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1. Einleitung

1.1. Drosophila melanogaster als Versuchsorganismus

Das mit einer durchschnittlichen Koérperlange von ca. 2,5mm relativ kleine Fluginsekt
Drosophila melanogaster dient bereits seit 1910 als Versuchsobjekt fur genetische
Experimente (KOHLER, 1994). Seit im Jahr 2000 das Genom von Drosophila vollstandig
sequenziert wurde (ADAMS et al., 2000), sind die methodischen Moglichkeiten in der
entwicklungsbiologischen sowie neurogenetischen Forschung erweitert worden.
Neurogenetik beschéftigt sich en Detail mit der Funktionsweise zeitlicher und raumlicher
neuronaler Aktivitaten, den dieser zugrunde liegenden genetischen Ablaufen und den
daraus resultierenden Auswirkungen auf das regulierte Verhalten (KiTamoTo, 2001).

Zwar besteht keine anatomische Homologie zwischen Fruchtfliegen und Menschen,
jedoch ahneln viele entwicklungsbiologische und zellulare Prozesse der Taufliege
denen des Menschen (AbAvMs et al., 2000). Zudem bietet Drosophila als
Modellorganismus noch weitere Vorteile im Vergleich zu anderen Versuchstieren, die
nicht nur in der extrem kurzen Generationszeit oder den geringen Haltungskosten zu
finden sind. Fruchtfliegen zeigen aul3erdem ein aullerst vielfaltiges Repertoire an
Verhaltensweisen (BENZER, 1967), so dass z. B. durch gezielte Mutationen einzelner
Gene deren verhaltensmodifizierende Wirkung in Drosophila untersucht werden kann.
Hierzu gibt es bereits zahlreiche Verhaltensexperimente, die beispielsweise
Balzablaufe, Aggressionsverhalten, Lokomotion, Orientierung, Gedachtnisbildung und
Lernen untersuchen (HEISENBERG et al., 1985; HALL, 1994; STRAUSS & PICHLER, 1998;
UEDA & KIDOKORO, 2000; CHEN et al.,, 2002; STrRAuUSS, 2002). Da viele Gene von
Drosophila auch als Orthologe bei S&ugetieren exprimiert werden, kdnnen, zumindest
begrenzt, Ruckschlisse auf den Zusammenhang zwischen Genen, neuronalen

Prozessen und Verhalten bei einigen Saugern gezogen werden (KANDEL et al., 1996).
1.2. Methoden der Genmanipulation bei Drosophila
Die bereits erwahnte Moglichkeit von Genmanipulation bei Drosophila kann durch

verschiedene Methoden der modernen Genetik erfolgen. Besonders das GAL4/UAS-

System, die Tetanus-Toxin-Light-Chain (TeTxLC)-Methode, Heat-Shock-Systeme sowie
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die RNA-Interferenz (RNAi) ermdglichen auf elegante Art und Weise einen gezielten
Eingriff in molekulare Vorgange bei Fruchtfliegen.

Mittels des binaren GAL4/UAS-Systems kann ein beliebiges Gen ektopisch in einem
spezifischen Bereich exprimiert werden (BRAND & PERRIMON, 1993). So wird es u.a.
durch die gezielte Expression von Farbstoffen wie z.B. Green Fluorescent Protein
(GFP) maglich, spezielle Neurone histologisch zu visualisieren (YEH et al., 1995; DUFFY,
2002). Bei dieser Methode bedient man sich des Transkriptionsfaktors GAL4 sowie
dessen Bindungsstelle, der Upstream Activating Sequence (UAS), welche beide
ursprunglich aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae isoliert wurden. Von diesen zwei
Komponenten wird durch P-Element-Insertion jeweils eine Komponente in das Genom
einer transgenen Fliegenlinie eingebracht, so dass es schliel3lich eine GAL4-Treiberlinie
sowie eine UAS-Effektorlinie gibt, bei der sich hinter der UAS das jeweilige Zielgen
befindet. Beide Linien bleiben fur sich alleine bezuglich des Zielgens wirkungslos. Erst
durch die Kreuzung beider Linien kann das exprimierte Protein GAL4 an die
regulatorische Einheit UAS binden, wodurch schliel3lich das Zielgen abgelesen wird
(Abb.1). Da GAL4-Treiberlinien beziglich ihres zeitlichen sowie raumlichen
Expressionsmusters zum Teil sehr spezifisch sind, eignen sie sich unter Umstanden
hervorragend fur spezielle Fragestellungen (DAHMANN, 2008).

Auf diese Art ist es mdglich, dass nur, wenn sich beide Konstrukte in einer Zelle
befinden, die selektive Expression des jeweiligen Zielgens erfolgt, wobei das

Expressionsmuster durch die GAL4-Linie bestimmt wird.

¢ Treiberlinie ¢ Effektorlinie
N\

genomischer Enhancer |-IKEYCI- —ooo0o— beliebiges Gen
der Hefe UAS

Abb.1: GAL4/UAS-System bei Drosophila melanogaster

Werden die GAL4-Treiber- sowie die UAS-Effektorlinie gekreuzt, kann das unter einem
genomischen Enhancer stehende GAL4 in den betreffenden Zellen exprimiert werden. GAL4
aktiviert dann durch Bindung die UAS, so dass das dieser Sequenz nachgeschaltete Zielgen

abgelesen werden kann (modifiziert nach BRAND & PERRIMON, 1993).




1. Einleitung 6

Bei der TeTxLC-Methode wird die synaptische Ausschittung des Vesikelproteins
Synaptobrevin verhindert. Hierflr wird das Gen fur Tetanus-Toxin gezielt in bestimmten
neuronalen Bereichen exprimiert, wodurch ausschliel3lich die Spaltung von
Synaptobrevin und keine weitere Entwicklungsbeeintrachtigungen erfolgen. Indem also
die neuronale Kommunikation bestimmter Bereiche ausgeschaltet wurde, kann in
Verhaltensexperimenten ein eventueller Verhaltensdefekt der Fliegen untersucht und
erklart werden (SWEENEY et al., 1995).

Heat-Shock-Systeme ermoéglichen raumlich und zeitlich definierte Expressionen von
Zielgenen, da diese Technik auf Temperaturabhangigkeit basiert (MCGUIRE et al.,
2003). So liegt z.B. das hitzesensitive GAL80™ bei 18°C in seiner inaktiven Form vor
und bindet daher an die Transaktivierungsdoméne von GAL4. Dadurch kann GAL4
nicht mehr exprimiert werden, wodurch wiederum keine Transkription des Zielgens
erfolgt. Bei 29°C hingegen wird GAL80" aktiviert und diffundiert von GAL4 ab, so dass
das nun exprimierte Protein GAL4 an die UAS binden kann (DAHMANN, 2008).

Die RNA-Interferenz stellt in der Neurogenetik ebenfalls ein sehr wichtiges Werkzeug
dar, um molekulare Vorgange mit Verhaltensablaufen in Verbindung zu bringen. Diese
Methode beruht auf der spezifischen Unterbrechung der Proteinbiosynthese, wofur
naturlich vorkommende zelleigene Mechanismen benutzt werden. Die RNAI beginnt in
Anwesenheit von doppelstrangigen RNA-Molekilen (dsRNA). Bei Drosophila spaltet
das Enzym Dicer die dsRNA in kurze doppelstrangige RNA-Fragmente, die nur 21 bis
22 Basenpaare lang sind, so dass small-interfering-RNA (siRNA)-Moleklle entstehen.
AnschlieBend wird ein Einzelstrang der siRNA in den so genannten RNA-induced-
silencing-complex (RISC) aufgenommen, wo der Einzelstrang an einen zum Leitstrang
komplementaren mRNA-Bereich bindet und schlie3lich die Zerschneidung der Ziel-
MRNA erfolgt (FIRE et al., 1998; DAHMANN, 2008). Somit kann die Proteintranslation des
jeweiligen Zielgens dadurch gestoppt werden, dass kinstlich hergestellte dsRNA-
Molekile, die eine komplementare Sequenz des betreffenden Gens aufweisen, in

bestimmte Zellen hinzugeftigt werden.
1.3. Entwicklungsstadien von Drosophila
Der Lebenszyklus von Fruchtfliegen gliedert sich in sieben verschiedene Abschnitte.

Angefangen als Embryo geht die Entwicklung Uber ein erstes, zweites und drittes

Larvalstadium in die Prapupalphase Uber, nach der sich die Larve verpuppt, bis sie
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schlie8lich zum Imago herangewachsen ist. Diese Entwicklungszyklen bendtigen je
nach Temperatur unterschiedliche lange Zeitraume. So dauert die Entwicklung vom
Embryo zum Imago bei 25 °C zehn bis zwdlf Tage, bei 18 °C hingegen ca. 20 bis 22
Tage. Bei 25 °C bendtigt die Embryogenese etwa einen Tag, ebenso verhalt es sich bei
dem ersten und zweiten Larvenstadium. Das dritte Larvenstadium hingegen dauert ca.
zwei bis drei Tage und die Préapulpal- sowie die Pupalphase dauern insgesamt funf bis
sechs Tage (http://flymove.uni-muenster.de/22.12.2011;12:19h). Bereits ab dem spéten
Embryonalstadium findet sich bei Drosophila eine Miniaturform des Pilzkorper-
Neuropils, einer Gehrinstruktur, die in verschiedene Formen von Lernen und
Gedachtnis eingebunden ist (s. 1.4.2.) (BOQUET et al., 2000). Relativ spéat in der
Entwicklung, genauer gegen Ende des dritten Larvenstadiums bzw. zu Beginn der
Verpuppung  differenziert sich  der Zentralkomplex aus der larvalen

Interhemisph&renkommissur (s. 1.4.1.) (HANESCH, 1987; YOUNG & ARMSTRONG, 2010a).

1.4. Anatomie des Gehirns von Drosophila

Man bezeichnet das ca. 200.000 Neurone umfassende Fruchtfliegengehirn als
Oberschlundganglion und dieses besteht aus verschiedenen Unterstrukturen. Zu
letzteren z&éhlen das Protocerebrum, Deutocerebrum und Tritocerebrum. Das
Protocerebrum ist eine Ansammlung einzelner miteinander in Verbindung stehender
Neuropile. Zu ihnen gehoren u. a. die optischen Loben, welche mit etwa 140.000
Neuronen das grof3te Neuropil ausmachen, die Pilzkérper und der Zentralkomplex. Das
Deutocerebrum umfasst die Antennal-Loben sowie das Antenno-mechanosensorische
und motorische Zentrum (AMMC) (FISCHER, 2003). Die Funktionen des Tritocerebrums
stehen im Zusammenhang mit Geschmackswahrnehmung sowie der Mundwerkzeug-
Kontrolle (RAJASHEKHAR & SINGH, 1994).

Der Zentralkomplex sowie die Pilzkdrper sind essentiell, um Lernvorgange und
koordinierte Verhaltensweisen auszubilden (WESsNITZzER & WEBB, 2006). Die
Funktionen des gesamten Protocerebrums konnten bislang noch nicht ausreichend
geklart werden. Das laterale Deutocerebrum besteht aus mechanosensorischen
Neuropilen und den Efferenzen der optischen Loben. Die optischen Loben ihrerseits
setzten sich aus vier in Reihe angeordneten Neuropilen zusammen: der Lamina, der

aufReren und inneren Medulla, der Lobula sowie der Lobulaplatte (FLYBRAIN, 2011).


http://flymove.uni-muenster.de/22.12.2011;12:19h
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1.4.1. Strukturelle Komponenten und Funktionen des Zentralkomplexes

In der Mitte des Fruchtfliegengehirns ist der Zentralkomplex zu finden, welcher sich aus
vier untereinander verschalteten Neuropilen zusammensetzt. Diese Verschaltungen
erfolgen Uber kolumnare Interneurone und gewahrleisten eine Informationsweiterleitung
zwischen der Protocerebralbriicke, dem facherférmigen Korper, dem Ellipsoidkdrper
und den paarigen Noduli (Abb.2) (HANESCH et al., 1989). Grof3feldneurone vermitteln
den einzelnen  Zentralkomplex-Komponenten Informationen aus  weiteren
protocerebralen Bereichen, wohingegen intrinsische Kleinfeldneurone hauptséachlich
kleinere Untereinheiten der Zentralkomplex-Neuropile miteinander verbinden. Daher ist
beispielsweise die Protocerebralbriicke in 16 Glomeruli unterteilt (RENN et al., 1999).
Die Funktionen des Zentralkomplexes umfassen einen vielfaltigen Bereich, da jede
Untereinheit fur spezielle Aufgaben zustandig ist. Demnach wird er beziglich der
lokomotorischen Aktivitatskontrolle mit dem Informationsaustausch zwischen beiden
Gehirnhemispharen in Verbindung gebracht (HANESCH et al.,, 1989; STRAuUSS, 2002).
AulRRerdem ist er fur die visuelle Orientierung, dem visuellen Lernen sowie der
Ausbildung eines raumlichen Orientierungsgedachtnisses zustandig (Liu et al., 2006;
NEUSER et al., 2008; PoEeck et al., 2008).

Abb.2: Zentralkomplex-Aufbau

Der Zentralkomplex setzt sich aus vier Untereinheiten
zusammen. Im caudalen Bereich befindet sich die
Protocerebralbriicke (Pb), weiter medial im Gehirn
gelegen der facherférmige Korper (Fb), rostro-ventral
caudal — zum Fb der Ellipsoidkérper (Eb) und ventral zum Eb
gelegen die paarigen Noduli (No) (modifiziert nach

HANESCH et al., 1989).

1.4.1.1. Die Protocerebralbriicke

Im caudalen Bereich des Gehirns und zwischen den Calices der Pilzkoérper befindet sich
die Protocerebralbriicke. Sie besteht aus 16 einzelnen untereinander verbundenen

Glomeruli, von denen jeweils acht in einer der zwei Hemispharen positioniert sind.
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Damit dient die Protocerebralbriicke als Verbindung beider Hirnhélften und gilt als
Struktur der meisten kolumnaren Informationseingdnge. Mutationen, die dazu fuhren,
dass die Briicke unterbrochen ist, beeintrdchtigen ebenfalls die lokomotorische
Kontrolle. Fliegen mit einer derartigen Stérung kbnnen zwar das Laufverhalten initiieren,
selbiges allerdings nicht aufrechterhalten. Zudem zeigen Fliegen mit durchbrochener
Bricke ein unnaturliches Drehverhalten und kdnnen zum Teil nicht fliegen. Demnach
liegt die Funktion der Protocerebralbriicke darin, Bewegungen zu koordinieren und zu

regulieren (STRAUSS et al., 1992; MARTIN et al., 1999; STRAUSS, 2002).

1.4.1.2. Der facherférmige Korper

Der facherformige Korper liegt ventro-rostral zur Protocerebralbriicke und befindet sich
damit relativ mittig im Gehirn. Die Funktion dieses Neuropils betrifft einerseits das
visuelle Mustergedachtnis, also das Erlernen von Objekteigenschaften, z.B. der Form
oder der Hohe einer Landmarke (Liu et al., 2006; WANG ET AL., 2008; PAN ET AL., 2009).
Andererseits zeigte sich durch Experimente mit einer Strukturmutantenlinie, die u.a. die
Form des facherférmigen Korpers beeintrachtigt, dass die Tiere wahrend des Laufens
kleine Drehungen durchfuhrten (STRAUSS, 2002). Das lasst darauf schlie3en, dass der
facherférmige Korper auch fur einen Rechts-Linksabgleich zwischen den Hemispharen

zustandig ist.

1.4.1.3. Der Ellipsoidkorper

Diese Toroid-formige Zentralkomplex-Untereinheit befindet sich relativ medial im
Fliegengehirn und liegt ventro-rostral zum facherférmigen Kdorper. In der Mitte dieser
Struktur zeigt sich ein durchgangiger Kanal, durch den Axone zentral in den
Ellipsoidkérper hinein ziehen und somit projizieren kénnen. Der Ellipsoidkérper wird
durch GABAerge Groldfeldneurone, so genannte Ringneurone (R-Neurone), gebildet,
welche je nach ihrer Position im Neuropil in die Untergruppen R1 bis R4 (R4m und R4d:
medial und distal) eingeteilt werden (Abb.3) (TOMCHIK & DAvIs, 2008). So beschranken
sich die R1-Neurone lediglich auf den inneren Bereich des Ellipsoidkdrpers und ziehen
von dem Mittelkanal in die innere Peripherie, wohingegen die R2-Neurone ebenfalls von

innen nach aufRen verlaufen, allerdings bis in den AufRRenrand des Ellipsoidkérpers
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hinein. Die R3-Untergruppe ist in der rostralen Region des Neuropils aufzufinden und
R4-Neurone ziehen von auf3en in den inneren Bereich des Ellipsoidkdrpers (HANESCH et
al., 1989; RENN et al., 1999). Intrinsische Kleinfeldneurone wiederum unterteilen den
Ellipsoidkorper in radiale Einheiten. Die Ringneurone des Ellipsoidkdrpers sind unter
anderem essentiell fir die Ausbildung eines rdumlichen Orientierungsgedéachtnisses
(RENN et al., 1999; NEUSER et al., 2008). Des Weiteren sind NMDA-Rezeptoren in
cholinergen R4m-Grof3feldneuronen fiir die Konsolidierung eines olfaktorischen
Langzeitgedachtnisses verantwortlich (Wu et al., 2007). Es wurde aul3erdem mittels
Flugsimulator-Experimenten gezeigt, dass die Ringneurongruppen R2 und R4m im
visuellen Mustergedachtnis eine wichtige Rolle spielen (WANG et al., 2008; PAN et al.,
2009).

Abb.3: Anordnung der Ringneurone

Querschnitt durch den Ellipsoidkorper, Ansicht von

unten (modifiziert nach HANESCH et al., 1989).

1.4.1.4. Die Noduli

Ventral zum facherférmigen und zum Ellipsoidkdrper gelegen befinden sich die paarig
angeordneten kugelférmigen Noduli. Sie bestehen aus konzentrischen Schichten und
sind in einen dorsalen und ventralen Bereich unterteilt. Hinsichtlich seiner Funktion ist
dieses Kkleinste Zentralkomplex-Neuropil noch nicht ausreichend erforscht und
moglicherweise spezifisch fir die Verfolgung bewegter Objekte (FLYBRAIN, 2011;

BAUSENWEIN et al., 1994).

1.4.2. Strukturelle Komponenten und Funktionen der Pilzkdrper

Dieses paarige Neuropil nimmt einen grol3en Anteil am Gesamtvolumen des
Drosophila-Gehirns ein. Die Pilzkorper bestehen aus jeweils ca. 2500 Neuronen,
welche als Kenyon-Zellen bezeichnet werden (DE BELLE & HEISENBERG, 1994; ZARS et
al., 2000). AuBerdem koénnen die Pilzkérper in weitere kleinere Strukturen unterteilt

werden, in die runden Calices, die Pedunculi und die o-/a', B-/3' sowie y-Loben.
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Demnach ziehen sich die Eingadnge (Dendriten) der Kenyon-Zellen durch die Calices,
ihre Ausgange (Axone) verlaufen durch die Pedunculi und spalten sich schlief3lich in die
verschiedenen Loben auf (Abb.4) (HEISENBERG et al., 1985). Die Funktionen der
Pilzkérper bestehen im olfaktorischen Lernen, der Gedéachtnisbildung sowie der
Kontrolle spontaner Laufaktivitaten (ITo et al., 1998; ZARs et al., 2000). Zudem spielen
die Pilzkorper eine wichtige Rolle im Balz- und Entscheidungsverhalten (HALL, 1979;
TANG & GUO, 2001), sowie in der Regulation des Schalfs (Guo et al., 2011).

Ca Abb.4: Pilzkérper-Aufbau
Strukturen der Pilzkorper: Calyx (Ca), Pedunculus
(Pe) und Loben (a-/a”, B-/B° sowie y-) (modifiziert nach
B Pe KAUN et al., 2011).

1.4.3. Die Antennalloben

Durch den Antennalnerv projizieren olfaktorische Rezeptorneurone (ORN) in die
ebenfalls paarig angeordneten Antennalloben. Diese stellen damit die primaren
Verarbeitungszentren olfaktorischer Informationen dar (STOcker et al., 1990) und
bestehen aus 43 verschiedenen Glomeruli, die via Projektions- und lokale Interneurone
miteinander verschaltet sind. Die vorverarbeiteten olfaktorischen Informationen werden
anschlielBend Uber Projektionsneurone in Ubergeordnete Hirnregionen, wie die Calices

der Pilzkdrper und das laterale Horn, weitergeleitet (JEFFERIS et al., 2002).

1.5. Visuelle Orientierung und Laufverhalten bei Drosophila

Adulte Fliegen verwenden raffinierte Mechanismen zur Orientierung in ihrer Umgebung
(SCHONE, 1983). Das zeigt sich nicht nur in Versuchen mit Flugsimulatoren, mittels
derer nachgewiesen wurde, dass Drosophila verschiedene Muster erkennt und diese
Bilder in spezifischen visuellen Regionen abspeichert (DiLL et al., 1993), sondern auch
dadurch, dass die Fruchtfliege in der Lage ist optomotorische Folgereaktionen
durchzufiihren, d.h., visuelle Drehreize wahrzunehmen und selbige durch das eigene
Mitdrehen zu kompensieren (STRAUSS et al., 1997). AuRerdem vermdgen Fliegen ein
raumliches Orientierungsgedachtnis auszubilden (NEUSER et al., 2008). Letzteres
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erreicht sie mittels Pfadintegration, bei welchem der Winkel der Fliege zum jeweiligen
Objekt gespeichert und wieder abgerufen wird. Das Phanomen der Orientierung durch
Pfadintegration konnte bereits an Bienen sowie Ameisen erlautert werden (MULLER &
WEHNER, 1987). Des Weiteren verhalt es sich bei Fruchtfliegen so, dass sie diejenigen
Landmarken bevorzugt anlaufen, welche sich néher beim Tier befinden (SCHUSTER et
al., 2002; MRoONz, 2004). Wildtypische Fliegen laufen hauptséchlich im tripoden Gang,
was bedeutet, dass das Vorder- und Hinterbein der einen Korperseite gleichzeitig mit

dem Mittelbein der anderen Korperseite in die Laufrichtung schwingen.

1.6. Molekulare Mechanismen fir Lernen und Gedéachtnis

Fruchtfliegen sind in der Lage, zu lernen und fir unterschiedliche Aufgaben ein
Gedachtnis zu entwickeln. Diese Fahigkeit ist bei Drosophila derart komplex
ausgebildet, dass mannliche Fliegen z.B. ihr Balzverhalten reduzieren, wenn sie zuvor
mit einem verpaarten Weibchen in eine Kammer positioniert und durch Tritte selbigen
Weibchens zuriickgewiesen wurden (WADDELL & QUINN, 2001a; SIEGEL & HALL, 1979).
Des Weiteren konnen Fliegen durch operante Konditionierung lernen, bestimmte Dufte
mit Bestrafungsreizen zu assoziieren und letztere zu meiden (TuLLY et al., 1994). Mittels
selbiger Experimente konnten TuLLy et al. weiterhin ein mindestens sieben Tage
andauerndes Langzeitgedachtnis nachweisen. Bei Drosophila kénnen auf3erdem ein
uber vier Tage vorhandenes und kalteresistentes Gedachtnis, ein Kurzzeitgedachtnis
von zwei Stunden und ein Mittelzeitgedachtnis, das etwa funf Stunden andauert,
nachgewiesen werden (TuLLy et al., 1994). Operantes Lernen wurde an Drosophila
ebenfalls von PuTz & HEISENBERG (2002) gezeigt, welche einzelne Fruchtfliegen in einer
,Hitze-Box“ zwei unterschiedlich temperierten Seiten aussetzten. Betrat die Fliege eine
zuvor festgelegte Seite der Kammer, so wurde sie mit einem fir sie unangenehmen
Hitzestimulus bestraft. Dadurch lernten die Tiere, die bestrafte Seite zu vermeiden.
Weiterhin kdénnen Fruchtfliegen durch Zuckerbelohnung klassisch auf einen Duft
konditioniert werden (HEISENBERG et al., 1985).

Zur Gedachtnisausbildung sind persistente synaptische Umgestaltungen essentiell,
denen umfangreiche molekulare Vorgange zu Grunde liegen. Fur Drosophila wurden
diese Vorgdnge am Beispiel des olfaktorischen Vermeidungslernens in
Pilzkérperneuronen durch die gleichzeitige Gabe eines Duftreizes und eines

Elektroschocks von WADDELL & QUINN (2001b) beschrieben. Dieses assoziative Lernen
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wird Uber die cAMP-Signaltransduktionskaskade vermittelt. Einerseits gelangt eine
olfaktorische Information Uber Interneurone des Antennoglomerulartrakts (AGT) zu
Neuronen der Pilzkdrper-Calices. Andererseits sind die Axon-Terminalen der Pilzkdrper
durch modulatorische DPM (dorsal-paired-medial)-Neurone innerviert, welche bei
Auftreten eines Elektroschocks die sensorischen Informationen dieser Schocks erhalten
und daher das Neuropeptid AMN ausschitten. Daraufhin bindet ein AMN-Rezeptor-
gekoppeltes G-Protein an die zweifach regulierte Adenylatcyclase, welche fir die
cAMP-Synthese verantwortlich ist. Bindet an dieses Enzym auf3erdem noch Calcium-
Calmodulin, was durch die Aktivitat des Neurons auf den Dufteingang hin aktiviert wird,
befindet sich auch die Adenylatcyclase in ihrem aktiven Zustand. Dadurch wird
Uberdurchschnittlich viel ATP in cAMP umgewandelt, was wiederum zur Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA) fuhrt. Die PKA zerféllt in ihre katalytischen Untereinheiten und
kann somit Substrate phosphorylieren, zu denen auch Transkriptionsfaktoren wie das
CAMP response-element binding protein (CREB) zahlen. CREB sorgt im
phosphorylierten Zustand fur synaptische Verdnderungen, welche schlie3lich zum
Aufbau eines Langzeitgedachtnisses fuhren (WADDELL & QUINN, 2001a; WADDELL &
QUINN, 2001Db).

1.6.1. Lernmutanten bei Drosophila

Es gibt mehrere Lernmutantenstamme, die den cAMP-Signalweg betreffen, von denen
im Folgenden zwei Linien ndher beschrieben werden, rutabaga® (rut') und dunce’
(dnc'). Das Gen rutabaga codiert fir die Ca*-Calmodulin sensitive Adenylylcyclase,
welche die cAMP-Synthese vermittelt (LEvIN, 1992; WADDELL & QUINN, 2001a).
Mutationen im Gen rut verhindern die assoziative Gedachtnisbildung. Entgegen der
naheliegenden Vermutung ist bei der rut'-Mutante die basale cAMP-Konzentration nicht
reduziert, weshalb die Funktion von rut in der Regulation und nicht in der
Aufrechterhaltung der cAMP-Menge liegt (DAvis, 1993). Des Weiteren scheint rut eine
Rolle beziglich der Pilzkorperentwicklung zu spielen, da McGUIRE et al. 2003 von
einem strukturellen Defekt in der Pilzkorperplastizitdt sowie einer Volumenreduktion der
Dendriten berichteten.

Auch dnc'-Fliegen haben Defekte im assoziativen Lernen. Erstmals beschrieben DuDAl
et al. 1976 diese Mutanten, indem sie ein olfaktorisches Lernexperiment durchfiihrten,
bei dem Elektroschocks und Geriiche kombiniert wurden. Wildtypische Fliegen zeigten



1. Einleitung 14

ein Vermeidungsverhalten gegentiiber bestraften Duften, dnc' hingegen nicht. Allerdings
wurde 1993 von DAvis gezeigt, dass dieses anormale Verhalten nicht darauf beruht,
dass dnc' nicht lernen kann, sondern darauf, dass ihr Gedachtnis extrem schnell wieder
zerfallt. Das Gen dnc codiert fur die cAMP-Phosphodiesterase, welche fir den Umbau
von cAMP in 5’AMP verantwortlich ist und damit einen Gegenspieler zur Proteinfunktion
der Adenylylcyclase darstellt, so dass in dnc*-Fliegen die Menge an cAMP stark erhoht
ist (DAvIS & KIGER, 1981). Eine besonders hohe Konzentration der Phosphodiesterase
findet sich in den Pilzkdrpern, die u.a. fur olfaktorisches Lernen zustandig sind
(NIGHORN et al., 1991).

Eine weitere wichtige Lernmutantenlinie, die allerdings nicht den cAMP-Signalweg
beeintrachtigt, ist ignorant (ign). Dieses Gen codiert fur die Protein Kinase S6KIl,
welche mit MAP-Kinasen interagiert und in den Ringneuronen des Ellipsoidkérpers
essentiell ist, um ein raumliches Orientierungsgedachtnis auszubilden (Kim et al., 2006;
NEUSER et al., 2008). ign unterscheidet sich in seinen Auswirkungen auf das Lernen in
Abhangigkeit der jeweilig betroffenen Allele. So zeigt beispielsweise die Nullmutante
ign°®" keine Defizienzen im operanten Lernen, verhalt sich bei der klassischen
Konditionierung allerdings nicht wildtypisch (Putz et al., 2004), wohingegen die
Mutantenlinie ign™, welche einer P-Element-Insertion unterliegt, einen Defekt in der

operanten Konditionierung hat, aber klassisch konditionierbar ist (BREMBS, 2003).

1.7. Das Gen ellipsoid-body-open (ebo)

Das Gen ellipsoid-body-open (ebo) ist X-chromosomal rezessiv, befindet sich in der
Region 1B4 nahe am Telomer des Chromosoms und codiert flr das Protein Exportiné
(Exp6) (pers. Korrespondenz POEcK, 2009), einen Transportrezeptor, der fir den
nukledren Export von Aktin-Profilin-Komplexen in héheren Eukaryoten zustandig ist.
Hauptsachlich interagiert Exp6 mit G-Aktin, d.h. mit Aktinmonomeren, wobei Profilin als
Verstarker der Exp6-Aktivitat wirkt (STUVEN et al., 2003). Es sind verschiedene Allele

1041 678 bOK8263

der ebo-Mutation bekannt, darunter befinden sich ebo™"", ebo”'", e (STRAUSS &

HEISENBERG, 1993) sowie die durch P-Element-Insertion entstandene Mutation ebo®’
(pers. Komm. Poeck, 2009). Bei ebo sind sowohl strukturelle Defekte als auch
Verhaltensdefizite bekannt. Die Stoérung in der Anatomie betrifft den Ellipsoidkérper und
den facherformigen Korper, wobei die Starke der Missbildungen unter den

1041

verschiedenen Allelen variiert. So zeigt ebo sowohl eine mediale Spaltung des
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Ellipsoid- als auch des facherformigen Koérpers, demnach eine starke Auspragung,
ebo"5?®® hingegen héaufig nur eine ventrale Offnung des Ellipsoidkdrpers (STRAUSS &

678 und ebo®Y ahneln sich in ihrem Strukturdefekt, beide Allele

HEISENBERG, 1993). ebo
zeigen einen gespaltenen facherformigen Korper sowie einen nierenférmig deformierten
Ellipsoidkdrper, welcher allerdings auch vollstandig geteilt sein kann.

Die Verhaltensdefizite von ebo sind ebenfalls vielfaltig. Im Buridan'schen Paradigma

KS263

konnte nachgewiesen werden, dass ebo einen signifikanten Abfall bezuglich der

Laufaktivitat tiber die Experimentdauer betrachtet zeigt. Des Weiteren sind bei ebo"S?%,

78 und ebo'®! die horizontale Laufgeschwindigkeit sowie die Geschwindigkeit in

ebo
der negativen Geotaxis im Vergleich zu den wildtypischen Vergleichsstammen
verringert (STRAUSS & HEISENBERG, 1993). Eine weitere wichtige Verhaltensanomalie
zeigt ebo im Detour-Paradigma, denn ebo-defekte Tiere sind nicht in der Lage, ein
Orientierungsgedachtnis auszubilden (NEUsSeErR et al., 2008). Auch die schnelle
Phototaxis ist bei dieser Zentralkomplexmutante beeintrachtigt (STRAUSS & HEISENBERG,
1993) und es bestehen mehrere Phanotypen in der Kontrolle des Flugverhaltens.
Letztere betreffen beispielsweise die optomotorische Antwort. ebo-defekte Tiere
benttigen mehr Zeit zum Wenden als wildtypische Fliegen, wenn die gestreifte
Trommel, in die die Fliege aufgehangt wurde, ihre Rotationsrichtung &ndert. AuRerdem
ist die Dauer der Fixierung einer einzelnen Landmarke bei ebo erniedrigt und die Tiere
fliegen teilweise sogar von diesen weg, was Antifixation genannt wird (ILius et al.,

1994).
1.8. Das Gen gurkenflieger®®

Der Zentralkomplex-Mutantenstamm grf°*! wurde in einem Screen fiir langsam laufende
Fleigen isoliert (STRAUSS, 1995; POECK et al., 2008). Er zeigt Einschnirungen an der
Mittellinie des Ellipsoid- sowie des facherférmigen Korpers. Die Einkerbung des
facherférmigen Korpers verlauft dorsal und die des Ellipsoidkorpers ventral. Zudem
erscheinen die Noduli fragmentiert. Weitere Neuropile sind nicht betroffen (STRAUSS,
2002). grf®! weist zusatzlich zur Gehirnanatomie noch einen weiteren deutlich
sichtbaren Phanotyp auf. Die grf“®'-defekten Tiere strecken ihre Fliigel seitwérts aus,
was ihnen den offiziellen Namen fur das Gen gurkenflieger (grf) eingehandelt hat. Auch
im adulten Verhalten sind Defizite vorhanden, diese betreffen das Laufverhalten.

Fliegen im grf®*-mutanten Hintergrund sind deutlich langsamer und auch weniger
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motiviert zu laufen als wildtypische Fliegen. Zudem bewegen sie sich oft in kleinen

Kreisen, was dadurch bedingt ist, dass bei grf*!

ungewollte Seitenasymmetrien
wahrend des Laufens nicht ausgeglichen werden konnen (STRAuss, 2002). Des

Weiteren weist grf*! kein Orientierungsgedéchtnis auf.

1.9. Zielsetzung

Zwar ist bereits bekannt, dass das Gen ign, welches fir die S6-Kinase Il in den
Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers eine zentrale Rolle bezuglich des visuellen
Orientierungsgedachtnisses bei Drosophila spielt (NEUSER et al., 2008), doch fehlen zur
vollstandigen Aufklarung der molekularen Vorgange dieses wichtigen Verhaltens noch
weitere Bausteine. Daher befasst sich die vorliegende Arbeit mit der Frage, ob bzw.
welche Bedeutung den Genen ebo und grf®*! im Zusammenhang mit den neuronalen
Grundlagen eines Orientierungsgedachtnisses zugeschrieben werden kénnen. Des
Weiteren wird angestrebt, das Gen ebo generell molekular sowie funktionell zu
charakterisieren.

Hierzu wurden vielfaltige Rettungsversuche mittels des UAS/GAL4-Systems in einem
ebo- bzw. grf®®-mutanten Hintergrund durchgefithrt. Zudem wurden genetische
Interaktionsstudien bezulglich des ebo-Gens durchgefihrt. Die Tiere aus den jeweiligen
Kreuzungen wurden in verschiedenen Lauf- respektive Orientierungsparadigmen

getestet und ihre Gehirnstrukturen anschliel3end histologisch untersucht.
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2. Material und Methode

2.1. Fliegenhaltung

Die Fliegenstamme wurden in durchsichtigen Polystyrolrdhrchen mit einer Hohe von
80mm und einem Durchmesser von 35mm aufgezogen. Diese waren mittels
luftdurchlassiger Stopfen verschlossen, die die Kontamination der Zuchtglaser durch
Milben verhindern sollten. Alle Tiere wurden bei einem Hell-/Dunkelrhythmus von
14h/10h, einer Temperatur von 25°C, einer Luftfeuchtigkeit von 60% und auf
Standardmedium, bestehend aus Maisgries, Bierhefe, Agar-Agar, Sojamehl,
Zuckerrubensirup, Malzextrakt, Wasser und Nipagin, gehalten.

Fur das Detour sowie das Buridan'sche Paradigma wurden den 3-5 Tage alten
Versuchstieren am Vortag der Experimente die Fligel auf etwa ein Drittel ihrer
ursprunglichen Lange gekirzt. Das erfolgte unter Kélteanasthesie bei 4° C mittels einer
Iridektomieschere. Des Weiteren wurden, soweit nicht anders angegeben, aufgrund der
Rezessivitat der untersuchten Mutanten ausschlieB3lich Mannchen getestet. 30 bis 60
Minuten vor Versuchsbeginn wurden die Fliegen vom Futterbrei herunter in Glaser mit

feuchtem Filterpapier umgesetzt, um ihre Bewegungsmotivation zu steigern.

2.2. Verwendete Stamme

Als Referenz fir die getesteten Mutanten wurden entweder der Laborwildstamm
Canton-Spezial (C-S), Wildtyp-Berlin (WT-B) oder Oregon-R (O-R) aus der Mainzer
Stammsammlung verwendet. Alle verwendeten Mutationslinien werden in Tab.1 und

Tab.2 zusammengefasst.

Tab.1: Klassische Mutationslinien

Linie Allel Chr. Referenz Herkunft
blistered (sp bs) 2 1 WADDINGTON, 1940 Bloomington
chickadee (chic) 1320 Il COOLEY et al., 1992 Bloomington

ellipsoid body open (ebo) 678 X ILius et al., 1994 Poeck Uni. Mainz
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Eiilr%iaﬁl?cetomiﬁﬁéjEF) NP4610 | Il | Kusano etal., 2001 DGRC
Tab.2: Transgene Mutationslinien
Linie Allel Chr. Referenz Herkunft
Dromyosuppressin Receptor 2. | \\nn5064 | 11l | HEwES & TAGHERT, 2001 | Bloomington
(DmsR-2)
slingshot (ssh) 1-63 i NG & Luo, 2004 Bloomington
twinstar (tsr) N121 Il NG & Luo, 2004 Bloomington
Fmrf Receptor (FR) MBO04659 | Il HEWES & TAGHERT, 2001 | Bloomington
Ran GTPa(ssaAngtngt)ing Protein EP1173 I POWERsféglANETZKY, Bloomington
Myocardin-related transcription A7 Il | SOMOGYI & R@RTH, 2004 | P. Rarth
factor (Mrtf) '
blistered (bs) 1348 Il MARENDA et al., 2004 Bloomington
Tab.3: Transgene UAS-Linien im mutanten Hintergrund
Linie Chr. Herkunft
grf©'-UAS-grf/EM7a X Poeck Universitat Mainz
grf“**-UAS-grf/FM7a;UAS-mCD8:GFP/CyO X;ll Poeck Universitat Mainz
grf®*/FM7a;UAS-mCD8:GFP/CyO Xl Poeck Universitat Mainz
grf©*/FM7a;UAS-grfiCyO X:Il Poeck Universitat Mainz
ebo®"®SD3282"3/FM7a X Poeck Universitat Mainz
ebo®"*/FM7a;;3282"°/TM3,Sb Xl Poeck Universitat Mainz
ebo®/FM7a;3282""/CyO Xl Poeck Universitit Mainz
ebo"****/FM7a;3282""/CyO Xl Poeck Universitat Mainz
ebo®"®SD3282"/FM7a;UAS-mCD8:GFP/CyO Xl Poeck Universitat Mainz
ebo®"®/FM7a;UAS-mCD8:GFP/CyO Xl Poeck Universitat Mainz
ebo®"®SD3282"/FM7a;UAS-3282""/CyO Xl Poeck Universitat Mainz
+/+;;UAS-mCD8:GFP/TM3,Sb 1] Bloomington
+/+;;UAS-ebo-RNAI 1l VDRC
+/+;;UAS-npf-RNAI/UAS-npf-RNAI 1 Bloomington
+/+;UAS-FMRFa-RNAI/UAS-FMRFa-RNAI 1 VDRC
+/+;UAS-Act::GFP Il Bloomington
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+/+;;UAS-bs 1] M. Affolder
Tab.4: Transgene Treiberlinien
Linie Chr. Referenz Expressionsort Herkunft
R3, Pk, Antennalloben,
189Y-GAL4 Il RENN et al., 1999 zwei horizontale Bloomington
Schichten des Fb

198Y-GAL4 IV | MANSEAU et al., 1997 R1 Bloomington

al9-GAL4 [l | PEREANU et al., 2011 R4m J. Simpson
Appl-GAL4 Il Luo & WHITE, 1990 panneural Poeck Uni. Mainz

€c232-GAL4 Il RENN et al., 1999 R3, R4d Bloomington

c305-GAL4 Il | KRASHES et al., 2007 R2,R4d, Pk Bloomington
c42-GAL4 1l RENN et al., 1999 R2, R4m Poeck Uni. Mainz
c547-GAL4 Il RENN et al., 1999 R2, R4d Poeck Uni. Mainz

Cha-GAL4 I K?f:&g;iﬁg%g‘l cholinerg Bloomington
EBL-GAL4 | Il | , 5158338501% R2 Poeck Uni. Mainz
elaé;ﬁzpl- I - panneural Poeck Uni. Mainz

fz(fgﬂfg' Il | PEREANU et al., 2011 R4m, R4d J. Simpson
GAD1-GAL4 1l NG et al., 2002 GABAerg Poeck Uni. Mainz

hsp70-GAL4 i ASHBURNER, 1970 panneural Bloomington
mb247-GAL4 | m | ZARsetal, 2000, Ilzlt()’, r';lljtrtslg:g ggﬁ:gﬁtt ng Poeck Uni. Mainz

PoOECK et al., 2008

Eb

NP2320-GAL4

Liu et al., 2006

kolumnare Neurone des
Fb, laterale Triangel

Poeck Uni. Mainz

Or83b-GAL4

LARSSON et al., 2004

Antennalloben,
olfaktorische
Rezeptorneurone

Poeck Uni. Mainz

Tub-GAL80"

MCcGUIRE et al., 2003

Bloomington

2.3. Verhaltensexperimente

2.3.1. Buridan 'sches Paradigma
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GOTz etablierte 1980 einen Objekt-Fixations-Versuchsaufbau, um die Spontanpraferenz
von Drosophila fir verschiedene Objekte zu analysieren. Das so genannte
Buridan'sche Paradigma wurde spéter von STRAUSS & HEISENBERG (1993) genutzt, um
die Qualitdt sowie die Quantitdt des Laufverhaltens und der Fahigkeit, Objekte zu
fixieren, bei Drosophila zu analysieren. Hierfir werden die Bewegungen einer Fliege
eine definierte Zeit lang mit Hilfe einer Kamera aufgezeichnet und anschlieRend
ausgewertet (BULTHOFF & GOTz, 1982; STRAUSS & HEISENBERG, 1993; MARTIN, 2004).
Das Buridan'sche Paradigma besteht aus einem gleichmalig ausgeleuchteten (3000
cd/m2) weil3en, 16cm hohen Zylinder, in dessen Mitte sich eine runde Laufflache
(Durchmesser: 8,5cm) umgeben von einem 4cm breiten Wassergraben befindet. An der
Innenseite des Zylinders sind zwei sich gegeniuberliegende schwarze Balken
angebracht (Abb.5). Diese unerreichbaren Landmarken von 11° Sichtbreite und 54°
Hohe erscheinen dem Versuchstier aufgrund der negativen Geotaxis von Fruchtfliegen
so attraktiv, dass eine wildtypische Fliege meist stundenlang zwischen ihnen hin- und
herlauft. Fliegen hingegen, die einen strukturellen Defekt im Zentralkomplex besitzen,
weisen ein verandertes Laufverhalten im Buridan'schen Paradigma auf (STRAUSS &
HEISENBERG, 1993). Die uber der Arena montierte Kamera zeichnet fur 15 Minuten
verschiedene Laufparameter auf, welche wiederum per Computer mit einer Frequenz
von 5Hz gespeichert werden, wodurch 4500 Datenpunkte zur Auswertung vorhanden
sind (STRAUSS & PICHLER, 1998).

Bei den aufgezeichneten Daten zur Analyse des Laufverhaltens handelt es sich um die
genauen Laufspuren jeder einzelnen Fliege, sowie folgenden Aktivitatsparametern:

Zurtckgelegte Distanz [cm]
Durchschnittliche Laufgeschwindigkeit [mm/s]
Aktivitat in Bezug zur Gesamtzeit [%0]

Orientierung zur Zielposition [°]

a b~ 0w N e

Anzahl der Ubergéange von einem Balken zum anderen

Der Parameter, welcher die Orientierung der Fliege zu ihrer Zielposition angibt, wird
dadurch ermittelt, dass alle 0,2 Sekunden die Position der Fliege ermittelt wird. Das
Weginkrement zwischen der 0,2 Sekunden vergangenen Position und der momentanen
Position der Fliege wird in Beziehung gesetzt zur Richtung auf den Balken, der mit

diesem Weginkrement der Fliege den kleinsten Winkel bildet. So entstehen Uber die
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gesamte Messdauer fir eine Fliege 4500 Daten, welche mittels des Buridan-
Programms dahingehend ausgewertet werden, dass fur jede Fliege eine Fehlerwinkel-
Haufigkeitsverteilung aufgestellt wird.

Von jedem untersuchten Stamm wurden mindestens zehn Individuen im Buridan schen
Versuchsaufbau getestet. AuRerdem wurden Mutantenlinien alternierend mit einem
wildtypischen Referenzstamm in der Arena untersucht, damit Tageszeit-, Temperatur-
und Luftfeuchtigkeitséanderungen einen moglichst geringen Einfluss auf das Verhalten

der Tiere nahmen.

Abb.5: Schematische Darstellung der Buridan-Arena

Die grine Flache stellt die mit einem Wassergraben umgebene Plattform
I I mit einem Durchmesser von 85mm dar. Links und rechts von dieser sind

die sich gegeniberliegenden stationaren Balken zu sehen. Die

Laufspuren und Aktivitaitsparameter der Versuchstiere werden per

Kamera aufgenommen und als Computerdateien gespeichert.

2.3.2. Detour-Paradigma

Der Versuchsaufbau des Detour-Paradigmas wurde entwickelt, um zu testen, ob
bestimmte Genotypen  von Drosophila  melanogaster  ein raumliches
Orientierungsgedachtnis besitzen. Die Apparatur ist eine LED-Arena bestehend aus
5760 Einzel-LEDs (STrRAusSS et al., 1997). In der Mitte dieser Arena befindet sich eine
runde Laufflache mit einem Durchmesser von 26¢cm, welche ihrerseits durch einen 2cm
breiten Wassergraben begrenzt ist, so dass die Fliege wahrend des Versuchs nicht
davonlaufen kann. Das Detour-Experiment wird in einem abgedunkelten Raum
durchgefuhrt, um so den Kontrast zwischen an- und ausgeschalteten LEDs zu erh6hen
(Abb.6).

Zu Versuchsbeginn stellt der Experimentator mittels eines Computerprogramms zwei
sich gegenuberliegende vertikale schwarze Balken in der LED-Arena dar. Anschliel3end
wird eine Fliege mittig in die Arena platziert. Bevor die Aufzeichnungen beginnen, muss
das Versuchstier zwischen den zwei Balken mindestens einmal hin- und herlaufen,
damit davon ausgegangen werden kann, dass es beide Balken wahrnimmt. Bei
erneuter Uberquerung der Laufflachenmitte verschwinden nun die Balken und es

erscheint eine neue Marke, die sich 90° links bzw. rechts neben dem verschwundenen
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Balken befindet, dessen Richtung die Fliege urspringlich ansteuerte (NEUSER et al.,
2008). Auf diese Weise wird die Fliege von ihrem alten Weg abgelenkt und bewegt sich
auf das neue Objekt zu. Nach ca. einer Sekunde wird diese Ablenkmarke ebenfalls
ausgeschaltet, so dass kein Balken mehr vorhanden und die Arena vollstandig
ausgeleuchtet ist. Die Fliege wird sich daraufhin entscheiden, ob sie sich wieder ihrem
ersten Ziel zuwendet oder einen alternativen Weg wahlt. Ein Ablenkungsdurchlauf ist
abgeschlossen, wenn die Kdrperlangsachse des Versuchstiers um mehr als £15° vom
ablenkenden Balken abweicht. Nachdem das Versuchstier eine Richtung gewahlt hat,
erscheinen erneut zwei sich gegeniberliegenden Balken, so dass eine weitere
Ablenkung erfolgen kann (NEUSER et al., 2008).

Pro Fliege wurden zehn Entscheidungen aufgezeichnet, zudem mussten mindestens
zehn Tiere aus jedem Stamm getestet werden.

Fur die Datenauswertung ist es notwendig zu wissen, dass das Zufallsniveau, in welche
Richtung die Fliege lauft, nicht bei 50% sondern bei 58% liegt (NEUSER et al., 2008). Der
Grund hierfur liegt darin, dass es fur eine Fruchtfliege wahrscheinlicher ist, sich nach
z.B. einer Rechtsdrehung nach links zu bewegen als wieder nach rechts (sog. turn
compensation). Das ist biologisch durchaus sinnvoll, da so die Wahrscheinlichkeit neue
Futterquellen oder auch potentielle Sexualpartner zu finden erhéht wird.

Abb.6: Schematische Darstellung des Detour-Aufbaus

Bei Uberquerung der imaginaren Mittellinie (a) werden die zwei sich gegeniiberliegenden Landmarken
ausgeblendet. Zur selben Zeit erscheint um 90° versetzt eine einzelne Ablenkmarke, der sich das Tier
umgehend zuwendet (b). Daraufhin verschwindet auch diese Landmarke, so dass die Fliege sich

entscheiden muss, ob sie wieder den urspringlich eingeschlagenen oder einen alternativen Weg

verfolgen wird (c).
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2.3.3. Schnelle Phototaxis

Um herauszufinden, ob bzw. wie erfolgreich ein Fliegenstamm auf Licht zulaufen kann,
wurde der Versuchsaufbau der schnellen Phototaxis entwickelt, welcher sich die
Fluchtreaktion auf Licht zu Nutze macht (BENZER, 1967). Dieses Anlaufen zum Licht hin
wird von Fliegen absolviert, um anschlieBend losfliegen zu kdnnen. Demnach zeigen
Tiere, die entweder nicht fliegen kdnnen, oder blind sind, keine schnelle Phototaxis. Der
Versuchsaufbau besteht aus einer durchsichtigen Plexiglas-Réhrchenreihe (Abb.7),
welche in der Mitte gegeneinander verschiebbar ist, einer Stoppuhr sowie einer
Leuchtstoffréhre. Die Experimente werden in einem abgedunkelten Raum durchgefihrt,
so dass die Leuchtstoffrohre als einzige Lichtquelle dient. Zu Beginn einer Messung
werden 20 Fliegen des zu testenden Genotyps in das erste Réhrchen tberfuhrt und
vorsichtig auf den Boden des Ro6hrchens geklopft. Die Rohrchen werden nach
Ubereinanderschieben beider Halften horizontal vor die Lichtquelle positioniert, so dass
die Tiere nun sechs Sekunden Zeit haben, um auf das Licht und damit die andere
Rohrchenhdlfte zu zulaufen. Diese Zeit wurde von STRAUSS & HEISENBERG (1993)
gewahlt, um das Paradigma sensitiv fir die Laufgeschwindigkeit zu machen; BENZER
hatte noch 30 Sekunden pro Réhrchen gegeben. Nach Ablauf der Zeit betétigt man den
Schieber erneut, klopft die Apparatur wieder vorsichtig auf einen Tisch und hat nun auf
zwei Rohrchenbdden eine gewisse Anzahl an Fliegen, je nachdem, wie gut letztere auf
das Licht zuliefen. Diesen Vorgang wiederholt man finf Mal, so dass die Fliegen
theoretisch das sechste und damit letzte Rohrchen erreichen kdnnen. Zuletzt werden
die Tiere, die sich in den verschiedenen Sektoren befinden, unter Kélteanasthesie
ausgezahlt. Pro Genotyp misst man mindestens 100 Tiere.

NN Abb.7: Plexiglas-Rdhrchenreihe der schnellen Phototaxis
= Die beiden Halften der Versuchsapparatur sind gegeneinander
] verschiebbar, so dass z.B. Fliegen aus Roéhrchen Nr. 1 (blau)
problemlos in Réhrchen Nr. 2 (gelb) uberfihrt werden kdnnen
U U (modifiziert nach STRAUSS & HEISENBERG, 1993).

2.4. Histologie
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Um die Gehirnstrukturen der untersuchten Mutationslinien zu analysieren, wurden zwei
verschiedene Madglichkeiten, neuroanatomische Praparate anzufertigen, angewendet.

Diese werden im Folgenden eingehend beschrieben.

2.4.1. Autofluoreszenz-Paraffinschnitte

Diese Methode dient der Herstellung von (durch den Augenfarbstoff bedingten)
Autofluoreszenz-Gehirnschnitten. Auf diese Weise erkennt man prominente Strukturen
wie beispielsweise die Pilzkérper oder den Zentralkomplex, so dass Unterschiede
zwischen wildtypischen und anatomisch veranderten Gehirnen identifizierbar werden.
Es wird die sogenannte Kragenmethode verwendet, bei der bis zu 20 Kdpfe gleichzeitig
untersucht werden kdnnen (HEISENBERG & BOHL, 1979). Die Vorgehensweise dieser
Methode beginnt damit, dass mit einer Dumont-Feinpinzette kaltebetdubte Fliegen am
Flugelansatz gegriffen und am Hals in den Kragen gehangt werden. Nach Anfertigung
eines Kragenprotokolls, welches die Position eines jeden Genotyps im jeweiligen
Kragen festhalt, wird der vollstéandig aufgeflllte Kragen vier Stunden lang in Carnoy-
Losung (99,8%iges Ethanol, 99,8%iges Chloroform, 90%iges Eisessig im Verhéltnis
6:3:1) fixiert. AnschlieBend setzt man den Kragen zweimal fur je 30 Minuten in
99,8%igem Ethanol, eine Stunde lang in Ethanol trocken und zuletzt in Methylbenzoat
um. Die Fixierung in Methylbenzoat muss mindestens Uber Nacht erfolgen. Diese
Fixierungsablaufe dienen dem Entwassern der Praparate sowie der Denaturierung von
Proteinen und Nukleinsauren (http://histologycourse.com/Tissue%20Fixation-
Lecture%2012.pdf;6.1.2012;14:10h).

Nach der Lagerung in Methylbenzoat werden die Préparate flr eine Stunde bei 64°C in
einem 1:1-Methylbenzoat-Paraffin-Gemisch aufbewahrt, um anschlieend bei
gleichbleibender Temperatur acht Mal fur je 20 Minuten in reines Paraffin Uberfihrt zu
werden. Zuletzt dbergiet man die in einer Silikonform befindlichen Kragen mit
flussigem Paraffin, so dass Blocke entstehen, welche nach Aushartung mit einem
Mikrotom in 7um dinne Schichten in frontaler Ausrichtung geschnitten werden. Die
Hirnschnitte befinden sich nun in einem Paraffinband und kénnen daher auf einen mit
Eiwei3glycerin beschichteten Objekttrager Uberfihrt werden. Nach einer einstiindigen

Entparaffinierung per Xylol deckelt man die Objekttrager schlief3lich mittels Entellan ein.
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2.4.2. Immunhistochemische Paraffinschnitte

Diese Methode ermoglicht durch Verwendung zweier Antikbrper und einem Avidin-
Biotin-Komplex (ABC) die explizite Anfarbung spezifischer Bereiche im Fliegengehirn.
Die Herstellung der Paraffinblocke erfolgt wie in Abschnitt 2.4.1. beschrieben. Nach
Entparaffinierung der  Objekttrager erfolgen jedoch im Gegensatz zu
Autofluoreszenzpraparaten Waschschritte fur je drei Minuten bei Raumtemperatur in
funf verschiedenen Ethanolldsungen mit den absteigenden Konzentrationen von 99%,
96%, 90%, 80% sowie 70%. Nach weiterer dreimindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur in destilliertem Wasser sowie in PBS erfolgen Uberschichtungen der
Praparate mit Pferdeserum-PBT (Phosphate buffered saline + Triton X-11, 0,1%ig;
Pferdeserum der Firma Vector Laboratories, 4%) und anschlieRend eine Uber-Nacht-
Inkubation mit dem jeweiligen primaren Antikdrper (1:200). Am darauffolgenden Tag
werden nach mehreren Waschschritten mit 0,1%igem PBT der zweite Antikorper
(1:200) sowie die Vectastain ABC-Reagenz aufgetragen. Zuletzt farbt man bei
Raumtemperatur die behandelten Praparate mit DAB-Urea-Wasserstoffperoxid (jeweils
eine DAB- und eine Urea-Wasserstoffperoxid-Tablette der Firma Sigma in 2mL
destilliertem Wasser), stoppt dieses nach funf Minuten mittels 0,5%igem Glutaraldehyd-
PBS-Gemischs und deckelt die mit Wasser benetzten Préaparate in Glycergel der Firma
Merck ein. Das Prinzip dieser Antikorperfarbung besteht darin, dass der primare
Antikdrper an das jeweilige Protein, welches dargestellt werden soll, bindet. An diesen
Antikdrper wiederum bindet spezifisch der sekundare Antikdrper, welcher seinerseits
mit dem Avidin-Biotin-Komplex gekoppelt ist. Letzterer wird durch DAB-Urea-
Wasserstoffperoxid braunlich angefarbt.

Zur mikroskopischen Auswertung wurden das UV-Lichtmikroskop BX50 der Firma
Olympus sowie das UV-Lichtmikroskop Axioplan der Firma Zeiss verwendet. Um
interessante Ergebnisse zu dokumentieren, wurden digitale Photos mittels des
Programms Motic Images Plus 2.0 erstellt und in den Anwendungen Adobe Photoshop

CS5 sowie Corel Draw X4 weiterbearbeitet.

2.4.3. Speicheldrisenpraparation an Drosophila-Larven

Zur Praparation von larvalen Speicheldrisen werden Larven des dritten Stadiums

verwendet und in eiskaltem PBS mittels zweier Dumont-Feinpinzetten bearbeitet. Eine
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Pinzette greift die Mundhaken, die andere setzt in der Korpermitte an und mit einem
ruckartigen Auseinanderziehen trennt man schlief3lich den anterioren Bereich, an dem
die Speicheldrisen hangen, vom Rest des Korpers. Nun werden die Speicheldrisen frei
prapariert, bis kein anderes Gewebe wie mehr zu sehen ist. AnschlieRend werden die
Speicheldrisen fur 15 Minuten bei 4°C auf einem Schittler in  4%-igem
Paraformaldehyd-PBS-Gemisch fixiert. Nach zwei funfminutigen Waschschritten mit
PBS sowie vier zehnmintten Waschschritten mit 0,3%-igem PBT werden die Praparate
in Glycergel sowie DAPI, was selektiv an doppelstrangige DNA bindet und dadurch blau
fluoreszierende Komplexe bildet, eingedeckelt und zuletzt gekuhlt aufbewahrt. Die
Praparate wurden sowohl mittels eines UV-Lichtmikroskops Axioplan der Firma Zeiss
als auch eines konfokalen SP5 Mikroskops der Firma Leica sowie der dazugehorigen

Software LAS AF Lite ausgewertet.

2.4.4. Praparation und immunhistochemische Farbung von Ganzpréparaten
adulter Drosophila-Gehirne

Das Freilegen eines adulten Gehirns von Drosophila erfolgt bis zur ersten Fixierung
nach demselben Protokoll wie in 2.4.3., lediglich das zu entfernende Gewebe
unterscheidet sich. In eiskaltem PBS werden der Russel, die Luftsacke sowie die
Kopfkapsel entfernt. Anschlielend befreit man das Gehirn von samtlichen aul3en
befindlichen Tracheen, so dass es mittels 4%-igem Paraformaldehyd-PBS-Gemisch fur
vier Stunden bei 4°C fixiert werden kann. Die darauffolgenden Waschschritte in 0,5%-
igem PBT erfolgen bei Raumtemperatur. Zunéchst wird das Gewebe zwei Mal fur je funf
Minuten, dann drei Mal fir je 30 Minuten gewaschen. Da eine Antikérper-bedingte
Farbung des Gewebes durchgefihrt wird, muss nun ebenfalls bei Raumtemperatur fur
eine Stunde das so genannte Blocken mittels eines Pferdeserum-PBT-Gemischs
stattfinden. Dieses soll eine unspezifische Proteinbindung der nachzuweisenden
Antikorper im Praparat verhindern. Anschliel3end wird der jeweilge priméare Antikorper in
seiner individuellen Verdinnung (in diesem Fall 1:2000) zusammen mit 4%-igem
Pferdeserum-PBT-Gemisch fir 72 Stunden bei 4°C auf das Gewebe gegeben. Nach
dieser Inkubation wird erneut bei Raumtemperatur und mittels 0,5%-igen PBT
gewaschen. Hierbei handelt es sich um zwei Mal finf und sechs Mal 20 Minuten.
Daraufhin wird das Gewebe mit dem sekundaren Antikorper (in diesem Fall 1:2000) in

einem 4%-igen Pferdeserum-PBT-Gemisch fir 48 Stunden bei 4°C inkubiert. Zuletzt
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erfolgen dieselben Waschschritte wie nach der Inkubation des priméaren AntikGrpers mit
dem Unterschied, dass zusatzlich zwei Mal fur funf Minuten in PBS gewaschen wird,
bevor die einzelnen Gehirne auf Objekttrager mit Abstandshaltern Ubertragen und
eingedeckelt werden. Die Fixierung erfolgt durch Glycergel. Ganzpraparate werden
mittels eines konfokalen SP5 Mikroskops der Firma Leica sowie der dazugehorigen

Software LAS AF Lite ausgewertet.
2.4.5. Antikorper und deren Konzentrationen sowie Standardldsungen
Die Bezeichnungen der verwendeten Antikérper sowie deren Konzentration werden in

Tab.5a zusammengefasst. Tab.5b erlautert die Zusammensetzung der verwendeten

Standardldsungen.

Tab.5a: Konzentrationen verwendeter primérer sowie sekundérer Antikorper

Primarer Antikdrper Sekundarer Antikdrper
Konzentration Anti-GFP (_rabbit IgG) der Firma Vecta_stz_;lin Anti-Rabbit IgG
Invitrogen; 1:200 biotinylated; 1:200
Anti-pro-FMRFa (rabbit IgG); Alexa Fluor 488 (rabbit IgG)
1:2000 der Firma Invitrogen; 1:2000
Anti-fasciclinll (mouse 1gG); Cy3 (mouse IgG) der Firma
1:100 Dianova; 1:2000

Tab.5b: Zusammensetzung der Standardlésungen

Loésung Zusammensetzung
3,89/500mL NacCl
PBS (pH 7,4) 0,625g/500mL Na,HPO4*H,O

0,207g9/500mL NaH,PO4*H,0O
5mL einer 10%igen Triton X-11
PBT 0,1% (Merck)-Stammlésung-ddH,0 in
500mL PBS

2.5. Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels der Computerprogramme Sigma
Plot 11.0 und Statistica 8.0. Als Test auf Normalverteilung wurden der KOLGOMOROV-
SMIRNOV-Test oder der SHAPIRO-WILK-Test mit einem Signifikanzniveau von o = 0,05

gewahlt. Der STUDENT‘'SCHE t-Test wurde angewendet, um bei normalverteilten Daten
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statistisch signifikante Unterschiede festzustellen. Bei nicht-normalverteilten Daten
wurden der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test bzw. der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die
Wahl des Tests hing davon ab, ob die Daten, welche miteinander verglichen wurden,
am selben Tag alternierend zueinander erhoben wurden oder nicht. Handelte es sich
um Datensatze, die zur selben Zeit entstanden und nicht normalverteilt waren, wurde
der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test angewendet. Andernfalls musste der Kruskal-Wallis-
Test die Stichproben miteinander vergleichen. Dieser Test stellt eine nichtparametrische
Alternative zur einfaktoriellen ANOVA, welche bei normalverteilten Daten verwendet
wird, dar, basiert daher auf Medianen und berechnet Post-hoc-Wahrscheinlichkeiten fur
einen zweiseitigen Signifikanztest (angegeben als p-Werte). D.h., dass durch den
Kruskal-Wallis-Test die Berechnung multipler Vergleiche der mittleren Réange fir jedes
Paar von Gruppen bereits post-hoc korrigiert wird.

Um die erhobenen Datenséatze aus den Detour-Experimenten gegen das Zufallsniveau
von 58% zu testen, wurden etweder der One-Sample-t-Test oder der Sign-Test
angewandt. Die Signifikanzdarstellung in den nicht-parametrischen Median-Graphiken
erfolgte mittels Sternchen (signifikant p < 0,05 = *; hoch signifikant p < 0,01 = **; hdchst
signifikant p < 0,001 = ***, nicht signifikant p = 0,05 = n.s.).

Jeder angewandte statistische Test samt aller notwendigen Angaben sowie der p-Werte
findet sich im Anhang 10.3.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Gehirnstrukturmutante gurkenflieger®**

3.1.1. Verhalten im Buridan'schen Paradigma

Wie in Abschnitt 2.3.1. bereits erlautert wurde, dient das Buridan sche Paradigma
standardmalig der Laufanalyse einer Fliege Uber 15 Minuten. Die Parameter ,Anzahl
der Ubergange zwischen zwei Balken®, ,zuruckgelegte Distanz®,
,Durchschnittsgeschwindigkeit‘ sowie ,Durchschnittsaktivitat® werden mittels einer nicht-
parametrischen Median-Graphik dargestellt. Diese Art der Darstellung wird deshalb
gewahlt, weil einerseits nicht alle Daten innerhalb einer Graphik normalverteilt sind,
aber alle Abbildungen miteinander vergleichbar sein sollen, und eine mediane
Abbildung andererseits eine weitaus breitere Aussage Uber die Verteilung der Daten
bietet. Die Testergebnisse der Normalverteilung sowie die Ergebnisse aller Ubrigen
angewandten statistischen Tests sind im Anhang zu finden. Bei der Median-Graphik
zeigen die Boxen die 25%- und 75%-Quartile der Verteilung und die Fehlerbalken die
5%-95%-Quantile an. Ausreil3er werden als Einzelpunkte dargestellt. Dieses Paradigma
liefert weiterhin Informationen Uber die Qualitat der Orientierung zum jeweils
angelaufenen Balken sowie die individuellen Laufspuren der getesteten Fliegen.

fC3l

3.1.1.1. Laufverhaltensanalyse und Rettungsversuche im grf~“"-mutanten

Hintergrund

Fliegen der Strukturmutante grf**

zeigen ein signifikant schlechteres Laufverhalten als
intakte Fliegen ihres wildtypischen Hintergrunds WT-B (Thran, 2008). lhre
durchschnittliche Geschwindigkeit sowie Aktivitat sind mit einem Median von 6mm/s
und 25% der Gesamtzeit im Paradigma stark reduziert im Vergleich zu ihrem
genetischen Hintergrund WT-B, so dass dementsprechend auch die Anzahl an

Ubergangen zwischen den beiden Landmarken und die insgesamt zuriickgelegte
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Distanz in der Buridan-Arena bei grf“*!

geringer sind. Aufgrund dieser Erkenntnisse
wurden mittels des UAS/GAL4-Systems Rettungsversuche im grf®**-mutanten
Hintergrund durchgefihrt. Hierzu wurden die panneurale Treiberlinie elav+Appl-GAL4
sowie NP2320-GAL4 verwendet; letztere treibt die Expression des jeweiligen Gens in
den kolumnaren Neuronen des facherformigen Koérpers sowie in den lateralen
Triangeln. Der Laufparameter-Phanotyp konnte bei der UAS-Linie grf**-UAS-grf/Y;+/+
(heterozygot fir WT-B) nicht in dem Ausmal’ wiedergefunden werden, wie er bei der
Strukturmutante grf®*! aufgetreten war, was allerdings erst nach Beendigung des
Experiments festgestellt werden konnte, so dass eine Rettung mittels elav+Appl-GAL4

nicht mehr n6tig gewesen wére (Abb.8).
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Abb.8: Laufverhaltensanalyse im Buridan'schen Paradigma

a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; die Boxen zeigen die 25%- und 75%-Quartile der
Verteilung, die Fehlerbalken geben die 5%-95%- Quantile an, N= 12 fur alle Gruppen, t-Test fir
ungepaarte Stichproben, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test. Samtliche angewandte statistische Tests fir

alle Teilabbildungen sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.Al.

c31
f

a Die Anzahl der Ubergange ist zwischen grf~~"-UAS-grf/Y;+/+ und X/Y;+/+;elav+Appl/+ nicht signifikant

verschieden (p= 0,473), zwischen grfC31-UAS—grf/Y;+/+ und grfC31—UAS—grf/Y;+/+;eIav+AppI/+ jedoch
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hoch signifikant unterschiedlich (p= 0,006). Auch die Daten von grfC?’1

-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ und
XIY;+/+;elav+Appl/+ unterscheiden sich hoch signifikant voneinander (p= 0,009).

b Die Distanz ist nicht signifikant unterschiedlich zwischen grfcsl-UAS-grf/Y;+/+ und X/Y;+/+;elav+Appl/+
(p= 0,405), doch grf<®'-UAS-grf/Y;+/+ lauft héchst signifikant mehr als grf~>-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+

(p< 0,001). grf<*!

0,001).

-UAS-grflY;+/+;elav+Appl/+ ist hoch signifikant anders als X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p=

¢ Die Geschwindigkeit von grfC31-UAS-grf/Y;+/+ unterscheidet sich statistisch nicht von der bei

XIY;+/+;elav+Appl/+ (p= 0,285). Es gibt aber einen hoch signifikanten Unterschied zwischen grfC31-UAS-

fC31

grf/Y;+/+;elav+Appl/+ und gr -UAS-grf/Y;+/+ (p= 0,007) und einen signifikanten Unterschied zu

XIY;+/+;elav+Appl/+ (p= 0,011).

d Die Aktivitat von grf<3!

-UAS-grf/Y;+/+ ist nicht verschieden zu der von X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p= 0,518).
Doch grfC31-UAS-grf/Y;+/+;e|av+AppI/+ hat eine signifikant geringere Aktivitat als grfcsl-UAS-grf/Y;+/+

(p=10,012) und als X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p= 0,024).
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Abb.9: Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma

Der Wert des mittleren medianen Fehlerwinkels flr grfcsl-UAS-grf/Y;+/+ betragt 22°, fur grfC31-UAS-
grf/Y;+/+;elav+Appl/+ 21° und fur X/Y;+/+;elav+Appl/+ 18° (Experiment wie fir Abb.8; N= 12 fur alle
Gruppen, t-Test fir ungepaarte Stichproben, bei allen drei Tests p> 0,05, Mittelwertdarstellung und
Standardabweichung. Sémtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3.

Tab.A2.).
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Abb.10: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung im Buridan'schen Paradigma

Es ist deutlich zu erkennen, dass bei allen drei Kreuzungen das Maximum der Orientierung bei ca. 0°
liegt. Die Haufigkeit des Objektanlaufens mit einem Fehlerwinkel von 0° betragt bei grfCSl—UAS-grf/Y;+/+
8%, bei X/Y;+/+;elav+Appl/+ ca. 9% und bei grfC31—UAS—grf/Y;+/+;e|av+AppI/+ ca. 11% (Experiment wie
fur Abb.8; N= 12 fir alle Gruppen, Mittelwertdarstellung).

Die Anzahl der Ubergange, die Distanz, die Laufgeschwindigkeit sowie die Aktivitat sind
bei grf©*'-UAS-grf/Y;+/+ nicht signifikant verschieden zu selbigen Parametern der GAL4-
Kontrolle X/Y;+/+;elav+Appl/+. Interessanterweise sieht man jedoch in Abb.8, dass
Tiere mit dem Genotyp grfc*-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ eine signifikante
Verschlechterung aller Laufleistungen im Buridan'schen Paradigma aufweisen. Diese
Tiere unterscheiden sich in jedem Laufparameter signifikant bis hdchst signifikant
sowohl von der UAS- als auch von der GAL4-Kontrollkreuzung.

Zusatzlich zu den Laufparametern wurde ebenfalls die Orientierung der Fliege zum
angelaufenen Balken bei allen getesteten Kreuzungen betrachtet, obwohl der mittlere
mediane Fehlerwinkel bei grf®*! wildtypisch ist (Thran, 2008). Dieser Fehler in der
Orientierung wird zuné&chst betragsmallig fir die Verteilung jeder einzelnen Fliege als
Median ermittelt und anschlieend zu einer mittleren Verteilung des getesteten
Genotyps errechnet. Auch nach der Untersuchung von grf<®-UAS-grf/Y;+/+
(heterozygot fir WT-B), X/Y;+/+elav+Appl/+ und grf®-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+
waren keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Fehlerwinkels zu verzeichnen
(Abb.9 und 10).

Nachdem beim ersten panneuralen Rettungsversuch festgestellt wurde, dass die

verwendete grf“**-UAS-grf-Linie keine Defekte in den Buridan'schen Laufparametern
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zeigte, wurde erneut ein Rettungsexperiment angesetzt. Bei diesem wurde nun eine
andere grf®*-UAS-grf-Linie genutzt, die zusatzlich ein UAS-mCD8:GFP-Konstrukt auf
dem zweiten Chromosom enthielt, um nach den Versuchen mittels Antikérperfarbung
die Tiere histologisch zu untersuchen (s. 3.1.1.3.). AuRerdem wurde diese UAS-Linie im
grf©®'-mutanten Hintergrund mit einer GAL4-Linie gekreuzt, um so bei den zu testenden
Fliegen einen doppelt-heterozygoten Zustand zu erschaffen, welcher auch bei den
Tieren aus der Rettungskreuzung vorherrschte. Fur diese Kreuzung wurde Or83b-GAL4
verwendet, welche nur in den Antennalloben und olfaktorischen Rezeptorneuronen
treibt und somit keine Rettung des grf>**-mutanten Laufverhaltens bewirken sollte. Als
GAL4-Linie zur Rettung des Verhaltensphanotyps wurde NP2320-GAL4 ausgewahlt, da
diese Linie ein wesentlich kleineres Expressionsmuster als elav+Appl-GAL4 aufweist
(s.0.). Abb.15 zeigt, dass der Verhaltensphanotyp von grf®*! zumindest bezuglich der
Laufdistanz sowie der Aktivitat bei grf°*'-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ wieder
gefunden werden konnte. Die zuriickgelegte Distanz ist mit 539cm hoch signifikant
geringer als bei der Kontrolle X/Y;NP2320/+;0r83b/+ mit 790cm. Die Aktivitdt betragt
bei der UAS-Linien-Kontrolle 29% im Gegensatz zu wildtypischen 54% bei
XIY;NP2320/+;0r83b/+, was einen hochst signifikanten Unterschied darstellt. Die
anderen Parameter wie Anzahl der Uberquerungen und durchschnittliche
Laufgeschwindigkeit sind zwischen den beiden Kreuzungen nicht signifikant

verschieden voneinander.
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Abb.11: Laufverhaltensanalyse im Buridan'schen Paradigma
a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 12 fur alle Gruppen, t-Test
far ungepaarte Stichproben, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test. Samtliche angewandte statistische Tests flr

alle Teilabbildungen sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A3.

fC31

a Die Uberquerungsanzahl ist nicht signifikant unterschiedlich zwischen Qrf~""-UAS-grf/Y;UAS-

mCD8:GFP/+;0r83b/+ und X/Y;NP2320/+;0r83b/+ (p= 0,795), jedoch jeweils hochst signifikant
verschieden zwischen  C31-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ und grfC31—UAS—grf/Y;UAS-

mCD8:GFP/NP2320 (p< 0,001) sowie zwischen grfCSl-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 und
XIY;NP2320/+;0r83b/+ (p< 0,001).

fC31

b Die Laufdistanz von gr -UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ ist hoch signifikant niedriger als die

von X/Y;NP2320/+;0r83b/+ (p= 0,002) und hdchst signifikant geringer als bei grfC31-UAS-grf/Y;UAS-
mCD8:GFP/NP2320 (p< 0,001). Der Unterschied bezilglich der Distanz ist ebenfalls héchst signifikant

verschieden zwischen grf“**-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/INP2320 und X/Y;NP2320/+;0r83b/+ (p<
0,001).
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fC3l

c gr-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ lauft durchschnittlich hdchst signifikant schneller als

grfC31
XIY;NP2320/+;0r83b/+ (p= 0,751). Die Laufgeschwindigkeit von  QgIT—~"-UAS-grf/Y;UAS-
mCD8:GFP/NP2320 ist héchst signifikant erniedrigt im Vergleich zu X/Y;NP2320/+;0r83b/+ (p< 0,001).

d Die Aktivitat betreffend unterscheidet sich X/Y;NP2320/+;0r83b/+ sowohl zu grf“*!-UAS-grf/Y;UAS-
fCSl

-UAS-grf/lY;UAS-mCD8:GFP/NP2320 (p< 0,001), aber nicht signifikant verschieden zu
£C31

mCD8:GFP/NP2320 als auch zu grt—"-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ hochst signifikant (p<

0,001). Der Unterschied bezuglich der Aktivitat zwischen grfc31

fC3l

-UAS-grflY;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+

und gIt—"-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 ist hoch signifikant (p= 0,007).

Bezlglich des Versuchs der Phéanotyprettung mittels NP2320-GAL4 ist erneut
festzustellen, dass bei allen vier Parametern ahnlich den Ergebnissen von grf©**-UAS-
grf/Y;+/+;elav+Appl/+ eine deutliche Verschlechterung zu verzeichnen ist (Abb.11). Die
Anzahl der Ubergéange ist bei grf®*!-UAS-grf/Y;NP2320/UAS-mCD8:GFP sowohl zu
grf©®-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ als auch zu X/Y;NP2320/+;0r83b/+ hochst
signifikant geringer. Bei der insgesamt zurlckgelegten Laufdistanz sowie der
durchschnittlichen Geschwindigkeit verhélt es sich genauso wie bei der Anzahl der
Ubergange. Die Aktivitat ist bei grf“**-UAS-grf/Y;NP2320/UAS-mCD8:GFP signifikant
geringer als bei grf®*!-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ und hdchst signifikant
niedriger als bei X/Y;NP2320/+;0r83b/+.

Die Orientierung der getesteten Tiere betreffend fallt auf, dass grf<*'-UAS-grf/Y;UAS-
mCD8:GFP/+;0r83b/+ mit 17° den kleinsten mittleren medianen Fehlerwinkel aller drei
Kreuzungen aufweist, die Tiere sich also sehr gut auf die Landmarken ausrichten
kénnen. Dieser Fehlerwinkel unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von den 22° bei
grf<®-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320. Die Kontrollkreuzung der GAL4-Linie
hingegen hat einen mittleren medianen Fehlerwinkel von 27° und somit eine signifikant
schlechtere Orientierung als grf®**-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 Tiere und eine
hoch signifikant schlechtere als grf“*-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+:0r83b/+ Tiere
(Abb.12). D.h., dass die GAL4-Linie per se die schlechteste Orientierung bezuglich des

Objektanlaufs bei den angesetzten Kreuzungen zeigt, was auch in Abb.13 sichtbar wird.
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Abb.12: Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma

Die mittleren medianen Fehlerwinkel von grfC31-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;Or83b/+ und grfcgl-UAS-
grflY;UAS-mCD8:GFP/NP2320 unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p= 0,078). Zwischen
grfC3l

(p= 0,045) sowie zwischen gr

-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 und X/Y;NP2320/+;0r83b/+ besteht jedoch ein signifikanter

O3 UAS-grf/Y:UAS-mCD8:GFP/+:0r83b/+ und X/Y:NP2320/+:0r83b/+ ein

hoch signifikanter Unterschied (p= 0,001) (Experiment wie fur Abb.11; N= 12 fur alle Gruppen, t-Test fur
ungepaarte Stichproben, Mittelwertdarstellung und Standardabweichung. Samtliche angewandte

statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A4).

14 gric¥-UAS-grY ; UAS-mCD8:GFP/+0r83b/+
gre-UAS-grfY ; UAS-mCD8:GFP/NP2320
XIY:NP2320/+;0r83b/+

Frequency [%]
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Abb.13: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung
Alle Genotypen haben ihr Maximum bei einem Fehlerwinkel von ca. 0°, dennoch sind Unterschiede in

den Verteilungen vorhanden. Die Haufigkeit, ein Objekt perfekt anzulaufen, ist bei grfC?’l-UAS-grf/Y;UAS-

MCD8:GFP/+;0r83b/+ mit 12% am héchsten und bei grf©*!-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 mit 8%
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immer noch im wildtypischen Bereich. Die Verteilung der Fehlerwinkel-Wahlhaufigkeiten von
XIY;NP2320/+;0r83b/+ ist hingegen wesentlich flacher und zeigt sein Maximum bei 0° mit nur ca. 5,3%
(Experiment wie fir Abb.11; N= 12 fiir alle Gruppen, Mittelwertdarstellung).

3.1.2. Ergebnisse des Detour-Paradigmas

Die Ergebnisse des Detour-Experiments werden ebenso wie die Laufparameter des
Buridan'schen Paradigmas als nicht-parametrische Median-Darstellungen mit
Fehlerbalken und Ausreil3erdaten vorgestellt. Die Konventionen, welche fir die Boxen,
Fehlerbalken und Ausreil3er gelten, sind dieselben wie in 3.1.1. beschrieben. Abb.14
und 15 zeigen die Entscheidungen der getesteten Fliegen fir die zuerst eingeschlagene
Richtung vor der Ablenkung in eine neue Richtung in Prozent (positive choice). Das
Zufallsniveau der Richtungswahl ist als gestrichelte Linie bei 58% eingetragen (nach
einer Rechtswendung folgt haufiger eine Linkswendung und umgekehrt), so dass die
statistischen Unterschiede zwischen dem Median des jeweilig getesteten Genotyps und
dem Zufallsniveau in der Graphik dargestellt werden kénnen.

.I:C31

3.1.2.1. Orientierungsgedachtnis und Rettungsversuche im grf~*"-mutanten

Hintergrund

Zunachst wurde eine panneurale Rettungskreuzung samt ihrer Kontrollen getestet, die

im  grf<®

Negativkontrolle der UAS-Linie grf®*!-UAS-grflY (WT-B) unterscheidet sich mit 55%

-mutanten Hintergrund mit elav+Appl-GAL4 getrieben wurde. Die

Ruckkehr zum ersten Zielobjekt beztiglich ihrer Orientierungswahl nicht signifikant vom
Zufallsniveau (Abb.14), Dbesitzt demnach kein Orientierungsgedachtnis. Die
Positivkontrolle der GAL4-Linie X/Y;+/+elav+Appl/+ lauft zu 80% auf den
urspringlichen Weg zurick und unterscheidet sich hoch signifikant vom Zufallsniveau.
Der Genotyp des Rettungsversuchs grf®*'-UAS-grf/Y:+/+:elav+Appl/+ zeigt zwar nur
einen Median von 60%, verhalt sich aber dennoch signifikant verschieden zum
Zufallsniveau und zur Negativkontrolle (Abb.14). D.h., mittels der panneuralen
Expression von wildtypischen grf“®* konnte das Orientierungsgedéchtnis im grf“*!-

mutanten Hintergrund zumindest zum Teil wieder hergestellt werden.
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Abb.14: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 12 fur alle Gruppen, One-

Sample-t-Test, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test, t-Test. Samtliche angewandte statistische Tests sowie

deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.Ab.

fo3L.UAS-grf/Y liegt mit 55% auf dem Zufallsniveau (p= 0,188). grf°*'-UAS-

Die Negativkontrolle gr
grf/y;+/+,elav+Appl/+ unterscheidet sich knapp signifikant vom Zufallsniveau (p= 0,047) und
X/Y;+/+;elav+Appl/+ ist hoch signifikant verschieden zum Zufall (p= 0,001). Die Rettungskreuzung grfC31-
UAS-grf/Y;+/+,elav+Appl/+ verhalt sich héchst signifikant schlechter als X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p< 0,001)

und signifikant besser als grf<®*

-UAS-grf/y (p=0,021).

Nach der panneuralen Rettung des Detour-Phanotyps wurde die gewebespezifischere
GAL4-Linie NP2320-GAL4 eingesetzt, welche in den kolumnaren Neuronen des
facherféormigen Korpers sowie den lateralen Triangeln Expression treibt (Abb.17). Bei
diesem Experiment unterschied sich die Negativkontrolle grf<®Y/Y;UAS-grf/+
(heterozygot fir WT-B) mit 60% ebenfalls nicht signifikant vom Zufallsniveau. Die
Kontrolle der GAL4-Linie X/Y;NP2320/+ (heterozygot fur WT-B) zeigte einen Median
von 70%, unterschied sich allerdings signifikant vom Zufallsniveau (Abb.15). Der
Genotyp grf©®/Y;UAS-grf/NP2320, welcher im grf®*'-mutanten Hintergrund sowohl die
UAS-Sequenz als auch das GAL4-Konstrukt enthélt, zeigte einen Median von 80%, was
eine deutliche Rettung des Orientierungsgedachtnisses beweist. Dieses Ergebnis ist

hoch signifikant verschieden zum Zufallsniveau.
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Abb.15: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=11 fir alle Gruppen, One-

Sample-t-Test, t-Test. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3.
Tab.A6.

Die Negativkontrolle grfC31/Y;UAS-grf/+ (heterozygot fir WT-B) sowie die Positivkontrolle X/Y;NP2320/+
(heterozygot fir WT-B) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p= 0,176). grfC31/Y;UAS-grf/+
verhalt sich nicht signifikant verschieden zum Zufallsniveau (p= 0,710), X/Y;NP2320/+ hingegen
signifikant verschieden (p= 0,033). grfC3l/Y;UAS-grf/NP2320 ist hoch signifikant verschieden zum Zufall
(p= 0,007), nicht unterschiedlich zu X/Y;NP2320/+ (p= 0,448) und signifikant verschieden zu
grf<®Y/v;UAS-grf/+ (p= 0,047).

Die Kreuzungsexperimente im grf“!

-mutanten Hintergrund mit elav+Appl- und NP2320-
GAL4 machten nur von der Gewebespezifitdt des UAS/GAL4-Systems Gebrauch,
weshalb noch weitere Untersuchungen im Detour-Paradigma erfolgten. Diese befassten
sich mit der zeitlichen Komponente der Genexpression, weshalb die zum Heat-Shock-
System gehdrende hsp70-GAL4-Linie verwendet wurde. Mittels hsp70-GAL4 wird das

nachgeschaltete Gen, hier grf®!

, ab 25°C exprimiert, jedoch nicht bei Temperaturen bis
18°C. Auf diese Weise wurde untersucht, ob grf®®* beziiglich des raumlichen
Orientierungsgedachtnisses bereits wahrend der Entwicklung bendtigt wird oder nicht.
Die Ergebnisse sind in Abb.16 zu sehen und zeigen deutlich, dass grf®*! nicht wahrend
der Entwicklung exprimiert werden muss, damit ein Orientierungsgedéachtnis

ausgebildet werden kann. Fliegen des Genotyps grf“*-UAS-grf/Y;;hsp70-GAL4/+, die
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bei 17,5°C aufgewachsen sind, haben kein Orientierungsgedachtnis. Werden dieselben
Tiere allerdings fur 24 Stunden bei 30°C inkubiert, so sind sie wieder in der Lage, sich
daran zu erinnern, welchen Weg sie im Detour-Paradigma urspriinglich verfolgten. Als
Kontrolle sind WT-B-Fliegen alternierend getestet worden, auch um auszuschliel3en,
dass die Erhohung der Temperatur per se eine Verhaltensveranderung auslost. Das ist
nicht der Fall, da bei einem gepaarten t-Test zwischen den Wildtypen, die bei 25°C
aufgewachsen sind und nach dem Experiment fur 24 Stunden bei 30°C inkubiert
wurden, ein nicht signifikanter Unterschied zu verzeichnen ist (p= 0,463; s. Anhang 10.3
Tab.A7). Der gepaarte t-Test darf hierbei angewendet werden, da es sich um
normalverteilte Daten handelt, welche von denselben Tieren zu unterschiedlichen

Zeitpunkten ermittelt wurden (s. Anhang 10.3 Tab.A7).
100

*kk

) I T

ST | L I
o 604  —MMm™ f _________
o
2 55
[&]
(0]
>
=40 |
o
o
20
O 1 T | 1
Ko/ ‘?7~ WT g 3{
1Z5%¢ As*ng/y..h B 250 3070 ASgrpy., B 30
’ SD?O,G SD7QG
ALy, ALqyy

Abb.16: Warmeinduzierter Rettungsversuch des Orientierungsgedachtnisses im grf*-mutanten
Hintergrund im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 12 fur alle Gruppen, Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test, gepaarter t-Test, Sign-Test. Samtliche angewandte statistische Tests sowie
deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A7.

Fliegen des Genotyps, die bei 17,5°C aufgezogen wurden, zeigen kein Orientierungsgedachtnis (p=
0,773 zum Zufallsniveau) und sind damit hdchst signifikant schlechter im Detour-Verhalten als WT-B (p<
0,001). Nach Inkubation derselben Tiere bei 30°C verhalten diese sich hoch signifikant verschieden zum
Zufallsniveau (p= 0,001) und nicht signifikant zu WT-B (p= 0,903). Auch der gepaarte t-Test zeigt, dass

grfC31-UAS-grf/Y;;hsp?O—GAL4/+—FIiegen nach der 30°C-Inkubation hdchst signifikant besser sind als

C31

vor der warmeinduzierten grf-~"-Expression (p< 0,001).
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3.1.3. Histologie

Die histologische Auswertung der im Buridan- und Detour-Experiment getesteten Tiere
erfolgte mittels Autofluoreszenz-Frontalschnitten. Die Verhaltnisse zwischen wild-
typischen (wt) und deformierten Ellipsoid- (Eb) bzw. facherférmigen Kérpern (Fb) sind in
Tab.6 und 7 fir jeden Versuchsaufbau getrennt aufgetragen. AufRerdem wird
angegeben, ob einzelne Gehirne mikroskopisch nicht ausgewertet werden konnten
(n.a.), weil die Tiere z.B. bereits vor der Gewebefixierung tot waren.

Tab.6 und 7 verdeutlichen, dass es keine Korrelation zwischen der Grobmorphologie
und der Auspragung des Verhaltensphanotyps gibt. Bezlglich des Buridan schen
Paradigmas fallt auf, dass Tiere mit dem Genotyp grf“*-UAS-grf/Y;+/+ zwar haufig

Defekte des Eb’s und Fb’'s haben, aber im Verhalten keinen Phanotyp zeigen.

Tab.6: Anatomische Analyse der im Buridan'schen Paradigma getesteten Tiere.

Genotyp =5 -

wt/mutant ; n.a. | wt/mutant ; n.a.
gri®®-UAS-grf/Y;+/+ (heterozygot fiir WT-B) 1/5,6 3/3:6
griSL-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ 6/1,5 6/0 ; 6
XIY;+I+;elav+Appl/+ 5/0 ;7 5/0 ;7
grf©*-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ 712 ;3 5/3; 4
grf“**-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 5/0 ;7 5/0 ;7
XIY;NP2320/+;0r83b/+ 9/0; 3 10/0; 2

Tab.7: Anatomische Analyse der im Detour-Paradigma getesteten Tiere.

Eb Fb
Genotyp
wt/mutant ; n.a. | wt/mutant ; n.a.
grf“*!-UAS-grf/Y;+/+ (heterozygot fiir WT-B) 413 ; 3 6/2 ;2
gri®*-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ 6/0; 5 506
X/Y;+/+;elav+Appl/+ 5/0;5 5/0;5
grf“*-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ 714 0/7;5
grf-**-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 7/0;5 7/0;5
X/Y;NP2320/+;0r83b/+ 6/0 ; 6 8/0 ; 4
gri®®'-UAS-grf/Y;;hsp-70-GAL4 (17,5°C Aufzucht) 0/7;5 412 ; 6
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Abb.17: NP2320-GAL4-Expressionsmuster dargestellt per Antikdrperfarbung gegen mCD8:GFP
a & b (Objekttrager-Nr. 80, 85, 18.3.2010) Zu sehen sind zwei hintereinander liegende 7um dinne
Frontalschnitte auf Ebene des Fb's. Man erkennt deutlich die kolumnaren Elemente des Fb's, auRerdem

leichte Farbungen in den lateralen Triangeln.
a zeigt den Genotyp grf-*-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFPINP2320, b die Kreuzung grfc®'/y;uAs-
mCD8:GFP/NP2320.

3.1. 4. Flugelphanotyp

Ein weiteres, auRerlich erkennbares Merkmal der grf©*'-Strukturmutante wurde bereits
erwahnt (1.8.) und besteht aus einem seitlichen Abspreizen der Flugel (Abb.18b). Bei
den Buridan- und Detour-Experimenten wurde festgestellt, dass bei grf“**-UAS-
grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ 21 von 25 Fliegen den Fligelphanotyp aufwiesen; bei
der Rettungskreuzung grf“**-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320 hingegen 25 von 25
Tiere keine seitlich abstehenden Fligel mehr zeigten (Abb.18a). Daraufhin wurde
untersucht, ob ein panneuraler Treiber, in diesem Fall Appl-GAL4, ebenfalls den
Fligelphéanotyp retten konnte. Tatséchlich zeigten 43 von 44 Fliegen des Genotyps
grf©®-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+:Appl/+ keinen abgespreizten Fligel mehr, lediglich

ein Tier stellte seine Flugel halbseitlich aus.

=

Abb.18: Adulte Fliegen mit und ohne Flugelph&anotyp

<31, b Man erkennt bei grf<**-UAS-

fC3l

a zeigt den Originalphanotyp der abgespreizten Fligel von gr
grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ deutlich die seitlich abgespreizten Fliigel. ¢ grf~>"-UAS-grf/Y;UAS-

mMCD8:GFP/NP2320 zeigt keinen Fligelph&notyp mehr.
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3.1. Das Gen ellipsoid-body-open

3.1.1. Ergebnisse des Buridan'schen Paradigmas

Die Analyse des Laufverhaltens im ebo-mutanten Hintergrund erfolgte an den drei

678 k5283 sowie ebo®' und unter Verwendung des UAS-

verschiedenen Allelen ebo”"®, ebo
ebo{3282M"}-Konstrukts (bei der Genotypbeschreibung als ,3282"" abgekiirzt) sowie
mittels vier unterschiedlicher GAL4-Linien. Zur ersten panneuralen Untersuchung diente
die Treiberlinie elav+Appl-GAL4. Die UAS/GAL4-Kreuzung
ebo"'/Y;3282M/+;elav+Appl/+ wurde alternierend mit der Negativkontrolle fiir den UAS-
Stamm und der Positivkontrolle fur die GAL4-Linie getestet. Die Negativkontrolle
bestand aus dem Genotyp ebo®'/Y;3282"/+, da Jungfrauen der UAS-Linie mit
Mannchen des Wildtyps Berlin verpaart wurden. Demnach war diese Kontrolle ebenso
wie die UAS/GAL4-Kreuzung auf dem zweiten Chromosom heterozygot, was einen
besseren Vergleich zwischen den Genotypen ermdglichen sollte. Die Positivkontrolle
entstand ebenfalls durch Kreuzung mit WT-B-Mannchen, so dass hier eine
Heterozygotie auf dem dritten Chromosom vorlag. Der Genotyp dieser Kontrolle lautet
X/Y;+/+;elav+Appl/+. Die Ergebnisse dieser ersten Untersuchung waren in zweierlei
Hinsicht unerwartet. Zunéachst fallt auf, dass sich die Negativkontrolle im Buridan'schen
Paradigma wildtypisch verhalt (Abb.19). Lediglich bezuglich der Anzahl an Ubergangen
unterscheidet sie sich von der Positivkontrolle, allerdings dahingehend, dass
ebo'/Y;3282"/+ sogar besser ist als X/Y;+/+;elav+Appl/+. Eine weitere interessante
Erkenntnis liefern die Ergebnisse von ebo®'/Y;3282"/+:elav+Appl/+, da sich diese
Kreuzung in jedem der vier Parameter wesentlich schwécher verhalt als ihre Kontrollen.
Die Anzahl an Ubergangen, die Laufdistanz sowie die durchschnittliche
Geschwindigkeit sind im Vergleich zu beiden Kontrollen hochst signifikant niedriger.
Beziiglich der Aktivitat zeigt ebo®'/Y;3282M/+:elav+Appl/+ eine hochst signifikant
geringere Leistung als ebo®Y/Y;3282"/+ und eine hoch signifikant niedrigere Aktivitat
als X/Y;+/+;elav+Appl/+ (Abb.19). Des Weiteren wird das Laufen bei Tieren des
Genotyps  ebo®'/Y;3282M/+:elav+Appl/+ haufig durch  unregelmaRige und

unkontrollierte Sprungsequenzen unterbrochen.
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Abb.19: Laufverhaltensanalyse im Buridan'schen Paradigma bei Rettungsversuchen mit
ebo®"/+;3282"7/+

a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, Mann-Whitney-Rank-Sum-
Test, N= 12 fur alle Gruppen. Samtliche angewandte statistische Tests fiir alle Teilabbildungen sowie
deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A8.

a ebo®'/Y;3282""/+ (mit WT-B gekreuzt) verhalt sich beziiglich der Anzahl an Ubergangen signifikant
verschieden zur Kontrolle der GAL4-Linie, X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p= 0,026) und hochst signifikant
verschieden zum Genotyp ebo®'/Y;3282""/+;elav+Appl/+ (p< 0,001). X/Y;+/+;elav+Appl/+ verhalt sich im
Vergleich zu ebo™/Y;3282"/+:elav+Appl/+ ebenfalls hochst signifikant verschieden (p< 0,001).

b Die Laufdistanz betreffend ist kein signifikanter Unterschied zwischen ebo®'/Y;3282"/+ und
XIY;+/+;elav+Appl/+ erkennbar (p= 0,141). Allerdings ist die zurlickgelegte Strecke von
eboEY/Y;3282M7/+;elav+AppI/+ hdchst signifikant geringer als die von ebo"/Y;3282""/+ (p< 0,001) und
XIY;+/+;elav+Appl/+ (p< 0,001).

¢ Die durchschnittliche Laufgeschwindigkeit der Negativkontrolle ebo™/Y;3282""/+ ist nicht signifikant
unterschiedlich zu der von X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p= 0,065). Erneut ist festzustellen, dass die Leistung des
Genotyps ebo®'/Y;3282"/+:elav+Appl/+ im Vergleich zu ebo®'/Y;3282"/+ und X/Y;+/+;elav+Appl/+
hdchst signifikant schlechter ist (p< 0,001 bei beiden Tests).

d Die Aktivitat von ebo®'/Y;3282"/+ ist nicht signifikant unterschiedlich zu der von X/Y;+/+;elav+Appl/+
(p= 0,564), hingegen hochst signifikant groRer als bei ebo™'/Y;3282Y/+:elav+Appl/+ (p< 0,001).
eboEY/Y;3282M7/+;elav+AppI/+ zeigt eine hoch signifikant geringere Aktivitat als X/Y;+/+;elav+Appl/+ (p=
0,003).
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Die Daten der Orientierungsleistung aller drei Genotypen sind auf demselben
statistischen Niveau. Der mittlere mediane Fehlerwinkel von ebo®Y/Y;3282"/+ liegt bei
14°, von X/Y;+/+;elav+Appl/+ bei 15° und von ebo®'/Y;3282"/+;elav+Appl/+ bei 19°
(Abb.20). Abb.21 zeigt ebenfalls diese eindeutig wildtypische Orientierung.
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- 13
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Oy W7 EY v oana M7 '
ebo~ '1Y;32827" [+ ebo~ '/Y;3282" [+;elav+Appll+ XIY;+/+;elav+Appll+

Abb.20: Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma

Die mittleren medianen Fehlerwinkel aller drei Genotypen sind nicht signifikant verschieden voneinander
(von links nach rechts: p= 0,544, p= 0,507, p= 0,795) (Datensatz wie Abb.19; N= 12 fir alle Gruppen,
Mann-Whitney-Rank-Sum-Test; Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12.
Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A9).

14 -

3282M7/+;elav+Appll+
EYIY;3282%7/+ (mit WT-B gekreuzt)
XIY ++elav+Appll+ (mit WT-B gekreuzt)
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Abb.21: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung im Buridan'schen Paradigma
Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl die Negativkontrolle ebo®"/Y;3282"/+ als auch die Kontrolle der
GAL4-Linie X/Y;+/+;elav+Appl/+ eine extrem ahnliche Verteilung in der Orientierung aufweisen. Sie

verhalten sich beziglich ihrer Orientierungsmaxima wildtypisch. eboEY/Y;3282M7/+;elav+AppI/+ verhalt
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sich ebenfalls wildtypisch beziiglich seiner Orientierung auf eine Landmarke hin. Allerdings liegt hier das
Orientierungsmaximum etwas hoher bei ca. 13,6% (Datensatz wie in Abb.19; N= 12 fur alle Gruppen,
Mittelwertdarstellung).

Aufgrund der unvermuteten Ergebnisse wurden ein zweites Mal die vergleichbaren
Kreuzungsexperimente  durchgeftihrt, nun  allerdings mit der  UAS-Linie
ebo"5?%%Y;3282M/+, die ein anderes Defekt-Allel des ebo Gens beinhaltete. Erneut gab
es eine Negativ- sowie Posititvkontrolle, welche durch Kreuzungen mit WT-B hergestellt

KS263_mutanten

wurden. Des Weiteren wurde zuséatzlich eine Kreuzung im ebo
Hintergrund mit der panneuralen Treiberlinie Appl-GAL4 untersucht. Die Resultate
dieser Experimente sind den vorangegangenen sehr &hnlich. Die eigentliche
Negativkontrolle ~ ebo*5?®%Y;3282M7/1+  zeigt  wieder  keinen  auffalligen
Verhaltensphanotyp und verhalt sich in keinem der getesteten Parameter signifikant
verschieden zur Positivkontrolle X/Y;+/+;elav+Appl/+ (Abb.22). Zudem zeigt auch
ebo"5?%%Y;3282M/+:elav+Appl/+ im Vergleich zum Genotyp ebo*5%%%Y;3282M7/+
signifikant bis hdchst signifikant schlechtere Leistungen in den vier Laufparametern und
erneut die bereits bei ebo™'/Y;3282/+;elav+Appl/+ beschriebenen Sprungsequenzen.
Im Vergleich zur Kontrolle X/Y;+/+;elav+Appl/+ konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede  ermittelt werden. Bei Betrachtung der Ergebnisse von
ebo"5?%3Y;3282M/+: Appl/+ fallt auf, dass sie in Bezug auf die Anzahl an Ubergangen
und die Geschwindigkeit signifikant bis hoch signifikant schlechter als
ebo5?%%Y;3282M/+ sind (Abb.22). Lediglich die Distanz sowie die Aktivitat sind nicht
signifikant verschieden zu den Daten von ebo"$?%%/Y;3282M"/+. Demnach erfolgte auch

hier durch die panneurale Expression von UAS-ebo{3282""

} eine Verschlechterung der
untersuchten Laufparameter mit Ausnahme der Laufdistanz und Aktivitat.

Die Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma betreffend verhalten sich
ebo"5?%Y;3282M1+,  ebo*?31Y:3282M/+:elav+Appl/+ und  X/Y;+/+;elav+Appl/+
wildtypisch und weisen untereinander keine signifikanten Unterschiede bezuglich ihres
mittleren medianen Fehlerwinkels auf (Abb.23). ebo*S?%%Y;3282M/+:Appl/+ hingegen
zeigt eine schwache Orientierungsleistung und hat einen mittleren medianen
Fehlerwinkel von 29°, womit letzterer sich hoch bis hochst signifikant von denen der
anderen drei Genotypen unterscheidet (Abb.23). Die Haufigkeit, ein Objekt mit 0°
Fehlerwinkel anzulaufen, ist mit ca. 5% bei ebo*5?°%Y;3282M7/+:Appl/+ im Vergleich zu

den anderen getesteten Genotypen stark herabgesetzt (Abb.24).
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im Buridan’schen Paradigma bei Rettungsversuchen mit

Laufverhaltensanalyse

Abb.22:

eb0"5%%%/+:3282M7/+

a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, Korrektur auf Mehrfachtestung

11-12. Samtliche angewandte statistische Tests fir alle Teilabbildungen

mittels Kruskal-Wallis-Test, N

sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A10.

a-d p-Werte s. Tab.8
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Tab.8: p-Werte des Kruskal-Wallis-Mehrfachvergleichstests zu den Daten aus Abb.22

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N)

Irrtumswahrscheinlichkeit p

Test gegen Gruppe:

a) No. of transitions 1 2 3
eb0"5?%%y;3282M"/+;elav+Appl/+ (1) (N= 12)
ebo**?%%Y;3282Y/+ (2) (N= 12) <0,001
XIY;+/+;elav+Appl/+ (3) (N= 12) 0,124 0,430
ebo S%%y:3282"7/+; Appl/+ (4) (N= 11) ~1,000 0,003 0,510
b) Distance 1 2 3
ebo"5?%%1Y:3282M/+:elav+Appl/+ (1) (N= 12)
ebo*?%%1y;3282"7/+ (2) (N= 12) <0,001
X/IY;+/+;elav+Appl/+ (3) (N= 12) 0,240 0,231
eb0?%%1y:3282"7/+: Appl/+ (4) (N= 11) 0,003 ~1,000 0,838
¢) Walking speed 1 2 3
ebo"5?%%1Y:3282""/+:elav+Appl/+ (1) (N= 12)
ebo"5?%%1y;3282M7/+ (2) (N= 12) <0,001
X/IY;+/+;elav+Appl/+ (3) (N= 12) 0,129 0,573
ebo S%%y:3282"7/+; Appl/+ (4) (N= 11) ~1,000 0,038 ~1,000
d) Activity 1 2 3
ebo"%?%%1Y:3282M"/+:elav+Appl/+ (1) (N= 12)
ebo**?%%1Y;3282"/+ (2) (N= 12) 0,016
XIY;+/+;elav+Appl/+ (3) (N= 12) =1,000 0,318
eb0?%%1y:3282"7/+: Appl/+ (4) (N= 11) 0,003 ~1,000 0,091
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Abb.23: Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma

Die mittleren medianen Fehlerwinkel der Genotypen ebo"5?%%y;3282M"/+,
ebo"5?%1y;3282"/+;elav+Appl/+ und X/Y;+/+elav+Appl/+ sind alle nicht signifikant verschieden
voneinander (p-Werte s. Tab.9). Allerdings unterscheidet sich der mittlere mediane Fehlerwinkel von

bo"5?%%/Y:3282M/+:Appl/+ hoch bis héchst signifikant von allen drei anderen Genotypen (s. Tab.9) (N=

e
11-12, Kruskal-Wallis-Test; Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12.

Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A11).

Tab.9: p-Werte des Kruskal-Wallis-Mehrfachvergleichstests zu den Daten aus Abb.23

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrscheinlichkeit p
Orientat-:—(()er?t 9e9en Gruppe: 1 2 3
eb0"5?%%y;3282""/+;elav+Appl/+ (1) (N= 12)
ebo"%?%1y;3282"7/+ (2) (N= 12) ~1,000
XIY;+/+;elav+Appl/+ (3) (N= 12) =1,000 =1,000
eb0?%%1y:3282"7/+: Appl/+ (4) (N= 11) 0,002 0,002 <0,001
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Abb.24: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung im Buridan 'schen Paradigma
Die Genotypen ebo"%%/Y;3282""/+, ebo"**®/Y;3282""/+;elav+Appl/+ sowie X/Y,+/+;elav+Appl/+ weisen
beinahe identische Verteilungen bezuglich ihrer Orientierung auf, ihre Orientierungsmaxima liegen alle

KS263

bei einem Fehlerwinkel von ca. 0°. Ausschlie3lich ebo /Y;3282M7/+;Appll+ zeigt keine wildtypische

Verteilung. Letztere ist gestaucht und hat seinen Maximalwert zwar ebenfalls bei ca. 0° Fehlerwinkel,
allerdings betragt dieser lediglich etwa 5% (Datensatz wie in Abb.22; N= 11-12, Mittelwertdarstellung).

Da bei den beiden ersten Experimentdurchlaufen keine der verwendeten UAS-Linien
einen Verhaltensdefekt im Buridan'schen Paradigma aufwiesen, wurde eine weitere
Versuchsreihe angesetzt, bei der keine Kreuzung des UAS-Stamms mit WT-B erfolgte.
Somit wurde der genetische Hintergrund der UAS-Linie nicht noch mehr verandert als
er im Vergleich zu den Strukturmutanten ebo® und ebo"5?®*® bereits war. Die
Vermutung, dass der genetische Hintergrund wichtig fir die Ausprdgung des
Verhaltensphéanotyps sein kdnnte, beruhte auf dem Wissen, dass die Strukturmutanten

KS263 678

ebo sowie ebo mit dem genetischen Hintergrund WT-B eine verringerte

KS263 \vies zudem eine

Laufgeschwindigkeit im Buridan'schen Paradigma zeigten. ebo
konstant abfallende Laufaktivitat auf (STRAUSS & HEISENBERG, 1993). Demnach bestand
die dritte Versuchsreihe aus der Negativkontrolle ebo®'/Y;3282"7/3282M"  der
Positivkontrolle ménnlicher C-S-Fliegen sowie Kreuzungen des UAS-Stamms mit den
GAL4-Treiberlinien Appl, ¢305 und 189Y. Die beiden letztgenannten GAL4-Linien
haben fur den Ellipsoidkdrper spezifische Expressionsmuster (Tab.4). Die Ergebnisse

sind in Abb.25 dargestellt.
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Abb.25: Laufverhaltensanalyse im Buridan'schen Paradigma bei Rettungsversuchen mit
ebo®'/Y;3282"/3282""

a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, Korrektur auf Mehrfachtestung
mittels Kruskal-Wallis-Test, N= 10-12. Samtliche angewandte statistische Tests fir alle Teilabbildungen
sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A12.

a-d p-Werte s. Tab.10
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Tab.10: p-Werte des Kruskal-Wallis-Mehrfachvergleichstests zu den Daten aus Abb.25

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrscheinlichkeit p

Test gegen Gruppe:

a) No. of transitions 1 2 3 4

C-S (1) (N= 12)

ebo®'/Y;3282"713282™" (2) (N= 12) 0,005

ebo®/Y;3282""/c305 (3) (N=12) 0,010 ~1,000
ebo®"/Y;3282"7/189Y (4) (N= 11) ~1,000 0,111 0,203
ebo™"/Y;3282"/+:Appl/+ (5) (N= 10) 0,332 ~1,000 ~1,000 ~1,000
b) Distance 1 2 3 4

C-S (1) (N= 12)

ebo™'/Y;3282"713282™" (2) (N= 12) 0,001

ebo®'/Y;3282"/c305 (3) (N= 12) ~1,000 0,061
ebo""/Y;3282"7/189Y (4) (N=11) ~1,000 0,097 ~1,000
ebo"/Y;3282""/+;Appl/+ (5) (N=10) | ~1,000 0,004 ~1,000 ~1,000
c) Walking speed 1 2 3 4

C-S (1) (N= 12)

ebo™'/Y;3282"713282™" (2) (N= 12) 0,001

ebo™'/Y;3282"7/c305 (3) (N= 12) 0,016 ~1,000
ebo®'/Y;3282"7/189Y (4) (N= 11) ~1,000 <0,001 <0,001
ebo""/Y;3282""/+:Appl/+ (5) (N= 10) 0,011 ~1,000 ~1,000 <0,001
d) Activity 1 2 3 4

C-S (1) (N=12)

ebo"'/Y;3282"713282"" (2) (N= 12) <0,001

ebo™'/Y;3282"7/c305 (3) (N= 12) 0,021 ~1,000

ebo™"/Y;3282"7/189Y (4) (N= 11) 0,074 0,618 ~1,000

ebo®'/Y;3282""/+;Appl/+ (5) (N=10) | ~1,000 <0,001 0,047 0,145
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Der Genotyp ebo®Y/Y;3282M7/3282"" weist im Vergleich zu C-S in allen vier
Laufparametern hoch bis hdchst signifikant niedrigere Werte auf, d.h., er ist tatséchlich
als Negativkontrolle der UAS-Linie zu verstehen (Abb.25). Bei Betrachtung der Daten
von ebo®Y/Y;3282"/+:Appl/+ fallt auf, dass die Distanz sowie die Aktivitat hoch bzw.
hochst signifikant gesteigert sind im Vergleich zur Negativkontrolle und nicht signifikant
verschieden zu C-S erscheinen (Abb.25). Aufgrund der verminderten Geschwindigkeit,
welche nicht signifikant verschieden zu ebo®Y/Y;3282"7/3282"" ist, kann auch ein
Verhaltensdefizit beziiglich der Anzahl an Ubergéangen festgestellt werden (Abb.25). Die
Kreuzung der UAS-Linie mit c305-GAL4 unterscheidet sich in keinem der getesteten
Laufparameter und konnte daher den Verhaltensphanotyp nicht retten (Abb.25). Anders
lassen sich die Ergebnisse von ebo®'/Y;3282M7/189Y lesen. Beziiglich der Anzahl an
Ubergangen, der Distanz und der Aktivitat besteht ein intermediarer Phanotyp, d.h., die
Daten dieser drei Parameter sind zwar nicht signifikant verschieden zu den
wildtypischen Vergleichsdaten, aber auch nicht zu den Ergebnissen der
Negativkontrolle (Abb.25, Tab.10). Die verminderte Laufgeschwindigkeit von ebo®'
konnte allerdings durch die Verwendung von 189Y-GAL4 auf ein wildtypisches Niveau
angehoben werden (Abb.25).

Die Orientierung von ebo®"/Y;3282M7/3282M" und ebo®'/Y;3282M//189Y st nicht
beeintrachtigt und ihre mittleren medianen Fehlerwinkel unterscheiden sich nicht
signifikant von dem wildtypischen (Abb.26). Die anderen zwei Genotypen
ebo'/Y;3282"/c305 und ebo"Y/Y;32827/3282 M": Appl/+ unterscheiden sich signifikant
bis héchst signifikant sowohl von C-S als auch von ebo®Y/Y;3282"7/3282"" (Abb.26,
Tab.11) und sind damit nicht wildtypisch.

Die Orientierungsverteilungen von ebo®'/Y;32827/3282"" und ebo®"/Y;3282"7/189Y
erscheinen wildtypisch, wohingegen die Genotypen ebo®'/Y;3282"/+;Appl/+ und
ebo®/Y;3282M/c305 eine Landmarke nur zu ca. 5% mit einem Fehlerwinkel von 0°
anlaufen (Abb.27).
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Abb.26: Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma

Die mittleren medianen Fehlerwinkel der mannlichen C-S-Fliegen mit 14°, ebo""/Y;3282""/3282"" mit 15°
sowie ebo"'/Y;3282"7/189Y mit 16° sind nicht signifikant verschieden voneinander (p-Werte s. Tab.10).
Die Genotypen ebo®'/Y;3282""/+;Appl/+ und ebo®"/Y;3282"/c305 hingegen haben mit 26° bzw. 30°
keine wildtypischen mittleren medianen Fehlerwinkel und unterscheiden sich damit hoch bis hdchst
signifikant von C-S (p-Werte s. Tab.11) (Datensatz wie in Abb.25; N= 10-12, Kruskal-Wallis-Test; Nicht-
parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12. Sadmtliche angewandte statistische

Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A13).

Tab.11: p-Werte des Kruskal-Wallis-Mehrfachvergleichstests zu den Daten aus Abb.26

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrscheinlichkeit p
e e
C-S (1) (N=12)
ebo""/Y;3282"7/3282™" (2) (N=12) | =~1,000

ebo®"/Y;3282"7/c305 (3) (N= 12) <0,001 <0,001

ebo®'/Y;3282"7/189Y (4) (N= 11) ~1,000 ~1,000 0,001

ebo™"/Y;3282""/+;Appl/+ (5) (N=10) | 0,002 0,011 ~1,000 0,028
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Abb.27: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung im Buridan'schen Paradigma

C-S, ebo""/Y;3282"/3282"" und ebo®"/Y;3282""/189Y unterscheiden sich kaum in der Verteilung ihrer
Orientierung. ebo®'/Y;3282"/+:Appl/+ sowie ebo®'/Y;3282"/c305 weisen eine extrem gestauchte
Orientierungsverteilung auf, so dass ihre Haufigkeiten, ein Objekt mit 0° Fehlerwinkel anzulaufen,

lediglich bei etwa 5% liegen (Datensatz wie in Abb.25; N= 10-12, Mittelwertdarstellung).

Zur Vervollstandigung der Daten wurde ein weiteres Kreuzungsexperiment mit dem
ebo-Allel ebo®”® unter Verwendung des UAS-ebo{SD3282"%*}-Konstrukts durchgefiihrt.
Dieses UAS-Konstrukt unterscheidet sich von UAS-ebo{3282""} lediglich darin, dass
letzteres auf dem zweiten und UAS-ebo{SD3282"%*} auf dem ersten Chromosom liegt.
Beide Konstrukte beinhalten die gleiche und langste cDNA von ebo. Fir das
Experiment im Buridan'schen Paradigma wurde die UAS-Linie ebo®’®SD3282"%/FM7a
mit c305-GAL4/CyO gekreuzt, so dass zwei zu testende Genotypen aus einer Kreuzung
entstanden; einerseits die Negativkontrolle ebo®®SD3282%2%Y;CyO/+, andererseits die
vermeintliche Rettungskreuzung ebo®®SD3282%%/Y;c305/+. Als wildtypischer Vergleich
diente C-S. Die Ergebnisse zeigten, dass sich ebo®®SD32827%Y;:CyO/+ zwar
beziglich der Aktivitat nicht signifikant verschieden zu C-S verhdlt, allerdings eine
signifikant niedrigere Laufdistanz zuriicklegt, signifikant langsamer lauft und hoch
signifikant weniger Ubergange absolviert (Abb.28). ebo®®SD3282%2%Y;c305/+ verhalt
sich in allen vier Parametern nicht signifikant verschieden zu seiner Negativkontrolle,
erreicht aber einen intermediaren Phanotyp bezlglich der Laufgeschwindigkeit
(Abb.28). Die Ubergangszahl und die Laufdistanz bleiben defizient.
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Abb.28: Laufverhaltensanalyse im Buridan'schen Paradigma bei ebo®’®SD3282"%%/Y;c305/+

a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 12 fur alle Gruppen,
Korrektur auf Mehrfachtestung mittels Kruskal-Wallis-Test. Samtliche angewandte statistische Tests fur
alle Teilabbildungen sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A14.

a ebo®®sD3282"/Y;c305/+ unterscheidet sich beziiglich der Ubergangsanzahl nicht signifikant von
ebo®’®SD3282"2%Y;CyO/+ (p= 1,000). Die wildtypische Kontrolle C-S hingegen ist sowohl zu
ebo®"®SD3282%2%Y;:CyO/+ als auch zu ebo®’®SD3282%%%/Y;c305/+ hoch signifikant verschieden (p= 0,001
und p= 0,005).

b Auch in Bezug auf die Distanz zeigen ebo®"®SD3282%%%Y;c305/+ und eb067SSD3282#23/Y;CyO/+ keinen
signifikanten Unterschied zueinander (p= 1,000). Der Wildtyp hingegen legte eine hoch signifikant
groRere Strecke zuriick als eb06788D3282#23/Y;CyO/+ (p= 0,005) und eine signifikant groRere als
ebo®®SD3282"%%/Y;c305/+ (p=0,035).

¢ Die Geschwindigkeit von ebo®"®SD3282%2%Y;CyO/+ ist zwar nicht signifikant verschieden zu der von
ebo®’®SD3282%%%/Y;c305/+ (p=1,000), aber signifikant niedriger als die wildtypische Geschwindigkeit
(p=0,031). C-S und ebo®®SD3282"%*/Y;c305/+ sind statistisch betrachtet nicht signifikant verschieden
voneinander (p=0,050).

d Die Aktivitat von eb06788D3282#23/Y;CyO/+ unterscheidet sich weder signifikant vom Aktivitatsniveau
bei ebo®®SD3282"/Y;c305/+ (p=1,000) noch bei C-S (p=0,060). Auch die Ergebnisse von

ebo®"®SD3282%2%/Y;c305/+ sind nicht signifikant verschieden zu den wildtypischen (p= 0,234).
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Die Orientierungsleistung ist bei ebo®®SD32827%%/Y;:CyO/+ eingeschrankt, d.h., dass
dieser Genotyp einen mittleren medianen Fehlerwinkel von 22° aufweist, der damit
hoch signifikant hoher ist als der von C-S mit 14° (Abb.29). ebo®"®SD32827%%/Y;c305/+
unterscheidet sich nicht in seinem mittleren medianen Fehlerwinkel von der
Negativkontrolle, dafir aber ebenfalls hoch signifikant von C-S. Des Weiteren zeigt
Abb.30, dass sowohl ebo®®SD32827%/Y;:CyO/+ als auch ebo®®SD32827%Y;c305/+
wesentlich seltener als C-S ein Objekt mit einem Fehlerwinkel von 0° anlaufen. C-S
weist hier einen Wert von etwa 11% auf, ebo®®SD3282"%%/Y:CyO/+ liegt bei ca. 6,5%
und ebo®’®SD3282"%/Y;c305/+ erreicht 7,5%.

Somit wurde gezeigt, dass die ebo®®

-Mutationslinie in einem bestimmten genetischen
Hintergrund Verhaltensphanotypen im Buridan schen Paradigma aufweist und diese
zum Teil durch eine panneurale Expression mittels Appl-GAL4 sowie durch die
Ellipsoidkorper-spezifischen Treiberlinien 189Y- und c¢305-GAL4 gerettet bzw.

verbessert werden kdnnen.
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Abb.29: Orientierungsleistung im Buridan'schen Paradigma

Sowohl der mittlere mediane Fehlerwinkel von eb067BSD3282#23/Y;CyO/+ als auch der von
ebo®"®SD3282%%%Y;c305/+ sind hoch signifikant groRer als der des wildtypischen Vergleichs (p= 0,005
und p= 0,009). Untereinander verhalten sich die mittleren medianen Fehlerwinkel der Rettungskreuzung
sowie der Negativkontrolle nicht signifikant verschieden zueinander (p= 1,000) (Datensatz wie in Abb.28;
N= 12 fur alle Gruppen, Kruskal-Wallis-Test; Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie

in Abb.12. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A15.)
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Abb.30: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung im Buridan'schen Paradigma
Alle Genotypen zeigen ein Orientierungsmaximum bei etwa 0° Fehlerwinkel. Dennoch sind Unterschiede
in den Verteilungen festzustellen. C-S hat mit ca. 11,8% die groRte Frequenz, ein Objekt direkt
anzulaufen. ebo®’®SD3282%%/Y:c305/+ zeigen hierbei eine Frequenz von 8% und bei Fehlerwinkeln bis
etwa -80° und 80° eine groRRere Haufigkeit, mit diesen eine Landmarke anzulaufen, als der Laborwildtyp.
ebo®’®SD3282%2%Y;CyO/+ verhalt sich ahnlich wie ebo®’®SD3282%%%/Y;c305/+, mit der Ausnahme, dass
die Haufigkeit, ein Objekt perfekt anzulaufen bei ca. 6,5% liegt (Datensatz wie in Abb.28; N= 12 fir alle
Gruppen, Mittelwertdarstellung).

3.1.2. Mit dem Detour-Paradigma erzielte Ergebnisse

Es wurde versucht, das raumliche Orientierungsgedéachtnis im ebo-mutanten
Hintergrund mittels verschiedener GAL4-Linien zu retten. Hierzu wurden sowohl
panneurale als auch Gewebe-spezifische Expressionsmuster verwendet. Die
Experimente erfolgten mit den beziglich der ebo-Allele verschiedenen UAS-Linien
ebo®/FM7a;3282"/Cy0, ebo***%/FM7a;3282M"/CyO und ebo®’®/FM7a;;3282°/TM3,
Sb. Des Weiteren wurden hierbei zwei verschiedene UAS-ebo-Konstrukte verwendet,
UAS-ebo{3282M"} sowie UAS-ebo{3282"°}. Diese Konstrukte unterscheiden sich jedoch
ausschlieBlich in ihrer Position, da UAS-ebo{3282""} auf dem zweiten und UAS-

ebo{3282"} auf dem dritten Chromosom liegt.
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Abb.31: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=10-15, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Kruskal-Wallis-Test. Mediane von links nach rechts in Prozent: 90, 60, 80, 70, 70, 70, 65, 60.
Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A16.

C-S-Fliegen verhalten sich mit einem Median von 90% hdochst signifikant unterschiedlich zum Zufallslevel
(p< 0,001) und hoch signifikant verschieden zur Negativkontrolle ebo®'/Y;3282"/+ mit 60%, welche
ihrerseits nicht signifikant unterschiedlich zum Zufallsniveau ist (p= 0,113). Ebenfalls nicht signifikant
verschieden, jedoch im Vergleich zur Negativkontrolle, verhalten sich alle vermeintlichen
Rettungskreuzungen (p-Werte s. Tab.12). Bei Betrachtung der Vergleiche mit C-S fallt jedoch auf, dass
es vier Genotypen gibt, die sich nicht signifikant verschieden zu C-S verhalten. Diese sind
ebo®'/Y;3282""/+;elav+Appl/+ mit einem Median von 80%, ebo®'/Y;3282Y/+:Appli+ mit 70%,
ebo""/Y;3282"7/189Y mit 70%, ebo"'/Y;3282"/c305 auch mit 70%. Selbige Genotypen liegen statistisch
betrachtet nicht auf dem Zufallslevel von 58%. eboEY/Y;3282M7/+;eIav+AppI/+ hat im Vergleich zu
Letzterem einen p-Wert von <0,001, eboEY/Y;3282M7/+;AppI/+ von 0,034, ebo™/Y;3282"/189Y von 0,035
und ebo®'/Y;3282"7/c305 von 0,001. Somit konnten durch die Kreuzung im ebo-mutanten Hintergrund
mittels elav+Appl-, Appl-, 189Y- und c305-GAL4 intermedidre Phénotypen das Orientierungsgedachtnis
betreffend hervorgerufen werden. ebo®'/Y;3282""/+;c547/+ sowie ebo"'/Y;3282"/+:c232/+ hingegen
haben einen Median von 65% bzw. 60% und sind sowohl nicht signifikant verschieden zum Zufallsniveau

als auch signifikant bzw. hoch signifikant verschieden zur Positivkontrolle C-S (p-Werte s. Tab.12).

Betrachtet man die Ergebnisse samtlicher Kreuzungen im ebo'-mutanten Hintergrund

anhand Abb.31, ist festzustellen, dass es bei keiner Kreuzung im Vergleich zur
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Negativkontrolle ebo®Y/Y;3282"/+ (mit WT-B verpaart s. 3.1.1.), zu einer signifikanten
Verbesserung des Verhaltensphénotyps kommt. Allerdings befinden sich die
Kreuzungen mittels elav+Appl-, Appl-, 189Y- und c305-GAL4 statistisch gesehen auf
demselben Niveau wie C-S und sind nicht signifikant verschieden von Letzterem (s.
Tab.12). Des Weiteren sind die vier genannten Kreuzungen ebenfalls signifikant bis
hochst signifikant unterschiedlich zum Zufallsniveau (s. Tab.12), weshalb die
Expression des wildtypischen UAS-ebo-Konstrukts via elav+Appl-, Appl-, 189Y- und
c305-GAL4 eine Rettung des Verhaltensphanotyps des Detour-Paradigmas im ebo®'-
mutanten Hintergrund ermoglicht. Die Treiberlinien ¢547- und c232-GAL4 riefen keine

Verbesserung des Detour-Ph&notyps hervor.

Tab.12: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.31

p
Genotyp (Gruppen #) (Anzahl Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere Genotypen gegen
N) Zufall
Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5 6 7 58%
C-S (1)
(N= 15) <0,001
ebo®'/Y;3282""/+ (x WT-B) (2)
(N=14) 0,002 0,113
ebo®"/Y;3282""/+;elav+Appl/+
@) (Ne 14) ~1,000 | 0,421 <0,001
ebo™/Y;3282/+;:Appl/+ (4)
= 12) 0,102 | =1,000 | =1,000 0,043
ebo”"/Y;3282"/189Y (5) 0,486 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 0,035
(N: 10) ) ] 1 1 ]
EY n/. M7
ebo/y;3282" /c305 (6) ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 0,001
(N= 12)
EY /. M7, .
e 1o >4 )] 0025 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 0,246
EY n/. M7, .
ebo /Y’32(8,\12: 1/650232/ *(8) 0,002 | =1,000 | 0,294 | =1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | 0,752

Ahnliche Ergebnisse konnten bei den Kreuzungsexperimenten mit
ebo"5?3/FM7a;3282""/CyO beobachtet werden (Abb.32). Auch hier besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen C-S und ebo"%?%%Y;3282M/+;elav+Appl/+,
ebo5?%%Y;3282M/+:Appl/i+ sowie ebo"S?%%Y:3282M7/189Y (s. Tab.13). Diese drei
Genotypen verhalten sich alle hoch signifikant verschieden zum Zufallsniveau, wobei

ebo"5?%%Y;3282M/+:;Appl/+ zusatzlich signifikant unterschiedlich zur Negativkontrolle
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ebo"5?%%Y;3282M7/+ (mit WT-B verpaart s. 3.1.1.) ist. Alle anderen Genotypen der
angesetzten Kreuzungen sind nicht signifikant verschieden zu ebo*5%%%Y;3282""/+ (s.
Tab.13). Die Kreuzungen mittels ¢305-, c547-, c42- sowie c232-GAL4 befinden sich
nicht auf wildtypischem Niveau, aul3erdem sind sie mit Ausnahme von c305-GAL4 nicht
signifikant verschieden zum Zufallslevel (s. Tab.13). Im ebo*%?**-mutanten Hintergrund
wird demnach mittels der UAS-ebo-Expression via elav+Appl-, Appl- und 189Y-GAL4

die Fahigkeit der Ausbildung eines raumlichen Orientierungsgedéachtnisses wieder

hergestellt.
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bb.32: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=11-15, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Kruskal-Wallis-Test. Mediane von links nach rechts in Prozent: 90, 60, 70, 80, 70, 70, 70, 65,
60. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.Al17.
eb0"%*%1y;3282"/+ lauft im Median zu 60% auf den urspringlich angelaufenen Balken zuriick und liegt
damit auf Zufallsniveau (p= 0,960). Zudem zeigt ebo"3*v;3282"7/+ im Vergleich zu C-S einen hochst
signifikanten (p< 0,001) sowie zu eboKszealY;3282M7/+;Appl/+ einen signifikanten Unterschied (p= 0,029).
Alle anderen Genotypen verhalten sich statistisch nicht signifikant verschieden zur Negativkontrolle (p-
Werte s. Tab.13). ebo**?*%1Y;3282"/+:Appl/+, ebo**?*%Y;3282""/1189Y sowie
ebo"*%?°%Y;3282""/+;elav+Appl/+ sind hoch signifikant verschieden zum Zufallsniveau und nicht signifikant
unterschiedlich zu C-S (p-Werte s. Tab.13). Der Genotyp ebo****%Y;3282""/c305 verhalt sich sowohl

signifikant verschieden zum Laborwildtyp als auch zum Zufallsniveau (p-Werte s. Tab.13).
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ebo >**°1v;3282M71+;c42/+, ebo"***°1v;3282M7/+,c547/+ und ebo****1Y;3282""/+;c232/+ verhalten sich
einerseits signifikant bis hoch signifikant verschieden zu C-S und anderseits nicht unterschiedlich zum
Zufallsniveau (p-Werte s. Tab.13).

Tab.13: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.32

p
Genotyp (Gruppen #) Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere Genotypen gegen
(Anzahl N) Zufall
Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5 6 7 8 58%
C-S(1)
(N=15) <0,001
ebo"%*%%/v;3282""/+
(X WT-B) (2) (N= 14) <0,001 0,960
ebo**%%/;3282"/+;
elav+Appli+ (3) (N= 14) | 9459 | 0,649 0,006
eb0"*?%1v;3282""/+;
Appli+ (4) (N= 12) =~1,000 | 0,029 | =1,000 0,001
ebo">*%%/v;3282"7/189
Y (5) (N= 10) ~1,000 | 0,385 | ~1,000 | ~1,000 0,003
ebo"%?*%1v;3282""/c305
(6) (N=12) 0,040 | =1,000 | ~1,000 | =1,000 | =1,000 0,040
ebo"***/v;3282""/+;
0420+ (7) (N= 12) 0,004 | ~1,000 | ~1,000 | 0,493 | ~1,000 | ~1,000 0,520
ebo**%%/v;3282"/+;
c547/+ (8) (N= 10) 0,013 | =1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | =~1,000 0,352
ebo**°1y;3282""/+; ~1,00
c232/+ (9) (N: 10) 0,007 =1,000 | =1,000 0,762 ~1,000 | ~1,000 | =1,000 0 0,386

78 mutanten Hintergrund wurden zunachst ausschlieRlich panneurale

Im ebo
Rettungsexperimente angesetzt. Hierbei dienten ebo®®/Y;;3282"°/0r83b als Negativ-
und erneut C-S als Positivkontrolle. Die zwei Rettungskreuzungen bestanden aus
ebo®’®/Y::3282"°/elav+Appl sowie ebo®’®/Y::3282°/Appl (Abb.33). Beide Genotypen
verhalten sich statistisch betrachtet wie C-S und unterscheiden sich auf3erdem hoch
signifikant vom Zufallsniveau (p-Werte s. Tab.14). Man kann auch hier von einer
Rettung des Verhaltensphanotyps durch elav+Appl- und Appl-GAL4 sprechen, auch
wenn aufgrund der Testscharfe, die mit dem Kruskal-Wallis-Test einhergeht,
ebo®’8/Y;;3282"°/elav+Appl und ebo®’®/Y;;3282M°/Appl nicht signifikant verschieden zur

Negativkontrolle sind (p-Werte s. Tab.14).
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Abb.33: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=12-15, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Kruskal-Wallis-Test. Mediane von links nach rechts in Prozent: 90, 65, 75, 70. Samtliche
angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A18.
Zwischen der Negativkontrolle der verwendeten UAS-Linie mit 65% und der Positivkontrolle C-S mit 90%
besteht ein hoch signifikanter Unterschied (p= 0,001). Zudem verhalten sich die Genotypen
ebo®"8/Y;;3282"/elav+Appl und ebo®’®/Y;;3282"°/Appl weder signifikant verschieden im Vergleich zu C-S
noch zur Negativkontrolle (p-Werte s. Tab.14). Dennoch verhalten sich ebo®’®/Y;;3282"°/elav+Appl mit
einem Median von 75% und ebo®’®/Y;;3282M/Appl mit einem Median von 70% beide hoch signifikant

verschieden zum Zufallsniveau (p= 0,002, p= 0,003).

Tab.14: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.33

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrschegrllijcphpkeerit p gegen andere nguefgﬁn
Test gegen Gruppe: 1 2 3 58%

(CI:\I:S {513)) <0,001
eb-ob”’/Y;;i(%N2§21M:)/Or83b (2) 0,001 0,386
ebob’alY;;32(8’\|2:'b{iI)aV+Appl (3) 0.244 0,491 0,002
ebo™ Y;éﬁlsz;ﬂ; /Appl (4) 0,189 0,801 ~1,000 0,003
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Abb.34: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=10-21, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Kruskal-Wallis-Test. Die Mediane betragen von links nach rechts gelesen in Prozent: 90, 60,
60, 65, 80, 80, 80, 80, 70, 80 und 70. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s.
Anhang 10.3. Tab.A19.

Die rechts geneigten gestreiften Boxen geben die Genotypen an, welche nicht signifikant verschieden
zum Zufallsniveau sind (p-Werte s. Tab.15); hierbei handelt es sich um ebo®/y,
ebo®®SD3282"2%/Y;;0r83b/+ sowie ebo®®SD3282"%/Y;:c232/+. Selbige Genotypen verhalten sich hoch

bis hochst signifikant unterschiedlich im Vergleich zu C-S, wohingegen alle Ubrigen Kreuzungen im

678

ebo’"-mutanten Hintergrund nicht signifikant verschieden zur Positivkontrolle sind (p-Werte s. Tab.15).

Da sich herausstellte, dass die Mutation auf dem X-Chromosom der UAS-Linie
ebo®’®/FM7a;;3282">/TM3, Sb nicht stabil war, wurden alle weiteren Experimente im
ebo®”®-mutanten Hintergrund mittels der stabilen UAS-Linie ebo®®SD3282%%/FM7a
durchgefiihrt, welche sowohl die Mutation ebo®”® als auch UAS-ebo{SD3282%%} auf
dem X-Chromosom tragt. Abb.34 zeigt die Ergebnisse aller Kreuzungsexperimente im
statistischen Vergleich zueinander. Die Verteilung der Daten, derjenigen Genotypen,
welche im ebo®”®-mutanten Hintergrund via 189Y-, EB1-, 198Y-, ftz-ng-, al9- sowie
c305-GAL4 angesetzt wurden, unterscheiden sich statistisch betrachtet nicht von den
wildtypischen Daten. Zudem sind die Kreuzungen mittels 189Y-, EB1-, ftz-ng-, a19- und
c305-GAL4 hdchst signifikant verschieden zum Zufallsniveau (p-Werte s. Tab.15). Im
Vergleich zur Negativkontrolle ebo®®SD32827%/Y;;0r83b/+ zeigen sich bei
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ebo®"8SD3282"%%/Y:c305/+ sowie ebo®’®SD32827%/Y:ftz-ng/+ signifikante Unterschiede
(p-Werte s. Tab.15). Es kann demnach gefolgert werden, dass durch die ebo-
Expression mittels 189Y-, EB1-, 198Y-, ftz-ng-, al9- sowie c305-GAL4 im ebo®™-
mutanten Hintergrund das raumliche Orientierungsgedachtnis wieder hergestellt werden
kann. Interessanterweise betreffen diese GAL4-Linien jede Ringneuronengruppe von
R1 bis R4m/R4d, weshalb es unlogisch erscheint, dass c232-GAL4, welche in R3 und
R4d exprimiert, den Verhaltensphanotyp nicht rettet. Deshalb wurde eine weitere
Kreuzung angesetzt, allerdings mit einer UAS-Linie, welche zwei UAS-Konstrukte fur
das wildtypische ebo-Gen beinhaltet, so dass bei einer Kreuzung via c232-GAL4 mehr
EBO als bei nur einem vorhandenen UAS-Konstrukt gebildet wird. Tats&chlich kann bei
dem Genotyp ebo®®SD32827%%/Y;3282M"/+;c232/+ eine Rettung beobachtet werden.
Diese Fliegen verhalten sich nicht signifikant anders als C-S, dafiir aber hoch signifikant
verschieden zum Zufallsniveau (p-Werte s. Tab.15). Dementsprechend scheint die
Menge an EBO in den Ringneuronen des Ellipsoidkérpers entscheidend zu sein, ob ein

raumliches Orientierungsgedachtnis ausgebildet werden kann oder nicht.



Tab.15: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.34

p

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere Gruppen gegen

Zufall

Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 58%

C-S (1) (N= 15) <0,001

ebo®®IY (2) (N= 12) 0,001 0,043
ebo®®sD3282"%/Y;;0r83b/+ (3) (N= 15) <0,001 | =1,000 0,687
ebo®"°SD3282"%/Y;;c232/+ (4) (N= 12) 0,009 | =1,000 | 1,000 0113
ebo®"*sD3282"%%/Y;189Y/+ (5) (N= 10) ~1,000 | 0691 | 0,189 | =1,000 <0,001
ebo®’°SD3282"%/Y;EB1/+ (6) (N= 12) ~1,000 | 0,775 | 0,197 | =1,000 | ~1,000 <0,001
ebo®’®SD3282"%Y;;;198Y/+ (7) (N= 12) 0,492 | =~1,000 | ~1,000 | =1,000 | ~1,000 | =1,000 0,387
ebo®®SD3282% /Y ;ftz-ng/+ (8) (N= 21) ~1,000 | 0,121 | 0,014 | 05549 | ~1,000 | ~1,000 | =1,000 <0,001
ebo®’®SD3282"/Y;;a19/+ (9) (N= 18) 0,284 | =1,000 | =1,000 | =1,000 | =1,000 | =1,000 | =1,000 | =1,000 <0,001
ebo®®sD3282"%/Y;c305/+ (10) (N= 12) ~1,000 | 0,154 | 0,028 | 0576 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | =1,000 <0,001
ebo®"*SD3282"%°/Y;3282"/+;c232/+ (11) (N=12) | 0,720 | =1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | 0,002

assiuqabi3 ‘g
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Mit Hilfe der verschiedenen GAL4-Treiberlinien wurden alle Gruppen von Ringneuronen
im Einzelnen und in Kombinationen auf ihre Bedeutung im Zusammenhang mit EBO
und dem raumlichen Orientierungsgedéachtnis untersucht. Nun stellte sich die Frage, ob
die Gruppen von Neuronen, die fur die Phanotyprettung verantwortlich waren, entweder
cholinerg oder GABAerg oder beides gleichermalRen waren. Um dies zu beantworten,
wurden zunachst zwei Kreuzungen angesetzt, beide mit der UAS-Linie
ebo®®SD3282"%/FM7a, so dass die Genotypen ebo®®SD3282"%%Y:Cha/+ und
ebo®’®SD3282"%%Y:;:GAD1/+ entstanden. Die Expression von wildtypischem ebo-
Konstrukt SD32827% in den cholinergen Neuronen, die durch Cha-GAL4 angesprochen
werden, fuhrte zu einer Rettung des Orientierungsgedachtnisses (p< 0,001) (Abb.35).
ebo®’®SD3282"%°/Y;;GAD1/+ hingegen zeigte weiterhin einen Verhaltensphanotyp im
Detour-Paradigma (Abb.35), weshalb es zunéchst so schien, als wirden nur die
cholinergen Neurone des Ellipsoidkérpers eine Rolle beziglich EBO und dem
Zusammenhang mit dem Orientierungsgedachtnis spielen.
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Abb.35: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=12-15, One-Sample-t-Test,
Sign-Test. Die Mediane betragen von links nach rechts gelesen in Prozent: 80, 70 und 80. Samtliche
angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A20.

Der Genotyp ebo®®SD3282%%/Y;Cha/+ hat einen Median der positiven Wahl von 80% und verhalt sich
damit hochst signifikant verschieden vom Zufallsniveau (p< 0,001). ebo®"®SD3282%%/Y;;GAD1/+ hingegen
liegt trotz eines Medians von 70% auf dem Zufallsniveau (p= 0,087). Bei Untersuchung der Kreuzung
ebo®®sSD3282"%Y;3282""/+;GAD1/+ fallt allerdings auf, dass durch das Vorhandensein zweier
wildtypischer ebo-Sequenzen im verwendeten UAS-Stamm ein Median von 80% erreicht werden kann

und damit ein hoch signifikanter Unterschied im Vergleich zum Zufallsniveau deutlich wird (p= 0,010).
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Da allerdings die Untersuchung von ebo®®SD3282%2%Y;3282M/+:c232/+ im Detour-
Paradigma ergab, dass die Menge an EBO in den Ringneuronen essentiell ist, wurde
mit GAD1-GAL4 eine weitere Kreuzung angesetzt. Daraus ergaben sich zu testende
Fliegen mit dem Genotyp ebo®®SD3282"%%/Y;3282""/GAD1. Diesen Tieren stand
demnach seit Beginn ihrer Entwicklung doppelt so viel EBO in den Neuronen, die sich
im Expressionsmuster von GAD1-GAL4 befinden, zur Verfigung. Auch hier zeigt sich,
dass tatsachlich die Menge an EBO im Ellipsoidkdrper bestimmt, ob ein rdumliches
Orientierungsgedachtnis aufgebaut werden kann, da ebo®’®SD3282%%Y;3282""/GAD1
in der Lage ist, sich daran zu erinnern, welcher Weg urspringlich eingeschlagen wurde
(Abb.35). Demnach kdnnen sowohl cholinerge als auch GABAerge Neurone des
Ellipsoidkdrpers mittels der Expression von ebo das Orientierungsgedachtnis
wiederherstellen.

Aufgrund der routinemafiigen histologischen Untersuchungen der getesteten Tiere
wurde beobachtet, dass der Verhaltens- sowie der grobmorphologische Phanotyp nicht
miteinander korrelieren. D.h., dass ebo-mutante Fliegen, die kein raumliches
Orientierungsgedachtnis  besitzen, sowohl deformierte als auch wildtypisch
erscheinende Ellipsoidkorper aufweisen koénnen (s. Kapitel 3.1.5.). Daher wurden
verschiedene Kreuzungsexperimente durchgefuhrt, bei denen mittels eines
Temperaturschalters bestimmt wurde, wann ebo® exprimiert wird (Abb.36 und 37).
Diese Schalter bestanden aus GAL80" und hsp70-GAL4. Abb.36 zeigt die Ergebnisse
der  Kreuzungen zwischen  ebo®®SD3282"%/FM7a;UAS-mCD8:GFP/+  und
+/+;189Y/+; TubGAL80"/+ bzw. +/+;,c305/+;TubGAL80"/+. Das mCD8:GFP-Konstrukt

wurde deshalb in die ebo®’®

-mutante UAS-Linie eingebaut, um nach den Experimenten
immunhistologische Untersuchungen vornehmen zu kodnnen. Den bei 18°C
aufgewachsenen  Tieren mit den  Genotypen  ebo®®SD32822%Y;UAS-
mCD8:GFP/189Y;TubGAL80"/+ und ebo®’®SD3282%%/Y;UAS-
mCD8:GFP/c305; TubGAL80"/+ stand wahrend ihrer Entwicklung kein EBO zur
Verfiigung, so dass sie beide im Detour-Paradigma einen Median von 60% zeigen und
sich nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden (p-Werte s. Tab.16). Werden
dieselben Tiere allerdings 24 Stunden lang bei 25°C inkubiert, kdnnen beide Genotypen
ein Orientierungsgedachtnis ausbilden, zeigen einen Median von 80% bzw. 75% und
sind hoch bzw. hdchst signifikant verschieden zum Zufallsniveau (Abb.36, p-Werte s.
Tab.16). Zur Kontrolle, ob eine Temperatur von 18°C alleine bereits Auswirkungen auf

ein rdumliches Orientierungsgedachtnis hat, wurde der Laborwildtyp C-S genauso
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behandelt wie die Kreuzungen. Abb.36 zeigt, dass sowohl C-S-Fliegen, die bei 18°C
aufgewachsen sind, als auch fur 24 Stunden bei 25°C inkubiert wurden, einen Median
von 80% zeigen und sich hochst signifikant vom Zufallsniveau absetzen (p-Werte s.
Tab.16). Die Temperatur alleine nimmt demnach keinen Einfluss auf das
Orientierungsgedachtnis, was bedeutet, dass EBO akut in den Ringneuronen des

Ellipsoidkdrpers bendtigt wird, damit eine raumliche Orientierungsgedachtnisleitung
erfolgen kann.
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Abb.36: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=12 fur alle Gruppen, One-
Sample-t-Test, Sign-Test, Paired-t-Test. Die Mediane betragen von links nach rechts gelesen in Prozent:
80, 80, 60, 80, 60 und 75. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang
10.3. Tab.A21.

Bei 25°C aufgezogene C-S-Fliegen zeigen im Detour-Paradigma einen Median von 80% und sie
verhalten sich identisch, wenn man dieselben Tiere fir 24 Stunden bei 18°C inkubiert und erneut testet.
Die bei 18°C aufgewachsenen Genotypen ebo®’°SD3282%%°/Y;UAS-mCD8:GFP/189Y;TubGAL80"/+ und
ebo®®SD3282"%/Y;UAS-mCD8:GFP/c305; TubGAL80"/+, die wahrend ihrer Entwicklung keiner ebo-
Expression unterlagen, verhalten sich hingegen nicht signifikant verschieden zum Zufallsniveau (p=
0,149, p= 0,913). Inkubiert man selbige Tiere jedoch fir 24 Stunden bei 25°C, so sind beide Genotypen
in der Lage ein Orientierungsgedéachtnis auszubilden (p= 0,001, p= 0,021, s. Tab.16).
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Tab.16: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.36

Genotyp, Temperaturregime (Gruppen #) Irrtumswahrscheinlichkeit p p gegen
(Anzahl N) gegen andere Gruppen Zufall
Test gegen Gruppe: 2 4 6 58%
C-S
18°C (1) (N= 12) ~1,000 <0,001
C-S
18° > 25°C (2) (N= 12) <0,001
678 #23 /. _ . ts
ebo”'"SD3282 /Y,U/:\S mCD8_.GFP/189YTubGAL8O 0,001 0.149
18°C (3) (N=12)
ebo®®sD3282"%°/Y;UAS-mCD8:GFP/189Y TubGAL80" <0.001
18° > 25°C (4) (N=12) ’
ebo®"®SD3282"%%/Y;UAS-mCD8:GFP/c305; TubGAL80"/+
"o _ ' 0,021 0,913
18°C (5) (N=12)
ebo®"®SD3282"%%/Y;UAS-mCD8:GFP/c305; TubGAL80"/+ 0.005
18° > 25°C (6) (N= 12) '

Um das Ergebnis der Kreuzungen mittels GAL80" zu stiitzen, wurde ein weiterer
Temperaturschalter verwendet, hsp70-GAL4. Abb.37 zeigt die Ergebnisse des
Genotyps ebo®®SD32827%%/Y::hsp70-GAL4/+ bei unterschiedlichen Zucht- und
Inkubationstemperaturen. Bei 18°C aufgewachsene und damit nicht ebo-exprimierende
Fliegen des Genotyps ebo®®SD3282%%Y:;:hsp70-GAL4/+ haben einen Median von
60% der Riuckkehr zum urspringlichen Ziel und liegen damit auf Zufallsniveau (p=
0,155). Werden selbige Tiere fur 24 Stunden bei 25°C inkubiert und kdnnen in dieser
Zeit ebo exprimieren, zeigen sie einen Median von 80% und unterscheiden sich sowohl
hoch signifikant vom Zufallsniveau (p= 0,001) als auch von den Daten des Vortages (p=
0,003). Lasst man ebo®®SD3282%%Y;:hsp70-GAL4/+ bei 25°C aufwachsen,
unterscheiden sie sich mit 75% hoch signifikant vom Zufallsniveau (p= 0,009). Nach
einer 72-stundigen Inkubation bei 18°C haben Tiere, die bei 25°C aufgewachsen sind,
nur noch einen Median von 60% und liegen damit auf Zufallsniveau (p= 0,693). Somit
konnte auf zwei verschiedenen Wegen gezeigt werden, dass EBO tatsachlich lediglich
akut im Ellipsoidkdrper bendétigt wird, damit ein rdumliches Orientierungsgedachtnis

fehlerfrei gebildet werden kann.



3. Ergebnisse 71

100]

Positive choice [%)]

401

ebo’’°SD3282"*/y;;hsp70-GAL4/+

I |
0 T T

78 <5 78, <5
(@ C A e A 76
o) C

Abb.37: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=12-15, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Wilcoxon-Signed-Rank-Test, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test. Die Mediane betragen von links
nach rechts gelesen in Prozent: 60, 75, 80 und 60. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren
Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A22.

Lasst man ebo®’®SD3282%%/Y;;hsp70-GAL4/+ bei 18°C aufwachsen, sind diese Tiere nicht fahig ein
raumliches Orientierungsgedachtnis auszubilden und haben einen Median von 60%. Werden diese
Fliegen jedoch 24 Stunden lang bei 25°C inkubiert, zeigen sie einen Median von 80%. Andersherum sieht
man denselben Effekt; denn der Genotyp ebo®®SD3282"%/Y;;hsp70-GAL4/+, der bei 25°C ein
wildtypisches Verhalten im Detour-Paradigma aufweist, kann nach einer 72-stiindigen Inkubation bei
18°C kein raumliches Orientierungsgedachtnis mehr zeigen (p-Werte s. Tab.17).

Tab.17: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.37

Genotyp, Temperaturregime Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen
(Gruppen #) (Anzahl N) p gegen andere Gruppen Zufall
Test gegen Gruppe: 2 4 58%

ebo®"®SD3282"/Y;;hsp70-GAL4/+
18°C (1) (N= 14) 0,003 0,155

ebo®"*sD3282"%°/Y;;hsp70-GAL4/+ 0,001
18°>25°C (2) (N=14) |

ebo®"°SD3282"%/Y;;hsp70-GAL4/+
25°C (3) (N=12) 0,022 0,009

ebo®"*sD3282"%°Y;;hsp70-GAL4/+ 0,693
25°>18°C (4) (N=15) |

Des Weiteren wurde ein RNAI-Experiment durchgefuhrt, das die Expression von ebo in

den R3-Ringneuronen verhinderte. Der getestete Genotyp X/Y;189Y/+;UAS-ebo-RNAI/+
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verhielt sich interessanterweise mit einem Median von 60% signifikant verschieden zu
C-S (p= 0,021) und nicht signifikant unterschiedlich zum Zufallsniveau (p= 0,226)
(Abb.38), obwohl lediglich in einer Ringneuronengruppe ebo ausgeschaltet wurde.
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Abb.38: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=12 fir alle Gruppen, One-
Sample-t-Test, t-Test. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3.
Tab.A23.

Der Laborwildtyp C-S verhalt sich mit einem Median von 70% hdchst signifikant verschieden zum
Zufallsniveau (p< 0,001) und signifikant erfolgreicher als X/Y;189Y/+;UAS-ebo-RNAIi/+ (p= 0,021). Zudem
liegt die Leistung von X/Y;189Y/+;UAS-ebo-RNAIi/+ mit einem Median von 60% auf dem Zufallslevel (p=
0,226).

Da bereits gezeigt wurde, dass ebo” akut exprimiert werden muss und dann in jeder
Ringneuronengruppe (d.h., jeweils ausschlieBlich durch ebo*-Expression in R1, R2, R3,
R4 und R4m) den Detour-Phanotyp retten kann, wéare es weiterhin interessant zu
wissen, ob bestimmte Neuropeptide in den Ringneuronen verantwortlich sind, um ein
raumliches Orientierungsgedachtnis umzusetzen. Deshalb wurden die zwei
Neuropeptide Neuropeptid F (npf) und FMRFamid (FmRFa) auf ihre mdgliche Funktion
bezuglich des Orientierungsgedachtnisses untersucht, da KaAHsSAI & WINTHER 2011
nachwiesen, dass diese Neuropeptide u.a. im Ellipsoidkdrper, genauer in R2 und R4,
aufzufinden sind. Mittels RNAi-Experimenten wurden in R2 und R4d npf sowie FMRFa
ausgeschaltet. Der Genotyp X/Y;c305/+;npf-RNAi/+ wurde im Detour-Paradigma
untersucht, wobei sich herausstellte, dass sich X/Y;c305/+;npf-RNAI/+ nicht signifikant

von C-S (p= 0,758) und héchst signifikant vom Zufallsniveau (p< 0,001) unterscheidet,
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demnach also weiterhin in der Lage ist, ein Orientierungsgedachtnis auszubilden
(Abb.39). Demnach ist dieses Neuropeptid im Ellipsoidkorper entweder nicht notwendig,
um ein Orientierungsgedéachtnis auszubilden, oder das npf-RNAi-Konstrukt war zu
schwach und hat die npf-Expression in R2 und R4d nicht vollstandig verhindern kénnen.
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Abb.39: Analyse des Orientierungsgedachtnisses im Detour-Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=12 fur alle Gruppen, One-
Sample-t-Test, Sign-Test, Kruskal-Wallis-Test. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren
Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A24.

Der p-Wert von 0,758 zeigt deutlich, dass kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen C-S und
X1Y;c305/+;npf-RNAIi/+ besteht. Beide Mediane betragen 80% und die p-Werte beider Genotypen liegen
im Vergleich zum Zufallsniveau bei <0,001, was ebenfalls das wildtypische Verhalten dieser Tiere

aufzeigt.

Die Ergebnisse, die die RNAi-Kreuzungen FMRFa betreffen, zeigen genau das
Gegenteil (Abb.40). Hier ist zu erkennen, dass sich X/Y;c305/+;FMRFa-RNAIi/+ Tiere
hdchst signifikant verschieden zu C-S verhalten (p< 0,001), woraufhin weitere
Kreuzungen mit anderen Ringneuron-spezifischen GAL4-Treiberlinien angesetzt und
untersucht wurden. Es zeigt sich, dass mittels ftz-ng- und EB1-GAL4 die Bildung eines
Orientierungsgedéchtnisses verhindert wird, was zum Ergebnis von c305-GAL4 passt,
da die erstgenannten Treiberlinien R4 bzw. R2 ansprechen, was dem
Expressionsmuster von c305 entspricht. Via 189Y- sowie 198Y-GAL4 konnte das
Orientierungsgedachtnis nicht ausgeschaltet werden, was nicht zu erwarten gewesen
war, da in den Ringneuronengruppen R3 und R1, die in dem Expressionsmuster beider
Treiberlinien liegen, bislang kein FMRFa nachgewiesen wurde. Demnach spielt FMRFa
in R2 und R4 eine Rolle bezuglich des rdumlichen Orientierungsgedachtnisses.
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Abb.40: Analyse des Orientierungsgedachtnisses von FMRFa-RNAi-Kreuzungen im Detour-
Paradigma

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=15-18, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Kruskal-Wallis-Test. Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s.
Anhang 10.3. Tab.A25.

Sowohl der Genotyp X/Y;189Y/+;FMRFa-RNAIi/+ als auch X/Y;;FMRFa-RNAIi/+;;;198Y/+ verhalten sich
nicht signifikant verschieden zu C-S (p= 1,000, p= 0,090), wobei sich hier nur X/Y;189Y/+;FMRFa-RNAi/+
gleichzeitig hoch signifikant vom Zufallsniveau absetzt (p< 0,001). X/Y;c305/+;FMRFa-RNAI/+ ist hdchst
und X/Y;;FMRFa-RNAI/ftz-ng sowie X/Y;EB1/+;FMRFa-RNAIi/+ sind hoch signifikant verschieden zu C-S
(p< 0,001, p= 0,001, p= 0,002). Die Mediane der drei letztgenannten Genotypen liegen bei 60%.

Tab.18: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.40

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrschegrllijcphpkeerit p gegen andere nguefgﬁn

Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5 58%

C-S (1) (N= 15) <0,001
X/Y;c305/+;FMRFaRNAIi/+ (2) (N= 18) <0,001 0,034
X/Y;189Y/+;FMRFaRNAi/+ (3) (N= 15) | =1,000 0,013 <0,001
XIY;;FMRFaRNAifftz-ng (4) (N= 15) 0,001 ~1,000 0,250 0,121
X/Y;;FMRFaRNAI/+;198Y/+ (5) (N= 15) | 0,090 0,548 1,000 ~1,000 0,121
X/Y;EB1/+;FMRFaRNAi/+ (6) (N= 15) 0,002 ~1,000 0,343 ~1,000 ~1,000 0,123

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde mittels konfokaler Mikroskopie von Gehirn-
Ganzpréparaten des Laborwildtyps C-S sowie der Mutante ebo®”® die Verteilung bzw.

der Transport von FMRFa im Bereich des Ellipsoidkdrpers verglichen. Ein eventueller
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Unterschied sollte auf diese Weise untersucht werden. Dazu wurden die Gehirne
jeweils mit einem Antikdrper gegen pro-FMRFa (das Vorlaufer-Peptid von FMRFa) und
gegen Fasziklin-1l, dessen positive Zellen im Bereich des Ellipsoid- und Pilzkérpers zu

finden sind, behandelt. Nach der Auswertung von neun wildtypischen und zwolf ebo®’®-

Gehirnen stellte sich heraus, dass es keinen sichtbaren Unterschied bezulglich der
FMRFa-Verteilung gibt (Abb.41).

Abb.41: Konfokale Darstellung der FMRFa-
Verteilung im Ellipsoidkorper

a& b (630-fache VergroRerung), Projektion
von funf aufeinanderfolgenden Schnitten
in frontaler Ausrichtung, Objekttr. B und D
vom 15.5.2012 (beide Praparate sind aus
Mé&nnchen gewonnen)

Es ist beziglich des Transports von FMRFa
(a-pro-FMRFa, grin) im Bereich des
Ellipsoidkorpers (a-fasciclin-Il, magenta) kein
Unterschied zwischen WT und ebo®”®
erkennbar. Die Intensitaten der grinen Pixel,
welche sich im Bereich von R2 und R4
befinden, wurden bei allen Praparaten (drei
WT, vier ebo®®) mittels Photoshop CS5

gemessen und sind nicht verschieden

zueinander.

Daraufhin wurde versucht, zwei Mutanten fir die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
von FMRFa FR und DmsR-2 (KLOSE et al., 2010) im Detour-Paradigma zu analysieren,

678 zum Verlust des

da offensichtlich keine Transportprobleme von FMRFa in ebo
Orientierungsgedéchtnisses fuhren. Dieses war jedoch nicht mdglich, da die Tiere sich
nicht ablenken lieRen, sondern stur auf den jeweils gegenuber liegenden Balken
zuliefen, auch wenn dieser nicht mehr sichtbar war. Deshalb wurde ausschlieflich ihr
allgemeines Laufverhalten im Buridan'schen Paradigma untersucht (s. Anhang

Abb.A1).
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3.1.3. Schnelle Phototaxis

In dieser Arbeit wurde zusatzlich zum allgemeinen Laufverhalten im Buridan schen
Paradigma sowie zum raumlichen Orientierungsgedéachtnis im Detour-Paradigma
ebenfalls untersucht, ob der Verhaltensphanotyp der ebo-Mutationslinie in der schnellen
Phototaxis (STRAUSS & HEISENBERG, 1993) mittels einer spezifischen Expression von
EBO im Ellipsoidkdrper gerettet werden kann. Dazu wurden verschiedene GALA4-
Treiberlinien und der UAS-Stamm ebo®’®SD3282"%/FM7a firr diverse Kreuzungen
verwendet. In Abb.42 sind die Ergebnisse fur alle Genotypen als Mediane der Anzahl
an Ubergangen von Rohrchen zu Rohrchen dargestellt. Der hochste erreichbare Wert
ist hierbei finf, da es insgesamt sechs Rohrchen im Versuchsaufbau gibt. Es wurden
eine Negativkontrolle mittels Or83b-GAL4 und ein panneuraler Rettungsversuch mittels
Appl-GAL4 angesetzt. Zudem wurden die Ellipsoidkorper-spezifischen Treiberlinien al9
(Expression in Ringneurongruppe R4), 189Y (R3), ftz-ng (R4), 198Y (R1) und c305 (R2
und R4d) sowie die Pilzkérper-spezifische Linie mb247-GAL4 eingesetzt. Als
Positivkontrolle diente der Laborwildtyp C-S. In Abb.42 werden der Ubersicht halber
ausschliel3lich die Signifikanzen einer jeden Kreuzung gegeniber der Positivkontrolle
gezeigt. Tab.19 gibt allerdings samtliche p-Werte, die durch den Kruskal-Wallis-Test
ermittelt wurden, wieder. Die Negativkontrolle ebo®"®SD3282%2%/Y;:0r83b/+ verhalt sich
hoch signifikant schlechter in der schnellen Phototaxis als C-S, wobei ihr Median zwar
bereits bei vier Ubergangen liegt, 75% der Einzelwerte aber dennoch zwischen zwei
und funf Ubergéangen liegen. Bei C-S liegen 75% der Einzelwerte zwischen vier und funf
Ubergangen. Weiterhin zeigt Abb.42 dass mit Ausnahme des Genotyps
ebo®"8SD3282"%%/Y:; Appl/+, welcher sich nicht signifikant verschieden zu C-S verhlt,
alle Rettungsversuche im Median hochst signifikant weniger Ubergéange absolviert
haben und damit nicht auf wildtypischen Niveau liegen. Betrachtet man allerdings
Tab.19, fallt auf, dass sich nicht nur ebo®"8SD3282%%/Y;; Appl/+ hoch signifikant von der
Negativkontrolle unterscheidet (p= 0,001). ebo®®SD3282"%/Y;;mb247/+ sowie
ebo®’®SD3282"%%/Y:189Y/+  sind  signifikant  (p= 0,015, p=  0,022),
ebo®’®SD3282"%%Y:;;198Y/+ ist hoch signifikant (p= 0,001) verschieden zur
Negativkontrolle. Jedoch verhalten sich alle diese Genotypen noch schlechter in der
schnellen Phototaxis als ebo®’8SD3282%%Y;;0r83b/+. Demnach sind die Ringneurone

und die Neurone der Pilzkdrper sowie des facherformigen Korpers, die von mb247-
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GAL4 angesprochen werden, bei der ebo-Mutation nicht flr den Verhaltensphénotyp in

der schnellen Phototaxis verantwortlich.

Anzahl der Ubergénge

C-S Or83b Appl al9 189Y ftzng 198Y mb247 c305

|
ebo”"SD3282" x

Abb.42: Rettungsversuche des Verhaltensphanotyps von ebo®”i

in der schnellen Phototaxis
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N=100-117, Kruskal-Wallis-Test.
Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A26.

Fur das Experiment wurden ebo®"®SD3282"%/FM7a-Jungfrauen mit Mannchen der jeweiligen GAL4-Linie
verpaart, so dass in der F1-Generation der jeweilige Genotyp von Interesse getestet werden konnte.

Der einzige Genotyp, der sich nicht signifikant von C-S unterscheidet und sich somit wildtypisch verhéalt,
ist eb06788D3282#23/Y;;Appl/+ (p= 1,000). Beide Genotypen absolvieren im Median finf Ubergange. Alle
weiteren Rettungsversuche sind fehlgeschlagen; kein Ellipsoidkdrper-spezifischer Treiber und auch
mb247-GAL4, welcher in den Pilzkérpern, im Ellipsoidkdrper und im facherférmigen Koérper (s. Tab.4)

exprimiert, konnten ein wildtypisches Verhalten in der schnellen Phototaxis herstellen.



Tab.19: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.42

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N)

Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere Gruppen

Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5 6 7 8
C-S (1) (N=117)
ebo®"sD3282"%%/Y;;:0r83b/+ (2) (N= 100) 0,010
ebo®"®sD3282"%/Y;; Appl/+ (3) (N= 115) ~1,000 0,001
ebo®®sD3282"%/Y;;mb247/+ (4) (N= 113) <0,001 0,015 <0,001
ebo®’®SD3282%/Y;189Y/+ (5) (N= 110) <0,001 0,022 <0,001 ~1,000
ebo®’®sD3282%/Y;;;198Y/+ (6) (N= 110) <0,001 0,001 <0,001 ~1,000 ~1,000
ebo®®sD3282%/Y;c305/+ (7) (N= 109) <0,001 0,414 <0,001 ~1,000 ~1,000 ~1,000
ebo®"®sD3282%/Y;;ftz-ng/+ (8) (N= 100) <0,001 ~1,000 <0,001 0,996 ~1,000 0,145 ~1,000
ebo®"®sD3282"%%/Y;:a19/+ (9) (N= 112) <0,001 ~1,000 <0,001 0,699 0,926 0,093 ~1,000 ~1,000

assiuqabi3 ‘g

8.
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3.1.4. Genetische Interaktion

Da noch unbekannt ist, in welcher Weise EBO auf die Aktin-Filament-Homdostase
einwirkt, wurde nach genetischen Interaktionspartnern von EBO gesucht. Hierfur
wurden Mutationen mehrerer Gene herausgesucht, die sich in irgendeiner Form auf die
Aktin-Filament-Homéostase auswirken. Dazu zahlen u.a. chic™®, tsr"'? ssh®,
RanGAP sowie RanGEF. Weiterhin wurden fiir ebo®”® homozygote Jungfrauen mit
Mannchen der jeweiligen Mutationslinie verpaart, so dass in der F1-Generation doppelt
heterozygote Tiere entstanden, von denen sowohl das Detour-Verhalten als auch der
anatomische Schaden untersucht wurden. Als Vergleich fur alle Interaktionskreuzungen
diente der Genotyp ebo®®/Y;+/+, welcher fiir eine bessere Vergleichbarkeit mit den
anderen Genotypen aus einer Kreuzung mit dem Laborwildtyp O-R hervorgegangen
war. Die anderen Genotypen bestanden aus ebo®’®/Y;chic’*?/+, ebo®’®/Y;ssh¥®%/+,
ebo®’®/Y;tsrM?/+, ebo®’®/Y;RanGAP/+ und ebo®’®/Y;RanGEF/+. In Abb.43 sind die
medianen Schadensklassen der verschiedenen Genotypen dargestellt. ebo®’®/Y;+/+ hat
im Median eine Schadensklasse von drei, was einem undefiniert deformierten
Ellipsoidkorper entspricht. ebo®’®/Y;chic'®*%/+ unterscheidet sich dazu hoch signifikant
(p= 0,009) und zeigt im Median Schadensklasse vier, was einen geteilten
Ellipsoidkorper  darstellt.  ebo®’®/Y;tsr"*?Y/+  sowie ebo®’®/Y;ssh'™®/+ hingegen
unterscheiden sich hochst signifikant von ebo®’®/Y;+/+ (p< 0,001, s. Tab.20), da beide
Genotypen geringere anatomische Schaden im Median zeigen. ebo®’®/Y:tsr"?!/+ hat
einen Median von zwei und ebo®®/Y;ssh'®/+ sogar von lediglich eins.
ebo®’®/Y;RanGAP/+ unterscheidet sich mit einem Median von drei signifikant von
ebo®’®/Y;+/+ (p= 0,033), da im Gegensatz zu ebo®’®/Y;+/+ keine Verteilung der Daten in
die niedrigeren Schadensklassen eins bis null und in die héchste Schadensklasse vier
vorhanden ist. ebo®®/Y;RanGEF/+ unterscheidet sich nicht signifikant von ebo®’®/Y;+/+
(p= 1,000) und weist einen Schadensklassen-Median von drei auf. Demnach kann aus
dem Experiment mit dem Genotyp und ebo®®/Y;RanGEF/+ beziiglich der anatomischen

Phanotypauspragung keine Aussagen getroffen werden.
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Abb.43: Anatomische Schadensauspragung bei genetischen Interaktionskreuzungen
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 93-140, Kruskal-Wallis-Test.
Samtliche angewandte statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A27.
Man erkennt, dass sich der Genotyp ebo®®/Y;chic'**

®8y:+/+ (x O-R) hoch signifikant verschlechtert hat (p-Wert s.

/+ beziglich seiner medianen anatomischen
Schadensklasse im Vergleich zu ebo

Tab.20). Des Weiteren zeigen ebo®®/Y;tsr"*?/+ sowie ebo®®/Y;ssh'®

/+ jeweils eine héchst signifikant
verbesserte Schadensklasse im Median als die Negativkontrolle ebo®®/Y;+/+ (x O-R) (p-Werte s.
Tab.20). ebo®”®/Y;RanGAP/+ unterscheidet sich aufgrund seiner geringeren Streuung signifikant von
ebo®"8/Y;+/+ (x O-R), hat allerdings ebenso wie die Negativkontrolle einen Median von drei (p-Wert s.
Tab.20). ebo®’®/Y;RanGEF/+ weist auch einen Median der anatomischen Schadensklasse von drei auf

und unterschiedet sich nicht signifikant von ebo®’®/Y;+/+ (x O-R) (p-Wert s. Tab.20).

Tab.20: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.43

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere Gruppen
Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5

ebo®’®/Y;+/+ (x O-R) (1) (N= 140)

ebo®’®/Y;RanGAP/+ (2) (N= 93) 0,033

ebo®"8/Y;ssh™%/+ (3) (N= 94) <0,001 <0,001

ebo®8/Y:tsr"2Y/+ (4) (N= 100) <0,001 0,039 0,021

ebo®®/Y;chic®®*¥/+ (5) (N= 107) 0,009 <0,001 <0,001 <0,001
ebo®’®/Y;RanGEF/+ (6) (N=112) | =~1,000 0,005 <0,001 <0,001 0,150
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Abb.44 zeigt die Leistungen der Interaktionskreuzungen im Detour-Paradigma. Als
Positivkontrolle fungiert der Laborwildtyp O-R mit 80%, als Negativkontrolle ebo®’8/Y;+/+
mit 60%. Zwischen beiden Kontrollen besteht mit einem p-Wert von 0,036 ein
signifikanter Unterschied. ebo®’®/Y;:RanGEF/+ konnte als einziger Genotyp, der auf
seine Anatomie hin analysiert wurde, nicht im Detour-Paradigma untersucht werden, da
er sich nicht bzw. nur &uf3erst selten von Balken ablenken liel3. Keiner der getesteten
Genotypen zeigt eine signifikante Verschiedenheit zur Negativkontrolle (p-Werte s.
Tab.21). Allerdings zeigt Tab.21, dass sich ebo®®/Y;chic’**/+ ebenso wie O-R hoch
signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden (p= 0,004), weshalb die Kreuzungen fir
ebo®’®/Y;chic™®®/+ sowie ebo®’®/Y;+/+ erneut angesetzt wurden. Da beide Genotypen
nun alternierend am selben Tag untersucht werden konnten, durfte der weniger scharfe
statistische Mann-Whitney-Rank-Sum-Test angewendet werden, um die Daten
miteinander zu vergleichen. Erneut zeigen ebo®’®/Y;chic*®**%+ einen Median von 75%
und ebo®’®/Y;+/+ von 60%, auch unterschiedet sich ebo®’®/Y;chic'**%+ wieder hoch
signifikant vom Zufallsniveau (p= 0,004). Es zeigt sich nun allerdings auch, dass ein
hochst signifikanter Unterschied zwischen der Negativkontrolle und ebo®’®/Y;chic*®%%/+
besteht (p< 0,001). Demnach kann der ebo®®-Verhaltensphanotyp im Detour-

1320

Paradigma durch die heterozygot vorhandene Mutation von chic™“" gerettet werden.



3. Ergebnisse 82

n:s,
n.sq*s‘ﬁ :
100 .S sl
- *
\o ——
= 80- i ,
3 T |
o l_ } 1
S 60 | b
- | []
> 1 1 1
0
o
20
ebo®”® x ebo’"” x
0 I ! ) EEm—
/?L /é ;,\x ' L\x\‘ @‘\x ! \X J /@ ; @0\«\’
ot o '\C:'ﬂ 9(‘06‘(\ o o 0 o) .\Oc’
CX\ X %) @aﬁ O‘(\

Abb.44: Analyse des Orientierungsgedachtnisses der genetischen Interaktionsgenotypen
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 10-12, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test, Kruskal-Wallis-Test. Sdmtliche angewandte statistische Tests
sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A28.

O-R unterschiedet sich signifikant von der Negativkontrolle ebo®’®/Y;+/+ (x O-R) (p= 0,036). Alle anderen
Genotypen zeigen im Kruskal-Wallis-Test weder signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle noch zu
O-R (p-Werte s. Tab.21). Da aber ebo®”®/Y;chic***°/+ einen Median von 75% hat und zudem ebenso wie
O-R hoch signifikant verschieden zum Zufallsniveau ist (p= 0,004), wurden die Kreuzungen ebo®”® x O-R

sowie ebo®”® x chic™?° erneut angesetzt und parallel getestet. Daraus ergab sich, dass ebo®®/Y;chic*%/+
mit einem Median von 75% hochst signifikant verschieden zu ebo®’®/Y;+/+ (x O-R) (p< 0,001) und damit

als Rettung des Verhaltensphanotyps anzusehen ist.

Tab.21: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.44

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) | Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere Gruppen p gegen Zufall

Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 5 58%
O-R (1) (N= 10) 0,004
ebo®®Y;+/+ (O-R) (2) (N= 11) 0,036 0,522
ebo®®/Y;RanGAP/+ (3) (N=12) | 0,439 | =~1,000 0,150
ebo®"®/Y;chic™**/+ (4) (N= 12) ~1,000 | 0,214 =1,000 0,004
ebo®”8/v;ts™M2Y+ (5) (N= 11) 0,204 ~1,000 | =~1,000 0,952 0,071
ebo®®/Y;ssh>®/+ (6) (N= 12) 0,113 ~1,000 | =1,000 0,592 ~1,000 0,198
B 58%
ebo®™/Y;+/+ (O-R) Il (A) (N=12) | <0,001 0,662
ebo®"®/Y;chic™®?/+ 11 (B) (N= 12) <0,001
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3.1.5. Praparation von Speicheldriisen bei ebo-mutanten-Tieren

Da sich das ebo-Gen als das Exp6-Gen herausgestellt hat, kann bei ebo-Tieren kein
normaler, EXP6-getragener Export aus dem Zellkern von Aktin-Profilin-Komplexen
angenommen werden. Dies wiederum zieht Aktin-Anreicherungen im Zellkern nach sich
(GALL, 2006; GUTTLER & GORLICH, 2011; PARK et al., 2011). Um diese Theorie bei ebo-
Tieren zu belegen, wurden Speicheldriisenpraparate angefertigt, da deren Zellkerne mit
einem Durchmesser von ca. 20-30um besonders grof3 sind, und anschliel3end mit DAPI
inkubiert. Die zur Praparation angesetzte Kreuzung lieferte sowohl die Mutation-
tragenden Mannchen ebo®’®/Y;189Y/UAS-GFP::Act als auch die wildtypischen
weiblichen Kontrollen ebo®”®/X;189Y/UAS-GFP::Act, da ebo bekanntermaRen X-
chromosomal rezessiv ist. Aul3er der Mutation beinhaltete der Genotyp eine UAS fur mit
Aktin fusioniertes GFP sowie die 189Y-GAL4-Treiberlinie, welche nicht nur in R3,
sondern auch in den Speicheldrisen von L3-Larven exprimiert. Somit konnte unter
einem UV-Lichtmikroskop sowohl die DNA (mittles DAPI) als auch Aktin (mittels der
GFP-Fusion) der Tiere sichtbar gemacht werden (Abb.45 & 46). Abb.45a zeigt in den
ebo-mutanten M&nnchen samtliche Zellkerne, die sich in diesem Ausschnitt befinden,
Abb.45b zeigt, dass sich in allen Zellkernen in einem hohen Mafl} Aktin befindet,
welches aufRerdem diffus im Zellkern verteilt ist (Abb.47). Die interne Kontrolle dieses
Experiments wird in Abb.46a & b dargestellt und zeigt deutlich, dass Fliegen ohne die
ebo-Mutation keine Aktinakkumulationen in den Zellkernen aufweisen. Die Mutation von
Exp6 verhindert demnach tatséchlich den Export von Aktin-Profilin-Komplexen aus dem
Zellkern. Die Abbildungen 47a und b sind mittels eines konfokalen Mikroskops
hergestellt worden und zeigen jeweils einen einzelnen beispielhaften Zellkern aus den
in Abb.45 und Abb.46 verwendeten Speicheldrisenpréaparaten. Die griinen Bereiche
stellen das GFP-fusionierte Aktin im Zellkern dar, die magentafarbenen Bereiche die
mittels DAPI gefarbte DNA. Beide Zellkerne sind in ihrer medianen Ebene dargestellt
und bei einem Vergleich beider Bilder wird erneut deutlich, dass nur die ebo-mutanten

Tiere (Abb.47a) eine Aktin-Akkumulation im Zellkern aufweisen.



3. Ergebnisse 84

3 _ada® e % 9 hS
Abb.45: Speicheldriise des Genotyps ebo®’®/Y;189Y/UAS-GFP::Act
a & b (100-fache VergroRerung) Objekttr.Nr.:A-11.3.2012
a Die Zellkerne der Speicheldriise sind mit DAPI sichtbar gemacht worden.

b Derselbe Ausschnitt der Speicheldriise ist dargestellt, nun sieht man jedoch das mit GFP fusionierte
Aktin. Es ist im Vergleich der beiden Bilder deutlich zu erkennen, dass samtliche Zellkerne auf

unterschiedliche Weise sichtbar gemacht wurden und sowohl in a als auch in b erkennbar sind.

Abb.46: Speicheldriise des Genotyps ebo®’®/X;189Y/UAS-GFP::Act

a & b (100-fache VergrofRerung) Objekttr.Nr.:C-11.3.2012

a Die Zellkerne der Speicheldriise sind mit DAPI sichtbar gemacht worden.

b Auf demselben Ausschnitt der Speicheldriise sieht man durch GFP nur schwache, schemenhafte

Andeutungen vereinzelter Zellkerne.

Abb.47: Zellkerne dargestellt mittels konfokaler Mikroskopie
(0,25um virtuelle Schnittdicke; 630-fache VergréRerung, Zoom: 2,8)
a Genotyp: ebo®’®/Y;189Y/UAS-GFP::Act. Es ist deutlich zu erkennen, dass im Zellkern der ebo-mutanten
Speicheldrise Aktin (grin) akkumuliert und komplementar um die DNA (magenta) angeordnet ist.

b Genotyp: ebo®’®/X;189Y/UAS-GFP::Act. Die wildtypische Kontrolle weist keine Aktin-Ansammlung im

Zellkern der Speicheldrise auf, es ist nur DNA erkennbar.



3. Ergebnisse 85

Nachdem bei Larven die Aktinanreicherung in den Zellkernen von Speicheldrisen

gezeigt wurde, sollten nun auch die Zellkerne adulter ebo®’®

-Tiere analysiert werden.
Hierzu wurden Gehirne der Genotypen ebo®’®/X;UAS-Act::GFP;c232 (wildtypisch) sowie
ebo®"®/Y;UAS-Act::GFP;c232 (ebo-Phanotyp) zu Ganzpréaparaten verarbeitet und mit
DAPI inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch kofokale Mikroskopie und zeigt, dass die
wildtypischen Zellkdrper am Rand stark grin leuchten, was bedeutet, dass sich dort
Aktin befindet (Abb.48b). In Abb.48e sind die Zellkérper der ebo®’®-Mutante zu sehen.
Diese unterscheiden sich von den wildtypischen dadurch, dass hier Aktin homogen in
den kompletten Zellkdrpern verteilt ist, bis auf den Bereich des Nucleolus. Auch bei
adulten Drosophila Nervenzellen ist demnach eine Akkumulation von Aktin im Zellkern

Zu verzeichnen.

Abb.48: Konfokale Darstellung der Ringneuronengruppen R3 und R4d des Ellipsoidkérpers
(0,76um virtuelle Schnittdicke; 400-fache VergroRerung, b-c & e-f Zoom: 4)

a Vollstandige Ansicht der wildtypischen Neuronengruppen R3 und R4d einschliel3lich ihrer Zellkorper.

b VergroRerte Darstellung der Zellkbrper aus a. Es ist deutlich zu erkennen, dass Aktin in den
wildtypischen Zellkérpern marginal angeordnet ist. ¢ zeigt deutlich, dass sich in den wildtypischen
Zellkernen kein Aktin befindet.

d Vollstandige Ansicht von R3 und R4d inklusive Zellkérper bei ebo®’®

678

. e stellt eine Zellkérpergruppe von

ebo”"" aus d in der vierfachen VergréRerung dar. Man erkennt, dass sich hier Aktin Gberall im Zellkérper

verteilt, mit Ausnahme des Nucleolus. f verdeutlicht die Aussage, dass Aktin bei mutanten Tieren nicht im

Nucleolus zu finden ist, sich ansonsten aber im gesamten Zellkérper verteilt.

3.1.6. Mit Aktin im Zusammenhang stehende Transkriptionsfaktoren

Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor blistered (bs), auch bekannt als Serum

Response Factor (dSRF), die Expression von Genen moduliert, welche fur strukturelle
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sowie regulatorische Effektoren der Aktin-Dynamink und damit der neuronalen Motilitat
wie z.B. Zellmigration oder Zielfindung von Axonen codieren (KNOLL & NORDHEIM, 2009;
OLSON & NORDHEIM, 2010; KNOLL, 2011). Des Weiteren spielt bs eine Rolle in der
Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses und reguliert die erfahrungsbedingte
Schlafzunahme bei Drosophila (DONLEA ET AL., 2009;) und wird im Zusammenhang mit
der terminalen Tracheenverastelung von Drosophila genannt (GERVAIS & CASANOVA,
2011). bs wird in seiner Aktivitat wiederum durch die zwei Cofaktoren Ternary Complex
Factor (TCF) und Myocardin-Related Transcription Factor (MRTF), auch bekannt als
MAL, beeinflusst (HAN ET AL., 2004; KNOLL, 2011; PAGEL & DEINDL, 2011), wobei die
Regulation von Mrtf selbst fir diese Arbeit von besonderem Interesse ist. Mrtf befindet
sich in einer inaktiven Form im Cytoplasma, wenn monomeres globulares Aktin (G-
Aktin) an den Cofaktor gebunden ist (PAGEL & DEINDL, 2011; KNOLL, 2011). Befindet sich
demnach im Zellkern viel G-Aktin, was bei ebo-Mutanten nachgewiesen werden konnte,
sind Mrtf und damit auch der Transkriptionsfaktor bs inaktiv. Deshalb wurden in dieser
Arbeit sowohl bs- als auch Mrtf-Mutanten auf ihr Detour-Verhalten untersucht. Zunachst
wurden zwei bs-Mutantenlinien getestet, welche unterschiedliche Allele betreffen,
X/Y;;sp2bs?/Ill und X/Y;;bs'3*®/111. Beide Genotypen zeigen mit einem Median von 65
bzw. 60% kein Orientierungsgedachtnis (Abb.49). Auch der Genotyp X/Y;;sp2bsz/bs>*,
welcher heterozygot fir beide Allele ist, weist einen Verhaltensphanotyp im Detour-
Paradigma auf. Daraufhin wurde ein Rettungsexperiment im bs-mutanten Hintergrund
durchgeflihrt, was ebenfalls in Abb.49 zu sehen ist. Der Genotyp X/Y;bs?/l;c232/UAS-
bs wurde gegen die Negativkontrolle X/Y;bs?/Il;c232/TM3,Sb getestet, wobei sich
herausstellte, dass durch die Expression von wildtypischem bs in den
Ringneurongruppen R3 und R4d das Orientierungsgedachtnis wieder ausgebildet
werden konnte. Die Rettung verhalt sich mit einem Median von 80% nicht nur signifikant
orientierter als die Negativkontrolle, sondern auch hoch signifikant verschieden zum
Zufallsniveau. Nun war es interessant in Erfahrung zu bringen, ob auch im ebo-
mutanten Hintergrund durch die Expression von wildtypischem bs die Ausbildung eines
raumlichen Orientierungsgedachtnisses wieder hergestellt werden kann. Hierfir wurden
die zwei Rettungskreuzungen ebo®’8/Y;189Y/1I;UAS-bs/IIl sowie ebo®’®/Y;;c232/UAS-bs
analysiert (Abb.49). Weder die bs-Expression mittels 189Y- noch mittels c232-GAL4
konnten jedoch ein wildtypisches Verhalten im Detour-Paradigma hervorrufen. Beide
Genotypen liegen auf Zufallsniveau mit einem Median von 55 bzw. 60%.
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Abb.49: Analyse des Orientierungsgedachtnisses von blistered-Mutanten und den
Rettungskreuzungen

Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 16 fur alle Gruppen, One-
Sample-t-Test, Sign-Test, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test, Kruskal-Wallis-Test. Samtliche angewandte
statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A29.

Sowohl X/Y;;sp2bs?/lll als auch X/Y;;bs™*®/lIl verhalten sich signifikant verschieden zu C-S und nicht
signifikant unterschiedlich zum Zufallsniveau (p-Werte s. Tab.22). Tiere, welche heterozygot fur beide
Allele der bs-Mutation sind, liegen ebenfalls auf Zufallsniveau und sind hoch signifikant schlechter im
Detour-Verhalten als der Laborwildtyp. Der Rettungsversuch im bs-mutanten Hintergrund konnte zeigen,
dass bei Expression des wildtypischen bs in R3 und R4d der Verhaltensphanotyp im Detour-Paradigma
verbessert wurde. X/Y;bs?/11;c232/UAS-bs verhalt sich signifikant orientierter als die Negativkontrolle
XIY;bs?/11;,c232/TM3,Sb. Jedoch ist es nicht méglich im ebo-mutanten Hintergrund mittels der Expression
von wildtypischem bs das Orientierungsgedachtnis wieder herzustellen. ebo®®/Y;189Y/1I;UAS-bs/IIl sowie
ebo®"®/Y;;c232/UAS-bs liegen beide auf Zufallsniveau (p= 0,200 und p= 0,861).
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Tab.22: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.49

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N) Irrtumswaaf;]rjgrf;eg]rlfphpkeeri]t p gegen p Zguigﬁn
Test gegen Gruppe: 1 2 3 58%

C-S (1) (N= 16) <0,001
X/Y;;sp2bs?/lll (2) (N= 16) 0,023 0,075
XIY;:bs™*® 01 (3) (N= 16) 0,018 ~1,000 0,123
XIY;;sp2bsz/bs® (4) (N= 16) 0,002 ~1,000 ~1,000 0,224
B 58%

X/Y;bs?/I1;c232/TM3,Sb (A) (N= 16) 0,025 0,184
X/Y;bs?/I1;c232/UAS-bs (B) (N= 16) 0,001

Nach der Analyse von bs wurde der Cofaktor Mrtf im Detour-Paradigma untersucht. Es
wurde sowohl eine mdgliche genetische Interaktion zwischen ebo und Mrtf als auch ein
Rettungsversuch im ebo-mutanten Hintergrund mittels der Expression von Mrtf in R3-

Ringneuronen Uberprift (Abb.50). Das genetische Interaktionsexperiment ergab, dass

678 fA 7

weder heterozygote ebo”'°-Weibchen noch heterozygote Mrtf"’-Weibchen einen

Verhaltensphanotyp zeigten. Auch Mrtf*”-homozygote Tiere verhielten sich wildtypisch.
Weibchen mit dem Genotyp ebo®’®/X;:Mrtf*4’/+ lagen mit einem Median von 60% jedoch
auf Zufallsniveau und haben demnach kein Orientierungsgedéachtnis. Die
Rettungskreuzung im ebo-mutanten Hintergrund mittels 189Y-GAL4 verhielt sich nicht
verschieden zum Zufallsniveau und der Negativkontrolle, d.h., die Expression von Mrtf

678

in R3 kann keinen Verhaltensphénotyp in ebo”""-Tieren retten.
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Abb.50: Analyse des Orientierungsgedachtnisses von Mrtf-Mutanten und Rettungskreuzungen
Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 14-16, One-Sample-t-Test,
Sign-Test, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test, Kruskal-Wallis-Test. Samtliche angewandte statistische Tests
sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A30.

Sowohl die weiblichen heterozygoten ebo-Tiere als auch die heterozygot Mrtf-mutanten Weibchen
verhalten sich nicht signifikant schlechter als C-S (p-Werte s. Tab.23). Auch homozygot Mrtf-mutante
Tiere verhalten sich wildtypisch. Bei der genetischen Interaktionskreuzung stellt sich jedoch heraus, dass
ebo®"8/X;;:Mrtf**"/+ kein Orientierungsgedéachtnis aufbauen kann und hoch signifikant schlechter als C-S

ist. Der Rettungsversuch durch die Expression von Mrtf in R3 im ebo-mutanten Hintergrund scheiterte
jedoch.
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Tab.23: p-Werte der statistischen Tests zu den Daten aus Abb.50

Genotyp (Gruppen #) (Anzahl N)

Irrtumswahrscheinlichkeit p gegen andere

p gegen Zufall

Gruppen
Test gegen Gruppe: 1 2 3 4 58%
C-S (1) (N= 16) <0,001
ebo®®/X (2) (N= 14) ~1,000 <0,001
XIX:Mrtf47/+ (3) (N= 14) ~1,000 | =1,000 <0,001
XIY;;Mrtf 47 Mt 47 (4) (N= 16) 0,209 | =1,000 | ~1,000 0,005
ebo®®/X;;:Mrtf4"/+ (5) (N= 14) 0,001 0,026 0,053 | =~1,000 0,536
B
ebo®’®/Y;189Y/+;UAS-Mrtf/+ (A) (N= 13) | 0,522 0,484
ebo®"8/Y;189Y/+;TM3,Sh/+ (B) (N= 13) 0,151

3.1.7. Histologie zu allen durchgefiihrten Experimenten

Nach jedem durchgefiihrten Verhaltensexperiment wurden die zuvor getesteten Fliegen

nach der Kragenmethode (s. 2.4.1) gefadelt und ihre Gehirne zu mikroskopischen

Praparaten verarbeitet. Auf diese Weise konnte die grobmorphologische Auspragung

des jeweiligen Strukturdefektes aufgezeichnet werden.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Laborwildtypen zeigten ein anatomisch intaktes

Gehirn auf und werden daher in den folgenden Tabellen nicht erneut aufgelistet.

Die histologische Auswertung der im Buridan schen Paradigma getesteten Tiere wird in

Tab.24 dargestellt. Die Tabellen 25-38 geben eine Ubersicht der im Detour-Paradigma

untersuchten Genotypen.
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Tab.24: Anatomische Analyse der im Buridan'schen Paradigma getesteten Genotypen.
Genotyp ] _ ED
wildtypisch mutant n.a.
ebo®'/Y;3282"/+ (x WT-B) 3 9 0
eboF"1Y;3282"/+;elav+Appl/+ 11 0 1
XIY;+/+;elav+Appl/+ 12 0 0
ebo">%%%y;3282M"/+ (x WT-B) 6 4 2
ebo"5%%Y:3282M/+:elav+Appl/+ 6 0 6
X/IY;+/+;elav+Appl/+ 9 0 3
ebo*5%3)y;3282""/+; Appl/+ 8 0 3
ebo""/Y;3282"7/3282"" 1 6 5
ebo™"/Y;3282""/c305 1 8 3
ebo""/Y;3282"7/189Y 7 4 1
ebo®/Y;3282"7/+: Appl/+ 10 0 0
ebo®’®SD3282%%/Y;c305/+ 0 12 0
ebo®’8SD3282"2%Y;CyO/+ 6 2
Tab.25: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.31.
Genotyp ] _ ED
wildtypisch mutant n.a.
ebo®/Y;3282M/+ (x WT-B) 2 7 5
ebo""/Y;3282"/+:elav+Appl/+ 12 0 2
ebo®/Y;3282"7/+: Appl/+ 13 0 1
ebo™'/Y;3282"7/189Y 2 6 2
ebo""/Y;3282"7/c305 1 5 6
ebo""/Y;3282"7/+;c547/+ 1 11 0
ebo™/Y;3282"7/+;c232/+ 1 7 2
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Tab.26: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.32.
Genotyp ] _ ED
wildtypisch mutant n.a.
ebo">%%%y;3282M"/+ (x WT-B) 1 9
ebo"5%%Y:3282M/+:elav+Appl/+ 10 0
eb0"52%%Y;3282M7/+: Appl/+ 11 0
ebo">*%1y;3282""/189Y 8 3
ebo"5%%%1Y;3282""/c305 0 7 5
ebo"5*1y;3282M/+;c42/+ 7 3 1
ebo"5?°%1y;3282""/+,c547/+ 4 4 4
ebo"5*1y;3282M7/+,c232/+ 5 7 0
Tab.27: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.33.
Genotyp i . ED
wildtypisch mutant n.a.
ebo®’®/Y;;3282M°/0r83b 5 5 2
ebo®’®/Y;:3282"/elav+Appl 3 0
ebo®’®/Y;::3282°/Appl 0 7
Tab.28: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.34.
Genotyp i . ED
wildtypisch mutant n.a.
eba®’®yY 0 8 4
ebo®’®sD3282%%/Y;;0r83b/+ 4 10 1
ebo®"®sD3282"%%/Y;;c232/+ 2 7 3
ebo®’®sD3282"%%/Y;189Y/+ 6 2 2
ebo®"®sD3282"%°/Y;EB1/+ 9 1 2
ebo®’®sD3282"%%/Y;;;198Y/+ 8 1 3
ebo®’8SD3282"%%Y::ftz-ng/+ 7 8 6
ebo®’®sD3282%%/Y;;a19/+ 15 2 1
ebo®’®sD3282"%/Y;c305/+ 1 7 4
ebo®’®sD3282%%/Y;3282""/+,c232/+ 6 0 6
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Tab.29: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.35.
Eb
Genotyp . .
wildtypisch mutant n.a.
ebo®"°SD3282%%/Y;Cha/+ 8 0
ebo®’®SD3282"%/Y;;GAD1/+ 7 3
ebo®’°sD3282"%°/Y;3282"/+;GAD1/+ 15 0 0
Tab.30: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.36.
Eb
Genotyp ] _
wildtypisch mutant n.a.
ebo®"®SD3282"%%/Y;UAS- 0 0 12
mCD8:GFP/189YTubGAL80" 18 > 25°C
ebo®"®SD3282"%%/Y;UAS- 5 ) 4
mCD8:GFP/c305; TubGAL80"/+ 18 > 25°C
Tab.31: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.37.
Eb
Genotyp ] .
wildtypisch mutant n.a.
ebo®’®SD3282"%/Y:;hsp70-GAL4/+ 18 > 25°C 10 4
ebo®’®SD3282"%%/Y::hsp70-GAL4/+ 25°C 10 2
ebo®’®SD3282"%%/Y::hsp70-GAL4/+ 25 > 18°C 6 9
Tab.32: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.38.
Eb
Genotyp . .
wildtypisch mutant n.a.
X/Y;189Y/+;UAS-ebo-RNAI/+ 9 0 3
Tab.33: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.39.
Eb
Genotyp . .
wildtypisch mutant n.a.
X/Y;c305/+;npf-RNAI/+ 11 0 1
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Tab.34: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.40.
Genotyp ] _ ED
wildtypisch mutant n.a.
X/Y;c305/+;FMRFaRNAIi/+ 17 0 1
X/Y;189Y/+;FMRFaRNAIi/+ 13 0 2
X/Y;;FMRFaRNAI/ftz-ng 12 0 3
XIY;;FMRFaRNAIi/+;;;198Y/+ 11 0 4
X/Y;EB1l/+;FMRFaRNAI 10 0 5
Tab.35: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.42.
Eb
Genotyp
wildtypisch mutant n.a.
ebo®’®SD3282%%/Y;;0r83b/+ 48 19 33
ebo®®SD3282%%/Y;; Appl/+ 88 1 26
ebo®’®SD3282"%%/Y;;mb247/+ 51 14 48
ebo®®SD3282%%/Y;189Y/+ 50 24 36
ebo®’®SD3282"%%/Y;;;198Y/+ 66 14 30
ebo®"®SD3282"%%Y;c305/+ 18 45 46
ebo®’8SD3282"%%/Y ;ftz-ng/+ 38 13 49
ebo®®SD3282%%Y;;a19/+ 63 5 a4
Tab.36: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.44.
Genotyp i . Eb
wildtypisch mutant n.a.
ebo®8/Y;+/+ (O-R) 0 7 4
ebo®’®/Y;RanGAP/+ 0 8 4
ebo®"®/Y;chic™*%/+ 0 10 2
ebo®’8/Y;tsr%/+ 2 7 2
ebo®’®/Y;ssh™ %+ 0 7 5
ebo®8/Y;+/+ (O-R) Il 1 8 3
ebo®’®/Y;chic™®*/+ II 2 8 2
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Tab.37: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.49.

Genotyp ] _ Eb
wildtypisch mutant n.a.
X/Y;;spbs?/ll 16 0 0
X/Y;;:bs™4811 16 0 0
X/Y:;sp2bs?/bs’**® 16 0 0
X/Y;bs?/I1;c232/TM3,Sb 15 0 1
XIY;bs?/Il;c232/UAS-bs 16 0 0
ebo®®/Y;189Y/Il;UAS-bs/IlI 2 10 4
ebo®’®/Y;;c232/UAS-bs 2 14 0
Tab.38: Anatomische Analyse der getesteten Tiere aus Abb.50.
Genotyp ] . Eb
wildtypisch mutant n.a.
ebo®’®/X (N= 14) 14 0 0
XIX;:Mrtf/+ (N= 14) 14 0 0
XIY ;;MrtfY /Mrtf” (N= 16) 0 14 2
ebo®8/X;;Mrtf"’/+ (N= 14) 14 0 0
ebo®8/Y;189Y/+;UAS-Mrtf/+ (N= 13) 0 11 2
ebo®’®/Y;189Y/+;TM3,Sb/+ (N= 13) 0 11 2

Bei Betrachtung der anatomischen Auswertung der im Detour-Paradigma getesteten
Fliegen fallt auf, dass keine Korrelation zwischen dem grobhistologischen und dem
Verhaltensphanotyp zu verzeichnen ist. Fliegen, die in der Lage sind, ein
Orientierungsgedachtnis auszubilden, zeigen mit Ausnahme der Laborwildtypen sowohl
grobmorphologisch intakte als auch defekte Ellipsoidkorper. Andersherum gibt es
Fliegen, die zwar kein Orientierungsgedéachtnis haben, aber grobmorphologisch intakte
Ellipsoidkdrper aufweisen.

Zur Verdeutlichung der anatomischen Schadensauspragung innerhalb eines Genotyps
wurden immunhistologische Analysen von ebo®’®/Y;UAS-mCD8:GFP/c305, einem

®’8_mutanten Hintergrund ohne die UAS-Sequenz fiir das wildtypische

Genotyp im ebo
ebo-Gen, und ebo®®SD3282%%/Y;UAS-mCD8:GFP/c305, einem Genotyp im ebo®’s-
mutanten Hintergrund mit UAS-Rettungskonstrukt fur wildtypisches EBO, durchgefihrt.
Abb.51 a-d zeigen vier verschiedene Ellipsoidkérper-Anatomien bei einem ebo®’®-

mutanten Genotyp. Der Phanotyp variiert zwischen grobmorphologisch wildtypisch (a)



3. Ergebnisse 96

uber eine ventrale Einkerbung (c) bis hin zur vollstandigen Teilung des Ellipsoidkdrpers
(b). Auch diffuse Deformationen des Zentralkomlex-Neuropils sind zu verzeichnen (d).

Abb.51: Varianz in der anatomischen Schadensauspragung bei ebo®®/Y;UAS-mCD8:GFP/c305

a-d (Objekttrager-Nr. 91, 7.7.2010, 200-fache VergréRerung; Paraffintechnik) Zu sehen sind 7um dinne
Frontalschnitte in der Ebene des Ellipsoidkérpers von vier verschiedenen Individuen.

a Der Eb zeigt (auch bei zusatzlicher Betrachtung der nachfolgenden Schnittebenen; hier nicht gezeigt)
keinen grobmorpgologischen Defekt und damit eine wildtypische Anatomie.

b Es besteht eine komplette Teilung des Ebs, so dass zwei kleinere ventral getffnete Ebs zu sehen sind.
¢ Der Eb zeigt eine ventrale Kerbe.

d Es ist eine undefinierbare horizontale Verformung des Ebs in Kombination mit einer ventralen Offnung

zu erkennen.

Ebenfalls verschiedene Auspragungen des anatomischen Phanotyps im ebo®’-

mutanten Hintergrund sind in Abb.52a-c dargestellt. Dieser Genotyp besteht hingegen
aus einer Rettungskreuzung, die eine UAS-Sequenz fur das wildtypische ebo-Gen auf
dem X-Chromosom tragt. Abb.52a zeigt eine dorsale Einschniirung des Ellipsoidkdrpers
mit Tendenz zur medialen Teilung, b eine ventrale Offnung des Neuropils und c eine
komplette Teilung in der Mitte des Ellipsoidkorpers, so dass zwei kleine ventral
geoffnete Neuropile erkennbar sind. Abb.51 und 52 zeigen deutlich, dass sowohl
Fliegen im ebo-mutanten Hintergrund mit und ohne exprimiertem Rettungskonstrukt
grobmorphologisch intakte, sowie in verschiedener Weise defekte Ellipsoidkérper

aufweisen.

Abb.52: Varianz in der anatomischen Schadensauspragung bei ebo®®SD3282"%/Y;UAS-
mCD8:GFP/c305

a-c (a Objekttrager-Nr. 62, 16.7.2010, b & c Objekttrager-Nr. 193, 23.7.2010, 200-fache VergroRerung;
Paraffintechnik) Zu sehen sind 7um diinne Frontalschnitte in der Ebene des Ellipsoidkérpers von drei
verschiedenen Individuen.

a Der Eb zeigt eine dorsale Einkerbung, die einer teilweisen Teilung des Ebs gleicht.

b Es ist erkennbar, dass der Eb ventral gedffnet ist.

¢ Der Eb ist vollstandig geteilt und ventral nicht geschlossen.
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4. Diskussion

4.1. gurkenflieger®!
4.1.1. Buridan'sches Paradigma

Die Rettungsversuche beziiglich des defizienten Laufverhaltens von grf®®! lieferten
mehrere Erkenntnisse. Beispielsweise verschwand durch Veranderung des genetischen
Hintergrunds bei der UAS-Linie grf“*-UAS-grf/fFM7a gekreuzt mit WT-B der
Laufphanotyp der Strukturmutante. Dieser konnte allerdings bei ménnlichen Tieren der
Kreuzung grf“**-UAS-grf/FM7a;UAS-mCD8:GFP/+:0r83b/+ wiederum nachgewiesen
werden, da hier durch das UAS-mCD8:GFP-Konstrukt und die Einkreuzung von Or83b-
GAL4 erneut der genetische Hintergrund verandert wurde. Ein weiterer interessanter
Aspekt, der durch die Buridan-Experimente gezeigt wurde, ist die Tatsache, dass die

panneurale Expression von grf<®

via elav+Appl-GAL4 eine negative Wirkung auf das
Laufverhalten hat. Fliegen mit dem Genotyp grf“*'-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ verhielten
sich bezuglich der Anzahl an Ubergangen, zuriickgelegten Laufdistanz,
Durchschnittsgeschwindigkeit und Aktivitat nicht nur statistisch signifikant schlechter als
die GAL4-Kontrolle, sondern auch als die Kontrolle der UAS-Linie, welche wie bereits
erwahnt gar keinen Phanotyp zeigte. Die Begrindung flr dieses neomorphe Verhalten

muss in der starken Uberexpression von grf<*

.I:C31

im gesamten Nervensystem der Fliegen
liegen. Zu gro3e Mengen von grf~°" an Orten, wo dieses Gen kaum oder auch gar nicht
exprimiert wird, beeintrachtigen offensichtlich das Laufverhalten von Drosophila.

AulR3er dem panneuralen Rettungsversuch wurde eine weitere Rettungskreuzung via
NP2320-GAL4 auf ihr Laufverhalten untersucht, welche in einem relativ kleinen und
definierten Bereich des Gehirns exprimiert. Dieser Bereich besteht aus den kolumnaren
Neuronen des facherférmigen Koérpers sowie den lateralen Triangeln. Eine zusatzliche
Veranderung zum ersten Rettungsexperiment stellt die bei der zweiten Kreuzungsreihe
verwendete UAS-Linie dar. Letztere beinhaltet auer der Mutation grf©** und der UAS-

{31 auf dem ersten Chromosom noch eine UAS-

Sequenz fur das wildtypische Gen gr
Sequenz mit dem nachgeschalteten Gen fir GFP auf dem zweiten Chromosom, um
nach den Experimenten immunhistologische Préparate anfertigen zu kdnnen.
Dementsprechend lautet der Genotyp fir diese Linie grf©*-UAS-grf/+;UAS-

mCD8:GFP/+. Des Weiteren wurde dieser Stamm nicht wie beim panneuralen
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Rettungsversuch mit WT-B sondern der GAL4-Linie Or83b gekreuzt, welche
ausschlieSlich in den Antennalloben exprimiert, die nicht in die Regelung des
Laufverhaltens involviert sind. Auch die GAL4-Linie NP2320 wurde mit Or83b gekreuzt.
Auf diese Weise herrschte bei allen getesteten und miteinander verglichenen
Genotypen ein doppelt-heterozygoter Zustand vor. Die untersuchten Tiere der UAS-
Kontrollkreuzung grf©*-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ wiesen einen reduzierten
grf“®-Phanotyp auf. D.h., dass die insgesamt absolvierte Laufstrecke sowie die
durchschnittliche Aktivitat statistisch signifikant verringert waren. Die Fliegen, welche
den Genotyp grfc*-UAS-grf/Y;NP2320/UAS-mCD8:GFP hatten, zeigten &hnliche
Verhaltensdefizite bezuglich aller vier Laufparameter wie der panneurale
Rettungsversuch. Es wurden sowohl eine stark verminderte Aktivitdt als auch eine
verringerte Durchschnittsgeschwindigkeit verzeichnet, woraus eine reduzierte Anzahl an
Ubergangen und eine geringere Laufdistanz resultieren. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass die Uberexpression von grf°*! auch in den kolumnaren Neuronen und
oder den lateralen Triangeln zu einer negativen Beeinflussung des Laufverhaltens fuhrt.
Die Orientierung zu einem Objekt betreffend ist festzustellen, dass sich die

Strukturmutante  grf<**

diesbeziglich  wildtypisch  verhalt. Auch bei den
Rettungsexperimenten mit elav+Appl- und NP2320-GAL4 konnten weder bei den
Kontrollen der UAS-Linien noch bei den Rettungskreuzungstieren defiziente
Orientierungswerte verzeichnet werden. Lediglich die Kontrolle der NP2320-GAL4-Linie
zeigte mit 27° mittlerem medianen Fehlerwinkel eine statistisch signifikant schlechtere
Objektorientierung als die gleichzeitig getesteten zwei anderen Genotypen grf*!-UAS-
grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ und grf*'-UAS-grf/Y;NP2320/UAS-mCD8:GFP, was
allerdings keinen Einfluss auf das Verhalten der Rettungskreuzung hatte.

Bei der anatomischen Auswertung der im Buridan schen Paradigma getesteten Fliegen
wurde festgestellt, dass weder elav+Appl- noch NP2320-GAL4 strukturelle Defekte in
der Grobmorphologie aufwiesen. Weiterhin verbesserte sich das Verhéltnis von
grobmorphologisch wildtypischen zu defizienten Gehirnen, wenn man die Anatomie der
UAS-Linien mit den jeweilig zugehdrigen Rettungskreuzungen vergleicht. So zeigen die
experimentellen Tiere des Genotyps grf*!-UAS-grf/Y;+/+ (WT-B) ein wildtypisch-zu-
defekt-Verhaltnis von 1/5 Ellipsoidkdrpern und 3/3 facherférmigen Korpern, der Genotyp
grfc®-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ weist hingegen nur noch ein Verhaltnis von 6/1
Ellipsoidkorpern und 6/0 facherférmigen Korpern auf. Bei der Kreuzung mit NP2320-

GAL4 fallt die Auswertung der Grobmorphologie @hnlich aus. Hier zeigen alle Tiere der
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Rettungskreuzung  wildtypische  Ellipsoid- und facherférmige  Korper, die
Negativkontrolle der UAS-Linie grf°*'-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/+;0r83b/+ jedoch
zeigte 7/2 wildtypische zu defekten Ellipsoidkdrpern und 5/3 wildtypische zu defekten
facherformigen Koérpern. Wie bereits beschrieben verschlechterte sich trotz dieser
grobmorphologischen Verbesserung das Laufverhalten derselben Tiere. Das bedeutet,
dass zumindest die Grobmorphologie bei grf“*!-defizienten Fliegen keine Rolle
bezuglich der Laufparameter Laufdistanz, Durchschnittsgeschwindigkeit, Aktivitdt und
Anzahl an Ubergangen spielen kann. Die Vermutung liegt allerdings nahe, dass in der
feineren Morphologie der getesteten ,Rettungskreuzungen“ noch immer Defekte

vorlagen.

4.1.2. Detour-Paradigma

Sowohl die panneurale als auch die gewebespezifischere Rettung via NP2320-GAL4
des wildtypischen Gens grf*! im grf®*-mutanten Hintergrund filhrten dazu, dass die
getesteten Fliegen ein rAumliches Orientierungsgedachtnis ausbilden konnten. Es reicht

demnach bei grf®*!

-mutanten Fliegen bereits aus, das wildtypische Gen in den
kolumnaren Neuronen des facherformigen Korpers sowie den lateralen Triangeln zu
exprimieren, um den Verhaltensphanotyp des Detour-Paradigmas zu retten. Auf3erdem
wurde durch die Kreuzung mit hsp70-GAL4 gezeigt, dass grf©®! lediglich akut und nicht
bereits wahrend der Entwicklung benétigt wird, um ein raumliches
Orientierungsgedachtnis auszubilden. Bezlglich der Autofluoreszenz- sowie der
immunbhistologischen 1:1-Histologie ist auffallig, dass bei beiden Rettungskreuzungen
einige Fliegen, die einen grobmorphologisch defekten Ellipsoidkorper aufweisen, in der
Lage sind, ein Orientierungsgedachtnis auszubilden. Umgekehrt verhalt es sich bei
Fliegen mit einem grobmorphologisch intakten Ellipsoidkérper so, dass diese Tiere zum

<L mutanten Tieren

Teil kein Orientierungsgedachtnis haben. Demnach gibt es bei gr
keine Korrelation zwischen dem Defekt in der groben Anatomie und dem

Verhaltensphanotyp bezuglich des Orientierungsgedachtnisses.

4.1.3. Flugelphanotyp

Wie das raumliche Orientierungsgedéchtnis konnte auch der Fliigelphanotyp von grf©*!

mittels des panneuralen Treibers Appl-GAL4 und NP2320-GAL4 gerettet werden. Das
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seitiche  Fliigelabspreizen war bei dem Genotyp grf®*-UAS-grf/Y;UAS-
mCD8:GFP/+;0r83b/+ an 21 von 25 Tieren zu erkennen, was 85% entspricht. Bei der
untersuchten F1-Generation der panneuralen Kreuzung grf©**-UAS-grf/Y;UAS-
mMCD8:GFP/+;Appl/+ zeigte ausschliel3lich eine von 44 untersuchten Fliegen den bei
grf©®* beschriebenen Fluigelphanotyp; dies entspricht einer wildtypischen Fliigelstellung
von 98%. Die Fliigelstellung des Genotyps grf©*'-UAS-grf/Y;UAS-mCD8:GFP/NP2320
war sogar zu 100% wildtypisch (25 von 25 Fliegen). Dies kdnnte bedeuten, dass
tatsachlich kolumnare Neurone des facherformigen Korpers und oder der lateralen
Triangel an dem Prozess der Flugelbewegung bzw. Flugelstellung beteiligt sind.
Anderseits ist es auch mdglich, dass Neurone, die sich beispielsweise im Thorax
befinden, ebenfalls in das Expressionsmuster von NP2320 fallen, da letzteres bislang
nur im Gehirn untersucht wurde. Da die panneurale GAL4-Linie Appl bekanntermal3en
sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem exprimiert, kbnnte auch die
Expression von grf®* in Motoneuronen, falls NP2320-GAL4 ebenfalls in selbigen
exprimierte, fir die Rettung des Flugelphdnotyps verantwortlich sein. Diese
Moglichkeiten missten in weiteren Experimenten und der genauen Analyse des
NP2320-GAL4-Expressionsmusters untersucht werden.

C31

4.1.4. Resiimee der gurkenflieger~""-Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich bezuglich der Experimente an der Strukturmutation grf<®

feststellen, dass bei einer zu groRen neuronalen Menge von grf<®! fC3L

oder aber der gr
Expression in den falschen Gehirnbereichen der Laufverhaltensphanotyp der
Strukturmutante im Buridan'schen Paradigma noch verschlimmert wird. Die
Orientierung zu einem Objekt veréndert sich allerdings nicht, bleibt demnach
wildtypisch. AuRerdem korreliert die Auspragung der Grobmorphologie nicht mit dem
defizienten Phanotyp im Laufverhalten. Durch das Detour-Paradigma kann
geschlussfolgert werden, dass die Uberexpression des wildtypischen Gens grf®*! im
Expressionsmuster von NP2320-GAL4 zu einer Wiederherstellung eines rdumlichen
Orientierungsgedachtnisses bei der Mutante filhrt und dass grf©** hierfiir ausschlieRlich
akut benotigt wird. Auch hier korreliert die Anatomie des Gehirns nicht mit dem
Phanotyp im Verhalten. Der Fliigelphanotyp von grf©®** konnte ebenfalls panneural, aber
auch nur mittels NP2320-GAL4 gerettet werden. Hierbei stellt sich die Frage, ob

NP2320 eventuell ein grol3eres Expressionsmuster als bisher veréffentlicht aufweist und
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z.B. ebenfalls in thoracalen Motoneuronen treibt, welche fir die Flugelstellungsrettung
verantwortlich waren. Um diese Frage zu beantworten, muss das gesamte
Expressionsmuster erfasst werden. Stellt sich dabei heraus, dass NP2320-GAL4
tatsachlich nur auf das Gehirn beschrankt ist, so wirde dies die Bedeutsamkeit von
grfC31

Triangel in Bezug auf die Flugelstellung beweisen.

in den kolumnaren Neuronen des facherférmigen Koérpers und oder der lateralen

4.2. ellipsoid-body-open

Ausgangspunkt fiur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente mit der
Strukturmutante ebo war das Wissen um die Notwendigkeit wildtypischer ign-
Expression in den Ringneurongruppen des Ellipsoidkdrpers beziiglich eines raumlichen
Orientierungsgedachtnisses (NEUSER et al., 2008) sowie der Tatsache, dass Fliegen im
ebo-mutanten Hintergrund kein Orientierungsgedachtnis im Detour-Paradigma
ausbilden kdonnen. Zudem zeigten STRAUSS & HEISENBERG 1993 mittels Experimenten

KS263

im Buridan'schen Paradigma, dass ebo in den letzten drei Minuten der 15-

mindtigen Versuchsdauer einen Abfall der Laufaktivititt sowie eine verringerte

Laufgeschwindigkeit aufweist und ebo®’

zwar eine konstante Laufaktivitat, dafur jedoch
ebenfalls eine herabgesetzte Laufgeschwindigkeit hat. Die Aufgabe der vorliegenden
Arbeit bestand u.a. darin, durch die Verwendung spezifischer Expressionsmuster und
einer ebo-cDNA sowohl die Laufverhaltensdefizite auszugleichen als auch das fehlende
Orientierungsgedachtnis  wiederherzustellen. Des Weiteren wurde der ebo-
Verhaltensphanotyp in der schnellen Phototaxis durch Rettungsexperimente via
gewebespezifischer GAL4-Treiberlinien untersucht. Zuletzt wurde versucht, genetische
Interaktionspartner von ebo in Bezug auf das raumliche Orientierungsgedachtnis und
damit die molekulare Funktion von EBO in den Ringeneuronen des Elipsoidkorpers zu

bestimmen.

4.2.1. Buridan'sches Paradigma

Die beiden ersten Beobachtungen, die aus den Buridan-Experimenten im ebo-mutanten
Hintergrund gewonnen wurden, waren einerseits die Tatsache, dass bei Veranderung
des genetischen Hintergrundes der UAS-Linien ebo®'/FM7a;3282"/3282M" sowie
ebo"5?3/FM7a;32827/3282M" durch Einkreuzung von WT-B der Verhaltensphanotyp im
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Laufverhalten verloren geht; andererseits die Feststellung, dass eine ektopische
Uberexpression von ebo via elav+Appl-GAL4 einen neomorphen Phanotyp schafft.
Dieser Phénotyp dhnelt dem in Kapitel 4.1.1. beschriebenen Verhalten von grf®*'-UAS-
grf/Y;+/+;elav+Appl/+, allerdings sind die Tiere im ebo-mutanten Hintergrund nicht nur
extrem langsam und bewegen sich kaum, sondern weisen zudem einzelne Sequenzen
von mehreren aufeinanderfolgenden Spriingen auf. Lediglich die Orientierung zum
angelaufenen Balken bleibt unbeeintrachtigt. Auch die ebo-Uberexpression via Appl-
GAL4 verursachte ein reduziertes Laufverhalten beziglich der Geschwindigkeit und der
Anzahl an Ubergdngen zwischen zwei Landmarken, wenngleich diese Tiere keine
Sprungsequenzen zeigten. AuRerdem war bei der Appl-GAL4-Uberexpression die
Orientierung stark beeintrachtigt, so dass ein mittlerer medianer Fehlerwinkel von 29°
gemessen wurde. Demnach wirkt sich eine zu hohe Konzentration an ebo oder auch
das ektopische Vorhandensein von ebo negativ auf das Laufverhalten aus, welches im
Buridan'schen Paradigma untersucht wird. Bei Analyse der UAS-Linie, die auf dem
zweiten Chromosom homozygot beziiglich der UAS-Sequenz fur das ebo-Gen war,
konnte ein Verhaltensdefekt beobachtet werden, der alle aufgezeichneten Parameter
mit Ausnahme der Orientierung betraf. Dieser Phanotyp konnte mittels 189Y-GAL4
vollstandig gerettet werden. Die GAL4-Linien Appl und ¢305 konnten nur teilweise eine
Rettung bzw. einen intermediaren Phéanotyp hervorrufen, verschlechterten allerdings
beide das Orientierungsverhalten. So wurden mittels Appl-GAL4 zwar die Anzahl an
Ubergangen zwischen zwei Landmarken auf ein intermediares und die Distanz sowie
die Aktivitat auf ein wildtypisches Niveau gebracht, die durchschnittliche
Geschwindigkeit blieb allerdings defizient. Die Expression via c305-GAL4 konnte
lediglich einen intermedidren Phénotyp der Distanz bewirken, so dass die Distanz
sowohl nicht signifikant verschieden zum wildtypischen Vergleich als auch zur
Negativkontrolle  war. Zuletzt wurde im Buridan'schen Paradigma der
Laufverhaltensdefekt von Tieren mit dem Genotyp ebo®2SD32822%Y;CyO untersucht.
Es stellte sich heraus, dass diese UAS-Linie in jedem Parameter mit Ausnahme der
Aktivitat Defekte aufwies, welche mittels c305-GAL4 zu retten versucht wurden. Auch in
diesem Fall konnte c¢c305-GAL4 nur einen Parameter, die durchschnittliche
Geschwindigkeit, zu einem intermedidren Phanotyp verbessern, so dass weder ein
Unterschied zum Wildtyp noch zur Negativkontrolle zu verzeichnen war. Es lasst sich
abschlieBend feststellen, dass eine zu gro3e Menge an ebo einem wildtypischen

Laufverhalten nicht zutraglich ist. Durch eine Uberexpression an ebo im ebo-mutanten
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Hintergrund mittels der Ringneurongruppe-R3-spezifischen Treiberlinie 189Y-GAL4
jedoch die Defizite im Laufverhalten ausgeglichen werden kdnnen.

4.2.2. Schnelle Phototaxis

Die Rettungsversuche in der schnellen Phototaxis haben gezeigt, dass die panneurale
Expression von ebo via Appl-GAL4 den Verhaltensphdnotyp von ebo in diesem
Paradigma retten konnte. Weitere Experimente, bei denen versucht wurde, mittels
gewebespezifischeren GAL4-Linien ein wildtypisches Verhalten im ebo-mutanten
Hintergrund auszulésen, scheiterten jedoch. Diese spezifischen Treiberlinien waren
198Y- (R1), c305- (R2 & R4d), 189Y- (R3), ftz-ng- (R4), al9- (R4m) sowie mb247-GAL4
(Pilzkorper, aulRerer Ring des Eb, vermutlich R4; PoEeck et al., 2008). D.h., dass die
wildtypische Expression des ebo-Gens in Neuronen des Ellipsoidkorpers sowie der
Pilzkérper nicht dafir verantwortlich ist, die schnelle Phototaxis erfolgreich zu
absolvieren. Interessanterweise wurde der Phanotyp durch die Rettungsversuche
mittels ftz-ng-, a19- sowie mb247-GAL4 sogar noch verschlimmert. Da alle diese Linien
die Expression in R4-Ringneuronen teilen, kann man vermuten, dass eine
Uberexpression an ebo in R4-Ringneuronen mindestens einen Verhaltensparameter
(z.B. effektives Herausfinden aus einer Fliegenansammliung von 20 Tieren oder
optimale Beinkoordination, um moglichst schnell zum Licht zu gelangen), welcher in der
schnellen Phototaxis bendtigt wird, negativ beeinflusst. Um festzulegen, welcher
Bereich im Drosophila-Gehirn ebo benétigt, damit die schnelle Phototaxis erfolgt, sollten
weitere Rettungsversuche durchgefuhrt werden, die GAL4-Treiberlinien einschliel3en,
welche z.B. den facherférmigen Korper oder die Protocerebralbriicke als Expressionsort

aufweisen. Auch muskelspezifische Treiberlinien missen in Betracht gezogen werden.

4.2.3. Detour-Paradigma

Die Ergebnisse der verschiedenen Rettungsexperimente im ebo-mutanten Hintergrund
liefern mehrere interessante Informationen. Einerseits wurde durch die
Kreuzungsversuche mittels der verschiedensten Ringneuronen-spezifischen
Treiberlininen deutlich, dass in den Ringneuronen des Ellipsoidkérpers die Menge an
exprimiertem EBO essentiell ist, um ein Orientierungsgedéachtnis auszubilden. Ist die

Menge ausreichend, kann in jeder einzelnen Ringneurongruppe durch die Expression
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von ebo ein wildtypisches Orientierungsgedachtnis hervorgerufen werden. Andererseits
wurde durch die warmeinduzierten Rettungsexperimente die akute Funktion von ebo in
Bezug auf das Orientierungsgedéachtnis nachgewiesen, nachdem man erkannte, dass
der grobmorphologische Schaden bei ebo-Fliegen nicht mit deren Verhalten im Detour-
Paradigma korrelierte, d.h., die Konnektivitat der Ringneurone trotz eines deformierten
Ellipsoidkdrpers vorhanden ist. Des Weiteren konnte zwar nicht festgestellt werden,
dass nur eine bestimmte Sorte von Neuronen, GABAerge oder cholinerge, im
Ellipsoidkorper fur die Rettung des Verhaltensphanotyps verantwortlich sind, allerdings
war es moglich ein Neuropeptid ausfindig zu machen, welches in den
Ringneurongruppen R2 sowie R4 zur Bildung eines Orientierungsgedachtnisses
bendtigt wird. Dieses Neuropeptid ist FMRFamid, ein Tetrapeptid, dessen Name vom
Einbuchstabencode der Aminosduren herrihrt, dem wu.a. eine Rolle beim
Hautungsverhalten der Drosophila-Larven zugesprochen wird und welches von KAHSAI
& WINTHER 2011 im Ellipsoidkorper in GABAergen Ringneuronen nachgewiesen wurde
(NASSEL & WINTHER, 2010; TAGHERT & NITABACH, 2012). Zudem wurde durch das RNAI-
Experiment, bei dem in den R3-Neuronen des Ellipsoidkérpers ebo ausgeschaltet
wurde, gezeigt, dass auf diese Art das Orientierungsgedachtnis nicht mehr ausgebildet
werden kann. Diese Feststellung mag zunachst verwundern, da es schliel3lich
ausreicht, wenn im ebo-mutanten Hintergrund lediglich in einem der vier
Ringneuronenuntergruppen wildtypisches ebo exprimiert wird, damit die Fliegen sich
wieder im Detour-Paradigma orientieren konnen. Allerdings bietet die Tatsache, dass
mindestens ein diffusibler Faktor aufgedeckt werden konnte, namlich das Neuropeptid
FMRFamid, welches an der Orientierungsgedachtnisbildung beteiligt ist, die
Moglichkeit, dass u.a. mittels dieses Peptids die verschiedenen Ringsysteme
aufeinander einwirken. So konnte z.B. das Ausschalten eines Ringsystems dazu fuhren,
dass selbiges nicht mehr hemmend oder auch aktivierend auf ein weiteres Ringsystem
wirkt, so dass die Informationsweiterleitung innerhalb des Ellipsoidkérpers derart gestort
wurde, dass letztlich keine GABA-Ausschittung und damit auch keine Inhibierung
downstream gelegener Neurone erfolgen kénnte. Bei der Rettung in nur einem einzigen
Ringsystem waren die anderen Ringneuronenuntergrupppen noch immer ,still, so dass
der Output je nach Menge an ebo in diesem Ringsystem erfolgen und die Fliege sich

dadurch an vorangegangene Orientierungen erinnern kann.
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4.2.4. Genetische Interaktion

Durch die genetischen Interaktionskreuzungen sollte in Erfahrung gebracht werden, mit
welchen molekularen Komponenten ebo in Bezug auf den Verhaltensphanotyp im
Detour-Paradigma sowie auf den anatomischen Defekt interagiert. Herangezogen
wurden hierfur Mutationslinien, deren Funktionen mit Aktin im Zusammenhang stehen.
Diese Linien waren slingshot (ssh), twinstar (tsr), chickadee (chic), Ran-GTPase-
Activating-Protein ~ (RanGAP) sowie  Ran-Guanine-nucleotide-Exchange-Factor
(RanGEF). ssh ist eine Phosphatase, die tsr, das Drosophila-Homolog zu Cofilin bei
Vertebraten (NG & Luo, 2004), dephosphoryliert und damit aktiviert. Dieses l0st
wiederum einen dynamischen Zytoskelettabbau aus, da tsr ein Aktin-
Depolymerisationsfaktor ist (BLAIR et al., 2006). Bei Vertebraten ist Cofilin u.a. fur das
Auseinanderbauen von F-Aktin in G-Aktin verantwortlich sowie fiur die Kontrolle der
Neuritenentwicklung (FLYNN ET AL., 2012). Des Weiteren wirkt tsr als ein essentieller
Regulator der intranukleéren Aktin-Menge (Abb.50) (DoPIE ET AL., 2012). chic codiert fur
ein Profilin-Protein und wirkt damit positiv auf die Aktin-Polymerisation (COOLEY et al.,
1992; STUVEN et al., 2003). RanGAP und RanGEF interagieren beide mit jeweils einer
Form des kleinen G-Proteins Ran. Ran kommt intrazellular in zwei verschiedenen
Guaninnukleotid-gebundenen Formen vor, als RanGDP und RanGTP. RanGDP wird via
RanGEF in RanGTP umgewandelt und RanGAP kehrt seinerseits RanGTP wieder in
RanGDP um, wodurch RanGTP seine GTPase-Aktivitat erlangt und den nuklearen
Transport reguliert. RanGAP befindet sich aufRerhalb, RanGEF innerhalb des Zellkerns.
Diese zwei Proteine gewahrleisten durch ihren Kreislauf, dass intranukledr ein hoher
RanGTP-Gehalt und im Cytoplasma viel RanGDP vorkommen (HAwLEY, 2001;
MINAKHINA ET AL., 2005; YUDIN & FAINZILBER, 2009; GUTTLER & GORLICH, 2011). In Abb.53
sind die Zusammenhange zwischen ssh, tsr, RanGAP und RanGEF schematisch
dargestellt. AbschlieRend lasst sich beziglich der Wirkung auf die Aktin-Polymerisation
feststellen, dass letztere durch chic positiv beeinflusst, allerdings durch ssh und tsr
gehemmt wird. RanGAP sowie RanGEF sind beiderseits essentiell, um entlang des
RanGDP/RanGTP-Gradienten sowohl den nukledren Aktin-Ex- als auch Import zu
ermoglichen (DOPIE ET AL., 2012).
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Abb.53: Schema der ebo-Funktion beziiglich des nukledren Exports von Aktin-Profilin-Komplexen
Dargestellt sind die Wirkweisen von ssh, tsr (Cofilin), RanGAP und RanGEF im Zusammenhang mit dem
Aktin-Profilin-Export, welcher durch ebo vermittelt wird (Schema erstellt nach STUVEN et al., 2003;
MINAKHINA ET AL., 2005; MASON & GOLDFARB, 2009; YUDIN & FAINZILBER, 2009; GUTTLER & GORLICH, 2011;
SIMON & WILSON, 2011).

Die Ergebnisse der genetischen Interaktionsexperimente deuten darauf hin, dass der
nukledre Export von Aktin-Profilin-Komplexen fir die korrekte Grobmorphologie der
Ringneurone verantwortlich ist. Sowohl Tiere, die doppelt-heterozygot fur ebo und ssh,
ebo und tsr bzw. ebo und RanGAP sind, weisen eine signifikant niedrigere mediane
Schadensklasse auf als ihre Negativkontrolle. Dies bedeutet, dass durch die Mutation
von ssh, tsr oder RanGAP der nukleare Aktin-Cofilin-Komplex-Import gestért ist und
dadurch die mangelnde Fahigkeit des Aktin-Exports aus dem Zellkern weniger
folgenschwere Auswirkungen hat, da sich bei doppelt-heterozygoten Fliegen weniger
nukleares Aktin akkumuliert als bei der ebo-Mutation alleine. Bezlglich der Detour-
Experimente mit den Interaktionskreuzungslinien ergab sich, dass ausschlie3lich Tiere,
die sowohl die ebo- als auch chic-Mutation tragen, eine Rettung des
Verhaltensgenotyps im Vergleich zur Negativkontrolle zeigen. Dieses Ergebnis legt
nahe, dass die durch chic regulierte Aktin-Filament-Homoostasis das Verhalten im
Detour-Paradigma  beeinflusst. Interessanterweiser steht die Rettung des
Verhaltensphanotyps bei der ebo-chic-Doppelmutante in starkem Kontrast zum
verstarkten anatomischen Schaden derselben Mutante. Daher ist es wahrscheinlich,
dass der sich wahrend der Entwicklung bildende Strukturdefekt von ebo und der

Verhaltensphanotyp adulter ebo-Tiere durch verschiedene zellbiologische Aktin-
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Funktionen im Ellipsoidkorper verursacht werden. Die Ursache des deformierten
Ellipsoidkorpers liegt vermutlich in der reduzierten Aktin-Polymerisation, wohingegen
das fehlende raumliche Orientierungsgedachtnis durch die nukleére Aktin-Akkumulation

in Ellipsoidkérperneuronen bedingt ist.

4.2.5. Praparation von Speicheldrisen sowie Gehirnen bei ebo-mutanten-

Tieren

Durch den Beweis, dass im Gegensatz zum Laborwildtyp bei der ebo-Mutationslinie
sowohl in den Speicheldriisen-Zellkernen der Larve als auch in den Ellipsoidkorper-
Zellkernen adulter Tiere tatsachlich diffuse Aktin-Akkumulationen zu finden sind, da der
Aktin-Profilin-Komplex-Export nicht mehr erfolgen kann, erschlief3t sich eine neue
Theorie beziiglich des mangelnden Orientierungsgedachtnisses. So kénnte es mdglich
sein, dass durch die Ansammlung von Aktin der Fluss anderer fir das
Orientierungsgedachtnis essentieller Proteine behindert oder derart verlangsamt wird,
dass selbige ihre Funktion nicht mehr ausreichend ausfihren kénnen. Aktin selbst ist
als Strukturprotein ein Bestandteil des Zytoskeletts und damit u.a. fur die zellulare
Beweglichkeit sowie den intrazellularen Transport verantwortlich. Es ist in allen
eukaryotischen Zellen zu finden (ROPER et al., 2005). Da die Aktin-Polymerisierung fur
Lernen und Gedachtnisbildung unerlasslich ist (VISHWASRAO et al., 2012), wurde auch
die Mdglichkeit eines Zusammenhangs mit dem Orientierungsgedachtnis nicht
ausgeschlossen. Dennoch konnte das Fehlen des letzteren bei ebo auch durch die
raumliche Behinderung im Zellkern durch kristalline Aktinanhdufungen ausgelost
werden. Zudem besteht die Moéglichkeit, dass ebo aufgrund fehlerhafter Regulation von
Transkriptionsfaktoren den Verhaltensphanotyp in der Detour-Arena aufweist, da
nukledres Aktin auch mit der Kontrolle spezifischer Transkriptionsfaktoren in
Zusammenhang steht und eine Komponente aller drei RNA-Polymerasen-Typen
darstellt (DoPIE ET AL., 2012; ZHENG ET AL., 2009; OLSON & NORDHEIM, 2010; BECK ET AL.,
2012).

4.2.6. Detour-Analyse von blistered- und Mrtf-Mutanten

Um den Einfluss nuklearen Aktins auf die Transkriptionsfaktoren zu tberprifen, welche

im Zusammenhang mit der Ausbildung eines raumlichen Orientierungsgedachtnisses
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stehen konnten, erfolgten Detour-Analysen mittels blistered(bs)- und Mrtf-mutanten
Tieren. Wie bereits in Kapitel 3.1.6. erlautert, ist bs ein Transkriptionsfaktor bei
Drosophila, welcher in Vertebraten als Serum Response Factor (SRF) bekannt ist und
bei selbigen u.a. die Transkription von Profilin aktiviert (PIPES ET AL., 2006). bs reguliert
Gen-Expressionen, welche ihrerseits Einfluss auf Aktin-Dynamiken nehmen (KNOLL &
NORDHEIM, 2009; OLSON & NORDHEIM, 2010; KNOLL, 2011). Da der Myocardin-Related-
Transcription-Factor (MRTF), einer der Cofaktoren von bs, durch monomeres
globulares Aktin (G-Aktin) inaktiviert wird, und demnach auch bs inaktiv bleibt
(VARTIAINEN ET AL., 2007; HIDEMI & MATSUURA, 2011; KNOLL, 2011; PAGEL & DEINDL,
2011), waren die Mutationslinien fir die Gene bs und Mrtf besonders attraktiv fiir eine
genauere Untersuchung in Bezug auf ein raumliches Orientierungsgedachtnis und der
ebo-Mutation, da nachweislich Aktin-Akkumulationen in den Zellkernen ebo-mutanter
Tiere zu finden sind und schlussfolgernd in selbigen Tieren Mrtf und damit auch bs
weitgehend inaktiv sind (Abb.54). Beide Allele fur die bs-Mutation zeigten tatséchlich
kein Orientierungsgedachtnis im Detour-Paradigma. Durch bs-Expression mittels der
Ringneuronengruppen-R3/R4d-spezifischen Treiberlinie ¢232-GAL4 im bs-mutanten
Hintergrund konnte der Verhaltensphénotyp des fehlenden Orientierungsgedachtnisses

gerettet werden. Im ebo®’®

-mutanten Hintergrund reichte die bs-Expression via 189Y-
und c232-GAL4 allerdings nicht fur eine Rettung des Verhaltensphanotyps aus. Dieses
Ergebnis erscheint jedoch ziemlich naheliegend, da der Wirkmechanismus des
Transkriptionsfaktors bs funktionsfahiges Mrtf benétigt, was bei der ebo-Mutation durch
die nukleare Aktin-Anreicherung nicht gegeben ist. Nach den Detour-Experimenten
bezlglich der bs-Funktion erfolgte die Analyse von Mrtf. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen zeigen einerseits, dass die Mrtf-Expression im ebo®®

-mutanten
Hintergrund in R3-Ringneuronen den Verhaltensphanotyp nicht retten kann, was
wahrscheinlich daran liegt, dass nicht genug Mrtf Gberexprimiert wurde, um die nukleéare

678

Aktin-Anreicherung in ebo”’® abzufangen. Andererseits zeigt sich, dass eine genetische

Interaktion zwischen ebo und Mrtf existiert, da sich sowohl heterozygote ebo®’-
Weibchen, heterozygote Mrtf*-Weibchen als auch Mrtf*”-homozygote Tiere wildtypisch
verhielten, jedoch Tiere des Genotyps ebo®’®/X;;Mrtf*’/+ kein Orientierungsgedachtnis
aufweisen. ebo inaktiviert demnach aufgrund der nukledren Aktin-Akkumulation den
SRF-Transkriptionalen-Aktivator-Komplex, was zum Verlust des rdumlichen
Orientierungsgedachtnisses fihrt. Da in Vertebraten SRF u.a. fur die Aktivierung der

Profilin-Transkription verantwortlich ist (PIPES ET AL., 2006) und bei Drosophila im ebo-
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mutanten Hintergrund der anatomische Schaden durch die Reduktion von Profilin
(chickadee) noch verstarkt wurde, ist es des Weiteren moglich, dass die Wirkung von
ebo auf den SRF-Transkriptionalen-Aktivator-Kkomplex nicht nur fur das
Orientierungsgedachtnis, sondern ebenfalls fur die Entwicklung eines anatomisch

korrekten Ellipsoidkorpers essentiell ist.

WT
: + Profilin EBO
F-Aktin _=
==~ Ran-GDP axtin Profilin
G-Aktine &
. dMRTF
Cofilin RanGAP

Cytoplasma

Ran-GDP  aktin Profilin

Cofilin RanGAP

Cytoplasma

Abb.54: Suppression des SFR-Transkriptionalen-Aktivator-Komplexes durch nukledres Aktin
Dargestellt sind das Zusammenwirken verschiedener genetischer Interaktionspartner im
Zusammenhang mit dem Export von Aktin-Profilin-Komplexen sowie die Wirkung nukledren Aktins
auf den Transkriptionsfaktor dSRF (Schema erstellt nach STUVEN et al., 2003; MINAKHINA ET AL., 2005;
MASON & GOLDFARB, 2009; YUDIN & FAINZILBER, 2009; GUTTLER & GORLICH, 2011; KNOLL, 2011; SIMON
& WILSON, 2011).
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Strukturmutationslinien von Drosophila
melanogaster, grf und ebo, hinsichtlich ihres Lauf- und Orientierungsverhaltens im
Buridan'schen sowie im Detour-Paradigma untersucht. Als Kernthema der Arbeit
entwickelte sich rasch die molekulare Analyse von ebo in Bezug auf das raumliche
Orientierungsgedachtnis, da ebo-mutante Fliegen Letzteres nicht zeigen. Durch
Wiederherstellen der EBO-Funktion kann der Verhaltensphéanotyp der ebo-Mutante in
jeder Ringneuronengruppe des Ellipsoidkorpers gerettet werden, jedoch nicht der
Strukturdefekt. Zudem wird zur Ausbildung des Orientierungsgedachtnisses EBO nicht
wahrend der Entwicklung, sondern akut benétigt. Aufgrund der Tatsache, dass ebo fir
das nukleare Protein Exportin6 codiert, und selbiges fur den Export von Aktin-Profilin-
Komplexen aus dem Zellkern verantwortlich ist (STUVEN ET AL., 2003), zeigen ebo-Tiere
nukleare Aktin-Akkumulationen sowohl wahrend der Entwicklung in Speicheldriisen als
auch im adulten Gehirn, was mittels Expression eines Actin::GFP-Fusionsproteins
gezeigt wurde. Die genetischen Interaktionsexperimente zeigen, dass der anatomische
Defekt von ebo durch eine reduzierte Aktin-Polymerisation erfolgt, flr den
Verhaltensphanotyp jedoch die Aktin-Anreicherung in den Zellkernen von Ringneuronen
des Ellipsoidkorpers ursachlich ist. Die erstaunliche Redundanz der Ringneurone in
Bezug auf die Rettung des Verhaltensphanotyps legt nahe, dass diffusible Faktoren
eine wichtige Rolle fur die Ausbildung eines Orientierungsgedéachtnisses spielen.
Bezuglich dieser Hypothese konnte nachgeweisen werden, dass durch FMRFamid-
RNAI in R2- und R4-Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers das Orientierungsgedachtnis
zerstort wird. Eine daraufhin durchgefuhrte Antikdrperfarbung gegen pro-FMRFa in
wildtypischen und ebo-mutanten Gehirnen ergab jedoch keine Verschiedenheit die
Menge oder Lokalisation betreffend. Die bei ebo vorhandene Anreicherung von Aktin im
Zellkern bewirkt, dass die Aktin-Monomere im Nucleus an den Cofaktor dAMRTF (Mrtf)
binden und diesen somit inaktivieren. Dadurch kann der Transkriptionsfaktor dSRF (bs)
nicht mehr durch dMRTF aktiviert werden, was den Orientierungsgedachtnis-Verlust
bewirkt. Da es jedoch unwahrscheinlich ist, dass ein Gedachtnis, welches nur wenige
Sekunden andauert, von Transkriptionsregulation abhangt, kénnte dSRF auch die
Genexpression von Molekulen, die schnelle Verdnderungen synaptischer Transmission
der Ringneurone vermitteln, modulieren. Fur die Zukunft ware es demnach von enormer

Bedeutung, weitere Zielgene von dSRF aufzuklaren und zu analysieren.
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6. Summary

In this work the two structural mutants grf and ebo were analyzed concerning their
walking and orientation behavior in the Buridan's and Detour paradigm. Quickly the
molecular analysis of ebo regarding its loss of a spatial orientation memory evolved as
maintopic. Via recovery of EBO-function the behavioral phenotype of ebo can be
rescued in any type of ring neurons of the ellipsoid-body but the structural defect
cannot. Besides, EBO is not required during development but only in adult ring neurons
to mediate the orientation memory function. Due to the fact that ebo encodes the protein
Exportin6, which is responsible for the nuclear export of Actin-Profilin-complexes
(STUVEN ET AL., 2003), ebo mutants show nuclear Actin-accumulation both in larval
salivary glands and adult brains. This was shown via expression of an Actin::GFP-
fusionprotein. The differential genetic interaction studies revealed that the anatomical
defect of ebo is due to reduced Actin-polymerization, but that the behavioral phenotype
is caused by the Actin-accumulation in the nucleus of ring neurons. The astonishing
redundancy of the ring neurons regarding the behavioral rescue leads to the hypothesis,
that there are diffusible factors which are important for a spatial orientation memory.
With regard to this assumption it was possible to demonstrate that via FMRFa-RNAI in
R2- and R4-ring neurons the orientation memory is destroyed. However, an antibody
staining against pro-FMRFa in wildtype and ebo-mutant adult brains showed no
difference in amount or location of FRMFa in the ellipsoid-body. The nuclear
accumulation of Actin in ebo induces the binding of dMRTF (Mrtf) to G-Actin, which
inactivates dMRTF. Therefore the transcriptional regulator dSRF (bs) cannot be
activated via dMRTF and that results in the loss of a spatial orientation memory. It is
doubtful that a memory of only a few seconds depends on the modulation of
transcription. Instead, dSRF probably regulates the expression of genes, which lead to
changes in synaptic transmission of the ring neurons. Thus, it would be interesting to
detect and analyze further target genes of dSRF for future experiments regarding the

spatial orientation memory.
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10.1. FMRFamid-Rezeptormutanten im Buridan'schen Paradigma
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Abb.Al: Orientierungsleistung der FMRFa-Rezeptormutanten im Buridan'schen Paradigma

a-d Nicht-parametrische Median-Darstellung; Konventionen wie in Abb.12, N= 12 fur alle Gruppen, t-Test
fur ungepaarte Stichproben, Mann-Whitney-Rank-Sum-Test. Sdmtliche angewandte statistische Tests fur
alle Teilabbildungen sowie deren Ergebnisse s. Anhang 10.3. Tab.A31.

XIY;;FR/IFR und X/Y;;DmsR-2/DmsR2 zeigen im Vergleich zu C-S eine hoch signifikant geringere
zurlickgelegte Strecke, hoch signifikant weniger Aktivitat und einen héchst signifikant grof3eren mittleren
medianen Fehlerwinkel bezuglich der Orientierung auf ein Objekt hin. AulRerdem ist X/Y;;DmsR-2/DmsR2
hoch signifikant langsamer als C-S. Der Genotyp X/Y;;FR/FR ist hoch signifikant weniger aktiv als C-S(p-
Werte s. Tab.A31).

Die Tiere, welche mutant fur FR bzw. DmsR-2 sind, lassen sich zwar im Detour-
Paradigma nicht testen, ihr allgemeines Laufverhalten jedoch konnte im Buridan schen
Paradigma analysiert werden. Abb.A1l zeigt, dass sich beide Rezeptormutantenlinien im



10. Anhang I

Vergleich zum Laborwildtyp C-S bezlglich ihrer zuriickgelegten Distanz sowie der
durchschnittlichen Aktivitat hoch signifikant schlechter verhalten (p-werte s. Tab.A31).
Des Weiteren ist X/Y;;DmsR-2/DmsR-2 mit einem Median von 10mm/s hoch signifikant
langsamer als C-S mit einem Median von 14mm/s. Die mittleren medianen Fehlerwinkel
sind von beiden Rezeptormutantenlinien hochst signifikant grof3er als bei C-S. Abb.A2
verdeutlicht diese sichtbar schlechtere Orientierung von X/Y;;DmsR-2/DmsR2 und
X/Y;;FR/FR auf eine Landmarke hin. Diese Ergebnisse passen zu der Tatsache, dass

Fliegen der Rezeptormutantenlinien im Detour-Paradigma nicht zu testen waren.

10 ~ C-$
XY FRIFR

XN .DmsR-2IDmsR-2

Frequency [%]

1'1:8 :_03 -98 -88 -78 -68 -58 -48 -38 -28 -18 »: 2 12 22 32 42 52 62 72 82 92 102- 112
Error angle [°]
Abb.A2: Fehlerwinkel der Objekt-Orientierung im Buridan'schen Paradigma
Die Haufigkeit ein Objekt mit 0° Fehlerwinkel anzulaufen liegt bei X/Y;;FR/FR und X/Y;;DmsR-2/DmsR2
bei 4% bzw. ca. 2,7% im Vergleich zu den laborwildtypischen 6,5%. (Datensatz wie in Abb.Al; N= 12 fur

alle Gruppen, Mittelwertdarstellung).

10.2. Photos der im Detour Paradigma getesteten bs- und Mrtf-Mutanten

Die Abbildungen A3 und A4 zeigen Photos mit der jeweilig typischen Gehirnanatomie

von allen im Detour Paradigma untersuchten Genotypen, welche bs oder Mrtf betreffen.
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Abb.A3: Frontale Paraffinschnitte der im Detour getesteten bs-mutanten Fliegen

(Objekttrager-Nr. 11, 43, 61, 13.07.2012; 44, 106, 31.08.2012; 1, 74, 07.09.2012) Durch
Eigenfluoreszenz erscheinen das Neuropil grinlich und die Zellkérper gelblich.

Typisches Beispiel von a C-S, b X/Y;sp?bsz/+, ¢ X/Y;bs™*®/+ d X/Y;bs?/Il;c232/TM3,Sb, e
XIY;bs?/I;c232/UAS-bs, f X/Y;;sp2bs2/bs™>*, g ebo®’®/Y;189Y/II;UAS-bs/III, h ebo®’®/Y;;c232/UAS-bs.

e , .

Abb.A4: Frontale Paraffinschnitte der im Detour getesteten Mrtf-mutanten Fliegen
(Objekttrager-Nr. 14, 30.07.2012; 179, 12.09.2012; 168, 26.09.2012; 15, 179, 12.10.2012)
(Konventionen wie in Abb.A1l).

Typisches Beispiel von a ebo®®/X, b X/X;Mrtf/+, ¢ X/Y;Mrtf/Mrtf’, d  ebo®®/X;Mrtf/Ill, e
ebo®’®/Y;189Y/II;UAS-Mrtf/Il.
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10.3. Statistische Angaben

Tab.Al: Paarweiser Vergleich fir die medianen Daten aus Abb.8 mittels des t-Tests flir ungepaarte
Stichproben und Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-
test (KS). Es musste nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel

zueinander gemessen wurden (s. 2.5.).

No. of transitions p t T pPKS | N1 |[N2
gricL-UAS-grf/Y;+/+ vs. X/Y;+/+;elav+Appli+ | 0,473 | 0,731 - 0,176 | 12 | 12
C31 .
I -UAS-grllY 4/ vs. 0,006 | 3,053 : 0355 | 12 | 12
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+
C31 . .
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ vs. 0,009 i 104500 | <0050 | 12 | 12
XIY;+/+;elav+Appl/+
Distance
grfcL-UAS-grf/Y;+/+ vs. XIY;+/+elav+Appli+ | 0,405 | -0,849 - 0,243 | 12 | 12
C31 .
G -UAS-grflY i1+ vs. <0,001 | 4,077 : 0683 | 12 | 12
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+
C31 . .
grf=>"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ vs. 0,001 | -3,710 ) 0224 | 12 | 12
XIY;+/+;elav+Appl/+
Walking speed
grfcL-UAS-grf/Y;+/+ vs. XIY;+/+elav+Appli+ | 0,285 - 169,000 | >0,050 | 12 | 12
C31 .
GrT-UASgrflY;+/+ vs. 0,007 | 2,997 : 0622 | 12 | 12
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+
C31 . .
grf~>"-UAS-grf Y;+/+;elav+Appl/+ vs. 0,011 | -2.767 ) 0712 | 12 | 12
X/Y;+/+;elav+Appl/+
Activity
grfcL-UAS-grf/Y;+/+ vs. X/Y;+/+elav+Appli+ | 0,518 | -0,657 - 0856 | 12 | 12
C31 .
INT-UAS-grilY e/ vs. 0,012 | 2,741 : 0403 | 12 | 12
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+
C31 . .
grf~>"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ vs. 0,024 | -2.421 ) 0129 | 12 | 12
XIY;+/+;elav+Appl/+
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Tab.A2: Paarweiser Vergleich fir die Mittelwertsdaten aus Abb.9 mittels des t-Tests fur
ungepaarte Stichproben und Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle

Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s. 2.5.).

Orientation p t T p KS N1 | N2
grfcL-UAS-grf/Y;+/+ vs. XIY;+/+elav+Appli+ | 0,116 | -1,638 - 0870 | 12 | 12
C31 i
- UAS-grffY+/+ vs, 0857 | 0182 | - | 0402 | 12 | 12
grf~>"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+
C31 . .
grf 'UQ,‘?('.%?ZYe',ZJﬂZ;;fpp" s, 0031 | - |152000]| 0061 | 12 | 12

Tab.A3: Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.11 mittels des t-Tests flr
ungepaarte Stichproben und Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle

Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s. 2.5.).

No. of transitions p t T pPKS | N1 | N2
C31 . .
grf 'U’?(S/;QE’gz*ggos/fg;gﬁmb’* vs. 0795 | - |145000| 0770 | 12 | 12
C3T — _, .
grf églAS—grf/Y,UAS GFP/+;0r83b/+ vs. <0,001 ] 207,500 | 0851 | 12 | 12
grf~""-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320
C31
grf~>*-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320 vs. ) )
X/Y;NP2320/+;0r83b/+ <0,001 | -8,327 0498 | 12 ] 12
Distance
C31
grf=>"-UAS-grf/Y;UAS-GFP/+,0r83b/+ vs. i i
X/Y;NP2320/+;0r83b/+ 0.002 | -3,454 0231 | 12 1 12
C3T . _ .
grf C—éJlAS—grf/Y,UAS GFP/+;0r83b/+ vs. <0.001 ] 218,000 | 0355 | 12 | 12
grf~>"-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320
C31 .
grf '%ﬁjﬂé‘é@i‘_gg;/g’i’23zo vs. <0,001 |-11,495| - 0306 | 12 | 12
Walking speed
C31 . .
grf 'UA)‘(S/;Ez/gz’ggoslfgggﬁm’b” vs. 0751 | - | 144000 0791 | 12 | 12
C31 : R : .
grf C—ngAS-grf/Y,UéS GFP/+;0r83b/+ vs. <0.001 | 4,070 ) 0647 | 12 | 12
grf~""-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320
C31
grf~""-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320 vs. ) )
X/Y:NP2320/+;0r83b/+ <0,001 | -6,700 0,419 | 12 1 12
Activity
C31
grf~""-UAS-grf/Y;UAS-GFP/+;0r83b/+ vs. i i
X/Y;NP2320/+;0r83b/+ <0,001 | -4,352 0461 12 ] 12
C3T _ _ .
grf ééJlAS-grf/Y,UAS GFP/+;0r83b/+ vs. 0,007 ) 197,000 | <0,050 | 12 | 12
grf~°"-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320
C31
grf~>"-UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320 vs. ) )
X/Y:NP2320/+;0r83b/+ <0,001 | -8,637 0.605 | 12 1 12
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Tab.A4: Paarweiser Vergleich fur die Mittelwertsdaten aus Abb.12 mittels des t-Tests fir
ungepaarte Stichproben; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste

nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen
wurden (s. 2.5.).

Orientation p t T p KS N1 | N2
Cal
grf~""-UAS-grf/Y;UAS-GFP/+;0r83b/+ vs. i i
X/Y;NP2320/+;0r83b/+ 0,001 3,686 0,303 12 12
T3l T IAc. :
grf™™ -UAS-grf/Y;UAS-GFP/+;0r83b/+ vs. 0078 | 1847 ] 0721 | 12 | 12
grf -UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320
Cal
grf -UAS-grf/Y;UAS-GFP/NP2320 vs. )
X/Y:NP2320/+:0r83b/+ 0.045 1 2,127 0870 | 12 | 12

Tab.A5: Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.14 mittels des t-Tests fur
ungepaarte Stichproben und Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle
Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s. 2.5.).

Detour p t T p KS N1 N2
grfcL-UAS-grf/Y;+/+ vs. XIY;+/+elav+Appl/+ | <0,001 | 6,245 - 0,083 | 12 | 12
C31 .
A 0,021 | 2,491 : 0311 | 12 | 12
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+elav+Appl/+
C31 . .
grf~°"-UAS-grf/Y;+/+;elav+Appl/+ vs. <0,001 | -4,076 ) 0112 | 12 | 12

XIY;+/+;elav+Appl/+

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Detour p Statistischer Test | pKS | N1
grfC3l-UAS-grf/Y;+/+ vs. 58% 0,188 | one-sample-t-test | 0,162 12
grfC31-UAS-grf/Y;+/+;eIav+App|/+ vs. 58% 0,047 | one-sample-t-test | 0,063 | 12

XIY;+/+;elav+Appl/+ vs. 58% 0,001 sign-test <0,050 | 12
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Tab.A6: Paarweiser Vergleich fiir die medianen Daten aus Abb.15 mittels des t-Tests fir
ungepaarte Stichproben; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste
nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen

wurden (s. 2.5.).

Detour p t p KS N1 N2

<31y, UAS-grf/+ (x WT-B) vs.

X/IY;NP2320/+ (x WT-B)
f<31/y;.UAS-grf/+ (x WT-B) vs.
grf©3Y/v;UAS-grfiINP2320

grf©3L/y;UAS-grfiINP2320 vs.
X/Y:NP2320/+ (x WT-B)

ar 0176 | -1,402 | 0317 | 11 | 11

r 0,047 | -2,115 | 0,104 11 11

0,448 | 0,773 | 0,650 11 11

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests, Test auf Normalverteilung
mittels Shapiro-Wilk (SW).

Detour p Statistischer Test| p SW | N1
grfC31/Y;UAS—grf/+ (X WT-B) vs. 58% 0,710 | one-sample-t-test | 0,296 | 11
grf©®Y/v;UAS-grfiINP2320 vs. 58% 0,007 | one-sample-t-test | 0,275 | 11
X/Y;NP2320/+ (x WT-B) vs. 58% 0,033 | one-sample-t-test | 0,480 11

Tab.A7: Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.16 mittels des t-Tests flr gepaarte
Stichproben und des Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-
Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen

parralel zueinander gemessen wurden (s. 2.5.).

Detour p t T p KS N1 | N2

C3T » - 5
grf C—?lleAS—grf/Y,,h?pm GAL4/+ (17,5 S:) VS. <0.001 | -4.690 ) 0170 | 12 | 12

grf©L-UAS-grf/Y;;hsp70-GAL4/+ (30°C)

WvT\/-TB-éZ(Ssc?)c\)/S' 0,463 | 0,761 - 0,216 | 12 | 12

cat » ;
grf 'UAS'grf’\\(A}?Sgiggfé)L“’* A7.5°C)vs. | o001 | - 83,500 | <0,050 | 12 | 12

cat - ;
grf 'UAS'grf’\)fv”Th;pé%'%?L“/ +(30°C) vs. 0,903 - | 152,500 | <0,050 | 12 | 12
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Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests, Test auf

Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk (SW).

Detour p Statistischer Test | p (SW) | N1
grf©L-UAS-grf/Y;;hsp70-GAL4/+ (17,5°C) vs. 58% | 0,773 sign-test <0,050 | 12
grf©L-UAS-grf/Y;;hsp70-GAL4/+ (30°C) vs. 58% | 0,001 | one-sample-t-test | 0,228 | 12
WT-B (25°C) vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,160 | 12

WT-B (30°C) vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,077 12

Tab.A8: Paarweiser Vergleich fir die medianen Daten aus Abb.19 mittels des Mann-Whitney-Rank-

Sum-Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS).

Es musste nicht auf

Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel gemessen wurden (s. 2.5.).

XIY;+/+;elav+Appl/+

No. of transitions p T pKS | N1 | N2
ebo®'/Y;3282"/+ vs. X/Y;+/+;elav+Appl/+ 0,026 111,000 | 0,761 | 12 | 12
ebo""/Y;3282"/+ vs.
eboEY/Y;3282M7/+;eIav+App|/+ <0,001 221,000 | <0,050 | 12 12
ebo®'1Y;3282"/+;elav+Appl/+ vs.
XIY 41+elav+Appli+ <0,001 82,500 | <0,050 | 12 | 12
Distance
ebo®'/Y;3282"/+ vs. X/Y;+/+;elav+Appl/+ 0,141 124,000 | 0,497 | 12 | 12
ebo""/Y;3282"/+ vs.
eboEY/Y;3282M7/+;elav+App|/+ <0,001 222,000 | 0,189 12 12
ebo®'/Y;3282"/+;elav+Appl/+ vs.
XIY 1+ elav+Appl/+ <0,001 80,000 | <0,050 | 12 | 12
Walking speed
ebo™"/Y;3282"/+ vs. X/Y;+/+;elav+Appl/+ 0,065 117,500 | 0,357 | 12 | 12
ebo®'/Y;3282"/+ vs.
ebo™/Y:3282"/+-elav+Appl/+ <0,001 78,000 | 0,121 | 12 | 12
ebo™'/Y;3282"/+;elav+Appl/+ vs.
X/ 1+ elav+Appl/+ <0,001 221,000 | 0,079 | 12 | 12
Activity
ebo®'/Y;3282""/+ vs. X/Y;+/+;elav+Appl/+ 0,564 139,500 | 0,439 | 12 | 12
ebo®'/Y;3282"/+ vs.
ebo™/Y:3282"/+-elav+Appl/+ <0,001 89,000 | 0,294 | 12 | 12
eboEY/Y;3282M7/+;elav+AppI/+ VS. 0003 202000 | 0572 | 12 | 12
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Tab.A9: Paarweiser Vergleich fir die Mittelwertsdaten aus Abb.20 mittels des Mann-Whitney-
Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf

Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s.
2.5.).

Orientation p T p KS N1 | N2
ebo"1Y;3282"/+ vs. X/Y;+/+;elav+Appl/+ 0,507 | 138,000 | <0,050 | 12 | 12
eboE‘E/t’f;YZ/;;z‘oﬁnzv?ﬁzgl’;bp|/+ 0,544 | 161,000 | <0,050 | 12 | 12
ebOEY’\Qf’\(Z;E/Z:ZE\?ﬁ’;SﬁP'/+ vs. 0,795 | 145,000 | <0,050 | 12 | 12
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Tab.A10: Statistik fir Abb.22

p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des

Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (3, N = 47) = 20,60710 p = 0,0001.

N/n No. of transitions 1 2 3
eb0"5?%%y;3282""/+;elav+Appl/+ (1)
12112 R:20,000
ebo"5?%1y;3282"7/+ (2) <0,001
12712 R:19,833 4,116
12712 XIY;+/+;elav+Appl/+ (3) 0,124 0,430
R:17,250 2,315 1,801
11711 eb0"5?%/y:3282"/+: Appl/+ (4) ~1,000 0,003 0,510
R:40,273 0,541 3,484 1,723
N/n Distance 1 2 3
ebo"5?%%1Y:3282"7/+:elav+Appl/+ (1)
12/12 R:20,000
ebo"5?%1y;3282"7/+ (2) <0,001
12/12 R:19,833 4124
12/12 XIY;+/+;elav+Appl/+ (3) 0,240 0,231
R:17,250 2,054 2,069
1711 ebo**?%%1y;3282M7/+; Appl/+ (4) 0,003 ~1,000 0,838
R:40,273 3,486 0,547 1,477
N/n Walking speed 1 2 3
eb0"5?%%y;3282""/+;elav+Appl/+ (1)
12/12 R:20,000
ebo"5?%1y;3282"7/+ (2) <0,001
12/12 R:19,833 3.967
12712 XIY;++;elav+Appl/+ (3) 0,129 0,573
R:17,250 2,300 1,667
1711 ebo"%?%1y:3282"/+: Appl/+ (4) ~1,000 0,038 ~1,000
R:40,273 1,152 2,729 1,098
N/n Activity 1 2 3
ebo"%?%%1Y;3282""/+:elav+Appl/+ (1)
12/12 R:20,000
ebo***%%y;3282"7/+ (2) 0,016
12/12 R:19,833 3,000
12/ 12 XIY;+/+;elav+Appl/+ (3) =1,000 0,318
R:17,250 1,064 1,935
11711 ebo"***%ly;3282""/+; Appl/+ (4) 0,003 ~1,000 0,091
R:40,273 3,471 0,537 2,430




10. Anhang Xl

Tab.A11l: Statistik fir Abb.23
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (3, N = 47) = 20,60710 p = 0,0001.

N/n Orientation 1 2 3
eb0"5?%%y;3282""/+;elav+Appl/+ (1)
12112 R:20,000
ebo**?%%Y;32827/+ (2) ~1,000
12/12 R:19,833 0,030
12/12 XIY;++;elav+Appl/+ (3) ~1,000 ~1,000
R:17,250 0,491 0,462
11711 ebo**?%%1y:3282M7/+; Appl/+ (4) 0,002 0,002 <0,001
R:40,273 3,542 3,571 4,023
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Tab.A12: Statistik fir Abb.25
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (4, N =58) = 18,13322 p = 0,0012.

N/n No. of transitions 1 2 3 4
C-S(1)

12112 R:16,500

12112 ebo®'/Y;3282"7/13282M" (2) 0,005
R:19,583 3,511

12712 ebo""/Y;3282"7/c305 (3) 0,010 ~1,000
R:49,083 3,294 0,218

11711 ebo™'/Y;3282"7/189Y (4) ~1,000 0,111 0,203
R:21,500 0,973 2,538 2,321

10/ 10 ebo®'/Y;3282""/+;Appl/+ (5) 0,332 ~1,000 | ~1,000 | =~1,000
R:43,100 2,130 1,218 1,011 1,202

N/n Distance 1 2 3 4
C-S (1)

12/12 R:16,500

12112 ebo®'/Y;3282"7/13282"" (2) 0,001
R:19,583 4,074

12112 ebo®'/Y;3282"7/c305 (3) ~1,000 0,061
R:49,083 1,330 2,744

1711 ebo™'/Y;3282"7/189Y (4) ~1,000 0,097 ~1,000
R:21,500 1,487 2,587 0,157

10/ 10 ebo®'/Y;3282""/+;Appl/+ (5) ~1,000 0,004 ~1,000 | =~1,000
R:43,100 0,339 3,545 0,929 1,079

N/n Walking speed 1 2 3 4
C-S (1)

12/12 R:16,500

12112 ebo®'/Y;3282"7/13282"" (2) 0,001
R:19,583 4,061

12712 ebo®'/Y;3282""/c305 (3) 0,016 ~1,000
R:49,083 3,155 0,907

1711 ebo"'/Y;3282"7/189Y (4) ~1,000 | <0,001 | <0,001
R:21,500 0,955 5,016 4,110

10/ 10 ebo™"/Y;3282""/+;Appl/+ (5) 0,011 ~1,000 | =1,000 | <0,001
R:43,100 3,264 0,609 0,256 4,174

N/n Activity 1 2 3 4
C-S (1)

12/12 R:16,500

12712 ebo™"/Y;3282""/3282"" (2) <0,001
R:19,583 4,545

12112 ebo®'/Y;3282"7/c305 (3) 0,021 ~1,000
R:49,083 3,082 1,463

1711 ebo"'/Y;3282"7/189Y (4) 0,074 0,618 ~1,000
R:21,500 2,677 1,868 0,405

10/ 10 ebo™"/Y;3282""/+;Appl/+ (5) ~1,000 | <0,001 0,047 0,145
R:43,100 0,108 4,225 2,831 2,444
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Tab.A13: Statistik fir Abb.26
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (4, N = 58) = 36,56727 p = 0,0000.

N/n Orientation 1 2 3 4
C-S (1)

12712 R:16,500

12112 ebo""/Y;3282""/3282"" (2) ~1,000
R:19,583 0,447

12112 ebo®'/Y;3282""/c305 (3) <0,001 | <0,001
R:49,083 4,726 4,279

11711 ebo""/Y;3282"7/189Y (4) ~1,000 | =1,000 0,001
R:21,500 0,725 0,278 4,001

10/ 10 ebo""/Y;3282"/+;:Appl/+ (5) 0,002 0,011 ~1,000 0,028
R:43,100 3,679 3,252 0,828 2,987

Tab.Al14: Statistik fur Abb.28
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (2, N = 36) = 15,20208 p = 0,0005.

N/n No. of transitions 1 2
ebo®"®SD3282%2%/Y;c305/+ (1)
12/12 R:14,542
12112 ebo®"®SD3282%%Y;Cy0/+ (2) ~1,000
R:12,833 0,397
C-S(3) 0,005 0,001
12/12 R:28.125 3158 | 3555
N/n Distance 1 2
12712 ebo®"®SD3282%%%/Y;c305/+ (1) ~1,000
R:14,542 0,601
12112 ebo®’®SD3282%2%Y;CyO/+ (2) 0,035 0,005
R:12,833 2,519 3,119
C-S (3)
12112 R:28.125
N/n Walking speed 1 2
ebo®"®SD3282%2%/Y;c305/+ (1)
12/12 R:14,542
bo®"®SD3282%%Y:Cy0/+ (2 ~1,000
12712 €bo :Cyol+(2) =L
R:12,833 0,174
C-S(3) 0,052 0,032
12/12 R:28.125 2383 | 2557
N/n Activity 1 2
ebo®"®SD3282%2%/Y;c305/+ (1)
12112 R:14,542
bo®"®SD3282%%Y;CyO/+ (2 ~1,000
R:12,833 0,542
C-S (3) 0,234 0,063
12112 R:28,125 1,763 2,306
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Tab.A15: Statistik fir Abb.29
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (2, N = 36) = 12,44595 p = 0,0020.

N/n Orientation 1 2
ebo®®SD3282%%°1Y;c305/+ (1)
12712 R:14,542
12112 ebo®"®SD3282%%/Y;CyO/+ (2) ~1,000
R:12,833 0,174
C-S (3) 0,009 0,005
12712 R:28,125 2.964 | 3.139

Tab.A16: Statistik fur Abb.31
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (7, N = 99) = 27,09866 p = 0,0003.

Nn/ Detour 1 2 3 4 5 6 7
15/ C-S (1)

150 R:77,000

14/ | ebo™'1Y;3282"/+ (x WT-B) | 0,002

140 (2) R:34,393 3,992

14/ | eboF'1Y;3282"/+;elav+Appl/ | ~1,000 | 0,421

140 + (3) R:60,786 1,519 | 2,431

12/ | ebo®7Y;3282""/+;Appl/+ (4) | 0,202 | =1,000 | =1,000

120 R:44,667 2,907 | 0909 | 1427

10/ | ebo®'/Y;3282"7/189Y (5) 0,486 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000

100 R:49,100 2,379 | 1,237 | 0,983 | 0,360

12/ | ebo™'1Y;3282"/c305 (6) ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | =~1,000

120 R:54,333 2,038 | 1,765 | 0571 | 0,824 | 0,426

12/ | ebo®™"/Y;3282"/+;:c547/+ (7) | 0,025 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000

120 R:40,000 3,326 | 0496 | 1,840 | 0,398 | 0,740 | 1,222

10/ | ebo®'/Y;3282""/+;c232/+ (8) | 0,002 | ~1,000 | 0,294 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000
100 R:30,350 3978 | 0,340 | 2,559 | 1,164 | 1,460 | 1,950 | 0,785
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Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.
Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW | N1
C-S vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 15
ebo""/Y;3282"/+ (x WT-B) vs. 58% 0,113 one-sample-t-test | 0,095 | 14
ebo""/Y;3282"/+;elav+Appl/+ vs. 58% <0,001 one-sample-t-test | 0,056 | 14
ebo""1Y;3282""/+;Appl/+ vs. 58% 0,043 sign-test <0,050 | 12
ebo™'/Y;3282"7/189Y vs. 58% 0,035 one-sample-t-test | 0,646 | 10
ebo""/Y;3282"7/c305 vs. 58% 0,001 sign-test <0,050 | 12
ebo®"/Y;3282""/+;c547/+ vs. 58% 0,246 one-sample-t-test | 0,444 | 12
ebo®'/Y;3282"/+;c232/+ vs. 58% 0,752 sign-test <0,050 | 10

Tab.A17: Statistik fir Abb.32

p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (8, N = 113) = 37,24697 p = 0,0000.

N/n Detour 1 2 3 4 5 6 7 8
15/ C-s (1)
150 R:91,500
KSZ263 . M7
14/ ebo 1Y;3282" [+ <0.001
140 (x WT-B) (2) 4,896
R:31,893
KSZ263 . M7 R
14/ | €bO /Y;3282" [+, 0,459 | 0,649
140 elav+Appl/+ (3) 2490 2365
R:61,179 ’ ’
12/ | ebo*5*3/v:3282""/+; | ~1,000 | 0,029 | ~1,000
120 Appl/+ (4) R:75,125 1,290 3,354 1,082
10/ ebo**?%y;3282""/ | ~1,000 | 0,385 | ~1,000 | ~1,000
100 189Y (5) R:65,591 1,992 | 2,553 | 0,334 | 0,697
12/ | ebo***®v;3282""/ | 0,040 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000
120 305 (6) R:50,167 3,257 | 1,418 | 0,854 | 1,866 | 1,128
12/ | ebo*5*3y:3282M"/+; | 0,004 | ~1,000 | ~1,000 | 0,493 | ~1,000 | ~1,000
120 | c42/+ (7)R:41,409 | 3,851 | 0,721 | 1,498 | 2,465 | 1,731 | 0,640
10/ | eboS*3/v:3282""/+; | 0,013 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000
100 | c547/+(8) R:46,125 | 3576 | 1,104 | 1,168 | 2,168 | 1,423 | 0302 | 0,345
10/ | ebo*S*3/v:3282""/+; | 0,007 | ~1,000 | ~1,000 | 0,762 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000
100 | c232/+ (9) R:44,292 | 3,720 | 0962 | 1,310 | 2305 | 1557 | 0439 | 0211 | 2,168
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Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.
Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.
Detour p Statistischer Test | p SW | N1
C-S vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 15
eb0"5?%1Y;3282M7/+ (x WT-B) vs. 58% 0,960 one-sample-t-test | 0,052 | 14
ebo"%*%1Y;3282""/+;elav+Appl/+ vs. 58% 0,006 one-sample-t-test | 0,242 | 14
eb0"%?%%1y;3282M/+; Appl/+ vs. 58% 0,001 sign-test <0,050 | 12
eb0"5?%%y;3282"7/189Y vs. 58% 0,003 one-sample-t-test | 0,518 | 10
eb0"%?%1v:3282"7/c305 vs. 58% 0,040 one-sample-t-test [ 0,059 | 12
ebo*%?%Y;3282/+;c42/+ vs. 58% 0,520 one-sample-t-test | 0,084 | 12
eb0"5?%/Y;3282M7/+;c547/+ vs. 58% 0,352 one-sample-t-test | 0,177 | 10
ebo"%%1Y;3282M/+;c232/+ vs. 58% 0,386 sign-test <0,050 | 10

Tab.A18: Statistik fir Abb.33

p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (3, N =53) = 14,78416 p = 0,0020.

N/n Detour 1 2 3
15/150 R(::ég,g)le)7
14/ 140 ebom/v;;Fizls;;”;/OOrssb 2) 0,001
14/140 | €00 Y“%?gg’zz'f"mpp' ®) | 0244 | 0401
12/120 ebo™"/Y;;3282"/Appl (4) 0,189 | 0,801 | ~1,000

R:25,208
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Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.
Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.
Detour p Statistischer Test | p SW | N1
C-S vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 15
ebo®"®/Y;;:3282M°/0r83b vs. 58% 0,386 sign-test <0,050 | 14
ebo®’/Y;;3282"°/elav+Appl vs. 58% 0,002 one-sample-t-test | 0,410 | 14
ebo®"®/Y;;3282"°/Appl vs. 58% 0,003 one-sample-t-test [ 0,790 | 12




Tab.A19: Statistik flir Abb.34

p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z*-Werte (untere Zeile) des Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-

Test: H (10, N = 151) = 43,00662 p = 0,0000.

Detour 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N/n
Cc-s(1)
157150 R:114,73
ebo® ¥y (2) 0,001
127120 R:43,417 4,210
15/ 150 ebo®"®sD3282"%/Y;;0r83b/+ (3) <0,001 | =1,000
R:37,900 4,811 | 0,326
121120 ebo®"®sD3282"/Y;;c232/+ (4) 0,009 | =1,000 | =1,000
R:51,083 3,758 | 0429 | 0,778
10/ 100 ebo®®sD3282"%/Y;189Y/+ (5) ~1,000 | 0,691 | 0,189 | =~1,000
R:90,150 1,377 | 2,450 | 2,926 | 2,086
121120 ebo®®sD3282"%/Y;EB1/+ (6) ~1,000 | 0,775 | 0,197 | =1,000 | =1,000
R:87,250 1,623 | 2,455 | 2,914 | 2026 | 0,155
121120 ebo®’®SD3282"%%/Y;;;198Y/+ (7) 0,492 | ~1,000 | =~1,000 | ~1,000 | =~1,000 | =~1,000
R:70,458 2614 | 1515 | 1,922 | 1,085 | 1,052 | 0,940
21 /210 ebo®®sD3282"%/Y ;;ftz-ng/+ (8) ~1,000 | 0,121 0,014 0,549 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000
R:91,857 1,547 | 3,061 | 3650 | 2576 | 04102 | 0,291 | 1,352
18/ 180 ebo®"®sD3282"%/Y;;a19/+ (9) 0,284 | =1,000 | ~1,000 | ~1,000 | =1,000 | ~1,000 | =~1,000 | =1,000
R:71,972 2,797 | 1,752 | 2,228 | 1,282 | 1,054 | 0937 | 0,093 | 1416
121120 ebo®"®SD3282"%Y;c305/+ (10) ~1,000 | 0,154 | 0,028 | 0,576 | =~1,000 | ~1,000 | =~1,000 | ~1,000 | =1,000
R:96,972 1,059 | 2,989 | 3477 | 2560 | 0355 | 0534 | 1475 | 0312 | 1,523
12120 ebo®®sD3282"%/Y;3282"/+;c232/+ (11) | 0,720 | =~1,000 | =~1,000 | =~1,000 | =~1,000 | ~1,000 | =~1,000 | =~1,000 | =1,000 | =~1,000
R:72,708 2,481 | 1641 | 2,055 | 1,211 | 0931 | 0814 | 0126 | 1,210 | 0045 | 1,349
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10. Anhang XIX
Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.
Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.
Detour p Statistischer Test | p SW | N1
C-S vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 15
ebo®’®/Y vs. 58% 0,043 sign-test <0,050 | 12
ebo®"®sD3282"%/Y;;0r83b/+ vs. 58% 0,687 one-sample-t-test | 0,400 | 15
ebo®®sD3282"%°/Y;;c232/+ vs. 58% 0,113 one-sample-t-test | 0,146 | 12
ebo®’®SD3282"%/Y;189Y/+ vs. 58% <0,001 one-sample-t-test | 0,124 | 10
ebo®8SD3282%2%Y:EB1/+ vs. 58% <0,001 one-sample-t-test | 0,137 | 12
ebo®®sD3282"%°Y;;;198Y/+ vs. 58% 0,387 sign-test <0,050 | 12
ebo®’®SD3282"%%Y;;ftz-ng/+ vs. 58% <0,001 one-sample-t-test | 0,138 | 21
ebo®®sD3282"%/Y;;a19/+ vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 18
ebo®®sD3282"%°/Y;c305/+ vs. 58% <0,001 one-sample-t-test | 0,262 | 12
ebo®’®SD3282"%/Y;3282"/+;c232/+ vs. 58% 0,002 sign-test <0,050 | 12
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Tab.A20: Statistik fir Abb.35
Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW | N1
ebo®"®SD3282%2%Y;Cha/+ vs. 58% <0,001 one-sample-t-test | 0,411 | 12
ebo®’®SD3282%%%Y;;GAD1/+ vs. 58% 0,087 one-sample-t-test | 0,087 | 12
ebo®"®SD3282%2%Y;3282""/+;GAD1/+ vs. 58% 0,010 sign-test <0,050 | 15

Tab.A21: Statistik fur Abb.36
Vergleich fir die medianen Daten aus Abb.36 mittels des gepaarten-t-Tests; Normalverteilung

mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS).

N/n Detour p t pKS
12 /120 L6C (Cl')svs @ ~1,000 | 0,000 | 0,204
c-S
127120 18 > 25°C (2)
678 #23 /. . ts
12 /100 | ebo”°sD3282 /Y,liJéA:%-r(réC)ZSSS.al):PMSQYTubGALSO 0001 | -4.432 | 0,300
12 /120 ebo®8SD3282%%%Y;UAS-mCD8:GFP/189YTubGALS0"
18 > 25°C (4)
678 #23 /. . . ts
12/ 120 | €0o°""SD3282 /Y,UiASSOE:m(Csl)D\?S.G(I;)P/CBOS,TubGAL80 [+ 0021 | 2,691 | 0,212
12 /120 ebo®8SD3282%%%Y;UAS-mCD8:GFP/c305; TubGALS0"/+
18 > 25°C (6)

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW N1
C-S 18°C vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,160 12
C-S 18 > 25°C vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,160 12

ebo®8sD3282%2%Y:UAS-mCD8:GFP/189YTubGALS0" 18°C
vs. 58%

ebo®8SD3282%2%Y:UAS-mCD8:GFP/189YTubGALS0"
18 > 25°C vs. 58%

ebo®®SD3282%2%Y:UAS-mCD8:GFP/c305; TubGALS0"/+
18°C vs. 58%

eb0®"8sD3282%%/Y;:UAS-mCD8:GFP/c305: TubGALS0"™/+
18 > 25°C vs. 58%

0,149 sign-test <0,050 12

<0,001 | one-sample-t-test | 0,123 12

0,913 one-sample-t-test | 0,181 12

0,005 one-sample-t-test | 0,513 12
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Tab.A22: Statistik fir Abb.37

Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.37 mittels des Mann-Whitney-Rank-Sum-

Tests und Wilcoxon-Signed-Rank-Test; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS).

N/n Detour p T W pKS
ebo®"®SD3282%%%Y;;hsp70-GAL4/+
14/ 140 18°C (1) vs. (2) 0,003 - 61,000 | <0,050
678 #23\/.. _
147140 ebo®"SD3282""/Y ;hsp70-GAL4/+
18 > 25°C (2)
12/120 ebo>"SD3282™"1Y; hsp70-GAL4/+ 0022 | 214,000 | - |<0,050
25°C (3) vs. (4) : : :
678 #23 /.. _
15/ 150 ebo”'"SD3282 /\C,,hsp?O GAL4/+
25> 18°C (4)
Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.
Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.
Detour p Statistischer Test | p SW N1
ebo®"®SD3282%%%/Y;;hsp70-GAL4/+ 18°C vs. 58% 0,155 | one-sample-t-test | 0,146 | 14
ebo®’°SD3282%%%/Y;;hsp70-GAL4/+ 18 > 25°C vs. 58% | 0,001 sign-test <0,050 | 14
ebo®"®SD3282%%%/Y;;hsp70-GAL4/+ 25°C vs. 58% 0,009 sign-test <0,050 | 12
ebo®’®SD3282%2%/Y;;hsp70-GAL4/+ 25 > 18°C vs. 58% | 0,693 | one-sample-t-test | 0,153 | 15

Tab.A23: Statistik fir Abb.38

Paarweiser Vergleich fir die medianen Daten aus Abb.38 mittels des t-Tests flr ungepaarte

Stichproben;

Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf

Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s.

2.5).
N/n Detour p t pKS
12/120 C-S vs. X/Y;189Y/+;UAS-ebo-RNAI/+ 0,021 -2,493 0,052

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests. Normalverteilung mittels des

Kolmogorov-Smirnov-test (KS).

Detour p Statistischer Test | p KS N1
C-S vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,160 12
X1Y;189Y/+;UAS-ebo-RNAI/+ vs. 58% 0,226 one-sample-t-test | 0,495 12
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Tab.A24: Statistik fir Abb.39
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (1, N = 23) = 0,1097747 p = 0,7404.

N/n Detour 1
c-s (1)
12/120 R:12.417
X1Y;c305/+;npf-RNAIi/+ (2) 0,758
121120 R:11 545 0.308

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW N1
C-Svs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,077 12
X/Y;c305/+;npf-RNAIi/+ vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 12

Tab.A25: Statistik fur Abb.40
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (5, N = 93) = 34,12579 p = 0,0000.

N/n Detour 1 2 3 4 5

C-S (1)

157150 R:75,300

X/Y;c305/+;FMRFaRNAI/+ (2) <0,001

18/180 R: 28,500 4,960

15 / 150 XIY;189Y/+;FMRFaRNAi/+ (3) ~1,000 | 0,013
R:59,900 1,563 3,328

15/ 150 XIY;;FMRFaRNAi/ftz-ng (4) 0,001 | =1,000 | 0,250
R:36,300 3,957 0,827 2,395

15/ 150 XIY;;FMRFaRNAI/+;;;198Y/+ (5) 0,090 0,548 | ~1,000 | ~1,000
R:48,233 2,746 2,091 1,184 1,211

15/ 150 XIY;EB1/+;FMRFaRNAI/+ (6) 0,002 | ~1,000 | 0,343 | ~1,000 | ~1,000
R:37,467 3,839 0,950 2,276 0,118 1,092
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Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW N1

C-S vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 15
X/Y;c305/+;FMRFaRNAI/+ vs. 58% 0,034 sign-test <0,050 18
X1Y;189Y/+;FMRFaRNAI/+ vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,116 15
XIY;;FMRFaRNAI/ftz-ng vs. 58% 0,121 sign-test <0,050 15
X/Y;;FMRFaRNAI/+;;;198Y/+ vs. 58% 0,121 sign-test <0,050 15
XIY;EB1/+;FMRFaRNAIi/+ vs. 58% 0,123 one-sample-t-test | 0,246 15




Tab.A26: Statistik fir Abb.42

p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z*-Werte (untere Zeile) des Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-

Test: H (8, N = 987) = 171,8146 p = 0,000.

N/n Detour 1 2 3 4 5 6 7 8
C-S (1)
1177117 R:669,55
ebo®’®SD3282%%%Y;;0r83b/+ (2) | 0,010
100/100 R:528,11 3.643
ebo®"®sD3282"2%Y;;Appl/+ (3) | ~1,000 | 0,001
1157115 R:696,77 0727 | 4327
113/ 113 ebo®’®sD32827%%Y;;a19/+ (4) | <0,001 | 0,015 | <0,001
R:478,28 7,428 | 3531 | 8,116
110/ 110 ebo®’®SD3282%%%Y;189Y/+ (5) | <0,001 | 0,022 | <0,001 | ~1,000
R:393,29 7,297 | 3,423 | 7,983 | 0,096
110/ 110 ebo®’®SD3282"2%Y;ftz-ng/+ (6) | <0,001 | 0,001 | <0,001 | ~1,000 | =~1,000
R:473,89 7,960 | 4,155 | 8,624 | 0,740 | 0,830
109/ 109 ebo®’®SD3282%%/Y;c305/+ (7) | <0,001 | 0,414 | <0,001 | ~1,000 | ~1,000 | ~1,000
R:428,34 6,356 | 2,527 | 7,044 | 1,010 | 0910 | 1,176
100/ 100 ebo®®SD3282%%°/Y;;;198Y/+ (8) | <0,001 | =~1,000 | <0,001 | 0,996 | =~1,000 | 0,145 | =~1,000
R:360,61 5168 | 1,377 | 5,863 | 2,202 | 2,097 | 2,876 | 1,182
112 /112 ebo®’®SD3282%%Y;;mb247/+ (9) | <0,001 | =~1,000 | <0,001 | 0,699 | 0,925 | 0,093 | ~1,000 | ~1,000
R:389,62 5099 | 1,276 | 5799 | 2,338 | 2231 | 3,013 | 1,308 | 0,115
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Tab.A27: Statistik fir Abb.43
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (5, N = 646) = 226,5474 p = 0,000.

N/n Detour 1 2 3 4 5
140/ 140 ebo®®/Y;+/+ (x O-R) (1)
R:377,48
ebo®’®/Y;RanGAP/+ (2) 0,033
93/93 R:301,09 3,059
o4/ 94 ebo®"8/Y;ssh™®/+ (3) <0,001 | <0,001
R:134,72 9,754 | 6,095
ebo®®/Y;tsr" 2+ (4) <0,001 | 0,039 | 0,021
100/100 R:220,21 6.436 | 3009 | 3188
107 / 107 ebo®’®/Y;chic***%/+ (5) 0,009 | <0,001 | <0,001 | <0,001
R:459,94 3,441 | 6,004 | 12,327 | 9,235
112 /112 ebo®’®/Y;RanGEF/+ (6) ~1,000 | 0,005 | <0,001 | <0,001 | 0,150
R:394,96 0,739 | 3,585 | 9,968 | 6,806 | 2,576

Tab.A28: Statistik fur Abb.44
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (5, N = 68) = 15,636 p = 0,0080.

N/n Detour 1 2 3 4 5
O-R (1)
10/110 R:50,500
ebo®’/Y;+/+ (O-R) (2) 0,036
117110 R:24,273 3.036
ebo®’®/Y;RanGAP/+ (3) 0,439 | =1,000
127120 R:32,042 2180 | 0,941
12110 ebo®31Y:chic 2+ (4) =1,000 | 5514 | ~1,000
R:44,500 0709 | 2451 | 1543
117110 ebo®®/v;ts'N?Y+ (5) 0,204 | =1,000 | ~1,000 | 0,952
R:29,182 2,467 | 0582 | 0,346 | 1,856
12/ 120 ebo®"®/Y;ssh*%/+ (6) 0,113 | ~1,000 | ~1,000 | 0,592 | ~1,000
R:27,875 2,672 | 0,436 | 0516 | 2,059 | 0,158




10. Anhang XXVI

Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.43 mittels des Mann-Whitney-Rank-Sum-
Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf
Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s.
2.5).

N/n Detour p T pKS

12/ 120 ebo®’®/Y;+/+ (O-R) Il vs. ebo®®/Y;chic*%/+ 1 <0,001 | 91,500 | <0,050

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW N1
O-R vs. 58% 0,004 sign-test <0,050 10
ebo®”®/Y;+/+ (O-R) vs. 58% 0,522 | one-sample-t-test | 0,064 | 11
ebo®’®/Y;RanGAP/+ vs. 58% 0,150 | one-sample-t-test | 0,498 | 12
678 /. . 1320
ebo”""/Y;chic™"/+ vs. 58% 0,004 one-sample-t-test | 0,455 12
ebo®®/Y;tsr"'?Y/+ vs. 58% 0,071 | one-sample-t-test | 0,217 | 11
ebo®"8/Y;ssh™®/+ vs. 58% 0,198 | one-sample-t-test | 0,158 | 12
ebo®’®/Y;+/+ (O-R) Il vs. 58% 0,386 sign-test <0,050 | 12
ebo®”’/Y;chic™*?/+ Il vs. 58%
; . ] <0,001 | one-sample-t-test | 0,455 12

Tab.A29: Statistik fur Abb.49
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (3, N = 64) = 15,667 p = 0,0013.

N Detour 1 2 3
C-s (1)
16 /160 R:47,875
XIY;;sp2bs?/+ (C-S) (2) 0,023
16 /160 R:28,813 2,896
XIY;;bs™* 1+ (C-S) (3) 0,018 | ~1,000
16/160 R:28,375 2,962 | 0,066
16 /160 XIY;;sp2bs?/bs'** () 0,003 | ~1,000 | ~1,000
R:24,938 3484 | 0589 | 0,522




10. Anhang XXVII

Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.49 mittels des Mann-Whitney-Rank-Sum-
Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf
Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s.
2.5).

N/n Detour p T pKS

16 /160 X/Y;bs?/11;,c232/TM3,Sb vs. X/Y;bs?/Il;c232/UAS-bs 0,025 322,500 | <0,050

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests. Normalverteilung mittels des
Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW N1

C-S vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,253 16
X1Y;;sp2bs?/+ (C-S) vs. 58% 0,075 one-sample-t-test | 0,180 16
XIY;;bs™*%/+ (C-S) vs. 58% 0,123 | one-sample-t-test | 0,414 | 16
XIY;;5p?hs?/bs™®® vs. 58% 0,224 | one-sample-t-test | 0,205 | 16
X/Y;bs?/11;c232/TM3,Sb vs. 58% 0,184 one-sample-t-test | 0,394 16
X/1Y;bs?/11;c232/UAS-bs vs. 58% 0,001 sign-test <0,050 16
ebo®"®/Y;189Y/I1;UAS-bs/IIl vs. 58% 0,200 | one-sample-t-test | 0,064 | 16
ebo®"®/Y;;c232/UAS-bs vs. 58% 0,861 | one-sample-t-test [ 0,255 | 16

Tab.A30: Statistik fur Abb.50
p-Werte (Post-hoc-korrigierte-Wahrscheinlichkeiten; obere Zeile) und z‘-Werte (untere Zeile) des
Mehrfachvergleichstests (zweiseitig), Kruskal-Wallis-Test: H (4, N = 74) = 18,973 p = 0,0008.

N/ Detour 1 2 3 4
C-S (1)

16/160 R:49,438

14 /140 ebo®”®/X (C-S) (2) ~1,000
R:43,857 0,709

XIX;;Mrtf>’/+ (C-S) (3) ~1,000 | ~1,000

147140 R:42,036 0,940 | 0,224

16 / 160 XIY;;Mrtf7 Mt (4) 0,209 | ~1,000 | ~1,000
R:31,875 2,310 | 1,522 | 1,291

14 /140 ebo®"8/X;;Mrtf°’/+ (5) 0,001 | 0,026 | 0,053 | ~1,000
R:19,393 3,817 | 3,010 | 2,786 | 1,586
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Paarweiser Vergleich fur die medianen Daten aus Abb.50 mittels des Mann-Whitney-Rank-Sum-
Tests; Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf
Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s.
2.5).

N/n Detour p T pKS

13/130 | ebo®®/Y;189Y/+:UAS-Mrtf/+ vs. ebo®’®/Y;189Y/+;TM3,Sh/+ | 0,522 | 163,000 | <0,050

Vergleich zum Zufallsniveau (58%) mittels des One-Sample-t-Tests und Sign-Tests.

Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk-Tests.

Detour p Statistischer Test | p SW N1

C-S vs. 58% <0,001 | one-sample-t-test | 0,253 16

ebo®®/X (C-S) vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 14
XIX;;Mrtf®’/+ (C-S) vs. 58% <0,001 sign-test <0,050 | 14
XIY;;Mrtf 7 /Mt 0,005 | X/Y;;Mrtf*4"/Mrtf*A” | <0,050 | 16
ebo®8/X:;Mrtf°’/+ vs. 58% 0,536 | one-sample-t-test | 0,229 | 14
ebo®"8/Y;189Y/+;UAS-Mrtf/+ vs. 58% 0,484 | one-sample-t-test | 0,314 | 13
ebo®’®/Y;189Y/+;TM3,Sb/+ vs. 58% 0,151 | one-sample-t-test [ 0,139 | 13




10. Anhang XXIX

Tab.A31: Paarweiser Vergleich fir die medianen Daten aus Abb.Al mittels des t-Tests fir
ungepaarte Stichproben und Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests; Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-test (KS). Es musste nicht auf Mehrfachtestung korrigiert werden, da alle

Genotypen parralel zueinander gemessen wurden (s. 2.5.).

Distance p t T p KS N1 | N2
XIY;;FRIFR vs. C-S 0,002 | -3,567 - 0,051 | 12 | 12
X/Y;;DmsR-2/DmsR-2 vs. C-S 0,002 | 3,603 - 0,229 | 12 | 12

Walking speed

XIY;;FR/IFR vs. C-S 0,108 - 101,500 | 0,734 12 12
X/Y;;DmsR-2/DmsR-2 vs. C-S 0,007 2,997 - 0,404 12 12
Activity
XIY;;FRIFR vs. C-S 0,003 - 80,000 | <0,050 | 12 12
X/Y;;DmsR-2/DmsR-2 vs. C-S 0,005 3,183 - 0,398 12 12
Orientation p t T p KS N1 N2
XIY;;FR/FR vs. C-S <0,001 | 5,876 - 0,862 12 12

X/Y;;DmsR-2/DmsR-2 vs. C-S <0,001 | -7,582 - 0,143 12 12




