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Zusammenfassung

Pymetrozin ist ein Insektizid, welches gegen Blattlause eingesetzt wird. Es
induziert bei Insekten eine Streckung der Beine und des Russels, totet sie aber
nicht direkt, da es Uber die Zeit seine Wirkung verliert. Jedoch Uberleben Blattlause
eine Applikation nicht, da sie bewegungsunfahig verhungern. Experimente mit
Europaischen Wanderheuschrecken haben gezeigt, dass Pymetrozin auf die
Gesamtaktivitit von sensorischen Neuronen des femoralen Chordotonalorgans
(fCO) wirkt (Ausborn et al. 2005 Kaufmann et al. 2004. Der zu Grunde liegende
Wirkmechanismus von Pymetrozin ist bisher allerding unbekannt.

Anhand der Ergebnisse lassen sich zwei mogliche Wirkmechanismen von
Pymetrozin vermuten: (1) Pymetrozin beeinflusst den mechanoelektrischen
Transduktionsprozess oder (2) beeinfluss die Transformation von
Rezeptorpotentialen zu Aktionspotentialen.

Die StabheuschreckeCarausius morosysleren Sinnesorgane gut beschrieben sind
wird auch durch Pymetrozin beeinflusst und hebt aufgrund dessen die Beine.
Reaktionen werden ab einer Konzentration von 10@M hervorgerufen. Einzelne
sensorische Neurone des fCOs sind sensitiv fir Anderungen der Position (P),
Geschwindigkeit (V) und Beschleunigug (A) der Tibia Hofmann et al. 1985. Die
Reaktionen dieser unterschiedlichen sensorischen Zellen auf Pymetrozin kann
durch intrazellulare Ableitungen in den Axonen auf HO6he des Eingangs zum
Ganglion gemessen werdenBuschges 1994. Ich konnte zeigen, dass positions
und geschwindigkeitssensitive Zellen wahrend einer dauerhaften Stimulation des
fCOs durch Pymetrozin tonisch und soit unabhangig vom Stimulus aktiv werden
und spater keine Aktionspotentiale mehr generieren. Unabhangig vom Zelltyp
werden spontan aktive fCGZellen sowie inaktive Zellen durch Pymetrozin
aktiviert und sind daraufhin unabhéngig von der spateren Stimulatiordes fCOs
bevor auch diese keine Aktionspotentiale mehr generieren. Dabei ist die Reaktion
unabhéngig davon, ob das fCO wahrenddessen stimuliert wird und e&vidie

Vorspannung des fCOs ist.



Zusammenfassung

Auch Drosophila melanogastemwird durch Pymetrozin beeinflusst, was mithilfe
von Videos des Laufverhaltens gezeigt werden konnte. Durch negative
Gravitaxisversuche sowie Proboscis Extension Response (PER) Versuche liel3 sich
aulRerdem feststellen, dass die kanalllenden Proteine NompC, Nanchung und
Inactive, die am mechanoelektrischen Transduktionsprozessm Johnstonschen
Organ, einem Cbrdotonalorgan, beteiligt sind, nicht als Target fur Pymetrozin
dienen.

Gleiche Ergebnisse in Stabheuschrecken undrosophila lieBen sich fur
unbekannte Insektizide feststellen, deren chemischer Aufbau und Wirkweise nicht

bekannt sind.



Abstract

Pymetrozine is one selective insecticidegainst pest insects particularly against
aphids. It induces a stretched posture of the legs and proboscis. This effect
vanishes over time after application. Experiments in locusts indicate that
pymetrozine affects gross sensitivity of sensory neurons in he femoral
chordotonal organ (fCO) Ausborn et al. 2005; Kaufmann et al. 2004However, the
mode of action of pymetrozne is presently unknown.

According to previous findings two possible explanations exist for the mode of
action of pymetrozine: (1) Pymetrozine affects the mechanoelectrical transduction
process or (2) affects transformation of receptor potential towards action
potentials.

The stick insect,Carausius morosysthat has well characterized sensory organs, is
also affected by pymetrozine by lifting its legs. Potent concentrations of
pymetrozine start at 100nM. Single fCO sensory cells are sensitive to changds
position (P), velocity (V) and/or acceleration (A) of the tibia Hofmann et al. 1985.
The reactions of these sensgrcells to pymetrozine can be recorded intracellularly
in the axons at the level of the entrance to the segmental ganglioBischges
1994). We show that Psensitive and \fsensitive cells become tonic during
stimulation after pymetrozine application and later they are not able to generate
action potentials anymore Independent of cell type, active sensory cells as well as
silent sensory cells become tonically active with pymetrozine treatmentintil they
are also not able to generate spikes anymoréhereby it is re@rdless of whether
the fCO is stimulated or not as well as the pretension of the fCO.

Drosophila melanogasters also affected by pymetrozine what | showed in movies
of walking behaviour. In negative gravitaxis experiments and PER (proboscis
extension regponse) experiments it is shown that the channel proteins NompC,
Nanchung und Inactive, which are involved in the mechanoelectrical transduction
process, are not the target side for pymetrozine.

Similar results in stick insects undDrosophilaare shown for other insecticides with

unknown mode of action and chemical composition.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pymetrozine

Moderne Insektizide muissen sowohl hochspezifisch, als auch in geringen
Konzentrationen wirksam sein, um im Pflanzenschutz eingesetzt werden zu
konnen, um Nebenwirkungen fur den Menschen und andere, vor allem nutzliche,
Tiere so gering wie moglich zu halten. Ein besonderes Problem in der
Landwirtschaft stellen Blattlause dar, da sie Ubertrager von Pflanzenviresind.
Uber 100 Blattlausarten schadigen weltweit mehr als 4000 Getreidearten und
konnen sich aufgrund ihrer parthenogenetischen Fortpflanzung effizient
verbreiten (Dixon 1977; Foster et al. 2002; Margaritopoulos et al. 2030Durch das
Saugen des Phloemsaftes kommt es zur schnellen Ubertragung eines Virus von
einer Pilanze zur nachsten. Um diesen Kreislauf zu unterbrechen, gibt es derzeit
wenig effektive Insektizide, da Blattlause und andere pflanzensaftsaugende Tiere,
wie zum Beispiel die Braunriickige Reiszikade Nilaparvata lugeng und Weil3e
Fliegen (Trialeurodes vaprariorum), Resistenzen entwickeln oder die Wirkstoffe
nicht langanhaltende Wirkung zeigen Foster et al. 2003; He et al. 201 Zwei
wirksame Insektizide sind Pymetrozin, ein Pyridinazomethin und Flonicamid, ein
Pyridincarboxamid (Abb.1.1).

CF;

H,cY\N,N=CH—<\_=N> 0

C—NH—CH—CN
N\I':II o 2

Pymetrozin Flonicamid

Abb. 1.1: Strukturformel von Pymetrozin und Flonicamid . (Ausborn et al.
2005; Morita et al. 2007).

Blattlause, die an Pflazen saugen, die mit diesen Insektiziden behandelt wurden,
weisen ein gestortes Fressverhalten aufWyss und Bolsimger 1997). Es ist ihnen
dabei nicht mehr mdglich ihren Proboscis zum Trinken einzusetzen, woraufhin sie
nach einigen Stunden verhungernKuog et al. 1998; Harrewn und Kayser 1997;
Morita et al. 2007; Sechser et al. 2002 Ausborn und Kollegen 2005) fanden

heraus, dass Pymetrozin auf Chordotonalorgane wirkt. Nachdem der Europaischen
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Einleitung

Wanderheuschrecke [ocuga migratoria) das Insektizid gespritzt wurde streckten
die Tiere ihre Hinterbeine in die Hohe und konnten diese nicht mehr natirlich
bewegen(Abb.1.2).

Abb.1.2: Wirkung von Pymetrozin auf eine Wanderheuschrecke ( Lucusta
migratoria ). (A) Normale Haltung einer Wanderheuschrecke bevor Pymetrozin
injiziert wurde. (B,C) Wanderheuschrecke nach der Injektionvon Pymetrozin. (B)
Wanderheuschrecke, die ihre Beine anfangt auszustrecken und Stehen darauf nicht
mehr mdglich ist: Anfangliche Wirkung von Pymetrozin. (C) Wanderheuschrecke mit
Beinen, die in die H6he gestreckt sind: endgiiltige Wirkung von Pymetrozingkéndert
nachAusborn et al. 2009.

Extrazellulare Ableitungen zeigten dabei, dass diExtensor Tibiae Motaeurone,
welche von den Afferenzen des femoralen Chordotonalorgans (fCO) innerviert
werden, tonische aktiv wurden, nachdem das fCO mit einer Pymetrozinlésung
umspult wurde, im Gegensatz zur phasischen Reizantwort zuvoAbb.2.5). Dies
fuhrte zum dauerhaften Heben der Beine. Andere Sinnesorgane, wie z.B.
Campaniforme Sensillen oder die Haare der Tegula, zeigten keine Reaktion auf

Pymetrozin (Ausborn et al. 2005.

1.2 Femorales Chordotonalorgan (fCO)

Das femorale Chordotonalorgan ist ein Propriorezeptor, der die Stellung und
Bewegung des Femurs im Verhéltnis zur Tibia misst (FemdFibia-Gelenk, im
Folgerden abgekirzt als FIGelenk). Diese Eigenschaft ist fur Insekten sowohl
wahrend des Laufens, als auch beim Stehen von grol3er Bedeutumgigsler 1977a;
Hofmann et al. 1985; Kittmann und Schmitz 1992 Das Simesorgan liegt proximal
auf der dorsalen Seite des Femurs und ist durch eine lange Sehne mit der Tibia

verbunden. Die Bewegungen der Tibia kbnnen so mittels der Elongation des
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Einleitung

femoralen Chordotonalorgans auf die einzelnen Zellen des fCO ubertragen werden.
Die fCQZellen sind bei der Stabheuschrecke in zwei Kompartimente aufgeteilt, die

sogenannten Skoloparien Abb.1.3).

femorales

Chordotonalorgan
dorsales Skoloparium Rezeptorsehne
ventrales Skoloparium

Thorax

TI‘OChaIlter Femur

Tibia

Abb. 1.3: Schema eines Beines der Stabheuschrecke Carausius morosus und die
Lage des femoralen Chordotonalorgans im Femur. Das femorale Chordotonalorgan
dorsal im proximalen Teil des Femurs. Die Rezeptorsehne zieht sich durch den
gesanten Femur bis zum dorsalen Teil des Femur, wo die Sehne mit der Tibia
verbunden ist, um so die Bewegungen der Tibia an das femorale Chordotonalorgan
weiterzuleiten (verandert nach Bassler 1977H.

Das dorsale Skoloparium besteht aus ungefahr 400 Zellen, die sensitiv auf
Vibrationen reagieren (Fuller und Ernst 1974). Das ventrale Skoloparium besteht
aus 80 Zellen, die Anderungen der Position (P), der Geschwindigkeit (V) und der
Beschleunigung (A) der Tibia, im Verhaltnis zum Femur, messen kénneB&gssler
1993; Biuschges 1989; Biuschges 1994; diCaprio et al. 2002; Stein und Sauer 3999
Die verschiedenen Zelltypen lassen sich wahrend einertrapezférmigen
Stimulation des fCOqAbb.1.4) eindeutig definieren. Dabei stellte die Elongation
der Rezeptorsehne eine Flexion der Tibia dar und die Relaxation der
Rezeptorsehne eine Extension der Tibia. Bei der Bestimmung der
unterschiedlichen Zelltypen kommt es darauf an, zu welcher Phase der Stimulation
die Zellen aktiv sind (Abb.1.4B). Hierbei kénnen sowohl Reinformen der
Sensitivitat auftreten (Abb.1.4A), als auch MischformenBischges 1989; Hofmann
und Koch 1985; Hofmann et al. 198p Das fCO ist derelevante Sensor der Femur

Tibia-Ruckkopplungsschleife. Die Axone des fCO verlaufen durch deiNervus
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cruris in das thorakale Ganglion, wo die Signale der Afferenzen indirekt Uber
Interneurone und nachgeschaltete Moteeurone des ExtensoiTibia-Muskels und
Flexor-Tibia-Muskels oder direkt Gber diese Motmeurone weitergeleitet werden,

so dass die Kontraktion und Relaxation der TibiMuskeln hervorgerufen wird.
Beide Muskeln sind verantwortlich fur die Bewegungen der TibiaRassler 1993;
Bischges 1989; Buischges 1994Der Flexor wird von bis z1 25 erregenden und
zwei hemmenden Motameuronen innerviert (Goldammer et al. 2012. Der Extensor
Muskel wird hingegen nur von drei Motaneuronen innerviert: Dem erregenden
Slow-Extensor-Tibia-Motoneuron (SETi), dem errgenden FastExtensor-Tibia-
Motoneuron (FETi) und dem hemmenden Common Inhibitor ¢l). Die Axone
dieser drei Motoneurone verlaufen durch den F2Nerv (ExtensorNerv), wo sie mit
Hilfe einer Hakenelektrodeauch extrazellular abgeleitet werden kénnen Bassler
1977a; Bassler 1993; Bassler und Storrer 1980 Im inaktiven Tier kommt es in
dieser Ruckkopplungsschleife zum sogenannten Widerstandsreflex. Wahrend
einer Flexion der Tibia, also der Elongation der fCO Rezeptorsehne komes zur
Aktivierung des SETi und FETI, was zu einer Extension der Tibia, also Relaxation
der fCOSehne, fiuhrt. Wahrend der Relaxation kommt es zur Hemmung des SETi
und FETI, was dazu fuhrt, dass wieder eine Flexion der Tibia stattfindet. Dieser
Widerstandsreflex, also die gegensatzliche Reaktion zum ausgefihrten Reiz,
bewirkt eine fast unbewegte Korperhaltung und ist notwendig, um beim Stehen die
Korperhaltung aufrecht zu erhalten und so fur die Stabheuschrecke
Uberlebenswichtig (Bassler 1983; Bassler 1998 Dieser Widerstandreflex ist auch
von anderen Tieren bekanntwie zum Beispiel Crustaceen, der dadurch fir eine
stabile Korperhaltung sorgt Barnes 1977; Head und Bush 1991 Bei Saugern ist
dieses Phanomen als Dehnungsreflex der Muskulatur beschrieben. Dabei wird
durch eine Muskeldehnung beim Tier eine Spannungszunahme des zuvor
gedehnten Muskels hervorgerufen. Diese Dehnungsrelle werden in tonische
Reflexe fur langsame Bewegungen und phasische Reflexe fir schnelle Bewegungen
unterschieden. Die tonischen Dehnungsreflexe dienen der Aufrechthaltung, also
der Aktivierung der Haltemuskeln. Das wohl bekannteste Beispiel eines
phasischen Widerstandsreflexes ist der Kniesehnenreflex. Dabei wird durch

Dehnung der Patellarsehne der Extensor im OberschenkdWi(sculus quadriceps
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Einleitung

ruckartig gedehnt und somit auch die damit verbundene Muskelspindel. Uber

einen monosynaptischen Reflexbogen wirddie Kontraktion des Muskels

hervorgerufen (Allum und Pfaltz 1985; LehmannHorn 2007; Wiesendanger 1997.

\ |
i i

Abb. 1.4: Einzelne Zelltypen der sensorischen Neurone des femoralen
Chordotonalorgans. (Ai) P+ Zelle: Je kleiner der FWinkel, desto héher ist die
Frequenz der Aktionspotentiale der Zelle. Die Zelle ist somit eine positionssensitive
Zelle, die auf positive Auslenkungen reagiert. (Aii) \(Zelle: Die Zelle ist wahrend der
Elongation und Relaxation aktiv. (Aiii) A+ Zelle: Die Zelle ist beschleunigungssensitiv
und reagiert sowohl auf positive, als auch auf negative Beschleunigung. (B)n&i
trapezformige Stimulationsspur. P=positionssensitiv, V=geschwindigkeitssensitiv,
A =beschleunigungssensitiv. Abhdngig vom Reaktionszeitpunkt der Zelle wird ihre
Eigenschaft definiert. Dabei kann es sowohl reine P, V oder A Zellen geben, als auch
Mischformen (verandert nachBischges 1989; Hofmann und Koch 1985; Hofmann et
al. 1985).
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1.3 Detalillierter Aufbau eines Chordotonalorgans

Mechanosensorische Organe werden in zwei Typen unterschieden: TliZellen
sind monodendritisch und nehmen mit Hilfe von Cilien mechanische Reize auf.
Typ Il Rezeptoren sind hingegen multidendritische Zellen, die keine Cilien
ausbilden. Chordotonalorgane zéhlen somit zu den TypMechanorezeptoren. Sie
gelten aufgrund ihrer Lage im Korper als interne Rezgptoren im Gegensatz zu
Borsten und Campaniformen Sensillen, die externe Mechanorezeptoren darstellen
(Field und Matheson 1998; Keil 1997; Kernan 2007; Tracey Jr et al. 2003; Yack
2004). Dabei unterscheiden sich die Untereinheiten der Chordotonalorgane in
mononematische und amphinematische  Skolagien.  Amphinematische
Skolopidien, wie zum Beispiel im Johnstonschen Organ, sind durch eine
verlangerte Dendritenhille mit den Epithelzellen der Kutikula verbunden
(Abb.1.5 A) (Schmidt 1969). Bei mononematischen Skolopidien, wie im femoralen
Chordotonalorgan, ist die Dendritenhille hingegen durch Mikrotubuli zu einer
kutikularen Kappe modifiziert und Uber Fibrillen mit der Cilienmembran
verbunden (Graber 1881; Keil 1997. Die einzelnen Skolopidien enthalten je ach
Insektenspezies ein (monodynales Skolopidium) bis vier bipolare Neurone
(heterodynales Skolopidium) (Yack 20049, sowie drei umgebende Zellen: Eine
Ligamentzelle, eine skolopidiale Zelle und eine Anschlusszell@Abb.1.5). Die
Ligamentzelle befindet sich am proximalen Ende des Skolopidiums und umschlief3t
dort den Axonhigel. Die skolopidiale Zelle umgibt den Dendriten der sensorischen
Zelle. Die Anschlusszelle ist am distalen Ende der skolopidialen Zelle und dieier
Verbindung des mononematischen Skolopidiums mit dem Cilium, indem sie
einerseits die dendritische Kappe einschlie3t und andererseits direkt oder indirekt
an epidermale Zellen gebunden ist. Durch die hohe Konzentration der
longitudinalen Mikrotubuli u nd des extrazellularen Bindegewebes spielen sie eine
kritische Rolle in der physiologischen Antwort der mechanosensitiven Rezeptoren
und sind verantwortlich fiir die unterschiedlichen Sensitivitaten in verschiedenen
Chordotonalorganen, da ihre viskoelastidten Eigenschaften stark variieren
kénnen (Eberl und BoekhoffFalk 2007; Keil 1997; Yack 2001 Die bipolaren
Neurone selbst bestehen aus einem proximal verlaufenden Axon und einem

distalen Dendriten. Im aufReren Segment hat jedes Neuron eine Schwellung, die
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Ciliendelatation. Diese ist durb eine hohe Elektronendichte gekennzeichnet. Es
wird davon ausgegangen, dass dieser Bereich fur Gerauschund
Vibrationswahrnehmung von Bedeutung ist Field und Matheson 1998; Keil 1997,
Schmidt 1969; Yack 2004
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(A) Skolopidium (B) Cilien Region

. A “« Cilienwurzel
N
wsssssssssss Basalkérper
---------- == Cilium (9+1)
---------- Rezeptorlymphe
wess======= (iliendelatation
¥ :
y===== Ephitelzellen
===== Kutikula
1um
mononematisch amphinematisch —_—
(fCO) (o)
Proteine fiir
Skolopidium Begleitende Strukturen Mechanotransduktion
B Sensorische Neurone B skolopidiale Stabchen i3] Nan/lav
[[] Tormogen/ Sockel/ Ligamentzelle [} Kappe Il DCX-EMAP
) Thekogen/ Hiille/ Skolopidiale Zelle [l Kutikula NompC

["] Thrichogen/ Anschlusszelle
B Gliazelle

Ephitelienzelle s Richtung der mechanischen Kraft

Abb. 1.5: Zellularer Aufbau von Mechanorezeptoren (Chordotonal organe) und
ihren homologen Strukturen. (A) Skolopidien sind aus verschiedenen Zelltypen
aufgebaut und durch anliegende Strukturen mit benachbartem Gewebe verbunden, so
dass mechanische Reize aufgenommen und verarbeitet werden koénnen. (B) Im
Transduktionsprozess spielen unterschiedliche Proteine, die sich in der ziliaren
Region befinden, eine Rolle (verandert nacWiek 2013).
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Einleitung

1.4 Mechanoelektrische Transduktioni m Chordotonalorgan

Das Chordotonalorgan, welches ein Mechanorezeptor ist, wandelt mechanische
Reize in elektrische Signale um. Hierzu werden lonenkanéle, die als
Transduktionskanale dienen, genutzt, die aufgrund eines Reizes, z.B. der
Auslenkung einer Anenne oder der Tibia, eine Anderung des Membranpotentials
in der Sinneszelle hervorrufen Bechstedt und Fbward 2008; Gillespie und Walker
2001; Nadrowski et al. 200§. Es wird vermutet, dass die dendritische Kappe
aufgrund ihrer hohen Dichte an Mikrotubuli als Reizempfanger dient. In der
dendritischen Kappe von Typd Mechanorezeptoren ist das extrazellulare
Bindeprotein NompA (TRPN1, No transient receptor potential) lokalisiert
(Abb.1.5), welches als extrazellularer Anker die mechanischen Reize aufnehmen
kann (Cheng et al. 2010a; Chung et al. 20P1Als Transduktionskanal ist NompC
(Walker et al. 200Q sehr wahrscheinlich. NompC ist am distalen Ende des
mechanosensorischen Ciliums lokalisier{Lee et al. 2010; Liang et al. 20)1und
kénnte dort als lonenkanal zur Umwandlung und Verstarkung der mechanischen
Reize dienen Effertz et al. 2012; Effertz et al. 2011; Gopfeet al. 2006 (Abb.1.5 &
Abb.1.6). Dafir spricht auch, dass das homolog€. elegansrotein TRR4 eine
porenformende Untereinheit des Mechanotransducersist, jedoch nicht allein als
lonenkanal funktioniert und daher mit anderen Proteinen interagieren muss@ong

et al. 2013; Kang et al. 2010; Li et al. 2006

Zusatzlich zu NompC schieen die Proteine Nanchung (Nan) und Inactive (lav) am
Transduktionsprozess beteiligt zu sein Abb.1.5 B). Se bilden im proximalen Teil
des mechanosensorischen Ciliums Heteromultimere, die auch in vitro auf
mechanische Reize reagieren, wie z.B. hypoosmotischen Stre€o(g et al. 204;
Kim et al. 2003; Liedtke und Kim 200% Nachgeschaltet von NompC wirkt der Nan
lav Kanal durch negative Ruckkopplung auf NompC. Bei einem Ausfall dieses
Kanals kommt es zu mer Erhéhung der Verstarkung durch NompC und somit
einer selbsterhaltenden Oszillation Gopfert et al. 2006; Lu et al. 2009
Gleichzeitig werden die elektrischen Signale aber nicht mehr zum Nerv geleitet,
was daflr spricht, dass der Narlav Kanal essentiell fir die Reizweiterleitung ist.

Zusatzlich zu NompC scheint es aber noch einen weiteren als Verstarker
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wirkenden Kanal zu geben, da auch iNompCKnock-out Mutanten Reizantworten
gemessen werderkonnten (Abb.1.6).

Nan und lav gehdren zu den TRP vanilloid (TRPV) Kanélen und sind somit, wie
andere TRP Kandle, auch durchlassig fur Kationen. Zusatzlich zu TRPN und TRPV
gibt es noch TRPC (canorat), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML
(mucolipin) und TRPA (ankyrin) (Clapham 2003; Nilius 2007. TRP Kanéle sind
Tetramere bei denen jede Untereinheit aus sechs Transmembransegmenten
besteht (S1S6) und eine porenformende Region zwischen S5 und S6 hat. Die
meisten TRP Kanale haben sowohl einen Amino (N) Terminus mit einémkyrin
Repeat Domanals auch einen Carboxyl (Cyerminus, die beide verantwortlich fir
Protein-Protein-Interaktionen sein kbnnen. Zusatzlich sind oft noch regulatorische
Domanen an den N und C Termini vorhanderCheng et al. 2010b; Garci8anz et
Al 8 ¢nmntn , EAAOEA OT A +BI c¢nmon /0. AEI

(@}

Nerve Response
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Abb. 1.6: Mdgliche Zusammenhange der Kanadle im Transduktionsprozess eines

Chordotonalorgans. Im Johnstonschen Organ vobrosophilakonnte gezeigt werden, dass

NompC als Transduktionskanal in Frage kommt und vom nachgeschaltet liegenden Nawu

Kanal Uber negative Rickkopplung gesteuert wird, da ohne die Aktivitit des Naav

Kanals eine selbsterhaltende Oszillation durch NompC entste Gleichzeitig wird aber die

Weiterleitung der Potentiale zum Nerv unterbrochen, weshalb davon auszugehen ist, dass

der Nanlav Kanal fir die Weterleitung der elektrischen Sigrale bendétigt wird. Zusatzlich

i 600 A0 AAAO 11 AE AET Aben, @d idNArpBKnbcokii Mutanéen AT 8 O C
weiterhin eine geringe Verstarkung der Signale moglich istGdpfert et al. 2006; Lu et al.
2009; Wiek 2013).
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1.5 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist esdurch intrazellulare Ableitungen herauszufinden, in welcher
Form Pymetrozin auf das Chordotonalorgan wirkt. Dabei stellt sich vor allem die
Frage, ob die einzelnen Zelltypen der sensorischen Neurone alle gleich reagieren
und es daher immer zur selben Baktion der Extensor Tibia Motsmeurone kommit.
Ausborn und Kollegen R005) wurde zeigten, dass die Summenaktivitat der fGO
Afferenzen nach der Zugabe von Pymetrozin ansteigt. Anderen8esorgane, wie
die Campaniformen Sensillen, der Streckrezeptor des Fliigels und die Haarsensillen
der Tegula der Wanderheuschrecke, sind hingegen nicht beeinflussbar durch
Pymetrozin. Durch diese Arbeit soll geklart werden, welche der spezifischen
Strukturen des Chordotonalorgans als Target fir Pymetrozin dient. Dabei stellt
sich die Frage, ob die sensorischen Neurone des Chordotonalorgans aufgrund ihrer
spezifischen Eigenschaften (B \%, und Asensitiv) verschieden auf Pymetrozin
reagieren und die Aktivitit der Afferenzen die Summe aus unterschiedlichen
Reaktionen ist. Oder kommt es zu einer Aktivierung aller im Chordotonalorgan
vorhandenen Afferenzen, unabhangig davon, auf welche Stimulusphagebp.2.5)
die Zellen eigentlich reagieren. Wenn die Zellen auf verschiedene Weise reagieren
ist zu klaren, wie dieser Unterschied aussieht. Welche der Zellen werden aktiviert?
Sind die Zellen, die fur eine Streakng des Beins aktiviert werden auch die, die
wahrend der Summenableitung bei Ausborn und Kollegen 2005) unter
Pymetrozin aktiv wurden? Oder kommt es zur Aktivierung anderer, vorhe
inaktiver, Zellen? Gibt es auch Zellen, die gehemmt, also inaktiv, werden, obwohl
diese vorher wahrend der Elongation des Chordotonalorgans aktiv waren? Bei den
Zellen die aktiviert werden, also eventuell unabhangig vom Stimulus
Aktionspotentiale generigren, soll gezeigt werden, ob sich nur der Verlauf der
Aktionspotentialfrequenz tber den Stimulus &ndert oder auch die Eigenschaften
der Aktionspotentiale, wie die Amplitude oder die Form, um Ruckschliisse auf die
Wirkweise und somit den Ort der Reaktion zwiehen.

Desweiteren soll an verschiedenerDrosophilaMutanten getestet werden, ob die
bisher bekannten Proteine im Chordotonalorgan, welche am Prozess der
Transduktion beteilig sind, mit Pymetrozin interagieren und die Funktion des

Insektizides inverschiedenen Knockout Mutanten gestort ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Stabheuschrecken: Carausius morosus

Fur die jeweiligen Versuche wurden weiblicheTiere der Stabheuschreckenart
Carausius morosugienutzt. Diese stammten aus der Kolonie der Universitat zu
KoIn und wurden bei kinstlichem TagNachtRhythmus (12Std/ 12 Std) bei ca.

25°C und 5570 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Geflttert wurden die Tieremit

Brombeer-Blattern (Rubus fructiosu} die zweimal pro Woche erneuert wurden.

2.1.2 Drosophila melanogaster

Die Fliegenstamme wurden auf einem Né&hrbrei aus 18§ Maisgries, 1 Wasser,
10g Sojamehl, 18,9 Cenovis, 7,9 AgarAgar, 40g Zuckerribensirup, 409
Diamalt und 2,5g Nipagin gehalten. Dabei wurden sie einem kinstlichen Tag
NachtRhythmus (12Std/ 12 Std) bei ca. 25C und 65% Luftfeuchtigkeit

ausgesetzt.

Tab. 2.1: In den Experimenten verwendet e Stdcke von Drosophila melanogaster .

zur Verfigung

Name Genotyp Chr. Literatur gestellt von
Paul Graham,
Gr5a-Gal4 | Gr5aGal4-6/CyO;Dr/Tm3 2 |Chyb et al. 2003 Yale
Gr5aGal4/CyO;Grba Kristin Scott,
Gr5a-Gal4 | Gal4/TM2 2;3 Berkeley

Martin Gopfert,
Inactive iav/FM7c(SNY);;NP0761/TM3 | 1 |Gong et al. 2004 Gottingen

Lehnert et al. Rachel Wilson,
UASiav iavZ;;UASiav/TM6b,Hu 3 2013 Harvard

Walker et al. Martin Gopfert,
NompC :NompC3/CyO;NP0761/TM6b| 2 |2000 Gottingen
UAS Yuh Nung Jan,
NompC w,UASNompGGFP X |Yan et al. 2013 | San Fransisco

Jorg Albert,

Nanchung | w;;nandy>/TM6b 3 |Kim et al. 2003 |London

Sénatore et al. |Jorg Albert,
UASnan |w;p[UAS58421.1]JUASNnan 2 (2010 London
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2.2 Insektizide

Die Insektizide wurden von Bayer CropScience, MonheinDeutschland, zur
Verfugung gestellt (Stocklosung 10nM in 100 % Dimethylsulfoxid (DMSO)).Fur
die Injektionsexperimente wurden Stocklésungen mit der Konzentration
20 mg/ml genutzt. Fir alle weiteren Versuche wurden die 10nM Stocklésungen in
CarausiusRinger (0,003% Pluronic F68 (SigmaAlderich Chemie Steirheim,
Deutschland) (Weidler und Diecke 1969 auf die jeweils benétigte Konzentration
verdunnt. Folgende Insektizide wurden genutzt: Pymetrozin, Flonicandi, BCS
CJ75565, BGEK98573, BCS\H27783, BCSBZ72191, BCSAJ11868, BCS
AAB86075. Bei allen Insektiziden, auf3er Pymetrozin und Flonicamid, ist die

Zusammensetzung der Molekulstruktur nicht bekannt.

2.3 Injektionsversuche an Carausius morosus

Um die Wirksamkeit der Insektizide im intakten Tier zu testen wurden 3ul
[20 mg/ml] des jeweiligen Insektizides unter die Kutikula zwischen die
Hinterbeine injiziert. Die Nadel wurde dabei zwischen zwei Segmenten flach unter
die Kutikula gefuhrt, um ein einstechen in den Darm weitestgehend aterhindern
(Abb.2.1). Nach der Injektion wurden in der ersten Stunde alle Binuten Fotos
von den Tieren gemacht, dann bis zur dritten Stunde alle 3@inuten und dann
stindlich bis zur zehnten Stunde. Das letzte Foto wurde ZZtunden nach der
Injektion gemacht. Bei den verweneten Insektiziden handelte es sich um
Pymetrozin, Flonicamd, BCSCJ75565, BGEK98573, BC®\H27783, BCS
BZ72191

cranial

Hinterbeine

caudal

Abb.2.1: Schema von Carausius morosus (ventrale Darstellung). Die
Injektionsstelle zwischen cen Hinterbeinen der Stabheuschrecke&Carausius morosus
Die Nadel wurde flach eingefiihrt, um den Darm nicht zu verletzen.
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2.4 Elektrophysiologische Methoden

2.4.1 fCOgz Stimulation

Durch eine mechanische Stimulation des femoralen Chordotonalorgans wird die
Bewegung der Tibia nachempfunden. Dadurch werden die sensorischen Neurone
des fCOs kontrolliert stimuliert und es lasst sich im fixierten Tier der
Widerstandsreflex auslosen der amF2-Nerven extrazellular abgeleitet werden
kann.

Zur Stimulation des fCOs wurde die Sehne des Organs im offenen Femur
(Praparation siehe2.4.2 extrazellulare Ablatung) in einer Klammer befestigt, die
mit einem mechanischen Stimulator verbunden war. Dieser Stimulator war ein
benutzerdefinierbarer RampenGenerator (Hofmann und Koch 1985. Die
trapezformigen Rampen hatten dabei eine Auslenkung von 3Q@m, was einer
Tibiabewegung von ungeféahr 60 entspricht (Weiland et al. 1986 (Abb.2.2).

— - femorales
Chordotonalorgan
F2 Hakenelektrode (fCQ)
fCO Stimulator

\ / F2-Nerv (Extensor

Motorneurone)

Abb. 2.2: Schematische Zeichnung der Femur -Praparation fiir die Stimulation

des femoralen Chordotonalorgans (fCO) und extrazellulare A bleitung des F2-
Nerves (Hellekes 2012 ). Der Femur wurde dorsal getffnet, sodass die Sehne des fCO
mithilfe einer Klammer in einen Stimulator gespannt werden konnte, der
rampenférmige Bewegungen ausfiihrte (Stimulationsspur links oben). Gleichzeitig
wurde mit einer Hakenelektrode der F2Nerv extrazellular abgeleitet. Bei der
Praparation wurde darauf geachtet dass das fCO frei lag, um von der Insektizidlésung
umspult werden zu kénnen.
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2.4.2 Extrazellulare Ableitung

Fur die extrazellularen Ableitungen wurden Methoden verwendet, die bereits in
der Literatur beschrieben sind (Biischges 1989; Blischges 1994; Sauer et al. 1995
Beim Versuchstier Carausius morosys wurde sowohl das linke Mittelbein
komplett entfernt als auch das rechte Mittelbein im oberen Drittel der Tibia
abgeschnitten. 2nn wurde das Tier mit der ventralen Seite nach oben auf eine
Plattform aus Venerit geklebt,die Vorder- und Hinterbeine parallel zum Korper
befestigt und das rechte Mittelbein rechtwinklig zum Koérperfixiert (Abb.2.3),
wobei der Femur-Tibia-Winkel bei ungefahr 120° lag Zur Fixierung diente
Zahnzement (Protemp 1l; 3M ESPE, St. Paulfur die extrazellulare Ableitung
wurde ein langliches Fenster in die ventrale Seite des Femurs geschnitten und das
Bein dann mit CarausiusRinger umspult. So konnte der FNerv mithilfe einer
modifizierten Hakenelektrode abgeleitet werden Schmitz et al. 199) (Abb.2.2).
Sowohl Aufnahmen, als auch die Stimulationsspur wurden hundertfach verstarkt
(Vorverstarker MA101, Elektronikwerkstatt, Universitat zu Kéln) und dann noch
einmal verstarkt und gefiltert (4-KanalAnpassungsVerstarker ModelMA102,
Elektronikwerkstatt, Universitat zu Kdln). Aufgezeichnet und analysiert wurden
die Daten mit Spike2 (érsion 7.01, Cambridge Electronic DesignCambridge,

GrofR3britannien).

Extrazellular-
elektrode

Intrazellulr- || Stimulator
elektrode

Abb. 2.3: Schematischer Versuchsaufbau fir extra - und intrazelluléare Versuche.

Im rechten Mittelbein, welches im 90° Winkel zum Thorax befestigt wurde, konnte
das fCO stimuliert und der F2Nerv mit einer Hakenelektrode abgeleitet werden. Im
Thorax wurde das mesothorakale Ganglion auf einem Ganglienhalter befestigt und mit
einer scharfen Glaselektrode konnten die sensorischen Neurone des fCOs abgeleitet
werden.
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Die extrazellularen Ableitungen dienten parallel zu intrazellularen Ableitungen als
Positivkontrolle: Einerseits um sicherzustellen, dass das Tier noch vital ist, auch
wenn keine Reaktionen in den afferenten Neurone des fCOs zu sehen war.
Andererseits zur Kontrolle, ob die femoralen Motmeurone, wie bei Ausborn et al.
(2005) beschrieben, durch die Insektizide aktiviert wurden, auch falls einzelne

afferente Neurone nicht auf die Zugabe von Insektiziden reagieren sollten.

2.4.3 Intrazellulare Ableitung

Fur die intrazellularen Ableitungen wurde der Thorax des Versuchstieres
(Carausius mrosug im Bereich des mesothorakalen Ganglions ventral gedffnet
und mit Minutien aufgespannt. Der Darm und das Fettgewebe wurden entfernt, so
dass das Nervengewebe, besonders das mesothorakale Ganglion, frei lag. Der
Thorax wurde mit CarausiusRinger (pH=7,2, Weidler und Diecke 1969 gefullt.
Daraufhin wurde das Ganglion auf einem mit Wachs beschichtetera@lienhalter
platziert (Abb.2.3). Die auliere Ganglienhille wurde miKaktusnadeln (Nopalea
dejectg aufgespannt, wodurch das Ganglion am Halter befestigt wurde, um
Bewegungen des Ganglions zu verhindern. Nach dem Absaugen des Ringers wurde
die nun freiliegende innere Ganglienhille mit Pronase EMerck, Darmstadt,
Deutschland) fur 40Sekunden angedaut, mn das Eindringen der Glaselektrode in
das Ganglion zu erleichtern. Danach wurde das Ganglion mehrfach mit Ringer
gespult und der Thorax wieder mit Ringer gefulit.

Die Aktivitdt der sensorischen Neurone des fCOs wurde in deren Axonen
gemessen. Dafur wurden die Zellen im Eintrittsbereich de®ervus cruris ins

Ganglion intrazellular abgeleitet (Abb.2.4).

25



Material und Methoden

ant
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post

Abb. 2.4: Struktur der sensorischen Neurone des fCOs im Ganglion. Elektrische
Stréme in den Neuronen werden im Ubergangsbereich des Nervus crurisc{nzum
mesothorakalen Ganglion gemessen (PfeilB(ischges 1994.

Die verwendete Glaskektrode war mit 3 M Kaliumacetat und 01 M Kaliumchlorid
Losung gefullt und hatte einen Widerstand von 2€5 MLI. Die intrazelluléaren
Ableitungen wurden sowohl mit einem 4KanalAnpassungsverstarker Model
MA102 (Elektronikwerkstatt, Universitat zu Koln) verstarkt als auch durch einen
Bruckenverstarker (Ba-1S, npi electronic GmbH, TammDeutschland verstarkt
und gefiltert. Zur AnalogDigital-Umwandlung wurde der CED 1401(Cambridge
Electronic Design, Cambridge, GroRbritannienmit einer Zwischenschnittstelle
genutzt. Aufgezeichnet und analysiert wurden die Daten mit Spike2 €¥sion 7.01,

Cambridge Electronic DesignCambridge, Grol3britannier).

2.5 Konzentrationsreihen der Insektizide an  Carausius morosus

Zur Bestimmung der wirksamen Konzentrationen verschiedeer Insektizide
wurde der F2-Nerv extrazellular abgeleitet und gleichzeitig das fCO stimuliert. Das
fCO wurde mit jeweils 30ml Lésungen verschiedener Konzentrationen umspdlt.
Dabei wurde mit 1nM begonnen und in Zehnerpotenzen bis zu 10M erhoht.
Anhand der Aktivitdt des F2Nervs konnte so bestimmt werden ab welcher
Konzentration ein Insektizid wirksam war. Die Wirksamkeit eines Insektizids
wurde  hierbei  definiert durch  die Angleichung der  Aktivitat
(Aktionspotentialfrequenz) wahrend der Elongationsphase B die Aktivitat
wahrend der RelaxationsphasgAbb.2.5), also des Mmentes indem die Extensor

Motoneurone nicht mehr auf den Stimulus reagieren, sonde unabhangig davon

26



Material und Methoden

Aktionspotentiale generieren. Der F2Nerv zeigte somit bei Einfluss durch ein
Insektizid eine tonische Aktivitat, im Vergleich zur phasischen Aktivitat wahrend
der Reflexumkehr. Fir die Auswertung wurden jeweils nach Zugabe der 30l

einer Konzentration drei aufeinanderfolgende fCEstimulationen ausgewertet.
Dazu wurden die Aktivitat wahrend der Elongation (Anzahl der
Aktionspotentialfrequenz) und die Aktivitatt wahrend der Relaxation
(Aktionspotentialfrequenz) gemittelt. Dann wurde die rormierte Frequenz in

Prozent aufgetragen, wobei die Aktivitat wahrend der Vorkontrolle mit Ringer als
100% festgelegt wurde. Falls ein Insektizid keine Wirkung zeigte wurde
Pymetrozin (1uM) als Positivkontrolle genutzt, um einen Praparationsfehler
auszusdilielRen. In diesem Versuch wurden folgende Insektizide verwendet:
Pymetrozin, Flonicamd, BCSCJ75565, BGE&K98573, BC&\H27783, BCS
BZ72191, BCSAJ11868, BCAA86075.
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F2

= Effekt von Pymetrozin
|

0.5 mV

Abb. 2.5: Beispiel fur den positiven Effekt eines Insektizides, hier Pymetrozin.

Die phasiche Aktivitat der Extensor Motaeurone verandert sich nach Zugabe eines
Insektizids zu einer tonischen Aktivitat.Die Aktivitat der Extensor Motaneurone (F2)
wird somit durch das Insektizid stimulusunabhangig. t1 bis t4 beschreiben die
einzelnen Phasen der Stimulation: t1 = relaxierte Phase, t2 = Elongation, t3 =
elongierte Phase, t4 = Relaxation.
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2.6 Berechnung der Frequenzdifferenz von verschiedenen Phasen

eines Stimulus

Um zu sehen, wie sich di®eaktion auf einen Stimulus Uber die Zeit verandert und

wann eine Zelle stimulusunabhangig Aktionspotentiale generiert, wurde die

Differenz der Aktivitat von Neuronen wahrend verschiedener Stimulationsphasen

berechnetj & £q8 31 AAT A A E A wadr,aléoH® Dibdtedz gegerAnBIAE  ET A
ging, konnte davon ausgegangen werden, dass die Zelle nicht mehr auf den

30EI O1 00 OAACEAOO8 $AAAE xOOAAT UxAE a34& OIC

APs(t2) _ APs(t3)

Af(V)= 1 sek 1 sek
AfP) = APs(t3)  APs(tl)
1 sek 1 sek
/& 0q OTA A& 6Qq AAUEAEAI] OEAE AOE AEA 1 E

. AOGOTTAT AAOG m#/1 08 3£ 0q AAOAAET AO AEA $I
OAl AGEAOOAO O0OEAOAh 3j6Qq AEA SEAALEKRAd U UxEO
(PhasenbeschreibungAbb.2.5).
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2.7 Reaktion in Abhangigkeit von der extrazellularen

Calciumkonzentration bei Carausius morosus

2.7.1 Gesenkte Calciumkonzentration: Habi tuation und Reaktion auf
Pymetrozin

Um zu testen ob die Reaktion auf Pymetrozin calciumabhangig ist, wurden
extrazellulare Ableitungen des F2Nervs durchgefiihrt, wéahrend denen die
Calciumkonzentration der Ringerldsung geéndert wurde. Wie bei di Caprio et.a
(2002) wurde dabei Calcium durch Barium (7,5nM) ersetzt, um eine Reaktion bei
reduziertem Calcium zu erzeugen. Barium hat die Eigenschaft mit Calcium
Bindestellen zu interagieren und so das intrazellulare Calcium zu xdrangen,
gleichzeitig kann es aber keine calciumabhéangige Reaktion hervorrufen. Der
Ringeraustausch wurde viermal in Abstanden von Rlinuten durchgefuhrt und
danach noch ein funftes Mal nach 1Blinuten. Nach dem letzten Ringeraustausch
wurde noch einmal 2it gelassen bevor die Messungen starteten, sodass der
modifizierte Ringer insgesamt 3035 Minuten wirken konnte (Abb. 2.6). Wahrend
des Stimulationspotokolls wurden funf Zyklen hintereinander geschaltet, die
jeweils aus 2Minuten Ruhe und 1Minute Dauerstimulation bestanden. Dieses
Protokoll wurde vor und nach dem Ringeraustausch gestartet, um d&P-Frequenz
der Kontrolle (vor dem Ringeraustausch) uml die der Messung unter
modifiziertem Ringer zu vergleichen.Diese Messreihe diente der Beantwortung
der Frage, ob die Habituation wahrend der Stimulusantwort Uber die Zeit Calcium
abhangig ist und sich so aufgrund der Zugabe des Bariums andert. Danach deur
eine Losung aus dem modifizierten Ringer und Pymetrozin auf das femorale
Chordotonalorgan gegeben um zu kontrollieren, ob weiterhin die

Reaktionsfahigkeit auf das Insektizid gegeben ist.

I I I I | Start der
I I I I > Messung
21212 15 | nach 35 min

Abb. 2.6: Zeitliche Reihenfolge der Spulvorgdnge. Die ersten vier Spilvorgange
hatten jeweils einen Abstand von Minuten. Der flnfte und letzet Spilgang fand
15 Minuten nach dem vierten statt. Nach insgesamt 3®linuten Spllzeit startete die
Messreihe.
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2.7.2 Erhohte Calciumk onzentration: Reaktion auf Pymetrozin

In diesen Versuchen wurde der Calciumgehalt des Ringers von T/ auf
22,5mM erhoht, um die Auswirkungen einer erhdhten Calciumkonzentration zu
testen. Der Ringer wurde, wie in Abschnit2.7 beschrieben, ausgetauscht. Nach
dem Austausch wurde auch hier Pymetrozin mit dem modifizierten Ringer Uber

das fCO gesplilt, um zu sehen ob einedktion noch mdglich ist.

2.8 Beinbewegungen von Drosophila melano gaster unter Einfluss von

Pymetrozin

Um die Laufbewegungen vonDrosophila unter Einfluss von Pymetrozin zu
beobachten, wurden Videos von Fliegen auf einem luftgelagerten Laufball
aufgenommen. Am Thorax der Fliege wurde eine Halterung mit
blaulichth&artendem Kleber (3M ESPE Sinfony) befestigt, sodass die Fliege mithilfe
von Mikromanipulatoren (Narishige, Japan) in eine naturliche Laufposition Uber
dem auf dem Halter liegenden Ball platziert werde konnte. Neben dem Ball wurde
eine Kamera (AOSSPRI, AOS Technologies AG, Baden Daettwil, Schweiz;
Auflosung 320x 240, Bildrate 250fps, Shutterzeit 400us) aufgebaut, deren
Objektiv von einem Ring aus InfrarofLeuchten umgebenwar (Abb.2.7). So konnte
die Fliege gleichmaRig beleuchtet werden, jedoch konnte die Fliege das Licht nicht
wahrnehmen und wurde so nicht beeinflusst. Gefilmt wurde die Fliegyvon der
Seite, um die Koordination der zur Kamera gerichteten Beine analysieren zu
kénnen. Aufgezeichnet und umgewandelt wurden die Videos mit der Software AOS
Imaging Studio V.3.4.7 (AOS Technologies AG, Baden Daettwil, Schweiz).
Pymetrozin wurde Uber @ne Futterung wahrend des Versuches zugefiihrt. Die
Fliegen wurden zuvor 16Stunden nur mit Wasser gefiuttert. Wahrend des
Versuches wurde ihnen dann Mangosaft mit Pymetrozin aus einer Hamilten
Spritze angeboten, sodass sie diesen trinken konnten, wahrenagssichon ber dem
Laufball befestigt waren @bb.3.16 A).
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‘1:11{ LED Beleuchtung

High-Speed
Videokamera

6 mm PP Ball (250 fps)

@} 1R LED Beleuchtung
Ball-Halter

N
‘ILuftzuﬁmr

Abb. 2.7: Schematischer Versuchsaufbau zum Filmen der Laufbewegungen einer
Drosophila . Die Fliege wird auf einem Ball platziert, der durch einen Halter gestitzt
wird, durch den mit Hilfe eines Luftstromsder Ball zum Schweben gebracht wird. Eine
High Speed Videokamera filmt die Fliege von der Seite. Die Beleuchtung wird durch
einen Kranz aus IR LEDs, der um das Objektiv der Kamera lauft, sichergestellt.
(Abbildung zur Verfuigung gestellt von T. Bockemuhl,iversitéat zu Koln)

2.9 Negative Gravitaxis bei Drosophila melanogaster unter Einfluss

von Pymetrozin

Zur Bestimmung der Wirksamkeit der Insektizide auf die einzelnerDrosophila
Mutanten wurden Versuche durchgefuhrt, bei denen negative Gravitaxis
untersucht wurde. Das natirliche Verhalten zeigt sich dadurch, dass die Fliegen in
einem Glasrohrchen nach oben laufen, also negatives gravitaktisches Verhalten
zeigen. Dieses Verhalten sollte eingeschrankt sein, sobald die Fliegen Insektizide
zu sich genommen habenda sie zum einen durch die Aufnahme des Insektizides
eine eingeschrankte Beinkoordination aufweisen missten. Zum anderen sollte der
Orientierungssinn gestért sein, da die Aufnahme des Insektizides direkt die
Chordotonalorgane der Antennen beeinflusst. DasChordotonalorgan in den
Antennen von Drosophila das Johnstonsche Organ (JO), dient auf der einen Seite
dem Horen, auf der anderen Seite aber auch der Registrierung der Gravitation
(Kamikouchi et al. 2009. Fur diese unterschiedlichen Wahrnehmungen sind

verschiedene Populationen von sensorischen Neuronen zustandig, die zu
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unterschiedlichen Regionen im Gehirn projizieren. Sobald diese Neurone durch
Pymetrozin beeinflusst werden, sollte die Fliege Schwierigkeiten mit der

Orientierung haben, da sie nicht mehr eindeutig die Gravitation feststellen kann.
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Abb. 2.8: Versuchsaufbau fur negative Gravitaxis Versuche. In jeweils einem Glas
wurden 10 Fliegen, die 20Stunden zuvor nur Wasser bekommen haben, mit
Kontrollldsung (links) bzw. Insektizidlésung (rechts) (rote Punkte) gefittert. 15 und
30 Minuten nachdem die Fliegen in die Glaser Uberfihrt wurden, wurde die Anzahl
der Tiere auf dem Boden des Glasrohrchens gezahlt.

Fur den Versuch wurden zwei Glasrohrchen genutzt, in dem jeweils zehn Fliegen
(Mannchen und Weibchen getrennt) getestetwurden (Abb.2.8), die zuvor
20 Stunden bei 25°C hungerten, indem sie nur Wasser, aber kein Futter bekamen.
Am oberen Rand der Glaschen wurden fir die Kontrollgruppen Tropfen einer%-
ige Saccharoselosung mDMSO aufgetragen, fur die Insektizid€sruppen eine 1uM
Insektizid-Saccharoselosung. Die Losungen waren aullerdem mit roter
Lebensmittelfarbe versetzt, um durch die Verfarbung des Abdomens erkennen zu
kénnen ob die Tiere getrunken haben. Nach Zugabe delidgen in die jeweiligen
Glaschen wurde nach 15nin und 30 min gezahlt, wie viele Tiere sich dann auf dem
Boden des Rohrchens befunden haben. Fir die Auswertung wurde mit derT ést
berechnet, ob die Anzahl der Fliegen in den Kontrollgruppen und die der
Insektizidgruppen sich unterscheidenSignifikanz wurde in Abbildungen markiert

durch: * fur ein Signifikanzlevel von p < 0.05, ** fir p < 0.01, und *** fir p < 0.001
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2.10 Proboscis Extension Response (PER) Versuche bei Drosophila

Dieser Versuch diente dazuherauszufinden, ob die einzelnen Proteine, die im
Transduktionsprozess im Chordotonalorgan beteiligt sind, durch Pymetrozin und
andere Insektizide beeinflusst werden. Die Proteine wurden mithilfe der UAS
Gal4Methode in Gr5aRezeptoren eingefligt, um so Ubeden PER eine Reaktion
erkennen zu kénnen Phelps und Brand 1998.

Die Praparation wurde wie bei Shiraiwa und Carlson 2007) beschrieben
durchgefuhrt. Die Fliegen wurden erst 3 4 Tage in frischen Futterglaschen mit
normalem Futter gehalten. Danach wurden sie fur 2428 Stunden bei 23°C
hungern gelassen indem ihnen nur noch Wasser zur Aufnahme zur Verfigung
stand. Mithilfe @nes Luftstroms wurden einzelne Fliegen in einer gelben
Pipettenspitze (17 200 pl) platziert. Die Pipettenspitze wurde auf Augenhohe der
Fliege abgeschnitten und eingekerbt, sodass der Kopf der Fliege mit dem Proboscis
frei lag. Mittels eines kleinen Doctes aus Kimwipe, der mit der jeweiligen
Kontroll- oder Versuchslosung getrankt war, wurden die Lésungen mit dem
Labellum in Kontakt gebracht. Als Negativstimulus wurde Wasser genutzt, als
Positivstimulus eine Saccharoselésung (106M). Nur, wenn die Fliege vor und
nach einem Versuch nicht auf das Wasser, jedoch auf die Zuckerldsung reagierten,
wurden die Ergebnisse als messbar gewertet. Die Lésungen der Insektizide hatten
eine Konzentration von 10uM. In diesem Versuch wurden folgende Insektizide
verwendet: Pymetrozin, BCSAH27783, BCBZ72191, BCSAJ11868.
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3 Ergebnisse

3.1 Injektionsversuche

Mithilfe der Injektionsversuche sollte die allgemeine Wirksamkeitder Insektizide
auf Stabheuschrecken untersucht werden, da diese bisher nur bei anderen
Tierarten, wie zum Beispiel Blattlausen Aphis gossypiund Myzus persicag und
Wanderheuschrecken [ocusta migratoria), gezeigt wurde (Ausborn et al. 2005;
Harrewijn und Kayser 1997). Dabei lasst sich zusammenfassen, dass alle
getesteten Insektizide &hnliche Reaktionen bei den Stabheuselcken hervorrufen
(Abb.3.1). In der Regel zeigten die Stabheuschrecken gestreckte Beine. Diese
Reaktion trat nach weniger als SMinuten auf, teilweise schon 1020 Sekunden
nach der Injektion. Die Tiere waren jedoch nicht direkt bewegungsunfahig,
sondern zeigten weiterhin laufahnliche Bewegungsablaufe, die jedoch nur noch 1
2 Minuten andauerten. Die Bewegungsunfahigkeit hielt mindestens Uber die
nachsten 10Stunden an. Nach 2&tunden konnten noch leichte
Bewegungseinschrankungen registriert werde. Jedoch war ein klarer Rickgang
dieser Einschrénkung bei allen Insektiziden zu erkennen, bis hin zur problemlosen

Laufbewegung.

Abb. 3.1: Injektionsversuche. Das Verhalten einer Stabheuschrecke Carausius
morosug nach einer Injektion mit Pymetrozin. In der Kontrolle ist zu sehen, dass die
Stabheuschrecke auf ihren angewinkelten Mittel und Hinterbeine steht. Die
Vorderbeine sind gerade nach vorne gestreckt, was ein natirliches Verhalten der
Stabheuschrecke ist. 8 mit Pymetrozin injezierten Tieren war bereits nach IMinute
eindeutig die Wirkung von Pymetrozin zu erkennen. Die Beine waren wahrend der
Laufbewegung sehr stark gestreckt und konnten teilweise nicht mehr gebeugt werden.
Nach nur wenigen Minuten war dasTier bewegungsunféahig. Dieser Zustand hielt Gber
mehrere Stunden an. Nach 2&tunden war das Tier jedoch wieder normal beweglich.
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