Wurmpopulation reagiert. Einzelne sich tiber das Experiment hinweg atypisch
verhaltende Tiere beispielsweise konnen hier nicht erkannt und eliminiert werden.
Die Moglichkeit in kurzer Zeit einen grof3en Stichprobenumfang zu messen gleicht
diesen Nachteil jedoch aus. Das System hat sich hier als sehr zweckmallig erwiesen,
insbesondere, da es moglich ist beide Stimuli innerhalb des selben Experimentes zu
prasentieren. Eine Weiterentwicklung des MWT wurde von Takuma Sugi beschrie-
ben. Hier konnen aktuell bis zu 9 Kulturschalen zur gleichen Zeit stimuliert und
mit 4 an das System angeschlossenen Kameras entsprechend 4 Populationen live
gemessen werden. Aullerdem verfiigt dieses System tiber die Moglichkeit transgene
Tiere die einen fluoreszierenden Koinjektionsmarker tragen von nicht transgenen
Tieren auf der selben Platte zu unterscheiden (Sugi u. a.|(2014)). Das System von Sugi
et al. prasentiert bisher nur einen Stimulus (Tap) und die zur Selektion transgener
Tiere notwendige dauerhafte Beleuchtung der Platten macht es zusitzlich schwierig
optogenetische Werkzeuge einzusetzen. Da Fluoreszenzproteine wahrend ldngerer
Beleuchtung ausbleichen wird es auch bei zunehmender Dauer des Experiments
deutlich schwieriger die transgenen Tiere vom Wildtyp zu unterscheiden. Zwar ist
es ein Vorteil auch nicht integrierte Linien ohne vorherige aufwendige Selektion
stimulieren und messen zu konnen, jedoch weisen Tiere mit extrachromosomalem
Transgen, im Gegensatz zu einem in das Genom integriertem Transgen, oftmals
Mosaizismen oder unterschiedliche Expressionsniveaus auf. Somit ist der hier ver-
wendete MWT das zur Zeit fiir diese Art der Anwendung am sinnvollsten nutzbare
System.

2.2. Kurzzeithabituation in MRNs oder AVD

Wihrend der beschrieben Experimente wurden die Linien pmec-4::ChR2-HR (ChR2-
HR in den MRNSs), AVA[A] (ChR2-HR in AVA und 8 weiteren Interneuronen), AVA[C]
(funktionelles ChR2-HR nur in AVA), psra-6::ChR2-HR (ChR2-HR in ASH und weite-
ren sensorischen Neuronen) und ASH|[C] (ChR2-HR nur in ASH) getestet. Es konnte
eine Habituation fiir pmec-4::ChR2-HR gezeigt werden, die mit der von Rankin be-
schriebenen Habituation des natiirlichen Stimulus (Tap) tibereinstimmt (Rankin u|
Broster (1992)). Die Linie eignet sich somit zu Abbildung der natiirlichen Gegeben-
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heiten und als Positivkontrolle fiir Habituation. Ebenfalls konnte Habituation gezeigt
werden fiir die Linie psra-6 und eine Tendenz zur Habituation konnte ausgemacht
werden bei der Linie AVA[A]. Anders als psra-6::ChR2-HR zeigt ASH[C] keine Habi-
tuation. Bei ASH handelt es sich um ein sensorisches Neuron, welches zusétzlich
zur Wahrnehmung von starken Beriihrungsreizen auch die Anwesenheit schiddlicher
Chemikalien, sowie einen hohen osmotischen Druck detektiert (Kaplan u. Horvitz
(1993)). Eine Habituation tritt gewdhnlich fiir harmlose Reize auf. Es ist also zu erwar-
ten dass bei Reizung mechanosensorischer Zellen zur Detektion leichter Beriihrung,
wie den MRNs, eine Habituation erfolgt, jedoch nicht bei der Reizung von Zellen, die
fiir die Detektion potentiell todlicher Gefahren verantwortlich sind. Eine Habituati-
on solcher Zellen hitte sehr schddliche Folgen fiir den Organismus. Interessant ist
jedoch, dass der Wurmstamm psra-6::ChR2-HR dazu in der Lage ist zu habituieren
obwohl hier ASH gereizt wird. Der sra-6 Promotor ist jedoch nicht nur in ASH aktiv,
sondern auch in den Neuronen ASI und PVQ. Bei ASI handelt es sich um ein chemo-
sensorisches Neuronenpaar, welches auf verschiedenen Interneuronen, aber auch
auf ASH projiziert und damit Teil des neuronalen Netzwerks fiir den Riickzugsreflex
ist (White u. a./(1986)). Eine Reizung der ASH Neuronen alleine fiihrt nicht zu einer
Habituation des Riickzugsreflexes. Das hier beobachtete Verhalten ist also vermutlich
durch die zusitzliche Reizung eines weiteren chemosensorischen Neurons bedingt.
Jedoch wird im psra-6::ChR2-HR Stamm auch das Interneuronenpaar PVQ gereizt.
PVQ projiziert seine Informationen auf AVB und ist somit Teil des fiir eine vorwérts
gerichtete Fluchtbewegung verantwortlichen Netzwerkes (Abb.:[48). Die Interneuro-
nen welche eine Vorwirtsbewegung vermitteln stehen in Konkurrenz zu AVA, AVD
und AVE, die fiir eine Riickwirtsbewegung verantwortlich sind. Somit konnten Inter-
aktionen dieser beiden Netzwerke stromabwiérts von ASH die Habituation der Linie
psra-6::ChR2-HR erkldren. Die Linie AVA[A] exprimiert ChR2-HR zusdtzlich zu AVA
noch in vermutlich 8 weiteren Neuronen, deren Zellkérper im Nervenring lokalisiert
sind. In Frage kommen hierfiir AIB, AVB, AVD, AVE, AVJ, RIM, RMD und SMD, da diese
Neuronen im Nervenring liegen und der zur ChR2-HR Expression verwendete glr-1
Promotor dort aktiv ist. AVD und AVE sind Teil des riickwérts gerichteten Fluchtreflex,
AVB gehort zum vorwirts gerichteten Fluchtreflex. Die beobachtete Tendenz zur
Habituation in der Linie AVA[A] konnte auf Ebene der vorgeschalteten Interneuronen
AVD und AVE stattfinden oder auch durch eine Wechselwirkung mit AVB (Chalfie u. a.
(1985); Zheng u. a.[(1999)).
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Zellen welche an der Reizverarbeitung
leichter Beriihrungen beteiligt sind. Weil3: Zellen die fiir eine Riick-
wirtsbewegung verantwortlich sind. Beige: Zellen die fiir eine Vor-
wartsbewegung verantwortlich sind. Sensorische Zellen sind dreie-
ckig, Interneuronen sechseckig und Motorneuronen rund dargestellt.
Erginzt durch PVQ. Ubernommen von Zheng u. a. (1999).

Die Linie AVA[C] zeigt keine Kurzzeithabituation. Dies weist darauf hin, dass die
zu einer Habituation fithrenden molekularen Verdnderungen in den Nervenzellen
oberhalb von AVA stattfinden. Im Fall von leichten Beriihrungen sind das die MRNs
und AVD. In genetischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die, unter
anderem, in den MRNs exprimierten Proteine EAT-4 und MPS-1 eine Rolle spie-
len im Zusammenhang mit der Kurzzeithabituation. Bei EAT-4 handelt es sich um
einen vesikuldren Glutamattransporter, welcher fiir das Beladen der prasynaptischen
Vesikel mit dem Neurotransmitter Glutamat zustdndig ist (Lee u. a.[ (1999)). Eine
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'losts-of-function’-Mutation dieses Transporters fiithrt zu einer deutlich schnelleren
Habituation, was darauf hinweist, dass eine Modulation der prasynaptisch bereit ge-
stellten Glutamatmenge durchaus ein die Habituation bestimmender Mechanismus
sein kann (Rankin| (2000)). Bei MPS-1 handelt es sich um eine Untereinheit eines
Kaliumkanals. Gemeinsam mit KHT-1 wird es in den MRNs ALM und PLM exprimiert.
Der Fluchtreflex als Antwort auf leichte Beriihrungen ist in MPS-1 ’losts-of-function’
Mutationen gestort. Dieser Effekt kann gerettet werden mit einer MRN spezifischen
MPS-1 Expression. Interessant ist, dass die MRN spezifische Expression von MPS-1
ohne intakte Kinasedoméine zwar wieder zu einer Fluchtreaktion fiihrt, aber die
Habituation diese Reizes deutlich verlangsamt wird (Cai u. a.[(2009)). Zusétzlich zu
einer verdnderten Glutamatausschiittung spielt also auch die durch wiederholte
Reizung ausgeldste Phosphorylierung der in den MRNs exprimierten Kaliumkanile
eine Rolle. Dies legt nahe, dass durch Reizung der Mechanorezeptoren die Kali-
umkandle aktiviert werden, jedoch im Laufe der Gewdhnung an den Reiz durch
Phosphorylierung wieder inaktiviert. All dies deutet in Einklang mit den in dieser
Arbeit erhaltenen Resultaten darauf hin, dass der Mechanismus fiir eine Kurzzeitha-
bituation in den MRNs zu finden ist. Erste Experimente zu einer Kreuzhabituation
zwischen MRNs und AVA zeigten jedoch dass im Anschluss an eine Habituation
des natiirlichen mechanischen Stimulus auch die Anzahl der auf Reizung von AVA
reagierenden Tiere zuriick geht (siehe Anhang Abb.:[52). Obwohl die Ergebnisse hier
nicht statistisch signifikant sind kann dies darauf hindeuten, dass auch in AVA eine
Gedéachtnisspeicherung statt findet. Ebenfalls gibt es Hinweise darauf, dass moleku-
lare Verdnderungen, die zu einem Langzeitgeddchtnis fithren (Habituation ist noch
nach 24h nachweisbar) zusitzlich zu den MRNs auch in AVA stattfinden. Timbers
und Rankin untersuchten die Rolle des von cAMP aktivierten Transkriptionsfaktor
bindenden Proteins CRH-1 (in Sdugern CREB-1) im Zusammenhang mit Langzeitha-
bituation (Timbers u. Rankin (2011)). In Sdugern wird CREB-1 von dem sekundiren
Botenstoff cAMP aktiviert um seinerseits Transkriptionsfaktoren zu aktivieren die
zu einer Neubildung von fiir ein Langzeitgeddchtnis notwendigen Proteinen fithren
(Kaang u. a. (1993);|Yin u. a.[(1994)). Zellspezifisches Ausschalten von CRH-1 in den
Zellen AVD und AVA fiihrte zu einer Storung des Langzeitgeddchtnisses. Intakt blieb
das Geddchtnis jedoch wenn CRH-1 in nur einer der beiden Zellen ausgeschaltet war.
AVD und AVA scheinen zur Bildung des Langzeitgeddchtnisses eine redundante Rolle
einzunehmen (Sugi u. a.[(2014)). In diesem Zusammenhang ist es sehr interessant
zukiinftig auch Experimente zur Langzeithabituation mit der hier getesteten Linie
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AVA[C] durchzufiihren, um zu tiberpriifen, ob sich die Rolle, die molekulare Vorgdnge
in AVA bei der Ausbildung eines Langzeitgeddchtnisses spielt, ebenfalls im Verhal-
ten abbilden lédsst. Eine denkbare Versuchsanordnung wére es durch wiederholte
Gabe des natiirlichen Stimulus eine Langzeithabituation des Riickzugsreflexes zu
erreichen und im Anschluss die Reaktion der Tiere auf alleinige Reizung von AVA zu
testen. Der Mechanismus der zu einer CRH-1 Phosphorylierung fiihrt ist bisher noch
ungekldrt. Denkbar ist jedoch, dass durch das wiederholte Training (Langzeittraining
umfasst 4 Trainingseinheit mit jeweils 30 Stimuli) eine Schwelle {iberschritten wird,
die dann die cAMP Ausschiittung bedingt. Wenn AVA eine Rolle zur Speicherung des
Langzeitgeddchtnisses fiihrt miissen umgekehrt bei der Reizung von Neuronen, die
schéddliche Reize detektieren und ebenfalls einen Riickzugsreflex initiieren (zB. ASH)
Mechanismen in Gang gesetzt werden die diesen Prozess unterbinden. Die in dieser
Arbeit gezeigte Moglichkeit der zellspezifischen Expression optogenetischer Werk-
zeuge birgt das Potential solche, mittels genetischer Studien ermittelte Erkenntnisse
auch auf der Verhaltensebene abzubilden.

3. Modulation von AVA

3.1. Unterbrechung der Reizweiterleitung

Innerhalb des Netzwerkes fiir den Fluchtreflex ist AVA sowohl iiber chemische Syn-
apsen, als auch iiber 'Gap-Junctions’ mit den exzitatorischen Motorneuronen der
DA/VA-Klasse verbunden (Chalfie u. a.| (1985)). Des Weiteren besteht eine synapti-
sche Verbindung zwischen AVA und AVD (beidseitig), sowie Synapsen (beidseitig)
und 'Gap-Junctions’ zwischen AVA und PVC (Abb.: . In dieser Arbeit habe ich
sowohl die chemischen, als auch elektrischen Verbindungen die AVA nachgeschaltet
sind, unterbrochen. Hier konnte gezeigt werden, dass eine Unterbrechung der AVA
nachgeschalteten 'Gap-Junctions’ via unc-7 RNAi spezifisch in AVA zu signifikant
mehr reagierenden Tieren auf AVA Stimulation als beim Wildtyp (Linie AVA[C]) fiihrt.
Die zuriickgelegte Distanz wird jedoch davon nicht beeinflusst. Auch die Vorwaérts-
bewegung erscheint normal. Bei einer Unterbrechung der chemischen Synapsen
hingegen konnten keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp gefunden werden.

'’Gap-Junctions’ zwischen den Pramotorinterneuronen (AVA, AVB, AVD, AVE und
PVC) werden heteromer von den Innexinen UNC-7 und UNC-9 gebildet (Starich u. a.
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(2009)). ’Losts-of-function’ Mutationen eines dieser beiden Proteine fithren zu einem
unkoordiniertem Phinotyp ('Kinker’), der nicht dazu in der Lage sich sich iiber ldnge-
re Strecken hinweg in der C. elegans typischen Wellenform vorwirts zu bewegen. Die
Riickwirtsbewegung hingegen ist kaum eingeschrdankt. Somit bewegen sich diese
Tiere deutlich mehr riickwirts als vorwérts (Brenner| (1974); Kawano u. a.| (2011)).
Die Storung der 'Gap-Junctions’ zwischen Pramotor- und Motorneuronen ist dafiir
verantwortlich. Insbesondere die Verbindung zwischen AVA und den A-Klasse Motor-
neuronen konnte als wichtig fiir eine koordinierte Vorwidrtsbewegung identifiziert
werden (Kawano u. a. (2011)). Da jedoch eine spezifische Unterbrechung der AVA-A-
Verbindung keine Einschriankung der Vorwértsbewegung zur Folge hat sind auf jeden
Fall noch andere Verbindungen fiir eine koordinierte Vorwartsbewegung wichtig.
Vermutlich kommt vor allem die AVE-A-Verbindung, welche in unserem Versuch
ja nicht unterbrochen ist, als Kandidat in Frage. Kalzium-'Imaging’-Experimente
haben gezeigt, dass AVA und AVE bei der Bewegung simultan aktiv (riickwérts) oder
inaktiv (vorwérts) sind. Bei Storung der elektrischen Verbindung zwischen AVA und
den Klasse-A Motorneuronen kommt es jedoch zu einer Hyperaktivierung der chemi-
schen Synapsen zwischen diesen beiden Zelltypen (Kawano u. a. (2011)). Dies erklart
die hier gefundene stdrkere Reaktion der Tiere auf Stimulation von AVA. Unc-7 RNAi
in AVA bedingt jedoch auch eine Unterbrechung der 'Gap-Junctions’ zwischen AVA
und PVC (Chalfie u. a.[(1985); Zheng u. a. (1999)). Es ist anzunehmen, dass sich diese
beiden Neuronen im Wildtyp gegenseitig inhibieren konnen, damit es entweder zu
einer Vorwdrts- oder Riickwirtsbewegung kommt. Also wére es auch denkbar, dass
zusdtzlich zu der oben beschriebenen Hyperaktivitédt die fehlende Riickkopplung
von PVC die stdrkere Reaktion bedingt.

Keine zum Wildtyp unterschiedliche Reaktion wurde bei der Unterbrechung der AVA
nachgeschalteten chemischen Synapsen gefunden. Auch hier konnte die Verbindung
von AVE zu den Klasse-A Motorneuronen fiir die weiterhin intakte Reaktion eine
Rolle spielen. Dies fiihrt zu der Annahme das AVA und AVE redundant sind. Jedoch
konnte in Laser-Ablation-Experimenten gezeigt werden, dass die Zerstdorung von
AVA Riickwirtsbewegungen géinzlich verhindert nicht, aber die von AVE (Chalfie u. a.
(1985); Piggott u.a.|(2011)), was dagegen spricht dass AVE AVA vollstdndig ersetzen
kann. Diese Ergebnisse beziehen sich aber lediglich auf spontane Riickwértsbewe-
gung und nicht auf von aullen induziertes Fluchtverhalten. Das deutet darauf hin,
dass das Zusammenspiel der Zellen in beiden Fillen unterschiedlich ist und AVE im
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Falle induzierter Riickwértsbewegung eine grof3ere Rolle zukommt als bei spontaner.
Aullerdem sind in dem hier vorliegendem Versuch nur die chemischen Synapsen
von der Storung betroffen. Die 'Gap-Junctions’ sind damit intakt. Zusitzlich dazu,
dass die elektrische Verbindung, wie oben beschrieben, eine Hyperaktivierung der
Klasse-A Motorneuronen durch chemische Synapsen verhindert, kann sie auch fiir
deren Aktivierung verantwortlich sein.

3.2. Modulation durch andere Neurone

AVA spielt eine groRe Rolle als Hauptsignalgeber fiir die Initiation einer Riickwérts-
bewegung und ist eingebettet in ein Netzwerk aus einer Vielzahl von Zellen (Zheng
u. a.[ (1999); Piggott u. a.  (2011)). Bei einer Stimulation der MRNs erfolgt die Reiz-
weiterleitung beispielsweise nicht sofort zu den AVA Neuronen. Die Verbindung
verlduft von ALM und AVM {iiber AVD zu AVA (Zheng u.a./ (1999)). Falls also eine
Verhaltensmodulation oberhalb von AVA stattfindet ist auch AVD ein guter Kandi-
dat dafiir. Es konnte keine zellspezifische Expression von ChR2-HR in AVD erreicht
werden. Deswegen wurden die Experimente zur Bestimmung der Rolle mit einem
Trackingsystem durchgefiihrt das sequenzielle Beleuchtung erlaubt (Stirman u. a.
(2011)). Leider konnten hier keine signifikanten Unterschiede zu den gemessenen
Kontrollen erreicht werden.

Die Reaktion der Linie AVA[C] (ChR2-HR spezifisch in AVA) auf blaues Licht wur-
de mit dem MWT bei zwei verschieden Lichtintensitdten gemessen. Die Messung
mit einer Blaulichtintensitdt von 0,02 mW/mm? zeigt eine deutliche Sensitisierung
zwischen dem ersten und dem zweiten Stimulus (Abb.:[33). Um zu zeigen ob die
Verbindung zwischen AVA und PVC Einfluss auf die Stdrke der Reaktion auf die Sti-
mulation von AVA hat wurde PVC mit Hilfe von NpHR inhibiert. Auch hier konnte
bei einem Grof3teil der Experimente kein statistisch signifikanter Unterschied zur
mitgefiihrten Negativkontrolle (die Linien ohne Retinal) gezeigt werden.

Dain beiden Fillen (AVD Stimulation und PVC Inhibition) keine spezifische Expres-
sion der verwendeten optogenetischen Werkzeuge stattfand wurden die Lichtreak-
tionen der Tiere mit dem SWT, der segmentierte Beleuchtung ermdoglicht, gemessen.
Die parallel zum Test des Systems gemessene Linie mit ChR2-HR in den MRNs zeigt
eine sehr gute Reaktion; die Linien AVA[C] jedoch nicht. Da AVA[C] am MWT jedoch
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deutlich auf blaues Licht reagierte scheint es hier ein Problem mit dem verwendeten
System zu geben. Die Intensitit liegt hier mit 1,7 mmW/mm? zwar hoher als die
am MWT Verwendeten ( h6chstens 0,6 mmW/mm?), aber es scheint einen groen
Unterschied zu machen, ob nur ein kleiner Teil des Wurms beleuchtet wird oder das
ganze Tier bzw. die gesamte Platte. Eine Streuung des Lichtes durch das Ndhrmedium
(NGM) konnte eine Verstiarkung der Beleuchtung verursachen, was dazu fiihrt das
die tatsichliche Lichtausbeute im Falles des MWT deutlich hoher ist als beim SWT. Es
war im Rahmen dieses Projektes leider nicht mehr méglich Tiere mit zellspezifischer
Expression von ChR2-HR in AVD bzw. NpHR in PVC herzustellen um eine Messung
mit dem MWT méglich zu machen.

4. Verwendung der ChR2 Variante HR/TC fiihrt zu dhnlichen

Lichtreaktionen bei verbesserter natiirlicher Mechanorezeption

Experimente mit Hilfe des MWT konnten zeigen, dass die hier als Positivkontrolle ver-
wendete Linie AQ2334 (ChR2 in den Mechanorezeptorneuronen (MRNSs)) nicht dazu
in der Lage ist auf den natiirlichen Stimulus in Form von Erschiitterungen der Kultur-
schale (Tap) zu reagieren (Abb.:[42). Die Linie enthilt das transgene DNA-Konstrukt
pmec-4::ChR2-HR. ChR2-HR wird also unter dem Promotor, welcher spezifisch ist
fiir das Gen des Proteins MEC-4 exprimiert. Bei MEC-4 handelt es sich um eine
Untereinheit, die zusammen mit MEC-10 dazu in der Lage ist den fiir die MRNs
charakteristischen Mechanorezeptor zu bilden. Dieser Rezeptor ist dazu in der La-
ge leichte mechanosensorische Stimuli (z.B. Erschiitterungen oder Beriihrungen)
wahrzunehmen und den Reiz an die Nervenzelle weiterzuleiten, so dass es zu einer
Depolarisation kommt und die Information an die Folgezellen des Netzwerkes iiber-
mittelt werden kann die schlussendlich den Fluchtreflex einleiten (Huang u. Chalfie
(1994); Driscoll u. Chalfie| (1991); Goodman u. a./(2002)). Im Fall der hier hergestellten
transgenen Linie tritt der fiir die transgene DNA verwendete mec-4 Promotor in
Konkurrenz zu dem bereits vorhandenen Promotor, welcher fiir die rechtzeitige und
ausreichende Expression der MEC-4 Mechanorezeptoruntereinheit verantwortlich
ist. Die zur Genexpression notwendigen Transkriptionsfaktoren werden in benotigter
Menge von der Zelle bereit gestellt (Kornberg (1996)). Wenn jedoch ein Promotor
im Zellkern hdufiger als natiirlicherweise tiblich vorliegt, konnten moéglicherweise
nicht mehr gentigend Transkriptionsfaktoren vorhanden sein um alle Promotoren
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zu bedienen. Da die transgenen DNA-Segmente zur optimalen Expression des ge-
wiinschten Zielproteins (hier ChR2-HR) in Tandems mit vielen Kopien vorliegen
ist es gut denkbar, dass ein Grof3teil der vorhanden Transkriptionsfaktoren an das
Transgen gebunden wird und das eigentliche Gen, also MEC-4, nur in unzureichen-
der Menge, oder auch gar nicht, exprimiert wird. Um eine Linie zu erhalten welche
sowohl in der Lage ist 'normal’ auf den natiirlichen Reiz zu reagieren, als euch ChR2
in ausreichender Menge in den MRNs zu exprimieren muss dieses Problem umgan-
gen werden. Zwei Strategien sind hierfiir denkbar. Zum Einen die Verwendung eines
anderen Promotors, welcher das selbe Expressionsmuster (MRNs) zeigt, jedoch fiir
die Expression eines Gens verantwortliches ist, welches keine solch zentrale Rolle
bei der Wahrnehmung des natiirlichen Stimulus spielt bzw. nicht so empfindlich auf
einen Mangel an Transkriptionsfaktoren reagiert. Zum Anderen kann man eine ChR2
Variante welche bereits bei einer deutlich geringeren Menge an exprimiertem Pro-
tein eine gute Reaktion der Zielneuronen auf Lichtstimulation hervorruft verwenden.

In dieser Arbeit wurde eine weitere ChR2 Variante getestet. Dabei handelt es sich um
die Doppelmutante ChR2-HR/TC. Hierfiir wurde in das bereits vorhandene ChR2-HR
die zusédtzliche Mutation T159C eingefiihrt. Das Threonin T159 befindet sich in der
Retinalbindestelle und wurde hier durch ein Cystein ersetzt (Abb.: . Dies erhoht
den Kationeneinstrom signifikant im Vergleich zu Wildtyp und auch zu der ChR2-HR
Einzelmutante. Des weiteren konnte in Fluoreszenzstudien gezeigt werden dass die
Expressionsrate sich bei gleicher Konzentration an injizierter DNA erhoht (Berndt
u.a. (2011); Erbguth u. a./ (2012)). Aufgrund dieser Eigenschaften konnte erwartet
werden dass die Variante ChR2-HR/TC bei geringerer Konzentration an transgener
DNA zu dhnlichen Reaktionen auf blaues Licht fiihrt wie das bisher verwendete
ChR2-HR. Es konnte gezeigt werden, dass bereits eine Konzentration von 20 ug/ ul
Plasmid-DNA ausreichte damit genauso viele Tiere auf blaues Licht reagieren, wie
bei 80 g/ 1 ChR2-HR Plasmid-DNA. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass bei die-
ser Konzentration (20 pg/ ul) signifikant mehr Tiere auf den Tap reagieren, als bei
ChR2-HR. Die Anzahl der auf blaues Licht reagierenden Tiere nimmt jedoch mit
zunehmender Konzentration von ChR2-HR/TC ab, wohingegen die Reaktion auf den
Tap-Stimulus gleich bleibt.Auf eine bisher noch nicht geklarte Weise scheint eine zu
groBe Menge der ChR2HR/TC Variante dessen Effektivitdt zu mindern.
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Abbildung 49: Schematische Darstellung der Aminosduren, welche in der Retinalbin-
destelle von ChR2 eine Rolle spielen (Berndt u. a. (2011))

Da ChR2-HR/TC fiir zukiinftige Experimente vielversprechend erschien wurde
es ebenfalls im Rahmen eines Habituationsexperiments (1 s blaues Licht; ISI=10;
30 Wiederholungen) getestet. Auf den ersten Stimulus reagierten mehr Tiere als bei
der mitgefiihrten ChR2-HR Kontrollgruppe. Es konnte bereits nach 5 Stimuli eine
vollstdndige Habituation gezeigt werden und es reagierten lediglich noch genau
so viele Tiere auf blaues Licht, wie in der getesteten Negativkontrolle ohne ChR2.
Jedoch ist im Anschluss an diese vollstdndige Habituation erneut ein Anstieg der
reagierenden Tiere zu verzeichnen. Nach 15 Stimuli entspricht der Prozentsatz der
der reagierenden Tiere wieder dem beim ersten Stimulus. Im Anschluss an eine
schnelle Habituation tritt also eine Dishabituation ein. Wie oben beschrieben zeigt
die ChR2-Doppelmutante HR/TC einen erh6hten loneneinstrom im Vergleich zu der
Einzelmutante HR. Diese Erhéhung ist auf eine deutlich lingere Offnungszeit des
Kanals nach der initialen Beleuchtung zurtickzufiihren (Berndt u. a. (2011)). Dadurch
kann moglicherweise eine leicht erhéhte Leitfiahigkeit Ca?+-Ionen zustande kom-
men. Es stromt mehr Ca®+ ein und kann innerhalb der Zelle als 'Second Messanger’
wirken und die MRNs erneut aktivieren, z. B. dadurch dass die Kaliumkanéile wieder
dephosphoryliert werden. Auch eine, durch den gro8en Kationeneinstrom bedingte,
Depolarisation iiber das fiir die MRNs gew6hnliche Maf3 hinaus (Berndt u. a. (2011))
kann zu zusitzlichen Verdnderungen in der Zelle fithren die letztendlich eine Habi-
tuation verhindern oder riickgdngig machen. Diese Theorie wiirde ebenfalls darauf
hindeuten dass die Habituation direkt an den MRNs gesteuert wird.
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5. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte spezifische Expression optogenetischer Werk-
zeuge in einzelnen Neuronen legt den Grundstein dafiir dass es einmal mdoglich sein
wird jede beliebige Nervenzelle von C. elegans gezielt zu aktivieren, zu inhibieren
oder anderweitig zu manipulieren. Auch erlaubt die zellspezifische Expression die
Herstellung von Stimmen welche eine Kombination verschiedener optogenitischer
Werkzeuge wie ChR2, NpHR, C1V1, Mac, Arch etc. exprimieren. Auf diese Weise
kann das genau Zusammenspiel einzelner Nervenzellen erforscht werden. Dies ist
ein wichtiger Schritt hin zur vollstindigen funktionalen Aufklarung des C. elegans
Nervensystems. Diese Informationen wiirden einen wichtigen Anhaltspunkt liefern
fiir die Untersuchung der neuronalen Vorgidnge hoherer Organismen. Auflerdem
macht eine zellspezifische Expression der optogenetischen Werkzeuge die zielge-
richtete Verwendung von Hochdurchsatzmethoden, bei denen viele Wiirmer zur
gleichen Zeit beleuchtet und gemessen werden maoglich. So kénnen Experimente
deutlich schneller und effizienter gestaltet werden als bei gezielter Laserbeleuchtung
einzelner Zellen, die immer nur bei einem Tier zur gleichen Zeit gelingt.

Die hier gezeigten Ergebnisse deuten darauthin, dass vor allem die MRNs beteiligt
sind an der Speicherung einer Habituation. Jedoch gibt es verschiedenen Hinweise
darauf, dass in den AVA-Interneuronen ebenfalls Mechanismen zur Gedachtnis-
bildung aktiviert werden. Erste Voruntersuchungen zeigten eine Kreuzhabituation
zwischen den MRNs und AVA. Diese Messungen miissen jedoch mit einem grof3e-
rem Stichprobenumfang, sowie geeigneten Kontrollen wiederholt werden um das
Ergebnis zu bestétigen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass AVA auf molekularer
Ebene an der Speicherung einer Langzeithabituation beteiligt ist. So wire es sehr
interessant dies auch auf Ebene des Verhaltens zu Untersuchen. Hierzu kann die
Linie AVA[C] einem Protokoll zur Langzeithabituation unterzogen werden. Auch
interessant wdren Kreuzhabituationsexperimente in diesem Zusammenhang. Dabei
wird zuerst eine Langzeithabituation der MRNs erreicht (Tap) und im Anschluss die
Reaktion auf Aktivierung der AVA-Neuronen getestet. Wenn ChR’s mit verschiedenen
Anregungsspektren verwendet werden ist auch eine Langzeithabituation der MRNs
Licht méglich.

Um die Funktionsweise von AVA genauer zu charakterisieren wurden die AVA nachge-
schalteten Synaptischen Verbindungen unterbrochen. Die nach Unterbrechung der
'Gap Junktions’ gezeigte stdrkere Reaktion der Tiere auf Aktivierung von AVA weil3t
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vermutlich auf eine Modulation von AVA durch PVC hin. Um dies zu testen wurde
in dieser Arbeit NpHR in PVC exprimiert, es war jedoch leider keine zellspezifische
Expression moglich. Mit dem deswegen verwendeten SWT war es nicht moglich eine
signifikante Reaktion nach AVA Aktivierung mit blauem Licht zu erreichen. Somit
konnte die Rolle, die PVC bei der Modulation von AVA hier nicht vollstdandig unter-
sucht werden. Die Suche nach einem Promotorpaar fiir PVC spezifische Expression
optogenetischer Werkzeuge ist eine Aufgabe die noch aussteht. Wenn in einer Linie
sowohl AVA als auch PVC spezifisch manipuliert werden kénnen sollte es gelingen
das Zusammenspiel dieser beiden Neuronen zu charakterisieren. Das Neuronen-
paar AVD ist konnte ebenfalls ein wichtiger Modulator fiir AVA. Auch hier ist im
Rahmen dieser Arbeit keine zellspezifische Expression gelungen. Es wurde jedoch
der Grundstein gelegt fiir die komplette funktionale Aufklirung eines neuronalen
Netzwerkes. Sollte dies zukiinftig gelingen kénnen aus dem Zusammenspiel dieser
Zellen Informationen fiir andere Netzwerke und auch héhere Organismen abgeleitet
werden.

Um einen Wurmstamm zu erhalten der dazu in der Lage ist auf den natiirlichen
Stimulus und den Lichtpuls gleichermalien zu reagieren wurde eine Linie, welche
ChR2HR/TC unter dem mec-4-Promotor exprimiert, erzeugt. Anders als erwartet
zeigt diese Linie jedoch keine anhaltende Habituation. Eventuell ist dieser Effekt auf
erhohten Ca?+-Einstrom zuriickzufiihren. Um diese Theorie zu testen kénnte man
die stark Ca?+ durchlidssige ChR2-Mutante CatCH(L132C) (Kleinlogel u. a. (2011))
verwenden und iiberpriifen ob der selbe Effekt eintritt wie bei ChR2ZHR/TC beobach-
tet.
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Teil V.
Anhang

1. Etablierung des MWT

Die Abbildung[50]zeigt verschiedene Lichtintensitdten, sowie verschiedene Beleuch-
tungszeiten fiir die Kontrolllinie pmec-4::ChR2HR (zx835). Wie deutlich zu sehen
ist, nimmt die Signifikanz der Habituationsreaktion mit abnehmender Lichtinten-
sitdt zu, ab einem Wert von 0,02 mW/mm? ist jedoch keine Anfangsreaktion mehr
zu verzeichnen. Die Beleuchtungsdauer betrug hier in allen Féllen 1s. Aufgrund
des geringen Stichprobenumfangs konnte hier kein ANOVA durchgefiihrt werden.
Zur Feststellung einer Habituation wurde die Reaktion auf den ersten und letzten
Stimulus mittels Chi?-Test verglichen. In dem zweiten Test wurde eine konstante
Lichtintensitit von 0,6 mW/mm? présentiert, jedoch die Dauer des Stimulus zwi-
schen 100 ms und 1000 ms variiert. Habituation konnte in allen 4 getesteten Féllen
erreicht werden, am deutlichsten war sie jedoch fiir 200 und 500 ms Reizdauer. Auch
hier gilt wieder: Je geringer der Reiz desto besser die Habituation, bei zu geringem
Reiz erfolgt jedoch keine nennenswerte Anfangsreaktion mehr.
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Abbildung 50: Test mit unterschiedlichen Lichtintensitdten und verschiedener Be-
leuchtungsdauer um gute Bedingungen fiir nachfolgende Experimen-
te zu finden. Getestete Linie: pmec-4::ChR2HR (zx835). A) Test Lichtin-
tensitdt (iber einen Dimmer reguliert); 470 nm; Beleuchtungsdauer:
1's; 30 Wiederholungen. B) Test Beleuchtungsdauer: 470 nm; Lichtin-
tensitdt 0,6 mW/mm?; 30 Wiederholungen.

Da jedoch der verwendete Dimmer zusétzlich zur Regulation der Lichtintensitét
auch eine Verzégerung des Beleuchtungsreizes hervorruft wurden auch Experimente
mit LED’s von geringerer Lichtintensitdt ohne Dimmer durchgefiihrt. Es ist bereits
aus fritheren Publikationen bekannt, dass der ISI einen deutlichen Einfluss, sowohl
auf die Geschwindigkeit der Habituation, als auch auf die Bildung einer tiber meh-
rere Tage andauernden Verhaltensdnderung (Langzeitgeddchtnis) nimmt Rankin u}
Broster (1992). Hier wurden ISI von 55, 10 s und 20 s getestet (Abb.:[51). In allen 3
Féllen liegt die Anfangsreaktion zwischen 85 % und 95 % und es ist eine deutliche
Habituation in Abhédngigkeit von der Anzahl der gegeben Stimuli zu erkennen. Diese
erfolgt jedoch fiir die Intervalle 5s und 10 s deutlich schneller. Ein Riickgang der
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Anzahl der reagierenden Tiere auf 20 % (entsprechend den Negativkontrollen) wird
hier bereits nach 5 Stimuli erreicht und im Fall eines Intervalls von 20 s erst nach 20
Stimuli. Da im Rahmen dieser Arbeit keine Experimente gemacht wurden, die das
Langzeitgeddchtnis betrafen, wofiir lingere ISI von Vorteil sind, wurden die nach-
folgenden Experimente mit einem ISI von 10 s durchgefiihrt, welches auch in der
Literatur am gebrduchlichsten ist.

Vergleich ISI

—4—ISI=5n=4 —4—ISI=10 n=4 ——ISI=20 n=3
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Abbildung 51: Vergleich verschiedener Inter-Stimulus-Intervalle am MWT in Van-
couver. Verwendet wurde eine Linie welche ChR2 in den MRNs ex-
primiert (AQ2334). Parameter: 470 nm, 1s, 0,02 mw/mm? (ohne Dim-
mer); ISI=variabel; 30 Wiederholungen. Statistik: ANOVA mit anschlie-
Bendem Tukey Test; Verwendetes Programm: PAST. (*) Zeigt den Un-
terschied zwischen dem ersten und dem letzten Stimulus.

2. Einfluss der Habituation der MRNs auf ASH und AVA
(Kreuzhabituation)

In vorldufigen Experimenten wurde der Einfluss, welcher die Habituation des na-
tlirlichen Stimulus (Tap) auf die Neuronen ASH und AVA hat untersucht. Hierbei
wurde zuerst ein Lichtpuls gegeben, anschliellend die Kulturschale mit den Wiirmern
30X angetippt (Tap) (ISI =5 sec) und mit einem erneuten Lichtpuls getestet ob sich
die Reaktion darauf verdndert hat (Abb.:[52). Leider konnte mit dem verwendeten
Versuchsaufbau keine vollstdndige Habituation (15-20 % reagierende Tiere) durch
Tap erreicht werden. Dennoch reagierten die getesteten Tiere der Linie ASH[C] bei
Prasentation des 30. Tap signifikant weniger, als bei Gabe des Ersten. Die Reizung
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von ASH durch blaues Licht zeigte vor (61 % reagierende Tiere) und nach (51 % rea-
gierende Tiere) der Habituation des Tap keinen deutlichen Unterschied. Im Falle von
AVA ist die Differenz zwischen den vor (36 %) und nach (7 %) Habituation auf blaues
Licht reagierenden Tieren deutlich hoher. Dieses Ergebnis deutet darauf hin dass
die Information iiber die Gewdhnung an den mechanischen Stimulus nicht nur in
den MRNSs, sonder evtl. auch in AVA gespeichert wird, also eine Kreuzhabituation
zwischen MRNs und AVA stattfindet.

Kreuzhabituation

dunkle Balken: ASH[C] helle Balken: AVA[C]
100 -

80 -
2 [

60 -

40 -

Riickzugsreaktion
[% der getesten Tiere]

20 -

T

Licht v.H. 1. Tap 30. Tap Licht n.H.

Abbildung 52: Test auf Kreuzhabituation in den Neuronen ASH und AVA im An-
schluss an die Habituation der MRNs durch den natiirlichen Stimulus.
Verwendet wurden die Linien welche ASH[C] (AQ2235) und AVA[C]
(ZX1023). Parameter: Blaues Licht: 470 nm, 1s, 0,02 mw/mm? (ohne
Dimmer); Tap: ISI=5, 30 Wiederholungen. Statistik: ANOVA mit an-
schlieBendem Tukey Test; Verwendetes Programm: PAST. (*/n.s.) Zeigt
den statistischen Unterschied zwischen dem ersten und dem letzten
Tap-Stimulus bzw. den Unterschied zwischen der Reaktion auf blaues
Licht vor und nach der Habituation des Tap-Stimulus.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Habituation ist eine der einfachsten Formen des Gedédchtnisses. Hierbei handelt
es sich um die erlernte Gewdhnung an einen harmlosen Reiz. Dies bedeutet, dass
nach mehrfacher wiederholter Reprdasentation eines harmlosen Reizes die Reaktion
darauf stetig abnimmt, bis sie vollig zum erliegen kommt. Je nach Trainingsproto-
koll kann diese Gewdhnung bis zu mehren Tagen andauern. Habituation ist hoch
konserviert und ein Verhaltensmuster, dass auch bei sehr einfachen vielzelligen
Organismen zu finden ist und untersucht werden kann. Zur Untersuchung des Zu-
sammenspiels innerhalb eines neuronalen Netzwerkes, welches fiir die Habituation
des Riickzugsreflexes (Ausweichreaktion nach Beriihrung) verantwortlich ist wurde
hier der Fadenwurm Caenohabditis elegans (C. elegans) als Modell Organismus ver-
wendet. Aufgrund seines einfachen, nur 302 Zellen umfassenden, Nervensystems
eignet sich C. elegans sehr gut fiir Grundlagenforschung in diesem Bereich.

Das neuronale Netzwerk, das verantwortlich ist fiir den Riickzugsreflex ist in drei
Ebenen organisiert. Wahrgenommen wird der Reiz von sensorischen Neuronen (ASH,
ALM, AVM, PLM, PVM). Die Weiterleitung erfolgt iiber verschiedene Interneuronen
(AVA, AVB, AD, AVE, PVC) hin zu den Motorneuronen, welche die Muskeln enervieren
und somit die Reaktion auf den in erster Ebenen wahrgenommen Reiz ausl6sen.
Mit Hilfe von optogenetischen Werkzeugen wurde hier Untersucht welche Rolle das
Interneuronenpaar AVA innerhalb dieses Netzwerkes spielt und an welche Zellen
des Netzwerks an der kurzzeitige Habituation des Reizes, nach einem Einfachen
Lernprotokoll, beteiligt sind.

Zuerst musste eine Moglichkeit gefunden werden die zur Verfiigung stehenden op-
togenetischen Werkzeuge zellspezifisch zu exprimieren. In dieser Arbeit wurden
hierfiir Rekombinasesysteme verwendet, die es erméglichten zur Expression eine
Kombination aus 2 verschiedenen Promotoren zu verwenden. Beide Promotoren
diirfen hierbei nur in einer Zelle, der Zielzelle, iiberlappen. Es konnte zellspezifische
Expression des Kationenkanals Chanelrhodopsin 2 (ChR2) in den beiden Zellpaaren
AVAL/R und ASHL/R (nimmt aversive Reize wahr) erreicht werden.

Zur Untersuchung der Habituation wurde zusitzlich noch ein Wurmstamm ver-
wendet, welcher ChR2 unter dem mec-4 Promotor exprimiert. ChR2 ist hier in den
Mechanorezeptorneuronen (MRNs) ALM, AVM, PLM und PVM exprimiert. Die hier
durchgefiihrten Experimente deuten darauf hin das den MRNs die grof3te Rolle bei
der Ausbildung einer Habituation zukommt. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf,
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Zusammenfassung

dass AVA zusiétzlich eine Rolle spielt.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Rolle von AVA genauer untersucht. AVA
gilt als der Hauptsignalgeber fiir eine Riickwértsbewegung (spontan und nach Reiz-
empfang). Es konnte gezeigt werden dass eine Unterbrechung der 'Gap Junktionen’
zwischen AVA und PVC eine stiarkere Reaktion zur Folge haben. AVA scheint also
durch PVC inhibiert zu werden. Ebenfalls mit AVA direkt interagierende Neuronen
sind AVD und AVE. Mit den hier zur Verfiigung stehenden Mitteln konnte die genaue
Modulation von AVA durch diese Zellen jedoch nicht gezeigt werden.

In dieser Arbeit konnte der Grundstein fiir eine funktionale Aufklirung des Nerven-
systems von C. elegans gelegt werden. Vor allem durch die Moglichkeit der zellspe-
zifischen Expression kann es zukiinftig gelingen das Zusammenspiel der einzelnen
Nervenzellen und ihren Anteil an einem bestimmtem Verhalten zu Untersuchen.
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