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Zusammenfassung

Pymetrozin ist ein Insektizid, welches gegen Blattliuse eingesetzt wird. Es
induziert bei Insekten eine Streckung der Beine und des Riissels, totet sie aber
nicht direkt, da es tliber die Zeit seine Wirkung verliert. Jedoch iiberleben Blattlduse
eine Applikation nicht, da sie bewegungsunfahig verhungern. Experimente mit
Europdischen 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) beeinflusst die Transformation von
Rezeptorpotentialen zu Aktionspotentialen.

Die Stabheuschrecke, Carausius morosus, deren Sinnesorgane gut beschrieben sind,
wird auch durch Pymetrozin beeinflusst und hebt aufgrund dessen die Beine.
Reaktionen werden ab einer Konzentration von 100 nM hervorgerufen. Einzelne
sensorische Neurone des fCOs sind sensitiv fiir Anderungen der Position (P),
Geschwindigkeit (V) und Beschleunigung (A) der Tibia (Hofmann et al. 1985). Die
Reaktionen dieser unterschiedlichen sensorischen Zellen auf Pymetrozin kann
durch intrazelluldre Ableitungen in den Axonen auf Hohe des Eingangs zum
Ganglion gemessen werden (Biischges 1994). Ich konnte zeigen, dass positions-
und geschwindigkeitssensitive Zellen wahrend einer dauerhaften Stimulation des
fCOs durch Pymetrozin tonisch und somit unabhangig vom Stimulus aktiv werden
und spater keine Aktionspotentiale mehr generieren. Unabhdngig vom Zelltyp
werden spontan aktive fCO-Zellen sowie inaktive Zellen durch Pymetrozin
aktiviert und sind daraufthin unabhangig von der spateren Stimulation des fCOs
bevor auch diese keine Aktionspotentiale mehr generieren. Dabei ist die Reaktion
unabhangig davon, ob das fCO wahrenddessen stimuliert wird und wie die

Vorspannung des fCOs ist.



Zusammenfassung

Auch Drosophila melanogaster wird durch Pymetrozin beeinflusst, was mithilfe
von Videos des Laufverhaltens gezeigt werden konnte. Durch negative
Gravitaxisversuche sowie Proboscis Extension Response (PER) Versuche lief3 sich
auflerdem feststellen, dass die kanalbildenden Proteine NompC, Nanchung und
Inactive, die am mechanoelektrischen Transduktionsprozess im Johnstonschen
Organ, einem Chordotonalorgan, beteiligt sind, nicht als Target fiir Pymetrozin
dienen.

Gleiche Ergebnisse in Stabheuschrecken und Drosophila liefien sich fiir
unbekannte Insektizide feststellen, deren chemischer Aufbau und Wirkweise nicht

bekannt sind.



Abstract

Pymetrozine is one selective insecticide against 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 the femoral
chordotonal organ (fCO) (Ausborn et al. 2005; Kaufmann et al. 2004 ). However, the
mode of action of pymetrozine 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 morosus, that has well characterized sensory organs, is
also affected by pymetrozine by lifting its legs. Potent concentrations of
pymetrozine start at 100 nM. Single fCO sensory cells are sensitive to changes of
position (P), velocity (V) and/or acceleration (A) of the tibia (Hofmann et al. 1985).
The reactions of these sensory cells to pymetrozine can be recorded intracellularly
in the axons at the level of the entrance to the segmental ganglion (Biischges
1994). We show that P-sensitive and V-sensitive 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 treatment until they
are also not able to generate spikes anymore. Thereby it is regardless of whether
the fCO is stimulated or not as well as the pretension of the fCO.

Drosophila melanogaster is also affected by pymetrozine what I showed in movies
of walking behaviour. In negative gravitaxis experiments and PER (proboscis
extension response) 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 und Drosophila are shown for other insecticides with

unknown mode of action and chemical composition.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pymetrozine

Moderne Insektizide miissen sowohl hochspezifisch, als auch in geringen
Konzentrationen wirksam sein, um im Pflanzenschutz eingesetzt werden zu
konnen, um Nebenwirkungen fiir den Menschen und andere, vor allem niitzliche,
Tiere so gering wie moglich zu halten. Ein besonderes Problem in der
Landwirtschaft stellen Blattliuse dar, da sie Ubertriger von Pflanzenviren sind.
Uber 100 Blattlausarten schidigen weltweit mehr als 4000 Getreidearten und
konnen sich aufgrund ihrer parthenogenetischen Fortpflanzung effizient
verbreiten (Dixon 1977; Foster et al. 2002; Margaritopoulos et al. 2010). Durch das
Saugen des Phloemsaftes kommt es zur schnellen Ubertragung eines Virus von
einer Pflanze zur nachsten. Um diesen Kreislauf zu unterbrechen, gibt es derzeit
wenig effektive Insektizide, da Blattlduse und andere pflanzensaftsaugende Tiere,
wie zum Beispiel die Braunriickige Reiszikade (Nilaparvata lugens) und Weifse
Fliegen (Trialeurodes vaporariorum), Resistenzen entwickeln oder die Wirkstoffe
nicht langanhaltende Wirkung zeigen (Foster et al. 2003; He et al. 2011). 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).

Blattlduse, die an Pflanzen saugen, die mit diesen Insektiziden behandelt wurden,
weisen ein gestortes Fressverhalten auf (Wyss und Bolsinger 1997). Es ist ihnen
dabei nicht mehr moglich ihren Proboscis zum Trinken einzusetzen, woraufhin sie
nach einigen Stunden verhungern (Fuog et al. 1998; Harrewijn 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 (Locusta migratoria) das Insektizid gespritzt wurde streckten
die Tiere ihre Hinterbeine in die Hohe und konnten diese nicht mehr natiirlich

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 Injektion von Pymetrozin. (B)
Wanderheuschrecke, die ihre Beine anfingt auszustrecken und Stehen darauf nicht
mehr moglich ist: Anfangliche Wirkung von Pymetrozin. (C) Wanderheuschrecke mit
Beinen, die in die Hohe gestreckt sind: endgiiltige Wirkung von Pymetrozin (verdndert
nach Ausborn et al. 2005).

Extrazellulare Ableitungen zeigten dabei, dass die Extensor Tibiae Motoneurone,
welche von den Afferenzen des femoralen Chordotonalorgans (fCO) innerviert
werden, tonische aktiv wurden, nachdem das fCO mit einer Pymetrozinlosung
umspiilt wurde, im Gegensatz zur phasischen Reizantwort zuvor (Abb. 2.5). Dies
fiilhrte 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 Verhaltnis zur Tibia misst (Femur-Tibia-Gelenk, im
Folgenden abgekiirzt als FT-Gelenk). Diese Eigenschaft ist fiir Insekten sowohl
wahrend des Laufens, als auch beim Stehen von grofder Bedeutung (Bassler 19773a;
Hofmann et al. 1985; Kittmann und Schmitz 1992). Das Sinnesorgan liegt proximal
auf der dorsalen Seite des Femurs und ist durch eine lange Sehne mit der Tibia

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

femoralen Chordotonalorgans auf die einzelnen Zellen des fCO tibertragen werden.
Die fCO-Zellen 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
gesamten 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 (verdndert nach Béssler 1977b).

Das dorsale Skoloparium besteht aus ungefihr 400 Zellen, die sensitiv auf
Vibrationen reagieren (Fiiller 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 kénnen (Bassler
1993; Biuischges 1989; Bilischges 1994; diCaprio et al. 2002; Stein und Sauer 1999).
Die verschiedenen Zelltypen lassen sich wahrend einer trapezférmigen
Stimulation des fCOs (Abb. 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 konnen sowohl Reinformen der
Sensitivitat auftreten (Abb. 1.4A), als auch Mischformen (Biischges 1989; Hofmann
und Koch 1985; Hofmann et al. 1985). Das fCO ist der relevante Sensor der Femur-

Tibia-Riickkopplungsschleife. Die Axone des fCO verlaufen durch den Nervus
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cruris in das thorakale Ganglion, wo die Signale der Afferenzen indirekt tiber
Interneurone und nachgeschaltete Motoneurone des Extensor-Tibia-Muskels und
Flexor-Tibia-Muskels oder direkt iiber diese Motoneurone weitergeleitet werden,
so dass die Kontraktion und Relaxation der Tibia-Muskeln hervorgerufen wird.
Beide Muskeln sind verantwortlich fiir die Bewegungen der Tibia (Bassler 1993;
Biischges 1989; Biischges 1994). Der Flexor wird von bis zu 25 erregenden und
zwei hemmenden Motoneuronen innerviert (Goldammer et al. 2012). Der Extensor
Muskel wird hingegen nur von drei Motoneuronen innerviert: Dem erregenden
Slow-Extensor-Tibia-Motoneuron (SETi), dem erregenden Fast-Extensor-Tibia-
Motoneuron (FETi) und dem hemmenden Common Inhibitor (CI). Die Axone
dieser drei Motoneurone verlaufen durch den F2-Nerv (Extensor-Nerv), wo sie mit
Hilfe einer Hakenelektrode auch extrazelluldar abgeleitet werden kénnen (Bassler
1977a; Bassler 1993; Bassler und Storrer 1980). Im inaktiven Tier kommt es in
dieser Rickkopplungsschleife zum sogenannten Widerstandsreflex. Wahrend
einer Flexion der Tibia, also der Elongation der fCO Rezeptorsehne kommt es zur
Aktivierung des SETi und FETi, was zu einer Extension der Tibia, also Relaxation
der fCO-Sehne, fithrt. Wahrend der Relaxation kommt es zur Hemmung des SETi
und FETi, was dazu fiihrt, dass wieder eine Flexion der Tibia stattfindet. Dieser
Widerstandsreflex, also die gegensitzliche Reaktion zum ausgefiihrten Reiz,
bewirkt eine fast unbewegte Kérperhaltung und ist notwendig, um beim Stehen die
Korperhaltung aufrecht zu erhalten und so fiir die Stabheuschrecke
liberlebenswichtig (Bassler 1983; Bassler 1993). Dieser Widerstandreflex ist auch
von anderen Tieren bekannt, wie zum Beispiel Crustaceen, der dadurch fiir 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 Dehnungsreflexe werden in tonische
Reflexe fiir langsame Bewegungen und phasische Reflexe fiir 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 Oberschenkel (Musculus quadriceps)
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Einleitung

ruckartig gedehnt und somit auch die damit verbundene Muskelspindel. Uber

einen monosynaptischen Reflexbogen wird die Kontraktion des Muskels

hervorgerufen (Allum und Pfaltz 1985; Lehmann-Horn 2007; Wiesendanger 1997).

\ |
i i

Abb. 1.4: Einzelne Zelltypen der sensorischen Neurone des femoralen
Chordotonalorgans. (Ai) P+ Zelle: Je kleiner der FT-Winkel, desto hoher ist die
Frequenz der Aktionspotentiale der Zelle. Die Zelle ist somit eine positionssensitive
Zelle, die auf positive Auslenkungen reagiert. (Aii) V+-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) Eine
trapezformige Stimulationsspur. P = positionssensitiv, V = geschwindigkeitssensitiv,
A =Dbeschleunigungssensitiv. Abhingig vom Reaktionszeitpunkt der Zelle wird ihre
Eigenschaft definiert. Dabei kann es sowohl reine P, V oder A Zellen geben, als auch
Mischformen (verdandert nach Biischges 1989; Hofmann und Koch 1985; Hofmann et
al. 1985).
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Einleitung

1.3 Detaillierter Aufbau eines Chordotonalorgans

Mechanosensorische Organe werden in zwei Typen unterschieden: Typ I Zellen
sind monodendritisch und nehmen mit Hilfe von Cilien mechanische Reize auf.
Typ I Rezeptoren sind hingegen multidendritische Zellen, die keine Cilien
ausbilden. Chordotonalorgane zahlen somit zu den Typ I Mechanorezeptoren. Sie
gelten aufgrund ihrer Lage im Korper als interne Rezeptoren 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 Skolopidien. =~ Amphinematische
Skolopidien, wie zum Beispiel im Johnstonschen Organ, sind durch eine
verlangerte Dendritenhiille mit den Epithelzellen der Kutikula verbunden
(Abb. 1.5 A) (Schmidt 1969). Bei mononematischen Skolopidien, wie im femoralen
Chordotonalorgan, ist die Dendritenhiille hingegen durch Mikrotubuli zu einer
kutikularen Kappe modifiziert und {iber Fibrillen mit der Cilienmembran
verbunden (Graber 1881; Keil 1997). Die einzelnen Skolopidien enthalten je nach
Insektenspezies ein (monodynales Skolopidium) bis vier bipolare Neurone
(heterodynales Skolopidium) (Yack 2004), sowie drei umgebende Zellen: Eine
Ligamentzelle, eine skolopidiale Zelle und eine Anschlusszelle (Abb. 1.5). Die
Ligamentzelle befindet sich am proximalen Ende des Skolopidiums und umschlief3t
dort den Axonhtigel. Die skolopidiale Zelle umgibt den Dendriten der sensorischen
Zelle. Die Anschlusszelle ist am distalen Ende der skolopidialen Zelle und dient der
Verbindung des mononematischen Skolopidiums mit dem Cilium, indem sie
einerseits die dendritische Kappe einschliefdt und andererseits direkt oder indirekt
an epidermale Zellen gebunden ist. Durch die hohe Konzentration der
longitudinalen Mikrotubuli und des extrazelluldren 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 viskoelastischen Eigenschaften stark variieren
konnen (Eberl und Boekhoff-Falk 2007; Keil 1997; Yack 2004). Die bipolaren
Neurone selbst bestehen aus einem proximal verlaufenden Axon und einem

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

wssssssssess Basalkérper

---------- «= Cilium (9+1)

---------- Rezeptorlymphe
wewe======== (iliendelatation

. n
- .

y-==== Ephitelzellen
===== Kutikula

1pum
mononematisch amphinematisch u—
(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: Zellulidrer Aufbau von Mechanorezeptoren (Chordotonalorgane) 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 (verdndert nach Wiek 2013).
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Einleitung

1.4 Mechanoelektrische Transduktion im Chordotonalorgan

Das Chordotonalorgan, welches ein Mechanorezeptor ist, wandelt mechanische
Reize in elektrische Signale um. Hierzu werden Ilonenkandle, die als
Transduktionskandle dienen, genutzt, die aufgrund eines Reizes, z.B. der
Auslenkung einer Antenne oder der Tibia, eine Anderung des Membranpotentials
in der Sinneszelle hervorrufen (Bechstedt und Howard 2008; Gillespie und Walker
2001; Nadrowski et al. 2008). Es wird vermutet, dass die dendritische Kappe
aufgrund ihrer hohen Dichte an Mikrotubuli als Reizempfinger dient. In der
dendritischen Kappe von Typl Mechanorezeptoren ist das extrazelluldre
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. 2001). Als Transduktionskanal ist NompC
(Walker et al. 2000) sehr wahrscheinlich. NompC ist am distalen Ende des
mechanosensorischen Ciliums lokalisiert (Lee et al. 2010; Liang et al. 2011) und
konnte dort als lonenkanal zur Umwandlung und Verstarkung der mechanischen
Reize dienen (Effertz et al. 2012; Effertz et al. 2011; Gopfert et al. 2006) (Abb. 1.5 &
Abb. 1.6). Dafiir spricht auch, dass das homologe C. elegans Protein TRP-4 eine
porenformende Untereinheit des Mechanotransducers ist, jedoch nicht allein als
Ionenkanal funktioniert und daher mit anderen Proteinen interagieren muss (Gong
etal. 2013; Kang et al. 2010; Li et al. 2006).

Zusatzlich zu NompC scheinen die Proteine Nanchung (Nan) und Inactive (Iav) am
Transduktionsprozess beteiligt zu sein (Abb. 1.5 B). Sie bilden im proximalen Teil
des mechanosensorischen Ciliums Heteromultimere, die auch in vitro auf
mechanische Reize reagieren, wie z.B. hypoosmotischen Stress (Gong et al. 2004;
Kim et al. 2003; Liedtke und Kim 2005). Nachgeschaltet von NompC wirkt der Nan-
lav Kanal durch negative Rickkopplung auf NompC. Bei einem Ausfall dieses
Kanals kommt es zu einer 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 dafiir spricht, dass der Nan-lav Kanal essentiell fiir die Reizweiterleitung ist.

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

Nan und Iav gehoren zu den TRP vanilloid (TRPV) Kanalen und sind somit, wie
andere TRP Kandle, auch durchldssig fiir Kationen. Zusatzlich zu TRPN und TRPV
gibt es noch TRPC (canonical), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML
(mucolipin) und TRPA (ankyrin) (Clapham 2003; Nilius 2007). TRP Kanale sind
Tetramere bei denen jede Untereinheit aus sechs Transmembransegmenten
besteht (S1-S6) und eine porenformende Region zwischen S5 und S6 hat. Die
meisten TRP Kandle haben sowohl einen Amino (N) Terminus mit einer Ankyrin
Repeat Domadne als auch einen Carboxyl (C) Terminus, die beide verantwortlich fiir
Protein-Protein-Interaktionen sein konnen. Zusatzlich sind oft noch regulatorische
Domadanen an den N und C Termini vorhanden (Cheng et al. 2010b; Garcia-Sanz et

al. 2004; Liedtke und Kim 2005; O‘Neil und Heller 2005).

Nerve Response

A

|-———I I Nan -Iav

7

i
@

plificatio

Receiver vibration

T

Sound

Abb. 1.6: Mégliche Zusammenhiinge der Kanile im Transduktionsprozess eines
Chordotonalorgans. Im Johnstonschen Organ von Drosophila konnte gezeigt werden, dass
NompC als Transduktionskanal in Frage kommt und vom nachgeschaltet liegenden Nan-lav
Kanal iiber negative Riickkopplung gesteuert wird, da ohne die Aktivitit des Nan-lav
Kanals eine selbsterhaltende Oszillation durch NompC entsteht. Gleichzeitig wird aber die
Weiterleitung der Potentiale zum Nerv unterbrochen, weshalb davon auszugehen ist, dass
der Nan-lav Kanal fiir die Weiterleitung der elektrischen Signale benétigt wird. Zusatzlich
muss es aber noch einen unbekannten Kanal ,X“ geben, da in NompC Knock-out Mutanten
weiterhin eine geringe Verstirkung der Signale moglich ist (Gopfert et al. 2006; Lu et al.
2009; Wiek 2013).
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1.5 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es durch intrazelluldre 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 Reaktion der Extensor Tibia Motoneurone kommt.
Ausborn und Kollegen (2005) wurde zeigten, dass die Summenaktivitat der fCO-
Afferenzen nach der Zugabe von Pymetrozin ansteigt. Andere Sinnesorgane, 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 flir Pymetrozin dient. Dabei stellt
sich die Frage, ob die sensorischen Neurone des Chordotonalorgans aufgrund ihrer
spezifischen Eigenschaften (P-, V-, und A-sensitiv) 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, unabhingig davon, auf welche Stimulusphase (Abb. 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 fiir eine Streckung 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, vorher
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 unabhdngig vom Stimulus
Aktionspotentiale generieren, soll gezeigt werden, ob sich nur der Verlauf der
Aktionspotentialfrequenz iiber den Stimulus dndert oder auch die Eigenschaften
der Aktionspotentiale, wie die Amplitude oder die Form, um Riickschliisse auf die
Wirkweise und somit den Ort der Reaktion zu ziehen.

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

Insektizides in verschiedenen Knock-out Mutanten gestort ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Stabheuschrecken: Carausius morosus

Fir die jeweiligen Versuche wurden weibliche Tiere der Stabheuschreckenart
Carausius morosus genutzt. Diese stammten aus der Kolonie der Universitit zu
K6ln und wurden bei kiinstlichem Tag-Nacht-Rhythmus (12 Std/ 12 Std) bei ca.
25°C und 55-70 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Gefiittert wurden die Tiere mit

Brombeer-Blattern (Rubus fructiosus), die zweimal pro Woche erneuert wurden.

2.1.2 Drosophila melanogaster

Die Fliegenstdimme wurden auf einem Nahrbrei aus 180 g Maisgries, 11 Wasser,
10 g Sojamehl, 18,5g Cenovis, 7,5g Agar-Agar, 40 g Zuckerriibensirup, 40 g
Diamalt und 2,5 g Nipagin gehalten. Dabei wurden sie einem kiinstlichen Tag-
Nacht-Rhythmus (12 Std/ 12Std) bei ca. 25°C und 65 % Luftfeuchtigkeit

ausgesetzt.

Tab. 2.1: In den Experimenten verwendete Stocke von Drosophila melanogaster.

zur Verfiigung
Name Genotyp Chr. Literatur gestellt von
Paul Graham,
Gr5a-Gal4 | Gr5a-Gal4-6/CyO;Dr/Tm3 2 |Chybetal. 2003 |Yale
Gr5a-Gal4/CyO;Gr5a- Kristin Scott,
Gr5a-Gal4 | Gal4/TM2 2;3 Berkeley

Martin Gopfert,
Inactive |iav/FM7c(SN*);;NP0761/TM3 | 1 |Gongetal. 2004 | Gottingen

Lehnert et al. Rachel Wilson,

UAS-iav iavZ;;UAS-iav/TM6b,Hu 3 2013 Harvard
Walker et al. Martin Gopfert,
NompC ;NompC3/CyO;NP0761/TM6b | 2 |2000 Gottingen
UAS- Yuh Nung Jan,
NompC w,UAS-NompC-GFP X |Yanetal.2013 |San Fransisco
Jorg Albert,
Nanchung | w;;nan%>/TM6b 3 |[Kimetal. 2003 |London
Sénatore et al. Jorg Albert,
UAS-nan |w;p[UAS-58421.1]JUAS-nan 2 (2010 London
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2.2 Insektizide

Die Insektizide wurden von Bayer CropScience, Monheim, Deutschland, zur
Verfiigung gestellt (Stocklésung 10 mM in 100 % Dimethylsulfoxid (DMSO)). Fir
die Injektionsexperimente wurden Stocklésungen mit der Konzentration
20 mg/ml genutzt. Fiir alle weiteren Versuche wurden die 10 mM Stocklésungen in
Carausius-Ringer (0,003 % Pluronic F68 (Sigma-Alderich Chemie, Steinheim,
Deutschland)) (Weidler und Diecke 1969) auf die jeweils benotigte Konzentration
verdiinnt. Folgende Insektizide wurden genutzt: Pymetrozin, Flonicamid, BCS-
CJ75565, BCS-CK98573, BCS-AH27783, BCS-BZ72191, BCS-AJ11868, BCS-
AA86075. Bei allen Insektiziden, aufier Pymetrozin und Flonicamid, ist die

Zusammensetzung der Molekiilstruktur nicht bekannt.

2.3 Injektionsversuche an Carausius morosus

Um die Wirksamkeit der Insektizide im intakten Tier zu testen wurden 3 pl
[20 mg/ml] des jeweiligen Insektizides unter die Kutikula zwischen die
Hinterbeine injiziert. Die Nadel wurde dabei zwischen zwei Segmenten flach unter
die Kutikula gefiihrt, um ein einstechen in den Darm weitestgehend zu verhindern
(Abb. 2.1). Nach der Injektion wurden in der ersten Stunde alle 5 Minuten Fotos
von den Tieren gemacht, dann bis zur dritten Stunde alle 30 Minuten und dann
stiindlich bis zur zehnten Stunde. Das letzte Foto wurde 24 Stunden nach der
Injektion gemacht. Bei den verwendeten Insektiziden handelte es sich um
Pymetrozin, Flonicamid, BCS-C]J75565, BCS-CK98573, BCS-AH27783, BCS-
BZ72191.

cranial

Hinterbeine

caudal

Abb. 2.1: Schema von Carausius morosus (ventrale Darstellung). Die
Injektionsstelle zwischen den 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 fCO - 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 am F2-Nerven extrazellular abgeleitet werden
kann.

Zur Stimulation des fCOs wurde die Sehne des Organs im offenen Femur
(Praparation siehe 2.4.2 extrazelluldre Ableitung) in einer Klammer befestigt, die
mit einem mechanischen Stimulator verbunden war. Dieser Stimulator war ein
benutzerdefinierbarer Rampen-Generator (Hofmann und Koch 1985). Die
trapezformigen Rampen hatten dabei eine Auslenkung von 300 um, was einer

Tibiabewegung von ungefahr 60 ° entspricht (Weiland et al. 1986) (Abb. 2.2).

— =3 femorales
Chordotonalorgan
F2 Hakenelektrode (fCQ)
fCO Stimulator

\ / F2-Nerv (Extensor

Motorneurone)

Abb. 2.2: Schematische Zeichnung der Femur-Priparation fiir die Stimulation
des femoralen Chordotonalorgans (fCO) und extrazellulire Ableitung des F2-
Nerves (Hellekes 2012). Der Femur wurde dorsal gedffnet, sodass die Sehne des fCO
mithilfe einer Klammer in einen Stimulator gespannt werden konnte, der
rampenformige Bewegungen ausfiihrte (Stimulationsspur links oben). Gleichzeitig
wurde mit einer Hakenelektrode der F2-Nerv extrazellulir abgeleitet. Bei der
Praparation wurde darauf geachtet, dass das fCO frei lag, um von der Insektizidlosung
umspiilt werden zu kdnnen.
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2.4.2 Extrazellulire Ableitung

Flr die extrazelluldaren Ableitungen wurden Methoden verwendet, die bereits in
der Literatur beschrieben sind (Bilischges 1989; Biischges 1994; Sauer et al. 1995):
Beim Versuchstier (Carausius morosus) wurde sowohl das linke Mittelbein
komplett entfernt als auch das rechte Mittelbein im oberen Drittel der Tibia
abgeschnitten. Dann wurde das Tier mit der ventralen Seite nach oben auf eine
Plattform aus Venerit geklebt, die Vorder- und Hinterbeine parallel zum Koérper
befestigt und das rechte Mittelbein rechtwinklig zum Korper fixiert (Abb. 2.3),
wobei der Femur-Tibia-Winkel bei ungefiahr 120 ° lag. Zur Fixierung diente
Zahnzement (Protemp II; 3M ESPE, St. Paul). Fir die extrazellulare Ableitung
wurde ein langliches Fenster in die ventrale Seite des Femurs geschnitten und das
Bein dann mit Carausius-Ringer umspiilt. So konnte der F2-Nerv mithilfe einer
modifizierten Hakenelektrode abgeleitet werden (Schmitz et al. 1991) (Abb. 2.2).
Sowohl Aufnahmen, als auch die Stimulationsspur wurden hundertfach verstarkt
(Vorverstarker MA101, Elektronikwerkstatt, Universitdat zu Kéln) und dann noch
einmal verstiarkt und gefiltert (4-Kanal-Anpassungs-Verstirker ModelMA102,
Elektronikwerkstatt, Universitdat zu Koéln). Aufgezeichnet und analysiert wurden
die Daten mit Spike2 (Version 7.01, Cambridge Electronic Design, Cambridge,

Grofdbritannien).

Extrazellular-
elektrode

Intrazellular- || Stimulator
elektrode

Abb. 2.3: Schematischer Versuchsaufbau fiir extra- und intrazellulidre Versuche.
Im rechten Mittelbein, welches im 90 © Winkel zum Thorax befestigt wurde, konnte
das fCO stimuliert und der F2-Nerv 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 extrazelluldren Ableitungen dienten parallel zu intrazelluldren 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 Motoneurone, 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 Intrazellulire Ableitung

Flir die intrazelluliren Ableitungen wurde der Thorax des Versuchstieres
(Carausius morosus) 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 Carausius-Ringer (pH = 7,2, Weidler und Diecke 1969) gefiillt.
Daraufthin wurde das Ganglion auf einem mit Wachs beschichteten Ganglienhalter
platziert (Abb. 2.3). Die dufdere Ganglienhiille wurde mit Kaktusnadeln (Nopalea
dejecta) aufgespannt, wodurch das Ganglion am Halter befestigt wurde, um
Bewegungen des Ganglions zu verhindern. Nach dem Absaugen des Ringers wurde
die nun freiliegende innere Ganglienhiille mit Pronase E (Merck, Darmstadt,
Deutschland) fiir 40 Sekunden angedaut, um das Eindringen der Glaselektrode in
das Ganglion zu erleichtern. Danach wurde das Ganglion mehrfach mit Ringer
gespiilt und der Thorax wieder mit Ringer gefiillt.

Die Aktivitit der sensorischen Neurone des fCOs wurde in deren Axonen
gemessen. Dafiir wurden die Zellen im Eintrittsbereich des Nervus cruris ins

Ganglion intrazellular abgeleitet (Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Struktur der sensorischen Neurone des fCOs im Ganglion. Elektrische

Strome in den Neuronen werden im Ubergangsbereich des Nervus cruris (ne) zum
mesothorakalen Ganglion gemessen (Pfeil) (Biischges 1994).

Die verwendete Glaselektrode war mit 3 M Kaliumacetat und 0,1 M Kaliumchlorid
Losung gefiillt und hatte einen Widerstand von 20-35 MQ. Die intrazelluldren
Ableitungen wurden sowohl mit einem 4-Kanal-Anpassungsverstirker Model
MA102 (Elektronikwerkstatt, Universitat zu Koln) verstarkt als auch durch einen
Briickenverstirker (Ba-1S, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland) verstarkt
und gefiltert. Zur Analog-Digital-Umwandlung wurde der CED 1401 (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, Grof3britannien) mit einer Zwischenschnittstelle
genutzt. Aufgezeichnet und analysiert wurden die Daten mit Spike2 (Version 7.01,

Cambridge Electronic Design, Cambridge, Grofsbritannien).

2.5 Konzentrationsreihen der Insektizide an Carausius morosus

Zur Bestimmung der wirksamen Konzentrationen verschiedener Insektizide
wurde der F2-Nerv extrazellular abgeleitet und gleichzeitig das fCO stimuliert. Das
fCO wurde mit jeweils 30 ml Losungen verschiedener Konzentrationen umspiilt.
Dabei wurde mit 1 nM begonnen und in Zehnerpotenzen bis zu 10 uM erhoht.
Anhand der Aktivitit des F2-Nervs 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 an die Aktivitit
wahrend der Relaxationsphase (Abb. 2.5), also des Momentes indem die Extensor

Motoneurone nicht mehr auf den Stimulus reagieren, sondern unabhangig davon
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Aktionspotentiale generieren. Der F2-Nerv zeigte somit bei Einfluss durch ein
Insektizid eine tonische Aktivitdt, im Vergleich zur phasischen Aktivitat wahrend
der Reflexumkehr. Fiir die Auswertung wurden jeweils nach Zugabe der 30 ml
einer Konzentration drei aufeinanderfolgende fCO-Stimulationen ausgewertet.
Dazu wurden die Aktivitit wahrend der Elongation (Anzahl der
Aktionspotentialfrequenz) und die Aktivitit wahrend der Relaxation
(Aktionspotentialfrequenz) gemittelt. Dann wurde die normierte Frequenz in
Prozent aufgetragen, wobei die Aktivitit wahrend der Vorkontrolle mit Ringer als
100% festgelegt wurde. Falls ein Insektizid keine Wirkung zeigte wurde
Pymetrozin (1 puM) als Positivkontrolle genutzt, um einen Praparationsfehler
auszuschliefden. In diesem Versuch wurden folgende Insektizide verwendet:
Pymetrozin, Flonicamid, BCS-C]75565, BCS-CK98573, BCS-AH27783, BCS-
BZ72191, BCS-AJ11868, BCS-AA86075.
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F2

= Effekt von Pymetrozin
|

0.5 mV

Abb. 2.5: Beispiel fiir den positiven Effekt eines Insektizides, hier Pymetrozin.
Die phasische Aktivitit der Extensor Motoneurone verandert sich nach Zugabe eines
Insektizids zu einer tonischen Aktivitat. Die Aktivitit der Extensor Motoneurone (F2)
wird somit durch das Insektizid stimulusunabhdngig. 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 die Reaktion auf einen Stimulus tiber die Zeit verandert und
wann eine Zelle stimulusunabhingig Aktionspotentiale generiert, wurde die
Differenz der Aktivitit von Neuronen wahrend verschiedener Stimulationsphasen
berechnet (Af). Sobald die Aktivitadt gleich hoch war, also die Differenz gegen null
ging, konnte davon ausgegangen werden, dass die Zelle nicht mehr auf den

Stimulus reagiert. Dabei wurden zwei Af unterschieden: Af(P) und Af(V).

APs(t2)  APs(t3)
1 sek 1 sek

Af(V]:

APs(t3)  APs(tl)
1sek 1sek

Af(P)=

Af(P) und Af(V) beziehen sich auf die Aktivitdit von einzelnen sensorischen
Neuronen des fCOs. Af(P) berechnet die Differenz zwischen elongierter und
relaxierter Phase, A(V) die Differenz zwischen Elongation und elongierter Phase

(Phasenbeschreibung: Abb. 2.5).
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2.7 Reaktion in  Abhdngigkeit von der extrazelluldren

Calciumkonzentration bei Carausius morosus

2.7.1 Gesenkte Calciumkonzentration: Habituation und Reaktion auf
Pymetrozin
Um zu testen ob die Reaktion auf Pymetrozin calciumabhdngig ist, wurden
extrazelluldre Ableitungen des F2-Nervs durchgefiihrt, wahrend denen die
Calciumkonzentration der Ringerlésung gedndert wurde. Wie bei di Caprio et al.
(2002) wurde dabei Calcium durch Barium (7,5 mM) ersetzt, um eine Reaktion bei
reduziertem Calcium zu erzeugen. Barium hat die Eigenschaft mit Calcium-
Bindestellen zu interagieren und so das intrazellulare Calcium zu verdrangen,
gleichzeitig kann es aber keine calciumabhingige Reaktion hervorrufen. Der
Ringeraustausch wurde viermal in Abstdnden von 2 Minuten durchgefiithrt und
danach noch ein filinftes Mal nach 15 Minuten. Nach dem letzten Ringeraustausch
wurde noch einmal Zeit gelassen bevor die Messungen starteten, sodass der
modifizierte Ringer insgesamt 30-35 Minuten wirken konnte (Abb. 2.6). Wahrend
des Stimulationsprotokolls wurden fiinf Zyklen hintereinander geschaltet, die
jeweils aus 2 Minuten Ruhe und 1 Minute Dauerstimulation bestanden. Dieses
Protokoll wurde vor und nach dem Ringeraustausch gestartet, um die AP-Frequenz
der Kontrolle (vor dem Ringeraustausch) und die der Messung unter
modifiziertem Ringer zu vergleichen. Diese Messreihe diente der Beantwortung
der Frage, ob die Habituation wahrend der Stimulusantwort tber die Zeit Calcium
abhangig ist und sich so aufgrund der Zugabe des Bariums dndert. Danach wurde
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 Spiilvorginge. Die ersten vier Spiilvorginge
hatten jeweils einen Abstand von 2 Minuten. Der fiinfte und letzet Spiilgang fand
15 Minuten nach dem vierten statt. Nach insgesamt 35 Minuten Spiilzeit startete die
Messreihe.
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2.7.2 Erhohte Calciumkonzentration: Reaktion auf Pymetrozin

In diesen Versuchen wurde der Calciumgehalt des Ringers von 7,5 mM auf
22,5 mM erhoht, um die Auswirkungen einer erh6hten Calciumkonzentration zu
testen. Der Ringer wurde, wie in Abschnitt 2.7 beschrieben, ausgetauscht. Nach
dem Austausch wurde auch hier Pymetrozin mit dem modifizierten Ringer iiber

das fCO gespiilt, um zu sehen ob eine Reaktion noch méglich ist.

2.8 Beinbewegungen von Drosophila melanogaster unter Einfluss von

Pymetrozin

Um die Laufbewegungen von Drosophila unter Einfluss von Pymetrozin zu
beobachten, wurden Videos von Fliegen auf einem luftgelagerten Laufball
aufgenommen. Am Thorax der Fliege wurde eine Halterung mit
blaulichthdrtendem Kleber (3M ESPE Sinfony) befestigt, sodass die Fliege mithilfe
von Mikromanipulatoren (Narishige, Japan) in eine natiirliche Laufposition iiber
dem auf dem Halter liegenden Ball platziert werden konnte. Neben dem Ball wurde
eine Kamera (AOS-S-PRI, AOS Technologies AG, Baden Daettwil, Schweiz;
Auflésung 320 x 240, Bildrate 250 fps, Shutterzeit 400 ps) aufgebaut, deren
Objektiv von einem Ring aus Infrarot-Leuchten umgeben war (Abb. 2.7). So konnte
die Fliege gleichmaf3ig beleuchtet werden, jedoch konnte die Fliege das Licht nicht
wahrnehmen und wurde so nicht beeinflusst. Gefilmt wurde die Fliege von der
Seite, um die Koordination der zur Kamera gerichteten Beine analysieren zu
konnen. Aufgezeichnet und umgewandelt wurden die Videos mit der Software AOS
Imaging Studio V.3.4.7 (AOS Technologies AG, Baden Daettwil, Schweiz).
Pymetrozin wurde iliber eine Fitterung wahrend des Versuches zugefiihrt. Die
Fliegen wurden zuvor 16 Stunden nur mit Wasser gefiittert. Wahrend des
Versuches wurde ihnen dann Mangosaft mit Pymetrozin aus einer Hamilton-
Spritze angeboten, sodass sie diesen trinken konnten, wahrend sie schon tiber dem

Laufball befestigt waren (Abb. 3.16 A).
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Abb. 2.7: Schematischer Versuchsaufbau zum Filmen der Laufbewegungen einer
Drosophila. Die Fliege wird auf einem Ball platziert, der durch einen Halter gestiitzt
wird, durch den mit Hilfe eines Luftstroms der 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 Verfligung gestellt von T. Bockemiihl, Universitit zu Kéln)

2.9 Negative Gravitaxis bei Drosophila melanogaster unter Einfluss

von Pymetrozin

Zur Bestimmung der Wirksamkeit der Insektizide auf die einzelnen Drosophila-
Mutanten wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen negative Gravitaxis
untersucht wurde. Das nattirliche 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 haben, da sie zum einen durch die Aufnahme des Insektizides
eine eingeschrankte Beinkoordination aufweisen miissten. Zum anderen sollte der
Orientierungssinn gestort sein, da die Aufnahme des Insektizides direkt die
Chordotonalorgane der Antennen beeinflusst. Das Chordotonalorgan 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). Fir diese unterschiedlichen Wahrnehmungen sind

verschiedene Populationen von sensorischen Neuronen zustindig, 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 fiir negative Gravitaxis Versuche. In jeweils einem Glas
wurden 10 Fliegen, die 20 Stunden zuvor nur Wasser bekommen haben, mit
Kontrolllosung (links) bzw. Insektizidlésung (rechts) (rote Punkte) gefiittert. 15 und
30 Minuten nachdem die Fliegen in die Gléaser iiberfithrt wurden, wurde die Anzahl
der Tiere auf dem Boden des Glasréhrchens gezahlt.

Fiir den Versuch wurden zwei Glasrohrchen genutzt, in dem jeweils zehn Fliegen
(Mannchen und Weibchen getrennt) getestet wurden (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 fiir die Kontrollgruppen Tropfen einer 5 %-
ige Saccharoseldosung mit DMSO aufgetragen, fiir die Insektizid-Gruppen eine 1 uM
Insektizid-Saccharoselosung. Die Losungen waren auflerdem mit roter
Lebensmittelfarbe versetzt, um durch die Verfairbung des Abdomens erkennen zu
konnen ob die Tiere getrunken haben. Nach Zugabe der Fliegen in die jeweiligen
Glaschen wurde nach 15 min und 30 min gezahlt, wie viele Tiere sich dann auf dem
Boden des Rohrchens befunden haben. Fiir die Auswertung wurde mit dem t-Test
berechnet, ob die Anzahl der Fliegen in den Kontrollgruppen und die der
Insektizidgruppen sich unterscheiden. Signifikanz wurde in Abbildungen markiert

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

Dieser Versuch diente dazu herauszufinden, ob die einzelnen Proteine, die im
Transduktionsprozess im Chordotonalorgan beteiligt sind, durch Pymetrozin und
andere Insektizide beeinflusst werden. Die Proteine wurden mithilfe der UAS-
Gal4-Methode in Gr5a-Rezeptoren eingefiigt, um so iliber den PER eine Reaktion
erkennen zu kénnen (Phelps und Brand 1998).

Die Praparation wurde wie bei Shiraiwa und Carlson (2007) beschrieben
durchgefiihrt. Die Fliegen wurden erst 3 - 4 Tage in frischen Futtergldschen mit
normalem Futter gehalten. Danach wurden sie fiir 24 - 28 Stunden bei 23 °C
hungern gelassen indem ihnen nur noch Wasser zur Aufnahme zur Verfiigung
stand. Mithilfe eines Luftstroms wurden einzelne Fliegen in einer gelben
Pipettenspitze (1 - 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 Dochtes aus Kimwipe, der mit der jeweiligen
Kontroll- oder Versuchslosung getrankt war, wurden die Losungen mit dem
Labellum in Kontakt gebracht. Als Negativstimulus wurde Wasser genutzt, als
Positivstimulus eine Saccharosel6sung (100 mM). Nur, wenn die Fliegen vor und
nach einem Versuch nicht auf das Wasser, jedoch auf die Zuckerlésung reagierten,
wurden die Ergebnisse als messbar gewertet. Die Losungen der Insektizide hatten
eine Konzentration von 10 uM. In diesem Versuch wurden folgende Insektizide

verwendet: Pymetrozin, BCS-AH27783, BCS-BZ72191, BCS-AJ11868.
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3 Ergebnisse

3.1 Injektionsversuche

Mithilfe der Injektionsversuche sollte die allgemeine Wirksamkeit der Insektizide
auf Stabheuschrecken untersucht werden, da diese bisher nur bei anderen
Tierarten, wie zum Beispiel Blattlausen (Aphis gossypii und Myzus persicae) und
Wanderheuschrecken (Locusta migratoria), gezeigt wurde (Ausborn et al. 2005;
Harrewijn und Kayser 1997). Dabei ldsst sich zusammenfassen, dass alle
getesteten Insektizide dhnliche Reaktionen bei den Stabheuschrecken hervorrufen
(Abb. 3.1). In der Regel zeigten die Stabheuschrecken gestreckte Beine. Diese
Reaktion trat nach weniger als 5 Minuten auf, teilweise schon 10-20 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 Bewegungsunfdhigkeit hielt mindestens tiiber die
nachsten 10 Stunden an. Nach 24 Stunden konnten noch leichte
Bewegungseinschrankungen registriert werde. Jedoch war ein klarer Riickgang
dieser Einschrankung bei allen Insektiziden zu erkennen, bis hin zur problemlosen

Laufbewegung.

Kontrolle

Abb. 3.1: Injektionsversuche. Das Verhalten einer Stabheuschrecke (Carausius
morosus) 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 natiirliches Verhalten der
Stabheuschrecke ist. Bei mit Pymetrozin injezierten Tieren war bereits nach 1 Minute
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 das Tier bewegungsunfihig. Dieser Zustand hielt iiber
mehrere Stunden an. Nach 24 Stunden war das Tier jedoch wieder normal beweglich.
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3.2 Konzentrationsreihen

Mit Hilfe von Konzentrationsreihen sollten die jeweiligen Wirkkonzentrationen
der einzelnen, vor allem unbekannten Insektizide bestimmt werden. Als wirksam
galt ein Insektizid, wenn es dazu fiihrte, dass der Widerstandsreflex der Extensor
Motoneurone in eine anhaltende Aktivitat {iber eine komplette Stimulationsrampe
tiberfiihrt wurde, was einer Streckung des Beines gleichzusetzen ist (Abb. 2.5).
Pymetrozin zeigte sich eindeutig als potentestes Insektizid (N = 3). Eine Reaktion
zeigte sich schon bei 1nM und verstiarkte sich noch bis zur fast vélligen
stimulationsunabhangigen Aktivitdt bei 100 nM (Abb. 3.3). Diese Ergebnisse zeigen
jedoch nicht das bereits beschrieben Alles-Oder-Nichts-Prinzip (Ausborn et al.
2005), sondern eine konzentrationsabhdngige Abstufung der Reaktion (Abb. 3.2).

Ringer 10 nM 1pM

T i T e

1sek

Abb. 3.2: Vergleich der Extensor Motoraktivitit (F2-Nerv) unter dem Einfluss
von Ringer und zwei unterschiedlichen Konzentrationen von Pymetrozin.
Wéhrend der Kontrollphase mit Ringer ist ein eindeutiger Widerstandsreflex zu
sehen, dass heif3t wahrend der Elongation sind die Extensor Motoneurone aktiv und
wahrend der Relaxation gehemmt. Bei einer Konzentration von 10 nM ist diese
Hemmung weitestgehend aufgehoben, jedoch ldsst sich immer noch eine hohere
Aktivitit wahrend der Elongation erkennen. Dieser Unterschied ist bei einer
Konzentration von 1 pM nicht mehr zu sehen. Die Extensor Motoneurone sind somit
unabhdngig vom Stimulus aktiv.

CK98573 (N =4) ist ab einer Konzentration von 10 uM wirksam, was in diesem
Fall nicht durch eine vorherige graduelle Wirksamkeit zu erkennen war, wie zum
Beispiel bei C]75565 und BZ72191 (Abb. 3.3). CJ75565 (N =4) zeigte schon bei
1 nM leichte Wirksamkeit, die sich bei 100 nM noch verstarkte und bei 10 uM zur
vollen Auspragung kam. Bei BZ72191 (N =4) schien die Wirksamkeit erst ab

100 nM einzusetzen und verstarkte sich bis zum maximalen Effekt bei 10 uM.
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Abb. 3.3: Konzentrationsreihen der Insektizide Pymetrozin, CK98573,
CJ75565 und BZ72191. Blaue Linie: Aktionspotentiale pro Elongation; Rote
Linie: Aktionspotentiale pro Relaxation. Gezeigt sind Mediane und Quantile.
Sobald Die Wirkung von Pymetrozin setzte bereits bei geringen Konzentrationen
ein (1 nM) und stieg dann  konzentrationsabhingig, bis  zur
stimulationsunabhingigen Aktivitit, weiter an. Die Wirkung von CK98573 zeigte
bei 1 puM schone eine Tendenz, setzte aber bei 10 uM ein, was im Vergleich zu
allen anderen Insektiziden ungewdhnlich spat war. CJ75565 und BZ72191 haben
ihren maximalen Effekt bei 10 uM, wobei bei CJ75565 schon um 1 nM eine
Wirkung zu erkenne war, bei BZ72191 hingegen erst ab 100 nM.
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Flonicamid hingegen zeigte ein ganzlich anderes Ergebnis (N =4). Bei den
Versuchen war zu erkennen, dass Flonicamid bis zu einer Konzentration von
10 uM keine Reaktion hervorrief, die phasische Reizantwort der Extensor
Motoneurone also bestehen blieb. Dieses Phanomen konnte allerdings nicht an der
Praparation liegen, da die Kontrolle mit Pymetrozin im Anschluss einwandfrei die

erwartete vom Stimulus unabhéngige Reaktion hervorrief (Abb. 3.4).

Flonicamid
N=4

|

Ringer 100 nM 1uM 10 M Pym

Abb. 3.4: Flonicamid-Konzentrationsreihe. Blaue Linie: Aktionspotentiale pro
Elongation; Rote Linie: Aktionspotentiale pro Relaxation. Gezeigt sind Mediane
und Quantile. Flonicamid zeigte bis zu einer Konzentration von 10 pM keine
Wirkung. Eine fehlerhafte Prédparation konnte ausgeschlossen werden, da
Pymetrozin als Kontrolle die erwartete Wirkung aufwies.

Aktionspotentiale pro Stimulusphase
N
1928
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Das Insektizid AH27783 war im Vergleich ein wenig potentes Insektizid (Abb. 3.5).
Sowohl bei 10 uM als auch bei 100 pM lasst sich tendenziell erkennen, dass es eine
Wirkung hat, jedoch lasst sich keine eindeutige Aussage iiber die maximal
wirksame Konzentration sagen (N = 7). Zur Kontrolle der Praparation wurde auch

hier wieder Pymetrozin verwendet.

@
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Abb. 3.5: AH27783-Konzentrationsreihe. Blaue Linie: Aktionspotentiale pro
Elongation; Rote Linie: Aktionspotentiale pro Relaxation. Gezeigt sind Mediane und
Quantile. Die maximal wirksame Konzentration lief? sich nicht bestimmen, jedoch war
bei 10 pM und 100 pM tendenziell eine Wirkung zu erkennen. Die schwache Wirkung
war nicht auf die Praparation zuriickzufiihren, da die Positivkontrolle mir Pymetrozin
erfolgreich war.

Die wirksamen Konzentrationen der Insektizide AJ11868 und AA86075 (Abb. 3.6)
unterschieden sich hingegen bei den Insektiziden. Die Aktivitit der Extensor
Motoneurone wurden bei AJ11868 bereits bei 100 nM beeinflusst (N = 7) und die
vollstandige Wirkung zeigte sich bei 10 uM, wohingegen AA867075 erst in viel
hoheren Konzentrationen (920 uM) wirkte (N =1). Wie durch die Versuche
bestatigt, waren die beiden Insektizide auswaschbar (Information durch
personliches Gesprach mit Dr. U. Ebbinghaus, Bayer CropScience), also war, durch
erneute Zugabe von Ringer, die Reaktion auf das Insektizid reversibel. Es wurde
jedoch nicht ganz wieder der vorherige Reaktionszustand erreicht, was aber daran
liegen konnte, dass nur 20 min gespiilt wurde. Eventuell ware die Wirksamkeit bei

beiden Insektiziden nach langerem Spiilen wieder vollstandig aufgehoben worden.
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Aktionspotentiale pro Stimulusphase
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Abb. 3.6: Konzentrationsreihe der Insektizide AJ11868 und AA86075. Blaue
Linie: Aktionspotentiale pro Elongation; Rote Linie: Aktionspotentiale pro Relaxation.
Gezeigt sind Mediane und Quantile. Die Wirkung von AJ11868 setzte schon ab einer
Konzentration von 10 nM langsam ein und wirkte vollstdndig bei einer Konzentration
von 10 pM, es kam sogar dazu, dass die Aktivitit wihrend der Relaxation h6her war,
als die wahrend der Elongation, was den negativen Wert erklart.. AA86075 hingegen
wirkte erst bei sehr hohen Konzentrationen. Beide Insektizide waren auswaschbar
und ihre Wirkung war teilweise reversibel.
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3.3 Reaktion in  Abhdngigkeit von der  extrazelluliren

Calciumkonzentration

3.3.1 Erniedrigte Calciumkonzentration: Habituation und Reaktion auf
Pymetrozin
Um festzustellen ob die Calciumkonzentration fiir die Wirksamkeit von Pymetrozin
eine Rolle spielt, wurde das Calcium im Ringer durch Barium ersetzt. Dadurch
konnte auch gleichzeitig getestet werden, ob die geringe Calciumkonzentration
eine Auswirkung auf die Habituation des Widerstandsreflexes des femoralen
Chordotonalorgans hat (Abb. 3.7). Anhand der Reaktion der erregenden Extensor
Motoneurone lief2 sich erkennen, dass es keinen Unterschied zwischen der
Reaktion im Kontrollringer und der Reaktion unter Barium gab (orange und rote
Kurve, Abb. 3.7). Die Habituation ist also nicht durch den Austausch des Ringers
beeinflusst worden. Genauso verhielt es sich mit der Reaktion auf Pymetrozin:
Auch diese zeigte sich unter Barium genau wie unter normalem Ringer (griine und
blaue Kurven, Abb. 3.7). Die Extensor Motoneurone zeigten tonische Aktivitat und
reagierten nicht mehr auf die Stimulation des fCOs. Ob die Reaktion wirklich
unabhdngig von Calcium bzw. Barium ist oder das Barium nicht zum femoralen
Chordotonalorgan diffundieren konnte lasst sich anhand dieses Versuches nicht

nachvollziehen.
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Abb. 3.7: Verhalten der Extensor Motoneurone unter Bariumeinfluss. Die
Abbildung zeigt die Aktionspotentialfrequenz iiber jeweils 40 Rampen. Zu erkennen
ist, dass unabhangig, ob Calcium oder Barium im Ringer vorhanden ist, die Adaptation
tiber die Zeit die gleiche ist. Diinn = Einzelmessungen pro Ableitung; Dick =
Mittelwert.

3.3.2 Erhohte Calciumkonzentration: Reaktion auf Pymetrozin

Um zu testen, ob eine erhohte Calciumkonzentration Auswirkungen auf die
Wirksamkeit von Pymetrozin hat wurde der Kontrollringer gegen einen Ringer
ausgetauscht, der 22 mM Calcium enthielt. Auch hier liefd sich, wie schon im
Experiment mit Barium sagen, dass sich keine Auswirkung auf die Wirkung von
Pymetrozin zeigte. Trotz des geanderten Ringers kam es zu einer vom Stimulus
unabhangigen Reaktion durch Pymetrozin. Wie schon beim Versuch mit Barium
(Abb. 3.7) lasst sich auch hier nicht klaren, ob die Reaktion von Pymetrozin
wirklich unabhdngig von Calcium ist oder sich die intrazelluldre

Calciumkonzentration aufgrund des Versuches nicht gedandert hat.
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3.4 Reaktion der sensorischen fCO-Neurone

3.4.1 Pymetrozin

Um festzustellen, ob Pymetrozin spezifisch auf einzelne Typen von sensorischen
Zellen wirkt oder auf alle Zelltypen die gleiche Wirkung hat und abhdngig von
einer fCO-Stimulation, also einem mechanischen Reiz ist, wurden intrazellulare
Einzelzellableitungen von unterschiedlichen Zelltypen gemacht. Mithilfe dieser
Versuche sollte gezeigt werden, wie genau Pymetrozin auf die einzelnen Zellen
wirkt: (1) Wie sich die Abhangigkeit der Aktivitat vom Stimulus verdndert. (2) Die
Zeit bis zur Wirksamkeit dauert, sowohl in den sensorischen Zellen, als auch im
Vergleich dazu in den Extensor Motoneuronen. (3) Wie sich die maximale
Frequenz wahrend der einzelnen Stimulationsphasen nach der Wirkung von
Pymetrozin verandert.

Abb. 3.8 zeigt die Ableitung einer V+ Zelle bei dauerhafter fCO-Stimulation. Die
Reaktion vor der Zugabe von Pymetrozin zeigte eine erhohte Aktivitat wahrend
der Elongation des fCOs, weshalb diese Zelle als V+ Zelle definiert wurde. Nach der
Zugabe von Pymetrozin wurde die Reaktion stimulusunabhdngig und die
phasische Reizantwort dndert sich so zu einer tonischen Aktivitat liber den
gesamten Stimulus. Diese Reaktion war auch bei weiteren Zelltypen unter
Dauerstimulation zu beobachten (P-V+, P+V+, V-). An Af (Abb.3.9), also der
Differenzberechnung einzelner Stimulationsphasen, lasst sich die Unabhangigkeit
der Reaktion vom Stimulus gut erkennen, da die Differenz liber die Zeit gegen Null
geht. Die durchschnittliche Frequenz der vom Stimulus unabhéngigen Reizantwort
bei der abgeleiteten V+ Zelle war jedoch nicht so hoch, wie die wahrend der
Elongation zuvor. Wahrend der Kontrollmessung erreichte die Frequenz ca.
190 Hz, nach der Wirkung von Pymetrozin maximal 120 Hz (Tab. 3.2).

Desweiteren wurde die Reaktion von sensorischen Zellen auf Pymetrozin ohne
fCO-Stimulation getestet, um herauszufinden, ob die Wirksamkeit von Pymetrozin
abhangig von einem mechanischen Reiz ist. Dabei waren die abgeleiteten Zellen in
der Phase ohne fCO-Stimulation spontan aktiv (Abb. 3.10, mittelgrof3e Amplitude).
Trotz der fehlenden fCO-Stimulation zeigten sie die gleiche Reaktion auf
Pymetrozin, wie die Zellen unter Dauerstimulation. Dies war unabhdngig vom

Zelltyp (V+, V-, P+V-). Alle Zellen wurden aktiv nachdem das fCO mit Pymetrozin
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umspilt wurde und reagierten danach nicht mehr auf einen Stimulus. Hier zeigte
sich die Frequenzentwicklung jedoch anders als bei der vorherigen V+ Zelle unter
Dauerstimulation. Wahrend der Kontrollphase zeigten sich Frequenzen von bis zu
30 Hz wahrend der elongierten Phase (P+) und bis zu 60 Hz wahrend der
Relaxation (V-). Nach der Applikation von Pymetrozin hingegen stieg die Frequenz
bis auf 80 Hz an (Tab. 3.2).

Um nun herauszufinden, ob die Reaktion abhdngig von der spontanen Aktivitat
einer Zelle wahrend des Umspiilens des fCOs mit Pymetrozin ist, wurde das fCO so
entspannt, dass es einer getreckten Haltung der Tibia entsprach, also einem
Femur-Tibia Winkel von 180 °. Diese Ausgangsstellung fiihrte dazu, dass die
abgeleiteten Zellen ohne Stimulation des fCOs keine Aktionspotentiale generierten.
Auch bei diesen Zellen (V+, P+V+-, P+A-) zeigte Pymetrozin die zuvor beschriebene
Wirkung (Abb. 3.11 und Abb. 3.12). Die Zellen wurden nach kurzer Zeit alle aktiv
und konnten danach nicht mehr auf ihre urspriingliche Weise auf einen Stimulus
reagieren. Die Frequenz nach der Zugabe von Pymetrozin war auch hier mit bis zu
80 Hz geringfiigig hoher als bei der Kontrollstimulation, bei der wahrend der
Elongation (V+) eine Frequenz von bis zu 75 Hz auftrat, wahrend der elongierten
Phase (P+) bis zu 23 Hz und wahrend der Relaxation (V-) bis zu 54 Hz (Tab. 3.2). In
Abb. 3.8 ist zusitzlich zu sehen, dass die V+ Zelle unter der anhalten Stimulation
die Aktivitat kontinuierlich beibehélt. Die setzte sich fort bis zum Abbruch der
Ableitung wenige Minuten spater. Dieses Phdanomen ist allerdings nur bei dieser
einen Zelle zu erkennen. Bei allen anderen Zellen brach die Aktivitit spontan, wie
in Abb. 3.10 zu sehen, ab.

Der Beginn der Aktivitatsverdanderung aufgrund von Pymetrozin zeigte sich bei
den Extensor Motoneuronen (F2-Nerv) unterschiedlich im Vergleich zur Aktivitat
der sensorischen Neurone des fCOs. Die Extensor Motoneurone wurden, wie schon
bei Ausborn (2005) beschrieben alle tonisch aktiv und reagierten nicht mehr auf
die Stimulation des fCOs. Der Zeitpunkt der maximalen Frequenzverdnderung
aufgrund von Pymetrozin ist jedoch unterschiedlich: In zwei Ableitungen zeigt sich
der Verlust der Stimulusabhangigkeit der Extensor Motoneurone zum gleichen
Zeitpunkt wie bei den sensorische Neuron (Abb. 3.8 und Abb. 3.11) (dauerhafte

Stimulation: zweimal V+), in fiinf Ableitungen spater als das sensorische fCO-
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Neuron (Abb. 3.10) (dauerhafte Stimulation: V-; ohne Stimulation, aktiv: P+V-, V+,
V-; nicht klar definierte Stimulation: P+V+-) und in einer Ableitung sogar frither
(dauerhafte Stimulation: P-V+). Bei drei Ableitungen konnte aufgrund der nicht
vorhandenen F2-Ableitung keine Aussage getroffen werden. Die Zeiten der Latenz
vom Beginn der Spiilung mit Pymetrozin bis zur hoéchsten durchschnittlichen
Frequenz sind, sowohl fiir die sensorischen Neurone des fCOs als auch fiir die
Extensor Motoneurone im F2-Nerv, in Tab. 3.2 aufgefiihrt.

Damit lasst sich zusammenfassen, dass Pymetrozin auf alle getesteten Zelltypen
(A+ nicht getestet) wirkt, indem die Aktionspotentiale der sensorischen Zellen erst
Stimulus unabhangig generiert werden und die Zellen dann inaktiv sind (Tab. 3.1).
Wihrend der Anderung der Frequenz aufgrund von Pymetrozin lisst sich keine

Anderung in der Amplitude oder sonstigen Form der Aktionspotentiale erkennen.

Tab.3.1: Anzahl der abgeleiteten Zelltypen. Zelltypen, die aus mehreren
Untereinheiten bestanden, wurden hier aufgetrennt, um die Anzahl der gemessenen
Zelltypen zu verdeutlichen. Eine Auflistung der abgeleiteten Zellen, ohne Aufspaltung
in einzelne Untertypen ist in Tab. 3.2 zu sehen. Die Aktivitit beschreibt, ob eine Zelle
ohne eine Stimulation spontan aktiv ist oder inaktiv.

Aktivitat P+ P- V+ V- A-
Dauerstimulation 1 1 5 1
ohne Stimulation + 1 1 2
ohne Stimulation - 2 2 1 1
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Tab. 3.2: Maximum der durchschnittlichen Frequenzen der intrazellulir
abgeleiteten Zellen im Vergleich zum Maximum der durchschnittlichen
Frequenz nach der Wirkung von Pymetrozin. Die Maximale Frequenz wurde
wahrend der gesamten Ableitung durch Spike2 in Zeitabschnitten von 0,1 Sekunde
berechnet. Die Frequenzen wurden fiir die Untereinheiten einzeln bestimmt. Diese
Messungen wurden kurz vor Beginn der Spiillung mit Pymetrozin gemacht. Die
Aktivitat der Zellen verhielt sich nicht einheitlich gegeniiber den Kontrollmessungen
ohne Pymetrozin. Orange bedeutet, dass die Frequenz iiber der Frequenz unter
Pymetrozin-Einfluss war. Griin bedeutet, dass die Frequenz der Kontrolle unter der
Frequenz der Zelle mit Pymetrozin lag. Die Latenz beschreibt den Zeitraum zwischen
dem Beginn des Spiilens mit Pymetrozin und dem Zeitpunkt der maximalen Frequenz
unter dem Einfluss von Pymetrozin. Es ist zu erkennen, dass die Latenz sehr
schwankend ist und am langsten wahrend der Dauerstimulation auftritt.

Zelltyp Latenz | Latenz
(jeweilsn=1) P+ P- V+ V- A- |Pymetrozin| fCO F2
Dauerstim.

P-V+ 76 Hz | 115 Hz 73 Hz 115sek | 110 sek
P+V+ 67 Hz 140 Hz 137 Hz 95 sek -

V+ 190 Hz 120 Hz 117 sek | 118 sek
V+ 76 Hz 114 Hz 50 sek | 50 sek
V- 160 Hz 141 Hz 91 sek | 123 sek
ohne Stim., aktiv

P+V- 30 Hz 60 Hz 80 Hz 63 sek | 81 sek
V+ 40 Hz 36 Hz 75 sek | 95 sek
V- 310 Hz 145 Hz 57 sek | 86 sek
ohne Stim., inaktiv

P+V+- 23 Hz 75Hz | 54 Hz 80 Hz 52 sek | 59sek
P+A- 70 Hz 61 Hz 76 Hz 35 sek -

V+ 30 Hz 79 Hz 29 sek -
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3.4.2 Flonicamid

Wie bereits unter 3.2 beschrieben liefd sich bei der extrazellularen Ableitung des
F2 keine Einfluss durch Flonicamid feststellen. Auch bei der intrazellularen
Ableitung einer V+ Zelle kam es zu keiner Reaktion auf Flonicamid, weder bei einer
Konzentration von 10 nM noch bei einer von 1 pM. Eine fehlerhafte Praparation
konnte jedoch ausgeschlossen werden, da die Positivkontrolle am Ende des
Versuches mit Pymetrozin funktionierte. Dieses Ergebnis, in Kombination mit den
Ergebnissen aus den positiven Injektionsversuchen und der Bestimmung der
Konzentrationsreihe, stimmt mit der Vermutung iiberein, dass Flonicamid ein
sogenanntes ,Pro-Insektizid“ ist (Dr. U. Ebbinghaus, Bayer CropScience;
personliches Gesprach, Nauen und Bretschneider 2002), also eine Substanz, die

erst im Korper verstoffwechselt werden muss, um wirksam zu sein.

3.4.3 Wirkung unbekannter Insektizide auf das femorale Chordotonalorgan
Auch die drei unbekannten Insektizide AJ11868, AH27783 und BZ72191 wurden
an intrazelluldren Ableitungen der sensorischen Neurone des Chordotonalorgans

getestet, wahrend diese nicht stimuliert, aber trotzdem spontan aktiv waren.

3.4.3.1 AJ11868

AJ11868 wurde an zwei Zellen getestet. Bei einer P-V- Zelle wurde eine
Konzentration von 1 uM verwendet. Dabei lasst sich erkennen, dass das Insektizid
zwar eine Wirkung zeigte, diese aber nicht ausreichte, um die Sensitivitat auf den
Stimulus des fCOs aufzuheben. Es lief3 sich weiterhin eine erhohte Reaktion
wahrend der Relaxation (V-) erkennen (Abb.3.13, untere Spur). Bei einer
Konzentration von 10 pM (P+-V+ Zelle) lief? sich jedoch eine vollstindige Abnahme
der Sensitivitat erkennen. Aufderdem brach auch hier, wie schon bei Pymetrozin,
die Aktivitit der Zelle nach kurzer Zeit ab. Jedoch kam es fiir einen Zeitraum von
ca. 100 Sekunden zu einer erneuten, sehr schwachen, spontanen Aktivitat
(Abb. 3.14), was darauf hindeuten konnte, dass selbst 10 uM keine ausreichend
anhaltende Wirkung auf das femorale Chordotonalorgan hat. Parallel dazu lief3 sich
bei der Ableitung des F2-Nervs erkennen, dass das SETi zum selben Zeitpunkt wie

das sensorische Neuron aktiviert wurde und kurze Zeit spater auch Kkeine
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Aktionspotentiale generierte, was im Vergleich zu den Pymetrozinversuchen
ungewohnlich ist. Auch in diesem Versuch, wie schon bei der Bestimmung der
Konzentrationsreihen, konnte AJ11868 ausgewaschen werden. Innerhalb von 5
Minuten zeigten sich wieder die ersten Aktionspotentiale und ca. 25 Minuten

spater reagierte die sensorische fCO-Zelle wieder wie zuvor auf den Stimulus.

5mV

— 73mV

7N

1 — 70 mV
Abb. 3.13: Ableitung einer P-V- Zelle, vor (oben) und nach (unten) dem Kontakt
mit dem Insektizid AJ11868 (1 uM). Die Zelle ist in der Kontrollableitung sensitiv
wahrend der relaxierten Phase und der Relaxation der Stimulation. Nach der Zugabe
von Ringer mit einer Konzentration von 1 uM AJ11868 ist die Zelle auch wahrend der
elongierten Phase aktiv, aber es lasst sich noch eindeutig der V- Anteil der Zelle

erkennen. Die Konzentration scheint also noch nicht hoch genug zu sein, um eine
vollstandige Wirkung hervorzurufen.
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3.4.3.2 BZ72191

Auch das Insektizid BZ72191 zeigte eine ahnliche Wirkung, wie Pymetrozin.
Allerdings schien 10 uM nicht, wie bei der Bestimmung der Konzentrationsreihe
ermittelt, die maximal wirksame Konzentration zu sein. Nachdem die Reaktion der
Zelle unabhingig vom Stimulus war, konnten immer wieder Schwankungen in der
Frequenz der Aktionspotentiale gemessen werden, jedoch kam es nie zu einem
Abbruch der Aktivitiat. Diese Schwankungen bestanden bis zu 20 Minuten nach
dem mit dem Auswaschen begonnen wurde. Ungefahr weitere 10 Minuten spater
reagierte die P+-V+ Zelle wieder in ihrer urspriinglichen Art auf den Stimulus
(Abbildung nicht vorhanden). Bei diesem Versuch reagierten die Extensor
Motoneurone frither als das sensorische Neuron. Aufgrund des Verlustes der F2-
Ableitung kann jedoch keine Aussage getroffen werden, wann die Aktivitat der

Extensor Motoneurone wieder abhdngig vom Stimulus war.

3.4.3.3 AH27783

Das letzte Insektizid, welches an sensorischen Neuronen getestet wurde, war
AH27783. Auch hier kam es bei einer Konzentration von 10 uM zu einem Anstieg
der Aktivitdt, jedoch nicht zu einer vollstandigen Entkopplung vom Stimulus.
Dieses Ergebnis war aufgrund der vorher bestimmten Konzentrationsreihe zu
erwarten gewesen, da sich selbst bei einer Konzentration von 100 pM keine
maximale Wirkung erkennen lief3 (Abb.3.15). Die Aktivitit der Extensor
Motoneurone war dhnlich der Aktivitat der sensorischen Zelle: Zwar kam es kurz
zu einer Aktivierung der Neurone, diese brach jedoch nach kurzer Zeit wieder ab.
Trotzdem reagierten sie danach auch weiterhin auf den Stimulus. Im Gegensatz zu
den zwei vorhergegangenen Insektiziden, wurde dieses nicht als auswaschbar
beschrieben, jedoch liefd sich auch hier eine Verbesserung der Reaktion auf den

Stimulus, durch erneute Zugabe von Ringer feststellen.
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3.5 Beinbewegungen von Drosophila melanogaster unter Einfluss von

Pymetrozin

Um herauszufinden, ob Pymetrozin auch auf Drosophila melanogaster wirkt und
welche Verhaltensianderungen wahrend des Laufens hervorgerufen werden
wurden die Beinbewegungen von Drosophila unter dem Einfluss von Pymetrozin
bei drei verschiedenen Konzentrationen beobachtet. Wie viel die Fliegen
getrunken haben, konnte allerdings nicht genau bestimmt werden. Die erste Fliege
wurde mit einer Pymetrozinlésung mit einer Konzentration von 1 pM gefiittert, die
zweite mit einer Konzentration von 100 pM und die dritte mit 1 mM. Alle drei
Fliegen zeigten d&hnliche Verhaltensweisen, die sich mit Erhéhung der
Konzentrationen des Insektizids verstarkten. Bei der ersten Fliege (1 pM
Pymetrozin) zeigten sich erst nach ca. zehn Minuten erste leichte
Bewegungsveranderungen. Die Fliege schien eher auf ihren Tibia-Tarsus-Gelenken
(im folgenden TT-Gelenke genannt) zu gehen, als auf ihren Tarsen (ahnlich wie bei
Abb. 3.16 C). Nur wenige Minuten spater hob sie ihre Hinterbeine auf Hohe ihres
Abdomens nach oben und es waren leichte, regelmafdige Zuckungen der Tarsen zu
erkennen, woraufhin das der Kamera zugewandte Hinterbein einmal senkrecht
nach oben gestreckt wurde. Danach machte die Fliege wieder normale
Laufbewegungen. Wenige Minuten spater streckte die Fliege ihre Beine wieder
nach hinten wobei das FT-Gelenk durchgestreckt war, das TT-Gelenkt jedoch im
90 ° Winkel nach oben abgewinkelt war. Danach lief die Fliege wieder auf ihren
TT-Gelenken, bis sie schliefdlich, ca. 30 Minuten nach dem Fittern, wieder normal
lief. Die zweite Fliege, die mit 100 uM Pymetrozin im Saft gefiittert wurde zeigte
bereits nach zwei bis drei Minuten Bewegungsveranderungen. Genau wie bei der
ersten Fliege fing diese Fliege an auf ihren TT-Gelenken zu gehen, kurze Zeit spater
konnte sie die Richtungsbewegungen ihrer Beine nicht mehr kontrollieren und die
Beine rutschten zu allen Seiten weg. Dieses Verhalten ging so weit, dass die Beine
kurzzeitig unter ihrem Korper nach hinten wegrutschen (dhnlich wie bei

Abb. 3.16 D). Diese Bewegungen zeigten sich immer wieder, wurden jedoch
regelmafig durch anndhernd normale Laufsequenzen unterbrochen, bei denen es
allerdings manchmal die Beine in der Schwingphase hoher als normal waren. Bei

der dritten Fliege zeigten sich innerhalb von zwei Minuten erste unnormale
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Bewegungsabldufe. Inmer wieder streckte die Fliege ihre Hinterbeine grade nach
hinten, wobei sie ihre Tarsen im 90 °© Winkel nach oben abwinkelte. Wahrend
dessen zeigte sie auch, anders als die Fliegen zuvor, Zuckungen ihrer Fliigel, die
darauf zuriickzufiihren sein kénnten, dass auch in der Bewegungskontrolle der
Fliigel Chordotonalorgane beteiligt sind (Field und Matheson 1998; Kim et al.
2003). Schliefilich war fiir kurze Zeit nur noch das Fliigelzucken zu sehen bis die
Fliege nach ungefahr vier Minuten vier Beine (alle Kameraseitigen und das der
Kamera abgewandte Hinterbein) senkrecht in die Hohe streckte und fiir mehrere
Sekunden in dieser Position verweilte (Abb. 3.16 B). Danach lief3 sie die Beine
wieder herunter, stellte sie aber nicht wieder auf dem Ball ab, sondern verweilte
am Draht hdngend in der Luft. In den folgenden Minuten versuchte die Fliege
immer wieder zu gehen. Dabei lief sie meist auf ihren TT-Gelenken (Abb. 3.16 C)
und konnte sich nicht richtig am Ball festhalten, was dazu fiihrte, dass ihre Beine
unkoordiniert in alle Richtungen abrutschten wie zum Beispiel in Abb. 3.16 zu
sehen, wo alle sechs Beine gleichzeitig abrutschten und durch die Bewegung des
Balles nach hinten gelenkt wurden.

Eine genauere Beschreibung der Beinbewegungen als die Bestimmung der
Gelenkstellung im Raum war bei diesen Versuchen nicht méglich, da die Beine sich
nicht nur in einer Ebene, sondern in allen Ebenen bewegten, zum Beispiel auch
unter dem Korper. Dadurch war nicht gewahrleistet, die wirkliche Stellung der
Gelenke in allen Ebenen zu bestimmen, vor allem auch, weil die Beine, wenn sie
sich nebeneinander befanden, nicht immer gut zu sehen waren und somit nicht gut
nach zu verfolgen gewesen waren. Das Gehen auf den TT-Gelenken lasst sich,
genau wie die Fliigelzuckungen, durch die Chordotonalorgane erklaren. Das tibiale
Chordotonalorgan (tCO) ist fiir die Bewegungen des Tarsus im Verhaltnis zur Tibia
mitverantwortlich (Abb. 3.17). Genau wie beim fCO in der Stabheuschrecke, konnte
es hier der Fall sein, dass das Abwinkeln der Tarsen durch Pymetrozin
hervorgerufen wird. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Pymetrozin auch auf
die Chordotonalorgane von Drosophila wirkt. Es ist jedoch eine hohere

Konzentration notig um eine langanhaltende Reaktion hervorzurufen.
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Abb. 3.16: Beinbewegungen von Drosophila vor (A) und nach (B-D) dem Einfluss
von Pymetrozin (1 mM). (A) Eine Fliege trinkt, auf einem Laufball stehend, Saft aus
einer Hamilton-Spritze, der mit Pymetrozin versetzt war. Zu diesem Zeitpunkt zeigte
die Fliege ihre natiirlichen Beinbewegungen. (B) Ungefdhr 5 Minuten nach dem
Trinken zeigte sich eine eindeutige Wirkung von Pymetrozin. Die Fliege streckte die,
der Kamera zugewendeten Beine am Trochanter-Femur Gelenk nach oben. (C) Nach
ungefahr 16 Minuten liefs sich erkennen, dass die Fliege nicht mehr wie zuvor mit den
Tarsen, sondern mit dem Tibia-Tarsus-Gelenk auftrat, da die Tarsen nach oben
gesteckt wurden. (D) Kurze Zeit spater, also ungefahr in der 17. Minute, schaffte die
Fliege es nicht mehr, ihre Beine am Ball zu fixieren, wodurch sich die Beine unterhalb
des Korpers, durch die Bewegung des Balles mitgezogen, nach hinten bewegten.
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Abb. 3.17: Firbung des femoralen und tibialen Chordotonalorgans im Bein von
Drosophila melanogaster. Zu sehen ist das femorale Chordotonalorgan (fCO, roter
Pfeil) im Femur und das tibiale Chordotonalorgan in der Tibia (tCO, blauer Pfeil). Das
tCO dient der Bewegungskontrolle der Tarsen gegeniiber der Tibia. Cox = Coxa,
Tr = Trochanter, Fem = Femur, Tb = Tibia, Tar = Tarsus (Wiek 2012).

3.6 Negative Gravitaxis bei Drosophila melanogaster unter Einfluss

von Pymetrozin

Die Versuche zur Negativen Gravitaxis sollten dazu dienen einen Einblick zu
bekommen, ob die Fliegen noch auf Pymetrozin reagieren, wenn einzelne Proteine
im Chordotonalorgan mutiert sind. Als Kontrolle diente sowohl ein CantonS Stock
als auch w!?78, Wie in Abb. 3.18 zu erkennen ist, befanden sich im Kontrollglaschen
fast keine Fliegen auf dem Boden. Bei den Weibchen dnderte sich dieses Verhalten
hochsignifikant (p <0,001) nachdem die Pymetrozinlésung von den Fliegen
getrunken wurde, sodass sich nach 15 Minuten ungefahr 30 % der Fliegen auf dem
Boden befanden, nach 30 Minuten sogar um die 40 %. Bei den Mannchen verschob

sich die Anzahl der sich auf dem Boden befindenden Tiere sogar schon nach

60



Ergebnisse

15 Minuten auf ungefahr 50 % und nach 30 Minuten sogar auf um die 60 %. Dieser
Unterschied zwischen Mannchen und Weibchen koénnte sich auf die
unterschiedliche Kérpergrofie zurtlickfithren lassen, da Mannchen kleiner sind als
Weibchen und somit starker auf Pymetrozin reagieren koénnten. Bei den
heterozygoten NompC-Mutanten lasst sich ein dhnliches Bild erkennen. Bei den
Weibchen steigt die Anzahl der sich auf dem Boden befindlichen Fliegen
hochsignifikant (p < 0,001) an. Dabei befinden sich um die 30 % der Fliegen nach
15 Minuten auf dem Boden und nach 30 Minuten um die 60 %. Bei den Mannchen
steigt die Anzahl sogar nach 15 Minuten auf um die 60 % an und nach 30 Minuten
auf ungefahr 70 %.Bei den weiblichen Iav-Mutanten zeigt sich auch dieses
Verhalten. Unter Pymetrozin befand sich nach 15 Minuten ungefahr die Halfte der
Tiere auf dem Boden, nach 30 Minuten sogar um die 60 %. Die Mannchen
verhielten sich hingegen anders. Aufgrund der homozygoten Mutation (X-
Chromosom) ist das Verhalten der Tiere schon in der Kontrollgruppe so gestort,
dass sie bereits hier nicht im Stande sind die Wande der Glaschen hochzulaufen
und sich daher auch kein Unterschied zu der Gruppe mit Pymetrozin ergeben
kann. Dass keine Fliege von der Pymetrozinlésung getrunken hatte wurde auch
dadurch bestatigt, dass keines der Tiere ein rotes Abdomen hatte, welches durch
die Lebensmittelfarbe in der Loésung entstanden ware (Abb. 3.18).

Abb. 3.19 zeigt, dass auch die Nan-Mutanten sich wie zuvor beschrieben verhalten
und ihr Verhalten unterscheidet sich auch hier hochsignifikant (p <0,001)
zwischen der Kontrolle und der Insektizidgruppe. Bei den Weibchen befinden sich
nach 15 Minuten mehr als 40 % der Tiere auf dem Boden, nach 30 Minuten sogar
tiber 80 %. Bei den Mannchen ist der Unterschied etwas geringer. Nach 15 Minuten
sind 40 % der Fliegen auf dem Boden, nach 30 Minuten fast 60 %. Auch die Fliegen
des Kontrollstocks w118 verhalten sich wie bereits beschrieben. Dabei befinden
sich nach 15 min fast 50 % der Weibchen und ungefahr 30 % der Mannchen auf
dem Boden, nach 30 Min 60 % der Weibchen und 50 % der Mannchen (Abb. 3.19).
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Abb. 3.18: Vergleich der negativen Gravitaxis von Drosophila mit und ohne
Pymetrozin: CantonS, NompC und Iav. Der Kontrollstock (CantonS) lief} sowohl bei
den Weibchen als auch bei den Mannchen einen Effekt von Pymetrozin erkennen. In
der Pymetrozin-Gruppe war der Anteil an Fliegen, die auf dem Boden waren,
hochsignifikant héher als in der Kontrollgruppe (p <0,001). Dieses Ergebnis zeigte
sich schon nach 15 Minuten und war nach 30 Minuten noch verstarkt. Die NompC-
Mutanten verhielten sich dhnlich. Auch hier ist zu erkennen, dass die Fliegen, die
Losung mit Pymetrozin getrunken haben, sich signifikant bzw. hochsignifikant 6fter
auf dem Boden befinden als die Kontrollgruppen (15 min: p < 0,05; 30 min: p < 0,001).
Auch die weiblichen inactive (lav)-Mutanten verhielten sich auf diese Weise, im
Gegensatz zu den Mainnchen, welche aufgrund der homozygoten Mutation (X-
Chromosom) auch schon in der Kontrollgruppe nicht gut in der Lage waren die Wand
des Glaschens hochzulaufen und dadurch auch keine Moglichkeit hatten an das Futter
zu gelangen. Auch bei den nanchung (Nan)-Mutanten war der Unterschied der
Kontrolle zur Insektizidgruppe hochsignifikant (p < 0,001).
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Abb. 3.19: Vergleich der negativen Gravitaxis von Drosophila mit und ohne
Pymetrozin: w118 und Nan. Auch bei den nanchung (Nan)-Mutanten war der
Unterschied der Kontrolle zur Insektizidgruppe hochsignifikant (p <0,001). Der
Kontrollstock (w!118) zeigte sowohl bei den Weibchen als auch bei den Mannchen das
gleiche Verhalten wie schon alle anderen Tiere. Auch hier war der Unterschied
zwischen der Kontrolle und der Insektizidgruppe hochsignifikant (p < 0,001).



Ergebnisse

3.7 Proboscis Extension Response (PER) Versuche an Drosophila

melanogaster

Durch die Proboscis Extension Response (PER) Versuche (Shiraiwa und Carlson
2007) sollte gezeigt werden, ob Pymetrozin und andere Insektizide mit den im
Transduktionsprozess beteiligten Proteinen des Chordotonalorgans interagieren
und so als Target fiir diese dienen. Dazu wurden die Proteine des
Chordotonalorgans mithilfe der UAS-Gal4-Methode in Gr5a-Rezeptoren gekreuzt.
Durch das Austrecken des Riissels konnte so festgestellt werden, wenn die
Insektizide auf einzelne Proteine wirken, die sich nun in den zuckersensitiven
Rezeptoren befanden. Die Versuche wurden nur gezahlt, wenn die Fliege sowohl
vor als auch nach der Insektizidlosung negativ auf die Negativstimulus (dH20) und
positiv auf die Positivstimulus (Saccharoselésung 100 mM) reagierte. Bei allen drei
getesteten Proteinen lief3 sich die gleiche Wirkung der Insektizide erkenne. Durch
Pymetrozin kam es sowohl bei NompC (N =7), als auch bei Iav (N = 3) und Nan
(N = 6) zu keiner positiven Antwort des Proboscis. Auch AH27783 fiihrte zu keiner
Reaktion (NompC (N = 3), Iav (N = 2), Nan (N = 3)). Gleiches zeigte sich auch bei
BZ72191 (NompC (N =4), lav (N =1), Nan (N =3)) und AJ11868 (NompC (N = 4),
Iav (N =1), Nan (N = 3)). Zusammenfassend reagierte keine der Fliegen auf die

Insektizide (Tab. 3.3).

Tab. 3.3: Prozentsatz der Proboscis Reaktionen auf die verschiedenen
Insektizide unter Beriicksichtigung der getesteten Proteine. Wie zu erkenne
ist hat keine der Fliegen auf die Insektizide reagiert. Dabei ist diese Reaktion
vollig unabhdngig von den getesteten Proteinen. Auf die Positivkontrolle
(Saccharoselésung) reagierten sie zu 100 %, was zeigt, dass sie motiviert genug
waren um auf Reize zu antworten.

NompC lav Nan
dH:0 0% 0% 0%
Saccharose 100 % 100 % 100 %
Pymetrozin 0% 0% 0%
AH27783 0% 0% 0%
BZ72191 0% 0% 0%
AJ11868 0% 0% 0%
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4 Diskussion

4.1 Elektrophysiologische Versuche

4.1.1 Pymetrozin

Wie bereits in fritheren Studien gezeigt wurde, fithrt Pymetrozin bei Insekten dazu,
dass diese, wie im Fall der Wanderheuschrecke Locusta migratoria und der
Stabheuschrecke Cuniculina impigra, ihre Beine heben (Ausborn et al. 2005), oder
wie im Fall von Blattldusen (Aphis fabae und Aphis gossypii), ihre Riissel nicht mehr
bewegen konnen und verhungern, da fiir sie keine Moglichkeit mehr besteht
Nahrung aufzunehmen (Harrewijn und Kayser 1997). Das hier gezeigte
Injektionsexperiment zeigte deutlich, dass auch die Stabheuschrecke Carausius
morosus durch Pymetrozin beeinflusst wird, da auch diese, wie die
Wanderheuschrecke, ihre Beine streckt und nicht mehr laufen kann. Im Gegensatz
zu den Blattlausen {berlebt die Stabheuschrecke, wie auch die
Wanderheuschrecke, die Injektion, da sie linger ohne Futter auskommen, als
Blattlduse (Abb. 3.1) und die Wirkung von Pymetrozin mit der Zeit nachldsst. Nach
24 Stunden lasst sich bei den meisten Stabheuschrecken wieder das natiirliche
Laufverhalten auslésen. Die Tiere zeigen also sowohl regelmafdige Stemm- und
Schwingphasen, sowie natiirliche Gelenkwinkelstellungen (Biischges et al. 2008).
Auch die Aktivitit der Extensor Motoneurone zeigt die Wirkung von Pymetrozin
auf die sensorischen Neurone des femoralen Chordotonalorgans bei der
Stabheuschrecke Carausius morosus, ahnlich wie bei der Wanderheuschrecke
(Ausborn et al. 2005). Die Extensor Motorneurone, die sowohl unter dem direktem
Einfluss der Afferenzen des femoralen Chordotonalorgans stehen als auch Signale
durch Interneurone bekommen (Bdssler 1993), wurden tonisch aktiviert, also
unabhéangig von der Stimulation des Chordotonalorgans.

Durch die Ableitungen des F2-Nervs konnte fiir Pymetrozin eine
Wirkkonzentration von ca. 10 nM bestimmt werden. Man konnte erkennen, dass
die Extensor Motoneurone ab dieser Konzentration tonisch aktiv wurden und
keine Reflexantwort auf den Stimulus mehr hervorgerufen wurde. Jedoch lasst sich

die Wirkung von Pymetrozin nicht wie bei Ausborn und Kollegen (2005) mit einem
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Alles-Oder-Nichts-Prinzip erklaren, da es hier zu einer konzentrationsabhingigen
Steigerung der Wirkung kam (Abb. 3.2 und Abb. 3.3). Durch die Ableitungen der
sensorischen Neurone konnte gezeigt werden, dass alle Zelltypen des femoralen
Chordotonalorgans auf Pymetrozin reagierten. Erst wurde ihre Aktivitat
unabhédngig von der Stimulation des femoralen Chordotonalorgans und kurze Zeit
spater brach die die Generation der Aktionspotentiale der sensorischen Neurone
ab. Kaufmann und Kollegen (2004) zeigten, dass Pymetrozin einen Einfluss auf das
serotoninerge System hat, ohne die Wirkung vollstindig zu definieren. In ihren
Versuchen zeigte Pymetrozin dhnliche wie Serotonin, einen spontanen Anstieg an
tonischer Aktivitat, die schliefflich abbrach. Der gleiche Frequenzverlauf konnte
auch in meinen Versuchen bestatigt werden.

Diese tonische Spontanaktivitit konnte auch mit Octopamin in Zusammenhang
stehen. Ramirez und Kollegen (1993, Stabheuschrecke) und Matheson (1997,
Wanderheuschrecke) zeigten, dass Octopamin spontane Aktivitdt in sensorischen
Zellen des femoralen Chordotonalorgans hervorruft. Dafiir war kein Stimulus
notwendig, wie auch bei den hier gezeigten Versuchen, sondern Octopamin wirkte,
wenn das Chordotonalorgan in einer fixierten Position gehalten wurde (Ramirez et

al. 1993), was auch zu meinen Ergebnissen passt.

4.1.2 Flonicamid

Die Injektion von Flonicamid fiihrte wie bei Pymetrozin dazu, dass die Tiere ihre
Beine streckten (Abb.3.1). Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit
Pymetrozininjektionen zeigten sich bei den extrazelluliren (Abb.3.4) und
intrazelluldren Versuchen hingegen keine Veranderung. Dieses Ergebnis lasst die
Spekulation zu, dass Flonicamid ein Pro-Insektizid sein konnte (personliches
Gesprach mit Dr. U. Ebbinghaus, Bayer CropScience). Dies bedeutet, dass
Flonicamid erst im Koérper verstoffwechselt werden muss, um wirken zu kénnen.
Diese Eigenschaft ist bereits von anderen Insektiziden, wie zum Beispiel
Indoxacarb bekannt, welches durch eine Abspaltung einer N-Methoxycarbonyl-
Gruppe zu einem NH-Derivat wird und dadurch als effektiver Natrium-Kanal-

Blocker in Schmetterlingslarven fungiert (Nauen und Bretschneider 2002; Wing et
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al. 1998). Eine Verstoffwechselung war bei der Prédparation fiir die extra- und
intrazelluldren Ableitungen nicht moglich, da nur das Bein mit der Lésung umsptlt

wurde, weshalb Flonicamid nicht wirken konnte.

4.1.3 Unbekannte Insektizide

Die unbekannten Insektiziden (AJ11868, BZ72191 und AH27783) waren eindeutig
weniger potent als Pymetrozin, wirkten aber auch auf das femorale
Chordotonalorgan. Der Grund dafiir ldsst sich nicht definieren, da zu den
Insektiziden keine Informationen, wie zum Beispiel die chemische Struktur,
bekannt sind. Die geringere Wirksamkeit zeigte sich sowohl durch die geringe
Anderung der Aktivitit der Extensor Motoneurone (AJ11868: Abb. 3.6; BZ72191:
Abb. 3.3; AH27783: Abb. 3.5), als auch durch die geringe Anderung der Aktivitit
der sensorischen Neurone des femoralen Chordotonalorgans (AJ11868: Abb. 3.13
und Abb. 3.14; AH27783:Abb. 3.15). Dabei ist zu erkennen, dass BZ72191 und
AJ11868 erst ab einer Konzentration von 10 uM vollstandig wirken. AH27783
hingegen zeigt nicht einmal bei 100 pM eine vollstandige Wirkung.

Die Ableitungen der sensorischen Neurone legen nahe, dass die Insektizide den
gleichen Wirkmechanismus wie Pymetrozin haben konnten, da die Reaktion der
Neurone tibereinstimmten: Auch bei den unbekannten Insektiziden lasst sich
erkennen, dass die Reizantwort der sensorischen Neurone unabhdngig vom
Stimulus des femoralen Chordotonalorgans war. Die dabei auftretende tonische
Aktivitat ist dabei nicht maximal, da, die phasische Reizantwort bei den vorherigen
Kontrollmessungen hohere Frequenzen erreicht hatten. Nachdem die Reizantwort
unabhangig vom Stimulus war, lasst sich bei fast allen Ableitungen erkennen, dass
die Frequenzen geringer werden und schliefdlich keine Aktionspotentiale mehr
generiert werden. Wahrend dieses Prozesses ldsst sich keine Veranderung der

Amplitude oder des Zeitverlaufes der Aktionspotentiale erkennen.
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4.2 Mechanoelektrische Transduktion bei Drosophila melanogaster

Mechanorezeptoren, wie zum Beispiel Chordotonalorgane, dienen der
Umwandlung von mechanischen Reizen in elektrische Signale. Fiir diesen Prozess
werden lonenkandle, sogenannte Transduktionskanile, zur Umwandlung des
mechanischen Reizes, zum Beispiel der Bewegung der Tibia im femoralen
Chordotonalorgan, in ein elektrisches Signal genutzt. Im Johnstonschen Organ,
einem Chordotonalorgan in der Antenne von Drosophila, konnte gezeigt werden,
dass die Kandle aus NompC und Iav und Nan entscheidend am Prozess der
mechanoelektrischen Transduktion beteiligt sind. Dabei wird vermutet, dass
NompC als Transduktionskanal agiert und ein Heteromultimer aus Nan und Iav fiir
eine negative Riickkopplung sorgt (Abb. 1.6) (Gong et al. 2004; Gopfert et al. 2006;
Lu etal. 2009).

Es wurde vermutet, dass Pymetrozin mit einem dieser Kanile interagiert und so
aktivierend auf die sensorischen Neurone des Chordotonalorgans wirkt. Durch die
hier beschrieben Versuche konnte gezeigt werden, dass dies nicht der Fall ist. Die
Kanéle des Chordotonalorgans scheinen nicht als Target fiir Pymetrozin, AJ11868,
BZ72191 oder AH27783 zu dienen: In den Knock-out Versuchen lief3 sich nicht
erkennen, dass die Wirkung von Pymetrozin eingeschrankt ist, wenn Mutationen
an den Kanadlen vorliegen (Abb. 3.18 und Abb. 3.19).

Effertz und Kollegen konnten 2012 zeigen, dass nur in Nullmutanten die
Transduktion fast vollstandig gestort ist. Ergebnisse der Versuche mit NompC
sollten daher mit Vorsicht betrachtet werden, da keine homozygoten Mutanten
vorhanden waren. Auch bei der Iav-Knock-out Mutante konnten bei den Weibchen
nur heterozygote Tiere getestet werden. Die Mainnchen hingegen waren
homozygot. Dies hatte zur Folge, dass die Tiere in ihrer Koordination so gestort
waren, dass sie kein negatives Gravitaxisverhalten zeigen konnten. Dieses
eingeschrankte Laufverhalten wurde auch bereits durch Gong und Kollegen (2004)
beschrieben. Die Nan-Mutanten waren auch nicht homozygot, was eine eindeutige
Interpretation der Ergebnisse erschwert. Aufgrund der eingeschrankten
Beweglichkeit der Fliegen und der Interaktion der Kandle im
Transduktionsprozess, wurden NompC, lav und Nan einzeln in Gr5a-Rezeptoren

gekreuzt, um durch Proboscis Extension Response (PER) Versuche
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herauszufinden, ob Pymetrozin und andere Insektizide auf NompC, lav oder Nan
einen Einfluss haben, diese also als Target nutzen. Durch diese Versuche konnten
die Proteine unabhdngig voneinander betrachtet werden, da sie nicht, wie im
Transduktionsprozess voneinander abhdngig waren. So konnten wechselseitige
Beeinflussungen von NompC, lav und Nan ausgeschlossen werden. Auch hier zeigte
sich, dass weder Pymetrozin, noch die anderen Insektizide auf NompC, Iav und Nan
wirken (Tab. 3.3). Somit kann ausgeschlossen werden, dass NompC, Iav oder Nan

als Target fiir Pymetrozin und die anderen Insektizide dienen.

4.3 Zusammenfassende Diskussion

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Pymetrozin und die unbekannten
Insektizide eventuell nicht auf den mechanoelektrischen Transduktionsprozess
wirken. Sowohl die Experimente mit Drosophila, als auch die intrazellularen
Ableitungen an Stabheuschrecken unterstiitzen diese Hypothese. Um im
Transduktionsprozess zu wirken, miissten die Insektizide an einem noch nicht
bekannten Kanal binden und diesen dauerhaft o6ffnen, sodass es zu einer
Aktivierung der Zellen unabhdngig von &dufderen Stimuli kommen koénnte.
Allerdings wird vermutet, dass es neben NompC noch einen weiteren
Transduktionskanal im Johnstonschen Organ geben muss, da es in NompC
Mutanten weiterhin Transduktionssignale gibt (Gopfert et al. 2006; Lu et al. 2009).
Die Bindung von Pymetrozin zu diesem Kanal miisste allerdings, ohne die
Konzentration der Insektizide zu verringern dafiir sorgen, dass spontan nach der
tonischen Aktivierung keine Weiterleitung von Signalen mehr mdglich ist. Daher
ist eher davon auszugehen, dass die Insektizide in der spikegenerierenden Zone
wirken und dort dafiir sorgen, dass die Transformation der Rezeptorpotentiale zu
Aktionspotentialen unabhidngig vom Prozess der Transduktion wird bzw. auch
ohne Transduktion Aktionspotentiale generiert werden konnen. Allerdings ist
bisher nicht bekannt, ob es an dieser Stelle im Chordotonalorgan spezifische
Strukturen und Kanale gibt. Da gezeigt wurde, dass Pymetrozin ausschlief3lich auf
das Chordotonalorgan wirkt (Ausborn et al. 2005) kann es nicht an nicht-

Chordotonalorgan-spezifische Strukturen binden. Es kommt zusatzlich
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ausschliefdlich zu einer Veranderung der Frequenz und nicht der Amplitude oder
sonstigen Form der Aktionspotentiale. Diese Argumente sprechen gegen eine
Wirkung auf Natrium- oder Kaliumkandile, die wahrend De- und Repolarisation
eine entscheidende Rolle spielen (Eckert et al. 2000; Hodgkin und Huxley 1952).
Auch hier stellt sich allerdings die Frage, wie es dazu kommen kann, dass es erst zu
einer Generierung von Aktionspotentialen unabhdngig von einem Stimulus
kommen kann und dann keine Generierung von Aktionspotentialen mehr moglich
ist. Dieses Phanomen konnte zum Beispiel durch die Ermiidung von Rezeptoren
bzw. Kandlen zu Stande kommen. Jedoch lasst sich dabei nicht definieren, welche
Art von Rezeptoren und Kanalen im Chordotonalorgan dafiir infrage kommt.

Daher lasst sich zu diesem Zeitpunkt nur feststellen, dass der Wirkmechanismus
auf molekularer Ebene von Pymetrozin und den anderen Insektiziden nicht

bekannt ist.
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