JG|u

jonannes GUTENBERG
UNIVERSITAT MAINZ

Analyse der idiothetischen Orientierung bei
Drosophila melanogaster mittels
Verhaltensanalyse und
molekulargenetischer Methoden

Dissertation zur Erlangung des Grades

»Doktor der Naturwissenschaften*

Am Fachbereich Biologie

Der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz

Eingereicht von Ann-Kathrin Mendel
*05.10.1984 in Hofgeismar

Mainz, 28.11.2019



., Wissenschafft ist der Treueschwur

auf die Wahrscheinlichkeit “

Walter Fiirst (1932-2019), Schweizer Aphoristiker



Inhaltsverzeichnis

L EINIEIEUNG ..ottt ettt ettt et e et e et e e saeeenbeessbeensaesseeesseansnesnsaensneans 1
1.1 Die richti@e RICREUNG.........ccciiiiiiiieieee et 2
1.2 Anatomie des Gehirns von Drosophila melanogaster ................cooueeeveeeeevveencveenceeennnnnn 3

1.3 Das visuelle Ortsgeddchtnis und die Bedeutung der kolumniren Neurone fiir die

KUTSTEUCTUNE ...eeeieiiiiie ettt e et e e e et e e e st eeeesnsseeeeensaeeessnnsseeeannnseeeean 4
1.3.1 Persistente AKEIVITAL .......ooouiiiiiiieiie ettt e 4
1.3.2 Modifizierung des Kurssignals..........c..cecuieeiiieeiiiieeiiie ettt svee e 7
1.3.3 Die Pfadint@@ration ...........ccoccueeeeiieiiiieeiiieeciieeeieeesteeesveeeseaeeeeeeessaeessaaeesseeesnseeenns 9

1.4 Lernen und GedAChINIS ....c..eeiuiiiiiiiiiiiierieeee ettt 11

1.5 Neue Aufgaben fir CryptoChIOm .........ccuveviieiiiiiiieiiecieceee et 13

1.6 Die Idee der Magnetfeldorientierung bei Drosophila ..................cccveveeeeevencevanieennnanen. 15

1.7. DasS GALA/UAS-SYSEIM.......ceiiieiieiiieiieeieeriie et esiteereeseeeveesaeeesseessaesseesssessseesssesnsens 16

1.8 ZielSetzung di€SEr ATDEIL......cccueiiiieiiieeiiieiie ettt ettt et e st ettt e et e e ebeenaeeens 18

2. Material und MethOden .........cc.ooiiiiiiiiiiee e e 19

2.1 Aufzucht und Haltung der Fliegenstimme .............cccoeeiiieiiiiiiiiniieieieeeee e 19

2.2 Verkreuzen der FIiegenstamme ...........cooueiieeiiiiiiienieeiieie et 19

2.3 Liste der in der Arbeit verwendete Fliegenstimme...........c.cccvevvieviienieiiienieeneenee e 19

2.4 VersuchsdurchflRIUNG............coooviiiiiiiiiieceee e seae e 22
2.4.1 Simulation des Experiments von Gegear, jedoch ohne kiinstliches Magnetfeld .... 23
2.4.2 Buridan ParadigMa...........cceevoiiiiiiiiieiiie ettt ettt e s 25
2.4.3 Persistenz Paradi@ma ...........cccoovuieiiiiiiiiiiieeiieeie ettt 26
2.4.4.Detour Paradigma .........ccccooeriiriiiiiiiiinieeiee ettt 27
2UAS TODA ..ottt 29

2.5 HISEOLOZIC. ..ttt ettt ettt ettt e et e st e et e s bt e e bt e st e et e e ateenbeenneeeateas 31

2.0 STATISTIK ..ttt ettt ettt ettt et et e bt et e n e te et sneen 34

B EI@EDNISSE .t e et e et e e et e e e bt e e ebeeeebeeennreeenn 35

3.1 Gibt es eine Magnetfeldorientierung bei Drosophila? ..............cccooeeeeveeeecieeeieeencneenne 35

3.2 Idiothetische Orientierung beim Wildtyp Canton Spezial...............cooevueeeceveeecveennnnanne. 38

3.3 Idiothetische Orientierung im /ODA bei klassischen Lernmutanten, blinden Fliegen und
Mutanten der Inneren URT..........cocooiiiiiiiiiiiic e 41

3.4 Idiothetische Orientierung nach Stilllegung der chemisch-synaptischen Transmission

einzelner RINGNEUTONSYSTEIME ......ccuiiiiiiiieiieiie ettt ettt ettt et e eaeeseesaeeens 47
3.4.1 Silencing vOn R ..ottt et 47
3.4.1.1 Silencing vOn R PIUS ....cooiiiiiiiiieie e 48

3.4.2 Silencing vOn R2 .......ooiiiiiiiiiei et et et 48



3.4.2.1 Silencing von R2 pluS/MINUS.........cccueeruiiriiiiriieniieiieeie ettt ens 48

3.4.3 Silencing vOn R3A&D ....cooviiiiiiiieiieeieeeee ettt et ens 49
3.4.4 Silencing von R4 MINUS ..........cccuieiiiiiiieiieeiieiie ettt sae b seae s sane e 49
3.4.4.1 Silencing von RAm und RAd ........cooouiiiiiiiiiiiee e 50
3.5 Knock-Down und Rettungsexperimente von dunce (dnc) oder rutabaga (rut) im
Ellipsoidkorper bei der idiothetischen Orientierung ..........c.coccveeeiverieeciienieenieenie e 52
3.5.1 dnc in den Ringsystemen des EllipSoidKOTPers........c.veevvveerieeeiiiecieeeee e 53
3.5.1.1 dnc im Ringsystem R1 ......c.oooiiiiiiiiiiie e s 54
3.5.1.2 dnc im Ringsystem R1 PIUS.......coovciiiiiiiiiieeee et 56
3.5.1.3 dnc im Ringsystem R2 .........oooiiiiiiiiiie et 58
3.5.1.4 dnc im Ringsystem R2 PlUS.......ccccoiiiiiiiiniieieciecieeee et 58
3.5.1.5 dnc im Ringsystem R3m und R3dp........cccuveiiiiiiiiiiiiciceeeeeeeeee e 60
3.5.1.6 dnc im Ringsystem R3 plus/Minus..........cceevuieriieiiieniieiieeieeieeeeeeieesve e ens 61
3.5.1.7 dnc im Ringsystem R4 MINUS.........ccceeriiriieriienieeiieeieeieeeve e see e sre e eene e 63
3.5.2 rut in den Ringsystemen des EllipsoidKOrPers........oceevueerieinieiiiieniieiieieeieee 66
3.5.2.1 rut im Ringsystem R ..o 67
3.5.2.2 rut im Ringsystem R1 PlUS.......cooiiiiiiiiiiiie e 69
3.5.2.3 rut im Ringsystem R2 ..o 71
3.5.2.4 rut im Ringsystem R2 pluS/MINUS..........ccceevuieriieiiieniieiiceie e sve e ens 72
3.5.2.5 rut im Ringsystem R3m und R3dp........ccccveiiiiiiiiiiiiieceeeeeee e 75
3.5.2.6 rut im Ringsystem R3 plus/mMinus.........cccccueieriiiiiiieiiiieeiceceeceeeee e 76
3.5.2.7 rut im Ringsystem R4 MINUS.........ccceviiiiiiiiiiiiie ettt 78
3.6 Die Rolle von cry im Ellipsoidkorper bei der idiothetischen Orientierung.................... 81
3.7 Die Rolle der E-PG und P-EN Neurone, sowie der AOTU auf verschiedene Formen der
Orientierung, sowie der OrientierungsgedAchtnISSe. .....c...evueevueriirierierienieieeieeeee e 87
3.7.1 Visuelle Orientierung im Buridan- Paradigma bei Inaktivierung der E-PG, P-EN
Neurone und der AOTU ..ot 88
3.7.2 Nachfixation von Landmarken im Persistenz-Paradigma bei Inaktivierung der E-PG,
P-EN Neurone und der AOTU .....coooiiiiiiiiiiieectee ettt 90
3.7.3 Auswirkungen auf das visuelle Orientierungsgedichtnis im Detour-Paradigma bei
Inaktivierung der E-PG, P-EN Neurone und/oder der AOTU ......c..cccceviiniineniineeniennne. 92
3.7.4 Auswirkungen auf das idiothetische Orientierungsgedichtnis im [/ODA, bei
Inaktivierung der E-PG, P-EN Neurone und/oder der AOTU ......c..ccoeviiniinieniencennennnn. 94
3.8 HISTOIOZIC. ...cueieiieeiiieiie ettt et ettt ettt ae e e e et e et e e aeeenneenes 100
3.8.1 Expressionsmuster Ringneuronen-spezifischer Treiber..........ccccovveveeeciieennennee. 100
3.8.1.1. RIngSystem R1 ...cccuoiiiiiiiiiicee ettt 100

3.8.1.2. RINGSYStEM R2 ..ottt e 102



3.8.1.3. Ringsystem R3 .....oiiiiiiii e e 105

3.8.1.4. RINGSYStEM R4 ....ooiiiiiiiiiiiciee e e 109
3.8.1.5. E-PG NEUTONE ...ceiiiiiiiiiiiiieieeite ettt sttt st 112
3.8.1.6. P-EN NEUTONE ...cueiiiiiiiiiiiieiieiieett ettt 117
3.8.1.7. Anteriore optische Tuberkel.........c.ccccoviiiiiiiiiieeee e 121
3.8.1.8. Doppelfirbungen zur Uberpriifung gemeinsamer Expressionsbereiche zweier
TTEIDET ...ttt ettt et st e b e et et e st e e bt e enbeeeee 122

4. DISKUSSION ...ttt ettt et e bt e st e e sae e e s bt e bee et e e nbeeenbeeaseesnneenneeens 129
4.1 Die idiothetische Orientierung in wildtypischen Fliegen .........ccccocoveeviiiincieenceeennnn. 131
4.2 Untersuchung ausgewihlter Proteine als mogliche Kandidaten fiir die Ausbildung eines
idiothetischen OrientierungsgedaChiNISSES .. ..cuuuieriiieeiiieeiiee et e e eree e 132
4.3 Der Einfluss des Ellipsoidkdrpers auf die idiothetische Orientierung.......................... 136
4.4 Die Notwendigkeit der dnc-PDE und rut-AC in den Ringsystemen des Ellipsoidkorpers
............................................................................................................................................ 138
4.5 Cryptochrom ist in einem Subsystem des Ellipsoidkorpers fiir das idiothetische
Orientierungsgedachtnis NOTWENAIZ .......c.eeevieriieriieiieeie ettt e e e 141

4.6 Die Bedeutung kolumnérer Neurone fiir die visuelle und idiothetische Orientierung . 144

5. ZUSAMMENTASSUN .....eeeeiiiieiiieeeiieeeiteeeiteeeiee e et e e stee e ateeeseteeesaeeassaeesnseeesnsaeennseeessseesnnseens 147
6. SUIMIMATY ...eveiuiiiiiietienit ettt ettt e sae e et et e et e s et et e e sbe e e bt e sbeeeaneeaeeemneessnesaneennneenneenene 148
YL v/5 1&] 111 ] OO TRPRRR 149
7.1 LAteraturVETCICRIIS ..ccuuiiiiieiie ettt st 149
7.2 AbbildUngSVEIZEICHNIS .....eoiuiiiiiiiiieiieeie et 160
7.3 TabelleNVEerZEICANIS ......couiiiiiiiieieeeee e e 163
T ANNANG....ccciiiiiiieiee e e et e et e e et e e e baeeebeeeenbeeennbeeenn 164
7.4.1 Messung der Strahlstirke der verwendeten Rotlichtlampe...........ccceevvveennnnnnne. 164
7.4.2 Durchfiihrung der Rekombination von VT025526-GAL4 und cry’ .................... 164
7.4.3 Riickkreuzung von R54B05-GALA.......ccooiiiiiieieeeeeeeeeeee e 165
7.4.4 Schema Durchfithrung Magnetfeldvibration nach Mendel (néchste Seite) .......... 165

7.4.5 Genehmigung zur Verwendung Abbildung Kristallstruktur von Cryprochrom ... 167
7.4.6 RONAALEN.....c.eiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt sttt s 167
74T Lebenslauf ..o 168



1 Einleitung

Die Fahigkeit der Orientierung ist eine der basalen Eigenschaften von Lebewesen. Dabei
entwickelten sich im Laufe der Evolution verschiedene Orientierungsstrategien, z.B. die
Orientierung nach chemischen Gradienten, die Geotaxis, Echoortung, oder die visuelle
Orientierung. Taxis beschreibt hierbei die zielgerichtete Bewegung eines Individuums (Miiller
et al. 2015). Selbst niedere Lebensformen, wie der eukaryotische Einzeller Euglena, sind in der
Lage, sich mit Hilfe eines photosensitiven Pigmentflecks nach der Richtung des Lichteinfalls
zu orientieren (Daiker et al. 2011). Dariiber hinaus besitzen einige Tiere, wie z.B. manche
Vogelspezies (Erithacus rubecula oder Columba livia) oder auch Fische (Onorhynchus mykiss)
die Fahigkeit, sich nach magnetischen Feldern zu orientieren (Wiltschko 1972; Wiltschko und
Wiltschko 2006; Walker et al. 1997; Lendor und Walcott 1983). Auch bei dem Monarchfalter
Danaus plexippus und der Taufliege Drosophila melanogaster, wird eine solche Fahigkeit zur
Magnetotaxis postuliert. Dabei soll das Protein Cryptochrom, aus der Familie der Photolyasen,
eine entscheidende Rolle bei der Detektion von magnetischen Feldern spielen (Gegear et al.
2008; Gegear et al. 2010; Yoshii et al. 2009).

Eine weitere, bemerkenswerte Orientierungsform ist die idiothetische Orientierung. Diese
Orientierungsform benoétigt keine duBleren Stimuli. Bei der Wiistenameise Cataglyphis konnten
Hartmann und Werner schon vor mehr als zwei Jahrzehnten zeigen, dass dieses besondere Tier
die Fahigkeit zur idiothetischen Orientierung mittels Pfadintegration besitzt. Auf ihren
Wanderungen wéhrend der Futtersuche, fiihrt die Ameise ausschweifende Erkundungsginge
durch, nutzt anschlieBend zur Riickkehr zum Nest aber den direkten Weg. Das kann sie leisten,
indem sie die Richtungsvektoren wihrend der Erkundungsginge kontinuierlich miteinander
verrechnet und den resultierenden Vektor zur Heimkehr nutzt. (Hartmann und Wehner 1995).
In der Hummel Bombus impatiens konnte ebenfalls eine nicht-visuelle Orientierung
nachgewiesen werden. Die Tiere wurden darauf trainiert, dass sich eine Futterquelle in einem
bestimmten Winkel zum Nest befindet. Auch in volliger Dunkelheit konnten die trainierten
Hummeln den Futterplatz auf Anhieb anfliegen (Chittka et al. 1999). Neben der Hummel, ist
dieser idiothetische Orientierungssinn auch bei der Honigbiene Apis mellifera nachgewiesen
worden (Chittka et al. 1995). Auch hohere Tiere besitzen diese Orientierungsfahigkeit. Ein
Neuronentyp im Hippocampus des Gehirns der Ratte, zeigt eine besonders hohe Aktivitit,
sobald das Tier die Position seines Kopfes dndert. Diese sogenannten head-direction cells sind
Teil eines umfangreichen neuronalen Netzwerkes, welches aus place cells (ortsspezifischen
Zellen), grid cells (Rasterzellen) und speed cells (Geschwindigkeitszellen) besteht (Rank 1984;
Taube et al. 1990; O'Keefe 1976; O'Keefe J. und Nadel 1978; Hafting et al. 2005; Kropff et al.
2015; Solstad et al. 2008; Moser et al. 2014). Mit Hilfe dieser drei Komponenten kénnen
permanent die Ortskoordinaten berechnet werden und somit kann eine Orientierung im Raum
gewihrleistet werden.

Bei Drosophila melanogaster konnte ebenfalls diese besondere Orientierungsfahigkeit
nachgewiesen werden. Erste Versuche hierzu fithrten Putz und Heisenberg im Heat-Box
Paradigma durch. Hierbei befand sich eine einzelne Fliege in einer kleinen, langlichen Box, die
mit Hilfe eines sich am Boden befindlichen Peltierelements erhitzt werden konnte. Wahrend
des Versuchs lernte die Fliege, dass das Betreten einer Hélfte der Box einen unangenehmen
Hitzereiz zur Folge hat und sie vermied daraufhin jene Seite, selbst wenn anschliefend keine
Hitzebestrafung mehr stattfand (Putz und Heisenberg 2002; Putz et al. 2004). Seelig und
Jayaraman konnten iiberdies 2015 mittels Kalziumimaging mit Kalzium-sensitiven
Fluoreszenz-Proteinen zeigen, dass der Ellipsoidkorper (eine torusformige Struktur im




Zentralkomplex des Gehirns von Drosophila (siehe Abbildung 1, EK, violett) Positionen von
Landmarken codieren kann. Ein Objekt, in einer bestimmten Position im visuellen Feld der
Fliege, erzeugt einen Aktivititsanstieg in einem definierten Bereich des EK. Der
Kalziumeinstrom in diesen Zellen bewirkt ein Fluoreszenz-Signal des Kalziumsensorproteins
in selbigem Bereich (,,activity-bump*, Aktivititshiigel) (Chen et al. 2013). Verindert die Fliege
nun ihre Position relativ zum Objekt, rotiert dieser ,,Aktivitatshiigel“ entlang des EK. Sogar
nach Verschwinden des Objekts, oder in Dunkelheit, kann der ,,Aktivitdtshiigel“ mind. 40
Sekunden detektiert werden und sogar ebenfalls seine Position auf dem EK dndern, sobald die
Fliege eine Drehung vornimmt (Seelig und Jayaraman 2015, 2013).

Basierend auf dem Prinzip der Heat-Box wurde fiir die vorliegende Arbeit das /ODA (Idiothetic
Orientation in the Dark Assay) entwickelt. In einem kleinen Plastikrohrchen wird der
Aufenthalt in einer der Seiten mittels Vibration bestraft; die Fliegen vermeiden darauthin die
bestrafte Seite. Die Versuchsdurchfiihrung findet unter Rotlichtbedingungen statt; Licht dieser
Qualitét ist fiir Drosophila nicht sichtbar (Osorio und Vorobyev 2008); somit kann eine visuelle
Orientierung ausgeschlossen werden. In dieser Arbeit werden mit Hilfe des /ODA die in die
Ausbildung eines idiothetischen Orientierungsgedéchtnisses involvierten Proteine und deren
Wirkungsort im EK der Fliege untersucht. Dariiber hinaus werden, unter Miteinbeziehung
weiterer Versuchsaufbauten wie des Buridan Paradigmas, des Persistenz-Paradigmas und des
Detour-Paradigmas, die Bedeutung von kolumnéiren Neuronen in der visuellen und
idiothetischen Orientierung untersucht. Durch moderne genetische Manipulations-
moglichkeiten bietet Drosophila ein exzellentes Untersuchungsobjekt zur Katalogisierung
involvierter Hirnstrukturen, Neuronengruppen und beteiligter Proteine.

1.1 Die richtige Richtung

Eine groBe Herausforderung fiir ein lokomotorisches System ist die Beibehaltung der
korrekten Bewegungsrichtung, selbst wenn das angesteuerte Zielobjekt verschwindet. Fiir
Drosophila ist im Lauf ein senkrechter, dunkler Balken ein attraktives Zielobjekt, welches sie
versucht zu erreichen (Go6tz 1980). Basierend auf dieser Tatsache konnten, mit Hilfe des
Buridan Paradigmas (siehe Kapitel 2.4.2), in welchem eine laufende Fliege zwischen zwei
Landmarken patrouilliert, anatomische Strukturen und Proteine identifiziert werden, welche fiir
die visuelle Orientierung zustindig sind (Gotz 1980; Strauss et al. 1992). Verschwindet nun die
angesteuerte Landmarke, hilt eine wildtypische Fliege dennoch die Laufrichtung ein (Strauss
und Pichler 1998). Selbst wenn flir eine Sekunde ein Ablenkbalken im 90° Winkel zum
verschwundenen Zielobjekt gezeigt wird, nimmt die Fliege wieder den Ursprungskurs zur
angesteuerten Landmarke an (Detour Paradigma, siehe Kapitel 2.4.4) (Neuser et al. 2008).
Foucaud et al. (2010) und Ofstad et al. (2011) entwickelten parallel ein Paradigma, welches auf
dem Prinzip des Morris water maze autbaut. Das water maze besteht aus einem mit milchigen
Wasser gefiillten, runden Becken, in welchem schwimmende Ratten oder Méuse eine sich unter
der Wasseroberflidche befindliche, kleine Plattform erreichen miissen. Zur Orientierung dient
ein das Becken umgebendes Muster (Morris 1984). Im von Foucaud und Ofstad entwickelten
Cold spot Paradigma muss Drosophila anhand eines Musters, welches eine ca. 37°C heille
Plattform umgibt, einen kiihlen Platz innerhalb des Versuchsaufbaus finden. Der Platz befindet
sich immer in einer festen Relation zum visuellen Muster, beides zusammen wird aber auf vier
verschiedene Positionen auf der heiflen Platte randomisiert geschaltet und wird von der Fliege
von Trainingsdurchlauf zu Trainingsdurchlauf immer schneller gefunden (Ofstad et al. 2011;
Foucaud et al. 2010). Ersetzt man das Muster durch einen simplen Farbverlauf, ist sogar das




ausreichend, um ein Wiederauffinden des kiihlen Platzes zu gewahrleisten (Steiof 2018). Selbst
in volliger Dunkelheit besitzt Drosophila die Fahigkeit, sich zu orientieren. Erste Versuche
hierzu wurden von Putz und Heisenberg in der Heat Box durchgefiihrt. Wurde eine Seite der
Box mit Hitze bestraft, so vermied die Fliege diese Seite (Putz und Heisenberg 2002; Putz et
al. 2004). Die Vermutung lag nahe, dass die Fliege, dhnlich wie die Wiistenameise Cataglyphis
(Hartmann und Wehner 1995), ihre Laufrichtung nicht-visuell mittels Vektoraddition ermittelt.

1.2 Anatomie des Gehirns von Drosophila melanogaster

Obwohl das Gehirn der Taufliege, verglichen mit hdheren Lebewesen, doch sehr klein erscheint
und eine um zwei Zehnerpotenzen geringere Neuronendichte, verglichen mit Nagern
(Lagercrabtz et al. 2010), in den fiir die Orientierung zustédndigen Bereichen aufweist, zeigt es
doch eine enorme Komplexitidt. Ebenso wie ein Vertebratengehirn ist das Fliegenhirn in
unterschiedliche =~ Kompartimente  unterteilt, von denen jedes unterschiedliche
Aufgabenbereiche erfiillt.

Antennal- ",
loben -

I
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Gehirns von Drosophila. Anterior liegen die
Antennalloben (grau) und die Loben der Pilzkorper (PK), welche aus Strukturen der Kenyonzellen
gebildet werden. Dahinter folgt der Zentralkomplex und die anterioren optischen Tuberkel (AOTU).
Der Zentralkomplex setzt sich von anterior nach posterior aus dem Ellipsoidkorper (EK) - mit den
dendritischen Auswiichsen (Bulbus) und Zellkérpern (ZK) der Ringneurone, den Noduli, dem
Fécherformigen Korper (FK) und der Protozerebralbriicke (PB) zusammen. Daneben befinden sich
weiter die zur akzessorischen Region gehorigen, paarigen Gall und lateral die anterioren optischen
Tuberkel (AOTU). Fiir die Verarbeitung visueller Stimuli sind primér die optischen Loben zustindig.
Diese teilen sich in Lamina, Medulla und Lobulakomplex, bestehend aus Lobula und Lobulaplatte auf.

Duftmolekiile werden {iber die Antennen perzipiert, welche die Information {iiber die
Antennalloben und Projektionsneurone zu den Pilzkérpern (Abbildung 1, PK) und in die
lateralen Horn-Regionen leiten (Masse et al. 2009). Die Vorverarbeitung visueller
Informationen erfolgt iiber die optischen Loben, welche Informationen von den fiir Drosophila
typischen neuronalen Superpositionsaugen erhalten. Die optischen Loben teilen sich in die drei
Kompartimente Lamina, Medulla und Lobulakomplex, bestehend aus Lobula und Lobulaplatte,
auf (Abbildung 1).



Die fiir die vorliegende Arbeit wichtige Struktur, ist der Zentralkomplex , sowie die anterioren
optischen Tuberkel (Abbildung 1, AOTU). Der Zentralkomplex kann in vier Substrukturen
unterteilt werden und ist bedeutend fiir visuell-basierte Gedichtnisformen, welche mit
rdumlicher Orientierung assoziiert werden (Ofstad et al. 2011; Neuser et al. 2008; Neuser 2012).
Fliegen, die Defekte in diesen Strukturen aufwiesen, zeigen ein gestortes Lauf- und
Flugverhalten (Strauss und Heisenberg 1993; Strauss et al. 1992; Martin et al. 1999).

Anterior im Zentralkomplex liegt der Ellipsoidkorper (Abbildung 1, EK), eine toroidformige
Struktur, welche aus den axonalen Auswiichsen der Ringneuronen und intrinsischen
Kleinfeldneuronen gebildet wird, deren Zellkorper (Abbildung 1, ZK) weiter anterior liegen
und distal globuldre dendritische Auswiichse (Mikroglumeruli) besitzen, welche die Bulbi
bilden (Abbildung 1, Bulbus) (Hanesch et al. 1989). Die Bulbi enthalten Eingéinge von den
AOTU (Abbildung 1, AOTU), welche visuelle Informationen tiiber die Bulbi an die
Ringneurone weitergeben (Omoto et al. 2017; Shiozaki und Kazama 2017). Die Ringneurone
konnen zunéchst konzentrisch in vier verschiedene Ringneuronengruppen unterteilt werden
(R1,R2,R3,R4 mit R4m und R4d) (Renn et al. 1999). Seit neuestem werden auch zwei weitere,
dullere Ringneuronentypen postuliert, R5 und R6, sowie eine Unterteilung des Ringsystems R3
in R3a, R3d, R3m, R3p und R3w (Omoto et al. 2017; Omoto et al. 2018). Weiter kann der EK
in acht Sektoren, sogenannte files unterteilt werden, welche den posterioren Teil des EK
innervieren und neuronale Ausgangsdominen darstellen. Die 16 Hemisektoren (wedges)
hingegen arborisieren den posterioren, anterioren und medialen Teil des Torus und fungieren
als Eingangsdoméanen (Abbildung 2) (Wolff et al. 2015).

Der facherformige Korper (FK) wird horizontal in neun Schichten und vertikal in 16 Séulen
gegliedert und fasst den EK teilweise ein (Wolff et al. 2015). Er ist u.a. fiir die Mustererkennung
wihrend des Flugs wichtig (Liu et al. 2006).

Ventral zum EK und FK befinden sich die Noduli (Abbildung 1), welche wahrscheinlich
ebenfalls in das Laufverhalten involviert sind (Martin et al. 1999).

Eine weitere essentielle Struktur fiir das Laufverhalten ist die Protozerebralbriicke (Abbildung
1, PB). Sie besteht aus einer Kette von 18 Glomeruli (Abbildung 2) und wird zur
Schrittlangenkoordination fiir die Laufrichtungssteuerung (Strauss 2002) sowie filir die
Richtungssteuerung im Kletterverhalten eingesetzt (Triphan et al. 2010) und enthilt das
Korpergroengedéchtnis (Krause et al. 2019).

1.3 Das visuelle Ortsgedichtnis und die Bedeutung der kolumniren Neurone fiir
die Kursteuerung

1.3.1 Persistente Aktivitat

Wie wird die Position eines Objekts im Raum im Zentralkomplex der Fliege gespeichert?
Hierzu machten Seelig und Jayaraman folgende Entdeckung: Mittels Caliumimaging konnten
sie nachweisen, dass ein Objekt im visuellen Feld der Fliege einen Kalziumeinstrom in einem
Hemisektor auf dem EK erzeugt, zu erkennen an einem Fluoreszenzsignal in den
entsprechenden Neuronen (,,Aktivitdtshiigel*). Dreht sich die Fliege, oder bewegt sich das
Objekt, so rotiert dieser ,,Aktivitdtshiigel* tiber die Sektoren des EK und markiert so die neue
Position des Objekts. Selbst in Dunkelheit bleibt das Signal erhalten und rotiert, sobald die
Fliege eine Drehung vornimmt (Turner-Evans et al. 2017).




Welche Strukturen des Zentralkomplexes sind fiir die Ausbildung des Kurssignals
(,,Aktivitatshiigel) auf dem EK verantwortlich? Hierbei spielen die kolumndren Neurone eine
entscheidende Rolle. Diese Neuronenklasse verbindet einzelne Glomeruli der Briicke mit
Sektoren oder Hemisektoren (,.tiles” oder ,,wedges*) des EK. Je nach Lage der Ein- und
Ausgénge dieser Neurone, werden sie nach Seelig und Jayaramann als P-EN, E-PG oder P-EN
bezeichnet (Abbildung 3) (Seelig und Jayaraman 2015). Hierbei beschreibt der erste Buchstabe
den wahrscheinlichen Eingang des Neurons (bei £-PG Neuronen der £K), die nachfolgenden
die moglichen Ausgénge (bei E-PG Neuronen die PB und die Gall). Somit verbinden E-PG
Neurone den EK mit der PB und den Gall; P-EN Neurone die PB mit EK und Noduli; P-EG die
PB mit dem EK und den Gall (Abbildung 3); wobei die A7-Neurone lokale Briickenneurone
definieren (Abbildung 4). Diese Annahme iiber die Ein- und Ausginge der genannten Neurone
basiert auf der Arbeit von Wolff et al., in welcher sie mittels lichtmikroskopischer Analyse
dieser Neurone FEingidnge aufgrund ihrer dornenartigen und Ausgédnge aufgrud ihrer
blidschenférmigen Morphologie identifiziert haben (Wolff et al. 2015). Ein Ca>* Signal in einem
bestimmten Bereich des EK ist immer mit einem Aktivitétssignal in zwei bis drei Glomeruli
der Briicke assoziiert. Befindet sich die Fliege in einem Versuchsaufbau mit geschlossenem
Regelkreis (,,closed-loop*), beispielsweise stationér laufend auf dem Buchnerball, erkennt man
einen Zusammenhang zwischen Kurssignal, ausgelost durch ein visuelles Objekt im Sichtfeld
der Fliege und der Drehbewegung der Fliege. Sobald die Fliege stillsteht, bewegt sich auch das
Signal nicht; fiihrt die Fliege eine Drehbewegung nach links durch, rotiert auch das Signal auf
dem EK im Uhrzeigersinn und das Signal der Briicke verschiebt sich weiter nach rechts
(Abbildung 5) (Seelig und Jayaraman 2015; Green et al. 2017). Selbst in volliger Dunkelheit
kann das Signal aufrechterhalten werden und rotiert sogar, sobald die Fliege eine
Drehbewegung ausfiihrt (Turner-Evans et al. 2017; Green et al. 2017).



Protozerebralbriicke

Glomeruli

Noduli

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Protozerebralbriicke, Ellipsoidkorper, Gall und
Noduli. Die Protozerebralbriicke besteht aus 18 Glomeruli, neun pro Hemisphére. Der Ellipsoidkorper
kann in 16 Sektoren differenziert werden, von welchen jeweils zwei Hemisektoren einem von jeweils
acht Sektoren zugehorig sind (verdndert nach Green und Maimon (Green und Maimon, 2018)).

Diese persistente Aktivitit der E-PG Neuronen wird erzeugt, da die Neurone innerhalb eines
EK-Hemisektors sich immer wieder gegenseitig anregen; benachbarte Hemisektoren weisen
dagegen eine nur schwache Aktivierung auf. Ferner konnen E-PG Neurone eine Art
,Erregungsschleife” mit P-EG Neuronen bilden, da jene in die entgegengesetzte Richtung der
E-PG Neurone projizieren, aber denselben Glomerulus und Hemisektor adressieren (Abbildung
3). Neurone mit der gleichen Projektionsrichtung wie P-EG Neurone finden sich in den P-EN
Neuronen (Abbildung 3). Allerdings adressieren P-EN Neurone die angrenzenden Sektoren der
von den E-PG Neuronen aktivierten Hemisektoren, obwohl beide Neuronenklassen mit
demselben Glomerulus assoziiert sind (Abbildung 3). Wird der synaptische Ausgang der P-EN
Neurone blockiert, so wird auch das E-PG Signal schwicher (Turner-Evans et al. 2017; Green
etal. 2017).
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Abbildung 3: Synaptische Ein- und Ausginge kolumnirer Neurone. Jeder Glomerulus der
Protozerebralbriicke hat neuronale Verbindungen zu bestimmten Sektoren und Hemisektoren des
Ellipsoidkdrpers (farblich identisch). Die Glomeruli der PB sind iiber E-PG, P-EN und P-EG Neurone
mit den Hemisektoren/Sektoren des EK verschaltet und besitzen weitere Ausginge in die Gall/Noduli.
(Verédndert nach Green und Maimon, (Green and Maimon, 2018)).

1.3.2 Modifizierung des Kurssignals

Bewegt sich das Objekt oder die Fliege relativ zum Zielobjekt, so verschiebt sich auch das
Signal auf dem EK. Das bedingt aber, dass vorher aktive E-PG Neurone inaktiviert werden
miissen und neue E-PGs aktiviert. Einen mdglichen Mechanismus beschreibt die laterale
Inhibition (Abbildung 4, A). Hierbei spielen die A7 Neurone der PB als lokale Schaltstelle eine



wichtige Rolle. E-PG Neurone, welche in Kontakt mit den aktiven Glomerulus der Briicke
stehen, konnen andere E-PG Neurone iiber die A7 Neurone der PB im tibrigen Teil des EK oder
der PB inhibieren. A7 Neurone weisen eine inhibitorische Aktivitit auf Glomeruli auf, welche
fiinf Glomeruli entfernt von dem Glomerulus sind, welcher die stirkste Aktivierung durch E-
PG Neurone erhilt. (Abbildung 4) (Green et al. 2017; Kim et al. 2017; Wolff et al. 2015).
Globale Inhibition hingegen basiert auf der Aktivitidt von Ringneuronen, deren Neuriten den
EK umschlieBen (Hanesch et al. 1989). Unter der Annahme, dass Ringneurone eine
bidirektionale Ein-/Ausgangsrichtung besitzen, kdnnen sie von E-PG Neuronen angeregt
werden und iiber reziproke Inhibition der E-PG Neurone alle Hemisektoren inhibieren
(Abbildung 4, B) (Martin-Pefa et al. 2014). Das Model der globalen Inhibition wird gegeniiber
der lateralen Inhibition als wahrscheinlicher beziiglich der Feedback-Inhibition zwischen den
E-PG Neuronen angesehen.

A7 Neuron

A)

B)

laterales
Triangel

Abbildung 4: Laterale und globale Inhibition. A7 Neurone umfassen die gesamte Briicke. Sie
erhalten synaptische Eingidnge von den E-PG Neuronen und besitzen Ausginge zu den P-EG
Neuronen, auf welche sie inhibierend wirken (A, laterale Inhibition). Ein einzelnes Ringneuron des
EK erhélt seinen synaptischen Eingang vom zugehorigen Glomerulus des Bulbus des lateralen
Triangels. Als bidirektionale Schaltstelle erhalten sie erregende Eingdnge von E-PG Neuronen und
wirken gleichzeitig global inhibierend auf alle Hemisektoren (B, globale Inhibition) (verdndert nach
Green und Maimon, 2018).



1.3.3 Die Pfadintegration

Nach Verschwinden der Landmarke bleibt die Aktivitdt der fiir die Position kodierenden E-
PG Neurone auf dem EK erhalten und rotiert auf dem EK, sobald sich die Fliege bewegt. Die
fiir die Modifikation des Signals auf dem EK wichtigen Neurone sind die P-EN Neurone,
welche, bezogen auf denselben Glomerulus in der PB, auf die der E-PG Neurone benachbarten
Hemisektoren projizieren (Abbildung 5, A). Sobald sich die Fliege nach rechts dreht, findet
eine verstdrkte Aktivitdt der rechten Briickenglomeruli statt, wodurch das Kurssignal auf dem
EK gegen den Uhrzeigersinn verschoben wird (Abbildung 5, B-D) Wird die Aktivitdt der P-EN
Neurone unterdriickt, so wird auch das Signal der E-PG Neurone schwécher und die Rotation
des Kurssignals auf dem EK stark verlangsamt (Turner-Evans et al. 2017; Green et al. 2017).
Um die Information {iber die eigene Position im Raum auch in Dunkelheit gewéhrleisten zu
konnen, muss das E-PG Signal nach Eigenbewegung der Fliege, stetig im Ellipsoidkorper und
der Protozerebralbriicke neu berechnet werden. Hierzu scheint sich das neuronale System der
Fliege mathematischer Integration zu bedienen, indem es die Winkelgeschwindigkeit der
Korperdrehung, welche wahrscheinlich iiber Propiorezeption oder Kopien der motorischen
Steuerung wahrgenommen wird, benutzt und dariiber den moglichen Kurs der Fliege berechnet
(Green und Maimon 2018). Die E-PG Neurone, welche fiir die Pfadintegration wichtige
neuronale Strukturen im Gehirn der Fliege darstellen, dhneln, aufgrund ihrer zirkuldren
Anordnung, den head-direction Zellen in Nagern im Modell von Skaggs et al. Auch die nach
Skaggs et al. entdeckten Rotationszellen decken sich mit den P-EN Neuronen der Fliege, ebenso
wie seine visuellen Zellen mit den Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers bei Drosophila
vergleichbar sind (Skaggs et al. 1995).



Abbildung 5: Die iiber P-EN Neurone vermittelte Rotation des Kurssignals auf dem EK. E-PG und
P-EN Neurone, welche auf denselben Glomerulus der PB projizieren, besitzen ihre Ein- /Ausginge in
benachbarten Hemisektoren des EK (A). Sobald die Fliege eine Rechtsdrehung vornimmt, werden
Glomeruli der rechten Briickenseite stirker aktiviert (B), was zu einer stirkeren Aktivierung der
zugehorigen P-EN Neurone und des verbundenen Hemisektors fiihrt. Nachfolgend werden die dem
Hemisektor zugehorigen E-PG Neurone aktiviert, welche die Glomeruli links vom Ursprungssignal
ansprechen (C), die gleichzeitig die ihnen zugehoérigen P-EN Neurone aktivieren (D). Das E-PG Signal
rotiert gegen den Uhrzeigersinn (verdndert nach Green and Maimon, 2018).
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1.4 Lernen und Gedéachtnis

Nicht nur hohere Lebewesen wie Wirbeltiere sind in der Lage zu lernen, auch bei Insekten,
wie beispielsweise Drosophila kann diese Fihigkeit beobachtet werden. Nach Dudai beschreibt
ein Lernprozess eine langfristige Anpassung des Verhaltens an eine bestimmte Erfahrung
(Dudai 2002). Die ersten, wichtigen Versuche zum Lernverhalten der Tiere machte der
russische Physiologe Iwan P. Pawlow Anfang 1900 mit Hunden. Er konnte beweisen, dass eine
angeborene Reaktion auf einen unbedingten Stimulus auch durch einen bedingten Reiz
ausgelost werden, wenn dieser zuvor mit dem unbedingten Stimulus gekoppelt wurde (Pawlow
1923). Spiter konnte Skinner zeigen, dass fiir die klassische Konditionierung die Kontiguitét
zweier Ereignisse entscheidend ist. Die Belohnung/Bestrafung muss in einem genau definierten
Zeitfenster nach dem Stimulus CS erfolgen, sonst kann keine Verkniipfung der beiden
Ereignisse stattfinden. Weder darf die Belohnung/Bestrafung zusammen mit dem CS, noch vor
oder zu lange nach jenem stattfinden (Skinner 1958). Schon 1949 stellte D.O. Hebb die These
auf, dass Lernprozesse eine metabolische und/oder strukturelle Verdnderung des
Nervensystems bedingen (Hebb 1949).

Wir unterscheiden drei Gedidchtnisformen, das Ultrakurzzeit, sowie das Kurz- und das
Langzeitgedichtnis (Dudai 2002; Markowitsch, H,-J. 2005). Hierbei spielen Verdnderungen
auf elektrischer, sowie auf Protein- und zelluldrer Ebene die entscheidende Rolle. Ein
kurzzeitiges Gedichtnis reicht von einer Anhebung des Membranpotentials, was die
Ausbildung eines Aktionspotentials wahrscheinlicher macht, {iber vermehrte Bereitstellung
oder Degradierung von Rezeptoren und lonenkanélen. Eine weitere wichtige Rolle fiir diese
Gedichtnisform spielt die Modifikation von Proteinen durch Phosphorylierung, wodurch die
Transmitterfreisetzung an der Synapse verandert wird (Hawkins et al. 1993).

Das Langzeitgedichtnis wird durch die Modifizierung synaptischer Verbindungen oder die
Ausbildung neuer Synapsen, bzw. deren Abbau bestimmt (Davis 2011), aber auch durch
epigenetische Prozesse, wie z.B. die Methylierung bestimmter Gene (Miller und Sweatt 2007).
MaBgeblich an der Etablierung eines Langzeitgeddchtnisses ist das Protein CREB (cAMP
response element-binding protein) beteiligt, welches von der Proteinkinase A (PKA)
phosphoryliert wird und die Expression verschiedener Zielgene anregt, welche fiir die
Ausbildung eines Langzeitgedichtnisses essentiell sind (Drain et al. 1991; Kuntz et al. 2012).
Die Auspragung dieser Geddchtnisform bei Drosophila wurde von Tully und Quinn 1985 in
der sogenannten Tully-Quinn-Maschine, auf deren Prinzip heute noch die meisten Paradigmen
zur klassischen Konditionierung basieren, untersucht. Hierbei wird ein fiir die Fliege neutraler
Duft mit einem Elektroschock gekoppelt. (Tully und Quinn 1985). Diese olfaktorische
Duftkonditionierung funktioniert iiber die sogenannte Koinzidenzdetektion, die iiber eine
zyklisches Adenosin-3'5"-Mono-Phosphat (cAMP)- abhingige Transduktionskaskade
vermittelt wird, an deren Ende CREB mit seinen Zielgenen steht.

Die erste Bestimmung von Lernmutanten bei Drosophila wurde in der Tully-Quinn-Maschine
durchgefiihrt. Quinn untersuchte einzelne, mutante Drosophila- Fliegen auf Lerndefizite,
isolierte diese Lernmutanten und etablierte somit die ersten lernmutanten Stimme. Er bewies
somit, dass rutabaga, dunce und amnesiac, wichtige Gene fiir die Ausbildung eines
Gedichtnisses sind (Tully und Quinn 1985).

Das Zusammentreffen eines US mit einem Duft wird {iber Neurone des Pilzkorpers verarbeitet.
Die beiden wichtigsten Proteine in dieser Kaskade sind eine doppelt regulierte Adenylylzykilase
(AC) und eine Phosphodiesterase (PDA). Es sind heute ungefédhr zehn verschiedene PDAs
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bekannt, wobei die fiir das olfaktorische Lernen relevante PDA von dem Gen dunce (dnc)
codiert wird und cAMP in 5‘-AMP spaltet. Die vom Gen rutabaga (rut) codierte Ca>"
/Calmodulin-abhingige Adenylyzyklase (AC) hingegen stellt cAMP aus Adenosin-Tri-
Phosphat (ATP) her. Die Koinzidenzdetektion von olfaktorischem und aversiven/appetitiven
Stimulus geschieht iiber die AC, nachdem durch das modulatorische Neuron iiber
Transmitterfreisetzung eine o-Untereinheit am G-Protein-gekoppelten Rezeptor des
prasynaptischen Pilzkorperneurons abgespalten wurde, welche an die AC bindet. Gleichzeitig
bindet die AC auch Ca*" /Calmodulin (CaM), welches durch einen Ca>" -Einstrom in das PK-
Neuron aktiviert wird, nachdem die Erregung durch einen olfaktorischen Reiz, iliber die
Antennalloben, an jene Pilzkorperneurone weitergeleitet wurde. Nach dieser Zweifachbindung
stellt die nun aktivierte AC cAMP aus ATP her; somit steigt der cAMP-Spiegel in der Zelle
und cAMP bindet an die regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A (PKA). Nachfolgend
16st sich die katalytische Untereinheit der PKA. Bei mehrfacher Aktivierung ist diese
dissoziierte Untereinheit nun in der Lage, CREB zu phosphorylieren, was zu einer Aktivierung
von CREB-regulierter Genexpression fiihrt (Langzeitgedichtnis). Uberdies kann die PKA
Modifizierungen an Ionenkandlen der Prdsynapse vornehmen, was im Sinne eines
Kurzzeitgeddchtnisses zu einer Verdnderung der Neurotransmitterfreisetzung in den
synaptischen Spalt und einer modifizierten Verhaltensantwort fiihrt. Als Gegenspieler zur AC
iiberfiihrt die von dnc codierte PDA cAMP zu 5°-AMP; der cAMP-Spiegel der Zelle sinkt und
die PKA reassoziiert wieder zu einem Holoenzym. Diese beiden Proteine AC und PDA sorgen
somit fiir ein fein abgestimmtes Regulationswerk des cAMP-Spiegels (Davis 2005; Davis et al.
1996) (Abbildung 6).

Ein weiteres Element dieser Transduktionskaskade ist das Gen amnesiac (amn), welches
erstmals von Quinn 1979 als Repressor des rutabaga-mutanten Phanotyps beschrieben wurde
(Quinn et al. 1979). Tully konnte 1990 in der Tully-Maschine beweisen, dass amn-Mutanten
defizient fiir negatives, assoziatives Lernen sind (Tully und Quinn 1985).

Doch nicht nur fiir die olfaktorische Koinzidenzdetektion sind rut und dnc notwendig, auch im
visuellen Orientierungsgedéchtnis spielen sie eine entscheidende Rolle. Kuntz konnte 2015 ein
cAMP-abhingiges Orientierungsgedédchtnis im dritten Ringsystem nachweisen (Kuntz 2015).
Nach Omoto entspricht das Expressionsmuster des von Kuntz verwendeten Treibers Ring R3d
und R3p (Omoto et al. 2018).

Fir das visuelle Orientierungsgeddchtnis sind  strukturelle  Schidigungen an
Zentralkomplexkompartimenten weniger bedeutend, vielmehr kann der Verlust einer einzigen
Proteinklasse ursdchlich fiir den Verlust des Orientierungsgedichtnisses sein. So zeigt die
Mutante ellipsoid-body-open (ebo%’®) einen ventral gespaltenen EK, sowie ein mutantes
Verhalten im Detour-Paradigma (Strauss 2002). ebo kodiert fiir das Protein Exportin-6, welches
fiir den Transport von Aktin aus dem Zellkern zusténdig ist. Bei einer Mutation des ebo-Gens
akkumuliert Aktin im Zellkern und verhindert somit die Transkription durch den
dSRF/dAMRTF-Komplex (Serum Response Factor/Myocardin-related transcriptional factor)
(Thran 2013; Stiiven et al. 2003). Jedoch kann das visuelle Orientierungsgedichtnis, auch bei
irreversibler Schiadigung der Ellipsoidkorperstruktur, durch akute, ektopische Expression von
ebo-cDNA im Ellipsoidkdrper wieder hergestellt werden (Thran 2013).
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Abbildung 6: Die Koinzidenzdetektion. Binden Neurotransmitter an ein G-Protein, so 19st sich die a-
Untereinheit welche in den Zellkdrper wandert und dort an die von rutabaga codierte Adenylylzyklase
(AC) bindet. Gleichzeitig wird iiber Ca?* -Freisetzung in einer Kenyonzelle ein Ca’"/Calmodulin-
Komplex aktiviert, welcher ebenfalls an die AC bindet. Durch diese Koinzidenzdetektion wird die AC
aktiv und bildet zyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) aus Adenosin-Tri-Phosphat (ATP). Das
cAMP bindet an die Proteinkinase A (PKA), worauthin die katalytische Einheit der PKA (PKA-K) von
der regulatorischen (PKA-R) dissoziiert und in den Kern wandert. Hier sorgt sie flir die
Phosphorylierung (P) des cAMP Response Element-binding Proteins (ICREB), welches, nun aktiviert,
die Expression bestimmter Gene startet, welche in die Ausbildung eines Langzeitgedédchtnisses
involviert sind. Dariiber hinaus kann die PKA-K entlang des Axons bis in die Prasynapse wandern und
dort iiber Phosphorylierung bestimmter lonenkanile die Neurotransmittersekretion und damit das
Antwortverhalten der Zelle adndern. Dieser Prozess ist essentiell fiir die Ausbildung eines
Kurzzeitgediachtnisses. Das Gen dunce codiert fiir das Protein Phosphodiesterase (PDE), welche als
Gegenspieler zur AC cAMP zu 5‘-AMP abbaut, wodurch der cAMP-Spiegel der Zelle sinkt (Davis,
2005).

1.5 Neue Aufgaben fiir Cryptochrom

Das Photopigment Cryptochrom (CRY), welches in der Fliege von dem Gen cry codiert wird,
zahlt aufgrund seiner Gensequenzéhnlichkeit zur Familie der Photolyasen, obwohl es selber
keine Photolyaseaktivitdt mehr zeigt (Sancar 2003). Es ist im Tier,- sowie im Pflanzenreich
weit verbreitet und wurde erstmals von Ahmad und Cashmore aus der Ackerschmalwand
Arabidopsis thaliana unter der Bezeichnung HY4 isoliert (Ahmad und Cashmore 1993). Sie
konnten einen Verlust der Sensitivitéit auf blaues Licht am Hypokotyl von Pflanzen nachweisen,
welche mutant fiir c¢ry waren. Heute schreiben wir dem Protein vielfaltige, biologische
Signalfunktionen zu, wie Regulation der inneren Uhr (Ahmad und Cashmore 1993),
Pflanzenwachstum (Yang und Li 2017) und Rezeption von magnetischen Feldern (Wiltschko
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und Wiltschko 2006). Im Zusammenhang mit der inneren Uhr teilen wir CRY in zwei Klassen
ein, dem lichtabhdngigen Typ I der Invertebraten und dem lichtunabhingigen Typll der
Vertebraten (Gegear et al. 2010). Allen gemeinsam ist der redoxreaktive Cofaktor Flavin-
Adenin-Dinucleotid (FAD), sowie ein C-Terminus (CTT), welcher fiir die Phototransduktion
verantwortlich ist (Chaves et al. 2011). Bei Drosophila konnte gezeigt werden, dass Licht
kurzer Wellenlidngen eine Konformationsianderung vom CRY CTT bewirkt und damit eine
Bindung an TIMELESS (TIM), einem Hauptbestandteil der inneren Uhr, stattfindet (Busza et
al. 2004; Dissel et al. 2004; Ceriani 1999) und als negativer Regulator der transkriptionalen
Riickkopplungsschleife wirkt (Ozturk et al. 2013). Nach Photoabsorption von FAD®*, wodurch

ein angeregter Singulettzustand erreicht wird (IFAD*), wird nachfolgend, iiber eine
nachgeschaltete sequenzielle FElektronentransportkette, welche aus einer Triade von
Tryptophan-Aminoséuren (Trp-Triade, Abbildung 7) besteht, ein Flavosemiquionradikal aus
FAD+— oder FADHe, zusammen mit einem Trp-Radikal am terminalen Ende der Trp-Kette
gebildet. Das Flavosemiquionradikal kann sich hierbei aufgrund seiner intramolekularen
Elektronen-Kern-Hyperfeininteraktionen im Singulett- oder Triplettzustand befinden, was
durch das Anlegen eines duleren magnetischen Feldes beeinflusst werden kann (Maeda et al.
2012). Es wird vermutet, dass ein Organismus liber das Verhiltnis der Ausgangsprodukte von
Singulett- und Triplettzustdnden darauthin ein magnetisches Feld, bzw. dessen Ausrichtung
wahrnehmen kann (Liedvogel et al. 2007). Beweise fiir diese Funktionsweise bei Drosophila
miissen aber noch erbracht werden. CRY-Expression findet sich bei Drosophila in PDF-
Neuronen, in sechs DN1p-Neuronen, ein bis zwei DN3-Neuronen, drei LNd-Neuronen (mit
oszillierenden Expressionsstirken), den Antennen, in den Photorezeptorzellen R7 und RS,
sowie im Ring R4 des EK. (Yoshii et al. 2009; Yoshii et al. 2008). Neben den typischen Clock-
Neuronen befindet sich CRY also auch in Zellen, die nicht in die Steuerung der inneren Uhr
involviert sind. In der vorliegenden Arbeit konnte iiberdies ein lichtunabhingiger
Funktionsmechanismus von CRY im Zusammenhang mit der idiothetischen Orientierung
bewiesen werden. Uber welche Interaktionspartner diese Funktion stattfindet ist noch nicht
geklart. Bekannte Interaktionspartner von CRY sind bruchpilot (brp) (Damulewicz et al. 2017),
MagneticReceptor (MagR) (Qin et al. 2015), inactivation no afterpotential D (inaD)
(Schlichting et al. 2018; Mazzotta et al. 2013), neither inactivation nor afterpotential C (ninaC)
(Mazzotta et al. 2013), neither inactivation nor afterpotential E (ninaE) (Hanai und Ishida
2009), period (per) (Schlichting et al. 2018; Ozturk et al. 2013; Rosato E. et al. 2001; Ceriani
1999), retinal degeneration A (rdgA) (Mazzotta et al. 2013), shaggy (sgg) (Stoleru et al. 2005),
sowie no receptor potential A (norpA) (Ni et al. 2017).
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regulatorische Einheit

Abbildung 7: Schematischer Aufbau von dCRY. Kristallstruktur von Drosophila Cryprochrom.
Dargestellt ist der Elektronentransport (e-) entlang der Tryptophan-Triade (Trp342, Trp397,
Trp420), Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) und der regulatorische C-terminus (CTT) (mit
freundlicher Genehmigung aus und verdndert nach Czarna et al., 2013 (Czarna et al., 2013).

1.6 Die Idee der Magnetfeldorientierung bei Drosophila

Im Jahre 2008 veroffentlichte die Arbeitsgruppe um Gegear eine Studie, in der sie nachweisen
wollten, dass wildtypische Drosophila melanogaster Fliegen magnetische Felder vermeiden,
aber sich mittels Zuckerbelohnung auf die Hinwendung in Magnetfelder trainieren lassen. Als
Schliisselprotein fiir diese Orientierungsleistung wurde das Flavoprotein Cryptochrom (CRY),
in Verbindung mit Licht geeigneter Wellenlénge, in Betracht gezogen.

Die Arbeitsgruppe verwendete ein T-Labyrinth, welches in der Mitte einen Hohlkubus besitzt,
welcher an zwei gegeniiberliegenden Seiten je eine verschlieBbare Offnung mit je einem
Rohrchen besitzt. Um die beiden Rohrchen ist jeweils eine Drahtspule im Winkel von
45°gewickelt, in welcher ein magnetisches Feld der Stirke 5G (* 0,5 mT) [das entspricht der
ca. zehnfachen Stirke des Erdmagnetfeldes in unseren Breiten (~ 49,42 uT), gemessen mittels
eines Fluxgatemagnetometers in Braunschschweig (https://www.ptb.de)], erzeugt werden
kann. Die Tiere wurden in Gruppen darauf trainiert, das magnetische Feld mit einer
Zuckerbelohnung in Verbindung zu bringen. Gegear und Kollegen fanden heraus, dass diese
Magnetotaxis in Abhdngigkeit von Licht der Wellenldnge <420 nm, sowie des Proteins CRY
stand (Gegear et al. 2008; Gegear et al. 2010).
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1.7. Das GAL4/UAS-System

Die Moglichkeit zur genetischen Modifikation iiber das GAL4/UAS-System (GAL4-
Transkriptionsfaktor/ upstream activating sequence), macht Drosophila zu einem wertvollen
Modellorganismus in der Neurobiologie. Mit Hilfe dieses genetischen “Schweizer
Taschenmessers™ bietet sich die Moglichkeit, in der Taufliege Gene nur in ganz bestimmen
Bereichen des Organismus ein- bzw. abzuschalten. Wichtig hierbei ist das bei Drosophila
natlirlich vorkommende P-Element, welches eine Transposase bendtigt, um sich aus seinem
Integrationsort herauszuschneiden und in anderer Stelle des Genoms wieder einzufiigen
(Seyffert 2003). Ohne diese Transposase bleibt es stabil integriert. Seinen Ursprung hat das
GAL4/UAS System in der Arbeit von Fischer et al. in den 80er Jahren. Mittels einer P-Element-
Transformation klonierten sie die ¢cDNA des GAL4-Gens aus der Hefe Saccharomyces
cerevisiae auf einen Vektor, auf welchem es unter der Kontrolle eines Adh-Promotors steht,
und integrierten es in die Fliegen. Bei Anwesenheit von Transposase inseriert das P-Element
nun in zuféllige Stellen des Genoms und kann unter die Kontrolle eines genomischen Enhancers
gelangen. Einem anderen Teil der Tiere wurde ein P-Element eingefiigt, auf welchem sich ein
Hybrid aus einer Drosophila TATA-Box und einer GAL4-Bindungsstelle (UAS-Sequenz)
befand, sowie downstream das E.coli-Gen lacZ (codiert fir das Gen f-Galactosidase). Kreuzt
man beide Fliegenlinien, so kommen beide Konstrukte in der F1-Generation zusammen. GAL4
wird unter der Kontrolle von Adh exprimiert, bindet an die UAS-Sequenz und induziert die
Expression von B-Galactosidase. Unter Zugabe von farblosen X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-galactopyranosid) spaltet B-Galactosidase dieses Substrat zu einem blauen Farbstoff.
Somit sind im Organismus nur die Bereiche blau geférbt, welche auch GAL4 exprimieren
(Fischer et al. 1988). Brand und Perrimon entwickelten dieses System in den 90ern weiter,
indem sie das lacZ Gen durch jeweils verschiedene Gensequenzen ersetzen. Dadurch ist es
moglich, durch Verkreuzen der GAL4-Linien (Treiber) mit der UAS-Sequenz tragenden Linie
(Effektor) das gewiinschte Gen raumlich kontrolliert zu exprimieren (Abbildung 8) (Brand und
Perrimon 1993; Dietzl et al. 2007; Ni et al. 2008).

Moderne GAL4-Linien, welche auf dem Phi-Integrase-System beruhen, beinhalten auf dem
integrierten P-Element einen eigenen Enhancer. Das P-Element wird von zwei attB-Sequenzen
flankiert, die eine Integration des Elements in eine nicht-codierende Region des Genoms
ermOglichen (Abbildung 8) (Pfeiffer et al. 2008; Pfeiffer et al. 2010).

16
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Abbildung 8: Das GAL4/UAS-System. Kreuzt man eine Treiberlinie mit einer Effektorlinie, so erhilt
die F1-Genertion sowohl das Effektor-, wie auch das Reporterkonstrukt. Um an der richtigen Stelle des
Genoms zu integrieren, wird das P-Element der Treiberlinie von zwei attB-Seiten (attR und attl)
flankiert. Weiter befinden sich auf dem P-Element Enhancer, Promotor, sowie die GAL4-Sequenz. Die
Effektorlinie besitzt die UAS-Sequenz, welche GAL4 bindet und das nachgeschaltete GenX mit dessen
Promotor. Sobald GAL4 exprimiert wird, bindet das Protein an die UAS-Sequenz des
Effektorkonstrukts und veranlasst die Expression des klonierten Gens (Pfeiffer et al., 2010).

Eine Moglichkeit der Manipulation iiber dieses System besteht in der Expression von
Tetanustoxin (TNT). Wird TNT unter der Kontrolle von GAL4 exprimiert, wird die synaptische
Transmission der Neurone, welches GAL4 exprimieren, tiber die durch TNT verhinderte
Ausschiittung von Neurotransmittern unterbunden. Hierbei spaltet TNT das Membranprotein
Synaptobrevin, wodurch die neurotransmitterbeinhaltenden synaptischen Vesikel nicht mehr
mit der Zellmembran verschmelzen und folgend die Neurotransmitter nicht in den synaptischen
Spalt entlassen konnen (Sweeney et al. 1995).

Mit Hilfe der RNA-Interferenz Linien (RNAi1 Effektor Linien) konnen ganz gezielt bestimmte
Gentranskripte degradiert und damit die Expression der Produkte unter GAL4-Kontrolle
unterbunden werden. Hierbei wird nach GAL4-Bindung eine, der mRNA eines gewiinschten
Gens komplementdre Antisense-RNA exprimiert, welche sich zu doppelstringiger RNA
(dsRNA) zusammenlagert (Tabara et al. 1999). Die dsRNA wird nachfolgend vom Enzym
Dicer in small interfering RNA (siRNA) Stiicke zerschnitten. Nachfolgend verbinden sich diese
siRNAs mit dem Enzym RISC (RNA-induced silencing complex) und RISC trennt die siRNA
in Einzelstringe, welche an die komplementére endogene messenger RNAs (mRNA) binden.
Diese werden geschnitten und sorgen somit fiir einen raschen Abbau der mRNA Bruchstiicke
(Dufty 2002).

Auch eine Expression eines gewlinschten Gens iiber complementary DNA (cDNA) in einem
genetisch mutanten Hintergrund, ist mit dem GAL4/UAS-System moglich. Einem Tier,
welches defizient fiir ein Protein ist, kann somit nur in einem ganz bestimmten Bereich des
Nervensystems dieses Protein zuriickgegeben werden. Folgend kann man in
Verhaltensexperimenten untersuchen, ob das exprimierte Protein in diesem Bereich fiir ein
bestimmtes Verhalten verantwortlich ist.
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Zur Untersuchung von Expressionsmustern eines Treibers finden Effektorlinien Verwendung,
welche nach GAL4-Bindung ein Fluoreszenzprotein exprimieren. Nach anschlieBender
Praparation des Gehirns (Whole Mounts, Ganzpraparate) und anschlieBender
Antikorperfarbung zur Verstdrkung des Fluoreszenzsignals, kann die Fluoreszenz mittels
Anregung durch Laser entsprechender Wellenldngen in einem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop beobachtet werden (Lee und Luo 1999).

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Die urspriingliche Fragestellung meiner Dissertation beschéftigte sich mit dem Sitz des
Magnetfeldrezeptors und der nachgeschalteten Transduktionskaskade in Drosophila
melanogaster. Im Zuge der Arbeiten hat sich jedoch herausgestellt, dass es keinen Nachweis
bei Drosophila fur die Orientierung mit Hilfe magnetischer Felder gibt und die Fliegen sich im
dafiir publizierten Paradigma, einem T-Labyrinth, idiothetisch orientieren konnten. Das dafiir
zugrundeliegende Netzwerk und einige, fiir die Pfadintegration essentielle, Proteine konnten
darauf hin identifiziert werden.

Hierbei wird der Sitz dieser Orientierungsleistung hauptséichlich im Ellipsoidkorper und der
Protozerebralbriicke vermutet und daher das Hauptaugenmerk auf diese Strukturen des
Zentralkomplexes und die verbindenden Neuronenklassen gelegt.

Auf Beteiligung an der idiothetischen Orientierung untersucht, wurde der Einfluss der
Genprodukte von Genen, die in Verbindung mit Lernverhalten und Orientierung stehen
(rutabaga, dunce, amnesiac, radish, ellipsoid-body-open und ignorant), ein Gen der
Phototransduktionskaskade des visuellen Sytems (norpA), sowie Gene fiir die Regulation der
circadianen Rhythmik (period und cryptochrome), wobei fir rutabaga, dunce und
cryptochrome der Einfluss der Genexpression in den einzelnen Ringsystemen des
Ellipsoidkorpers genauer betrachtet wurde.

Weiter wird die Notwendigkeit der P-EN und E-PG Neurone fiir die idiothetische, sowie fiir
die visuelle Orientierung untersucht und verglichen.

18



2. Material und Methoden
2.1 Aufzucht und Haltung der Fliegenstimme

Die Fliegenstimme wurden in einer Klimakammer bei 25°C, 60% Luftfeuchte und einem
14/10h Hell-/Dunkelzyklus gehalten. Es wurden Futtergldschen mit einem Durchmesser von
3,6 cm und einer Hohe von 8,2 cm aus transparenten Polystrol (Fa. Greiner BioOne),
verschlossen mit einem milbendichten Schaumstoffstopfen (Fa. K-TK Retzstadt), verwendet.
Die Futterglaschen wurden ca. 2 cm hoch mit Standardfuttermedium, bestehend aus MaisgrieB3,
vollfettem Sojamehl, Malzextrakt, Zuckerriibensirup, inaktiver Bierhefe, Agar-Agar, Methyl-
4-Hydroxybenzoat und Wasser befiillt. In den Futterbrei wurden mittig ca. 1 cm tief 2x4x0,2
cm grofle Pappstreifen (Fa. K-TK Retzstadt), gegeben, welche zuvor mit Methyl-4-
Hydroxybenzoat getréinkt worden waren und die an der sich im Medium befindlichen Seite ca.
2 mm hoch mit in Wasser geldster aktiver Backerhefe benetzt waren.

2.2 Verkreuzen der Fliegenstimme

Fiir die Kreuzungen wurden jeweils jungfrauliche Weibchen (erkennbar am Meconium im
Abdomen; das Meconium besteht aus verdautem pupalen Gewebe und kennzeichnet die
Jungfraulichkeit einer Fliege, da sie sich in diesem Stadium noch nicht verpaart aufgrund der
in diesem Stadium noch unzureichend ausgehirteten Kutikula (Dahmann 2008)) eines Stammes
mit jungen Minnchen eines anderen Stammes verpaart. Dazu wurden die gewiinschten Tiere
mittels CO> Betdubung unter dem Binokular separiert und mithilfe eines weichen Pinsels in ein
frisches Futterbreigldschen iiberfiihrt. Nach ca. 3-5 Tagen wurde die Elterngeneration in ein
frisches Futterbreiglischen umgesetzt, um eine Vermischung mit der Filialgeneration zu
vermeiden.

2.3 Liste der in der Arbeit verwendete Fliegenstimme

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Fliegenstimme unter Beriicksichtigung des betroffenen
Chromosom, der Bezugsquelle, sowie der Referenz. Chr.=Chromosom

Stamm Chr. Bezugsquelle Referenz
Canton Spezial WT Bloomington
(Cs) Stock Center #1
Wildtyp Berlin WT DGRCenter
(WTB) #103397
amnesiac[1]/FM7a Bloomington ]

1) X Stock Center (Quinn et al. 1979)
(amn #5954
dunce[1] AG Strauf3, Univ.

! D i .1

(dncl) X Mainz (Dudai et al. 1976)
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ellipsoid-body-open[678]
(eb0678)

ignorant[58/1]
(ign**%)

no receptor potential A [P24]

(norpAP 24)

period[01]
(per®)

radish[1]
(rad?)

rutabaga(1]

(rutl)
cryptochrome[01]
(w[*];;cry®!/TM3,Sb)
Effektorlinien

rut!/FM7a;;P(UAS-rut)Z1/TM3,Sb

dncl/FM7a;P(UAS-dnc)Z1/CyO

yIw[*];UAS-CD4-tdGFP/CyO

w*;;UAS-mCD8::GFP/TM3,Sb

yw UAS-mCD8::RFP
LexAop2-mCD8::GFP

wl18/w*;P(UAS-TeTxLC)/CyO

w*;UAS-cry/CyO;cry®t/TM3,Sb

RNA Interferenz Knock-down Linien

yl v ;UAS—cryRNAi

yiviUAS-rutt™A /T3, sb

X;H

X;H

Xl

X:ll

X;H

Xl

XI5

X;H

X;H

AG Heisenberg,
Univ. Wirzburg

AG Heisenberg,
Univ. Wirzburg
Bloomington
Stock Center
#9048

AG Helfrich-
Forster, Univ.
Wirzburg

AG Strauf3, Univ.

Mainz

AG Strauf3, Univ.

Mainz

AG Strauf3, Univ.

Mainz

AG Heisenberg,
Univ. Wirzburg

M. Schwarzel,
Univ. Berlin

Bloomington
Stock Center
#35839

Bloomington
Stock Center
#5137

Bloomington
Stock Center
#32229

H. Scholz, Univ.
Koln

R. Staneswski,
Univ. Munster

Bloomington
Stock Center;
#25859

Bloomington
Stock Center;
#27035

(Strauss and
Heisenberg, 1993;
Thran et al., 2013)

(Putz et al.,, 2004,
Kuntz et al., 2012)

(Zhu et al. 1993)

(Livingstone und
Tempel 1983)

(Gong et al. 1998;
Folkers et al. 2006)

(Levin et al. 1992)

(Dolezelova et al.
2007)

(Dolezelova et al.
2007)

(Lee und Luo 1999)

(Scholz et al. 2000;
Sweeney et al.
1995)

(Emery et al. 1998)

(Sathyanarayanan
et al. 2008)

(Ni et al. 2009)




y1 vL:UAS-dnc®™A1TM3,5b

Reporter Linien

w'l?8::R28D01-GAL4

wl?8::R31A12-GAL4

w'!l18:-R19C08-GAL4

w!l18.-R54B05-GAL4

w!118.:-R12D09-GAL4

w!!18.:-R13D06-GAL4

w!l18:-R41G11-GAL4

w!!18.:-R37F06-GAL4

w!l18.-R26B12-GAL4

w!l18:-R26C04-GAL4S

w!l18:-R19G02-GAL4

w'l?:.:R60D05-GAL4

w*;;R49E09-GAL4

X;H

X;H

X;H

X;H

X;H

X;H

X;H

X;H

X;

X;

X;

X;

X;H

X;H

Bloomington
Stock Center;
#27250

Bloomington
Stock Center
#47342

Bloomington
Stock Center
#49661

Bloomington
Stock Center
#48845

Bloomington
Stock Center
#50465

Bloomington
Stock Center
#48503

Bloomington
Stock Center
#48560

Bloomington
Stock Center
#41244

Bloomington
Stock Center
#49962

Bloomington
Stock Center
#49165

Bloomington
Stock Center
#49168

Bloomington
Stock Center
#48860

Bloomington
Stock Center
#39247

Bloomington
Stock Center
#38692

(Ofstad et al. 2011;
Omoto et al. 2018)

(Omoto et al.
2018)

(Omoto et al. 2017,
Xie et al. 2017)

(Xie et al. 2017;
Omoto et al. 2017)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)

(Jenett et al. 2012)
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Vienna Stock

w*;;VT039763-GAL4 X1l (Dietzl et al. 2007)
Center
Vienna Stock
*s - ; Dietzl [. 2007
w*;;VT49921-GAL4 X1 Center #203353 (Dietzl et al. 2007)
i k
W*;;VT42759-GAL4 xan - vennastoc (Dietzl et al. 2007)
Center
W*;:VT043679-GAL4 el Vienna Stock (Dietzl et al. 2007)
Center
Vienna Stock
*.. - . i
w*;;VT025526-GAL4 X1 Center #203474 (Dietzl et al. 2007)
A.M I iv.
W*;;VT025526-GAL4 cry[01]/TM3,5b  X;lI Viendel, Univ
Mainz
Bloomington
198Y-GAL4 v Stock Center (Renn et al. 1999)
#30817
. (Young und
EB1-GAL4 I ;;E:ch Univ.- Armstrong 2010;
Omoto et al. 2018)
D. Armstrong, (Omoto et al. 2018;
189Y-GAL4 : Univ. Edingburgh  Renn et al. 1999)
J. Simpson, Univ. | (Pereanu et al.
ftz-ng-GAL4/TM3,Sb " Ashburn 2011)
Bloomington
w*;;ftz-ng cry[01]/TM3,Sb [clonel] X1 Stock Center
#8767
X111 A. Mendel, Univ.
w*;189Y-GAL4/CyO;cry[01]/TM3,Sb Mai
ainz
X;ll Bloomington (Jenett et al. 2012)
w'l1®::R54B05-LexA Stock Center
#54892
X;1 Bloomington (Jenett et al. 2012)
w'l18::R28D01-LexA Stock Center
#54764
X;ll Bloomington (Jenett et al. 2012;
w'lt8.:-R19C08-LexA Stock Center Omoto et al. 2017)
#52543

2.4 Versuchsdurchfiihrung

Die gewlinschten Genotypen wurden unter Kélteandsthesie separiert und waren in der Zeit
der Versuche drei bis sechs Tage alt. Zwischen der Kiltebetdubung und den Versuchen lagen
mindestens 16 h. Fiir das Simulationsexperiment nach Gegear, sowie fiir das /ODA wurden den
Fliegen keine Fliigel gekiirzt. Fir das Buridan-, Persistenz- und Detour -Paradigma wurden die
Fliigel der Fliegen mit Hilfe einer Iridektomieschere unter Kélteimmobilisierung auf ca. '5 der
Lange gekiirzt, ohne dabei die Fliigelvene zu beschiadigen.
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2.4.1 Simulation des Experiments von Gegear, jedoch ohne kiinstliches Magnetfeld

Fir die Simulation von Gegears Experiment, verwendeten wir ein quaderférmiges
Mittelstiick mit rohrenférmigen Innenteil, an dessen gegeniiberliegenden Seiten jeweils ein
Kunststoffrohrchen, hergestellt aus je einem 15 ml Falcontube®, angeschraubt wird. An der
Mittelstiickvorderseite befindet sich eine Einfiilloffnung, iber welche, mittels eines Aspirators,
Gruppen von ca. 6-25 minnlichen Fliegen eingefiillt werden. Die Offnung wird mit einem
Verschlussstopfen geschlossen. Die Ubergiéinge in die Réhrchen kénnen mit Hilfe von
Schiebern verschlossen werden. Die Rohrchen sind an den distalen Enden aufgeschnitten, um
mit Hilfe von Schaumstoffstopfen, welche an einem Spritzenkolben befestigt sind, die sich im
Rohrchen befindlichen Fliegen in das Mittelstiick zuriickschieben zu konnen. Ebenfalls am
distalen Ende befindet sich eine kleine Offnung, durch welche ein Kunststofftrichter eingefiihrt
werden kann, welcher ein mit einer 10%igen Zuckerlosung getranktes Zellstofftiichlein enthélt
(Abbildung 9).

Schieber

Kunststofftrichter mit

10%iger Zuckerloung
Schaumstoff- auf Zellstoff

stopfen

Y
Falcontube g(
vy

O E——

A
Einfiilléffnung

Verschluss-
stopfen g

Abbildung 9: Versuchsaufbau zur Simulation des Experiments von Gegear. An einem, mit zwei
Schiebern verschlieBbaren Kunststoffwiirfel, sind an den gegeniiberliegenden Seiten Kunststoff-
rohrchen angeschraubt. An den duferen Enden der Rohrchen befinden sich an Spritzenkolben befestigte
Schaumstoffstopfen, mit Hilfe welcher die Versuchstiere aus den Rohrchen in das Mittelstiick
zuriickgeschoben werden kénnen. Uber die Einfiilloffnung werden jeweils 20 Gruppen von 6-25 Tieren
eingefiillt; die Offnung wird mit einem Verschlusstopfen verschlossen. Fiir die Belohnung wurde ein
Zellstofftuch mit einer 10%igen Zuckerldsung getréinkt und durch einen Kunststofftrichter in das obere,
duBere Ende des gewiinschten Rohrchens gesteckt.

Im Unterschied zu den Arbeiten von Gegear und Kollegen verwendeten wir kein kiinstliches
Magnetfeld, um zu untersuchen, ob sich die Tiere in Gegears Experimenten eher nach der Seite
und nicht nach einem Magnetfeld orientiert haben. Zwar war um jedes Kunststoffrohrchen eine
Magnetspule gewickelt, mit Hilfe welcher, nach Anlegen einer Spannung auf jeweils einer Seite
ein kiinstliches, ca. 1,39 mT starkes Magnetfeld erzeugt werden konnte. Jedoch fanden die
Experimente ohne angelegte Spannung statt.

Wir trainierten die Versuchstiere gemédll der Vorgehensweise von Gegear et al.; die Tiere
erhielten im Training immer auf jener Seite die Zuckerbelohnung im nicht vorhandenen,
,kinstlichen Magnetfeld, auf welcher im anschlieBenden Test das ,.kiinstliche Magnetfeld*
prasentiert worden wire. Nachdem im Training ein Schieber gedffnet wurde, hatten die Tiere
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jeweils 60s Zeit, sich in dem entsprechenden Rohrchen ohne Zuckerbelohnung aufzuhalten,
danach wurden sie mit Hilfe des Schaumstoffstopfens vorsichtig in das Mittelstiick
zuriickgeschoben und der Schieber wieder geschlossen. Dann wurde der gegeniiberliegende
Schieber gedffnet und die Tiere konnten sich 60s in dem Roéhrchen mit Zuckerbelohnung
aufhalten, bevor sie wieder mit dem Stopfen in das Mittelstiick zuriickgeschoben wurden. Im
anschlieenden Test wurden beide Schieber gedffnet und die Tiere hatten fiir 60s die Wahl
zwischen beiden Rohrchen (Abbildung 10). Es wurde anschlieBend die Anzahl der Tiere im
Rohrchen mit nicht vorhandenem, ,.kiinstlichem Magnetfeld und vorheriger Zuckerbelohnung;
die Anzahl der Tiere auf der vorherig nicht-belohnten Seite ohne , kiinstliches Magnetfeld*;
sowie die Gesamtzahl der Tiere ermittelt. Fiir jeden Versuchsdurchlauf wurde eine neue
Fliegengruppe verwendet.

Unsere urspriingliche Versuchsdurchfiihrung (siehe Anhang). wich von der Vorgehensweise
von Gegear ab Wir prasentierten die Zuckerbelohnung mit kiinstlichem Magnetfeld im Training
in jeder Gruppe auf beiden Seiten und im anschlieBenden Test alternierten wir die Seite des
kiinstlichen Magnetfeldes. So konnte ausgeschlossen werden, dass sich die Tiere im Test in die
zuvor belohnte Seite orientierten

A) Training B) Training
Zucker-
belohnung Zucker-
» belohnung
Gefas alve Y | UL (3 | AR
& ﬁ S &2 N J
Test Test
Ce * ('ﬁ ﬁ-ﬁﬁ:é_':ﬁ_: &

Abbildung 10: Versuchsdurchfiihrung zur Simulation des Experiments von Gegear. Gemil der
Versuchsdurchfiithrung nach Gegear et al. erhielt eine Gruppe der Versuchstiere im Training keine
Zuckerbelohnung auf der linken Seite, danach eine Zuckerbelohnung im nicht vorhandenen
,kinstlichen Magnetfeld auf der rechten Seite. Nachfolgend hatten die Tiere im Test die Wahl
zwischen beiden Seiten (A). Fiir die nichste Versuchsgruppe wurden belohnte und unbelohnte Seite,
sowie das , kiinstliche Magnetfeld vertauscht (B). Das , kiinstliche Magnetfeld* wurde im Test wie bei
Gegear immer auf derselben Seite angenommen, auf der die Zuckerbelohnung stattgefunden hatte.
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2.4.2 Buridan Paradigma

Das Buridan Paradigma erhielt seinen Namen von dem Buridan schen Paradoxon, dass eine
Entscheidungsunfdhigkeit eines Individuums zwischen zwei identischen Stimuli beschreibt
(Gotz 1980). Die Fliege befindet sich hierbei auf einer runden, 8,5 cm im Durchmesser
dimensionierten Plattform, welche von einem fiir die Fliege uniiberwindbaren 4 cm breiten
Wassergraben umgeben ist. Um die Plattform schlieBt sich ein milchig-diffus durchscheinender
Kunststoffzylinder an, welcher von auerhalb mit vier ringférmigen Neonrdhren (3000 Lux)
beleuchtet wird. An der Innenseite des Zylinders sind zwei sich gegeniiberliegende
,Landmarken* (Metallstreifen mit einer Breite von 2cm und einer Linge von 17,3 cm, mit
schwarzer Folie beklebt) angebracht. Fiir die Fliege stellen die beiden Landmarken eine
attraktive Fluchtmoglichkeit da. Sie wird sich anndhern und so lange vor dem Wassergraben
der einen Landmarke aufhalten, bis sie ihr Verhalten als sinnlos erachtet und auf die zweite
Landmarke zulduft. Das fiihrt dazu, dass wildtypische Fliege permanent zwischen den beiden
Landmarken hin und her laufen (Strauss et al. 1992) (Abbildung 11, A). Die Bewegungen der
Fliege werden alle 0,2s mit einer sich oberhalb und parallel zur Plattform befindlichen Kamera
aufgezeichnet und als X-Y-Koordinate an das Programm Tracker.exe weitergeleitet. Ein
Versuchsdurchlauf dauert 15 min, insgesamt werden fiir jede Fliege 4500 Koordinaten
aufgezeichnet. Fiir jeden Genotyp werden zehn Individuen einzeln gemessen. AnschlieSend
werden die Koordinaten mit dem Programm Buridan0725 als Laufspuren dargestellt
(Abbildung 11, B) und der absolute mediane Fehlerwinkel berechnet, d.h., der Median der 4500
Fehlerwinkel (Orientierungswinkel [°] zu der winkelmaBig ndheren der beiden Landmarken),
welche die Fliege wihrend ihres Laufes einnimmt. Somit ist eine Analyse der Féahigkeit zur
Objektorientierung moglich (Strauss und Heisenberg 1993).
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A) B)

Abbildung 11: Buridan Paradigma. A) Die Fliege bewegt sich auf der Plattform zwischen den
beiden Landmarken. Mit Hilfe der sich iiber der Arena befindlichen Kamera werden die Positionen
der Fliege aufgezeichnet und an das Auswertungsprogramm weitergegeben. Wahrend des 15
miniitigen Versuchs wird alle 0,2s eine Aufnahme gemacht und die Daten als XY -Koordinaten
gespeichert. Sobald die Fliege die Plattform verldsst, wird die Aufzeichnung angehalten und ein
Alarmton gegeben. B) Die zuriickgelegte Strecke kann als Laufspur dargestellt werden. Die
GroBenverhiltnisse von Fliege und Arena entsprechen nicht den tatsdchlichen Verhéltnissen.

2.4.3 Persistenz Paradigma

Das Persistenz Paradigma wurde von Straul und Pichler 1998 entwickelt. Es dient dazu, die
Persistenz in der Orientierung der Fliege auf eine Landmarke zu untersuchen, nachdem die
Landmarke verschwunden ist (Strauss und Pichler 1998). Der Versuchsaufbau besteht aus einer
Plattform mit einem Durchmesser von 26 cm und einem sie umgebenden Wassergraben von 2
cm Breite, welchen die Fliege nicht tiberwinden kann. Um die Arena befindet sich ein Zylinder
aus 180 LED-Kolumnen zu je 32 LEDs. Die LED-Kolumnen kdnnen {iber einen Rechner mit
einem speziellen Programm angesteuert werden. Die virtuellen Landmarken werden erzeugt,
indem man einige Kolumnen ausschaltet, sodass zwei sich gegeniiberliegende, 4 cm breite,
dunkle Landmarken erzeugt werden (Kontrast c= 0,94). Der Versuch wird in einem
abgedunkelten Raum durchgefiihrt. Lediglich unter der milchig-triiben Plattform befindet sich
eine Rotlichtlampe, welche ein fiir die Fliege nicht sichtbares Licht erzeugt. Mit einer iiber der
Plattform angebrachten, rotsensitiven Kamera wird die Fliege erfasst und kann auf einem
Monitor als Schatten verfolgt werden (Abbildung 12). Auf dem Monitor ist ein Gitternetz
angebracht, welches mit zur Mittellinie parallelen Linien im Abstand von 0,5 cm versehen ist.
Zunichst werden der Fliege beide Landmarken présentiert; sobald die Fliege die Mittellinie der
Plattform iiberquert hat, verschwinden beide Landmarken. Es wird die zuriickgelegte Strecke
der Fliege als Vektor mit Ausrichtung in X-Richtung notiert. Ein Lauf ist beendet, sobald die
Fliege einen 0° Winkel zur Mittellinie einnimmt, den Rand der Arena erreicht oder ldnger als
zehn Sekunden stillsteht. Jede Fliege unternimmt zehn Anldufe; pro Genotyp werden zehn
Fliegen getestet.
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A)

B)

Abbildung 12: Persistenz Paradigma. A) Die Fliege bewegt sich zwischen zwei Landmarken.
Sobald sie die imagindre Mittellinie tiberquert, verschwinden beide Landmarken und es wird die
zuriickgelegte Strecke als Vektor in X-Richtung gemessen. B) Laufspur einer wildtypischen Fliege,
auch ohne visuellen Reiz wird die Richtung hin zur verschwundenen Landmarke eingehalten.

2.4.4.Detour Paradigma

Fiir das Detour-Pardigma wird derselbe Aufbau wie fiir die Persistenz Versuche verwendet.
Das Paradigma wurde von Neuser entwickelt, um das Orientierungsgedédchtnis von Fliegen zu
untersuchen (Neuser et al. 2008). Hierflir werden einer einzelnen Fliege zwei Landmarken
prisentiert, zwischen welchen sie patrouillieren kann. Uberquert die Fliege die imaginire
Mittellinie, verschwinden die Landmarken und in einem randomisierten Winkel von +/- 90° zur
angestrebten Landmarke wird eine Ablenklandmarke gezeigt. Sobald sich die Fliege der
Ablenklandmarke zuwendet, verschwindet auch diese und keine Landmarke ist mehr prisent.
Erinnert sich die Fliege an die zuerst gezeigte Landmarke, wird sie sich dieser nach
Verschwinden der Ablenklandmarke wieder zuwenden (Abbildung 13). Diese positive
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Entscheidung wird angenommen, wenn sie einen Winkel >45° zwischen Ausrichtung zur
verschwundenen Ablenklandmarke und ihrer Laufrichtung gerichtet zur erstgezeigten
Landmarke einnimmt. Eine negative Entscheidung wird angenommen, wenn sich die Fliege
von der Ablenklandmarke in einem Winkel >45° in Richtung weg von der zuerst angelaufenen
Landmarke dreht. Nach StrauB und Pichler (1998) folgt in Zufallsldufen nach einer
Rechtsdrehung der Fliege mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,58 eine Linksdrehung und vice
versa; daher wird in diesem Paradigma das Zufallsniveau bei 58% angenommen (Strauss und
Pichler 1998). Jede andere Entscheidung wird als ,,nicht entschieden* gewertet. Pro Genotyp
werden zehn Fliegen mit je zehn Entscheidungen getestet.

A)

B)

Abbildung 13: Detour Paradigma. A) Der Versuch wird in derselben Arena durchgefiihrt, wie der
Persistenz-Versuch. Nachdem die Fliege die imagindre Mittellinie {iberquert hat, verschwindet die Ziel-
Landmarke und eine Ablenklandmarke erscheint 90° zur Ziel-Landmarke. Wird diese von der Fliege
angesteuert, verschwindet auch diese und keine Landmarke wird mehr gezeigt. B) Laufspur einer
wildtypischen Fliege; nach Verschwinden der Ablenklandmarke wendet sie sich der verschwundenen
Ziel-Landmarke zu (positive Entscheidung "+"). Eine Abwendung von der Ziel-Landmarke wird als

negative Entscheidung gewertet ("=").
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2.4.510DA

Der Idiothetic Orientation in the Dark Assay (IODA) wurde auf der Grundlage der Heat-Box
Experimente von Putz und Heisenberg konzipiert. Putz und Heisenberg konnten in dieser Arbeit
eine idiothetische Orientierung von Drosophila nachweisen. Die Apparatur besteht aus einer
kleinen, geschlossenen lidnglichen Box, auf deren Boden ein Perltierelement angebracht ist.
Damit kann die Box schnell auf eine fiir die Fliege unangenehme Temperatur erhitzt werden.
Die Fliege wird darauf trainiert, dass eine Seite der Box mit einem unangenehmen Hitzereiz
gekoppelt ist; die Fliege vermeidet daraufthin diese Seite (Putz und Heisenberg 2002). In der
vorliegenden Arbeit wird die Fliege in ein Kunststoffrohrchen gesetzt und die Bestrafung
mittels Hitze wird durch eine Bestrafung durch Vibration von 300 Hz ersetzt. Ries konnte 2011
in ihrer Diplomarbeit nachweisen, dass Drosophila einem Vibrationsreiz von 300 Hz zu
entflichen versucht (Ries 2011). Das Kunststoffrohrchen ist horizontal {iber einem Mikroshaker
aufgeschraubt. Mittels eines Frequenzgenerators wird der Mikroshaker manuell angesteuert.
Uber dem Versuchsaufbau ist eine Rotlichtlampe, welche Licht, in einem fiir Drosophila nicht
sichtbaren Wellenldngenbereich emittiert (siche Anhang), bzw. eine Tageslichtlampe fiir die
Tageslichtversuche, angebracht. Um die Apparatur herum befindet sich ein blickdichter Karton
(Abbildung 14). Der gesamte Versuchsaufbau befindet sich in einer mit dicken, schwarzen Stoff
abgehangener Box, welche in einem fensterlosen Raum aufgebaut ist. Wihrend des Versuchs
gibt es, auler der iiber der Apparatur angebrachten Lampen, keine kiinstlichen Lichtquellen in
diesen Raum.

Frequenzgenerator

Mikroshaker

Abbildung 14: Idiothetic Orientation in the Dark Assay Das IODA basiert auf dem Prinzip des Heat
Box Paradigmas von Putz und Heisenberg (Putz und Heisenberg, 2002). Fiir jede Fliege ist entweder die
linke Seite des Rohrchens oder die rechte Seite mit einem Vibrationsreiz von 300 Hz wéhrend des
Trainings gekoppelt. Wildtypische Tiere zeigen im anschlieenden Test ohne Vibration eine signifikante
Vermeidung der zuvor bestraften Seite.
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Der Versuchsdurchlauf im /ODA besteht aus drei Abschnitten (Abbildung 15).

- Einem ein-miniitigen Vortest, welcher dazu dient, sicherzustellen, dass die Fliege mindestens
zwei Mittellinienliberquerungen in der Minute zeigt.

- Einem vier-, bzw. acht-miniitigen 7raining, in welchem eine Seite der Apparatur mit einer
Bestrafung mittels Vibration gekoppelt ist.

- Einem anschlieenden drei-miniitigem 7est, hier findet keine Vibration statt.

Die Fliege wird mit dem Aspirator unter einer Tageslichtlampe aus dem Futterbreigldschen
entnommen und sanft in das Kunststoffrohrchen gesetzt. Die Apparatur wird an beiden Enden
mit Parafilm® verschlossen. Die Tageslichtlampe wird ausgeschaltet, der restliche Versuch
findet nur unter der Rotlichtlampe als Lichtquelle statt. Nach ca. zehn Sekunden startet der
Vortest. Es werden die Sekunden der Minute notiert, in der die Fliege die Mittellinie {iberquert.
Fliegen mit weniger als zwei Uberquerungen werden verworfen. Sobald die Minute des
Vortests abgelaufen ist, startet das Training. Befindet sich die Fliege zu dieser Zeit noch auf
der zu bestrafenden Seite, wird die Stoppuhr angehalten und gewartet, bis die Fliege wieder auf
die nicht zu bestraftende Seite gewechselt hat. Die Uhr lduft weiter. So wird sichergestellt, dass
die Fliege die Vibration mit ihrer Mittellinieniiberquerung in Verbindung bringen kann.
Uberquert die Fliege wihrend des vierminiitigen Trainings die Mittellinie auf die bestrafte
Seite, wird die Vibration manuell gestartet, bis sie wieder die Mittellinie auf die unbestrafte
Seite iiberquert. Hier stoppt die Vibration. Die Zeiten der Mittellinieniiberquerungen werden
notiert. Sollte sich die Fliege nach Ablauf der letzten 7Trainingsminute noch auf der vibrierten
Seite befinden, wird die Stoppuhr angehalten und mit der Vibration fortgefahren, bis eine
Uberquerung auf die unbestrafte Seite stattfindet. Die Vibration stoppt, die Uhr lduft weiter und
der drei-miniitige 7est beginnt. Hier findet keine Vibration statt. Die Zeiten der
Mittellinientiberquerungen werden notiert. Abweichend zur vier-miniitigen 7rainingseinheit
wurde zu Anfang der Experimente mit einer acht-miniitigen 7rainingseinheit gearbeitet (bei
CS, ebo®’8, norpAP 24, rut! , dnc! ). Nachdem bewiesen worden war, dass auch eine vier-miniitige
Trainingseinheit ausreichend ist, um ein idiothetisches Gedachtnis auszubilden, wurde mit dem
verkiirzten Training weiterverfahren. Nach jedem Versuchsdurchlauf wird die Fliege verworfen
und eine neue Fliege fiir die nichste Versuchseinheit verwendet; die bestrafte Seite alterniert,
sodass jede Seite gleichmaBig bestraft wird.
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Abbildung 15: Versuchsablauf IODA. Der Versuchsablauf im /ODA besteht aus einem ein-miniitigen,
unvibrierten Vortest (blau), einem vier-miniitigen Training, in welchem die Fliege eine Bestrafung
mittels Vibration auf einer Hélfte der Rohre erfahrt (rot) und einem anschlieBenden drei-miniitigen Test,
in jenem ebenfalls nicht vibriert wird (gelb). Die Aufenthaltszeiten der Fliege in jeder Seite wird in
jedem Abschnitt notiert.

2.5 Histologie

Zur Uberpriifung der Treiberexpression wurden jungfriuliche Tiere des Stammes w*;;UAS-
mCDS8::GFP verwendet und mit Minnchen der gewiinschten Treiberlinie verkreuzt. Von den
Gehirnen der F1-Generation wurden Ganzpriparate (Whole Mounts) angefertigt. Die fertigen
Whole Mounts werden in Kunststoffboxen dunkel, bei 4°C aufbewahrt.

Um zu untersuchen, ob zwei verschiedenen Treiberlinien in iiberlappenden Bereichen
exprimieren, wurden homozygote, weibliche Tiere des Genotyps ylw UAS-mCDS8::RFP
LexAop2-mCD8::GFP (Chr.X) mit homozygoten Madnnchen des GAL4-Stammes verkreuzt.
Die F1-Generation tridgt somit sowohl Treiber- wie auch Effektorkonstrukt. Die ménnlichen
F1-Nachkommen wurden mit homozygoten Weibchen des LexA-Stammes verpaart. Statistisch
tragt die Halfte der weiblichen F1-Generation aus dieser Verpaarung das Effektorkonstrukt,
sowie das GAL4 und das LexA-Konstrukt. Die andere Hélfte der Weibchen besitzt neben dem
Effektorkonstrukt nur das LexA-Konstrukt. Das Vorhandensein beider Konstrukte kann erst
nach der Anfertigung von Whole Mounts unter dem Laserscanningmikroskop ersehen werden.

31



Tabelle 2: Anfertigung von Whole Mounts der Fliegengehirne.
Tag 1
Vorbereitungen:
o 8%PFA auftauen, eine Isolierbox mit Eis fiillen
e Fliegen auf Eis in breifreien Fliegenglas betduben
e 1 Priparationsschilchen mit EtOH 70% (eiskalt) fiillen
e | Praparationsschélchen mit 1x PBS (eiskalt) fiillen
e 1 schwarzes Priaparationsschélchen mit 1x PBS (eiskalt) fiillen
e Eppendorfgefall mit eiskalten 1x PBS (250ul/Eppendorf) fiillen
1. Durchfiihrung:
Betdubte Fliegen wurden in eiskaltem 70% EtOH gewaschen (ca. 1 min); in eiskaltem
PBS 1x gewaschen und unter dem Binokular in eiskaltem 1xPBS prépariert.
Anschlieflend in eiskaltem Eppendorfgefal mit 1xPBS gesammelt
2. Fixation in 4%igem PFA (250ul 8%PFA+250ul 1xPBS / Eppendorfgefal}) fiir 15 min
bei Raumtemperatur (RT)
3. 2x5min waschen mit 1xPBS (500ul/ Eppendorfgefdl3) bei RT
(vor jedem Waschschritt wird der Uberstand abgezogen)
4. Blocken mit Pferdeserum (5% Serum in 0,2%igem PBT) (500ul/Eppendorfgefal3)
[475 ul 0.2% PBT + 25ul Serum] fiir 20 min bei RT

5. Inkubation des priméren Antikorpers (AK) (AK in 5% Pferdeserum und 0,2%igem PBT)
(500ul/EppendorfgefaB) fiir zwei bis drei Tage auf einem Kipp-Laborschiittler bei 4°C

Tag 2

1. 3x 20 min waschen mit 0,2%igem PBT bei RT

2. Inkubation des sekundidren AK (AK in 0,2%igem PBT) (500ul/Eppendorfgefal) fiir zwei
bis drei Tage auf einem Kipp-Laborschiittler bei 4°C

Tag 3

1. 2x 10 min waschen in 0,2%igem PBT bei RT

2. ca. 5 min waschen in 1xPBS bei RT

3. Einen Objekttrager mit Abstandhalter versehen; Gehirne kaltstellen und ziigig mit einer
Pipette aufsaugen und einzeln auf einen Objekttriger geben. PBS mit einem
Kosmetiktuch vorsichtig absaugen und etwas Mountingmedium (Vectashield®) auf das
Objekt geben. Ein Deckglas (Stirke 0) darauflegen und Deckglas rundherum mit

Nagellack versiegeln. Bei 4°C in einer Isolierbox dunkel autbewahren
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Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Antikorper. Verwendete Antikérper fiir die
immunhistologischen Untersuchungen der Expressionsmuster. Angabe von Bindungsprotein des
Antikdrpers, verwendetes Spendertier, Verdiinnung und Hersteller.

Antikorper Tier Verdiinnung Firma
Lo a-GFP Huhn  1:1000 Aves #GFP697986

Alr’l:i‘l‘(‘;;‘:er a-mCherry Ziege  1:1000 Sicgen #0081221018
a-FASII Maus 1:100 DSHB
a-chicken Alexa 488 Esel 1:1000 Sigma

sekundire a-goat Cy3 Esel 1:1000 Dianova

Antikorper g-mouse Cy3 Esel 1:1000 Jackson Lab #715-165-150
a-mouse Cy5 Esel 1:1000 Dianova

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Losungen. Herstellung der verwendeten Stammldsungen

PBS

8% PFA (10ml)

0,2% PBT (50ml)

130mM NacCl
TmM Na2P0O4*2H20
3mM Na2PO4*H20

0.8g Paraformaldehyd auf Katalogpapier
8ml ddH20

100ul 1IN NaOH

60°C Wasserbad 1/2h

100ul 1IN HCI

Iml 10x PBS

mit ddH20 auf 10ml auffiillen

bei -18°C lagern

45ml ddH20

Iml 0,1% Triton X (10% Stammldsung in ddH20)
49ml 10x PBS

Von den Priparaten wurden anschliefend mit einem Laserscanningmikroskop (Leica TCS SP8)
und dem Programm LAS AF Aufnahmen erstellt. Um die Préparate einzuscannen, wurden ein
Bildformat von 1024x1024 und eine Frequenz von 600 Hz verwendet. Es wurde sequenziell
gescannt mit einer Scanwiederholung von zwei. Fiir das 20x Objektiv wurde eine Schichtdicke
von 0,75 um und fiir das 63x Objektiv 0,75 um, bzw. 0,33 um gewahlt. Die erhaltenen Bilder
wurden anschlieend mit dem Programmen Fiji ImageJ V5 und Corel DRAW X7 V5 bearbeitet.
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2.6 Statistik

Die Rohdatenerfassung erfolgte mit dem Programm Microsoft Office Excel 2013, die zu
berechnenden Daten wurden in ein separates Datenblatt iibertragen und im Format .csv
(Trennzeichen getrennt) abgespeichert. Diese Dateien wurden in das Statistikprogramm
RStudio V5 3.5.0 eingelesen. Alle statistischen Auswertungen wurden mit RStudio und den
Basispaketen durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde fiir die Auswertung mittels des Vorzeichentests
(SIGN Tests) das Paket BSDA verwendet. Mit dem Shapiro-Wilk Test wurde die Verteilung der
Daten iiberpriift, das Signifikanzniveau liegt bei o = 0,05. Fiir Datensétze fiir die p > 0,05 gilt,
wurde eine Normalverteilung angenommen, ist p < 0,05 so wurden die Daten als nicht
normalverteilt angesehen. Normalverteilte metrische Datensdtze wurden mit dem FEin-
Stichproben t-Test (one sample t-test) gegen ein Zufallsniveau, oder mit dem gepaarten t-Test
(paired t-test) fiir zwei gepaarte Daten und dem Welch zwei-Stichproben t-Test (Welch two-
sample t-test) fiir zwei ungepaarte Datensitze gegeneinander getestet. Waren die metrischen
Datensitzte nicht normalverteilt, wurde der Wilcoxon Vorzeichen-Rangtest (Wilcoxon signed
rank test) gegen ein Zufallsniveau verwendet. Sollten zwei ungepaarte, nicht normalverteilte
Datensitze miteinander verglichen werden, wurde der Wilcoxon Rangsummentest (Wilcoxon
rank sum test), fiir zwei gepaarte, nicht normalverteilte Datensétze ebenfalls der Wilcoxon
Vorzeichen-Rangtest verwendet. Gegebenenfalls wurde die Bonferroni-Methode als
Korrekturverfahren angewendet. Zusétzlich wurde fiir die Auswertung der Daten aus dem
Detour Experiment der Vorzeichentest verwendet. Die Durchfiihrung dieses Tests erfolgte
aufgrund der Verwendung dieses Tests fiir dieses Paradigma in vorausgegangenen Arbeiten
(Kuntz et al. 2017; Kuntz et al. 2012), damit sind die Daten stets vergleichbar. Aufgrund der
Tatsache, dass die Datensitze aus diesem Experiment sowohl metrische, als auch kategoriale
Eigenschaften besitzen, war es hier legitim, einen Test fiir kategoriale Daten anzuwenden.

Fiir die graphische Darstellung der Datensidtze mit den jeweiligen Testergebnissen wurden
Boxplots verwendet. Hierbei beschreiben die Boxen das erste Quartil (25% Perzentil) bis dritte
Quartil (75% Perzentil) mit dem Median innerhalb, die Fehlerbalken den 1,5fachen
Interquartilsabstand (1,5 IQR), Kreise auBlerhalb der Box geben die Ausreiler an. Die
horizontale, gestrichelte Linie zeigt das Zufallsniveau an. Signifikante Unterschiede der
dargestellten Datensidtze zum Zufallsniveau, bzw. zu einem weiteren Datensatz sind mit
Signifikanzsternen gekennzeichnet. Hierbei gilt: p > 0,05 = nicht signifikant; n.s.; p < 0,05 = *
signifikant unterschiedlich; p < 0,01 = ** hoch signifikant unterschiedlich; p < 0,001 = ***
hochst signifikant unterschiedlich.

Im Buridan Paradigma wurden die absoluten medianen Fehlerwinkel der experimentellen
Gruppe und Kontrollgruppen mit jenen des Wildtyps CS verglichen. Fiir das Persistenz
Paradigma wurden die zurilickgelegten vektoriellen Strecken der Treiberkontrolle mit der
entsprechenden experimentellen Gruppe verglichen. Im Defour Experiment wurde die Anzahl
der korrekten Entscheidungen der einzelnen Gruppen gegen das Zufallsniveau von 58%
getestet. Im /ODA wurden die Zeiten, die sich die Tiere auf der unbestraften Seite aufgehalten
haben, fiir die Auswertung verwendet. Dabei wurden jeweils die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in Sekunden der letzten beiden Trainingsminuten, bzw. der letzten beiden
Testminuten addiert und gegen das Zufallsniveau von 60s getestet. Zusatzlich wurde die
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten gegen die
Aufenthaltsdauer in den letzten beiden Testminuten getestet. Bei allen Tests liegt das
Signifikanzniveau a = 0,05.
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3. Ergebnisse
3.1 Gibt es eine Magnetfeldorientierung bei Drosophila?

Basierend auf Gegears Forschungsergebnissen sollte diese besondere Orientierungsform in
meiner Arbeit, beziiglich des Sitzes des Magnetrezeptors und die darin eingebundene
photochemische Transduktionskaskade, weiter untersucht werden. Hierzu wurde eine dhnliche,
zu der in Gegears Arbeiten benutzten, Apparatur entwickelt (siche Anhang).

Die von Gegear verwendete Formel zur Berechnung des Praferenzindex (PI) wies eine kleine,
aber entscheidende Unkorrektheit auf. Der PI wurde von Gegear folgend berechnet
(Originalterm aus Nature (Gegear et al. 2008)):

Plgegear = (Pm-0,5)/[(Pm+0,5)-(2Pm*0,5)]
Wobei Py den Verhiltnisanteil der Fliegen auf der Magnetfeldseite darstellt:

Pm=Anzahl der Fliegen auf Magnetfeldseite/Gesamtzahl der Fliegen
Nach Kiirzen ergibt sich der Index zwischen -1,0 und 1,0 zu:

P|Gegear= 2Pm -1

Diese Formel soll darstellen, ob die Fliegen sich fiir die Magnetfeldseite (positiver PI), oder
gegen die Magnetfeldseite (negativer PI) entscheiden. Jedoch wird in Gegears Formel
vernachléssigt, dass sich die Tiere nicht nur fiir oder gegen die Magnetfeldseite entscheiden,
sondern auch KEINE Entscheidung treffen konnen, d.h. im wiirfelformigen Mittelstiick
verbleiben. Das hat zur Folge, dass diese Tiere ohne Entscheidung in Gegears Formel wie Tiere
behandelt werden, die sich GEGEN die Magnetfeldseite entschieden haben.

Wir hingegen verwendeten eine Formel zur Berechnung des PI, welche das Verhéltnis zwischen
den Tieren, die sich fiir die Magnetfeldseite, und jenen, welche sich dagegen entschieden haben,
abbildet:

Plvendel = (P+'P0)/PGesamt

Hier beschreibt P* die Zahl der Tiere auf der Magnetfeldseite, P° die Zahl der Tiere auf der
magnetfeldfreien Seite und Pgegamt die Gesamtzahl der Tiere in der Versuchsapparatur.

Nachdem sich jedoch keine eindeutige Orientierungsfiahigkeit der Tiere in unserem
Versuchsaufbau zeigte (sieche Anhang), simulierten wir Gegears Experiment (Abbildung 9) mit
zwei verschiedenen Wildtypstimmen, jedoch ohne aktiviertes, kiinstliches Magnetfeld
(Abbildung 16). Ebenso wurden die Daten sowohl mit der von Gegear verwendeten Formel
(PlGegear), als auch der von uns verwendeten Formel(Plmendel) berechnet. Nach Berechnung der

Daten mit Plgegear (Tabelle 6) stellte sich heraus, dass eine Wildtypgruppe, Wildtyp Canton

Spezial (CS) im naiven Versuch, also im Test auf Spontanpriferenz das ,,Magnetfeld* vermied,
obwohl kein Magnetfeld vorhanden war (p= 0,02924; t=-2,358; N=20; n=653). Ein
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Trainingseffekt, also eine Hinwendung in das Magnetfeld nach Zuckerbelohnung wurde nicht
beobachtet (p=0,4726; t=-0,73281) (Abbildung 16, B). Berechnete man denselben Datensatz
mit der von uns verwendeten Formel Plvendel (Tabelle 5), so verschwindet die
,»Vermeidungsreaktion® der Tiere auf das ,,Magnetfeld” im naiven Versuch (p= 0,4019; t= -
0,8574), und eine Hinwendung zum ,Magnetfeld“ nach dem Training konnte auch nicht
beobachtet werden (p= 0,8322; t= 0,21483) (Abbildung 16, A). Wildtyp Berlin (WTB) zeigte
mit keiner der beiden Berechnungen eine naive Vermeidung des imaginidren Magnetfeldes,
jedoch eine signifikante Hinwendung zum ,Magnetfeld“ nach dem Training iber die
Berechnung mit Plvendel (p= 1,16¢%; t= 3,8171; N=20, n=599) (Tabelle 5, Abbildung 16, A)

und mit einem grenzwertig nicht signifikanten p-Wert iiber die Berechnung mit Plgegear (p=
0,0595; t= 2,0043) (Tabelle 6). Somit ist anzunechmen, dass die Spontanvermeidung des
Magnetfeldes in Gegears Experimenten eher auf einem statistischen Effekt beruht, als auf einer
aktiven Vermeidung von magnetischen Feldern. Zusitzlich wurden in meinen Versuchen auch
lediglich zwischen 596-730 Fliegen in Gruppen von 6-25 Tieren getestet; dagegen waren es in
Gegears Versuchen weit iiber 1000 Tiere, welche gruppenweise getestet wurden. Wiirde die
Anzahl der verwendeten Fliegen in meinem Experiment auf die in Gegears Experimenten
benutzte Anzahl der Tiere erhoht werden, konnte wahrscheinlich auch ein deutliches
, Vermeidungsverhalten* der naiven Tiere, wie auch ein Trainingseffekt bei CS beobachtet
werden, unter Berechnung mit Plgegear. Basierend auf diesen Erkenntnissen war es naheliegend,
dass sich die Tiere im Training einfach die Seite der Zuckerbelohnung gemerkt hatten und diese
nach dem Training aufgesucht haben, unabhéngig davon, ob ihnen ein kiinstliches Magnetfeld
die korrekte Seite markieren sollte.
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Abbildung 16: Seitenpriferenz von CS und WTB bei Versuchsdurchfiihrung gemifi Gegear,
jedoch ohne kiinstliches Magnetfeld. Diesclben Datensédtze von CS und WTB wurden jeweils mit

PlMendel (A) und PlGegear (B) berechnet. Ein negativer PI zeigt eine Abwendung von der
»~Magnetfeldseite®, ein positiver PI eine Hinwendung. Fiir die statistische Auswertung wurden die Pls
gegen das Zufallsniveau von 0, sowie untereinander als Paarvergleich getestet. n.s. p > 0,05 nicht

signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Npaiv=
20; npaiv= 653 (CS), 599 (WTB); Nirainiert= 20; Ntrainiert= 730 (CS), 596 (WTB).

Tabelle 5: Seitenpriferenz ohne kiinstliches Magnetfeld berechnet mit Plivendel. Statistische Werte
der Wildtypstimme Canton Spezial und Wildtyp Berlin bei Versuchsdurchfiihrung nach Gegear et al.,

2008 ohne kiinstliches Magnetfeld. PI = PlpMendel = (P+—P0)/PGesamt. Plhaiv = Spontanpréferenz ohne
Training, Plirainiert = Priferenz nach Zuckerbelohnung, Npaiv= 20; npaiv= 653 (CS), 599 (WTB);

Nitrainiert= 20; Ntrainiert= 730 (CS), 596 (WTB); p= Signifikanzniveau; t-Test (t= Abweichung der
Mittelwerte); Daten aus Abbildung 16.

Genotyp Plnaiv gegen 0 Plirainiert gegen 0 Plnaiv gegen Plirainiert
p t p t p t
Canton Spezial 0,4019 -0,8574 0,8322 0,21483 0,5033 -0,6763
Wildtyp Berlin 0,4575 0,75842 1,16¢°3 3,8171 0,4903 -2,0339




Tabelle 6: Seitenpriferenz ohne kiinstliches Magnetfeld berechnet mit Plgegear. Statistische Werte
der Wildtypstimme Canton Spezial und Wildtyp Berlin bei Versuchsdurchfiihrung nach Gegear et al.,

2008, jedoch ohne kiinstliches Magnetfeld. PI = Plgegear = (Pm-0,5)/[(PMm+0,5)-(2PMm*0,5)];
PM=Anzahl der Fliegen auf Magnetfeldseite/Gesamtzahl der Fliegen. Ply,iy = Spontanpréferenz ohne
Training, Plirainiert = Préferenz nach Zuckerbelohnung, Npaiv= 20; npav= 653 (CS), 599 (WTB);
Nitrainiert= 20; Dtrainiert= 730 (CS), 596 (WTB). p= Signifikanzniveau; t-Test (t= Abweichung der
Mittelwerte); Daten aus Abbildung 16.

Plhaiv gegen 0 Plirainiert gegen O Plhaiv gegen Pliraini
Genotyp naiv 868 trainiert 22 naiv £€8 trainiert
p t P t p t
Canton Spezial 0,02924 2,358 0,4726 -0,7328 0,1381 -1,5155
Wildtyp Berlin 0,3038 -1,057 0,0595 2,0043 0,5634 -0,5845

Hieraus stellte sich die Frage, wenn die Tiere sich nicht an magnetischen Feldern orientiert
haben, welche Orientierungsstrategie sie zum Auffinden des korrekten Rohrchens benutzt
hatten. Das Erdmagnetfeld wurde als Orientierungsmoglichkeit ebenfalls ausgeschlossen (siehe
Abildung 17). Von Ameisen ist bekannt, dass sie mittels Vektorberechnung den direkten Weg
zurlick zum Nest einnehmen kdnnen, obwohl sie sich iiber einen anderen Weg von ithm entfernt
haben (Collett et al. 2013). Wére es moglich, dass Drosophila diese Fahigkeit der
Vektoraddition ebenfalls besitzt? Um das zu iiberpriifen, entwickelte ich eine Apparatur, in
welcher die Fliegen einzeln darauf trainiert werden konnten, eine durch Vibration bestrafte
Seite zu vermeiden (/ODA). Das Prinzip des Versuchsaufbaus wurde von einem Experiment
iibernommen, in welchem die Tiere die Wahl zwischen zwei unterschiedlich gefirbten
Rohrchen hatten, wobei eine Farbe immer mit einer unangenehmen Vibration bestraft wurden
(Farbvibrationsparadigma, A. Ries, Arbeitsgruppe Strauf3, unpublished) und in Anlehnung an
die Heat-Box von Putz und Heisenberg entwickelt worden war (Putz und Heisenberg 2002).

3.2 Idiothetische Orientierung beim Wildtyp Canton Spezial

Wustmann und Heisenberg konnten 1996 mit Hilfe der Heat Box zeigen, dass sich Drosophila
in einer geschlossenen Box nach jener Hélfte orientieren konnte, welche nicht mittels eines
Hitzereizes bestraft wurde (Wustmann et al. 1996). Die Vermutung lag nahe, dass die Fliege,
dhnlich der Wiistenameise, das Mittel der Pfadintegration zur idiothetischen Orientierung ohne
visuelle Orientierungspunkte verwendet. Zur Untersuchung dieser Orientierungsform im IODA
bei Drosophila melanogaster wurde der Wildtyp Canton Spezial (CS) gewihlt, da jener eine
rasche Reaktionszeit im Schnellen Phototaxis Paradigma aufweist (Benzer 1967), Uberdies
zeigte dieser Wildtyp ein ausgezeichnetes Orientierungsvermogen in der Heat Box (Wustmann
et al. 1996).

Zu Beginn wurde der Versuchsdurchlauf in einen dreiminiitigen Vortest ohne Bestrafung, eine
achtminiitige Trainingsphase, in welcher jeweils der Aufenthalt auf einer Seite bestraft wurde
und eine anschlieBende, dreiminiitige Testphase ohne Bestrafung eingeteilt. Es wurden
ausschlieBlich minnliche Tiere getestet, da weibliche Tiere wéhrend des Trainings eine
verminderte Aktivitdt aufwiesen und somit die fiir den Versuch notwendige Anzahl von
Mittellinienliberquerungen (> zwei) wihrend des Vortests nicht erreichten.

Die erste Gruppe wildtypischer Fliegen wurde unter kiinstlichem Licht getestet, welches das
gesamte Spektrum des sichtbaren Lichts abdeckt. Nach der achtminiitigen Trainingsphase
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zeigten die Tiere in den letzten beiden Testminuten eine hochst signifikante Seitenpréferenz fiir
die zuvor unbestrafte Seite (p=1,15¢"%°; t=5,4086; n=27). Es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen den letzten beiden Trainings- und Testminuten (p=0,267; t=1,1343).
Wird der Versuch unter Rotlichtbedingungen durchgefiihrt, ist Drosophila ebenfalls in der
Lage, die bestrafte Seite in den letzten beiden Trainings- (p= 2,26¢™%; W=300; n=25) und

Testminuten (p= 520¢%; t= 4,9118) zu vermeiden, wobei jedoch die Aufenthaltsdauer im
unbestraften Arm in den letzten beiden Testminuten gegeniiber den letzten beiden
Trainingsminuten signifikant kiirzer ist (p= 3,07¢"%%; V= 254) (Abbildung 17).

Nachfolgend wurde untersucht, ob eine auf vier Minuten verkiirzte Trainingsphase flir die
Ausbildung eines idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses ausreichend ist. Unter
Tageslichtbedingungen zeigte Drosophila eine hochst signifikante Vermeidung der bestraften
Seite in den letzten beiden Minuten des Trainings (p= 2,1 16'07; t=7,3991; n=23), sowie auch
in den beiden letzten beiden Testminuten (p= 1,126'06; t= 6,6406). Es besteht kein Unterschied
zwischen der Aufenthaltsdauer in den letzten beiden Minuten des Trainings und des Tests (p=
0,5672; t= 0,5809). Wird der verkiirzte Versuchsdurchlauf unter Rotlichtbedingungen
durchgefiihrt, so ist die Fliege ebenfalls in der Lage, sowohl wihrend der letzten beiden
Trainingsminuten (p= 2,206'16; t= 13,543; n= 44), als auch in den letzten beiden Testminuten
(p=3,40¢e%; t=5,3308) die unbestrafte Seite zu bevorzugen, wobei die sich Aufenthaltsdauer in
der unbestraften zwischen Trainings- und Testphase unterscheiden (p= 2,55¢™%; t= 3,9875)
(Abbildung 17).

Um eine Orientierung nach dem Erdmagnetfeld auszuschlieen, wurde der Versuchsablauf wie
folgt modifiziert. Nach der vierminiitigen Trainingsphase wurde das Trainingsrhrchen auf dem
Mikroshaker um 90° horizontal gedreht. Danach wurde mit der Testphase fortgefahren. Trotz
verdnderter Ausrichtung (90° zur urspriinglichen Erdmagnetfeldausrichtung) des
Versuchsrohrchens, zeigten die Tiere in den letzten beiden Testminuten eine hdchst signifikant
langere Aufenthaltsdauer in der zuvor unbestraften Seite (p= 2,496'07; t=7,7877; n=20),
zwischen Trainings- und Testphase ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen (p=0,1392;
t=1,5434). Wird der Fliege aber nach dem Training die Moglichkeit der Vektoraddition
genommen, indem nach der Trainingsphase das R6hrchen manuell zwei- bis dreimal horizontal
gedreht wird, sodass die Fliege auf den Riicken féllt und einige Male um die eigene Achse
rotiert wird. Sie zeigt sie in der anschlieBenden Testphase keine Vermeidung der zuvor
bestraften Seite (p= 0,08049; t=-1,8284; n=24). Trainings- und Testphase unterscheiden sich

hochst signifikant voneinander (p=1,1 1%, t=6,5594) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Idiothetische Orientierung im IODA von Wildtyp Canton Spezial. Die
Orientierung, wie auch das Orientierungsgedéchtnis bei CS im /ODA ist unabhéngig von sichtbaren
Licht und dem Erdmagnetfeld. Jedoch ist es der Fliege nicht mehr mdglich, sich im Paradigma zu
orientieren, sobald die Pfadintegration nach dem Training unterbrochen wird. Fiir die statistische
Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen
das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05
signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche
Tiere. n=sieche Tabelle 7.
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Tabelle 7: Statistische Werte des Wildtyps Canton Spezial im I0DA unter verschiedenen
Versuchsbedingungen aus Abbildung 17. n= Anzahl der getesteten Tiere; p= Signifikanzniveau; t-
Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik (W= Summe der Rénge bei
ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Réinge bei gepaarten Daten); {JTageslicht; ;!gRotlicht.

Trainingsphase gegen Testphase gegen Trainingsphase gegen

e 60s 60s Testphase

CS p t \ p t \ p t \Y

8 min
Training
n=27

(@ =]

1,23¢’77 7,1893 1,15¢% 5,4086 0,267 1,1343

8 min
Training
n=25

2,26¢% 300 5200 | 49118 3.07¢0 254

17
Y

>

4 min
Training
n=23

(@ =]

2,117 73991 1,12¢% 6,6406 0,5672 0,5809

4 min
Training
n=44

2,20e710 13,543 3,40e0° 5,3308 2,55¢704 3,9875

~

17
Y

Magnetfeld
90° gedreht
n= 20

\1/
(< =]
71\

4,206 10,414 2,49¢707 7,7877 0,1392 1,5434

s

Pfad-
integration
unterbrochen |“*
n=24

1/
(<]
71y

5,03¢7 6,8904 0,08049 -1,8284 1,11 6,5594

3.3 Idiothetische Orientierung im /ODA bei klassischen Lernmutanten, blinden
Fliegen und Mutanten der inneren Uhr

Zur Untersuchung der Bedeutung von Genprodukten, welche im Zusammenhang mit Lernen
und Gedichtnis stehen, wurden die Mutanten rutabaga’ (rut’), dunce' (dnc?), ignorant58/ !
(ign5 81 ), amnesiac’ (amn] ), radish’ (rad]), ellzpsoid-body—open678 (eb0678
Fliegenstamm no receptor potential A (norpA” 2

), sowie ein blinder
) verwendet und Tiere, welche fiir jeweils eine
Komponente der inneren Uhr mutant sind: cryptochrom®’ (cry®!), sowie period’" (per®).

rutabaga (ruf) codiert fiir eine Ca?* /Calmodulin-abhingige Adenylyzyklase (AC), welche
cAMP aus Adenosin-Tri-Phosphat (ATP) herstellt. Tiere, welche mutant fiir die AC sind,
besitzen einen reduzierten cAMP-Spiegel (Davis 2005). Im /ODA zeigen rut! Tiere eine
Vermeidung der bestrafen Seite in der Trainingsphase (p= 1,60e %% W=1262,5; n= 23), jedoch
gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Aufenthaltsdauer in der bestraften und
unbestraften Seite in den letzten beiden Testminuten (p= 0,7033; t=-0,3858). Auch
unterscheidet sich die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Testminuten héchst signifikant von den letzten beiden Trainingsminuten (p= 5,87¢’%%; V=
251,5) (Abbildung 18).

Fliegen des Stammes dnc’ sind defizient fiir das Enzym Phosphodiesterase (PDA), welches von
dunce codiert wird und cAMP in 5°-AMP spaltet (Davis 2005). Die Tiere zeigen im /ODA eine
Vermeidung der bestraften Seite in der Traningsphase (p=3,09¢™%; t= 6,288; n=22), aber nicht
in den letzten beiden Minuten der Testphase (p=0,4486; t= 0,77215). Die Aufenthaltsdauer in
der unbestraften Seite unterscheidet sich in den letzten beiden Minuten des Trainings hoch
signifikant von den letzten beiden Testminuten (p= 1,37¢™%; t= 3,687) (Abbildung 18).
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58/1

Bei dem Stamm ign”®" wurde vor der Verhaltensanalyse durch eine einmalige Cantonisierung

der genetische Hintergrund ausgetauscht, nur das Chromosom mit dem mutanten ign’ 81 Allel
bleibt erhalten, die restlichen Chromosome sind dadurch wildtypischer Natur (de Belle and
Heisenberg 1996). Bevor die médnnlichen Tiere der F1-Generation im /ODA getestet wurden,
ist der ign-Phinotyp im Detour-Paradigma iiberpriift worden. Nach Neuser et al. zeigen ign’ &1
einen Verlust des Orientierungsvermdgens im Detour-Paradigma nach der Ablenkung (Neuser
et al. 2008). Die F1-Generation der cantonisierten ign°>’ Fliegen zeigten im Detour keine
Orientierung zu der zuvor gezeigten Landmarke (p= 0,7539; s= 4; n=10; N= 10; s= Anzahl
positiver Entscheidungen). Nachdem somit sichergestellt war, dass die Tiere einen mutanten
Phénotyp aufwiesen, wurden sie im /ODA getestet. Die Tiere zeigten eine signifikant ldngere
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Minuten des Trainings (p=
1,38¢%; t= 6,5479; n=23), sowie in den letzten beiden Testminuten (p=2,31e™%; t= 3,4457),
wobei die Aufenthaltsdauer in den letzten beiden Minuten des Trainings kiirzer ist als in den
letzten beiden Minuten des Trainings (p= 0,02429; t= 2,4188) (Abbildung 18).

Die Mutante radish besitzt ein defizientes Anisthesie-resistentes Gedéachtnis, eine Form des
Langzeitgedichtnisses (Folkers et al. 2006). Im JODA zeigen rad’ Fliegen eine Orientierung in

die unbestrafte Seite in den letzten beiden Minuten des Trainings (p= 2,366'04; t= 4,3483, n=
24), sowie auch in den letzten beiden Minuten des Tests (p= 0,04516; t= -2,1184), jedoch ist
die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den beiden Testminuten signifikant kiirzer
verglichen mit den letzten beiden Minuten des Trainings (p= 1,24¢%; t= 4,6057) (Abbildung
18).

Das amnesiac Neuropeptid wird hauptsidchlich in den dorsal gepaarten medialen Neuronen
(DPN) des Pilzkorpers exprimiert und erhoht als Suppressor der Phosphodiesterase den cAMP
Spiegel der Zelle (Waddell und Quinn 2001) amn’ Fliegen zeigen Beeintrichtigungen im
olfaktorischen, assoziativen Lernen (Waddell und Quinn 2001; Quinn et al. 1979). Im /ODA
besitzen amn’ Tiere unter Licht des sichtbaren Spektrums ein idiothetisches Orientierungs-

vermodgen sowohl in der Trainingsphase (p= 9,13¢’%; W=2475; n= 23), als auch eine ldngere
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Minuten des Tests (p=0,01652;
t= 2,5953). Dennoch ist die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Testminuten signifikant kiirzer als in den letzten beiden Minuten des Trainings (p= 0,02839;
V=194,5) (Abbildung 18).

Unter Rotlichtbedingungen konnen sich die Tiere in der Trainingsphase zwar orientieren (p=
8,636'05 ; t= 4,7125; n= 25), besitzen aber kein idiothetisches Orientierungsvermdgen im
anschliefenden Test (p= 0,2443; t=1,1936). Die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite im
Test unterscheidet sich hochst signifikant von jener des Trainings (p= 4,34¢%%; t= 4,0768).

Das Gen ellipsoid boby open (ebo) codiert fiir Exportin6, welches fiir den Transport von Aktin
aus dem Nucleus zusténdig ist. Tiere, die mutant fiir dieses Protein sind, zeigen einen Verlust
des visuellen Arbeitsgedédchtnisses. Thran et al. et al. konnten 2015 zeigen, dass ein Verlust der
Funktionalitét von ebo zu einer Inhibition von Drosophila Serum Response Factor (ASRF) und
Drosophila Myocardin-related transcription factor (AMRTF) fiihrt. Ohne die transkriptionelle
Kontrolle dieser beiden Proteine findet keine Expression der von Cbs codierten, H>S
synthetisierenden Cystathionin-f-Synthase statt. Das diffusible Gas H>S sorgt flir eine
Erhohung des cGMP-Spiegels in der Zelle und nachfolgend fiir die Aktivierung der
nachgeschalteten Proteine for PKG und die ign RSKII (Thran 2013).
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Im /ODA wurden hemizygote Tiere der Linie ebo%78 getestet. Es war nicht moglich, einen

kompletten Versuchsdurchlauf durchzufiihren, da die Tiere unter Rotlichtbedingungen ein so
stark reduziertes Laufverhalten zeigten, dass keine Konditionierung erfolgen konnte. Folgend
wurde der Versuch mit Fliegen durchgefiihrt, die sich im ebo®’® —mutanten Hintergrund
befanden, aber zusitzlich ein UAS-ebo Transgen trugen. Im Falle eines mutanten Phéanotyps
dieser Linie hidtten nachfolgend Rettungsexperimente mit Hilfe dieser Effektorlinie
durchgefiihrt werden konnen. In den letzten beiden Minuten des Trainings zeigten die Tiere
keine ldngere Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p= 0,3982; t=-0,8609, n=24). Auch
im anschlieBenden Test wurde keine Bevorzugung der unbestraften Seite beobachtet (p=
0,5546; t=0,59968). Es zeigte sich kein Unterschied in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften
Seite zwischen Trainings- und Testphase (p= 0,733; t= 0,34529). Da die Tiere in der
Trainingsphase nicht in der Lage waren, die bestrafte Seite zu vermeiden, konnte folgend auch
kein idiothetisches Orientierungsgedichtnis ausgebildet werden. (Abbildung 18).

Das photosensitive Protein Cryptochrom (CRY) steht seit einiger Zeit im Fokus der
Diskussionen im Zusammenhang mit der Magnetotaxis. CRY soll dabei nach Photoextinkton
durch Beeinflussung iiber externe magnetische Felder die relative Lage des Organismus im
magnetischen Feld codieren (siche Kapitel 1.5 Neue Aufgaben fiir Cryptochrom). Da aber im
nachgestellten Versuch von Gegear mit wildtypischen Fliegen, jedoch ohne angelegtes
Magnetfeld (siche Kapitel 3.1 Gibt es eine Magnetfeldorientierung bei Drosophila?), die
Vermutung aufkam, wildtypische Fliegen orientieren sich eher idiothetisch, statt nach
magnetischen Feldern, stand die Frage nach der Rolle von CRY in der idiothetischen
Orientierung im Raum, da cry-mutante Tiere in Gegears Experimenten einen Verlust der
»Magnetotaxis* aufwiesen. Ob CRY in die nicht-visuelle Orientierung eingebunden ist, sollte

mit der Mutante crym untersucht werden.

Fliegen des Stamms cry”! zeigten im IODA in der Trainingsphase eine Fihigkeit zur
idiothetischen Orientierung (p= 1,896'04; t= 4,4374, n= 24), aber in der anschlieBenden
Testphase keine langere Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p=0,3927; t=0,87114) Die
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Minuten des Tests
unterscheidet sich signifikant von der in der Trainingsphase (p= 1,28¢™%%; t=3,666) (Abbildung
19).

Um zu iiberpriifen, ob der Verlust des idiotetischen Orientierungsgedédchtnisses durch die
Mutation von cry verursacht wird und nicht durch die ebenfalls durch die cry-Mutation defekte
innere Uhr, wurde eine weitere mutante Uhrenkomponente untersucht. Hierfiir fand die
Mutante periodm (perm ) Verwendung. PER ist ein Element der transkriptionalen
Riickkopplungsschleife der circadianen Uhr (Ahmad und Cashmore 1993) und steht bis jetzt in
keinem Zusammenhang mit der idiothetischen Orientierung.

Im IODA zeigten per-mutante Fliegen eine hochst signifikant lingere Aufenthaltsdauer in den
letzten beiden Minuten des Trainings (p= 1,856'04; t= 4,6241; n= 20), sowie eine hoch
signifikant lingere Aufenthaltsdauer in den letzten beiden Minuten des Tests (p= 5,23¢%; t=
3,1536). Die Aufenthaltsdauer zwischen Training- und Testphase unterscheidet sich nicht
signifikant (p= 0,1848; t= 1,3761) (Abbildung 19). Offenbar ist eine defekte circadiane
Rhythmik nicht fiir den Verlust der idiothetischen Orientierung verantwortlich. CRY ist
demnach nicht nur in die innere Uhr involviert, sondern besitzt auch eine entscheidende, akut
lichtunabhingige Aufgabe in der idiohetischen Orientierung.
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Um den Einfluss des visuellen Systems auf die idiothetische Orientierung, bzw. das
idiothetische Orientierungsgedédchtnis zu untersuchen, wurde der blinde Fliegenstamm no
receptor potential A (norpAT**) gewihlt. norpA codiert fiir das Protein Phospholipase-C (PLC),
welches exklusiv in die Phototransduktionskaskade des visuellen Systems involviert ist. Eine
Mutation von norpA blockiert die lichtinduzierte Phosphorylierung von drei augenspezifischen
Proteinen, eines davon ist das R1-6 Opsin (Matsumoto et al. 1982). Eine Expression von norpA

wurde aber auch in den optischen Loben und dem Zentralkomplex nachgewiesen (Bloomquist
et al. 1988).

Wurden norpAP >4 Tiere im IODA getestet, zeigten sie einen intermedidren Phénotyp. Sie

zeigten zwar eine Vermeidung der vibrierten Seite in der Trainingsphase (p= 6,62¢™%°; W=
269,5, n= 24), aber kein idiothetisches Orientierungsgeddchtnis in der anschlieenden
Testphase (p= 0,08969; t= 1,7717). Jedoch besteht kein signifikanter Unterschied in der
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite zwischen Trainings- und Testphase (p=0,06528; V=
215) (Abbildung 19). Es ist wahrscheinlicher, dass nicht das defekte visuelle System fiir den
Verlust des Orientierungsgedichtnisses verantwortlich ist, sondern dass norpA direkt (Ni et al.
2017; Szular et al. 2012; Emery et al. 2000) oder iiber den gemeisamen Bindungsparnter
inactivation no afterpotential (inaD) (van Huizen et al. 1998), evnetuell im visuellen System
(Shieh und Niemeyer 1995), mit cry interagiert und das Fehlen von norp4 das
Orientierungsgedédchtnis negativ beeinflusst, da cry-mutante Tiere einen Verlust des
Orientierungsgedichtnisses aufweisen (s.0.).

44



120
110
100

90
80
70
60
50
40
30

Zeit in unbestrafter Seite [s]

20
10

Abbildung 18: Idiothetische Orientierung im /0DA bei klassischen Lernmutanten. Die Mutanten

dnc’, rut’ und ebo?® bilden im IODA kein Orientierungsgedichtnis aus. amn’ kann dieses Gedichtnis
zwar noch im sichtbaren Licht ausbilden, verliert diese Fahigkeit aber unter Rotlichtbedingungen. Fiir
die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen
das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. Gelbe Lampen = Versuchsdurchfithrung unter
fiir Drosophila sichtbarem Licht, Rote Lampen = Versuchsdurchfithrung unter fiir Drosophila nicht
sichtbarem Licht. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant;
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**%p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden méannliche Tiere. n= sieche Tabelle 8.
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Abbildung 19: Idiothetische Orientierung im /0ODA bei Mutanten der inneren Uhr sowie
blinden Fliegen. Fiir die Ausbildung des Orientierungsgedichtnisses ist keine funktionierende
circadiane Rhythmik notwendig, jedoch zeigen cry-mutante Fliegen einen Verlust des
Orientierungsgedichtnisses. Auch der blinde Fliegenstamm norpA™?*  besitzt kein
Orientierungsgedéchtnis. Fir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten
beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet.
Versuchsdurchfiihrung unter fiir Drosophila nicht sichtbarem Licht. n.s. p > 0,05 nicht signifikant;
*: p <0,05 signifikant; ** p <0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden
mannliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= sieche Tabelle 8.
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Tabelle 8: Statistische Werte verschiedener mutanter Stimme im /0ODA unter verschiedenen

Versuchsbedingungen. Aus Abbildung 18 und Abbildung 19. n= Anzahl der getesteten Tiere; p=

Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik (W= Summe

der.Réinge bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten); {J Tageslicht;
{0:  Rotlicht.

Genot Trainingsphase gegen Testphase gegen Trainingsphase gegen
yp 60s 60s Testphase
p t W p t W p t \Y
. 58/1
ign™ (Ixcant) | g | | 3506 | 65479 2310 | 34457 002429 | 24188
n=23
1
rad B | 2360 | 43483 004516 | -2,1184 124¢% | 4,6057
n=24
ebo®%/Y ;;UAS- &
ebo/ll 03982 | -0,8609 0,5546 | 0,59968 0,733 | 034529
n=24
1
amn 0| o913 2475 | 001652 | 2,5953 0,02839 194,5
n=23
1
amn P 863 | 47125 0,2443 1,1936 434e™ | 4,0768
n=25
P24
norp4 | 66260 2695 | 008969 | 17717 0,06528 215
n=24
01
per P | 1856 | 46241 503¢% | 3,1536 0,1848 1,3761
n=20
01
cry B | 180" | 44374 03927 | 087114 12895 | 3,666
n=24 '
1
dnc O | 300¢% | 62886 0,4486 | 0,77215 1,37¢°03 3,687
n=22
1
r “tz ; O | 1,60 2625 0,7033 | -0,3858 5,87¢°04 2515
n:

3.4 Idiothetische Orientierung nach Stilllegung der chemisch-synaptischen
Transmission einzelner Ringneuronsysteme

Mittels Expression von Tetaustoxin (TNT) in den einzelnen Ringneuronentypen wurde die
chemisch-synaptische Transmission in dem entsprechenden System unterbunden. Die
Expression von Tetanustoxin in Neuronen fiihrt zur Unterbindung der Exozytose der
Neurotransmitter in den synaptischen Spalt (Sweeney et al. 1995). Mit Hilfe des GAL4/UAS-
Systems kann TNT gezielt in den einzelnen Ringsystemen (R1-4) exprimiert werden. Eine
Expression von TNT in den Ringsystemen R1, R3 und R4 fiihrt zu einem Verlust des visuellen
Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma (Neuser 2012). Exprimiert man TNT mit
Hilfe des R2-Treibers EB1-GALA4, tritt im Detour-Paradigma eine so starke Immobilitdt der
Fliegen auf, dass ein Verhaltensversuch unmoglich wird (Neuser 2012).

3.4.1 Silencing von R1

Uber den Treiber R31A12-GAL4 wird die Expression von TNT auf R1 beschriinkt (Omoto
et al. 2018). (Expressionsmuster siehe Abbildung 42). Wihrend die Kontrollgruppe
+/Y;;R31A12-GALA/III eine wildtypische Bevorzugung der unbestraften Seite in der
Trainingsphase (p= 1,81,e%: = 7,091; n= 18), sowie in der Testphase (p=1,086'03; W= 146)
zeigte (Abbildung 20), fithrte die Expression von TNT bei w/Y;UAS-TNT/I[;R31A12-
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GALA4/III zu einer stark reduzierten Lokomotorik. Es war nicht méglich die Tiere im /ODA zu
testen. Zu beachten ist, dass auch die Kontrollgruppe eine geringere, jedoch ausreichende
Aktivitit aufwies.

3.4.1.1 Silencing von R1 plus

Der Treiber 198Y-GAL4 wurde als R1 selektiver Treiber publiziert (Renn et al. 1999). Das
konnte aufgrund des fehlenden GFP-Signals in der durchgefiihrten immunhistologischen
Untersuchung jedoch nicht liberpriift werden. (Expressionsmuster siche Abbildung 43). Auch
scheint 198Y-GAL4 in der histologischen Untersuchung von Renn im Jahre 1999 nicht
ausschlieBlich auf R1 beschrinkt gewesen zu sein In ihrer Arbeit sind in den
Expressionsmustern von 198Y-GAL4 schwache GFP-Signale in den Bulbi des Ellipsoidkdrpers
zu erkennen, was gegen die Beschrankung auf R1 spricht. Das Ringsystem 1 zeigt keine
Expression in den Bulbi (Omoto et al. 2018). Daher kann angenommen werden, dass 198Y-
GAL4 neben R1 noch weitere Ringssysteme (hier R1 plus genannt) zumindest teilweise
anspricht. Die Expression von TNT unter der Kontrolle von 198Y-GAL4 fiihrte zu einem
Verlust des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses im IODA. Die Tiere zeigten keine
langere Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Testminuten (p=
0,5864; t= 0,55214; n= 23), jedoch zeigten sie in der Trainingsphase, dass sie die unbestrafte
Seite bevorzugen (p= 9,17¢™; t= 4,7717). Die Tiere hielten sich signifikant ldnger wihrend
der Trainingsphase, verglichen mit der Testphase, in der unbestraften Seite auf (p=2,38¢™%; t=
3,432). Die Kontrollgruppe +/Y;;;198Y-GALA4/IV zeigte wildtypisches Verhalten, eine ldngere
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite sowohl in der Trainingsphase (p= 4,68¢%; t=
3,2035, n= 20), als auch in der anschlieBenden Testphase (p= 0,031; t= 2,3297). Die
Aufenthaltsdauern in der Trainings- und Testphase unterschied sich nicht signifikant
voneinander (p= 0,2179; t= 1,2743) (Abbildung 20).

3.4.2 Silencing von R2

Die Expression von TNT unter der Kontrolle der R2 spezifischen Treibers EB1-GAL4
(Omoto et al. 2018) (Expressionsmuster siche Abbildung 44), fiihrte zu einer so starken
Reduktion der Lokomotion der Tiere, dass es nicht moglich war, den Genotyp w/Y; UAS-
TNT/EB1-GAL4 im IODA zu testen. Dieser Phanotyp wurde schon 2012 von Neuser im
Detour-Paradigma beobachtet (Neuser 2012) Die Treiberkontrolle +/Y;EB1-GAL4/II hingegen
verhielt sich im /ODA wildtypisch (Abbildung 20).

3.4.2.1 Silencing von R2 plus/minus

Die Ergebnisse der Doppelfarbung von als R2 spezifisch postulierten Treiber R19C08-GAL4
zeigen, dass jener neben dem Ringsystem R2 in einem iiberlappenden Bereich des Treibers
R28D01-GAL4 exprimiert (Abbildung 45 und Abbildung 65). Somit wird auch R19C08-GAL4
in die Kategorie R2 plus eingeordnet. Im /ODA zeigten sich bei Tieren des Genotyps w/Y;UAS-
TNT/ILR19C08-GAL4/III eine mit dem Genotyp w/Y; UAS-TNT/EB1-GAL4 vergleichbare
Inaktivitdt. Auch bei dieser Versuchsgruppe zeigte sich eine so starke Inaktivitit, dass es nicht
moglich gewesen war, die Tiere im /ODA zu testen.
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Der Treiberstamm VT49921-GALA4 ist als R2 spezifischer Treiber postuliert (Lin et al. 2013),
es wurden aber in der immunhistologischen Untersuchung zu wenige R2-spezifische Zellkorper
nach GFP-Expression unter der Kontrolle dieses Treibers erkannt (Expressionsmuster siche
Abbildung 46). Daher wird er als R2 minus behandelt Im /ODA weisen Tiere des Genotyps
w/Y;UAS-TNT/I;VT49921-GALA4/III einen intermedidren Phanotyp auf. Zwar bevorzugen sie
in den letzten beiden Trainingsminuten die unbestrafte Seite (p= 4.94¢%: t= 4,1925; n= 20),
jedoch unterscheidet sich die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite im anschlieBenden Test
nicht signifikant vom Zufallsniveau (p= 0,0606; t= 1,9949). Dennoch besteht kein signifikanter
Unterschied in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite zwischen Trainings- und
Testphase (p= 0,1368; t= 0,1368). Die Kontrollgruppe +/Y;;VT49921-GALA4/III hilt sich
sowohl im Training (p= 4,24¢%%; W= 253; n= 22), als auch in der Testphase (p= 9,42¢""; t=
6,8299) signifikant lidnger in der unbestraften Seite auf. Jedoch besteht zwischen den
Aufenthaltsdauern in Trainings- und Testphase ein signifikanter Unterschied (p= 1,70¢%%; v=
200,5) (Abbildung 20).

3.4.3 Silencing von R3d&p

Der Treiber 189Y-GAL4 exprimiert ausschlieBlich in den Subklassen R3d und R3p des
dritten Ringsystems (Omoto et al. 2018) (Expressionsmuster siehe Abbildung 47 und
Abbildung 66). Obwohl die Kontrollgruppe +/Y;189Y-GALA4/Il im IODA einen Verlust des
idiothetischen Orientierungsgedichtnisses in der Testphase zeigt (p=0,2877; t=1,0885; n=24),
zeigt die experimentelle Gruppe unter Vollichtbedingungen ein intaktes Orientierungs-
gedichtnis (p= 3,20e; t= 3,3272; n= 22). Beide Gruppen zeigen eine Bevorzugung der
unbestraften Seite in der Trainingsphase (Kontrollgruppe: p= 9.91¢*; t= 4,6968;
experimentelle Gruppe: p= 1,93¢%; t= 4,5076). Wihrend sich die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite von Test- und Trainingsphase bei der experimentellen Gruppe nicht
signifikant voneinander unterscheidet (p=0,137; t= 1,5464), hilt sich die Kontrollgruppe in der
Testphase, verglichen mit der Trainingsphase, kiirzer in der unbestraften Seite auf (p= 3,22¢%;
t= 3,2883) (Abbildung 20). Unter Rotlichtbedingungen war die experimentelle Gruppe nicht
testbar, da sie zu wenig Aktivitit zeigte, sodass ein Versuchsdurchlauf unméglich war.

3.4.4 Silencing von R4 minus

Die Expression von TNT unter der Kontrolle des R4 spezifischen Treibers fiz-ng-GAL4
(fushi-tarazu, ein Segmentierungsgen der frithen Embryonalentwicklung (Krause et al. 1988;
Lin und Goodman 1994)) fiihrt zur Letalitét der F1-Generation. Dies wurde auch schon in der
Dissertation von Flethe 2018 beobachtet (Flethe 2018). Allerdings kann angenommen werden,
dass ftz-ng-GAL4 nicht das gesamte Ringneuronensystem R4 anspricht, da nach Expression
von GFP unter der Kontrolle dieses Treibers nicht alle R4-zugehorigen Zellkorper angefarbt
wurden (Expressionsmuster siche Abbildung 51). Eventuell wir nur in einem Teil dieses
Ringsystems exprimiert, der Treiber fiz-ng-GAL4 daher als ,,R4 minus® bezeichnet. Da das
vierte Ringsystem in die Subklassen R4m und R4d unterteilt werden kann, sollten TNT
nachfolgend in den beiden einzelnen Subsystemen exprimert werden.
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3.4.4.1 Silencing von R4m und R4d

Auch die Nachkommen der Verpaarung von w/w;UAS-TNT mit der R4m spezifischen
Treiberlinie w/Y;;VT025526-GAL4 (Lin et al. 2013), waren letal. Die F1-Generation verstarb
zwel bis drei Tage nach dem pupalen Schlupf. Lediglich die experimentelle Gruppe w/Y;UAS-
TNT/I;V043679-GALA4/IIL, in welcher TNT in R4d exprimiert wird (Lin et al. 2013), zeigte
sich lebensfihig. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass eine Expression von GFP unter der
Kontrolle dieses Treibers zu keinem Signal in der immunhistochemischen Untersuchung fiihrte
(Expressionsmuster siehe Abbildung 53). Ob VT043679-GAL4 noch R4d spezifisch
exprimiert, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Im IODA zeigt diese experimentelle Gruppe einen Verlust des idiothetischen
Orientierungsgedéchtnisses. Die Tiere halten sich im Test nicht signifikant ldnger in der
unbestraften Seite auf (p= 0,3708; t= -0,91454; n= 22), wohl aber in der vorangegangenen
Trainingsphase (p= 1,3 1e%; = 5,6507). Die Aufenthaltsdauer in der Testphase unterscheidet

sich hochst signifikant von der Trainingsphase (p= 4,5 1e%; t= 5,1206) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Silencing einzelner Ringsysteme des EK.
Eine Expression von TNT fiihrt in allen Ringsystemen zu einem Verlust des Orientierungsgedéchtnisses.
Unter der Kontrolle von 198Y-Gal4 zeigen die Tiere unter Rotlichtbedingungen eine so stark
eingeschriankte Lokomotion, dass ein Versuchsdurchlauf nicht moglich war. Unter Licht des vollen
Spektrums (gelbe Lampe) ist ein intaktes Orientierungsgedéchtnis zu beobachten. Fiir die statistische
Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den Iletzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das
Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. Versuchsdurchfithrung unter fiir Drosophila nicht
sichtbarem Licht. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant;
*¥*%p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden méannliche Tiere unter Rotlichtbedingungen, auer

gelbe Lampe = Tageslichtbedingung. n= siehe Tabelle 9.
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Tabelle 9: Statistische Werte nach Silencing einzelner Ringe des EK mit Tetanustoxin (TNT). Aus
Abbildung 20 im IODA. n= Anzahl getesteter Tiere; p= Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t=
Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik (W= Summe der Rénge bei ungepaarten Daten;
V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten); {} Tageslicht; sonst Rotlicht.

Trainingsphase gegen Testphase gegen Trainingsphase gegen
Genotyp Ring 60s 60s Testphase

p t \ p t \ p t \

w/Y;UAS-TNT/IL

=123 420 | 93302 1,33¢% | 46182 0,1203 1,6162

+/Y;;;198Y-
GAL4/1V 4,68¢ | 32035 0,031 2,3297 0,2179 1,2743
n=20 R1

W/Y;UAS- |
TNT/L;198Y- | P
GAL4/IV
n=23

9,17¢%% | 47717 0,5864 | 0,55214 238 | 3432

+/Y;;VT49921-
GAL4/111 4240 253 | 942¢%7 | 6,8299 1,70¢72 200,5
n=22 R2

w/Y;UAS- minus
TNT/II;VT49921-
GAL4/1IL
n=20

4,94¢°04 4,1925 0,0606 1,9949 0,1368 0,1368

+/Y;189Y-
GAL4/11 99195 | 4,6968 0,2877 1,0885 322¢03 | 13,2883
n=24 R3d,

w/Y;UAS- R3p
TNT/;189Y-GAL4 1,93 | 45076 3,20e | 33272 0,137 1,5464
n=22

w/Y;UAS-
TNT/II;VT043679-
GALA4/III
n=22

R4d 131 | 56507 0,3708 4519 | 5,1206

0,91454

3.5 Knock-Down und Rettungsexperimente von dunce (dnc) oder rutabaga (rut)
im Ellipsoidkorper bei der idiothetischen Orientierung

Die von dnc codierte Phosphodiesterase (PDE) sorgt fiir einen cAMP-Abbau in der Zelle und
ist somit der Gegenspieler der von rut codierten Adenylylzyklase (AC), welche cAMP aus ATP
generiert. cAMP als wichtiger, sekunddrer Botenstoff ist essentiell fiir die
Informationsweiterleitung in der Nervenzelle. Mutationen in rut oder dnc Gen fithren zu einem
Verlust der olfaktorischen Konditionierung (Tully und Quinn 1985; Armstrong et al. 1998;
Tang und Juusola 2012), sowie des visuellen Arbeitsgedédchtnisses (Kuntz et al. 2017) und eines
Kurzzeitintegrators (Flethe 2018).

Auch im JODA zeigten rut’ und dnc! mutante Fliegen einen Verlust des idiothetischen
Orientierungsgedéchtnisses (siche Kapitel 3.3). Daher ist von einer Notwendigkeit von cAMP
fiir die Etablierung dieser Geddchtnisform auszugehen. Der sekundire Botenstoff cGMP
scheint hierfiir jedoch keine Rolle zu spielen, da Fliegen, welche eine Mutation in der
Downstream-Komponente ~ ign  (ign’ 1) haben, ein intaktes idiothetisches
Orientierungsgedéchtnis aufwiesen (siehe Kap.3.3). Daher wurde im Folgenden der Ellipsoid-
korper beziiglich der Notwendigkeit von ruf und dnc auf diese Gedédchtnisform kartiert.
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Zur Analyse der Ringsysteme des Ellipsoidkorpers, in welchen dnc und rut eine Rolle in der
Ausbildung dieses nicht-visuellen Orientierungsgedichtnisses spielen, wurden zwei
verschiedene Verfahren verwendet. Zum einen konnen dnc oder rut als cDNA (complementary
DNA) im jeweils mutanten genetischen Hintergrund gezielt in den einzelnen Ringsystemen
exprimiert werden (Rettungsexperiment), zum anderen konnen die Genprodukte wiederum
mittels RNA-Interferenz in einzelnen Ringsystemen herunterreguliert werden (Knock-Down
Experiment). In der anschlieBenden Verhaltensanalyse im /ODA kann daraufhin der Einfluss
der beiden Genprodukte in den Ringsystemen analysiert werden und Riickschliisse auf die
Zustandigkeiten von dnc und rut in den Subsytemen des Ellipsoidkorpers gezogen werden.

3.5.1 dnc in den Ringsystemen des Ellipsoidkorpers

Um zu untersuchen, in welchen Ringsystemen dnc fiir die Ausbildung eines idiothetischen
Orientierungsgedichtnisses bendtigt wird, wurden Tiere des Stamms dnc’/dnc!;UAS-dnc/CyO
mit Ménnchen des gewiinschten Treiberstamms gekreuzt. Die ménnlichen Nachkommen sind
hemizygot mutant fiir dnc’, jedoch wird die dnc-cDNA im Muster des verwendeten
Treiberstamms exprimiert. In einem unabhédngigen Experiment wird dnc mittels Kombination
einer dnc RNA Interferenzlinie mit der gewiinschten Treiberlinie in den einzelnen
Ringsystemen herunterreguliert. Hierbei ist zu beachten, dass mittels dieses Verfahrens nicht
alle Genprodukte degradiert werden konnen; somit ist dieses Verfahren nur als Ergdnzung zu
den aussagekriftigeren Rettungsexperimenten zu sehen. Es wurden sowohl fiir die Rettungs-
wie auch fiir die Knock-Down Versuche ménnliche Tiere der F1-Generation ohne Balancer
verwendet. Um auszuschlieen, dass auch ohne GAL4 eine ausreichende Menge Genprodukt
exprimiert wird (Leckexpression), welche zur Wiederherstellung des wildtypischen Phénotyps
ausreichend sein konnen, wurden Tiere des Stamms dnc/dnc’;UAS-dnc/CyO mit CS
Minnchen gekreuzt. Die dnc'/Y;UAS-dnc/1l Tiere der F1-Generation wurden anschlieend im
10DA getestet. Es zeigte sich, dass die Tiere ein dnc! -phénotypisches Orientierungsgedichtnis
aufwiesen. Zwar konnten sie im Training die bestrafte Seite hochst signifikant vermeiden (p=
2,766'04; W= 239; n=22), hielten sich im anschlieBenden Test aber nicht signifikant linger in
der unbestraften Seite auf (p= 0,599; t= -0,53395). Die Aufenthaltszeiten in der unbestraften
Seite von Test- und Trainingsphase unterscheiden sich hochst signifikant (p= 2,43¢ % v= 240)
(Abbildung 21).

Auch die Effektorliniec UAS-dnc®™A wurde auf eine, das Verhalten beeinflussende,
Leckexpression untersucht. Weibchen der Effektorlinie w/w;;UAS—a’ncRNAi/TM3,Sb wurden
mit CS Ménnchen gekreuzt und Tiere des Genotyps w/Y :;UAS-dnc®™ AT der F1-Generation
im /ODA getestet. Die Fliegen zeigten eine hochst signifikante Bevorzugung der unbestraften
Seite sowohl in den letzten beiden Trainingsminuten (p= 2,476'10; t=10,99; n=23), als auch in
den letzten beiden Testminuten (p= 2,37¢ ' t= 12,326). Zwischen Trainings- und Testphase
besteht kein signifikanter Unterschied in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p=
0,8471; t= -0,19505). Somit kann ein durch Leckexpression verursachter Verlust des

idiothetischen Orientierungsgedichtnisses in den folgenden Knock-Down Experimenten
ausgeschlossen werden (Abbildung 22).
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3.5.1.1 dnc im Ringsystem R1

Eine ausschlieBlich in R1 exprimierende Treiberline ist R31A12-GAL4 (Omoto et al. 2018)
(Expressionsmuster siche Abbildung 42). Eine Expression von dnc-cDNA, unter der Kontrolle
dieser Treiberlinie im dnc-mutanten Hintergrund, fithrte zu keiner Rettung des idiothetischen

Orientierungsgedéchtnisses. Die Tiere konnten in der Trainingsphase die unbestrafte Seite

bevorzugen (p= 1,706'03 ; W= 158; n= 18) dennoch halten sie sich in den letzten beiden

Trainingsminuten nicht signifikant ldnger dort auf (p= 0,3399; t= -0,98196). Auch die
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite ist in der Trainingsphase hdchst signifikant langer
als in der Testphase (p= 6,52¢’%%; W= 149). Die Treiberkontrolle +/Y;;R31A12-GAL4/III
hingegen zeigte ein idiothetisches Orientierungsgedichtnis. Die Tiere konnten sowohl im

06, =17.091; n= 18), als auch in den letzten beiden Testminuten (p= 1,08¢”

Training (p=1,81e
03, w= 146) die unbestrafte Seite signifikant bevorzugen. Zwischen Trainings- und Testphase

gibt es keinen signifikanten Unterschied in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p=
0,5381; V= 63) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Idiothetische Orientierung im /ODA nach Rettung von dnc’ in R1. Eine Expression
von dnc-cDNA in Rl im dnc'-mutanten Hintergrund fiihrt nicht zu einer Rettung des
Orientierungsgedachtnisses. Fiir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden
Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p >
0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst
signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= sieche Tabelle 10.
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3.5.1.2 dnc im Ringsystem R1 plus

Neben dem Ringsystem R1 exprimiert der Treiber 198Y-GAL4 offenbar auch in anderen
Ringsystemen (Renn et al. 1999). Wird dnc-cDNA im dnc!-mutanten Hintergrund unter der
Kontrolle von 198Y-GAL4 exprimiert, so fand eine Rettung des idiothetischen Gedéchtnisses
statt. Die Tiere hielten sich hochst signifikant ldnger in der unbestraften Seite in den letzten
beiden Trainingsminuten (p= 1,07¢’%; t= 11,022), wie auch in den letzten beiden Testminuten

(p=6,5 8¢ t= 9,8625) auf. Zu beachten ist, dass nach Expression von GFP unter der Kontrolle
von 198Y-GAL4 kein GFP-Signale im Zentralkomplex zu erkennen ist (siche Abbildung 43),
obwohl eine Auswirkung auf das Verhalten hier im Rettungsexperiment beobachtet werden
konnte (Abbildung 22). Die immunhistologische Untersuchung wurde jedoch erst einige
Monate nach den Verhaltensexperimenten durchgefiihrt.

Wird die dnc-mRNA mittels RNA-Interferenz in R1 plus degradiert, besallen die
experimentellen Tiere des Genotyps w/Y ;;UAS-dncRNAI/III;198Y-GAL4/IV immer noch ein
idiothetisches Gedéchtnis. Sie bevorzugten in der Trainingsphase (p=3, 12¢%; W=257; n= 20),

genauso wie in der Testphase (p= 5,42¢"%; t= 4,9885) die unbestrafte Seite hochst signifikant.
Zwischen Trainings- und Testphase gibt es keinen signifikanten Unterschied in der
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p= 0,3894; V= 153,5) (Abbildung 22). Zwar steht
damit das Ergebnis des Knock-Down Experimentes im Widerspruch zu jenem des
Rettungsexperiments, jedoch konnte diese Diskrepanz der Tatsache geschuldet sein, dass bei
einer RNA-Interferenz nicht immer alle Genprodukte degradiert werden und eine Restaktivitét
zur Aufrechterhaltung des Phinotyps fiihren kann.

Ahnlich wie 198Y-GAL4 zeigte auch die als Rl-spezifischer Treiber publizierte Linie
VT039763-GAL4 Expression in den Bulbi (www.flylight.com). Daher wurde auch dieser der
Kategorie R1 plus zugeordnet. Auch mit diesem Treiber war eine Rettung des Phénotyps
moglich, sobald die dnc-cDNA im mutanten Hintergrund exprimiert wurde. Die Tiere zeigten

nach erfolgreicher Trainingsphase (p= 1,27¢"%; t=7,1046; n= 19) im anschlieBenden Test eine
Bevorzugung der unbestraften Seite (p= 5,84¢%; t= 6,3247). Trainings- und Testphase

unterscheiden sich nicht signifikant (p= 0,1383; t= 1,5512). Auch die Treiberkontrollgruppe

zeigte im Test ein intaktes Orientierungsgedichtnis (p= 9,48¢%%; W=210; n= 20) (Abbildung
22).
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Abbildung 22: Idiothetische Orientierung im JODA nach Rettung oder Knock-Down von dnc!
in R1 plus. Eine Expression von dnc-cDNA im mutanten Hintergrund unter der Kontrolle von
198Y-GAL4 oder VT039673-GALA4 fiihrt zur Rettung des Orientierungsgedéchtnisses. Ein Knock-
Down von dnc liber 198Y-GAL4 beeintréchtigt das Orientierungsgedéchtnis jedoch nicht. Fiir die
statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa)
gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p
< 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden
ménnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 10 und Tabelle 11.
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3.5.1.3 dnc im Ringsystem R2

Der Treiber EB1-GAL4 exprimiert ausschlieBlich in Ringneuronen des R2 Ringsystems
(Omoto et al. 2018) (Abbildung 44). Bei dnc-defizienten Tieren, bei welchen dnc-cDNA unter
der Kontrolle von EB1-GAL4 in R2 exprimiert wird, fand keine Rettung des idiothetischen

Gedichtnisses des dnc! Hintergunds statt. Die Fliegen zeigten zwar eine Vermeidung der
bestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (p= 4,56¢%%; t=9,519; n= 22), jedoch

hielten sie sich in den letzten beiden Testminuten nicht signifikant langer in der unbestraften
Seite auf (p=10,3461; t=0,96393). Die Aufenthaltsdauer in jener Seite war in der Trainingsphase

héchst signifikant langer, verglichen mit der Testphase (p= 6,84¢%%; t= 5,9355) (Abbildung
23).
Die Ergebnisse des Rettungsexperiments mit EB1-GAL4 stiitzen jene des Knock-Down

Versuchs von dnc mit EB1-GAL4. Wird dnc-cDNA unter der Kontrolle dieses Treibers in R2
herunterreguliert, zeigten die Tiere keinen Verlust des idiothetischen Orientierungs-
geddchtnisses. Sie bevorzugten sowohl in der Trainingsphase (p= 1,936'“; t=12,457; n=23),
als auch in den letzten beiden Testminuten (p= 4,57¢71%; t= 6,0277) hochst signifikant die
unbestrafte Seite (Abbildung 23). Die Ergebnisse des Rettungs- und Knock-Down
Experimentes fiir dieses Ringsystem lassen den Schluss zu, dass das dnc Genprodukt PDE nicht
in R2 benoétigt wird.

3.5.1.4 dnc im Ringsystem R2 plus

Unter der Kontrolle von R19C08-GALA4 als R2 plus Treiber konnte die Expression von dnc-
cDNA im mutanten Hintergrund das idiothetische Gedéchtnis nicht wiederherstellen. Die
experimentelle Gruppe dnc!/Y;;UAS-dnc/R19C08-GAL4 zeigte zwar eine lingere
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (p= 3,58e”
03; W= 183,5; n= 20), jedoch eine Zufallsverteilung in den letzten beiden Testminuten (p=
0,6707; t=0,43186). Trainings- und Testphase unterscheiden sich hoch signifikant voneinander
(p= 6,78¢™3; V= 178). Die Gruppe der Treiberkontrolle konnte sich in der Testphase jedoch

sicher orientieren (p= 4,236'05; t=5,2849; n= 20) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Idiothetische Orientierung im I0DA nach Rettung oder Knock-Down von dnc!
in R2 und R2 plus. Eine Expression von dnc-cDNA im mutanten Hintergrund fiihrt weder in R2,
noch in R2 plus zu einer Rettung des Orientierungsgedéchtnisses. Auch ein Knock-Down von dnc
in R2 beeintrachtigt das Orientierungsgedéchtnis nicht. Fiir die statistische Auswertung wurden die
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase,
gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie
untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch
signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter
Rotlichtbedingungen. n= siche Tabelle 10 und Tabelle 11.
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3.5.1.5 dnc im Ringsystem R3m und R3dp

Ein fiir das Subringsystem R3m spezifischer Treiber ist R28D01-GAL4 (Omoto et al. 2018).
Frithere Arbeiten ordneten diesen den R1-restriktiven Treibern (Ofstad et al. 2011) zu, was
jedoch auch aufgrund des Expressionsmusters in den Bulbi (Expressionsmuster siche
Abbildung 48, 64 und Abbildung 66) zu verwerfen ist. Eine Expression von dnc-cDNA im
mutanten Hintergrund wunter der Kontrolle von R28DO01-GAL4 fithrte zu einer
Wiederherstellung des idiothetischen Gedéchtnisses. Die Fliegen bevorzugten sowohl im
Training (p= 2,816'06; t=6,8523; n= 18), als auch in den letzten beiden Testminuten (p= 1,04e”
04; t=5,0246) die unbestrafte Seite, wobei die Aufenthaltsdauer dort in der Testphase kiirzer
ist, verglichen mit der Trainingsphase (p= 0,01308; t=2,7709) (Abbildung 24).

Der Treiber 189Y-GAL4 wurde in fritheren Arbeiten ebenfalls als globaler R3 Treiber
postuliert, jedoch hat ihn Omoto et al., 2018 aufgrund des Expressionsmusters der R3
Subklassen R3d und R3p zugeordnet (Omoto et al. 2018) (Expressionsmuster siche Abbildung
47 und Abbildung 66). Wird dnc-cDNA im mutanten Hintergrund in Muster von 189Y-GAL4
exprimiert, so wurde das idiothetische Gedéchtniss im /ODA gerettet. Die Tiere bevorzugten in
der Trainingsphase die unbestrafte Seite (p=4,79¢™'%; t= 10,82; n=22) und hielten sich auch in
den letzten beiden Trainingsminuten hochst signifikant ldnger in jener Seite auf (p= 1,62¢%,;
t= 6,5811). Zwischen Trainings- und Testphase besteht kein signifikanter Unterschied in der
Aufenthaltsdauer (p= 0,325; t= 1,0079) (Abbildung 24).

Wird die dnc-mRNA mittels RNA-Interferenz tiber 189Y-GAL4 degradiert, zeigten die Tiere
jedoch ein noch vorhandenes idiothetisches Orientierungsvermdgen. Sie konnten in den letzten
beiden Trainingsminuten (p= 7,196'08; t=7,905; n=23), wie auch in den letzten beiden Minuten
des Tests die unbestrafte Seite bevorzugen (p= 1,70¢°%; t= 3,5725). Es besteht kein Unterschied
in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite zwischen Trainings- und Testphase (p=
0,07565; t= 1,8645) (Abbildung 24). Jedoch besteht eine Diskrepanz in den Resultaten des
Rettungs- und Knock-Down Experiments. Moglicherweise ist auch in diesem
Interferenzexperiment noch eine Restaktivitit durch nicht degradiertes Genprodukt von dnc fiir
die Fahigkeit zur idiothetischen Orientierung ausreichend.
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Abbildung 24: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Rettung oder Knock-Down von dnc! in
R3d & R3p, sowie R3m. Eine Expression von dnc-cDNA in, R3d & R3p oder R3m im mutanten
Hintergrund rettet das Orientierungsgedédchtnis, wéhrend ein Knock-Down in R3d & R3p das
Orientierungsgedéachtnis nicht negativ beeinflusst. Fiir die statistische Auswertung wurden die
Aufenthaltsdauern in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase,
gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie
untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch
signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden minnliche Tiere unter
Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 10 und Tabelle 11. Treiberkontrolle siche Abbildung 20.

3.5.1.6 dnc im Ringsystem R3 plus/minus

Die GAL4 Linie VT42759-GAL4 wird als in R3 exprimierender Treiber beschrieben (Lin et
al. 2013), wobei eine Expression in anderen Ringsystemen nicht ausgeschlossen werden kann,
bzw. in zu wenigen R3 spezifizierenden Zellkorpern GFP-Expression unter der Kontrolle dieses
Treibers zu beobachten war (Expressionsmuster siche Abbildung 50), sodass dieser Treiber in
die Kategorie R3 minus eingeordnet wurde. Im Rettungsexperiment rettet eine Expression von
dnc im mutanten Hintergrund das Orientierungsgedéchtnis in der Testphase in R3 minus (p=

1,20¢%%; t =5,8658; n= 20) (Abbildung 25).

Ein Knockdown von dnc-mRNA im Ringsystem R3 plus iiber den Treiber R54B05-GAL4 hat
keinen Einfluss auf das Orientierungsgedichtnis in der Testphase (p= 1,286'04; W=208; n=20)
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(Abbildung 24). Die Expression von GFP unter der Kontrolle von R54B05-GAL4 zeigt kein
GFP-Signal im Zentralkomplex, wodurch es ebenfalls fraglich ist, ob dieser Treiber noch
Aktivitdt besitzt oder ob alle Subsysteme des R3-Ringsystems, oder dariiber hinaus noch
weitere Ringsysteme, angesprochen werden (Expressionsmuster siche Abbildung 49 und
Abbildung 67). Eventuell sind aber auch hier nicht alle Genprodukte degradiert worden,
wodurch das Orientierungsverhalten durch Restaktivitit jener Genprodukte im Knock-Down
Experiment aufrechterhalten werden konnte.
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Abbildung 25: Idiothetische Orientierung im /ODA nach Rettung von dnc! oder Knock-Down
von dnc in R3plus/minus. Eine Expression von dnc-cDNA in R3 minus flihrt zu einer
Wiederherstellung des Orientierungsgedachtnisses. Jedoch resultiert ein Knock-Down von dnc in R3
plus nicht zu einem Verlust dieser Gedichtnisform. Fiir die statistische Auswertung wurden die
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase,
gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie
untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch
signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter
Rotlichtbedingungen. n= siche Tabelle 10 und Tabelle 11.
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3.5.1.7 dnc im Ringsystem R4 minus

Der Treiber fiz-ng-GALA4 ist spezifisch fiir das Ringsystem R4 und inkludiert die Subklassen
R4d und R4m (miindliche Mitteilung B. Poeck,). Ob dieser Treiber auch noch in anderen
Systemen exprimiert, kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Es ist aber anzunehmen,
dass nicht alle Neurone des Ringsystems R4 adressiert werden, da in der immunhistologischen
Analyse des Expressionsmusters nicht die postulierte Anzahl Zellkorper (Omoto et al. 2018) zu
erkennen ist (Expressionsmuster siche Abbildung 51). dnc!-mutante Tiere, bei welchen unter
der Kontrolle von fiz-ng-GAL4 dnc-cDNA in R4 minus exprimiert wurde, zeigten keine
Wiederherstellung des idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses. In den letzten beiden
Trainingsminuten hielten sie sich nicht signifikant ldnger in der unbestraften Seite auf (p =
6,056'12; t=12,426; n=25). Auch die Aufenthaltsdauer in jener Seite war in den anschlieBenden
letzten beiden Testminuten nicht signifikant langer (p = 0,7948; W= 135) (Abbildung 26).

Auch ein Knock-Down von dnc in R4 minus iiber ftz-ng-GAL4 hatte keinen Einfluss auf das
idiothetische Gedichtnis. Sowohl in der Trainingsphase (p= 2,446'08; t= 8,8337; n= 21), als
auch in den letzten beiden Testminuten hielten sich die Tiere hochst signifikant ldnger in der
unbestraften Seite auf (p= 1,02¢%; t= 5,8468). Die Aufenthaltszeiten in der unbestraften Seite
von Trainings- und Testphase unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p= 0,05253; t=
2,0612). Die Treiberkontrolle zeigte keinen Einfluss auf das Orientierungsgeddchtnis in der

Testphase (p= 5,84¢"%; 3,0258; n=25) (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Rettung von dnc! oder Knock-Down von
dnc in R4 minus. Weder fiihrt eine Expression von dnc-cDNA in R4 minus im mutanten Hintergrund
zu einer Wiederherstellung des Orientierungsgedéchtnisses, noch fiihrt ein Knock-Down von dnc in
jenem Ringsystem zu einem Verlust dieser Gedéchtnisform. Fiir die statistische Auswertung wurden
die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase,
gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie
untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch
signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter
Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 10 und Tabelle 11.

Tabelle 10 (nichste Seite): Statistische Werte nach Rettungsversuchen von drc! in den
verschiedenen Ringen des EK im JODA. Aus Abbildung 21 bis Abbildung 26. n= Anzahl getesteter
Tiere; p= Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik
(W= Summe der Rénge bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten);
getestet wurde unter Rotlichtbedingungen.
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Genotyp

Trainingsphase gegen
60s

Testphase gegen
60s

Trainingsphase gegen
Testphase

p t W

p t W

p t \Y

dnc'/Y;UAS-dnc/1l
n=22

2,76 239

0,599 -0,5339

2,43¢°0 240

+/Y;;R31A12-
GALA4/IIT
n=18

dnc'/Y;UAS-
dnc/lI;R31A12-
GALA4/IIT
n=18

R1

1,810 7,091

1,08¢% 146

0,5381 63

1,70e7% 158

0,3399 -0,9819

6,52¢"% 149

dnc'/Y;UAS-
dnc/11;;198Y -
GAL4/1V
n=20

+/Y;;VT039763-
GALA4/IIT
n=20

dnc'/Y;UAS-
dnc/II;VT039763-
GAL4/III
n=19

R1
plus

1,07¢% | 11,022

6,58¢ | 9,8625

0,3894 -0,88084

2,19¢07 | 7,8575

9,485 210

0,1646 130

1,27¢9% | 7,1046

5849 | 6,3247

0,1383 1,5512

+/Y;EB1-GAL4
n=25

dnc'/Y;UAS-
dnc/EB1-GAL4
n=22

74269 | 3,8641

8,71 | 2,8562

0,1704 1,4132

4,56¢°% 9,519

0,3461 0,9639

6.84¢% | 59355

+/Y;;R19C08-
GAL4/1IL
n=20

dnc'/Y;UAS-
dnc/II;R19C08-
GAL4/III
n=20

plus

2.22¢% 10,545

423¢% | 52849

0,12 1,6281

3,58¢%3 183,

0,6707 0,4318

6,78¢% 178

+/Y;;VT42759-
GALA4/IIT
n=20

dnc'/Y;UAS-
dnc/lI;VT42759-
GALA4/IIT
n=20

R3
minus

2,01e% | 6,7208

125¢% | 4,798

0,08342 1,8272

7,08 | 6,1127

1,20e% | 5,8658

0,02109 2,5144

dnc'/Y;UAS-
dnc;189Y-GAL4
n=22

R3d,
R3p

4,79¢710 10,82

1,62¢% | 6,5811

0,325 1,0079

dnc'/Y;UAS-
dnc;R28D01-GAL4
n= 18

R3m

281 | 6,8523

1,04¢% | 5,0246

0,01308 2,7709

+/Y;;ftz-ng-GAL4/IIL
n=25

dnc'/Y;UAS-
dnc/ll;ftz-ng-
GALA4/IIT
n=25

R4
minus

0,01266 2,6946

5.84¢0% | 3,0258

0,6484 -0,46171

6,05¢12 | 12,426

0,7948 135

2,39¢% 320
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Tabelle 11: Statistische Werte nach Knock-Down von dnc mittels RNA-Interferenz in den
verschiedenen Ringen des EK im JODA. Aus Abbildung 22 bis Abbildung 26. n= Anzahl getesteter
Tiere; p= Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik
(W= Summe der Rénge bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rédnge bei gepaarten Daten);
getestet wurde unter Rotlichtbedingungen.

Trainingsphase gegen Testphase gegen Trainingsphase gegen
Genotyp Ring 60s 60s Testphase
p t W p t W p t \Y

wiY;;UAS-
dnc™NAITT 2,47¢710 10,99 237¢71T | 12,326 0,8471 -0,19505
n=23
wiY;;UAS-
dnd®NAMIL198Y- | R
GAL4 plus
n=20
w/Y;EBI1-
GALA4/II;UAS-
dnc™NAITT
n=23
w/Y;189Y-
GALA4/ILUAS- R3d,
dnc™NAITT R3p
n=23
wiY;;UAS-
dnc®NAR54B05- | R3
GAL4 plus
n=20
wiY;;UAS-
dncRNAi/ftz—n g- R4
GAL4 minus
n=21

3,126 257 | 542605 | 49885 0,3894 153,

R2 193¢ 12,457 4,57¢710 | 6,0277 3,00e%* | 14,2859

7,19¢08 7,905 1,70 | 3,5725 0,07565 1,8645

6,03 179 | 128" 208 | 3,99¢3 23

2.44¢%% | 88337 1,02¢% | 58468 0,05253 2,0612

3.5.2 rut in den Ringsystemen des Ellipsoidkorpers

Analog zu den Rettungs- und Knock-Down Experimenten zu dnc, wurde die Notwendigkeit
des rut-Genproduktes in den einzelnen Ringsystemen des Ellipsoidkorpers untersucht. Fiir die
Rettungsexperimente wurden Tiere des Stammes rut' frut’;;UAS-rut/TM3,Sb mit Mannchen
der GAL4-Linie gekreuzt, welche das Treiberkonstrukt fiir das gewiinschte Ringsystem trégt.
Fir das RNA-Interferenzprojekt wurden Miénnchen der gewiinschten Treiberlinie mit
Weibchen gekreuzt, die das UAS-ruff™A1 Konstrukt tragen. Fiir die Experimente wurden
ménnliche Fliegen der F1-Generation ohne Balancer verwendet.

Um eine das Verhalten beeinflussende Leckexpression auszuschlieBen, wurden, wie auch fiir
die Experimente mit dnc, Weibchen der Effektorlinien mit CS Méannchen gekreuzt und die F1-

Generation im [ODA getestet. Diese Kontrollgruppe rut'/Y;;UAS-rut/Ill, zeigte eine

Vermeidung der umbestraften Seite im Training (p= 5,07¢%: t= 5,9799; n= 23) und
unerwarteterweise eine signifikante Vermeidung der unbestraften Seite in der Testphase (p=
0,013; t= -3,008). Es wurde dariiber hinaus auch eine Kontrollgruppe getestet, welche
homozygot fiir das Effektorkonstrukt UAS-rut war. Auch sie zeigten eine signifikante
Vermeidung der unbestraften Seite in der Testphase (p=0,042; t=-2,1618, n=23) und zwischen
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den Testphasen der beiden Kontrollgruppen besteht kein signifikanter Unterschied (p=0,7819;
t=-0,27855) (Abbildung 27).

Fiir die Uberpriifung der Leckexpression der Effektorline fiir die RNA-Interferenzexperimente
wurden Fliegen des Genotyps w/Y;;UAS-ruffSNA/IIT getestet. Sie hielten sich in den letzten
beiden Trainingsminuten (p= 6,17¢’13; t= 14,831; n= 23), wie auch in den letzten beiden

Testminuten (p= 6,71, t= 6,8697) signifikant langer in der unbestraften Seite auf (Abbildung

27). Demnach ist auszuschlieBen, dass eine eventuelle Leckexpression einen Einfluss auf das
Verhalten hat.

3.5.2.1 rut im Ringsystem R1

Wird rut-cDNA im mutanten Hintergrund im Muster von R31A12-GAL4 exprimiert, so
konnten die Tiere zwar noch im Training die unbestrafte Seite bevorzugen (p= 6,22¢7; =
7,6907; n= 18), jedoch zeigten sie keine Préferenz fiir eine Seite in den letzten beiden
Testminuten (p= 0,6268; t=-0,49522). Sie hielten sich in den beiden letzten Trainingsminuten
signifikant ldnger in der unbestraften Seite auf, verglichen mit den letzten Testminuten (p=
5,46e™; t=5,3357) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Rettung von rut in R1 im rut'-mutanten
Hintergrund. FEine Expression von rut-<cDNA in R1 fiihrt zu keiner Rettung des
Orientierungsgedachtnisses. Fiir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden
Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p >
0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst
signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= sieche Tabelle 12.
Treiberkontrolle sieche Abbildung 21.

68



3.5.2.2 rut im Ringsystem R1 plus

Die Expression von rut-cDNA unter der Kontrolle der R1 plus Treiber 198Y-GAL4, bzw.
VT039763-GAL4 im rut’-mutanten Hintergrund, fithrte zu einer Wiederherstellung des
idiothetischen Orientierungsgedichtnisses. Tiere des Genotyps rut! Y ;;UAS-rut/TI;198Y -
GALA4/IV bevorzugten sowohl in der Trainingsphase (p= 6,87¢’%; t=4,764; n= 26), als auch in
den letzten beiden Testminuten (p= 1,17e'05 ; t=5,4511) hochst signifikant die unbestrafte Seite.
Zwischen Trainings- und Testphase zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der

Aufenthaltsdauer (p= 0,7395; t=0,33625) (Abbildung 27). Ahnliche Resultate lieferte auch die
Expression von rut-cDNA unter der Kontrolle des zweiten R1 plus-Treibers VT039763-GALA4.

Die Fliegen des Genotyps rut' /Y ;;UAS-rut/VT039763-GALA4 hielten sich in den letzten beiden
Trainingsminuten (p= 1,26¢%; t=10,917; n= 20), wie auch in den letzten beiden Minuten des

Tests (p= 3,85¢7%; t= 6,403 8) hochst signifikant langer in der unbestraften Seite auf. Auch hier

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen Trainings- und Testphase (p= 0,1627; t=
1,4523) (Abbildung 28).

Eine Degradierung von ru-mRNA im Ringsystem R1 plus fiihrte, unter der Kontrolle von
198Y-GALA4, zu einem Verlust des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses, wihrend sich
unter VT039763-GAL4 kein Einfluss auf diese Orientierungsgediachtnisform zeigte. Die
Expression von ruffVA unter 198Y-GAL4 fiihrte bei den Tieren zu einer Beibehaltung der

idiothetischen Orientierung in den letzten beiden Trainingsminuten (p= 1,026'05 ;1t=15,6877; n=
23), jedoch bevorzugten sie in der anschliefenden Testphase nicht mehr die unbestrafte Seite
(p=0,9478; t= 0,066213). Auch die Aufenthaltsdauern in der unbestraften Seite unterscheiden
sich zwischen Trainings- und Testphase hochst signifikant (p= 3,76¢*°; t= 5,14) (Abbildung
28).

Unter der Kontrolle von VT039763-GAL4 priferierten die Tiere in den letzten beiden
Trainingsminuten die unbestrafte Seite hochst signifikant (p= 4,746'06; t= 6,304; n= 20), aber
im Gegensatz zu UAS-ruf™™ unter der Kontrolle von 198Y-GAL4 hielten sich die Tiere auch
signifikant ldnger in der unbestraften Seite in der Testpase auf (p= 587¢; t= 7,3400).
Trainings- und Testphase unterscheiden sich nicht signifikant in der Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite (p=0,6063; V= 0,52407) (Abbildung 28). Der Unterschied der Knock-Down
Ergebnissen mit den beiden R1 plus Treibern konnte einem Unterschied im Expressionsmuster
geschuldet sein. rut konnte unter der Kontrolle von 198Y-GAL4 in weiteren Strukturen
herunterreguliert worden sein, welche fiir die Ausbildung des idiothetischen Gedéchtnisses
verantwortlich sind. Auch hier ist zu beachten, dass unter der Kontrolle von 198Y-GALA4 keine
Expression von GFP in der immunhistologischen Untersuchung zu erkennen ist
(Expressionsmuster siehe Abbildung 43). Zu beachten ist, dass zwischen den
Verhalternsexperimenten mit diesem Treiber und der anschlieBenden immunhistologischen
Untersuchung einige Monate lagen.
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Abbildung 28: Idiothetische Orientierung im /ODA nach Rettung von rut! oder Knock-Down von
rut in R1 plus. Eine Expression von rut-cDNA fiihrt sowohl mit dem Treiber 198Y-GAL4, wie auch
mit VT039763-GAL4 zu einer Rettung des Orientierungsgedédchtnisses im mutanten Hintergrund.
Jedoch fiihrt eine Degradierung der rut-mRNA nur iiber 198Y-GAL4 zu einem Verlust des
Orientierungsgedichtnisses. Fiir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden
Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p >
0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst
signifikant. Getestet wurden mannliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 12 und
Tabelle 13. Treiberkontrollen siche Abbildung 22.

70



3.5.2.3 rut im Ringsystem R2

Unter der Kontrolle des R2 spezifischen Treibers EB1-GAL4 war eine Rettung des
idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses moglich. Wird ruz-cDNA im mutanten Hintergrund
in R2 unter der Kontrolle von EB1-GAL4 exprimiert, so bevorzugten die Tiere in den letzten
beiden Trainingsminuten die unbestrafte Seite (p= 3,17¢%%; W= 1008; n= 45). Auch in den
letzten beiden Minuten des Tests hielten sie sich signifikant ldnger dort auf (p= 221e; =
4,7569), wobei sich die Aufenthaltsdauer zwischen Trainingsphase und Testphase hoch
signifikant unterscheiden (p= 1,90¢%%; v=761 ,5) (Abbildung 29). Auch der Knock-Down von
rut-mRNA im Ringsystem R2 unter der Kontrolle von EB1-GAL4 hat einen Einfluss auf das
Orientierungsgedichtnis. Nach Degradierung des rut-Genproduktes verlieren die Tiere ihr
Orientierungsgedichtnis in der Testphase (p= 2,776'04; W= 258; n= 24), wihrend die
Orientierungsfdhigkeit in der Trainingsphase erhalten bleibt (p= 0,7866; t= -0,2740)
(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Idiothetische Orientierung im I0DA nach Rettung von rut’ oder Knock-
Down von rut in R2. Eine Expression von rut-cDNA in R2 fiihrt zu einer Rettung des
Orientierungsgedichtnisses im mutanten Hintergrund. Ein Knock-Down von rut in R2 zerstort
das Orientierungsgedéchtnis. Fiir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten
beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p >
0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst
signifikant. Getestet wurden méannliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 12
und Tabelle 13. Treiberkontrolle siche Abbildung 23.

3.5.2.4 rut im Ringsystem R2 plus/minus

Im Rettungsexperiment mit dem R2 plus Treiber R19C08-GALA4, konnte das idiothetische
Orientierungsgedédchtnis nach Expression von rut-cDNA im mutanten Hintergrund ebenfalls

wiederhergestellt werden. Die Tiere zeigten sowohl im Trainingsphase (p=1,27¢"1; t=12,514;
n= 20), wie auch in der Testphase (p= 7,396'04; t= 4,0159) eine hochst signifikante
Bevorzugung der unbestraften Seite, wobei ein signifikanter Unterschied zwischen den
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Aufenthaltszeiten von Trainings- und Testphase besteht (p= 0,01721; t= 2,6102) Abbildung
30). Im Gegensatz hierzu fand bei Verwendung des R2 minus Treibers VT49921-GAL4 keine
Rettung statt. Zwar bevorzugten die Tiere im Training die unbestrafte Seite hochst signifikant
(p= 2,59¢71%: = 10,585; n= 24), jedoch war in den letzten beiden Testminuten keine ldngere
Aufenthaltsdauer in jener Seite zu beobachten (p= 0,2512; t= -1,177). Die Aufenthaltsdauer in
der unbestraften Seite ist in der Trainingsphase hochst signifikant ldnger, verglichen mit der
Testphase (p=4,25¢"'%; t=10,315) (Abbildung 30).

Uberraschenderweise fiihrte aber die Expression von rutN" unter der Kontrolle von VT49921-
GAL4 zu einem Verlust des idiothetischen Gedéchtnisses. Im Training bevorzugten die
w/Y;;VT49921-GAL4/UAS-rut™A! Tiere die unbestrafte Seite hochst signifikant (p= 4,27¢7%;
W= 253; n= 22), doch in den letzten beiden Testminuten war keine Seitenpriaferenz mehr zu
erkennen (p= 0,4716; t=-0,73317). Die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite ist im
Training hochst signifikant ldnger, verglichen mit der Testphase (p= 1,88¢ %4 v= 242)
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Rettung von rut! oder Knockdown von
rut in R2 plus. Eine Expression von rut-cDNA in R2 plus mit R19C08-GAL4 im mutanten Hintergrund
fiihrt zu einer Rettung des Orientierungsgedachtnisses, jedoch nicht mit VT49921-GAL4. Ein Knock-
Down von rut in R2 plus mit VT49921-GAL4 zerstort das Orientierungsgedéchtnis. Fiir die statistische
Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen
das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05
signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche
Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 12 und Tabelle 13. Treiberkontrollen siehe
Abbildung 23.
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3.5.2.5 rut im Ringsystem R3m und R3dp

Die Expression von rut-cDNA im mutanten Hintergrund unter der Kontrolle des R3m
spezifischen Treibers R28D01-GAL4 (Omoto et al. 2018) fiihrte zu einer Wiederherstellung
des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses. Eine Bevorzugung der unbestraften Seite fand

sowohl in den letzten beiden Trainings- (p= 2,09¢%* W= 171; n= 18), als auch in den

Testminuten (p= 6,87¢’%, t= 5,2243) statt, Test-und Trainingsphase unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (p= 0,7761; V= 74) (Abbildung 31).

In den Ringsystemen R3d und R3p scheint rut keine Rolle zu spielen. Im Rettungsexperiment
von rut’ unter der Kontrolle des fiir diese Ringsysteme spezifischen Treibers 189Y-GAL4 im
mutanten Hintergrund, lie sich keine erfolgreiche Rettung des Orientierungsgedichtnisses
erkennen. Die Tiere des Genotyps rut!/Y;189Y-GAL4/ILUAS-rut/Ill zeigten zwar eine
Orientierung in die unbestrafte Seite in der Trainingsphase (p= 2,59¢%%; W= 237,5; n= 23),
jedoch war in den letzten beiden Minuten des Tests keine Seitenpriferenz zu erkennen (p=
0,6913; t= 0,40238). Auch war die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in der
Trainingsphase signifikant linger, verglichen mit der Testphase (p= 7,42¢%%; V= 226,5)
(Abbildung 31). Auch ein Knock-Down von ruf in den Subsystemen R3d und R3p mit 189Y-
GALA4 hatte keinen signifikanten Einfluss auf das idiothetische Orientierungsgedéchtnis. Die
Tiere konnten sowohl in den letzten beiden Trainings- (p= 4,57e'1 1; t=11,913; n=23), als auch
Testminuten (p= 1,606'09; t= 9,8464) die unbestrafte Seite hochst signifikant bevorzugen, ein

signifikanter Unterschied in der Aufenthaltsdauer besteht nicht zwischen Trainings- und
Testphase (p= 0,9483; t=0,065546) (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Idiothetische Orientierung im IODA nach Rettung von rut’ oder Knockdown von
rut in R3m und R3d & R3p. Eine Expression von ru-cDNA in R3d & R3p, wie auch in R3m im
mutanten Hintergrund, fiihrt zu einer Rettung des Orientierungsgedichtnisses (A). Ein Knock-Down von
rut in R3d & R3p mit 189Y-GAL4 zerstort das Orientierungsgedichtnis jedoch nicht (B). Fiir die
statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das
Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p <0,05 signifikant;
** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter
Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 12 und Tabelle 13. Treiberkontrolle siche Abbildung 20.

3.5.2.6 rut im Ringsystem R3 plus/minus

Mit den beiden Treibern VT42759-GAL4 fiir R3 minus und R54B05-GAL4 fiir R3 plus,
konnte das idiothetische Orientierungsgeddchtnis 1im  Rettungsexperiment nicht
wiederhergestellt werden. Tiere des Genotyps rut' /Y ;;VT42759-GAL4/UAS-rut zeigten zwar
eine hochst signifikant lingere Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (p= 2,3 8e'08; t=9,0929; n= 20), jedoch nicht in den letzten Testminuten (p=

0,07254; t= 1,9013), auch war die Aufenthaltsdauer in jener Seite in der Trainingsphase
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verglichen mit der Testphase signifikant langer (p= 2,18¢%; t= 3,5422). Ahnliche Ergebnisse
lieferten auch die Tiere rut!/Y;;R54B05-GAL4/UAS-rut. In der Trainingsphase wurde zwar die
unbestrafte Seite hochst signifikant bevorzugt (p= 2,72¢71% t=11,165; n= 22), jedoch nicht
mehr in den letzten beiden Testminuten (p= 0,2229; t= -1,256), welche sich in der
Aufenthaltsdauer auch hochst signifikant von den Trainingsminuten unterscheiden (p= 1,87¢"
08. t=8,7601) (Abbildung 32).

Auch konnte mit dem Treiber R54B05-GAL4, dhnlich wie mit dem R2 minus Treiber
VT49921-GALA4, zwar keine erfolgreiche Rettung durchgefiihrt werden, jedoch war ein Knock-
Down von rut-mRNA moglich. Die Tiere préferierten zwar in den letzten beiden
Trainingsminuten noch die unbestrafte Seite hochst signifikant (p= 5,74e'04; W= 233; n=22),
das war in den letzten beiden Testminuten aber nicht mehr der Fall (p=0,2908; t=1,0836). Der
Unterschied in der Aufenthaltsdauer zwischen Trainings- und Testphase ist signifikant
unterschiedlich (p=1 33¢703%; v= 226). Zu beachten ist auch hier, das R54B05-GAL4 keine GFP-
Signal in der immunhistologischen Untersuchung zeigt (Abbildung 49 und Abbildung 67).
Zwischen den Verhalternsexperimenten mit diesem Treiber und der anschlieBenden
immunhistologischen Untersuchung lagen jedoch einige Monate.
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Rettungsversuch Knock-Down
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Abbildung 32: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Rettung von rut’ oder Knockdown von
rut in R3 plus/minus. Eine Expression von rut-cDNA in R3 minus mit VT42759-GAL4 im mutanten
Hintergrund, fiihrt zu einer Rettung des Orientierungsgedéchtnisses, jedoch nicht in R3 plus mit
R54B05-GAL4. Ein Knock-Down von rut mit R54B05GAL4 zerstort jedoch das
Orientierungsgedichtnis. Fiir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten
beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet.
n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001
hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siche Tabelle 12
und Tabelle 13. Treiberkontrollen siche Abbildung 25.

3.5.2.7 rut im Ringsystem R4 minus

Im Ringsystem R4 minus wird rut, ebenso wie dnc, nicht fiir die idiothetische Orientierung
benoétigt. Mit dem R4 plus Treiber fiz-ng-GAL4 fiihrte die Expression von rut-cDNA im
mutanten Hintergrund nicht zu einer erfolgreichen Wiederherstellung des idiothetischen

Gedichtnisses. Im Rettungsexperiment bevorzugten rut'/Y ;;ftz-ng-GAL4/UAS-rut Tiere zwar
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in der Trainingsphase die unbestrafte Seite hochst signifikant (p= 3,767 t=4,1624; n= 24),
jedoch nicht in der Testphase (p= 0,3263, t= 1,0029). Auch der Unterschied in der
Aufenthaltsdauer zwischen Trainings- und Testphase ist signifikant (p= 0,04045; t= 2,1715)
(Abbildung 33).

Im Knock-Down Experiment mit fiz-ng-GAL4 war ebenfalls kein Effekt auf das idiothetische
Orientierungsgedéchtnis zu beobachten. Sowohl in den letzten beiden Trainings- (p= 2,487
t=12,299; n= 23), wie auch Testminuten (p= 9,3 86'09; t= 8,9134) war eine hochst signifikante
Priferenz fiir die unbestrafte Seite zu beobachten. Zwischen Training und Test bestand kein

signifikanter Unterschied in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p= 0,114; t=
1,6483) (Abbildung 33)
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Abbildung 33: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Rettung von rut’ oder Knockdown von
rut in R4 minus. Eine Expression von rut-cDNA in R4 minus im mutanten Hintergrund, fiihrt zu keiner
Rettung des Orientierungsgedichtnisses. Ein Knock-Down von ruf in R4 minus zerstort das
Orientierungsgedachtnis nicht. Fiir die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten
beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet.
n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst
signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= sieche Tabelle 12 und
Tabelle 13. Treiberkontrolle siche Abbildung 25.
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Tabelle 12: Statistische Werte nach Rettungsversuchen von rut in den verschiedenen Ringen des
EK im /IODA. Aus Abbildung 27 bis Abbildung 33. n= Anzahl getesteter Tiere; p= Signifikanzniveau;
t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik (W= Summe der Rénge bei
ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten); getestet wurde unter

Rotlichtbedingungen.

Genotyp

Ring

Trainingsphase gegen

60s

Testphase gegen
60s

Trainingsphase gegen

Testphase

P

t

W

p t \\

P

t

vV

rut' /Y ;;UAS-rut/111
n=23

5,070

5,9799

6,58¢%3 | -3,008

7,99¢’7

6,7916

rut'/Y;;UAS-
rut/UAS-rut
n=23

0,02778

2,3563

0,04178 | -2,1618

2,65¢%

3,387

rut' 1Y ;; UAS-
rut/R31A12-GAL4
n=18

R1

6,22¢’7

7,6907

0,6268 -0,4952

5469

5,3357

rut' 1Y ;s UAS-
rut/111;;198Y -
GAL4/1V
n=26

rut! /Y ;;UAS-
rut/NT039763-
GAL4
n=20

R1
plus

6,87¢%

4,764

1,17¢% | 54511

0,7395

0,3363

1,26

10,917

3.85¢% | 6,4038

0,1627

1,4523

rut' /Y EB1-
GALA/ILUAS-rut/I11
n=45

3,17¢08

1008

221 | 4,7569

1,90¢%3

761,5

rut' 1Y ;s UAS-
rut/R19C08-GAL4
n=20

R2
plus

1,27¢710

12,514

7.39¢%4 | 4,0159

0,01721

2,6102

rut! /Y ;;UAS-
rut/VT49921-GAL4
n=24

minus

2,59¢710

10,585

0,2512 -1,177

425710

10,315

rut! /Y ;;UAS-
rut/NT42759-GAL4
n= 20

R3
minus

2,72¢710

11,165

0,2229 -1,256

1,87¢708

8,7601

rut! /Y ;;UAS-
rut/R54B05-GAL4
n=22

R3
plus

2,388

9,0929

0,07254 1,9013

2,18¢%3

3,5422

rut' 1Y 189Y-
GALA/ILUAS-rut/I11
n=23

R3d
R3p

2,59¢03

237,

0.6913 0,4023

7,42¢0

226,5

rut' /Y ;;UAS-
rut/R28D01-GAL4
n= 18

R3m

2,094

171

6,87¢%% | 52243

0,7761

74

rut’ /Y ;;UAS-rut/ftz-
ng-GAL4
n=24

R4

3,76

4,1624

0,3263 1,0029

0,04045

2,1715
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Tabelle 13: Statistische Werte nach Knock-Down von ruf mittels RNA-Interferenz in den
verschiedenen Ringen des EK im JODA. Aus Abbildung 28 bis Abbildung 33. n= Anzahl getesteter
Tiere; p= Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik
(W= Summe der Rénge bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rédnge bei gepaarten Daten);
getestet wurde unter Rotlichtbedingungen.

Trainingsphase gegen Testphase gegen Trainingsphase gegen
Genotyp Ring 60s 60s Testphase
p t W p t W p t \Y

wiY;;UAS-
rutNATIT 6,17¢713 | 14,831 6,717 | 6,8697 0,1354 | 1,5499
n=23
wiY;;UAS-
rutNAIT; 198Y -
GAL4/IV
n=23 R1
wiY;;UAS- plus
NNV T039763-
GAL4
n=20
w/Y;EB1-
GALA4/II;UAS-
rutNAITT
n=24
wiY;;UAS-
rulfNAVT49921- | R2
GAL4 minus
n=22
w/Y;189Y-
GAL4/II;UAS- R3d
AT R3p
n=23
wiY;;UAS- R3
rut/R54B05-GAL4 5,74¢°04 233 02908 | 1,0836 1,33¢%3 226
— plus
n=22
wiY;;UAS-
rutNAfizng-GAL4A | R4 | 24s¢ | 12,299 9380 | 89134 01135 | 1,6483
n=23

1,02¢% | 5,6877 0,9478 0,0662 3,76¢703 5,14

4,74¢% | 6,304 587¢07 | 17,3406 0,6063 | 0,5241

R2 2,777 258 0,7866 | -0,2740 1,817 281,5

427¢% 253 0,4716 | -0,7332 1,88¢04 242

4571 | 11,913 1,606 | 9,8464 0,9483 | 0,0656

3.6 Die Rolle von cry im Ellipsoidkorper bei der idiothetischen Orientierung

Auf Grundlage der Arbeit von Gegear et al. zur Magnetotaxis, ergab sich die Frage, ob
Cryptochrom (CRY) fiir die Ausbildung eines idiotetischen Orientierungsgedéchtnisses
notwendig ist. Es ist bekannt, dass CRY eine Schliisselrolle in der Regulation der circadianen
Rhythmik spielt, indem es nach Lichtaktivierung TIMELESS (TIM) bindet und somit die
Bindung von TIM an PERIOD (PER) (Ceriani 1999; Busza et al. 2004; Dissel et al. 2004)
verhindert. Fliegen, welche mutant fiir CRY sind, konnen kein idiothetisches
Orientierungsgedéchtnis ausbilden (Abbildung 34 und Abbildung 35). Da Yoshii et al., CRY
in einem Subtyp des EK nachweisen konnten, méglicherweise R4d, kam diese Struktur als
moglicher Ort des von CRY mediierten idiothetischen Orientierungsgedéchtnisses in Frage
(Yoshii et al. 2008; Young und Armstrong 2010; Yoshii et al. 2009).
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Nachdem cry-cDNA in R4 minus des EK im cry(” -mutanten Hintergrund unter der Kontrolle
von fiz-ng-GAL4 exprimiert wurde, waren die Tiere wieder in der Lage, sich sowohl in der
Trainingsphase (p= 1,63e'08; t= 8,8316; n= 22), wie auch in der Testphase (p= 3,506'04; t=
4,2589) zu orientieren. Zwischen Trainings- und Testphase bestand kein signifikanter
Unterschied (p=0,2741; t=1,1231) (Abbildung 34). Die Fliegengruppe, welche nur den Treiber
im crym -mutanten Hintergrund besal}, zeigte kein idiothetisches Orientierungsgedichtnis. Sie
konnten zwar in der Trainingsphase die bestrafte Seite vermeiden (p= 1,76e7; t= 7,6261; n=
22), bevorzugten aber in der Testphase keine der beiden Seiten (p= 0,3407; W= 79) (Abbildung
34). Damit scheint Cryptochrom im Ring R4 minus eine entscheidende Rolle fiir das
idiothetische Orientierungsgedachtnis im Dunkeln zu spielen. Auch die Effektorkontrolle im

homozygot mutanten Hintergrund zeigt kein Orientierungsgedédchtnis in der Testphase (p=
0,08895; t=-1,7836; n=22).

Ein Knock-Down von cry-mRNA mittels RNA-Interferenz iiber den Treiber ftz-ng-GAL4 fiihrt
zu einem Verlust des idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses in der Testphase (p=0,2766;
W=925; n=22), die Orientierungsfahigkeit in der Trainingsphase bliebt erhalten (p= 2,946'04;
W= 238,5). Tiere, die nur das cry-RNA-Interferenzkonstrukt ohne Treiber tragen, bevorzugen
sowohl in der Trainingsphase (p= 5,90¢™%; t= 5,2985; n= 18), wie auch in der Testphase (p=
9,346'05 ; t=5,0767) die unbestrafte Seite. Damit ist ein Verlust der idiothetischen Orientierung
aufgrund von Leckexpression ausgeschlossen (Abbildung 35).

R4 kann weiter in R4m und R4d unterteilt werden, welche tiber die Treiber VT043679-GAL4
fiir R4d und VT025526-GAL4 fiir R4m adressiert werden konnen. Ein Knock-Down von
Cryptochrom in R4m mittels RNA-Interferenz besitzt keine Auswirkungen auf das idothetische
Orientierungsgedichtnis. Die Fliegen konnen sich sowohl in der Trainingsphase (p= 4,68¢™;
t=4,137; n=22), wie auch in der Testphase (p=2,28¢™"®; t= 6,4252) hin zur unbestraften Seite
orientieren. Zwischen der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen Trainings- und Testphase (p= 0,3654; t=-0,92509). Wird Cryptochrom
im Subtyp R4d herunterreguliert, so verlieren die Tiere ihr idiothetisches
Orientierungsgedichtnis in der Testphase (p= 0,4952; t= -0,69612; n= 19) jedoch bleibt die
Orientierung hin zur unbestraften Seite in der Trainingsphase erhalten (p= 3,44¢°%; t= 5,463 8).
Zwischen Trainings- und Testphase besteht ein hoch signifikanter Unterschied in der
Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p= 1,61e™; t= 3,7081) (Abbildung 35).

Um die Ergebnisse der Knock-Down Experimente von cry in R4m und R4d zu bestitigen,
wurden ebenfalls Rettungsexperimente von cry in diesen beiden Subtypen durchgefiihrt. Da
sich die Treiber fiir R4d und R4m, ebenso wie fiz-ng-GALA4 fiir R4 auf demselben Chromosom
wie die cryOI -Mutation befindet und, im Gegensatz zu fiz-ng-GALA4, noch keine Rekombinante
Linie fiir R4d, bzw. R4m mit crym erhéltlich ist, mussten sowohl das crym , wie auch der
jeweilige Treiber mit Hilfe von homologer Rekombination auf dasselbe Chromosom
rekombiniert werden (sieche Anhang). Nachdem in keiner der rekombinanten Linien des R4d
spezifischen Treibers VT043679-GAL4 mit ¢ry”/in der immunhistochemischen Analyse ein
iiber den Treiber vermitteltes GFP Signal detektiert werden konnte (siche Abbildung 53), war
kein Rettungsexperiment von Cryptochrom in diesem Ringsubtyp moglich. In einer
rekombinanten Linie des R4m spezifischen Treibers VT025526-GAL4 mit crym konnte ein
GFP vermitteltes Signal im &uBeren Ring des EK, vermutlich R4m, gezeigt werden
(Expressionsmuster siche Abbildung 54). Nach Verpaarung von Ménnchen dieser Linie mit
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Weibchen des Genotyps w/w;;crym/cry(” zeigten die Ménnchen der F1-Generation ohne
Balancer einen Verlust des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses in der Testphase im
10DA (p= 0,4074; V= 152,5; n= 23), wobei die Orientierung in der Trainingsphase intakt ist
(p=1,22¢"%; t=3,7111). Somit ist davon auszugehen, dass die rekombinante Linie sowohl den
Treiber VT025526-GAL4, wie auch die cry”’ Mutation auf einem dritten Chromosom trigt.
Damit tragen minnliche Tiere dieser rekombinanten Linie den Genotyp w/Y;;VT025526-GAL4
en’/TM3, Sb, bzw. w/Y;;VT025526-GAL4 c¢rn”//VT025526-GAL4 ¢!, Fiir das
Rettungsexperiment wurden demnach Tiere des Genotyps w/Y;UAS-cry/II;VT025526-GAL4
ery”lery® im I0DA getestet. Sowohl in der Trainingsphase zeigten die Tiere eine Bevorzugung
der unbestraften Seite (p=0,0314; t=2,2993; n= 23), als auch in der anschlieenden Testphase

(p= 4,48¢%%; t= 3,1655). Zwischen Trainings- und Testphase besteht kein signifikanter
Unterschied in der Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite (p= 0,6288; t= -0,49029)
(Abbildung 34). Die Ergebnisse des Rettungsexperiments fiir cry in R4m widersprechen zwar
den Ergebnissen des Knock-Down-Experimentes fiir c¢ry in diesem Subtyp, jedoch ist es
wahrscheinlich, dass eine Restaktivitit einer weniger, nicht durch die RNA-Interferenz
degradierten Genprodukte, fiir die Aufrechterhaltung des Orientierungsgedichtnisses
ausreichend sind. Mittels der RNA-Interferenztechnik kann nicht garantiert werden, dass alle
mRNAs des Zielgens erfasst werden.

Als Negativkontrolle wurde ein Rettungsexperiment durchgefiihrt, in welchem cry ektopisch in
einem Ring exprimiert wird, in welchen das Protein nicht nachgewiesen worden ist. Mit Hilfe
des Treibers 189Y-GAL soll cry in den Subtypen R3d und R3p des dritten Rings zur Verfligung
gestellt werden (zu der Zeit der Experimente wurde 189Y-GAL4 jedoch zu den globalen R3
Treibern gezédhlt). Die Kontrollgruppe, welche den Treiber 189Y-GAL4 im fiir crym
homozygot mutanten Hintergrund besal3, zeigte keine Bevorzugung der unbestraften Seite in
der Trainingsphase (p= 0,0667; t= 1,9211; n=25) wie auch in der Testphase (p= 0,8291; t= -
0,21816). Auch die Gruppe des Rettungsexperiments mit dem Genotyp w/Y;UAS-cry/189Y-
GAL4;cry0]/cry01 zeigte keine Orientierungsfahigkeit in der Trainingsphase (p= 0,0720, t=
1,8824; n=25). Jedoch zeigt sich eine Bevorzugung der unbestraften Seite im anschlieBenden
Test bei jedoch einem grenzwertig signifikanten p-Wert (p= 0,0405; W= 239). Zwischen der
Trainings- und Testphase besteht kein signifikanter Unterschied (p= 0,2258; V= 117)
(Abbildung 34). Es ist anzunehmen, dass ohne eine Orientierungsfdahigkeit in der
Trainingsphase auch kein Orientierungsgedachtnis in der Testphase ausgebildet werden konnte,
womit keine Rettung des idiothetischen Orientierungsgedéchtnisses iiber Expression von cry in
R3d und R3p stattgefunden hat. Somit scheint CRY eine entscheidende Rolle in R4, bzw.
dessen Subtyp fiir das idiothetsche Orientierungsgedéchtnis zu spielen.
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Rettungsversuch
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Abbildung 34: Idiothetische Orientierung im /0ODA nach Rettung von cry in R4 minus, R4m und
R3d & R3p im cry?’ mutanten Hintergrund. Eine Expression von cry-cDNA in R4 minus, ebenso
wie in R4m, fiihrt zu einer Rettung des Orientierungsgedidchtnisses. Die Resultate aus dem
Rettungsexperiment in R3d & R3p sind mit Vorsicht zu interpretieren, da die Treiberkontrolle in den
letzten beiden Minuten der Testphase keine Orientierungsfahigkeit zeigte Fiir die statistische
Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen
das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05
signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden médnnliche
Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siche Tabelle 14.
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Knock-Down
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Abbildung 35: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Knockdown von cry in R4 minus, R4m
und R4d. Ein Knock-Down von c¢ry in R4 minus fiihrt zu einem Verlust des Orientierungsgedéchtnisses,
ebenso wie in R4d. Ein Knock-Down in R4m hingegen zerstort das Gedachtnis nicht. Fiir die statistische
Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden
Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden Testminuten (Testphase, rosa) gegen
das Zufallsniveau (Signifikanzsterne in der Box) von 60s, sowie untereinander (Signifikanzsterne tiber
den Boxen) getestet. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p <
0,001 hochst signifikant. Getestet wurden méinnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siche Tabelle
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Tabelle 14: Statistische Werte nach Rettungsversuchen von cry in den Ringen R4, R4m plus und
R3d & R3p des EK von cry?’ defekten Tieren im IODA. Aus Abbildung 34. n= Anzahl getesteter
Tiere; p= Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik
(W= Summe der Rénge bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten);
getestet wurde unter Rotlichtbedingungen.

Genotyp

Ring

Trainingsphase

gegen 60s

Testphase gegen

60s

Trainingsphase gegen

Testphase

P

t

Y

P

t

W

P

t

)\

w/Y;UAS-
cry/ II;cryOl / crym
n=22

3,00e™”

9,7529

0,08895

-1,7836

2,817

7,4001

w/Y ;i ftz-ng-
GAL4
01 01
cry’lery
n=22

w/Y;UAS-
cry/lliftz-ng-
GAL4
CWOI/CW()]
n=22

R4
minus

1,76¢™7

7,6261

0,3407

79

6,38

231

1,63¢708

8,8316

3,504

4,2589

0,2741

1,1231

w/Y;;VT025526-
GALA4
C}'yO]/CVyOI
n=23

w/Y;UAS-
cry/lI;VT025526-
GAL4
cry()]/cry()]
n=23

R4m

1,22¢03

3,7111

0,4074

152,5

0,0273

211

0,0314

2,2993

4,48¢03

3,1655

0,6288

-0,49029

w/Y;189Y-
GALA4/II,
cryoj/crym
n=25

w/Y;189Y-
GAL4/UAS-cry;
CI’yOI/CYyOI
n=25

R3d,
R3p

0,0667

1,9211

0,8291

-0,21816

0,0769

1,8482

0,0720

1,8824

0,0405

239

0,2258

117
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Tabelle 15: Statistische Werte nach Knock-Down von cry mitteln RNA-Interferenz in den Ringen
R4, R4m und R4d des EK im IODA. Aus Abbildung 35. n= Anzahl getesteter Tiere; p=
Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik (W= Summe
der Ringe bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten); getestet wurde
unter Rotlichtbedingungen.

Trainingsphase gegen Testphase gegen Trainingsphase gegen
Genotyp Ring 60s 60s Testphase

p t W p t W p t \

w/Y;;UAS-
eryRNAT 5906 | 52985 934 | 50767 ! 0
n= 18

w/Y;iftz-ng-
GAL4/UAS- R4

cryRNAI minus

n=22

2,94¢04 238,5 | 0,2766 92,5 6,51’ 232

w/Y;;VT025526-

GAL4/UAS-
RNAi Rém 4,68 | 4,137 2,287 6,4252 03654 | -0,92509
cry

n=22

w/Y;;VT043679-

GAL4/UAS- .
RNAi R4d | 344¢% | 54638 04952 | -0,69612 1,61¢% 3,7081
cry

n=19

3.7 Die Rolle der E-PG und P-EN Neurone, sowie der AOTU auf verschiedene
Formen der Orientierung, sowie der Orientierungsgedéchtnisse.

Damit Informationen zwischen den einzelnen Komponenten des Zentralkomplexes
ausgetauscht werden konnen, bedarf es der kolumndren Neuronen. Sie besitzen neuronale
Eingidnge in einem der Kompartimente, sowie Ausgédngen in einem anderen. P-EN Neurone
verbinden die Protozerebralbriicke (PB) mit dem Ellipsoidkérper (EK) und den paarigen
Noduli (N), wihrend E-PG Neurone den EK mit der PB und der Gall (G) verbinden. Eine
visuelle Positionsinformation liber die Lage eines Objektes wird auf dem EK iiber einen
erhohten Kalzuim-Einstrom codiert, welcher auch nach Verschwinden des Objektes aufgrund
einer iiber die E-PG Neuronen vermittelte Erregungsschleife > 40 Sekunden erhalten bleibt
(Seelig und Jayaraman 2013, 2015). Dreht sich die Fliege, so ,,verschieben* die P-EN Neurone
das Signal auf dem EK relativ zur Position der Fliege (siehe Abbildung 5). Ob die E-PG und P-
EN Neurone in das visuelle Orientierungsgedidchtnis, wie auch in die nicht-visuelle
idiothetische Orientierung involviert sind, soll im Folgenden mit den klassischen visuellen
Orientierungsparadigmen Buridan, Persistenz, und Detour-Paradigma und dem nicht-visuellen
10DA untersucht werden. Uberdies wurde auch die Beteiligung der AOTU an der visuellen und
nicht-visuellen Orientierung iiberpriift. Bei Heuschrecken ist bekannt, dass die AOTU die
Eigenbewegung des Tieres iiber den optischen Fluss an die PB und den EK weiterleiten
(Homberg et al. 2003; El Jundi et al. 2014). Demnach sollten die AOTU eigentlich nur an
visuellen Orientierungsformen beteiligt sein, jedoch zeigten TNT-Experimente mit P-EN
Neurone adressierenden Treiberlinien einen verdnderten Phinotyp im Persistenz-, Detour- und
10DA Versuch, sobald die P-EN Treiberlinien auch die AOTU inkludieren (siehe nachfolgende
Versuche) Kuntz konnte 2015 zeigen, dass in einem visuellen Orientierungsgedédchtnis die
Position einer Landmarke in einem Sektor oder Hemisektor des EKs, durch eine Anreicherung
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des diffusiblen Gases Stickstoffmomoxid (NO) durch Aktivierung der Stickstoffmomoxid -
Synthase (NOS) in jenem Bereich markiert und an die PB weitergeleitet wird (Kuntz 2015).

3.7.1 Visuelle Orientierung im Buridan- Paradigma bei Inaktivierung der E-PG, P-EN Neurone
und der AOTU

Als Vortest zur Uberpriifung der visuellen Orientierungsfihigkeit der Fliegen wurde das
Buridan- Paradigma angewendet. Fliegen des Stammes Wildtyp CS laufen die Landmarken im
Buridan- Paradigma typischerweise in einem Schwankungswinkel von 22°+3° an [14° bei
Thran, 2013 (Thran 2013)]. Die eingenommen absoluten medianen Fehlerwinkel der Anldufe
unterschieden sich bis auf zwei Gruppen weder in den Kontrollgruppen der Treiber-, bzw.
Effektorlinie, noch den experimentellen Gruppen, in welchen die E-PG, bzw. P-EN oder die
AOTU mittels TNT-Expression inaktiviert wurden, von den absoluten medianen Fehlerwinkeln
der CS-Gruppe. Lediglich die Kontrollgruppe fiir den Treiber R26C04-GAL4 nahm einen
signifikant geringeren absoluten medianen Fehlerwinkel, verglichen mit CS ein (p= 2,00e™%3;
t=5,5258; n= 8), d.h., die Kontrollgruppe lief die Landmarken exakter an als der Wildtyp. Dies
konnte mit dem Heterosiseffekt zu erkldren sein, welcher beschreibt, dass heterozygote
Nachkommen zweier Inzuchtlinien eine gesteigerte Vitalitit aufweisen (Frankel 1983). Die
experimentelle Gruppe w/Y;UAS-TNT/ILLR12D09-GALA4/111, in welcher die P-EN Neurone
iiber die Expression von TNT stillgelegt wurden, liefen die Landmarken in einem signifikant
schlechteren absoluten medianen Fehlerwinkel, verglichen mit CS an (p= 3,056’02; t=-3,859;
n= 10). Betrachtet man die Laufspuren dieser Gruppe, ist zu erkennen, dass die Landmarken
jedoch erkannt wurden, da die Tiere durchaus zwischen den Landmarken oszillieren. Der
Treiber R12D09-GAL4 adressiert nicht nur die P-EN Neurone, sondern auch einen Teil der
AOTU. Diese Struktur ist Teil des anterioren, visuellen Pfades und erhélt Eingdnge von
Neuronen der optischen Loben und steht in neuronaler Verbindung mit den Bulbi, der
Eingangsdoméne der Ringneurone des Ellipsoidkdrpers (Omoto et al. 2017). Die AOTUs sind
dabei eine entscheidende Schaltstelle fiir die Weiterleitung topografischer Informationen
(Timaeus et al. 2017).

Der Treiber R49E09-GAL4 adressiert ebenfalls die AOTUs, jedoch keine E-PG oder P-EN
Neurone und wurde gewdhlt, um zu TUberpriifen, ob ein Verlust des idiothetischen
Orientierungsgedachtnisses auch durch die alleinige Stilllegung der AOTUs moglich ist, denn
die Expressionsmuster der P-EN-Treiber R12D09-GAL4, R13D05-GAL4 und R41G11-GAL4
schlieBen die AOTUs ebenfalls mit ein, wobei die AOTU-Expression von R12D09-GAL4 in
den AOTUs von den genannten drei Treibern am stirksten ist (Expressionsmuster sieche
Abbildung 60). R49E09-GAL4 exprimiert in den AOTUs in der intermedialen medianen
(AOTUim) Doméne (Omoto et al. 2017), (Expressionsmuster siche Abbildung 63), wihrend
die Expression von R12D09-GAL4 weiter proximal, also in der lateralen Doméane (AOTUI),
und/oder der intermadialen lateralen Doméne (AOTUil) (Omoto et al. 2017) zu erkennen ist.
Tiere der Gruppe w/Y;UAS-TNT/II;R49E09-GAL4/III nahmen im Gegensatz zu Gruppe
w/Y;UAS-TNT/ILR12D09-GAL4/III  einen wildtypischen Fehlerwinkel 1im Buridan
Paradigma ein (Abbildung 36). Es ist wahrscheinlich, dass der von R12D09-GAL4 adressierte
Teil der AOTU notwendig fiir das korrekte Anlaufen von Landmarken ist, der von R49E09-
GALA4 hingegen weniger. Zu beachten ist jedoch, dass die experimentellen Gruppen tendenziell
einen schlechteren medianen Fehlerwinkel einnahmen, verglichen mit den Treiberkontrollen.
Jedoch besteht selbst bei den nicht-Bonferroni (sieche Anhang) korrigierten Datensétzen von CS
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und den experimentellen Gruppen kein signifikanter Unterschied in den Fehlerwinkeln
(statistische Werte siehe Tabelle 16).
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Abbildung 36: Medianer Fehlerwinkel im Buridan- Paradigma nach Inaktivierung der E-PG, P-
EN Neurone, sowie der AOTU mit TNT. Die medianen Fehlerwinkel der einzelnen Gruppen wurden
jeweils mit CS (griin) verglichen. Hellblau = Treiberkontrollen, dunkelblau = experimentelle Gruppen.
Lediglich die absoluten medianen Fehlerwinkel der Treiberkontrolle +/Y;;R26C04-GAL4/III und der
experimentellen Gruppe w/Y;UAS-TNT/I[;R12D09-GAL4/III unterscheiden sich vom Wildtyp CS.
Wihrend +/Y;;R26C04-GALA4/III einen geringeren Fehlerwinkel, verglichen mit CS einnimmt, lduft
w/Y;UAS-TNT/ILR12D09-GALA4/III die Landmarken signifikant ungenauer an. n.s. p > 0,05 nicht
signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant.
Bonferroni korrigiert. n= siche Tabelle 16.
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Tabelle 16: Statistische Werte nach Inaktivierung der E-PG und P-EN Neurone, sowie der AOTU
mit Tetanustoxin (TNT) fiir die Orientierungsfahigkeit im Buridan-Paradigma. Aus Abbildung
36. *Kleinerer medianer Fehlerwinkel als CS! n= Anzahl getesteter Tiere; p= Signifikanzniveau; t-
Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststatistik (W= Summe der Rénge bei
ungepaarten Daten); p-Werte mit Bonferroni korrigiert.

Genotyp Neurone zezeniildeyples
p t \\ n
w/Y;UAS-TNT/IL Kontrolle 1 0,33431 11
+/Y;;R19G02-GAL4/III 1 0,75922
w/Y;UAS-TNT/II;R19G02-GAL4/ITT 1 0,63267
+/Y;;R26C04-GAL4/IIT 2,00e 03 5,5258 8
w/Y;UAS-TNT/II;R26C04-GAL4/IIT E-PG 1 -1,6299 10
+/Y;;R26B12-GAL4/1I1 1 1,0491 9
w/Y;UAS-TNT/II;R26B12-GALA4/IIT 1 0,53958 8
+/Y;;R60D05-GAL4/III 1 -0,039048 9
w/Y;UAS-TNT/II;R60D05-GALA4/ITT 1 -1,2794 9
+/Y;;R13D05-GALA4/IIT 0,49818 42 7
w/Y;UAS-TNT/II;R13D05-GAL4/I1T 1 2,117 10
+/Y;;R37F06-GAL4/II1 1 1,5001 9
w/Y;UAS-TNT/IL;R37F06-GALA4/IIT P.EN 1 -1,1692 7
+/Y;;R12D09-GAL4/II1 0,52193 2,4617 10
w/Y;UAS-TNT/II;R12D09-GAL4/I1T 3,05¢2 -3,859 10
+/Y;;R41G11-GALA4/III 0,38969 48 8
w/Y;UAS-TNT/I;R41G11-GALA4/I1T 1 -1,672 8
+/Y;;R49E09-GAL4/111 AOTU 1 0,23476 10
w/Y;UAS-TNT/I;R49E09-GAL4/III 1 28 10

3.7.2 Nachfixation von Landmarken im Persistenz-Paradigma bei Inaktivierung der E-PG, P-
EN Neurone und der AOTU

Wildtypische Fliegen konnen die Richtung hin zu einer verschwundenen Landmarke
einhalten und weiter auf jene zulaufen. Diese ,,Nachfixation* kann im Persistenz-Paradigma
untersucht werden (Strauss und Pichler 1998). Der Wildtypstamm CS legte im Persistenz-
Paradigma im Median eine vektorielle Strecke von 70mm in Richtung der verschwundenen
Landmarke zuriick. Die Effektor-Kontrollgruppe w/Y;UAS-TNT/II unterscheidet sich in ihrer
vektoriellen Laufstrecke schwach signifikant vom Wildtyp CS (p=0,04087; W=4163,5; n=10;
N= 10), jedoch ist die Laufstecke der Effektorkontrollgruppe linger als jene des Wildtyps
(Abbildung 37). Dies konnte ebenfalls mit dem Heterosiseffekt erkliart werden. Entscheidend
fiir das Persistenz-Paradigma ist aber, dass eine eventuelle Leckexpression des
Effektorkonstrukts keinen negativen Einfluss auf die vektorielle Laufstrecke besitzt. Das kann
hiermit demnach ausgeschlossen werden.

Nach Inaktivierung der E-PG, bzw. P-EN Neurone oder der AOTU legten die Tiere im
Persistenz-Paradigma eine hochst signifikant kiirzere Strecke in Richtung der verschwundenen
Landmarke, verglichen mit der Kontrollgruppe fiir die entsprechende Treiberlinie, zuriick. Es
war zu beobachten, dass die Tiere der experimentellen Gruppen nach Verschwinden der
angelaufenen Landmarke haufiger stehen blieben oder frither einen Winkel >90° (gewertet als
Laufabbruch) zur verschwundenen Landmarke einnahmen, was in einer geringeren vektoriellen
Lange des Laufs fiihrte (Abbildung 37). Damit scheinen sowohl die E-PG und P-EN Neurone,
wie auch die AOTU obligat fiir die Nachfixation von Objekten zu sein (statistische Werte sieche
Tabelle 17).
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Abbildung 37: Vektorielle Laufstrecke in Landmarkenrichtung im Persistenz Paradigma nach
Inaktivierung der E-PG, P-EN Neurone, und/oder der AOTU mit TNT. Es wurde die zuriickgelegte,
vektorielle Laufstrecke hin zur verschwundenen Landmarke gemessen. Die Laufstrecken der
experimentellen Gruppen (dunkelblau) wurden jeweils mit der zugehorigen Treiberkontrolle (hellblau)
verglichen. Nach Inaktivierung mit TNT legten alle experimentellen Gruppen eine hochst signifikant
kiirzere Laufstrecke zuriick. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch
signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. n= siche Tabelle 17.

Tabelle 17: Statistische Werte nach Inaktivierung der E-PG und P-EN Neurone, sowie der AOTU
mit Tetanustoxin (TNT) im Persistenz-Paradigma. Aus Abbildung 37. *Léngere vektorielle
Laufstrecke als CS! n= Anzahl getesteter Tiere; N= Versuchsdurchléufe pro Tier; p= Signifikanzniveau;
Wilcoxon Teststastistik (W= Summe der Range bei ungepaarten Daten).

gegen Treiberkontrolle

Genotyp Neurone D W " (N)
w/Y;UAS-TNT/II Kontrolle 0,04087* 4163,5 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/IL;R19G02-GAL4/IIT 7,01e!2 7803 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/II;R26C04-GAL4/III E-PG 1,51e1? 7891 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/I;R26B12-GAL4/ITT ) 1,04¢ 7459 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/II;R60D05-GALA4/III 5,43¢08 7223 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/I;R13D05-GALA4/1II 1,87¢10 7605,5 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/II;R37F06-GALA4/1I1 P-EN 2,05¢70° 6941 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/I;R12D09-GALA4/11I 2,25¢13 7998 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/II;R41G11-GAL4/II 6,14¢13 79425 10 (10)
w/Y ;UAS-TNT/II;R49E09-GAL4/III AOTU 13115 8268 10 (10)
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3.7.3 Auswirkungen auf das visuelle Orientierungsgedichtnis im Detour-Paradigma bei
Inaktivierung der E-PG, P-EN Neurone und/oder der AOTU

Drosophila ist in der Lage, die Richtung einer angelaufenen Landmarke im Detour-
Paradigma, nach Anlauf einer Ablenkungslandmarke wieder abzurufen und sich der
erstgezeigten Landmarke wieder zuzuwenden. Die biochemischen und neuronalen
Komponenten, die fiir dieses visuelle Orientierungsgedéchtnis bendtigt werden, sind mit Hilfe
dieses etablierten Paradigmas eingehend untersucht worden. Neben dem EK werden auch die
PB und der facherformige Korper bendtigt (Neuser et al. 2008; Kuntz et al. 2012; Kuntz et al.
2017; Thran 2013). Mittels Blockade der chemischen Synapsen iiber Expression von TNT in
den kolumniren E-PG und P-EN Neuronen, iiber welche EK und PB Informationen
austauschen, wurde der Einfluss auf das Orientierungsgedichtnis im Defour untersucht. Eine
eventuelle Leckexpression des Effektorkonstrukts hat keinen Einfluss auf die Entscheidung fiir
die zuerst angelaufenen Landmarke in der Effektor-Kontrollgruppe w/Y;UAS-TNT/II (p=
1,956'03; s= 10; n=10; N=10). Die Entscheidung fiir die zuerst angelaufene Landmarke lag im
Median bei 90%. Eine Inaktivierung der E-PG Neurone fiihrte zu einem Verlust des visuellen
Arbeitsgedichtnisses. Die Entscheidungshéufigkeit der Tiere flir die zuerst angelaufene
Landmarke unterschied sich nicht signifikant vom Zufallsniveau von 58%, lediglich die
experimentelle Gruppe w/Y;UAS-TNT/ILR19G02-GALA4/III zeigte eine ,,Antifixation®, d.h.,
die Tiere wanden sich nach Verschwinden des Ablenkbalkens signifikant hidufiger von der
zuerst angelaufenen Landmarke ab (p= 1,956'03; s= 0; n= 10; N= 10); sie entschieden sich im
Median nur zu 45% fiir die zuerst gezeigte Landmarke. Die Treiberkontrollgruppen verhielten
sich wildtypisch und entschieden sich nach Verschwinden des Ablenkbalkens zwischen 75-
95% fiir die zuerst gezeigte Landmarke. Auch die Treiberkontrollgruppen der P-EN Neurone
zeigten ein intaktes visuelles Orientierungsgedichtnis, sie entschieden sich in 80-90% der
Liufe fiir die zuerst angelaufene Landmarke. Die experimentelle Gruppe w/Y;UAS-
TNT/ILR37F06-GALA4/IIT zeigt einen Verlust des visuellen Orientierungsgedachtnisses (p=
0,3437; s= 7; n= 10; N= 10); sie liefen im Median nur zu 60% die zuerst gezeigte Landmarke
an. Alle anderen experimentellen Gruppen, in denen TNT in den P-EN Neuronen exprimiert
wurde, zeigen keine giiltigen Entscheidungen. Die Tiere bleiben nach Verschwinden des
Ablenkbalkens stehen, drehen um oder laufen im Kreis (Abbildung 38). Auffillig hierbei ist,
dass die Treiber der experimentellen Gruppen, welche keine Entscheidungen treffen, neben den
P-EN Neuronen auch in den AOTU exprimieren. Daher wurde der Einfluss der AOTU auf das
visuelle Orientierungsgedédchtnis untersucht. Tiere der experimentellen Gruppe w/Y;UAS-
TNT/IL;R49E09-GALA4/1II, welche TNT nur in den AOTU exprimieren, zeigten ebenfalls einen
Verlust der Entscheidungsfahigkeit im Defour-Paradigma. Die Kontrollgruppe +/Y;;R49E(09-
GALA4/III zeigte eine wildtypische, hoch signifikant hiufigere Entscheidung fiir die zuerst
angelaufenen Landmarke (p= 1,95¢ %, s= 10; n= 10; N= 10); der Median lag hier bei 85%
(Abbildung 38) (statistische Werte siehe Tabelle 18). Die AOTUs als Instrument zur Detektion
fiir die Eigenbewegung (Homberg et al. 2003; El Jundi et al. 2014) scheinen somit auch fiir die
Etablierung eines visuellen Orientierungsgedéchtnisses eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 38: Positive Entscheidungen im Defour Paradigma nach Inaktivierung der E-PG, P-
EN Neurone, und/oder der AOTU mit TNT. Es wurde die positiven Entscheidungen hin zur zuerst
gesehenen, verschwundenen Landmarke gemessen. Die experimentellen Gruppen (dunkelblau), sowie
die Treiberkontrolle (hellblau) wurden gegen das Zufallsniveau von 58% verglichen. Nach
Inaktivierung mit TNT entschieden sich alle experimentellen Gruppen nicht mehr fiir die zuerst
gesehene Landmarke, wobei w/Y;UAS-TNT/II;R19G09-GALA4/III eine Antizipation aufweist. Einige
experimentelle Gruppen waren nicht testbar, da sie nach Verschwinden des Ablenkbalkens stehen
blieben, oder kehrtmachten (keine Entscheidung = n.t.). n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05
signifikant; ** p < 0,01 hoch signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. n= siehe Tabelle 18.
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Tabelle 18: Statistische Werte nach Inaktivierung der E-PG und P-EN Neurone, sowie der AOTU
mit Tetanustoxin (TNT) im Detour Paradigma. Aus Abbildung 38. n= Anzahl getesteter Tiere; N=
Versuchsdurchldufe pro Tier; p= Signifikanzniveau; Vorzeichentest (SIGN-Test) Teststatistik (s=
Anzahl positiver Vorzeichen).

Test gegen 58%

Genotyp Neurone S Median | n (N)
CS 1,95¢03 10 90 10 (10)
W/Y;UAS-TNT/II Kontrolle 195603 10 9% 10(10)
+/Y;;R19G02-GALA4/III 1,95¢ %3 10 85 10 (10)
w/Y;UAS-TNT/II;R19G02-GAL4/1I1 1.95¢°03% 0 45 10 (10)
+/Y;;R26C04-GAL4/IIT 1,05¢ 03 10 95 10 (10)
w/Y ;UAS-TNT/II;R26C04-GAL4/III E-PG 0,3438 3 40 10 (10)
+/Y;;R26B12-GALA4/III ) 1,95¢03 10 75 10 (10)
w/Y ;UAS-TNT/II;R26B12-GAL4/II1 0,7539 4 50 10 (10)
+/Y;;R60D05-GAL4/III 1,05¢03 10 80 10 (10)
w/Y ;UAS-TNT/II;R60D05-GAL4/IIT 0,7539 4 50 10 (10)
+/Y;;R13D05-GALA4/III 1,95¢03 10 90 10 (10)

w/Y ;UAS-TNT/ITI;R13D05-GALA4/IIT Keine Entscheidung
+/Y;;R37F06-GAL4/III 2,15¢2 9 80 10 (10)
w/Y ;UAS-TNT/II;R37F06-GAL4/I11 P-EN 0,3437 7 60 10 (10)
+/Y;;R12D09-GALA4/III 2,15¢02 9 90 10 (10)

w/Y ;UAS-TNT/ITI;R12D09-GAL4/IIT Keine Entscheidung
+/Y;;R41G11-GAL4/III 195¢% | 10 [ 90 [ 1000)

w/Y ;UAS-TNT/II;R41G11-GALA4/IIT Keine Entscheidung
+/Y;;R49E09-GAL4/11I AOTU 195¢% | 10 [ 85 [ 10010

w/Y ;UAS-TNT/II;R49E09-GALA4/III Keine Entscheidung

3.7.4 Auswirkungen auf das idiothetische Orientierungsgedéchtnis im /ODA, bei Inaktivierung
der E-PG, P-EN Neurone und/oder der AOTU

Nach Inaktivierung der E-PG Neurone {iber TNT-Expression zeigten alle experimentellen
Gruppen einen Verlust des idiothetischen Orientierungsgedéchtnisses. Sie waren in den letzten
beiden Minuten des Trainings zwar noch der Lage, die unbestrafte Seite hochst signifikant zu
bevorzugen, jedoch war die Aufenthaltsdauer in jener Seite in den letzten beiden Testminuten
nicht signifikant verschieden vom Zufallsniveau. Die Kontrollguppen der Treiberkontrollen fiir
die E-PG Neurone zeigten hingegen eine signifikant lingere Aufenthaltsdauer in der
unbestraften Seite in den letzten beiden Testminuten (Abbildung 39, statistische Werte siche
Tabelle 19).

Wurde TNT mit dem P-EN Neuronentreiber R37F06-GAL4, welcher keine zusétzliche
Expression in den AOTU besitzt, exprimiert, so fiihrte das zu einem Verlust der idiothetischen
Orientierung im /ODA, die Tiere zeigten zwar eine ldngere Aufenthaltsdauer in der unbestraften
Seite in der Trainingsphase (p= 7,94¢%; t= 5,0008; n= 20), jedoch keine Bevorzugung der
unbestraften Seite in den letzten beiden Testminuten (p= 0,264; t=-1,1511). Eine Expression
von TNT iiber die AOTU inkludierenden P-EN Treiber R13D05-GAL4 oder R12D09-GAL4
resultierte in einer Nichttestbarkeit der Tiere in /ODA. Die Lokomotion der Fliegen war so stark
reduziert, dass sich ein Training als unmdglich erwies. Auch die Inaktivierung der AOTU allein
resultierte in der Gruppe w/Y;UAS-TNT/II;R49E09-GAL4/III in einer den Versuch unmdoglich
machenden Bewegungsreduktion. Die Treiberkontrollen fiir die jeweiligen Gruppen zeigten ein
intaktes Orientierungsgedachtnis. Die Rolle der AOTU in der nicht-visuellen Orientierung ist
weitgehend ungeklért, jedoch scheinen sie eine nicht zu vernachlidssigende Rolle in der
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Etablierung eines nicht-visuellen Orientierungsgedachtnisses zu spielen. Die Treiberkontrollen
fiir die P-EN Neurone wiesen alle ein intaktes, idiothetisches Orientierungsgedéchtnis auf. Alle
Kontrollgruppen bevorzugten in der Trainingsphase, sowie auch in der Testphase die
unbestrafte Seite hochst signifikant (Abbildung 39; statistische Werte siche Tabelle 19).
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Abbildung 39: Idiothetische Orientierung im /0DA nach Inaktivierung der E-PG, P-EN Neurone und AOTU mit TNT. Eine Inaktivierung der E-PG, der P-EN
Neurone wie auch den AOTU fiihrt zu einem Verlust der idiothetischen Orientierung. Einige Gruppen waren aufgrund einer starken Immobilitét nicht testbar (n.t.). Fiir
die statistische Auswertung wurden die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite in den letzten beiden Trainingsminuten (Trainingsphase, gelb) und den letzten beiden
Testminuten (Testphase, rosa) gegen das Zufallsniveau von 60s, sowie untereinander getestet. n.s. p > 0,05 nicht signifikant; *: p < 0,05 signifikant; ** p < 0,01 hoch
signifikant; ***p < 0,001 hochst signifikant. Getestet wurden ménnliche Tiere unter Rotlichtbedingungen. n= siehe Tabelle 19.
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E-PG E-PG E-PG E-PG CS
Neurone Neurone Neurone Neurone

Neuronen-
Klasse

@ 50 0

GAL4 R19G02 R26C04 R26B12 R60D05 %) %)
Effektor (%] UAS-TNT| & UAS-TNT (%] UAS-TNT (%) UAS-TNT|UAS-TNT|
Buridan + + + + + + + -+ + =

Persistenz + - + - + - + - + +

Detour + = + - + - + - + o

IODA + = + = 4= - == - 4= 4=

Abbildung 40: Tabellarische Zusammenfassung der Auswirkung auf das Verhalten nach
Verhinderung der synaptischen Transmission an Synapsen der E-PG Neurone. Aus Abbildung
39. Nach Unterbindung der Neurotransmitterausschiittung in den synaptischen Spalt liber Expression
von TNT unter der Kontrolle verschiedener E-PG Neuronentreiber, wurde die Auswirkung auf die
verschiedenen Orientierungsleitungen untersucht. Buridan-Paradigma (visuelle Orientierung);
Persistenz-Paradigma (Persistenz der Orientierung); Detour-Paradigma (visuelles
Orientierungsgedachtnis) und [ODA (idiothetisches Orientierungsgediachtnis). @ = kein
Treiber/Effektor; +: intakte Orientierung; -: Verlust der Orientierung. Statistische Werte siche Tabelle
19.

97



; AOTU
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Persistenz + - + - + - + - B =
Detour + n.t. + = + n.t. + n.t. + n.t.
IODA + n.t. + - + n.t. + n.t.

Abbildung 41: Tabellarische Zusammenfassung der Auswirkung auf das Verhalten nach
Verhinderung der synaptischen Transmission an Synapsen der P-EN Neurone und/oder AOTU.
Aus Abbildung 39. Nach Unterbindung der Neurotransmitterausschiittung in den synaptischen Spalt
iber Expression von TNT unter der Kontrolle verschiedener E-PG Neuronentreiber, wurde die
Auswirkung auf die verschiedenen Orientierungsleistungen untersucht. Buridan-Paradigma (visuelle
Orientierung); Persistenz-Paradigma (Persistenz der Orientierung); Detour-Paradigma (visuelles
Orientierungsgedachtnis) und [ODA (idiothetisches Orientierungsgediachtnis). @ = kein
Treiber/Effektor; +: intakte Orientierung; -: Verlust der Orientierung; n.t.: nicht testbar. Statistische
Werte siehe Tabelle 19.

Tabelle 19 (niichste Seite): Statistische Werte nach Inaktivierung der E-PG und P-EN Neurone,
sowie der AOTU mit Tetanustoxin (TNT) im IODA. Aus Abbildung 39. n= Anzahl getesteter Tiere;
p= Signifikanzniveau; t-Teststatistik (t= Abweichung der Mittelwerte); Wilcoxon Teststastistik (W=
Summe der Rédnge bei ungepaarten Daten; V= Summe der positiven Rénge bei gepaarten Daten);
getestet wurde unter Rotlichtbedingungen.
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Genotyp

Neuron

Trainingsphase gegen
60s

Testphase gegen
60s

Trainingsphase gegen
Testphase

p t \

p t \

p t \Y

+/Y;;R19G02-
GAL4/1I1
N=20

w/Y;UAS-
TNT/II;R19G02
-GALA4/1II
n=19

+/Y;;R26C04-
GAL4/1I1
n=19

w/Y;UAS-
TNT/IL;R26C04
-GAL4/111

E-PG

+/Y;;R26B12-
GAL4/III

w/Y;UAS-
TNT/I;R26B12
-GAL4/111

+/Y;;R60D0S-
GAL4/II

w/Y;UAS-
TNT/IL;R60D05
-GAL4/111

3,26 10,3

9,50¢% 21

0,02377 166

1,67¢% 5,8105

0,7128 -0,3739

8.32¢%° | 6,1487

847¢% | 10417

3417 | 8,0396

0,315 1,0354

2,36e% 5,5504

0,3152 -1,0317

3.73¢0% | 42877

1,08¢77 8,2383

1,51 | 6,8642

0,0531

0,9582 57

3,11e% 202

0,5131 -0,6665

4,78¢04 199

2,08¢07 7,8842

7,19¢07 | 72367

0,8147 0.2376

1,05¢7 8,2568

0,362 0,9341

591 | 4,1134

+/Y;;R13D05-
GALA4/111
n=18

w/Y;UAS-
TNT/I;R13D05
-GAL4/111

+/Y;;R37F06-
GAL4/1II
n=20

w/Y;UAS-
TNT/II;R37F06-
GALA4/111
n=20

P-EN

+/Y;;R12D09-
GAL4/111
n=20

w/Y;UAS-
TNT/II;R12D09
-GAL4/111

333¢%8 9,4883

3,72¢07 | 17,9897

0,2601 1,1649

Nicht testbar

1,59¢°%° 10,765

284 | 54654

0,2409 1,2105

7,94¢%3 5,0008

0,264 -1,1511

238¢%4 | 4,5124

5,60e10 11,461

5,77¢% | 6,2094

0,0841 1,8229

Nicht testbar

+/Y;;R49E09-
GAL4/1I
n=18

w/Y;UAS-
TNT/II;R49E09
-GAL4/111

AOTU

3,05¢% 154

554 | 10,719

0,08107 126

Nicht testbar
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3.8 Histologie

Zur Uberpriifung der Expressionsmuster der verwendeten Treiber wurde das
Fluoreszenzprotein Green Fluorescent Protein (GFP) unter der Kontrolle der einzelnen Treiber
exprimiert. AnschlieBend wurden Ganzprdparate (Whole Mounts) angefertigt und die
Fluoreszenz mit Hilfe eines Laserscanningmikroskops aufgenommen (siche Kapitel 2.5
Histologie)

3.8.1 Expressionsmuster Ringneuronen-spezifischer Treiber

Der Ellipsoidkdrper kann klassisch in vier Ringneuronensysteme unterteilt werden
(R1,R2,R3,R4 mit R4m und R4d) (Renn et al. 1999), seit neuerem werden auch zwei weitere,
dulere Ringtypen beschrieben, RS und R6, sowie eine Unterteilung des Ringsystems R3 in R3a,
R3d, R3m, R3p und R3w (Omoto et al. 2017; Omoto et al. 2018).

3.8.1.1. Ringsystem R1

Das Ringsystem R1 besteht aus 1342 Neuronen pro Hemisphédre (Omoto et al. 2018) und
projiziert von den lateralen akzessorischen Loben (LAL) tber den Zentralkanal zum
posterioren Teil des EK und besitzt als einziges Ringsystem keine neuronalen Verzweigungen
in die Bulbi (BU). Exklusive Treiber fiir dieses Ringsystem sind R31A12-GAL4 und c105-
GAL4 (Omoto et al. 2018). Nach Expression von GFP unter der Kontrolle von R31A12-GAL4
ist sowohl ein GFP-Signal im inneren Ring des EK, als auch den LAL zu erkennen (Abbildung
42).
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Abbildung 42: Expressionsmuster des Treibers R31A12-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R31A12-GAL4 (AI-CI) und Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-CII) als
Referenz. (AIII-CIII) Expression von GFP und FASII. (BI-BIII) linke Hemisphére, (CI-CIII) rechte
Hemisphiare. EK=Ellipsoidkorper; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 104,25um; BI-
BII: 210pm.

Nach Renn et al., 1999 wird auch der Treiber 198Y-GAL4 als exklusiver R1-Treiber
beschrieben. (Renn et al. 1999). Jedoch konnte in dieser Arbeit keine Expression von GFP unter
der Kontrolle von 198Y-GAL4 beobachtet werden (Abbildung 43 BI, diinn gepunkteter Kreis;
BII Gegenfarbung mit anti-FASII, Lage des EK, dicht gepunkteter Kreis). Jedoch zeigte sich
in Orientierungsparadigma /ODA, dass dieser Treiber in Kombination mit verschiedenen
Effektorkonstrukten durchaus einen Effekt aus das Orientierungsverhalten ausiibt (siche
Abbildung 20, 22 und Abbildung 28). Jedoch wurde die Farbung iiber ein Jahr nach den
Verhaltensexperimenten durchgefiihrt, wodurch das fehlende GFP-Signal mdglicherweise
durch einen Verlust der GAL4-Aktivitdt des Treibers innerhalb dieses Zeitraums zu erkldren
wire.

Renn et al., konnten zwar ein GFP-Signal von 198Y-GAL4 zeigen, jedoch ist, wenn auch nur
schwach, GFP-Expression in den Bulbi zu erkennen, was unter der Kontrolle des R1 Treibers
c105-GALA4 nicht der Fall war (Renn et al. 1999). Somit ist es wahrscheinlich, dass 198Y-
GALA4 nicht nur in R1 exprimiert, sondern noch weitere Ringsysteme anspricht. Somit wird
198Y-GAL4 in die Kategorie ,,R1 plus* eingeordnet. Die Verwendung von c105-GAL4 als
alternativen R1 Treiber fiir die Verhaltensexperimente, erwies sich jedoch nicht als sinnvoll, da
unter der Kontrolle von ¢105-GAL4 in der immunhistologischen Untersuchung ebenfalls kein
GFP-Signal erkennbar war. Daher konnte nicht ausgeschlossen werden, dass dieser Treiber
seine Aktivitdt verloren hatte, bzw. es konnte keine Aussage iliber das Expressionsmuster
getroffen werden.
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Abbildung 43: Expressionsmusters des Treibers 198Y-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von 198-GAL4 (AI-BI) und Farbung der endogenen Fasziklinll-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Kein GFP-Signal im Ellipsoidkdrper (BI).
EK=Ellipsoidkorper; Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 115,5 pm; BI-BIIL: 81,75um.

3.8.1.2. Ringsystem R2

Das Ringsystem R2 wird aus 23+2 Zellen jeder Hemisphére gebildet (Omoto et al. 2018). Die
Axone der Neurone folgen dem lateralen Ellipsoidkérper Faszikel (LE), um den anterioren Teil
des EK, durch den Zentralkanal und projizieren zentrifugal in den duBleren Teil des inneren
Rings. Die Bulbi werden von proximalen dendritischen Enden der R2-Neurone innerviert. R2
spezifische Treiber sind R78B06-GAL4, c42-GAL4 und EBI-GAL4 (Omoto et al. 2018).

Die Expression von GFP iiber EB1-GAL4 zeigt GFP-Signale im &ulleren Teil des EK
(Abbildung 44 BI), den Bulbi (Abbildung 44 BI, CI) und ca. 20-25 Zellen pro Hemisphére (HS)
(Abbildung 44 CI), ngs= 6.
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Abbildung 44: Expressionsmuster des Treibers EB1-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von EB1-GAL4 (AI-BI) und Férbung der endogenen Fasziklinll-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme rechte Hemisphire (CI-CII).
EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkdrper. Optische Schichtdicke: AI-AIIL: 93,75um; BI-BIII:
67,5um; CI-CII: 61,5pum.

Der Treiber R19C08-GAL4 wird ebenfalls als R2-Treiber eingeordnet (Omoto et al. 2017) und
zeigt ein &dhnliches Expressionsmuster (Abbildung 45) wie EB1 (Abbildung 44). Pro
Hemisphére sind hier ca. 19-25 Zellkorper angefarbt (ngs=6). Jedoch zeigt die Doppelfarbung
von R19C08-lexA und R28D01-GAL4 eine Koexpression in mindestens einem Zellkdrper
jeder Hemisphire (Abbildung 65). Damit kann eine Expression von R19C08-GAL4 in anderen
Ringsystemen nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Daher wird R19C08-GAL4 in die
Kategorie ,,R2 plus* eingeordnet.
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Abbildung 45: Expressionsmuster des Treibers R19C08-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R19C08-GAL4 (AI-BI) und Fiarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. EK=Ellipsoidkérper; BU=Bulbus;
ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 192pm; BI-BIIL: 126,25um.

Die Expression von GFP unter der Kontrolle des als R2-spezifisch postulierten Treibers
VT49921-GALA4 (Lin et al. 2013) zeigt ebenfalls ein Fluoreszenzsignal im duBeren Teil des EK
und den Bulbi, jedoch ist nur in fiinf bis acht Zellkorpern jeder Hemisphire ein GFP-Signal zu
erkennen (Abbildung 46 BI, CI), nys=6. Aufgrund der wenigen, angefdrbten Zellkorper ist es
moglich, dass VT49921-GAL4 nicht das gesamte Ringsystem R2 umfasst, daher wird auch
VT49921-GALA4 in die Treiberkategorie ,,R2 minus“ eingeordnet, da das Expressionsmuster
nicht mit den vorgegebenen Kriterien iibereinstimmt (Omoto et al. 2018).
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Abbildung 46: Expressionsmuster des Treibers VT49921-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von VT49921-GAL4 (AI-BI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII)
als Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme linke Hemisphire (CI-CII).
EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 123um; BI-BIII:
96pm; CI-CII: 53,25um.

3.8.1.3. Ringsystem R3

Das dritte Ringsystem R3 kann in die Subklassen R3a, R3d R3m, R3p und R3w unterteilt
werden. Der Treiber 189Y-GAL4 wurde bis Ende 2018 als globaler R3-Treiber definiert (Renn
et al. 1999), jedoch spricht er nur einen Teil des dritten Ringsystems an, definiert als R3d und
R3p. Die Ringsysteme innervieren den inneren, posterioren Teil des EK und einen Teil der
Bulbi (Omoto et al. 2018).

Die Expression von GFP unter der Kontrolle von 189Y-GAL4 zeigt ein Signal im inneren Teil
des EK, den Bulbi (Abbildung 47 BI) und ca. 18-24 Zellkdrper pro Hemisphire. Uberdies ist
zusitzlich eine Expression in den Pilzkérpern (PK) zu beobachten (Abbildung 47 BI;CI),

ngs=~6.
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Abbildung 47: Expressionsmuster des Treibers 189Y-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von 189Y-GAL4 (AI-BI) und Fiarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme linke Hemisphéire (CI-CII).
Neben der Expression im EK adressiert 189Y-GAL4 auch die PK (AI-CI). EK=Ellipsoidkdrper;
BU=Bulbus; ZK=Zellkorper; AL=Antennalloben. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 124; BI-BIII: 93 pm;
CI-CII: 68,25um.

Obwohl der Treiber R28D01-GAL4 in vorausgegangenen Arbeiten als R1 spezifisch
beschrieben wurde (Ofstad et al. 2011), muss dieser Treiber aufgrund seiner Expression im
anterioren Teil der Bulbi als R1 exklusiver Treiber ausgeschlossen werden (Abbildung 48 BI)
Nach Omoto et al. exprimiert R28D01-GAL4 im Ringsystem R3m (Omoto et al. 2018). Zwar
zeigt sich eine nur schwache Expression von GFP unter der Kontrolle von R28D01-GALA4,
jedoch zeigt sich eine Rettung des Orientierungsverhaltens der Tiere im /ODA, sobald tiber

diesen Treiber rut-cDNA bzw. dnc-cDNA 1m jeweiligen mutanten Hintergrund exprimiert wird
(siche Abbildung 24 und Abbildung 31).
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Abbildung 48: Expressionsmuster des Treibers R28D01-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R28D01-GAL4 (AI-BI) und Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASIl. EK=Ellipsoidkérper; BU=Bulbus;
ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 71,25um; BI-BIII: 43,5pum.

R54B05-lexA wurde als R3-spezifischer Treiber mit Expression im inneren zentralen und
inneren posterioren Teil des EK, sowie im inferioren Teil der Bulbi, beschrieben [R54B05-
lexA, (Omoto et al. 2017)]. Auch in der vorliegenden Arbeit ist bei Verwendung von R54B05-
lexA eine Expression von GFP im EK zu erkennen (Abbildung 67) und ein Effekt mit R54B05-
GALA4 auf das Orientierungsverhalten im ruffNA Experiment war gegeben (siche Abbildung
32).

Es war jedoch nicht moglich, GFP unter der Kontrolle von R54B05-GAL4 zu exprimieren
(Abbildung 49 BI, diinn gepunkteter Kreis; BII Gegenfdarbung mit anti-FASII, Lage des EK,
dicht gepunkteter Kreis). Um auszuschlieBen, dass eventuell vorhandene genetische
Modifikatoren einen Einfluss auf die Expression dieses Treibers ausiiben, wurde eine
dreimalige Riickkreuzung mit der Wildtyplinie CS durchgefiihrt (sieche Anhang), um das
restliche Genom wieder in den wildtypischen Zustand zu versetzen und damit die
Modifikatoren zu entfernen. Doch auch mit wildtypischen Hintergrund konnte kein GFP —
Signal detektiert werden.
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Abbildung 49: Expressionsmuster des Treibers R54B05-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R54B05-GAL4 (AI-BI) und Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Es ist keine Expression von GFP im EK zu
erkennen (AI-BI). EK=Ellipsoidkorper. Anzahl der Schichten: AI-AIIl: 116,25um; BI-BIIL: 108um.

Wird GFP unter der Kontrolle von VT42759-GAL4 exprimiert, so ist eine Expression im
inneren Teil des EK, den Bulbi (Abbildung 50 BI) und in ca. elf bis 15 Zellkdrpern jeder
Hemisphére zu erkennen (Abbildung 50 CI, CII), ngys= 6. Der Treiber VT42759-GAL4 wurde
bis jetzt als globaler R3-Treiber postuliert (Lin et al. 2013). Da die Anzahl der dargestellten
Zellkorper jedoch nicht der erwarteten Zahl entspricht, ist es wahrscheinlich, dass VT42759-
GAL4 nur eine Subklasse von R3 anspricht. Mdglicherweise konnte VT42759-GAL4 das
Subsystem R3a adressieren, da dieses Ringsystem 11+0 Zellkorper pro Hemisphire besitzt
(Omoto et al. 2018), oder es konnten ebenfalls nicht alle Zellkorper eines der iibrigen R3-
Subsysteme angefarbt worden sein. Daher wird VT42759-GAL4 in die Kategorie R3 minus
eingeordnet.

108



Abbildung 50: Expressionsmuster des Treibers VT42759-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von VT42759-GAL4 (AI-BI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII)
als Referenz. (AIlL; BIII; CI-CII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme linke Hemisphére
(CD und rechte Hemisphdre (CII). EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische
Schichtdicke: AI-AIIL: 78 um; BI-BIII: 63,75um; CIL: 65,25um; CIIL: 111um.

3.8.1.4. Ringsystem R4

Das vierte Ringsystem liegt im peripheren und zentripetalen, duBleren Teil des EK und
innerviert die Bulbi. Es kann in R4d (distal) mit je acht Zellkdrpern pro Hemisphére und R4m
(medial), mit je 11+3 Zellkorpern unterteilt werden (Omoto et al. 2018). Ein im vierten
Ringsystem exprimierender Treiber ist fiz-ng-GAL4 (Thran 2013).

Nach Expression von GFP {iiber fiz-ng-GALA4, ist ein GFP-Signal im duBleren Teil des EK zu
erkennen, sowie in den Bulbi und in je ca. fiinf bis 12 Zellkérpern pro Hemisphire (Abbildung
51 und Abbildung 52), nys= 6. Wiirde fiz-ng global in R4 exprimieren, so miissten mindestens
20 Zellkorper auf jeder Seite zu erkennen sein. Vermutlich deckt fiz-ng-GAL4 nicht das
komplette Ringsystem R4 ab, sondern nur einen Teil. Somit wird dieser Treiber in die Kategorie
»R4 minus* eingeordnet.
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Abbildung 51: Expressionsmuster des Treibers fiz-ng-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von ftz-ng-GAL4 (AI-BI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AIIl-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. EK=Ellipsoidkérper; BU=Bulbus;
ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIL: 123,75um; BI-BIII: 111,75pm.
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Abbildung 52: Expressionsmuster des rekombinanten Treibers fiz-ng-GAL4 im cry”’ -mutanten
Hintergrund. Expression von GFP unter der Kontrolle von fiz-ng-GAL4 (AI-BI) und Firbung der
endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII.
EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 90,75um; BI-BIII:
98,25um.
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Als R4d spezifischen Treiber wurde VT043679-GAL4 verwendet. R4d als R4 Subsystem wird
aus acht Neuronen pro Hemisphére gebildet und projiziert von der Peripherie des EK zentripetal
in den duBeren Rand jenes (Omoto et al. 2018). Leider war es nicht moglich, unter der Kontrolle
des Treibers VT043679-GAL4 eine GFP-Expression zu erzielen (Abbildung 53), nys= 10.
Jedoch scheint das Treiberkonstrukt zur Zeit der Verhaltensexperimente noch Aktivitdt zu
besitzen, denn nach Expression von TNT unter der Kontrolle von VT043679-GALA4, zeigt sich
ein Verlust des Orientierungsvermogens im /ODA (Abbildung 20). Die Antikorperfarbung
wurde einige Monate nach den Verhaltensexperimenten durchgefiihrt, sodass innerhalb dieses
Zeitraums ein Verlust der Treiberaktivitit aufgetreten sein konnte.

VT043679-GALA o
anti-GFP S

Abbildung 53: Expressionsmuster des Treibers VT043679-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von VT043679-GAL4 (Al) und Féarbung der endogenen Fasziklinll-Expression (All) als
Referenz. (AIIl) Expression von GFP und FASII. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 113,25um.

Der mediale Teil des Ringsystems R4, bezeichnet als R4m, wird von 11+3 Neuronen gebildet
und besitzt ein &hnliches Projektionsmuster wie R4d, jedoch sind die terminalen
Verzweigungen der Neurone ldnger und fiillen den gesamten inneren Teil des dulleren Rings
aus (Omoto et al. 2018). Exprimiert man GFP iiber den spezifischen R4m-Treiber VT025526-
GALA4, so erkennt man eine GFP-Expression im dufleren Teil des EK (Abbildung 54 All) und
den Bulbus, jedoch nur in fiinf bis sieben Zellkoérpern pro Hemisphére (Abbildung 54 Alll),

nHsS= 6.
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Abbildung 54: Expressionsmuster des Treibers VT025526-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von VT025526-GAL4 (Al). Detailaufnahme des EK (AIl) und der Zellkérper (AIIL).
EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: Al: 36um; All: 26,25um;
AIlL: 27,75pm.

3.8.1.5. E-PG Neurone

Eine Neuronenklasse, welche zu den kolumndren Neuronen gezéhlt wird, sind die E-PG
Neurone. Sie projizieren vom peripheren und zentralen Teil des Ellipsoidkdrpers zu der
Protozerebralbriicke und zur der Gall (Wolff et al. 2015; Turner-Evans et al. 2017).

Der E-PG-Treiber R19G02-GAL4 besitzt Expression im EK und der Gall (Abbildung 55 BI),
sowie der Protozerebralbriicke (Abbildung 55 PB in DI). Neben der Expression in den E-PG
Neuronen zeigt dieser R19G02-GAL4 auch eine Expression im Ficherformigen Korper
(Abbildung 55 FK in CI). Eine Expression in den Noduli ist nicht eindeutig zu erkennen, n= 3.
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Abbildung 55: Expressionsmuster des Treibers R19G02-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R19G02-GAL4 (AI-DI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIIl-BII, CII-DII) Expression von GFP und FASIIL. Detailaufnahme vom EK (BI-BIII,
optischer Schnitt 10-64), des FK (CI-CII, optischer Schnitt 64-99) und PB (DI-DII, optischer Schnitt
105-142). EK=Ellipsoidkdrper; PB=Protozerebralbriicke; FK=Fécherformiger Korper. Optische
Schichtdicke: AI-AIIL: 96um; BI-BIIL: 50,5um; CI-CII: 26,25um; DI-DII: 27,75um.
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R26C04-GALA4 zeigt Expression im EK (Abbildung 56) und der PB (Abbildung 56 CI). Der
FK zeigt ebenfalls GFP-Expression (Abbildung 56 CII). Auch eine Expression in den Noduli
ist zu erkennen (Abbildung 56 BI, CII), nach Wolff et al. inkludiert diese E-PG-Linie auch die
Noduli (Wolff et al. 2015). Eine Expression in der Gall kann nicht eindeutug erkannt werden.
n=3.

R26C04-GAL4
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Abbildung 56: Expressionsmuster des Treibers R26C04-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R26C04-GAL4 (AI-CI) und Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BII, CII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme der PB (CI, optischer Schnitt
6-30; CII, optischer Schnitt 45-73), EK=Ellipsoidkdrper; PB=Protozerebralbriicke; NO=Noduli.
Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 93um; BI-BIL: 93pum; CI: 18um; CII: 21pum.
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Unter der Kontrolle von R26B12-GAL4 kann keine GFP-Expression beobachtet werden
(Abbildung 57 BI, diinn gepunkteter Kreis; BII Gegenfarbung mit anti-FASII, Lage des EK,
dicht gepunkteter Kreis), n= 4. Jedoch wirkt sich eine Expression von TNT in den E-PG
Neuronen iiber diesen Treiber, genauso wie iliber die E-PG-Treiber, welche eine GFP-
Expression erkennen lassen, negativ auf das visuelle und idiothetische Orientierungsgedichtnis
auf (siche Abbildung 36, 37, 38 und Abbildung 39). Daher ist entweder anzunehmen, dass der
Treiber R26B12-GAL4 eventuell nur schwach aktiv ist, oder dass die Aktivitdt des Treibers
nach den Verhaltensexperimenten verloren gegangen war, da zwischen der experimentellen
Phase und der immunhistologischen Analyse einige Monate vergangen waren.

R26B12-GAL4
anti-GFP
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Abbildung 57: Expressionsmusters des Treibers R26B12-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R26B12-GAL4 (AI-BI) und Fiarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Es ist kein GFP-Signal im EK zu erkennen (BI).
EK=Ellipsoidkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 102,75um; BI-BIIL: 91,5pum;

Auch die Expression von GFP unter der Kontrolle von R60D05-GAL4 lieB kein GFP-Signal
im EK Abbildung 58 diinn gepunkteter Kreis; BII Gegenfarbung mit anti-FASII, Lage des EK,
dicht gepunkteter Kreis) oder in Strukturen des CX erkennen (Abbildung 58 A, B), n=12. Auch
die Expression eines alternativen Fluoreszenzproteins (mCherry) unter der Kontrolle dieses
Treibers zeigte zwar kein Signal im EK, jedoch zeigen die Pilzkorper tiberraschenderweise eine
RFP- Expression (Abbildung 58 DI), n= 7. Ebenso wie der E-PG-Treiber R26C04-GALA4,
welcher auch keine GFP-Expression zeigt, fiihrt die Expression von TNT unter der Kontrolle
von R60D05-GAL4 zu einem Verlust des visuellen und nicht-visuellen Orientierungs-
gedichtnisses (sieche Abbildung 36, 37, 38 und Abbildung 39). Somit besitzt moglicherweise
auch R60D05-GAL4 eine nur schwache Expression, welche jedoch ausreichend ist, um nach
Kombination mit einem TNT-Konstrukt Einfluss auf das Verhalten auszuiiben. Méglich wire
iiberdies auch hier ein Verlust der Treiberaktivitit innerhalb einiger Monate, da auch die
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Verhaltensexperimente mit R60D05-GALA4 vor der histologischen Untersuchung stattgefunden

R60D05-GAL4
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Abbildung 58: Expressionsmuster des Treibers R60D05-GAL4.(A,B) Expression von GFP unter der
Kontrolle von R60D05-GAL4 (AI-BI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII) Expression von GFP und FASII. Es ist kein GFP-Signal im EK zu erkennen (BI).
Expression von RFP unter der Kontrolle von R60D05-GAL4 (CI-DI) und Farbung der endogenen
FasziklinlI-Expression (CII) als Referenz. (CIII-DII) Expression von RFP und FASII. Es ist ebenfalls
kein RFP-Signal im EK zu erkennen, jedoch zeigen die PK ein RFP-Signal (DI). EK=Ellipsoidkdrper.
Optische Schichtdicke: AI-AIIL: 109,5um; BI-BIL: 94,5um; CI-CII: 100,5um; DI-DII: 56,25um.




3.8.1.6. P-EN Neurone

Eine weitere Klasse der kolumnéren Neurone sind die P-EN Neurone. Sie projizieren von der
Protozerebralbriicke zum Ellipsoidkdrper und den Noduli (Omoto et al. 2018). Der Treiber
R37F06-GAL4 zéhlt zu der Subklasse P-EN1 (Omoto et al. 2018) und soll eine zusétzliche
Expression in dem FK besitzen (Wolff et al. 2015), was hier aber nicht beobachtet werden
konnte. Die Expression in dem EK, den Noduli (Abbildung 59 BI) und der PB (Abbildung 59
C)) ist jedoch deutlich zu erkennen. Ein GFP-Signal in den AOTUs konnte nicht beobachtet
werden, n= 6.

R37F06-GAL4
anti-GFP

Abbildung 59: Expressionsmuster des Treibers R37F06-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R37F06-GAL4 (AI-CI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-CII) als
Referenz. (AIII-CIII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme des EK (CI-CIII, optischer
Schnitt 40-91). EK=Ellipsoidkorper; PB=Protozerebralbriicke; NO=Noduli. Optische Schichtdicke: Al-
AIIL: 128,25um; BI-BIIL: 134,25um; CI-CIII: 38,25um.

Der Treiber R12D09 wurde von Omoto et al. in die Kategorie P-EN2 eingeordnet (Omoto et
al. 2018). Neben der Expression in der PB (Abbildung 60), dem EK und den Noduli (Abbildung
60 CI), besitzt dieser Treiber eine zusétzliche Expression in einem Teil der AOTU (Abbildung
60 DI), n= 3. Im Buridan-Paradigma zeigten Fliegen, in welchen TNT in den P-EN Neuronen
tiber diesen Treiber exprimiert wurde, eine signifikant schlechtere Orientierungsfahigkeit
zwischen den gezeigten Landmarken, verglichen mit dem Wildtyp CS. Zwar oszillieren die
Tieren zwischen den Landmarken, jedoch ist der absolute mediane Fehlerwinkel, also die
Genauigkeit, die Landmarken auf dem kiirzesten Weg anzulaufen, wesentlich schlechter
(Abbildung 36). In den iibrigen Paradigmen (Persistenz-; Detour-Paradigma, sowie I0ODA)
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waren diese Tiere, genauso wie die iibrigen experimentellen Gruppen, welche zusitzliche,
unterschiedlich starke oder ausschlieBliche Expression in den AOTUs zeigen (siche Abbildung
61 und Abbildung 63), nicht testbar (siche Abbildung 36, 37, 38 und Abbildung 39). Nach
Verschwinden der gezeigten Landmarken blieben sie haufig stehen, oder liefen im Kreis
(Persistenz-; Detour-Paradigma), oder waren zu inaktiv (/ODA).
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Abbildung 60: Expressionsmuster des Treibers R12D09-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R12D09-GAL4 (AI-DI) und Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-CII) als
Referenz. (AIII-DII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme des EK (CI-CIII, optischer
Schnitt 60-91) und der AOTU (DI-DII). EK=Ellipsoidkdrper; PB=Protozerebralbriicke; NO=Noduli;
AOTU=Anteriore Optische Tuberkel. Optische Schichtdicke: AI-AIIL: 124,5um; BI-BIIL: 94,5um; CI-
CII: 23,25um; DI-DII: 45,75um.
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R13D05-GAL4 exprimiert in der PB (Abbildung 61 BI), dem EK und den Noduli (Abbildung
61), aber auch in einer Schicht des FK (Abbildung 61 DI) und in wahrscheinlich ca. zwei Zellen
der AOTU (Abbildung 61 EI), n= 3.

R13D05-GAL4

anti-GFP

Abbildung 61: Expressionsmuster des Treibers R13D05-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R13D05-GAL4 (AI-El) und Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-BIII, CII-EIl) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme des EK (CI-CII,
optische Schnitte 41-72); des FK (DI-DII, optische Schnitte 70-111) und der AOTU (EI-EII, optische
Schnitte 1-133). Verglichen mit R12D09 zeigt R13D05 eine geringe Expression von GFP in den AOTU.
EK=Ellipsoidkdorper; PB=Protozerebralbriicke; FK= Ficherformiger Korper; NO=Noduli;
AOTU=Anteriore Optische Tuberkel. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 132,75um; BI-BIIIL: 132um; CI-
CII: 23,25um; DI-DII: 30,75; EI-EIL: 99,75um.

Auch der Treiber R41G11-GALA4 besitzt Expression in der PB (Abbildung 62 BI), dem EK und
den Noduli (Abbildung 62 CI) und auch im FK, welche nicht zu den P-EN Neuronen zihlt
(Abbildung 62 DI). Eine Expression in den AOTU konnte nicht eindeutig erkannt werden, n=3.
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Abbildung 62: Expressionsmuster des Treibers R41G11-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R41G11-GAL4 (AI-DI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AlI-BII) als
Referenz. (AIII-BIII, CII-DII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme des EK (CI-CII,
optischer Schnitt 25-62); des FK (DI-DII, optischer Schnitt 64-105). EK=Ellipsoidkorper;
PB=Protozerebralbriicke; FK= Fécherformiger Korper; NO=Noduli; AOTU=Anteriore Optische
Tuberkel. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 123,75um; BI-BIIL: 129,75um; CI-CII: 27,75um; DI-DII:
29,25um.




3.8.1.7. Anteriore optische Tuberkel

R49E09-GAL4 spricht eine Zellpopulation an, welche von der intermediaten medialen
Region der AOTUs (AOTUim) zu der inferioren Region des Bulbus (BUi) projiziert (Omoto et
al. 2017). Nach Expression von GFP unter der Kontrolle dieses Treibers, ist ebenfalls eine
Expression in den AOTUs zu erkennen (Abbildung 63 CI), der EK wird von diesem Treibers
nicht angesprochen (Abbildung 63 BI), n=3.

R49E09-GAL4
anti-GFP

Abbildung 63: Expressionsmuster des Treibers R49E(09-GAL4. Expression von GFP unter der
Kontrolle von R49E09-GAL4 (AI-CI) und Féarbung der endogenen FasziklinlI-Expression (AII-BII) als
Referenz. (AIII-CII) Expression von GFP und FASII. Detailaufnahme des EK (BI-BII), es ist kein GFP-
Signal im EK zu erkennen. Eine starke Expression von GFP zeigen die AOTUs (CI).
EK=Ellipsoidkorper; AOTU=Anteriore Optische Tuberkel. Optische Schichtdicke: AI-AIIl: 127,5um;
BI-BIIL: 82,5um, CI-CII: 69um.
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3.8.1.8. Doppelfirbungen zur Uberpriifung gemeinsamer Expressionsbereiche zweier Treiber

Um zu {iberpriifen, ob zwei unterschiedliche Treiber fiir verschiedenen Ringsysteme des
Ellipsiodkorpers mdglicherweise in iiberlappenden Bereichen exprimieren, wurden
immunhistochemische Doppelfiarbungen angefertigt (siche Kapitel 2.5). Aufgrund des
Kreuzungsverfahren der Elterngenerationen triagt statistisch die Haélfte der weiblichen
Nachkommen aus dieser Verpaarung das Effektorkonstrukt, sowie das GAL4 und das LexA-
Konstrukt. Die andere Hilfte der Weibchen besitzt neben dem Effektorkonstrukt nur das LexA-
Konstrukt. Das Vorhandensein beider Konstrukte kann erst nach der Anfertigung der Whole
Mounts unter dem Laserscanningmikroskop ersehen werden. Daher konnte, trotz einer grof3en
Anzahl praparierter Gehirne, in nur ein bis zwei Whole Mounts pro Genotyp, eine geeignete
Doppelfarbung detektiert werden.

Der Grund fiir diese Uberpriifung lieferten die Ergebnisse der Rettungsexperimente von ruf und
dnc. Da eine Rettung von rut sowohl im Ringsystem R1, wie auch im Ringsystem R2, bzw. von
dnc im Ringsystem R1 und Ringsystem R3 moglich war, stellte sich die Frage, ob einige Treiber
nicht nur das postulierte Ringsystem ansprechen, sondern noch weitere.

Urspriinglich wurde angenommen, dass R28D01-GAL4 zu den R1-spezifischen Treibern zu
zdhlen ist (Ofstad et al. 2011). Daher wurde dieser Treiber in den Doppelfarbungen auch als
solcher verwendet. Erst nach der Auswertung der histologischen Untersuchungen und nach
Erscheinen der Arbeit von Omoto et al. Ende 2018, wurde deutlich, dass R28D01-GAL4 nicht
zu den R1-Treibern gezédhlt werden konnte.

Nach gemeinsamer Expression von GFP und RFP unter der Kontrolle des R3m (friiher R1)
spezifischen Treibers R28D01-LexA und des R2-spezifischen Treibers EB1-GAL4 (Omoto et
al. 2018) ist keine Kolokalisation der Expressionsprodukte beider Treiber zu erkennen
(Abbildung 64 BII-DIII), ngs= 2. Obwohl die Maximalprojektion (Abbildung 64 CIII) den
Eindruck vermittelt, dass in einer Zelle sowohl GFP, als auch RFP (CIII, Kreis) exprimiert,
zeigt der Schnitt 161 (Abbildung 64 Cllla und b) nur ein GFP, jedoch kein RFP-Signal,. Das
bedeutet, dass eine GFP-exprimierende Zelle und eine RFP-exprimierende Zelle
tibereinanderliegen, wodurch in der Maximalprojektion der Eindruck einer Kolokalisation
entsteht.
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Abbildung 64: Expressionsmuster der Treiber R28D01-LexA und EB1-GAL4. Expression von GFP
unter der Kontrolle von R28D01-LexA und (AI-DI) und RFP unter der Kontrolle von EB1-GAL4 (All-
DII), Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression als Referenz (AIll). (AIV; BIII-DIII) Expression
von GFP und RFP. (CI-CIII) rechte Hemisphire, (DI-DIII) linke Hemisphére. Keine Kolokalisation von
GFP und RFP (Cllla und b, Schnitt 161). EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische
Schichtdicke: AI-AIV: 78um; BI-BIIIL: 47,85um; CI-CIII: 60,39um; DI-DIIIL: 62,7um.

Die gemeinsame Expression von GFP und RFP iiber R19C08-LexA und R28D01-GAL4 zeigt
eine Kolokalisation beider Fluoreszenzproteine in einem Zellkorper der linken (Abbildung
65Cla-CllIIc) und in drei Zellkdrpern der rechten (Abbildung 65 DIa-Clllc) Hemisphére. Auch
in einem weiteren Priparat ist eine Kolokalisation in mind. einer Zelle pro Hemisphére zu
erkennen.
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Abbildung 65: Expressionsmuster der Treiber R19C08-LexA und R28D01-GAL4. Expression von
GFP unter der Kontrolle von R19C08-LexA und (AI-DI) und RFP unter der Kontrolle von R28D01-
GAL4 (AII-DII), Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression als Referenz (AIll). (AIV; BIII-DIII)
Expression von GFP und RFP. Kolokalisation von GFP und RFP in einer Zelle in der linken Hemisphére
(Cla-CllIc, optischer Schnitt 19, 0,33um), und schwach in drei Zellen der rechten (DIa-DlIllc, optischer
Schnitt 52, 0,33pum). (CI-CIII) linke Hemisphére, (DI-DIII) rechte Hemisphére). EK=Ellipsoidkorper;
BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIV: 93um; BI-BIIL: 34,65um; CI-CIII:
11,55um; DI-DIIIL: 15,18 pm.




Die Treiber R28DO0I-LexA und 189Y-GAL4 besitzen keine iiberlappenden
Expressionsbereiche, ngys= 4. Keiner der Zellkorper zeige ein gemeinsames GFP- und RFP-
Signal (Abbildung 66). Eine vermeintliche Kolokalisation in DIII kommt durch zwei Zellen

mit GFP, bzw, RFP-Expression, welche in verschiedenen Ebenen iibereinanderliegen,
zustande.
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Abbildung 66: Expressionsmuster der Treiber R28D01-LexA und 189Y-GAL4. Expression von
GFP unter der Kontrolle von R28D01-LexA und (AI-BI) und RFP unter der Kontrolle von 189Y-GAL4
(AII-BII), Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression als Referenz (AIII). (AIV; BIII) Expression
von GFP und RFP. Keine Zellen mit gemeinsamer GFP und RFP Expression zu erkennen (DIII:
vermeintliche Kolokalisation kommt durch zwei Zellen mit GFP, bzw. RFP-Expression, welche in
verschiedenen Ebenen libereinanderliegen, zustande). Expression von RFP {iber 189Y-GAL4 in den PK
(BI). EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIV: 121,5um; BI-
BIII: 68,46pum; CI-CIII: 11,55pum; DI-DII: 21,12pum.




Im Gegensatz zum Treiber R54B05-GAL4 (Abbildung 49) lédsst sich mit der LexA-Version
R54B05-lexA GFP im Zentralkomplex exprimieren (Abbildung 67, BI-DI). Der Treiber
R54B05-lexA und R28D01-GAL4 zeigen in der linken (Abbildung 67, CIII) und in der rechten

(Abbildung 67, DIII) Hemisphére Koexpression in jeweils einem Zellkorper, ngs= 2.
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R54B05-LexA § R28D01-GAL4
anti-GFP

Abbildung 67: Expressionsmuster der Treiber RS4B05-LexA und R28D01-GAL4. Expression von
GFP unter der Kontrolle von R54B05-LexA und (AI-DI) und RFP unter der Kontrolle von R28D01-
GALA4 (AII-DII), Farbung der endogenen FasziklinlI-Expression als Referenz (AIIl). (AIV; BIII-DIII)
Expression von GFP und RFP. Zellkorper der linken Hemisphére (CI-CIII), Zellkorper der rechten
Hemisphére (DI-DIII) In jeweils einem Zellkorper jeder Hemisphére ist eine Kolokalisation von GFP
und RFP zu erkennen (Cllla-c, optischer Schnitt 60, 0,33um; DIIla-c, optischer Schnitt 118, 0,33um).
EK=Ellipsoidkorper; BU=Bulbus; ZK=Zellkorper. Optische Schichtdicke: AI-AIV:96,75um; BI-BIII:
71,94um; CI-CII: 56,43 pum; DI-DIII: 74,91 um.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse von Strukturen und Proteinen, welche in
den Prozess der idiothetischen Orientierung bei Drosophila melanogaster involviert sind.
Zudem wurden gemeinsame und spezifische Strukturen im Ellipsoidkdrper fiir das visuelle
Orientierungsgedédchtnis (Neuser et al. 2008; Kuntz et al. 2017) und das Ortsgedéchtnis
identifiziert. Fiir die idiothetische Orientierung werden im Gegensatz zur allothetischen keine
visuellen, olfaktorischen oder auditorischen Rauminformationen bendtigt. Welche neuronalen
Strukturen und Signalwege in diese besondere Orientierungsform involviert sind, ist fiir
Insekten weitgehend unbekannt, jedoch gehorte der Ellipsoidkdrper des Zentralkomplexes zu
den primédren Kandidaten (Hartmann und Wehner 1995). In der humanen nicht-visuellen
Orientierung spielt beispielsweise der Hippocampus eine entscheidende Rolle (Anagnostou et
al. 2018).

Hingegen ist iiber die Hirnstrukturen, welche fiir die idiothetische Orientierung bei der Ratte
notwendig sind, ausfiihrlichere Forschungsarbeit geleistet worden. Entscheidende
Schaltstellen, fiir die Verarbeitung idiothetischer Informationen, sind der Supragenuale
Nucleus , welcher im Anterodorsalen Thalamus (AT) zu finden ist, sowie die Heading-Zellen,
die Kurskorrekturinformationen an die nachgeschalteten Ortszellen und Gitterzellen des
Medialen Entorhinalen Cortex (MEC), ebenfalls Teil des AT und fir die idiothetische
Orientierung notwendig (Clark et al. 2011), weiterleiten (Winter et al. 2015; Calton et al. 2003;
Stackman RW. und Taube 1997, 1998).

Bei Insekten ist die Fahigkeit zur idiothetischen Orientierung mittels Pfadintegration weit
verbreitet; man findet sie bei Kéafern (Hironaka et al. 2003; Hironaka et al. 2007),
Feldheuschrecken (Beugnon und Campan 1989), Grillen (Durier und Ruvault 1999), Bienen
(Srinivasan 2015), Ameisen (Miiller und Wehner 1988; Collett et al. 2013) und auch bei
Drosophila (Kim und Dickinson 2017) Die Pfandintegration beschreibt die Fihigkeit,
idiothetische Informationen oder Korpereigenbewegungen verrechnen zu konnen, um die
eigene, aktuelle Position im Raum zu bestimmen und einen Bewegungsablauf relativ zum
Ausgangspunkt einhalten zu konnen (Gallistel 1990). Welche Hirnstrukturen und Proteine bei
Drosophila in diese Art der Orientierung involviert sind, war bis jetzt weitgehend unbekannt.
Seeling und Jayaraman konnten mittels Kalziumimaging zeigen, dass eine visuelle Landmarke
einen Kalziumeinstrom in einigen wenigen Zellen benachbarter Sektoren des EK bewirkt
(,,Aktivitats-Bump*) und dass dieses Signal auf dem EK rotiert, sobald die sich Fliege dreht,
oder das Objekt seine Position verdndert. Dieses Signal wird auch nach Verschwinden der
Landmarke aufrechterhalten und verdndert sogar seine Lage, sobald die Fliege ihre
Korperachsenposititon verdndert. Fiir die Entstehung des Signals, sowie dessen ,,Drift* sind die
kolumnéren Neuronengruppen der E-PG und P-EN Neurone verantwortlich (Seelig und
Jayaraman 2015). Somit ist naheliegend, dass fiir die nicht visuelle Orientierung diese
Neuronengruppen ebenfalls eine Rolle spielen kann.

Im Zusammenhang mit verschiedenen visuellen Orientierungsformen ist der EK bestens
untersucht. Fiir das visuelle Orientierungsgedichtnis ist der cGMP-Spiegel des Ringsystems
R3 essentiell. Wird die cGMP-Produktion in diesem Ringssystem verhindert, so verlieren die
Tiere im visuellen Orientierungsparadigma Detour ihr Orientierungsgedédchtnis (Kuntz et al.
2017). Um den Einfluss der einzelnen Ringsysteme des EK auf das idiothetische
Orientierungsgeddchtnis zu untersuchen, wurden einzelne Ringsysteme mit Hilfe von
Tetanustoxinexpression stillgelegt. Es konnte gezeigt werden, dass alle Ringsysteme des EK
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fiir die Etablierung eines idiothetischen Orientierungsgedichtnisses notwendig sind (siche
Kapitel 3.4).

Als mogliche Signalkaskade fiir die Ausbildung dieser Gedachtnisform wurde der Einfluss der
rutabaga-Adenylylzyklase (AC), sowie der dunce-Phosphodiesterase (PDE4), als die zentralen

cAMP-Signalwegkomponenten in den einzelnen Ringsystemen, untersucht. rut’ und dnc!

0978 und norpAT*,

zeigten, in der vorliegenden Mutantenanalyse, neben amn’, rad’, cry”’, eb
einen Verlust des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses im /ODA. Kuntz konnte zeigen,
dass auch fiir das visuelle Arbeitsgedichtnis die rut AC in R3 benétigt wird (Kuntz 2015).
Somit wurden in dieser Arbeit iiber Rettungs- und Knockdown Experimente die rut AC in R2
und R3m, sowie die dnc PDE4 in R3 mit R3m und R3d mit R3p als notwendige Faktoren fiir
die nicht-visuelle Orientierung etabliert (siche Kapitel 3.5 Knock-Down und
Rettungsexperimente von dunce (dnc) oder rutabaga (rut) im Ellipsoidkérper bei der

idiothetischen Orientierung).

Uberraschenderweise scheint auch das Blaulichtrezeptorprotein Cryptochrom (CRY) in die
Ausbildung eines nicht-visuellen Orientierungsgedéchtnisses eingebunden zu sein. Der erste
Hinweis darauf folgte aus der Arbeit von Gegear et al., 2008, in der bewiesen werden sollte,
dass wildtypische Drosophila Fliegen magnetische Felder vermeiden, sich aber mit Hilfe von
Zuckerbelohnung darauf trainieren lassen, jene dennoch aufzusuchen (Gegear et al. 2010;
Gegear et al. 2008). Jedoch scheint dieser Effekt auf einer kleinen statistischen Ungenauigkeit
zu beruhen (siche Kapitel 3.1). Wie ist aber das Fehlen der ,,Magnetotaxis bei cry-mutanten
Fliegen zu erkldren? Das CRY neben seiner Rolle in der zirkadianen Rhythmik auch eine nicht
lichtabhdngige Aufgabe im Orientierungsverhalten besitzt, war bis heute nicht bekannt.
Lediglich in Mdusen konnte die Arbeitsgruppe um Bundel im Jahr 2013 nachweisen, dass Tiere,
welche fiir eines der beiden CRY -Proteine oder. fiir beide mutant waren, Defizite in klassischen
Verhaltensparadigmen fiir Mause und Ratten aufwiesen. Mause besitzen zwei CRY-Varianten,
CRY1 und CRY2, wobei Tiere, welche homozygot mutant fiir beide Varianten sind, Defizite
in der zirkadianen Rhythmik, der Aktivitit und im Object-Recognition-Test zeigen. Auch das
Angstgefiihl ist erhoht; so zeigen die mutanten Tiere eine gesteigerte Angstlichkeit im Open-
Field und Elevated-Plus-Maze (Bundel et al. 2013). Drosophila besitzt nur eine CRY-Variante,
von der hauptsichlich bekannt ist, dass sie in die lichtabhingige Regulation der inneren Uhr
eingebunden ist (Yoshii et al. 2009; Picot et al. 2007; Yuan et al. 2005; Helfrich-Forster 2002).
Wir konnten nachweisen, dass CRY im Ringsystem R4 auch eine entscheidende Rolle in der
nicht-visuellen Orientierung spielt, und dass dieser Effekt unabhingig von Licht und
Magnetfeldern ist.

Neueste Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass das Arabidopsis mit Cryptochrom-1 in
einer Dunkelphase nach Lichtaktivierung immer noch sensitiv fiir magnetische Felder ist. Das
bedeutet, CRY besitzt eine lichtinduzierte, beeinflussbare Aktivitdt, welche noch lange nach
Lichteinfluss bestehen bleibt (Pooam et al. 2019). Moglicherweise besitzt Drosophila-CRY
iber diesen Mechanismus auch einen Einfluss auf das idiothetische Orientierungsgedichtnis,
da die Versuchstiere bis kurz vor Versuchsbeginn im /ODA normalen Lichtverhéltnissen
ausgesetzt waren, was zu aktivierten CRY-Molekiilen gefiihrt haben konnte. Eine Moglichkeit
zur Uberpriifung dieser These wiren Versuchsdurchldufe mit im Dunkeln aufgezogenen
Wildtypen, oder Tieren, die Tage/Stunden vor dem Versuchsbeginn ohne Licht verbracht
haben. Das aktiviertes CRY im /ODA zu einer Orientierung an magnetischen Feldern gefiihrt
haben konnte, kann ausgeschlossen werden. Nach Unterbrechung der Pfadintegration bzw.
Drehung der Versuchsapparatur um 90° zum Erdmagnetfeld, hétten die Tiere ein noch
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vorhandenes, bzw. kein Orientierungsgedichtnis mehr zeigen miissen, wenn sie sich nach
magnetischen Feldlinien orientiert hitten. Dies war jedoch nicht der Fall (siche Kapitel 3.2).

4.1 Die idiothetische Orientierung in wildtypischen Fliegen

Wustmann entwickelte 1996 die sogenannte Heat Box, eine ldngliche Kammer, in welcher
wiahlbar eine Hélfte, mittels eines fiir Drosophila unangenehmen Hitzereizes, bestraft werden
konnte. Wildtypische Fliegen zeigten nach der Trainingsphase eine signifikante Vermeidung
der zuvor bestraften Seite der Kammer, wihrend die Mutanten rut und dnc! zwar im Training
die erhitzte Seite vermieden, im Test jedoch versagten (Wustmann et al. 1996). Mit Hilfe des
in der vorliegenden Arbeit entwickelten Idothetic Orientation in the Dark Assay (IODA),
welches auf dem Prinzip der Heat Box beruht, konnten wir die Grundlagen der Fahigkeit von
Drosophila, zur Vermeidung einer mittels Vibration zuvor bestraften Seite, untersuchen. Dabei
benotigt es keiner visuellen Landmarke zur Orientierung und die Vermeidung der zuvor
bestraften Seite kann nicht nur unter sichtbarem Licht, sondern auch unter fiir Drosophila nicht
sichtbarem Rotlicht erfolgen. Wir versuchten iiberdies weibliche, wildtypische Fliegen zu
testen, jedoch erwiesen sich die Weibchen nicht geeignet fiir den Test im /ODA, da sie in
Dunkelheit eine so stark eingeschriankte Aktivitdt im Versuchsaufbau aufwiesen, dass ein
erfolgreiches Training, aufgrund der zu geringen Anzahl von Wechseln zwischen bestrafter und
unbestrafter Seite, nicht moglich war. Somit wurden nur ménnliche Fliegen fiir die Experimente
verwendet.

Eine Nutzung des Erdmagnetfeldes als Orientierungsmoglichkeit konnte ausgeschlossen
werden. Wurde die Apparatur nach dem Training um 90° gedreht, hielten sich wildtypische
Fliegen dennoch ldnger in der unbestraften Seite auf. Hitte eine Orientierung nach den
magnetischen Feldlinien stattgefunden, so hétten die Tiere die bestrafte Seite nicht mehr
erkennen kdnnen. Dabei ist zu beachten, dass die ,,Magnetotaxis®, welche iiber Cryptochrom
vermittelt werden soll, in Licht mit der Wellenldnge >420nm nicht mehr funktionieren soll
(Gegear et al. 2008; Gegear et al. 2010). Die Anregungsenergie ist in diesem
Wellenlédngenbereich nicht ausreichend, um einen Zerfall des Cryptochrom-Flavinmolekiils in
zwel magnetfeldsensitive Rapikalpaarprodukte zu ermdglichen (Ritz et al. 2009; Maeda et al.
2012). Da die Orientierung wildtypischer Fliegen nach Eliminierung des Lichtanteils der
Wellenldnge <420nm jedoch intakt ist, kann man ausschlieBen, dass eine iiber Cryptochrom
vermittelte Orientierung nach dem Erdmagnetfeld stattgefunden hat. Da jedoch Cryptochrom
in Arabidopsis den lichtinduzierten Anregungszustand auch in einer anschlieBenden
Dunkelphase ,,speichern* kann (Pooam et al. 2019), wire es denkbar, dass die CRY -vermittelte,
idiothetische Orientierung in Dunkelheit iiber diesen andauernden Anregungszustand vermittelt
werden konnte.

Wurde der Fliege aber die Moglichkeit zur Pfadintegration genommen, indem die Apparatur
nach dem Training einige Male horizontal rotierte wurde, was dazu fiihrte, dass das Tier auf
den Riicken fiel und um die eigene Achse gedreht wurde, verloren sie die Fahigkeit, die zuvor
bestrafte Seite zu vermeiden. Da fiir eine korrekte Pfadintegration die Fortschreibung des
eigenen Standpunkts im Raum einen essentiellen Faktor darstellt, kann ohne eine Kontinuitit
keine korrekte Vektorberechnung stattfinden. Somit konnte auch ausgeschlossen werden, dass
sich die Fliege nach eventuell gesetzten Duftmarken orientiert hatte, denn die olfaktorische
Orientierung wire nach Unterbrechung der Pfadintegration noch durchaus moglich gewesen.
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Bei Ameisen ist bekannt, dass sie nach erfolgreicher Futtersuche die Beute auf dem kiirzesten
Weg zuriick zum Nest bringen. Dazu verrechnen sie die wihrend der Suche eingenommenen
Winkel und die zuriickgelegten Strecken mit ihrer aktuellen Position, um ihren aktuellen
Standpunkt relativ zum Nest zu ermitteln (Miiller und Wehner 1988; Wehner und Wehner 1986;
Ronacher 2008). Fehlt der eigene Bezugspunkt, so kann die kognitive Landkarte nicht
angewendet werden. Sollte die Fliege eine der Ameisen vergleichbare Technik zur
Vektorintegration anwenden, so wire die Protozerebralbriicke als Generator des
Streckenvektors geeignet (Strauss und Heisenberg 1993) und der Ellipsoidkdrper der Ort der
Information iiber den eigenen eingenommenen Korperwinkel zu einem Punkt im Raum
wéhrend des Laufens (Seelig und Jayaraman 2015; Turner-Evans et al. 2017; Kuntz 2015) und
im Flug (Guo et al. 2014). Bei Ratten konnte nachgewiesen werden, dass sie das
Vestibularsystem verwenden, um ein Richtungssignal nach Korperachsendrehung in der
Dunkelheit zu generieren (Taube 2007; Stackman RW. und Taube 1997). Eine Beteiligung der
Pilzkorper fiir die idiothetische Orientierung bei Drosophila wurde ausgeschlossen, da schon
in den Heat-Box Experimenten der Arbeitsgruppe Wolff pilzkorperlose Fliegen ein dem
Wildtyp vergleichbares Orientierungsgedéchtnis in Dunkelheit zeigten (Zars et al. 2000).

4.2 Untersuchung ausgewihlter Proteine als mogliche Kandidaten flr die
Ausbildung eines idiothetischen Orientierungsgedachtnisses

Mittels Mutantenanalysen wurden die ,,klassischen Lerngene* rutabaga (rut), dunce (dnc),
amnesiac (amn), radish (rad), ignorant (ign), sowie ellipsoid body open (ebo) aber auch ein
Schliisselgen der visuellen Transduktionskaskade no receptor potential A (norpA), sowie an der
Regulierung des zirkadianen Rhythmus beteiligten Gene cryptochrome (cry) und period (per),
beziiglich ihres Einflusses auf die nicht-visuelle Orientierung und das Orientierungsgedéchtnis
untersucht. Die in den cAMP-Signalweg eingebundenen Genprodukte von rut
(Adenylylzyklase) und dnc (Phosphodiesterase) sind essentielle Faktoren fiir viele
Lernvorgdnge und Gedichtnisformen wie die olfaktorische Konditionierung (Nighorn et al.
1991; Levin et al. 1992) und die visuelle Mustererkennung (Liu et al. 2006). Wustman et al.
konnten schon 1996 in ihren Heat-Box Experimenten zeigen, dass fiir ein nicht-visuelles
Orientierungsgedéchtnis die Genprodukte von rut und dnc bendtigt werden (Wustmann et al.
1996). Spéter konnte Putz nachweisen, dass eine Nullmutation des Gens ignorant, welches fiir
die Ribosomale S6 Kinase (S6KII) codiert, zwar das olfaktorische Lernen beeintrachtigt, jedoch
nicht das Ortsgedichtnis (Putz et al. 2004). Die ebo Genprodukte Exportin-6, werden fiir ein
funktionsfahiges, visuelles Arbeitsgedachtnis benotigt (Neuser et al. 2008; Thran 2013). Tiere,
die fiir amn oder rad mutant sind, zeigen Defizite in der klassischen, olfaktorischen
Konditionierung (Waddell und Quinn 2001). per und cry als Komponenten der inneren Uhr
(Ashmore und Sehgal 2003; Ceriani 1999; Ceriani et al. 2002; Edery et al. 1994; Emery et al.
1998; Helfrich-Forster 2002; Yoshii et al. 2010), hatten vor dieser vorliegenden Arbeit jetzt
keine nachgewiesene Funktion in der Ausbildung eines Orientierungsgedédchtnisses. Eine
Mutation des per-Gens jedoch besitzt iiber die Interaktion mit dem cAMP-responsive
transcription factor (CREB) eine Auswirkung auf das Langzeitgeddchtnis bei Drosophila
(Sakai et al. 2004). Fiir cry war in Drosophila noch keine Beteiligung an der Ausbildung einer
Gedédchtnisform untersucht worden, lediglich in Versuchen mit Ratten konnte nachgewiesen
werden, dass eine Nullmutation von beiden cry-Genen Auswirkungen auf verschiedene
klassische Lern- oder Orientierungsparadigmen besitzt (Bundel et al. 2013). In der Diskussion
stand ebenfalls die iiber CRY vermittelte ,,Magnetotaxis* von Drosophila (Gegear et al. 2008).
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Die Beteiligung des cAMP-Signalweges in der nicht-visuellen Orientierung wurde mit Hilfe
der Mutanten dnc’ und rut’ untersucht. Die ersten Aufklirungen iiber die Beteiligung des
cAMP-Signalweges im Kurzzeitgedidchtnis wurden bei der Meeresschnecke Aplysia tiber die
klassische Konditionierung des Kiemen-Riickziehreflexes durchgefiihrt. Ein Kalzium-
Einstrom in eine neuronale Zelle bewirkt eine Aktivierung von Calmodulin und folgend der
von rut codierten Adenylyzyklase (AC). Die AC generiert nun den sekundiren Botenstoff cAMP
und dieser aktiviert die Protein Kinase A (PKA), welche iiber den Mitogen-Activated Protein
Kinase (MAPK)-Signalweg lonenkanéle phosphoryliert und somit die Erregbarkeitsschwelle
des Neurons herabsetzt (siche Kapitel 1.4) (Kandel et al. 1983). Dieser Zustand kann fiir
mehrere Stunden andauern und ist essentiell fiir die Ausbildung eines Kurzzeitgedachtnisses.
Die von dnc codierte Phosphodiesterase (PDE4) sorgt als Gegenspieler der AC fiir einen Abbau
von cAMP (Delgado et al. 1998). Fiir die Ausbildung eines Langzeitgedédchtnisses bei
Drosophila muss die PKA mehrfach aktiviert werden, woraufhin das Ca’*/cAMP Response
Element Binding (dACREB) Protein, liber die von ignorant codierte Ribosomal S6 Kinase
(RS6KII), phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung von dCREB fiihrt zu einer Expression
von Kompetenzfaktoren, was zu einer dauerhaften Veréinderung des Neurons fiihrt (Kuntz et
al. 2017).

Im /ODA zeigten die Mutanten rut’ und dnc’ sogar unter normalen Lichtverhiltnissen einen
Verlust des idiothetischen Orientierungsgedéchtnisses. Zwar sind die Tiere noch in der Lage,
sich wihrend des Trainings im Versuchsaufbau zu orientieren, jedoch ist es ihnen nicht
moglich, ein Gedéchtnis fiir die Position der zuvor bestraften Seite auszubilden.

dnc! ist ein X-chromosomales, hypomorpes Allel, d.h. die von dnc’ codierte PDE4 besitzt noch
50% Restaktivitdt (Davis und Kiger 1981). Im Verhaltensexperiment zeigten dnc-mutante
Fliegen ein defizitires olfaktorisches Kurzzeitgedédchtnis, wihrend das Langzeitgedéchtnis
wildtypisch erhalten bleibt (Tully und Quinn 1985).

Tiere, welche eine Mutation des X-chromosomalen ru#-Gens tragen, besitzen eine verminderte
Lernfahigkeit in der appetitiven (Tempel et al. 1983) und aversiven (Dudai 1983)
Konditionierung. Auch die visuelle Orientierung ist beeintrichtigt. rut-mutante Fliegen zeigten
keine zielgerichteten Anldufe auf Landmarken (Kuntz et al. 2017). Im /ODA hingegen zeigten
sie wahrend des Trainings, dass sie durchaus in der Lage sind, aus der bestraften Seite
herauszufinden. Jedoch konnte die Information iiber die Lage der unbestraften Seite nicht in
die Testphase iibertragen werden.

Im /ODA hatten hemizygote amn’-Tiere zwar ein intaktes Orientierungsgedichtnis unter
normalen Lichtverhidltnissen; diese Fahigkeit ging aber unter Rotlichtverhiltnissen verloren.
Somit sind offenbar zwei verschiedene Signalwege an der Ausbildung eines visuellen und
nicht-visuellen, idiothetischen Gedichtnisses beteiligt. anm codiert fiir ein PACAP-like
Neuropeptid und ist bei Drosophila iiber die Modifizierung des cAMP-Spiegels in die
Etablierung des Kurzzeitgedichtnisses involviert (Tully und Quinn 1985; Heisenberg 2003).
amn interagiert hierbei mit rut (Moore et al. 1998) und dnc (Feany und Quinn 1995).

Kuntz et al. zeigten 2017, dass fiir die Ausbildung des visuellen Orientierungsgedédchtnisses im
Detour eine Aktivierung der ign RSKII durch den cGMP/PK G-Signalweg notwendig ist (Kuntz
et al. 2017). Im IODA zeigten ign-mutante (ign’ 81 ) Fliegen ein intaktes idiothetisches
Orientierungsgedéichtnis, wihrend das visuelle Arbeitsgeddchtnis im Defour beeintrachtigt war
(siche Kapitel 3.3). Fiir die Experimente mit ign’ %! Tieren, wurden vor Versuchsbe ginn

Riickkreuzungen mit wildtypischen Fliegen durchgefiihrt, die F1-Generation wurde auf den
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ign-Phénotyp im Defour getestet, um sicherzustellen, dass die Mutation noch vorhanden war,
da ign’ 81 »Spontanheilung® neigt. Auch Putz konnte zeigen, dass das akute Ortsgedichtnis
von Drosophila durch eine Mutation im ign-Gen nicht beeintrichtigt wird (Putz et al. 2004).
Das spricht ebenfalls fiir zwei getrennte Verarbeitungswege visueller und idiothetischer
Informationen. Um das jedoch mit Sicherheit sagen zu kénnen, miissten noch Versuche im
Zusammenhang mit der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) in den Ringneuronen durchgefiihrt
werden. Kuntz konnte 2017 zeigen, dass Stickstoffmonoxid die cGMP-regulierten Ionenkanile
moduliert. Lokale NO/cGMP Produktion in Ringneuronkompartimenten soll die Lage eines

visuellen Objektes auf dem Ellipsoidkorper codieren (Kuntz et al. 2017).

Das Gen ebo codiert fiir Exportin6 (Exp6), welches Komplexe mit Aktin bildet und dieses aus
dem Nukleus heraus in das Zytosol transportiert. Bestimmte Mutationen im ebo-Gen fiihren zu
Akkumulation von Aktin im Zellkern, wodurch der Transkriptionskomplex Serum Response
Factor/Myocardin-Related Transcriptional Factor (ASRF/AMRTF) blockiert wird. Dies fiihrt
zu einem Verlust des visuellen Arbeitsgedichtnisses (Thran 2013; Neuser et al. 2008). Uberdies
weisen ebo-mutante Tiere eine strukturelle Entwicklungsstdrung der Ellipsoidkdrperformation
auf. Beispielsweise zeigen ebo®’®-Tiere einen mehr oder weniger stark nierenformigen
Ellipsiodkorper, sowie einen median gespaltenen Fécherformigen Korper (Strauss und
Heisenberg 1993), wobei aber die strukturelle Verdnderung des Ellipsoidkorpers nicht fiir den
Verlust des visuellen Arbeitsgedichtnisses verantwortlich ist. Nach adulter Expression von ebo
cDNA in den einzelnen Ringsystemen des Ellipsiodkorpers im ebo-mutanten Hintergrund
konnte das Arbeitsgeddchtnis gerettet werden, obwohl der strukturelle Defekt des
Ellipsoidkérpers noch vorhanden war (Thran 2013). Im /ODA zeigten ebo%’® —Tiere ein
abnormales Laufverhalten. Die Lokomotion war stark eingeschriankt und die Tiere vielen hidufig
von der ,,Decke® des R6hrchens, worauthin sie die Orientierung verloren; somit waren sie nicht
fiir ein Training geeignet. Es ist bekannt, dass ebo®’8-Tiere Defekte im Laufverhalten zeigen.
So ist die Laufgeschwindigkeit im Buridan stark reduziert, wihrend die zuriickgelegte Strecke
wildtypisch erhalten bleibt (Strauss und Heisenberg 1993). In der vorliegenden Arbeit wurden
daraufhin ebo®”® —mutante Tiere, welche zusitzlich ein UAS-ebo Konstrukt auf dem X-
Chromosom trugen, auf ihr Verhalten im /ODA getestet. Dazu wurden ménnliche CS-
Wildtypen mit Weibchen des Genotyps ebo®”® UAS-ebo/FM7a (X Chr.) verpaart. Die
Nachkommen mit dem Genotyp ebo%’® UAS-ebo/Y (X Chr.) zeigten im IODA ein annihernd
normales Laufverhalten, was dem Heterosiseffekt geschuldet sein kann. Die Orientierung
wéhrend des Trainings war jedoch nicht gegeben, aufgrund dessen das Orientierungsgedachtnis
im anschlieBenden Test nicht vorhanden war.

Das Gen rad (fiiher auch rsh) codiert flir ein Adenylyl Cyclase-Activating Peptid Homolog und
ist in die Ausbildung des Andsthesie-resistenten Gedachtnisses (Anaesthesia-Resistant
Memory, ARM) involviert (Heisenberg 2003; Lee et al. 2011). Im Gegensatz zu den
molekularen Mechanismen, die dem Short-Term Memory (STM; cAMP/PKA Signalweg) und
dem Later Long-Term Memory (LLTM; PKA/CREB Signalweg) zu Grunde liegen, ist der
Signalwerg zur Ausbildung eines ARM weitgehend unbekannt. /n vitro Versuche zeigten, dass
RAD von der PKA phosphoryliert werden kann, was ein Hinweis auf eine Beteiligung von
RAD am cAMP/PKA-Signalweg sein konnte (Guan et al. 2011). rad’ besitzt die stirkste
Expression in den Calyces, sowie den Pedunkeln und den Loben der Pilzkdrper, aber auch im
Ellipsoidkdrper des Zentralkomplexes (Folkers et al. 2006). rad’ —Tiere zeigten einen Verlust
des idiothetischen Orientierungsgeddchtnisses im /ODA, die Orientierung wiahrend des
Trainings blieb intakt. Da die Pilzkorper nicht in die idiothetische Orientierung in der Heat-Box
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involviert sind (Putz und Heisenberg 2002), scheint rad seine Funktion im Ellipsoidkdrper oder
in schwach exprimierenden Regionen des Gehirns auszuiiben.

Im /ODA zeigten Fliegen, welchen das Gen zur Bildung von Cryptochrom (CRY) fehlt, einen
Verlust des idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses. Das Blaulichtrezeptor-Protein
Cryptochrom, welches von cry codiert wird, gehdrt zu der Familie der DNA-Photolyasen,
besitzt selber aber keine Photolyaseaktivitit mehr (Emery et al. 1998; Okano et al. 1999). Bei
Drosophila ist bekannt, dass CRY in die Regulation der inneren Uhr involviert ist und zwar
tiber die Verhinderung der lichtabhingigen PERIOD/TIMELESS Heterodimer-
Komplexbildung (Emery et al. 1998; Ceriani 1999; Stanewsky et al. 1998). Uberdies bindet
CRY mit Proteinen des supramolekularen Signalkomplexes (Signalplex) des visuellen Systems.
CRY interagiert hierbei liber das membranstidndige Protein /nactivation No Afterpotential D
(INAD) mit Neither Inactivation Nor Afterpotential C (NINAC) (Mazzotta et al. 2013).
Uberaschenderweise zeigen auch Fliegen mit einer Mutation des Gens norp4 einen Verlust des
idiothetischen Gedéchtnisses. Bekannt ist die norpA-Phospholipase C als ein Schliisselprotein
der Phototransduktionskaskade (Bloomquist et al. 1988) und es war bis jetzt keine nicht-
visuelle Funktion des Proteins bekannt. Die Mdglichkeit, dass sehende Fliegen sich unter
Rotlichtbedingungen an fiir sie sichtbaren Restlicht im /ODA orientiert habe konnten, wurde
damit ausgeschlossen. Nach Messung des emittierten Wellenspektrums der verwendeten
Rotlichtlampe, wurden keine fiir Drosophila sichtbaren Wellenldngen erkannt siche Anhang).
Somit ist davon auszugehen, dass norpA moglicherweise eine Rolle bei der idiothetischen
Orientierung iiber den cry mediierten Signalweg spielt. norpA ist hierbei durchaus als
Interaktionspartner von CRY bekannt (Emery et al. 2000; Ni et al. 2017; Szular et al. 2012).

Auch in der Wahrnehmung magnetischer Felder soll CRY bei Drosophila involviert sein.
Hierbei soll das CRY-Flavoprotein magnetfeldsensitive Radikalpaare bilden, welche einen
photoninduzierten Elektronentransfer {iiber eine Tryptophantriade ermoglichen. Ein
magnetisches Feld beeinflusst hierbei die Ausgangsprodukte der Flavin-Radikalpaare. Die
nachgeschaltete Transduktionskaskade ist weitgehend unbekannt. Viele der migrierenden
Tierarten, wie z. B. Vogel, verwenden einen CRY-abhidngigen Inklinationskompass fiir
magnetische Feldlinien zur Orientierung wéhrend ihrer saisonalen Wanderungen (Wiltschko
1972). Auch bei Fischen (Kirschvink et al. 2001); und sogar Sdugern (Kimchi et al. 2004),
wurde die Fahigkeit zur Magnetfeldorientierung nachgewiesen, wobei nicht nur Inklinations-
sondern auch Polaritéts- (Nord/Siid)-Kompasse vorkommen. Wildtypische Drosophila-Fliegen
sollen sich mit Hilfe des CRY-mediierten Signalweges ebenfalls an magnetischen Feldern
orientieren konnen; cry-mutanten Fliegen fehlt diese Fahigkeit (Gegear et al. 2008; Gegear et
al. 2010). Aufgrund der Untersuchungen von Gegear et al., sowie unseren eigenen Ergebnissen
beziiglich der ,,Magnetotaxis® bei wildtypischen und cry-mutanten Fliegen ist jedoch
anzunehmen, dass Drosophila in diesen Experimenten keine magnetischen Felder zur
Orientierung verwendet (siche Kapitel 3.1). Die ,,Magnetfeldvermeidung™ in Gegears
Experimenten (Gegear et al. 2008; Gegear et al. 2010), ldsst sich durch einen statistischen
Effekt erkldren, da unentschlossene Fliegen zu ,,Vermeidern* des kiinstlichen Magnetfeldes
gemacht wurden. Die Hinwendung zur zuletzt belohnten Seite dagegen kann durch
idiothetische Orientierung erklirt werden.

Tiere, welche eine Mutation des Uhrengens per tragen, zeigen keinen Verlust des idiothetischen
Orientierungsgedéchtnisses. per, dessen Genprodukte mit CRY interagieren und somit fiir
einen lichtabhdngigen Tag/Nacht-Rhythmus sorgen, haben zwar als Hauptkomponenten der
inneren Uhr eine Schliisselrolle in ihrer Regulation, (Lin et al. 2005; Ashmore und Sehgal 2003;
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Ceriani et al. 2002), den Prozess des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses scheint die
Unterdriickung der zirkadianen Rhythmik jedoch nicht zu beeinflussen. Damit ist es
wahrscheinlich, dass der Verlust des Gedéchtnisses im direkten Zusammenhang mit einer
anderen cry-Funktion steht und nicht auf eine gestorte, zirkadiane Rhythmik zuriickzufiihren
ist.

4.3 Der Einfluss des Ellipsoidkorpers auf die idiothetische Orientierung

Welche Rolle die einzelnen Ringsysteme des Ellipsoidkorpers auf die Ausbildung eines
idiothetischen Orientierungsgedichtnisses haben, wurde iiber die Stilllegung und partielle
Rettung der einzelnen Subsysteme, im jeweiligen mutanten genetischen Hintergrund,
untersucht. Da der Ellipsoidkorper aus verschiedenen konzentrischen Ringsystemen besteht,
welche wiederum in Untersysteme (R1; R2; R3 mit R3a, R3d, R3m, R3p und R3w; R4 mit R4d
und R4m; RS und R6) unterteilt sind (Omoto et al. 2018), stellte sich die Frage, welche
Ringsysteme  welche  Funktion bei der  Ausbildung eines idiothetischen
Orientierungsgedéchtnisses besitzen. Der Ellipsoidkorper dient als zentrale Schaltstelle in der
visuellen Orientierung bei Drosophila. Hierbei spielen besonders die Ringneurone der
Ringsysteme R3d und R3p (bis vor kurzem noch als Ringsystem R3 angesprochen) eine
entscheidende Rolle. Ein Verlust des cGMP-Signalweges in dieser Neuronenklasse fiihrt auch
zu einem Verlust der visuellen Orientierungsfahigkeit im Detour-Paradigma (Kuntz et al. 2017;
Kuntz et al. 2012). Das Genprodukt von ebo, Exportin6 (Exp6), kann hingegen zu einer Rettung
des visuellen Arbeitsgeddchtnisses fiihren, sobald es im mutanten Hintergrund in jedem
beliebigen, der damals bekannten, Ringsystem (frither nur R1 bis R4), exprimiert wird. (Thran
2013). Exp6 ermoglicht den Abtransport von Aktin aus dem Zellkern heraus, was fiir die
Aufrechterhaltung der Zellfunktion essentiell ist (Thran 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde die chemische Transmission zwischen den Neuronen in den
einzelnen Ringsystemen zum Erliegen gebracht. Mit Hilfe von Expression von Tetanustoxin
(TNT) in den einzelnen Ringsystemen des Ellipsoidkorpers kann gezielt in jedem Subsystem
die chemische Transmission zwischen den Synapsen unterbunden werden, da TNT das fiir die
Exozytose bendtigte Protein Synaptobrevin spaltet und es somit funktionsunfahig macht
(Sweeney et al. 1995). Kombiniert man ein UAS-Konstrukt, mit dessen Hilfe TNT exprimiert
werden kann, mit einem GAL4-Konstrukt, welches nur in bestimmten Subsystemen des
Ellipsoidkorpers aktiv ist, so ldsst sich gezielt die Neurotransmitterausschiittung in einzelnen
Ringsystemen unterbinden (siehe Kapitel 3.4). Mit Hilfe verschiedener Treiberlinien konnte
die Expression von TNT auf bestimmte Ringsysteme beschriankt werden. Es wurden die Treiber
R31A12-GALA4 fiir R1 (Omoto et al. 2018), 198Y-GAL4 (Renn et al. 1999) fiir R1 plus, EB1-
GALA4 fiir R2 (Omoto et al. 2018), R19C08-GAL4 (Omoto et al. 2017) und VT049921-GAL4
fiir R2 minus, 189Y-GAL4 fiir R3d&R3p (Omoto et al. 2018) und VT043679-GALA4 fiir R4d
verwendet. Der R4 minus-spezifische Treiber fiz-ng-GAL4 fiihrte, genauso wie der R4m-
Treiber VT025526-GAL4 (Lin et al. 2013), nach Expression von TNT zur Letalitit der
Versuchstiere.

Wird TNT in jeweils einem Ringsystem von den vier urspriinglich bekannten Ringsystemen
exprimiert, verlieren die Tiere ihre Fahigkeit in der Testphase des /ODA, die zuvor unbestrafte
Seite wiederzufinden. Eine Unterdriickung der synaptischen Transmission im Ringsystem R1
mit Hilfe des Treibers R31A12-GAL4 fiihrte im /ODA zu einer so starken Immobilitit der
Fliegen unter Rotlichtbedingungen, dass ein Training nicht moglich war. Unter normalen
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Lichtbedingungen war die Aktivitdt der Tiere anndhernd normal. Die Expression von GFP iiber
den R1 plus Treiber 198Y-GAL4 ldsst kein Fluoreszenzsignal in der immunhistologischen
Untersuchung erkennen (Abbildung 43), fiihrt aber nach Expression von TNT, zu einem Verlust
des idiothetischen  Orientierungsgedichtnisses in der Testphase, wobei die
Orientierungsfdhigkeit in der Trainingsphase erhalten bleibt (siche Abbildung 20). Warum der
Treiber nach Kombination mit einem Effektorkonstrukt ein Einfluss auf das Verhalten zeigt,
nicht jedoch zu einem GFP-Signal fiihrt, ist unbekannt. Moglicherweise besitzt der Treiber eine
nur schwache Aktivitidt, welche nicht ausreichend fiir eine GFP-Expression ist. Fiir die
Verhaltensanalyse konnte jedoch auch schon eine geringe Aktivitét ausreichend sein, um nach
Kombination mit einem Effektor einen FEinfluss auf das Verhalten auszuiiben. Da die
immunhistologischen Untersuchungen fiir 198Y-GAL4 erst ca. ein Jahr nach den
Verhaltensexperimenten durchgefiihrt worden waren, konnte in diesem Zeitraum auch ein
Verlust der GAL4-Aktivitit durch, z.B. eine P-Element-Insertion, stattgefunden haben.

Auch nach Stilllegung des Ringsystems R2 mit EB1-GAL4 oder R29C08-GAL4 zeigten die
Tiere eine stark eingeschrinkte Mobilitdt im Rotlicht, wodurch auch hier kein Training moglich
war. Eine Expression von TNT durch den R2 minus Treiber VT49921-GAL4 hilt die Aktivitat
der Tiere aufrecht, jedoch verlieren sie ihr idiothetisches Orientierungsgedédchtnis.

Der Treiber 189Y-GAL4 spricht die Ringsysteme R3d und R3p an. Die Auswirkungen der
Expression von TNT mit Hilfe von 189Y-GAL4 wurde sowohl unter normalen
Lichtverhdltnissen, wie auch unter Rotlichtbedingungen getestet. Die Aktivitit der
experimentellen Tiere war nur unter normalen Lichtverhéltnissen ausreichend, um die Tiere zu
trainieren. Sie zeigten nach dem Training ein intaktes, idiothetisches Orientierungsgedéchtnis.
Unter Rotlichtbedingungen war auch hier die Mobilitdt der Tiere zu stark eingeschrinkt; ein
Training war somit nicht moglich. Dieses Verhalten lasst ebenfalls die Vermutung zu, dass sich
das visuelle und nicht-visuelle Orientierungsgedéchtnis in ihren Signaltransduktionswegen
unterscheiden.

Auch eine Unterdriickung der chemischen Transmission in R4d tiber VT043679-GALA4 fiihrte
zu einem Verlust des idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses. Ob der Treiber das postuliere
Ringsystem R4d noch anspricht, konnte aufgrund der fehlenden GFP Expression in der
immunhistologischen Untersuchung, welche einige Monate nach den Verhaltensexperimenten
durchgefiihrt wurde, nicht tiberpriift werden (Abbildung 53). Mdglicherweise ist der Treiber zu
schwach, um eine GFP-Expression zu ermoglichen, denn selbst nach einer Neubestellung des
Treiberstammes und unverziiglicher Kreuzung mit einer UAS-GFP-Linie, konnte in den
Nachkommen ebenfalls kein GFP-Signal erkannt werden.

Uber die Rolle des Ringsystems R4m in der idiothetischen Orientierung kann keine Aussage
getroffen werden, da eine Expression von TNT in diesem Ringsystem zur Letalitit der
Versuchstiere fiihrt, genauso wie mit dem globalen R4-Treiber fiz-ng-GAL4, welcher sich nach
TNT-Expression ebenfalls letal auf die Tiere auswirkt. Offenbar werden die Ringsysteme R1;
R2; R3d und R3p; sowie eventuell R4d fiir die Ausbildung eines nicht-visuellen
Orientierungsgedéchtnisses bendtigt (Abbildung 68).

Da die Ringsysteme RS und R6 erst gegen Ende der vorliegenden Arbeit bekannt wurden, sind
sie nicht in die Verhaltensexperimente mit einbezogen worden. Ausblickend wiirde die Analyse
dieser Ringneuronsysteme das Bild der notwendigen Systeme, in Bezug auf die idiothetischen
Orientierung, jedoch vervollstandigen.

137



Ellipsoidkorper

Bulbus

Ringneuron

RAd

Zellkorper

Abbildung 68: Fiir das idiothetische Orientierungsgediichtnis benétigte Ringneuronsysteme fiir
die Informationsleitung. Schematische Darstellung einzelner Ringneurone der Ringneuronsysteme im
Ellipsoidkorper. Fiir ein funktionierendes idiothetisches Orientierungsgedichtnis werden die
Ringsysteme R1, R2, R3d und R3p, sowie R4 bendtigt. Die Neurone der Ringsysteme R2 (griin), R3d
und R3p (blau), sowie R4d (gelb) besitzen dendritische Eingidnge in den Bulbi, Neurone des
Ringsystems R1 (rot) besitzt keine Eingénge in die Bulbi. Die Zellkérper der Ringneurone liegen weiter
distal vom EK. R5 und R6 nicht getestet.

4.4 Die Notwendigkeit der dnc-PDE und rut-AC in den Ringsystemen des
Ellipsoidkorpers

Untersucht wurden die fiir die Modifikation des cAMP-Spiegels zustindigen Genprodukte
von rut und dnc auf ihr Erfordernisse in den Subsystemen R1 bis R4 des Ellipsoidkdrpers. Das
GAL4/UAS-System erlaubt die partielle Rettung von Mutationen, d.h. nur in jeweils einzelnen
Ringen wird die Expression von wildtypischer rut-cDNA, bzw. dnc-cDNA, in dem fiir das
entsprechenden Gen mutanten Hintergrund, moglich. Wird das idiothetische
Orientierungsgeddchtnis damit wiederhergestellt, so ldsst sich daraus schlieBen, dass das
bereitgestellte Genprodukt im angesprochenen Ringsystem fiir diese Gedédchtnisform bendtigt
wird und dies fiir das untersuchte Verhalten hinreichend ist (Rettungsexperiment) (Zars et al.
2000). Parallel hierzu wird mittels Expression in den jeweiligen Ringsystemen von fiir rut-
mRNA, bzw. dnc-mRNA komplementdre Interferenz-dsRNA (RNAi) die Bildung der
Genprodukte verhindert (Knock-Down-Experiment). Dabei ist zu beachten, dass im Knock-
Down Experiment i.d.R. nicht alle mRNAs des Gens degradiert werden, was zu einer
Restaktivitdt des Genprodukts fiihren kann, die folgend das Verhalten aufrechterhalten konnte.
Ebenfalls ist ein moglicher Off-Target Effekt (,,Am Ziel vorbei®) zu beriicksichtigen. Dieser
beschreibt eine mogliche Degradierung nicht adressierter mRNA anderer Gene, welche sich auf
das Verhalten auswirken kann (Kuntz 2015).

Die Rettungsexperimente von rut zeigen, dass das Genprodukt AC in den Ringsystemen R2
und R3m fiir die Ausbildung eines idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses bendtigt wird.
Zwar ist eine Rettung des Orientierungsverhaltens auch mit den postulierten R1 plus Treibern
198Y-GAL4 (Renn et al. 1999) und VT039763-GAL4 moglich, jedoch scheinen diese Treiber
auch noch andere Ringsysteme anzusprechen.. Das Ringsystem R1 besitzt als einziges
Subsystem keine dendritischen Verdstelungen in den Bulbi des Zentralkomplexes, jedoch ist in
den immunhistologischen Priparaten von Renn aus dem Jahre 1999 eine Expression des
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Treibers 198Y-GAL4 in den Bulbi zu erkennen (Renn et al. 1999). Leider zeigte 198Y-GAL4
in der vorliegenden Arbeit keine Expression von GFP (Abbildung 43), daher kdnnen keine
Riickschliisse auf die von 198Y-GAL4 adressierten Strukturen gezogen werden.
Moglicherweise ist auch hier die Aktivitit des Treibers zu schwach, um eine GFP-Expression
zu ermoglichen, aber ausreichend um im Rettungs- und Knock-Down Experiment einen
Einfluss auf das Verhalten auszuiiben. Da die immunhistologischen Untersuchungen fiir 198Y-
GALA4 erst ca. ein Jahr nach den Verhaltensexperimenten durchgefiihrt worden waren, kdnnte
in diesem Zeitraum auch ein Verlust der GAL4-Aktivitit durch, z.B. eine P-Element-Insertion,
stattgefunden haben. Auch der Treiber VT039763-GAL4 zeigt eine Expression in den Bulbi
(http://www.virtualflybrain.org). Daher scheint die Rettung des Orientierungsgedichtnisses
nach Expression von rut-cDNA unter der Kontrolle von 198Y-GAL4 oder VT039763-GAL4
wahrscheinlich in der Expression in zusétzlichen Ringsystemen, wahrscheinlich R2 oder R3,
begriindet zu sein. Daher sind diese beiden Treiber in die Kategorie ,,R1 plus* einzuordnen. Ein
Rettungsversuch durch Expression von rut-cDNA mit dem R1 exklusivem Treiber R31A12-
GAL4 (Omoto et al. 2018) fiihrte zu keiner Rettung des Orientierungsgedichtnisses, daher
wurde auf die Durchfiihrung des Knock-Down Experimentes mit diesem Treiber aus
Zeitgriinden verzichtet, da ein Rettungsexperiment die ,,sichereren* Ergebnisse liefert. Die
Knock-Down Experimente unter der Kontrolle der R1 plus Treiber, zeigten einen Verlust des
Orientierungsgedichtnisses sobald das rut-Interferenzkonstrukt unter der Kontrolle von 198Y-
GAL4 exprimiert wird. Unter der Kontrolle des Treibers VT039763-GAL4 zeigen die Tiere
hingegen ein intaktes Orientierungsgedédchtnis. Mdglicherweise wurde nicht das gesamte
Genprodukt in den zusétzlich exprimierten Bereichen degradiert, wodurch das Verhalten
aufrechterhalten werden konnte.

Eine Rettung des idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses liber Expression von rut-cDNA im
rut’ Hintergrund in den Ringsystemen R2 iiber EB1-GAL4 oder R2 plus iiber R19C08-GAL4
(Omoto et al. 2018; Omoto et al. 2017), sowie im Ringsystem R3m mit R28D01-GAL4 (Omoto
et al. 2018), fithrte zu einer Wiederherstellung des Orientierungsgedichtnisses; ein Knock-
Down von rut-mRNA mit EB1-GAL4 bewirkte einen Verlust des idiothetischen Gedéchtnisses.
Der nicht eindeutig als R2 spezifisch nachweisbare R2 minus Treiber VT49921-GAL4 kann
tiber Expression von ru-cDNA das Orientierungsgedédchtnis nicht wiederherstellen, jedoch
zeigt das Knock-Down Experiment mit jenem Treiber iiberaschenderweise einen Verlust dieser
Gedédchtnisform. Moglicherweise wurden durch den Off-Target Effekt mRNA anderer Proteine
in diesem Ringsystem, oder rut-mRNA in weiteren, zusitzlich von diesem Treiber
angesprochenen Strukturen, degradiert.

Nach Expression von rut-cDNA in weiteren Ringsystemem iiber 189Y-GAL4 fiir R3d und R3p
(Omoto et al. 2018), VT42759-GALA4 fiir R3 minus, R54B05-GAL4 fiir R3 plus oder fiz-ng-
GALA4 fiir R4 minus konnte keine Rettung des Orientierungsgedéchtnisses beobachtet werden.
Jedoch konnte ein Verlust des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses nach Expression von
rutf™NA yunter der Kontrolle von R54B05-GAL4 beobachtet werden. Zu beachten ist, dass auch
bei R54B05-GAL4, im Gegensatz zu R54B05-LexA, kein GFP-Signal in der
immunhistologischen Untersuchung detektiert werden konnte. Wahrscheinlich ist auch das
Ergebnis einem Off-Target Effekt zuzuschreiben, da bei Verwendung dieses Treibers im
Rettungsexperiment keine Wiederherstellung des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses
beobachtet werden konnte. Die Notwendigkeit des rus-Genprodukts scheint somit auf die
Ringsysteme R2 und R3m beschrinkt zu sein (Abbildung 69), wobei die Untersuchung der
Ringsysteme R5 und R6 noch ausstehen, da sie zur Zeit der Experimente noch nicht bekannt
waren.
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Ahnliche Ergebnisse lieferte auch das Rettungsexperiment von dnc fiir R1 iiber Expression von
dnc-cDNA im  dnc’-mutanten Hintergrund. Auch hier konnte nur eine Rettung des
idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses mit den R1-plus Treibern 198Y-GAL4 und
VT039763-GAL4 erzielt werden, nicht aber mit dem exklusiven R1-Treiber R31A12-GALA4.
Jedoch konnte mit Hilfe der RNA-Interferenz unter der Kontrolle des R1 plus-Treibers 198Y-
GAL4 das Orientierungsgedachtnis nicht zerstort werden, was wahrscheinlich ebenfalls auf
Restaktivitdt des Genprodukts zuriickzufiihren ist. Ein Verlust der Aktivitdt des Treibers ist
auszuschlieBen, da das Knock-Down Experiment einige Monate vor dem erfolgreichen
Rettungsexperiment von dnc durchgefiihrt worden war. Ob die Aktivitit von 198Y-GAL4
nachfolgend verloren ging, was die fehlenden GFP-Expression begriinden wiirde (Abbildung
43), kann nicht ausgeschlossen werden, da sich zwischen der experimentellen Phase mit diesem
Treiber und der immunhistologischen Analyse fast zwei Jahre befunden hatten.

Eine Rettung des Gedachtnisses mit Hilfe der R2-Treiber EBI-GAL4, bzw. R2 plus Treibers
R19C08-GAL4 konnte nicht beobachtet werden, auch ein Knock-Down von dnc-mRNA tiber
EB1-GALA4 beeinflusste das Verhalten nicht.

Jedoch fiihrt die Expression der dnc-cDNA in den Ringsystemen R3m iiber R28D01-GAL4;
R3d und R3p iiber 189Y-GAL4 sowie R3 minus iiber VT42759-GAL4 zu einer
Wiederherstellung des Orientierungsgedédchtnisses. Die Degradierung der dnc-mRNA im
Knock-Down Experiment {iber 189Y-GAL4 oder R54B05-GAL4 zeigte jedoch keinen Einfluss
auf das Orientierungsgedéchtnis, was aber mit einer Restaktivitit von nicht abgebauten dnc-
Genprodukt begriindete werden kann. Moglicherweise konnte aber auch im Falle von R54B05-
GALA4 die Aktivitit des Treibers iiber die Zeit verloren gegangen sein. Zwischen den zuerst
vorgenommenen Rettungs-/ Knock-Down Experimenten von rut, in denen der Treiber einen
Effekt im Knock-Down Experiment zeigte und dem Knock-Down Versuch von dnc, in
welchem kein Einfluss des Treibers zu erkennen war, lagen zwei Monate. Die
immunhistologischen Untersuchungen erfolgten fast zwei Jahre spdter, am Ende meiner
experimentellen Arbeit.

Im Ringsystem R4 minus, adressiert iiber den Treiber fiz-ng-GAL4, konnte weder im
Rettungsexperiment, noch im Knock-Down Versuch, ein FEinfluss auf das
Orientierungsverhalten beobachtet werden. Somit scheint das Genprodukt von dnc sowohl in
R3m, als auch in R3d und R3p fiir eine Etablierung eines idiothetischen
Orientierungsgedachtnisses zustindig sein zu konnen (Abbildung 69). Auch hier wurden RS
und R6 nicht getestet, da sie auch zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt waren. Die Notwendigkeit
der Genprodukte von rut und dnc in unterschiedlichen Zelltypen ist nicht ungewo6hnlich. U. a.
konnte Krause 2015 zeigen, dass die Genprodukte von rut und dnc in unterschiedlichen
Neuronengruppen fiir das Erlernen der eigenen Korpergrof3e benotigt werden (Krause 2015).
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AD in den Ringsystemen R2 und R3m

R3m

Zellkorper

d unce verwendet werden. Die dnc-PDE4 wird
in den R3 Subsystemen R3m oder R3d
Ellipsoidkérper und R3p benétigt. Die Neurone der

Ringsysteme R2 (griin), R3m, R3d und
R3p (blau) besitzen dendritische
Eingidnge in den Bulbi. Die Zellkoérper

Bulbus

R . . . .
HEnegEar der Ringneurone liegen weiter distal
ggz vom EK. RS und R6 nicht getestet.
R3m

Zellkdrper

4.5 Cryptochrom ist in einem Subsystem des Ellipsoidkorpers fiir das
idiothetische Orientierungsgedéchtnis notwendig

Das initiale Thema meiner Arbeit bestand darin, die von Gegear et al. nachgewiesene
»Magnetotaxis®“ von Drosophila, auf die darin involvierten Proteine und Strukturen, zu
untersuchen. Dazu verwendeten wir einen Versuchssaufbau, dhnlich der verwendeten
Apparatur in Gegears Experiment (sieche Anhang), und maflen die Spontanpréferenz der Tiere
auf kiinstliche, magnetische Felder, sowie den Lerneffekt auf eine Kopplung von
Zuckerbelohnung mit dem kiinstlichen Magnetfeld. Jedoch stellten sich nach kurzer Zeit zum
Teil widerspriichliche Ergebnisse ein, oder publizierte Ergebnisse konnten nicht reproduziert
werden. Bei genauerer Betrachtung der von Gegear publizierten Versuchsabldufen, fiel neben
einem statistischen Fehler in der Auswertung, auch eine in Frage zu stellende
Versuchsdurchfiihrung auf. Die Fliegen wurden in seiner Arbeit nur einmal fiir zwei Minuten
auf der Magnetfeldseite mit Zucker belohnt; im anschlieBenden Test wurde das Magnetfeld
immer auf derselben Seite prisentiert, auf welcher zuvor die Zuckerbelohnung angeboten
worden war. Im Gegensatz dazu wurde jede Fliegengruppe in meiner Arbeit auf jeder Seite auf
Zucker im Magnetfeld, bzw. keinen Zucker ohne Magnetfeld trainiert und das Magnetfeld
wurde im anschlieBenden Test alternierend auf der zuvor belohnten oder unbelohnten Seite
angeboten, wodurch ein signifikant schlechterer Trainingseffekt zu erkennen war.

Somit stellte sich die Frage, ob sich die Fliegen in Gegears Experiment weniger nach dem
kiinstlichen Magnetfeld orientiert hatten, sondern vielmehr auf die Seite konditioniert waren,
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auf welcher sie mit Zucker belohnt worden waren. Darauthin modifizierten wir unsere
Versuchsdurchfiihrung gemafl dem Versuchsdurchlauf von Gegear und Kollegen (siche Kapitel
2.4.1 und 3.1) Nach den Untersuchungen von Gegear et al. 2010, sowie unseren eigenen
Experimenten iiber die CRY-abhingige ,,Magnetotaxis®, stellte sich die Frage, ob CRY weniger
eine Rolle bei der Integration magnetischer Feldinformationen, sondern vielmehr im
Orientierungsverhalten in Dunkelheit spielt. Im /ODA zeigten cry’/—mutante Tiere einen
Verlust des idiothetischen Orientierungsgedédchtnisses. Unser Ziel war nun herauszufinden, in
welchem Bereich des Zentralkomplexes CRY fiir die Ausbildung eines idiothetischen
Orientierungsgeddchtnisses benotigt wird. CRY ist nicht nur in den Uhrengenen-
exprimierenden lateralen Neuronen (LN)-Gruppen nachgewiesen, sondern auch in Bereichen,
welche nicht im bekannten Zusammenhang mit der Regulation der inneren Uhr stehen, wie
beispielsweise die Antennen oder eine Subklasse des R4-Ringsystems des Ellipsoidkorpers
(Yoshii et al. 2008). Da der Ellipsoidkorper der Hauptspeicherort fiir Orientierungs-
informationen ist, galt dem Ringsystem R4 als Ort der CRY-vermittelten Orientierungs-
fahigkeit besonderes Interesse. Mit Hilfe des GAL4/UAS-Systems konnten wir nach
Expression von c¢ry-cDNA in R4 minus iiber fiz-ng-GAL4 im ¢ry”!-mutanten Hintergrund,
sowie in einer medialen Subklasse von R4 {iber VT025526-GAL4, das idiothetische
Orientierungsgedichtnis wiederherstellen (Rettungsexperiment), wie auch iiber cry-RNA
Interferenz mit fiz-ng-GAL4 und VT0436789-GAL4 (R4d), nicht aber mit VT025526-GAL4
(R4m) das Gedichtnis zerstdren (Knock-Down Experiment). Daraus ldsst sich schlieBen, dass
CRY im Ringsystem R4 fiir das Orientierungsgedéchtnis bendtigt wird. In welchem Subsystem
von R4 CRY benoétigt wird, ldsst sich nicht eindeutig nachweisen. Zwar fand eine erfolgreiche
Rettung von cry in R4m statt, jedoch konnte das Orientierungsgedéchtnis nach Knock-Down
von cry-mRNA nur in R4d, nicht aber in R4m, zerstort werden. Mdoglicherweise wurde im
Knock-Down Experiment mit VT025526-GAL4 nicht ausreichend Genprodukt degradiert. Da
tiber den R4d-Treiber keine GFP-Expression zu erkennen war, konnte folgend keine
rekombinante Linie, welche den R4d-Treiber und die crym —Mutation auf dem dritten
Chromosom trigt, hergestellt werden. Somit war ein Rettungsexperiment in diesem Ringsystem
nicht moglich.

Fiir das Rettungsexperiment wurde der Treiber fiir das Ringsystem R4m mit der cryOI —
Mutation auf dem dritten Chromosom rekombiniert, um anschlieBend nach Einkreuzen des
UAS-cry Transgens die Expression von CRY im Subringsystem von R4m zu erreichen (siehe
Anhang). Nach der immunhistologischen Untersuchung und Verhaltensanalyse im /ODA der
rekombinanten Fliegenlinien, etablierten wir eine Linie, welche sowohl den R4m-Treiber
VT025526-GAL4, wie auch die cy”!-Mutation im Genom inseriert hatte. Nach Einkreuzen des

UAS-cry” Transgens (Rettungsexperiment) konnte das Orientierungsgedichtnis im /ODA
gerettet werden. Eine Expression von CRY in R4m scheint ausrechend zu sein, um das
Orientierungsverhalten zu gewdhrleisten. Nach Degradierung der cry-mRNA konnte jedoch
kein Verlust des Orientierungsgedichtnisses beobachtet werden (Knock-Down Experiment),
was wahrscheinlich auf nicht vollstindig degradiertes Genprodukt zuriickzufiihren war.

Eine Expression von GFP unter der Kontrolle des R4d Treibers VT043679-GAL4 konnte in
der immunhistologischen Untersuchung nicht nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich ein
Verlust des Orientierungsgedéchtnisses im /ODA, sobald das cry-dsRNA Interferenzkonstrukt
unter der Kontrolle dieses Treibers exprimiert wurde. Moglicherweise besitzt der Treiber
VT043679-GAL4 nur eine schwache Aktivitat, welche nicht dazu ausreicht, gentigend GFP zu
exprimieren, aber hinreichend ist, um so viel cry-dsRNA Interferenzkonstrukt zu exprimieren,
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dass das Verhalten beeinflusst wird. Moglicherweise ist aber auch die Aktivitét dieses Treibers
ist im Laufe der Zeit verloren gegangen. Die Knock-Down Experimente von cry unter der
Kontrolle von VT043679-GAL4 fanden ein Jahr vor der immunhistologischen Kontrolle statt,
sodass es durchaus moglich wire, das eine fehlende Expression von GFP (Abbildung 53) tiber
diesen Treiber dem Verlust der Treiberaktivitit geschuldet sein konnte. Jedoch widersprechen
die Ergebnisse des Knock-Down Experimentes von cry in R4d den Ergebnissen des
Rettungsversuchs in R4m, denn eine Rettung von cry in R4m war ausreichend (s.0.). Der R4m-
Treiber VT025526-GAL4 konnte jedoch zusétzliche Expression in R4d besitzen, wodurch eine
Rettung unter der Kontrolle dieses Treibers auch in R4d stattgefunden haben konnte. Jedoch
wurde im Knock-Down Versuch nicht genug Genprodukt in diesem zusitzlichen Ring
degradiert, um das Verhalten zu beeinflussen. Somit wire es moglich, dass das eigentliche R4
Subsystem, in welchen CRY benétigt wird, nicht R4m, sondern R4d ist. Ohne den
aussagekraftigen Rettungsversuch flir R4d kann das aber nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Als Negativkontrolle zur Bestdtigung, dass CRY nur im Bereich der endogenen Expression
benotigt wird, wurde das Protein ebenfalls in einem Ringsystem, in welchen es normalerweise
nicht vorkommt, im mutanten Hintergrund, exprimiert (Rettungsexperiment). Hierzu wéhlten
wir den Treiber 189Y-GALA4, welcher die Ringsysteme R3d und R3p adressiert (Omoto et al.
2018). Die Ergebnisse des Rettungsexperiments sind jedoch nicht eindeutig. Es zeigte sich, dass
die Tiere wihrend des Trainings keine grenzwertig signifikante Vermeidung der bestraften
Seite zeigten (p= 0,0720), wodurch normalerweise kein Lerneffekt eintreten diirfte. Jedoch
zeigten die Tiere im anschlieBenden Test eine signifikant langere Aufenthaltsdauer in der zuvor
unbestraften Seite, wobei der p-Wert mit 0,0405 ebenfalls nahe der Signifikanzschranke von
p>0,05 liegt und die Aufenthaltsdauer in der unbestraften Seite sich in der Trainingsphase nicht
signifikant von der Testphase unterscheidet. Somit kann nicht eindeutig gesagt werden, ob die
Tiere ein Orientierungsgedichtnis ausgebildet haben. Jedoch besteht die Annahme, dass die
Expression von cry-cDNA im Ringsystem R3d und R3p nicht ausreicht, um das
Orientierungsgedéchtnis wiederherzustellen.

Cr yp t (@) Ch rome Abbildung 70: Das Genprodukt von

cryptochrome ist notwendig und
hinreichend im  Bereich  seiner
endogenen  Expression in R4,
Schematische  Darstellung  einzelner
Ringneurone der Ringneuronsysteme im
Ellipsoidkdrper. Fiir ein funktionierendes
idiothetisches  Orientierungsgedéchtnis

wird cry im Ringsystem R4 bendtigt und
O Ringneuron ist hinreichend. Die Neurone des
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4.6 Die Bedeutung kolumnérer Neurone fiir die visuelle und idiothetische
Orientierung

Es ist bekannt, dass die kolumndren Neurone der P-EN und E-PG-Neuronenklassen fiir die
Bereitstellung und Modifikation einer, fiir ein visuelles Objekt kodierenden, neuronalen
Aktivitdt in Bereichen des Ellipsoidkdrpers zustindig sind (Seelig und Jayaraman 2015;
Turner-Evans et al. 2017; Green et al. 2017; Green und Maimon 2018). Es stellte sich die Frage,
ob diese Neuronenklassen auch in die Ausbildung eines nicht-visuellen idiothetischen
Orientierungsverhaltens eingebunden sind. Fiir die Beibehaltung der korrekten
Bewegungsrichtung im Flug (Guo et al. 2014), sowie im Lauf (Seelig und Jayaraman 2015;
Turner-Evans et al. 2017; Kuntz 2015), ist der Ellipsoidkorper neben der Protozerebralbriicke,
eine entscheidende Schaltstelle. Seelig und Jayaraman konnten mittels Kalziumimaging
nachweisen, dass ein Objekt in einer bestimmten Position zur Fliege, ein neuronales
Aktivititssignal in einem definierten Bereich des Ellipsoidkdrpers zur Folge hat, welches iiber
eine Klasse kolumnérer Neurone vermittelt wird (E-PG) und das jenes Signal fiir mehr als 40
Sekunden erhalten bleibt, selbst wenn das Objekt verschwindet (Seelig und Jayaraman 2015).
Drehte sich die Fliege hierbei, so wurde das Signal iiber eine weitere Klasse kolumnérer
Neurone (P-EN) auf dem Ellipsoidkdrper, relativ zur Bewegung der Fliege, verschoben
(Turner-Evans et al. 2017; Green et al. 2017).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Treiberlinen fiir die Unterdriickung der
synaptischen Transmission iiber Expression von TNT in den E-PG, sowie den P-EN Neuronen
verwendet. Zur Adressierung der E-PG Neurone fanden die Treiber R26B12-GAL4, R26C04-
GAL4,R19G02-GAL4 sowie R60D05-GALA4, fiir die P-EN Neurone R37F06-GAL4, R12D09-
GALA4, R13D05-GAL4 und R41G11-GAL4 Verwendung (Wolff et al. 2015).

Zur Uberpriifung der Fihigkeit der Fliegen, sich an visuellen Objekten orientieren zu konnen,
wurde zunidchst das Buridan Paradigma verwendet. In diesem Versuchsautbau patrouilliert die
Fliege zwischen zwei fiir sie unerreichbaren Landmarken. Die Genauigkeit, mit welcher die
Fliege die Landmarken anlduft, wird iiber den medianen absoluten Fehlerwinkel, d.h., die
Abweichung zur Ideallinie zur winkelméBig ndheren der beiden Landmarken ermittelt (Strauss
und Pichler 1998). Wildtypische CS Fliegen laufen die Landmarken typischerweise in einem
Schwankungswinkel von 22°43° an [14° bei Thran, 2013 (Thran 2013)]. Um ein
Orientierungsgedéchtnis ausbilden zu konnen, ist es notwendig, Landmarken gezielt anlaufen
zu kénnen. Daher wurde das Buridan Paradigma als Vortest zur Uberpriifung dieser Fihigkeit
verwendet. Es zeigte sich, dass sich die absoluten, medianen Fehlerwinkel weder der Treiber-,
noch der Effektorkontrollen signifikant von denen des Wildtyps CS unterscheiden; lediglich
zwel Versuchsgruppen weichen in ithrem Fehlerwinkel signifikant vom Wildtyp CS ab. Die
Treiberkontrolle fiir R26C04-GAL4 und die experimentelle Gruppe des Genotyps w/Y;UAS-
TNT/II;R12D09-GALA4/III, wiesen einen zum Wildtyp unterschiedlichen medianen
Fehlerwinkel auf. Wihrend die Kontrollgruppe +/Y;;R26C04-GAL4/III einen kleineren, also
»korrekteren® absoluten, medianen Fehlerwinkel, vermutlich aufgrund des Heterosiseffekts,
verglichen mit dem Wildtyp aufweist, lduft die experimentelle Gruppe w/Y;UAS-
TNT/ILR12D09-GAL4/III die Landmarken in einem signifikant schlechteren absoluten
medianen Fehlerwinkel an. Betrachtet man die immunhistologischen Gehirnpriparate, in
welchen GFP unter der Kontrolle von R12D09-GAL4 exprimiert wird, so fillt auf, dass dieser
P-EN Neuronen spezifische Treiber als zusdtzliche Struktur auch einen Teil der Anterioren
Optischen Tuberkel (AOTU) anspricht (Abbildung 60). Die AOTUs agieren als Schaltstelle
zwischen Medulla/Lobulareingéingen in das Zentralhirn und Ausgéngen in die Bulbi des
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Ellipsoidkorpers und integrieren rdumliche Informationen aus den optischen Loben in den
Zentralkomplex. Hierbei bedienen unterschiedliche Strukturen der AOTUs iiber die Bulbi
unterschiedliche Ringsysteme des Ellipsoidkdrpers. Die posteriore lateral small unit (SU)
projiziert hierbei auf das distale vierte Ringsystem (SU-l,ost > R4d), die anteriore central small

unit auf das zweite Ringsystem (SU-cant > R2) (Timaeus et al. 2017). Der signifikant
schlechtere mediane Fehlerwinkel dieser Gruppe konnte mit der Stilllegung des, von diesem
Treiber zusitzlich angesprochenen Teils der AOTUs und damit dem Verlust der korrekten
Verarbeitung visueller Informationen, zusammenhingen. Uberraschenderweise zeigte die
experimentelle Gruppe, in welcher {liber den Treiber R49E09-GAL4 > UAS-TNT nur in der
intermedialen medianen Doméine (Omoto et al. 2017) der AOTUs (AOTUim) TNT exprimiert
wird, keine Verschlechterung in den Anldufen der Landmarken. Von Bienen ist bekannt, dass
verschiedene Subkompartimente des AOTUs fiir die Verarbeitung unterschiedlicher visueller
Stimuli zustindig sind (Mota et al. 2011). Mdglicherweise ist der Unterschied in den medianen
absoluten Fehlerwinkeln zwischen diesen beiden Gruppen mit der Stilllegung unterschiedlicher
Subkompartimente der AOTUs zu erkléren.

Wihrend die Stilllegung der P-EN, bzw. E-PG Neurone keine Auswirkung auf das
Orientierungsverhalten bei permanent sichtbaren Landmarken zeigt, zeigen die Tiere mit
blockierten P-EN oder E-PG Ausgangsynapsen aber einen Verlust des visuellen und des
idiothetischen  Orientierungsgedéchtnisses. Die vektoriellen Laufstrecken hin zur
verschwundenen Landmarke im Persistenz-Paradigma, sowie die Anldufe der zuerst gezeigten
Landmarke im Defour-Paradigma waren signifikant schlechter, verglichen mit dem Wildtyp
CS. Im Persistenz-Paradigma oszillieren wildtypische Fliegen auf einer runden Plattform
zwischen zwei Landmarken. Das Paradigma &hnelt dem Buridan-Paradigma, jedoch
verschwindet die angesteuerte Landmarke, sobald die Fliege die imaginidre Mittellinie der
Arena iiberquert hat. Die Beibehaltung der Laufrichtung hin zur verschwundenen Landmarke
wird als Nachfixation bezeichnet (Strauss und Pichler 1998). Die Lénge der zuriickgelegten
Strecke wird als vektorielle Ausdehnung in x-Richtung hin zur verschwundenen Landmarke
gemessen.

Selbst wenn nach der verschwundenen Landmarke fiir kurze Zeit eine Ablenkungslandmarke
gezeigt wird, sind wildtypische Fliegen aufgrund ihres visuellen Arbeitsgedédchtnisses in der
Lage, wieder die Richtung der zuerst angesteuerten Landmarke einzunehmen. Voraussetzung
hierbei ist, dass die Ablenkungslandmarke nur kurz zu sehen ist, sonst wird sie ab etwa 4s zur
neuen Ziellandmarke im Gedéchtnis. Das Vorhandensein dieses visuellen Orientierungs-
gedéchtnisses kann mit Hilfe des Detour-Paradigmas untersucht werden. Nachdem die Fliege
eine Landmarke ansteuert, wird im 90° Winkel zu jener eine Ablenklandmarke fiir ein bis zwei
Sekunden présentiert, welche die Fliege daraufhin anlduft. Dann verschwindet auch diese.
Fliegen mit einem funktionierenden visuellen Arbeitsgedédchtnis wenden sich in liber 80% der
Anldufe wieder der zuerst gezeigten Landmarke zu (Mronz 2004; Neuser et al. 2008). Wahrend
fast alle experimentellen Gruppen, in denen die synaptische Transmission der P-EN oder E-PG
Neurone unterbunden wurde, sich zwar nicht signifikant fiir die zuerst gezeigte Landmarke
entschieden, jedoch zumindest zuféllige Entscheidungen zeigten, war diese Fahigkeit in den
Gruppen nicht vorhanden, in welchen die verwendeten Treiber nicht nur in den P-EN Neuronen,
sondern auch oder ausschlieBlich in den AOTU exprimierten (siche Kapitel 3.7.3). Da die
AOTU s fiir die Verarbeitung rdumlicher Informationen benétigt werden (Timaeus et al. 2017),
kann offenbar die Lage der Landmarken relativ zum Raum nicht korrekt abgespeichert werden,
was das fehlende visuelle Arbeitsgedichtnis erkldren wiirde.
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Auch im IODA zeigten die Tiere ohne P-EN oder E-PG Aktivitit einen Verlust des
idiothetischen Orientierungsgeddchtnisses in der Testphase, wihrend die Orientierungs-
fahigkeit durch Vibrationsvermeidung wiahrend dem Training erhalten blieb.
Uberaschenderweise konnte auch hier lediglich die experimentelle Gruppe, in welcher TNT mit
Hilfe des Treibers R37F06-GAL4 in den P-EN Neuronen ohne AOTU-Expression getrieben
wurde, im JODA getestet werden. Ahnlich wie in den visuellen Paradigmen, fiihrte die
Expression von TNT in den AOTUs, welche ebenfalls von den P-EN-Treibern R12D09-GAL4
und R13D05-GAL4 adressiert werden, sowie unter Verwendung des AOTU-Treibers R49E09-
GALA4, zu einer nicht-Testbarkeit der Tiere im /ODA. Eine Beteiligung der AOTUs an der
Féhigkeit, sich ohne visuelle Stimuli zu orientieren, war bis heute nicht bekannt.

E-PG Neurone geben der Fliege iliber einen Anstieg der neuronalen Aktivitit auf dem
Ellipsoidkorper die Lage eines Zielobjektes im Raum wieder, wihrend P-EN Neurone das
Signal auf dem Ellipsoidkorper nach Zielobjektbewegung oder Eigendrehung der Fliege
verschieben. Selbst wenn das Zielobjekt verschwindet, wird die neuronale Aktivitdt noch fiir >
40s aufrechterhalten (Seelig und Jayaraman 2015). Ohne visuelle Stimuli kann ein
Richtungswechsel der laufenden Fliege erreicht werden, indem die neuronale Aktivitdt einiger
E-PG Neurone kiinstlich induziert wird (Timaeus et al. 2017). Somit ist es wahrscheinlich, dass
die Fliege das P-EN/E-PG Neuronensystem auch fiir die Orientierung in der Dunkelheit nutzt.
Dabei scheint die unangenehme Vibration im /ODA die visuelle Landmarke zu ersetzen.

Protozerebralbriicke
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Ellipsoidkorper
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Abbildung 71: Beteiligte kolumniire Neuronenklassen an der Ausbildung eines idiothetischen
Orientierungsgedichtnisses. Sowohl E-PG Neurone, wie auch P-EN Neurone werden fiir die nicht-
visuelle Orientierung bendtigt. E-PG Neuronaktivitdt markiert ein Ziel im Raum auf distinkten
Hemisektoren des EK. Die mit demselben Glomerulus der PB verschalteten P-EN Neurone sorgen iiber
Innervierung der benachbarten Sektoren fiir ein stabiles Signal auf dem EK. Nach Eigenbewegung der
Fliege wird liber P-EN Neuronenaktivitdt das Signal entlang des EK verschoben, was zu einer
Aktivierung der mit denselben Glomerulus verschalteten E-PG Neuronen fiihrt und die neue, relative
Lage des Ziels im Raum kodiert.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Aufkldarung der Strukturen und Signalwege
fir die Ausbildung eines nicht-visuellen Orientierungsgeddchtnisses in der Taufliege
Drosophila melanogaster. Diese Fahigkeit zur idiothetischen Orientierung ist nicht nur hheren
Lebewesen, wie Mausen oder Ratten vorbehalten, auch von Insekten, wie der Wiistenameise
und der Biene, ist bekannt, dass sie iiber das Mittel der Vektorverrechnung einen Idealkurs
einhalten konnen. Seit einiger Zeit steht auch Drosophila im Fokus der Forschung zur nicht-
visuellen Orientierung.

Wir konnten {iber ein neu entwickeltes Paradigma (Idiothetic Orientation in the Dark Assay)
neuronale Strukturen und Signalwege im Zentralkomplex der Taufliege bestimmen, welche fiir
die Ausbildung eines idiothetischen Orientierungsgedichtnisses benotigt werden. Folgende
Thesen konnen anhand der Ergebnisse bewiesen werden.

Die Fliege besitzt ein idiothetisches Orientierungsgedichtnis, welches ihr ermdglicht, sich ohne
visuelle Landmarken, bzw. in volliger Dunkelheit im Raum zu orientieren. Dieses Verhalten ist
unabhingig von magnetischen Feldern oder olfaktorischen Orientierungspunkten. Dabei wird
das System der Pfadintegration verwendet, was es der Fliege ermoglicht, eine zuvor bestrafte
Halfte eines lichtfreien, homogenen Réhrchens fiir mindestens drei Minuten zu vermeiden. Fiir
die Ausbildung dieses Orientierungsgedichtnisses wird die Durchleitungsfunktion des
Ellipsoidkorpers in den Ringen R1, R2, R3d mit R3p, sowie wahrscheinlich R4d benétigt. Die
Untersuchung der 2018 entdeckten Systeme R5 und R6 (Omoto et al. 2018) steht noch aus. Fiir
die Orientierung im /ODA unter Lichtbedingungen wird R3d zusammen mit R3p nicht bendtigt.
Die Genprodukte von amnesiac, radish, ellipsoid body open, no receptor potential A,
cryptochrome, rutabaga und dunce sind in die nicht-visuelle Signalkaskade involviert. Nicht
benotigt werden hingegen period und ignorant, wobei auch amnesiac keinen Einfluss auf die
Orientierung im /ODA unter Lichtbedingungen ausiibt. Demnach ist es wahrscheinlich, dass
sich idiothetisches und visuelles Orientierungsgedéchtnis in ihren Signalwegen unterscheiden.
Das idothetische Orientierungsgedachtnis wird wahrscheinlich tiber den cAMP/PKA
(zyklisches Adenosinmonophosphat/Proteinkinase A) -Signalweg vermittelt, welcher ruz-
Adenylylzyklase und dnc-Phosphodiesterase 4 beinhaltet, wihrend das visuelle Orientierungs-
gedédchtnis zusitzlich den ¢cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat)-Signalweg benétigt
(Kuntz et al. 2017). Der sekundére Botenstoff cGMP aktiviert die foraging Proteinkinase G
(PKG) und die ignorant Ribosomale S6 Kinase II (RSKII). Da jedoch ign°®’ nicht fiir die
idiothetische Orientierung bendtigt wird, ist auch eine Involvierung des cGMP-Signalweges
unwahrscheinlich. Die Modifizierung des cAMP-Spiegels zur Signaltransduktion findet iiber
die rut-AC im Ringsystem R3m und R2, und der dnc-PDE4 im Ringsystem R3m oder R3d und
R3p statt. cryptochrome ist essentiell in einem Subsystem des Ringsystems R4. CRY ist akut
in die lichtunabhingige Etablierung des idiothetischen Orientierungsgedichtnisses
eingebunden. Die kolumndren Neuronenklassen P-EN und E-PG (Protozerebralbriicke-zu-
Ellipsoidkorper und Noduli bzw. Ellipsoidkoérper-zu-Protozerebralbriicke und Gall) Neurone,
sowie die AOTU, sind nicht nur im visuellen Arbeitsgeddchtnis, sondern auch im nicht-
visuellen Orientierungsgedichtnis entscheidend beteiligt. In der visuellen Orientierung nach
Landmarken scheint jedoch nur ein Teil der AOTU eine Rolle zu spielen, die P-EN und E-PG
Neurone werden dabei nicht bendtigt.
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6. Summary

The present study elucidates structures and signaling pathways involved in establishing a non-
visual orientation memory in the fruit fly Drosophila melanogaster. The ability for idiothetic
orientation is not restricted to vertebrates, like mice and rats, but also insects, like desert ants
or bees, use vector calculation for determining their heading. Recently, Drosophila came into
the focus of research on non-visual orientation.

By developing a new paradigm (Idiothetic Orientation in the Dark Assay), we were able to
determine neuronal structures and signaling pathways in the central complex of the fruit fly,
that are needed for establishing an idiothetic orientation memory. The following theses can be
substantiated.

The fly possesses an idiothetic orientation memory facilitating orientation without visual
landmarks and in complete darkness. This behavior is independent of magnetic fields or
olfactory cues. The fly uses the system of path integration to avoid the previously punished half
of a featureless, dark tube, in which it resides for at least three minutes. For establishing this
kind of orientation memory, signal transmission within the ellipsoid body is required by ring
neuron systems R1 R2, R3d as well as R3p, and possibly by R4d.

The gene products of amnesiac, radish, ellipsoid body open, no receptor potential A,
cryptochrome, rutabaga and dunce are involved in the signaling cascade for non-visual
orientation. period and ignorant are not involved in idiothetic orientation in the /ODA, nor is
amnesiac in orientation under full-light conditions. Therefore, it is likely, that idiothetic and
visual orientation memory differ in their signaling pathways. Evidence is provided, that the
idiothetic orientation memory is mediated by the cAMP/PKA (cyclic adenosine
monophosphate/protein kinase A) -signaling pathway, which comprises rut-Adenylyl cyclase
and dnc-Phosphodiesterase 4, whereas the visual orientation requires additionally cGMP

(cyclic guanosine monophosphate) -signaling. The second messenger cGMP activates foraging

protein kinase G (PKG) and ignorant ribosomal S6 kinase Il (RSKII). However, since ign5 81

1s not involved in idiothetic orientation memory, a contribution of the entire cGMP-pathway is
unlikely. The modification of cAMP-level for signal transduction is archieved by ru#-AC in the
ringneuron systems R3m and R2 and by dnc-PDE4; in the ring systems R3m or R3d and R3p,
cryptochrome is essential in one of the subsystems of R4. CRY is critically involved in the
acute and light- independent establishment of the idiothetic orientation memory. Two classes
of columnar neurons, P-EN and E-PG neurons, as well as the AOTU, are not only crucial for
the visual working memory, but also for the non-visual orientation memory. For visual
orientation towards visible landmarks, just one part of the AOTU seems to play a role, whereas
P-EN, E-PG neurons, or other parts of the AOTU, are not required.
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7.4 Anhang

7.4.1 Messung der Strahlstirke der verwendeten Rotlichtlampe

5,002
4,5e02
4,0e0?
3,502
3,0e%?
2,502

2,0e792

Strahlstirke [W/sr]

1,5¢02
1,092

5,0e 03

0
380 430 480 530 580 630 680 730 780

Wellenldange [nm]

Abbildung 72: Strahlstirke der verwendeten Rotlichtlampe. Angegeben ist die Strahlstirke in
Watt pro Steradiant fiir die entsprechenden emittierten Wellenlingen. Gemessen mit Optical
Spectrum Analyzer, Spektro 100 (zur Verfligung gestellt von Lehrstuhl Strauf3), mit Unterstiitzung
von Dr. Jiirgen Schramme.

7.4.2 Durchfiihrung der Rekombination von VT025526-GAL4 und cry”’

Go: wwiery’lJern” x - wiY;;VT025526-GAL4/VT025526-GAL4
Fi: wiw;; er’!/VT025526-GAL4  selektieren

Gi: wiwy; ery?’!/VT025526-GAL4 x w/Y;;Ser/TM3.Sh
Fi: w/Y;; ey’ VT025526-GAL4/TM3.5h  selektieren

Ga: wiw;;Ser/TM3,5b x  w/Y;; ery’! VT025526-GAL4/TM3.5h
Fi: wiws; cry(” VT025526-GAL4/TM3.,Sh selektieren

w/Y;; ery’! VT025526-GAL4/TM3.5h  selektieren

weliter inziichten!

164



7.4.3 Riickkreuzung von R54B05-GAL4

Go: w18/ w18 x w181y :R54B05-GAL4/ R54B05-GAL4
Fr: w! 18/ w18 R54B05-GALA4/1IL  selektieren

Gi: w18/ w118 R54B05-GALA/IIT x w!!i8y
Fp: w18/ w1118 R54B05-GAL4/IIL  selektieren

Go: w8/ w18  R54B05-GAL4/IIL x w8y
Fr: w! 18/ w18 R54B05-GALA4/1IL  selektieren

G w8/ w18, R54B05-GAL4/IIL x  w/Y;;Ser/TM3,Sb
Fp: w!l18 w;; R54B05-GAL4/TM3,5b selektieren

wll 8/Y;; R54B05-GAL4/TM3,5h selektieren

weiter inziichten!

7.4.4 Schema Durchfiihrung Magnetfeldvibration nach Mendel (néchste Seite)
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Training Test

) A

1,39mT
0,07mT _I_\

G s a6 &

]

T

oder
T &= reale o |la = -
"
1,39mT
7 /I_ 0,07mT
et [
(G Y 2 o o & ) Abbildung 73: Durchfiihrung Magnetfeldvibration nach Mendel. Fiir die
Ty Trainingseinheit werden Gruppen von 5-26 ménnlichen, vorgehungerten, 2-6d alte
0,07mT Fliegen in das Mittelstiick eingesetzt. Nach 1min Gewo6hnungszeit wird der linke

Schieber gedffnet, die Tiere verbleiben fiir Imin im linken Rdhrchen ohne
Zuckerbelohnung und kiinstlichem Magnetfeld. Die Tiere werden in das Mittelstiick
zurilickgeschoben, der linke Schieber geschlossen, auf der rechten Seite das kiinstliche
Magnetfeld aktiviert (1,39mT am proximalen Ende des Rohrchens, gemessen mit
&5 & [ 3 digitalem Amperemeter Voltcraft M-3850), die Tiere konnen sich 1min in der rechten
"""" Seite mit Zuckerbelohnung aufhalten. Nachdem sie wieder zuriick in das Mittelstiick
L geschoben wurden, werden die Réhrchen vertauscht und die Trainingsdurchldufe auf
0,07mT _I—\ der jeweils anderen Seite durchgefiihrt. Im anschlieBenden Test werden die kiinstlichen
Magnetfelder fiir jede Gruppe alternierend auf einer Seite prasentiert, die Tiere haben
die Moglichkeit, sich in beiden Rohrchen zu bewegen. Der Test der naiven Gruppen
findet nach demselben Schema statt.

g
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