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1. Einleitung

1.1 Lernen und Gedachtnis

Lernen bezeichnet den Erwerb von Wissen oder Fahigkeiten, wahrend der Begriff Ge-
dachtnis flr Informationen verwendet wird, die in einem neuronalen Netzwerk bereits abge-
speichert wurden und abrufbar sind (Davis et al., 2005). Unterschieden werden das nicht-
assoziative Lernen und das assoziative Lernen (Pereira und van der Kooy, 2012). Assoziatives
Lernen umfasst die operante Konditionierung und die klassische Konditionierung, wahrend
das nicht-assoziative Lernen Habituation und Sensitivierung beinhaltet (Bear, Connors, Para-
diso, 2016).

Eric Kandel untersuchte an der Meeresschnecke Aplysia zunachst die Habituation des
Kiemenriickzugreflexes, eine nicht-assoziative Form des Lernens. Zum einen stellte er fest,
dass die Reaktion nach mehrfacher mechanischer Reizung am Siphon nachladsst. Diese Habi-
tuation basiert auf einer reizinduzierten Veranderung im Nervensystem. Er konnte aber auch
zeigen, dass der Kiemenriickzugreflex konditionierbar ist, wenn die mechanische Reizung mit
einem elektrischen Schock am FuR der Schnecke kombiniert wird. Nach der Konditionierung
verursachte die mechanische Reizung alleine den Kiemenrickzugreflex. Darliber hinaus ent-
deckte er einige Schliisselkomponenten des cAMP/PKA-Signalweges, die den cAMP-Haushalt
in der Zelle regulieren und damit die Reaktion einer Zelle auf einen Reiz modulieren (Kandel
et al., 1983; Kandel, 2012). Da der cAMP/PKA-Signalweg fur die vorliegende Studie von zent-
raler Bedeutung ist, wird im folgenden Kapitel ndher darauf eingegangen. Die Sensitivierung
ist eine nicht-assoziative Form des Lernens, dabei nimmt das Antwortverhalten gegeniiber
einem Stimulus zu. Versuche an Katzen zeigten, dass sich das Antwortverhalten des vorde-
ren Schienbeinmuskels erhéht, wenn ein elektrischer Stimulus verabreicht wird (Durkovic,
1975). Eine assoziative Lernform ist die klassische Konditionierung. Bei der klassischen Kon-
ditionierung wird der Zusammenhang zwischen verschiedenen Stimuli erlernt. So verknipft
der Pavlov'sche Hund nach einer Lernphase das Klingeln der Glocke mit der Gabe von Nah-
rung (Pavlov, 1927). Im Tully-Quinn-Paradigma ist es moglich, den Prozess der klassischen
Konditionierung mit Hilfe von aversiven und appetitiven olfaktorischen Stimuli an Drosophila
melanogaster zu untersuchen. Die ersten Mutanten zeigen, dass sie lernen kénnen, jedoch

nicht in der Lage sind, das Gelernte in Form eines Gedéachtnisses langer als 30 Minuten abzu-
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speichern (Tully und Quinn, 1985). So wurden die ersten Fliegenstdmme mit Mutationen in
den Genen rutabaga, dunce und amnesiac isoliert (Davis et al., 2005). Im Gegensatz zu der
operanten Konditionierung ist im Fall der Pavlov'schen Konditionierung kein aktives Verhal-
ten notwendig. Bei der operanten Konditionierung lernt ein Individuum aus der eigenen Er-
fahrung, dass eine Veranderung des Verhaltens zum Ziel fiihren kann. In einem Verhaltens-
versuch lernten Krahen zum Beispiel durch das Benutzen eines Werkzeuges an ein anderes
Werkzeug zu gelangen, um damit ein Stlick Fleisch zu erreichen (Taylor et al., 2010). Den
Grundstein bezliglich der wissenschaftlichen Untersuchungen im Zusammenhang mit der
operanten Konditionierung legte der amerikanische Psychologe Burrhus Frederic Skinner. Er
gilt als einer der bedeutsamsten Psychologen des 20. Jahrhunderts (Haggbloom et al., 2002).
Er entwickelte die sogenannte Skinner-Box, mit dessen Hilfe operante Konditionierung an
Ratten untersucht werden kann. Dabei untersuchte er vor allem Verhaltensweisen, die erst
nach einem Reiz aus der Umwelt verstarkt werden und etablierte damit den Begriff der ope-
ranten Konditionierung. Driickt eine Ratte einen Hebel in der Skinner-Box wenn gleichzeitig
ein Licht aufleuchtet, so erhalt sie ein Futterpellet. Tut sie es nicht, so erhalt sie einen leich-
ten StromstoR. Die operante Konditionierung bewirkt, dass die Ratte sehr schnell den Hebel
driickt, wenn die Lampe aufleuchtet (Skinner, 1938; Skinner, 1963). Auch bei Drosophila me-
lanogaster kann die operante Konditionierung untersucht werden. Mit Hilfe der Hitze-Box, in
der die Fliege lernen kann, eine Kammer mit einer aversiven Temperatur aktiv zu vermeiden,
ist es mittlerweile moglich, operante Lernvorgange bei Drosophila melanogaster zu untersu-
chen. Unter Ausnutzung dieses Verhaltensmusters konnte eine weitere Lernmutante igno-

58/1

rant™" isoliert werden (Putz et al., 2004).

1.2 Lernen und Geddchtnis bei Drosophila melanogaster

Die wissenschaftlichen Untersuchungen des olfaktorischen Lernens und der Etablierung
eines olfaktorischen Gedachtnisses flihrten zur Identifizierung einiger molekularer und neu-
ronaler Schlisselkomponenten. Populdr in diesem Zusammenhang ist insbesondere der
cAMP/PKA-Signalweg, dessen Komponenten essentiell fur die Etablierung eines Gedachtnis-
ses und fur Lernvorgéange sind (McGuire et al., 2005). Als entscheidende Signalgeber beim
olfaktorischen Lernen sind die Phosphodiesterase, welche durch das Gen dunce (dnc) codiert
wird, und die olfaktorische Typ | Ca2+/CaImodulin—abhéngigen Adenylylzyklase (AC) zu nen-

nen. Diese wird von dem Gen rutabaga (rut) codiert. Fir die Synthese des zyklischen Adeno-
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sin-3",5'-Monophosphats (cCAMP) bendtigt sie zum einen ein aktiviertes heterotrimeres G-
Protein innerhalb der Membran der Postsynapse (Signal 1) und zum anderen den Einstrom

von Ca®* (Signal 2) (vgl. Abb. 1) (McGuire et al., 2005; Schwaerzel et al., 2007).

Signal 1 (Neurotransmitter)

| o0
5 ©

Ga

G-Protein

A STM B LTM
Protein- Neue
modifikation Proteine
@ Memb
embran-
kanale \\

\oCa2+
Signal 2 (Depolarisation)

Abb. 1. Biochemische Signalkaskade zur Bildung eines Kurzzeit- und Langzeitgedachtnisses. Neurotransmitter
aktivieren ein G-Protein, die G,-Untereinheit wird abgespalten und bindet an die Adenylylzyklase (AC) (Sig-
nal 1). Ein weiteres Neuron |6st exzitatorische postsynaptische Potenziale aus, so dass der Schwellenwert er-
reicht wird und Ca** in die Zelle gelangt (Signal 2). Beide Vorgadnge aktivieren die doppelt regulierte AC, die
zyklisches Adenosin-37,5°-Monophosphat (cCAMP) generiert. Der sekundare Botenstoff aktiviert die Proteinkina-
se A (PKA), die Transmembranproteine und Enzyme phosphorylieren und damit in ihrer Aktivitdt modulieren
kann. Durch diese Vorgédnge kann ein Kurzzeitgedachtnis (STM) entstehen. Die Phosphodiesterase (PDE) kann
cAMP inhibieren. Bei kurz aufeinander folgender oder ldngerer Depolarisation wird der Transkriptionsfaktor
cAMP-response element binding protein (CREB) im Nukleus, der zusammen mit einem Cofaktor CREB-binding
protein (CBP) Transkriptionsvorgange an der DNA steuern kann, von der PKA aktiviert. Durch Transkription und
Translation kann eine dauerhafte, strukturelle Modifikation von Neuronen erfolgen und es bildet sich ein Lang-
zeitgedachtnis (LTM) (verdandert nach Waddel und Quinn, 2001).

Bei der olfaktorischen Duftkonditionierung verkniipft der Organismus Fliege einen olfak-
torischen Stimulus (Signal 2) mit einem aversiven oder appetitiven Stimulus (Signal 1). Der
aversive Stimulus, z. B. ein elektrischer Schock, verursacht die Freigabe des Katecholamins
Dopamin. Ein appetitiver Stimulus, z.B. die Gabe von Zucker, bewirkt die Freigabe des Kate-
cholamins Octopamin. In beiden Fallen ist der cAMP-Signalweg involviert (Waddel und

Quinn, 2001; Schwaerzel et al., 2003). Die G,-Einheit des G-Protein-gekoppelten Rezeptors
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wird nach der Aktivierung des Rezeptors freigesetzt. Sie kann zusammen mit dem Calcium-
Calmodulin-Komplex (Ca2+/CaM—KompIex) die AC aktivieren (Keene und Waddel, 2007). Erst
diese Koinzidenzdetektion verursacht die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) durch cAMP
und damit die Phosphorylierung von anderen Enzymen und Membranproteinen.

Durch Phosphorylierung wird die Aktivitdt der Enzyme und Membrankandle moduliert
(vgl. Abb. 1). Beispielsweise schlieRen sich K'-Hintergrundkanéle in der Membran, so dass
sich das Ruhepotenzial dem Schwellwert ndhert. So kann die Zelle leichter ein Aktionspoten-
zial auslosen und damit aktiviert werden. Dieser Prozess ist flir das Lernen von grolRer Be-
deutung und im gesamten Tierreich konserviert (Zars et al., 2000, Sokolowski, 2001). Fir die
Etablierung eines Kurzzeitgedachtnisses (STM) ist die Proteinmodifikation von zentraler Be-
deutung (vgl. Abb. 1). Die posttranslationale Modifikation von Enzymen und Proteinen durch
Phosphorylierung stellt aber nur eine kurzzeitige Veranderung in der Aktivitdt dar, da sie
schnell durch Phosphodiesterasen oder Phosphatasen wieder in ihre urspriingliche Konfor-
mation zuriickgebracht werden kénnen (Blokland et al., 2006; Mansuy et al., 2006; Hattig,
2009). Die Bildung eines Langzeitgedachtnisses (LTM) erfordert die dauerhafte, strukturelle
Veranderung an den Synapsen zwischen den Neuronen und beruht im Wesentlichen auf der
Aktivierung der Genexpression. So werden zum Beispiel die synaptischen Verbindungen wei-
ter ausgebaut, wozu neues Zellmaterial, aber auch neue Proteine, benétigt werden (vgl.
Abb. 1). Eine Voraussetzung ist, dass die PKA dauerhaft oder mehrmals in Folge aktiviert
wird (Hammer et al., 1995). Diese bewirkt infolgedessen die Phosphorylierung des Transkrip-
tionsfaktors cAMP-response element binding protein (CREB) im Nukleus, der zusammen mit
dem Cofaktor CREB-binding protein (CBP) die Transkription und damit die Expression neuer
Proteine aktiviert (Deisseroth et al., 1996; Sokolowski, 2001; Waddel und Quinn, 2001). Fiir
die Etablierung eines Gedachtnisses spielen vor allem biogene Amine wie Dopamin, Octo-

pamin und Serotonin eine entscheidende Rolle (Sitaraman et al., 2012).

1.3 Biochemie des visuellen Arbeitsgedichtnisses

Fiir das visuelle Arbeitsgedachtnis bei Drosophila melanogaster sind sowohl die Nitritoxid-
Synthase (NOS) als auch die Cystathionin-B-Synthase (CBS) in den R3-Neuronen des Ellip-
soidkorpers essentiell (Kuntz et al., 2017). In Folge der Transsulfurierung entsteht aus Ho-
mocystein mit Hilfe der CBS die Aminosaure Cystein und Schwefelwasserstoff (H,S) (Paul und

Snyder, 2012). Innerhalb des Metabolismus von Arginin zu Citrullin fungiert NOS als Katalysa-
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tor, infolgedessen entsteht NO. H,S und NO modulieren den cGMP-Spiegel. Eigentlich ist H,S
bekannt als toxisches Gas, jedoch konnte innerhalb eines Organismus die Stoffwechselaktivi-
tat von CBS nachgewiesen werden. CBS wird stark im Hippocampus und im Cerebellum ex-
primiert. Vermutlich Gbernimmt es im Gehirn eine Rolle als Neuromodulator (Kimura, 2000).
Bei Mausen unterstiitzt der CBS/H,S-Signalweg Lernprozesse und Gedachtnisfunktionen
(Bruintjes et al., 2014). Im Hippocampus fungiert NO als retrograder Botenstoff und steuert
die Langzeitpotenzierung (Abe und Kimura; 1996). Fir das visuelle Arbeitsgedachtnis bei
Drosophila melanogaster ist der cGMP-Spiegel essentiell, sowohl| CBS als auch NOS sind in
der Lage, den cGMP-Spiegel zu modulieren (vgl. Abb. 2).

Das durch NOS produzierte NO aktiviert die im Zytosol vorhandene, |6sliche Guanylylzyk-
lase (sGC), die durch das Gen dgcal codiert wird, und in der Lage ist, den cGMP-Spiegel zu
modulieren (Kuntz et al., 2012; 2017). Bei Drosophila melanogaster gibt es sowohl |6sliche
als auch membrangebundene GCs die GTP zu cGMP dephosphorylieren. Sie nehmen an un-
terschiedlichen zelluldaren und physiologischen Prozessen, wie z.B. axonale Repulsion und
Attraktion oder die Etablierung exakter dendritischer Verastelungen, teil (Chak und Kolodkin,
2014). CBS moduliert ebenfalls den cGMP-Spiegel. H,S inhibiert die Phosphodiesterase 6
(PDEG), die den cGMP-Spiegel abbaut (Kuntz et al., 2017). Bei Drosophila melanogaster sind
bisher sechs PDEs bekannt: PDE1, dunce (PDE4), PDE6, PDE8, PDE9 und PDE11 (Day et al.,
2005). Fir die visuelle Orientierung bei Drosophila melanogaster ist besonders die PDE6 es-
sentiell (Kuntz et al., 2012). Die sGC phosphoryliert die Proteinkinase G (PKG), welche durch
das Gen foraging (for; synonym: dg2) codiert wird. Das Gen codiert eine zyklische Guanosin-
3',5°-Monophosphat- (cGMP)-abhangige Proteinkinase. Es gibt zwei natlrlich vorkommende
Allele, for® und for’ (Osborne et al., 1997). Die PKG wird bei der Verarbeitung visueller Mus-
ter innerhalb des Ellipsoidkdrpers und des facherformigen Korpers, also in Gehirnregionen
der Fliege, bendtigt. Das visuelle Mustergedachtnis von for’-Fliegen ist deutlich herabgesetzt
(Wang et al., 2008). Larven des Stammes for” legen bei der Futtersuche langere und gerade
Laufspuren zuriick (Sokolowski et al., 1997). Forschungsergebnisse zeigen, dass die cGMP-
abhangige Proteinkinase im Bereich der visuellen Informationsverarbeitung in Bezug auf die

Bildung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses die RSKIl phosphoryliert (vgl. Abb. 2).
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Abb. 2. Biochemische Signalkaskade fiir das visuelle Arbeitsgedachtnis von Drosophila melanogaster. Die
Nitritoxid-Synthase (NOS) transformiert die Aminosdure Arginin zu Citrullin und spaltet dabei NO ab. NO akti-
viert die Guanylylzyklase (sGC), die wiederum cGMP aktiviert. Die Phosphodiesterase 6 (PDE6) sorgt durch den
Abbau von cGMP ebenfalls fiir eine Modulation des cGMP-Spiegels. PDE6 wird durch H,S inhibiert. H,S entsteht
wahrend der Transsulfurierung von Homocystein zu Cystein. Die phosphorylierte Proteinkinase G (PKG) phos-
phoryliert die ribosomale S6 Kinase Il (RSKII), welche durch das Gen ign kodiert wird. RSKIl phosphoryliert den
Transkriptionsfaktor dCREB (Drosophila-CREB) der die sogenannten Kompetenzfaktoren durch Genexpression
reguliert. Eine andere Aktivierungsmoglichkeit von dCREB basiert auf der Aktivierung des sekundaren Boten-
stoffs cAMP mit Hilfe der Adenylylzyklase. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA) die dCREB ebenfalls phos-
phorylieren kann. Im Nukleus erfolgt die Aktivierung des Transkriptionskomplexes dSRF und MRTF. Dieser
Komplex aktiviert die Genexpression von CBS. Diese grundlegenden Signalkaskaden sind nur in der Anwesen-
heit des Proteins Exportin 6 (EXP6) moglich. ebo codiert EXP6 und transportiert Aktin aus dem Nukleus in das
Cytosol (Verandert nach Kuntz et al., 2012; Thran et al., 2013; Kuntz et al., 2017).

Bei Drosophila melanogaster sind Lernprozesse und die Gedachtnisbildung beeintrachtigt,
wenn die ribosomale S6 Kinase Il (RSKIl) nicht ordnungsgemafld funktioniert (Beck et al.,
2015). So sind operante als auch klassisches Lernvorgange deutlich herabgesetzt (Putz et al.,

2004). Werden Nullmutante ign58/1-FIiegen beziglich ihres visuellen Arbeitsgedadchtnisses im
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Detour-Paradigma analysiert, so zeigen sie einen vollstandigen Orientierungsverlust (Kuntz
et al., 2017). Der Transkriptionsfaktor CREB ist abhangig von dem zellularen cAMP-Spiegel.
CREB steht im Zusammenhang mit der Langzeitpotenzierung und leitet die Gentranskription
ein, um zusatzliche synaptische Verbindungen zu etablieren oder die Anzahl von bestimmten
Membrankanédlen zu modifizieren (Kandel, 2012). Das visuelle Arbeitsgedachtnis von Droso-
phila melanogaster benotigt ebenfalls CREB (vgl. Abb. 2, Kuntz et al., 2017). Bei Drosophila
wird dCREB (Drosophila-CREB) fiir das visuelle Arbeitsgedachtnis allerdings nicht akut beno-
tigt. Der Transkriptionsfaktor steuert bereits im Vorfeld die Transkription der sogenannten
Kompetenzfaktoren. Diese werden dann akut fur das visuelle Arbeitsgedachtnis bendtigt
(Kuntz et al., 2017). Parallel zum cGMP-Signalweg reguliert auch der cAMP-Signalweg die
Transkription der Kompetenzfaktoren. Ist der cAMP-Spiegel hoch genug, so wird die PKA
aktiviert, die wiederum dCREB phosphoryliert (Chen et al., 2012, Kuntz et al., 2017).

Flr das visuelle Arbeitsgedachtnis wird das Gen ellipsoid-body-open (ebo) benétigt (Neu-
ser et al., 2008, Thran et al., 2013). Dieses codiert das Protein Exportin 6 (Exp6) bei Drosophi-
la melanogaster (Thran et al., 2013). Exp6 ist ein Transportrezeptorprotein, welches Profilin-
Aktin-Komplexe bildet und die Akkumulation von Aktin im Nukleus verhindert (Stliven et al.,
2003; Thran et al., 2013). Die Transkriptionsfaktoren dSRF (Drosophila Serum response fac-
tor) und MRTF (myocardin-activated protein kinase) leiten die Transkription von CBS ein und

werden somit ebenfalls fir das visuelle Arbeitsgedachtnis bendtigt (Thran et al., 2013).

1.4 Memotaxis - die Funktionsweise eines visuellen Kurzzeitintegra-

tors bei Drosophila melanogaster

Bei der Memotaxis entspringt das Verhalten aus der internen Speicherung externer Sti-
muli heraus und ist damit zeitlich gepuffert und eine gewisse Zeitspanne unabhangig von
aktuellen, visuellen Stimuli (Berg, Dissertation 2013, Strauss et al., 2014). Durch die Integra-
tion der sensorischen Information kénnen kurzzeitige Storsignale ignoriert und der Kurs in
die Richtung des gewahlten Zieles beibehalten werden (Castellanos et al., 2008; Berg, Disser-
tation 2013). Das Konzept ,Memotaxis” ist auf ein Modell zuriickzufiihren, welches zur visu-
ellen Orientierung bei Robotern entwickelt wurde. Der Roboter, der sich chemotaktisch oder
memotaktisch, entsprechend des jeweiligen Programmes orientieren kann, bewegt sich auf
eine von zwei alternierend sichtbaren Landmarken zu. Innerhalb einer Arena (200 cm X 300

cm) wurden an zwei Seiten LCD-Monitore aufgestellt. Auf den Monitoren war abwechselnd
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eine Landmarke sichtbar, wobei eine Landmarke mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
sichtbar war. Es konnte gezeigt werden, dass eine memotaktische Verhaltensweise einen
Roboter schneller zum Ziel der mit einer hheren Wahrscheinlichkeit sichtbaren Landmarke
bringt, als eine chemotaktische. Die zuriickgelegte Strecke ist bei der Memotaxis deutlich
geringer, wohingegen ,,Chemo“taxis, also die unmittelbare Abhangigkeit von den Stimuli, zu
Zickzack-Spuren fiihrt (Castellanos et al., 2008; Strauss et al., 2014). Urspriinglich beschreibt
Chemotaxis die ungerichtete Fortbewegung von einfachen Organismen wie z.B. Bakterien,
die sich immer in Richtung des aktuell detektierbaren, chemischen Reizes hin orientieren
(Bren und Eisenbach, 2000). Im Rahmen eigener Vorarbeiten wurde ein Verhaltens-
Paradigma entworfen, mit dem es moglich ist, unter ahnlichen Bedingungen das memotakti-
sche Verhalten von Drosophila melanogaster zu charakterisieren. Es konnte gezeigt werden,
dass insbesondere der Ellipsoidkorper fir die memotaktische Verhaltensweise essentiell ist
(Flethe, Diplomarbeit 2013; Strauss et al., 2014).

In ihrer natlirlichen Umwelt ist es fiir die Fliege wichtig, ein internes, visuelles Abbild der
externen Umwelt zu besitzen, die es ihr ermoglicht, sich im Raum zu orientieren. So kénnen
ausgewahlte, visuelle Objekte kurzzeitig nicht sichtbar sein, wenn z.B. eine anvisierte Kirsche
im Baum durch hin und her schwenkende Blatter kurzzeitig verdeckt wird. Es mussen idio-
thetische, signalgebende Stimuli vorhanden sein, die das motorische System in dem Muster
ihrer Aktivitat aufrechterhalten, damit der Organismus weiterhin das nicht sichtbare Ziel
ansteuern kann (Strauss und Pichler, 1998). Die Memotaxis beschreibt ein Gedachtnis ba-
siertes Verhalten und grenzt es von dem Verhalten einfach gebauter Organismen, wie z.B.
Bakterien, die sich chemotaktisch immer nach dem aktuellen sensorischen Eingang fortbe-
wegen, ab. Bei der Memotaxis entspringt das Verhalten aus der internen Speicherung exter-
ner Stimuli heraus und ist damit zeitlich gepuffert und eine gewisse Zeitspanne unabhangig
von aktuellen, visuellen Stimuli (Berg, Dissertation 2013, Strauss et al., 2014). Urspriinglich
war die Theorie auch fir verrauschte Signale wie Gerliche entwickelt worden, die verwirbelt
werden kénnen. Ubertragen auf visuelle Stimuli spielt die Dauer der Sichtbarkeit des visuel-
len Stimulus diese Rolle, denn es zeigte sich, dass die Fliege nach dem Verschwinden des
Objektes maximal nur so lange darauf zulduft, wie dieses Objekt fiir sie vorher sichtbar war
(Berg, Dissertation 2013). Im Rahmen eigener Vorarbeiten wurden verschiedene Zeiteinhei-
ten fir zwei gleiche visuelle Objekte, die im Winkel von 120° zueinander alternierend er-
scheinen, getestet. Es wurde eine geeignete Zeiteinheit ermittelt, die es der Fliege ermog-

licht, den Kurs auf die zuerst sichtbare Landmarke beizubehalten, obwohl diese verschwin-
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det und zugleich eine ablenkende Landmarke fiir kurze Zeit erscheint. Die zuerst sichtbare
Landmarke erscheint fir drei Sekunden. Danach erscheint die zweite Landmarke fir eine
Sekunde, im Anschluss daran wird wieder die erste Landmarke fir eine Sekunde sichtbar
(2s+1s/1s). Die Landmarken werden so lange alternierend gezeigt, bis die Fliege das Ende der
Laufplattform vor einer der beiden Landmarken erreicht (vgl. Kap. 2.2). Der zeitliche Vorlauf
von zwei Sekunden hinterlegt die Information in einem kurzzeitigen Gedachtnis, so dass
wildtypische Fliegen, im Gegensatz zu ebo-Mutanten, hdufig die Landmarke erreichen kon-

nen, ohne von ihrem Kurs abzuweichen (Flethe, Diplomarbeit 2013).

1.5 Weitere visuelle Orientierungsstrategien

Vertebraten kénnen sich mit Hilfe des Hippocampus im Raum orientieren. Der Hippo-
campus enthalt Ortszellen, Rasterzellen und Geschwindigkeitszellen. In Abhangigkeit von der
Geschwindigkeit werden die Geschwindigkeitszellen im entorhinalen Cortex aktiviert. Bei
Ratten gibt die Frequenz der Aktionspotenziale innerhalb dieser Neuronen Auskunft Gber die
Geschwindigkeit. Die Ortszellen der Ratten speichern Informationen in Zusammenhang mit
einem Ort ab (O’Keefe und Burgess, 1996; O’Keefe et all, 1998; Abbot und Callaway, 2014;
Kropff et al., 2015). Zuséatzlich zu den Orts- und Geschwindigkeitszellen kann mit Hilfe von
Rasterzellen eine raumliche Karte der externen Umwelt im Hippocampus erstellt werden.
Diese erstellt ein Koordinatensystem, in dem Orte rasterféormig angeordnet werden kénnen.
Die eigene Position wird durch die Vektorverschiebung stetig angepasst und im Zusammen-
hang mit bestimmten Orten ermittelt (Moser et al., 2008). Auch beim Menschen korreliert
die Aktivitat von Neuronen im Hippocampus mit der rdumlichen Umgebung (Maguire et al.,
1998). Insekten kdnnen sich mit Hilfe bestimmter Gehirnbereiche, die in einem internen
Netzwerk Koordinaten der externen visuellen Umwelt abspeichern, innerhalb des Raumes
orientieren. Diese Fahigkeit wird als Pfadintegration bezeichnet (Seelig und Jayaraman,
2015; Haberkern und Jayaraman, 2016). So speichern Wistenameisen (Cataglyphis fortis)
die Position ihres Nestes und die Eigenposition in Form von Koordinaten ab und finden nach
der Futtersuche ihr Nest wieder (Hartmann und Wehner, 1995; Haberkern und Jayaraman,
2016). Libellen der Art Pathemis lydia kbnnen ihre fliegende Beute im Flug wahrnehmen und
diese mit hoher Prazision verfolgen und im Flug fangen (Mischiati et al., 2015; Haberkern

und Jayaraman, 2016).
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Bei Invertebraten erfolgt die Detektion visueller Stimuli durch Photorezeptorzellen, die in
den Komplexaugen angeordnet sind. Das nachgeschaltete visuelle System zur Informations-
verarbeitung besteht aus vier Ganglien: Lamina, Medulla, Lobula und Lobula Platte (Maisak
et al., 2013; Strother et al., 2014). Drosophila melanogaster zeigt verschiedene visuelle Ori-
entierungsstrategien. Zum einen zeigen die Fliegen die Wahrnehmung von verschiedenen
visuellen Parametern wie Grof3e, Position, horizontale und vertikale Ausdehnung und den
Abstand von Objekten zueinander (Ernst und Heisenberg, 1999; Tang und Guo, 2001; Liu et
al., 2006). Zum anderen kénnen sie mit Hilfe des Kurzzeitgedachtnisses die Position von
Landmarken abspeichern und die gespeicherte Information abrufen, da sie in einem idiothe-
tischen Gedachtnis hinterlegt wird (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2012; Thran et al., 2013;
Kuntz et al., 2017). Weiterhin zeigen wildtypische Fliegen, dass sie fir die Navigation in der
Umwelt ein Ortsgedachtnis ausbilden konnen. Versuche im Cold-Spot-Paradigma, dhnlich
dem Morris-Water-Maze-Experiment flir Ratten und Mause, zeigten, dass Fliegen kein Orts-
geddchtnis ausbilden kénnen, wenn R1-Neuronen des Ellipsoidkdrpers inhibiert werden
(Ofstad et al., 2011). R2-Neuronen des Ellipsoidkorpers hingegen werden fir die Erkennung
visueller Muster benétigt (Seelig und Jayaraman, 2013; Pan et al., 2009). Fir das visuelle
Kurzzeitgedachtnis werden R3-Neuronen bendtigt (Kuntz et al., 2012; 2017). Fir alle visuel-
len Orientierungsstrategien ist der Ellipsoidkérper essentiell. Rezeptive Felder lassen sich
den Mikroglomeruli innerhalb der lateralen Triangeln bzw. den Bulbi zuordnen, diese wiede-
rum sind den Subtypen der Ringneuronen R2 und R3/R4d zugeordnet und prasentieren re-
tinotop das visuelle Umfeld. Die Kompassneuronen bilden eine Karte der visuellen Umwelt in

den Mikroglomeruli ab (Seelig und Jayaraman, 2013; 2015).

1.6 Arbeitsgedichtnis, AufmerksamKkeit und Entscheidungsprozesse

Damit Prozesse wie Lernen und Gedachtnis in einem Nervensystem stattfinden kdnnen,
wird davon ausgegangen, dass es innerhalb des informationsverarbeitenden Systems neuro-
nale Einheiten geben muss, die sensorische Informationen zugleich verwalten und fiir den
Organismus relevante Informationen in entsprechende Speichersysteme verteilen. Solche
Fahigkeiten werden dem Arbeitsgedachtnis zugesprochen. Im Gegensatz zum Kurzzeit- und
Langzeitgedachtnis ist diese Art von Gedachtnis in seiner Kapazitdt sehr stark begrenzt. Um
Informationen daraus langer zu speichern, bedarf es einiger Wiederholungen. Aktuelle Mo-

delle des Arbeitsgedachtnisses gehen beim Menschen von einer zentralen Exekutive und
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zwei sensorischen Registern, dem visuospatialen Speicher und der phonologischen Schleife,

aus (vgl. Abb. 3) (Baddeley; 2003).

Visuospatialer Zentrale Phonologische
Speicher Exekutive Schleife

Abb. 3. Drei-Komponenten-Modell des Arbeitsgedachtnisses. Die zentrale Exekutive verwaltet Informationen
aus den zwei Speichersystemen, den visuospatialen Notizblock und der phonologischen Schleife (verandert
nach Baddeley und Hitch; 1974).

Die zentrale Exekutive besitzt die Funktion eines Managers der aktuellen sensorischen In-
formationen und der bereits gespeicherten, internen Informationen. Laut dem Modell nach
Baddeley gehen nahezu 100% der sensorischen Informationen in sogenannte sensorische
Register, dort erfolgt der Zerfall der Information sehr schnell und nur ein Teil gelangt in den
kapazitiv begrenzten Arbeitsspeicher. Solch eine , Vorfilterung” der sensorischen Informatio-
nen ist flir hohere Organismen absolut notwendig. Die Theorie nach Baddeley umfasst den
visuell-rdumlichen Notizblock und die phonologische Schleife als sensorisches Register (vgl.
Abb. 3). Es wird davon ausgegangen, dass das Arbeitsgedachtnis beim Menschen und bei
hoheren Primaten im prafrontalen Cortex lokalisiert ist (Goldman-Rakic, 1987; Passingham
und Sakai, 2004). Die Eigenschaft des Arbeitsgedachtnisses ist der Abruf und der Gebrauch
des erworbenen Wissens und hat die Fahigkeit, dieses anzupassen und wieder ins Langzeit-
gedéachtnis zu Ubertragen (Goldman-Rakic, 1995).

In den achtziger Jahren wurde Aufmerksamkeit definiert als It is the differentiation of
objects of interest from other objects in the environment” (Posner et al., 1980). Mit Hilfe der
Aufmerksamkeit ist es flir Menschen innerhalb einer Umwelt moglich, zur richtigen Zeit fir
eine ausgewadhlte Handlung die richtigen motorischen Ablaufe durchzufiihren. Die Aufmerk-
samkeit bestimmt aber nicht nur die Auswahl einer Handlung/Bewegungung sondern auch
die Bildung eines Gedachtnisses. Auch einfache Organismen wie Drosophila melanogster
haben in einer sich konstant verandernden Umwelt aufmerksamkeits-dhnliche Prozesse
entwickelt, um die einkommenden sensorischen Stimuli effektiv auszufiltern (van Swinderen
und Brembs, 2010). Somit sind Organismen in der Lage, den verschiedenen sensorischen
Informationen, von denen sie umgeben sind, einen unterschiedlichen Anteil an Aufmerk-
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samkeit zukommen zu lassen und gegebenenfalls eine Entscheidung zu treffen, welches Ob-
jekt in den Fokus der Aufmerksambkeit gestellt werden soll.

Wahrnehmung und die addaquate Reaktion auf die externe Umwelt umfassen einige men-
tale Prozesse wie die Funktion eines Arbeitsgedachtnisses, die Kontrolle der Aufmerksamkeit
und die Entscheidungsfindung. Diese Prozesse auf neuronaler und biochemischer Ebene zu
untersuchen und zu verstehen ist das Ziel der modernen Neurowissenschaften. Vertebraten
als auch Invertebraten besitzen die Fahigkeit zur internen Reprdsentation der externen Um-
welt (Mischiati et al., 2015; Card et al., 2008; Haberkern und Jayaraman, 2016) und mit Hilfe
der Pfadintegration sind sie in der Lage sich in ihrer Umwelt zu orientieren (Hartmann und
Wehner, 1995; Seelig und Jayaraman, 2013; 2015; Haberkern und Jayaraman, 2016). Sie
konnen Entscheidungen treffen und ihre Aufmerksamkeit auf Objekte in der Umwelt lenken
(Paulk et al., 2014; Tang und Juusola, 2010; Wiederman und O’Carroll, 2013; Haberkern und
Jayaraman, 2016), genausogut nutzen sie ein Arbeitsgedachtnis zur Orientierung und besit-
zen ein rdumliches Gedachtnis (Neuser et al., 2008; Ofstad et al., 2011; Kuntz et al., 2012;
2017; Haberkern und Jayaraman, 2016). Aktuelle Studien an Drosophila melanogaster zei-
gen, dass die Aufmerksamkeitsspanne vier Sekunden betragt, und dass Dopamin innerhalb
der Kenyonzellen des Pilzkorpers das visuelle Entscheidungsverhalten beeinflussen kann

(Koenig et al., 2016a; 2016b).

1.7 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster

Mehr als 100 Jahre ist es jetzt her, als die Wissenschaft begann, Drosophila melanogaster
ins Rampenlicht der modernen Forschung zu riicken. Meilensteine wurden gesetzt mit der
Entdeckung der Chromosomentheorie der Vererbung (Thomas Hunt Morgan, Nobelpreis fir
Medizin, 1933), der fast vollstandigen Sequenzierung des Genoms (Ashburner et al., 2000;
Ashburner et al., 2005), sowie mit den Forschungsbeitragen der Genetikerin und Entwick-
lungsbiologin Christiane Nusslein-Volhard. Mit ihren bahnbrechenden Beitrdgen zur Aufkla-
rung der Musterbildungsprozesse in friihen Embryonalstadien von Tieren erhielt sie 1995
den Nobelpreis fir Medizin und Physiologie (Nusslein-Volhard, 1995). Seitdem wird mehr
und mehr erkannt, dass die molekularen Mechanismen, die die Entwicklung und Physiologie
der Zellen steuern, evolutionar hoch konserviert sind, obwohl sich die menschliche Morpho-
logie stark von dem Modellorganismus der Fliege unterscheidet. So sind es ungefahr 65% der

Gene, die beim Menschen Erkrankungen ausldsen, die eine homologe Funktion bei Drosophi-
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la melanogaster ausiiben (Chien et al., 2002; Yamamoto et al., 2014; Ugur et al., 2016). In
den letzten zwei Jahrzehnten ist es moglich geworden, verschiedene neurologische Erkran-
kungen wie z.B. Epilepsie, Demenz und Schlaganfalle mit Hilfe von Drosophila melanogaster
zu erforschen (Ugur et al., 2016). Aber auch verschiedene Assays zur Verhaltensanalyse tra-
gen zur Aufklarung der Funktion einzelner Gene, Neuronen und neuronalen Netzwerken bei
(Inagaki et al., 2010; McGuire et al., 2005; Simon und Dickinson, 2010; Ugur et al., 2016).
AuBerdem ist der Modellorganismus glinstig in der Haltung, einfach zu transportieren und
mit der kurzen Generationszeit von ca. 10 Tagen ist es moglich, eine hohe Anzahl von Nach-
kommen zu erzeugen. Somit kdnnen in einem relativ kurzen Zeitraum Eigenschaften (ber
mehrere Generationen hinweg untersucht werden (Pulver et al., 2011).

Das moderne gentechnische Werkzeug fiir die Manipulation einzelner Neuronen und
neuronalen Netzwerken ist sehr umfangreich. Mit dem GAL4/UAS-System kann gezielt die
Expression eines bestimmten Gens im Gewebe gesteuert werden (Pulver et al., 2012) (vgl.
Abb. 4). GAL4 ist ein Transkriptionsfaktor, der urspriinglich nur in Hefe vorkommt. Mit Hilfe
der Enhancer-Trap Technik wird ein P-Element, welches die genetische Information von
GAL4 tragt, an einer zufdlligen Stelle des Genoms von Drosophila melanogaster integriert.
Um entsprechende Tiere isolieren zu kénnen, tragt das P-Element ein zusatzliches Reporter-
gen. Gelangt dieses P-Element unter die Kontrolle eines Enhancers, so wird GAL4 im Muster
des Gens transkribiert, welches sich normalerweise unter der Kontrolle des Enhancers befin-
det. Die Genexpression kann durch diese Methode raumlich gesteuert werden. Bindet GAL4
an die UAS-Sequenz (upstream activating sequence) wird die Transkription des nachgeschal-
teten Gens X eingeleitet (Brand und Perrimon, 1993).

Eine Weiterentwicklung des Systems stellt das Phi-Integrase-System dar. Die Integrase er-
laubt mit Hilfe der attB-Seite die gezielte Integration von P-Elementen, die bereits die ge-
winschten Enhancer codieren und integriert Enhancer, Promotor und GAL4-Sequenz an eine
nicht-codierende Region in das Genom (vgl. Abb. 4) (Pfeiffer et al., 2008; 2010). Mittlerweile
stehen tausende GAL4 Linien zur Verfiigung (Venken et al., 2011). Das Bloomington Droso-
phila Stock Center ist eine der groRten Datenbanken die eine umfassende Sammlung von
gentechnisch modifizierten Stammen zur Verfligung stellt. Das VDRC (Vienna Drosophila Re-

source Center) ist ebenfalls eine sehr umfangreiche Datenbank.
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Abb. 4. Das modifizierte GAL4/UAS-System. Ein Madnnchen, welches auf einem X-Chromosom das genetisch
modifizierte P-Element tragt, wird mit einem Weibchen gekreuzt. Das P-Element enthélt die flankierenden
Seiten attR und attL, die zur gezielten Integration in das Genom dienen, den Enhancer und die Promotor-
Region P sowie die Sequenz GAL4. Das Weibchen besitzt ein X-Chromosom welches die UAS-Sequenz und das
Gen X tragt. Die Nachkommen in der F1-Generation besitzen sowohl das GAL4-Element als auch das UAS-
Konstrukt (Verandert nach Brand und Perrimon, 1993; Pfeiffer et al., 2008).

Eine Weiterentwicklung des bindren Systems erlaubt es, die Blockade der synaptischen In-
formationsiibertragung temperaturabhangig einzuleiten. Damit kann die Genexpression
nicht nur rdumlich, sondern auch zeitlich gesteuert werden. Der Transkriptionsfaktor GAL4
wird erst ab einer bestimmten Temperatur von dem Inhibitor GAL80 freigesetzt und kann
dann die Expression der Zielsequenz einleiten. Die Genexpression kann somit zu einem ge-
winschten Zeitpunkt eingeleitet werden (McGuire et al., 2003).

Eine weitere beliebte Methode zur Modifikation der Genexpression ist das sogenannte
Knockdown von Genen mit Hilfe des Gene-Silencings (vgl. Abb. 5). Die Translation der mRNA
(Botenstoff RNA) wird mit Hilfe von RNAi (RNA-Interferenzen) inhibiert und anschlieRend
degradiert. Dieser Mechanismus wurde zuerst in Caenorhabditis elegans entdeckt und dient
dem Organismus dazu, fremde RNA zu degradieren (Fire et al., 1998). Flr die Drosophila For-
schung stehen umfangreiche UAS-RNAI Linien zur Verfligung (Dietzl et al., 2007). Durch In-
verted Repeats konnen mRNA-Molekiile doppelstrangige dsRNA-Molekiile oder small hairpin
RNA shRNA-Molekiile bilden (vgl. Abb. 5).
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Abb. 5. Molekulare Darstellung des Knockdowns mit Hilfe von RNAi. Inverted Repeats verursachen die Ent-
stehung von doppelstrangigen RNA-Molekiilen wie dsRNA oder shRNA. Dicer sorgt fir die Prozessierung, so
dass kleinere doppelstrangige siRNA-Duplexe entstehen. Der Nukleasekomplex RISC trennt die siRNA-Duplexe
in einzelstrangige siRNA-Molekile auf. Die mRNA bindet an die komplementére siRNA. RISC kann daraufhin die
mMRNA degradieren.

An diesen setzt das Enzym Dicer an. Dicer, eine RNase Ill, gehoért zur Familie der dsRNA
(double-stranded RNA) spezifischen Ribonukleasen, welches die dsRNA in 19-31 Nukleotid
lange siRNA-Fragmente (small interfering RNAs) degradiert. siRNAs binden an den sogenann-
ten RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex). Der Nukleasekomplex spaltet die siRNAs
in einzelstrangige RNAs. Die komplementare mRNA lagert sich an die RNAi-Einheit innerhalb
des RISC-Komplexes an und wird anschlieBend degradiert (McManus und Sharp, 2002;
Chapman und Carrington, 2007). Diese Methode ermoglicht die gezielte Unterdriickung der
Genaktivitat und ist bei Pilzen, Pflanzen und Tieren ein Mechanismus, der die Translation
von MmRNA inhibieren und degradieren kann (Zhao und Srivastava, 2007). Mittlerweile ist
diese Technik bei Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und menschlichen Zellen

einsetzbar (Boutros und Ahringer, 2008; Ugur et al., 2016).
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1.8 Neuroanatomie von Drosophila melanogaster

Eines der wichtigsten Kompartimente des Fliegengehirns fiir die Verhaltenssteuerung ist
der Zentralkomplex innerhalb des Protocerebrums (vgl. Abb. 6) (Young und Armstrong,
2010). Er ist in die Steuerung des Flugverhaltens von Drosophila (llius et al., 1994), die Koor-
dination des motorischen Systems (Strauss und Heisenberg, 1993; Martin et al., 1999;
Strauss, 2002; Poeck et al., 2008) und in die Auspragung des Balzverhaltens (Popov et al.,
2003; 2004) involviert. Dariber hinaus steuert er das visuelle Mustergedachtnis (Liu et al.,
2006; Pan et al., 2009), die raumliche Orientierung (Heinze und Homberg, 2007), das olfakto-
rische Gedachtnis (Wu et al, 2007) und das rdumliche Orientierungsgedachtnis (Neuser et
al., 2008; Kuntz et al., 2012; 2017). Der Zentralkomplex ist von akzessorischen Neuropilen
umgeben. Diese akzessorischen Bereiche werden durch Verzweigungen der Neuronen der
Protocerebralbriicke (PB) kontaktiert und werden als Crepine (CRE), Rubus (RUB), Gall (GA)
und laterale akzessorische Loben (LAL) bezeichnet (vgl. Abb. 6 A) (Wolff et al., 2015).

Der Zentralkomplex sorgt nicht nur flr einen Informationsaustausch zwischen den beiden
bisymmetrischen Hemisphadren, sondern hat auch direkte Verbindungen zu den Thora-
kalganglien, an denen sich die motorischen Zentren befinden (Hanesch et al., 1989; Strauss,
2002). Der Zentralkomplex besteht aus insgesamt vier Neuropilen und wird aus Ellipsoidkor-
per, facherformigem Korper, Protocerebralbriicke und den paarigen Noduli gebildet (vgl.
Abb. 6 B) (Hanesch et al., 1989, Young und Armstrong, 2010; Wolff et al., 2015). Er wird als
Integrationszentrum bezeichnet, welches unterschiedliche motorische und sensorische Akti-
vitdten als auch Lernen und Gedachtnis in allen Arthropoden reguliert (Homberg, 2008; Lin
et al.,, 2013). Flug- und Laufverhalten (Bausenwein et al.,, 1989; Strauss und Heisenberg,
1993; llius et al., 1994; Zars, 2000; Poeck et al., 2008), olfaktorische Lern- und Gedachtnis-
vorgadnge und die visuelle Orientierung (Tully und Quinn, 1985; Neuser et al.; 2008; Kuntz et
al., 2017; Seelig und Jayaraman, 2013) werden vom Zentralkomplex gesteuert. Der torus-
formige Ellipsoidkdrper reprasentiert die visuelle Umwelt mit Hilfe von sogenannten Kom-
passneuronen (Seelig und Jayaraman; 2013; 2015). Er befindet sich im anterioren Bereich
des Zentralkomplexes. Der Ellipsoidkdrper und der facherférmige Koérper setzen sich aus so-

genannten Grof¥feldneuronen, den R- bzw. F-Neuronen, zusammen (vgl. Abb. 6).
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Abb. 6. Neuroanatomie von Drosophila melanogaster. A) Innerhalb des Protocerebrums ist der Zentralkom-
plex eingebettet. Der Zentralkomplex besteht aus dem Ellipsoidkorper (EB), dem facherformigen Korper (FB),
der Protocerebralbriicke (PB) und den Noduli (NO). Akzessorische Neuropile umgeben den Zentralkomplex und
werden als Crepine (CRE), Rubus (RUB), Gall (GA) und laterale akzessorische Loben (LAL) bezeichnet. B) Anord-
nung der Neuropile des Zentralkomplexes von anterior nach posterior. C) Schematische Abbildung eines ein-
zelnen R3-Neurons. Der Zellkérper (ZK) befindet sich im corticalen Bereich, das Axon verlauft durch die latera-
len Triangeln/Bulbus (BU) und bildet im Bereich des Ellipsoidkérpers starke synaptische Verzweigungen aus.

Die Grol¥feldneuronen gelten als Haupteingang in den Zentralkomplex und bilden dichte
Strukturen in nur einem Neuropil. Die Kleinfeldneuronen hingegen gelten als Hauptausgang
des Zentralkomplexes und bilden Kolumnen Uber verschiedene Neuropile des Zentralkom-
plexes hinweg (Hanesch et al., 1989; Young und Armstrong, 2010; Kahsai et al., 2010). Ace-
tylcholin und Glutamat sind als Neurotransmitter am haufigsten im Zentralkomplex vertre-
ten, y-Aminobuttersaure (GABA) lasst sich vor allem im Ellipsoidkdrper detektieren (Hanesch
et al., 1989; Kahsai und Winther, 2011).

Die R-Neuronen des Ellipsoidkdrpers lassen sich in vier Subtypen, R1-R4, einteilen. Neues-
ten Studien zur Folge gibt es einen neuen Subtyp. Dieser wird als R5 bezeichnet (Omoto et
al., 2017). Uber dessen Funktion ist bisher noch wenig bekannt. In Abb. 6 C ist ein R3-Neuron
exemplarisch dargestellt. Die Zellkorper der R-Neuronen befinden sich im corticalen Bereich,

projizieren Uber den RF-Trakt zu den lateralen Triangeln, die inzwischen Bulbi genannt wer-
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den, und von dort zu den entsprechenden Neuropilen. Dort befinden sich auch dendritische
Verzweigungen, von denen die Neuropile vermutlich afferent ihren Eingang von den verar-
beitenden optischen Systemen und von Fasern, die dendritische Verzweigungen innerhalb
des Protocerebrums besitzen, erhalten (Hanesch et al., 1989; Neuser et al., 2008). Der fa-
cherformige Korper befindet sich rostral der Protocerebralbriicke und caudal des Ellip-
soidkorpers. Die Fasern der F-Neuronen bilden neun horizontale Schichten und die facher-
formige Struktur wird durch acht sichtbare vertikale Segmente gebildet (Wolff et al., 2015).
Der facherformige Korper und der Ellipsoidkérper werden vermutlich gemeinsam fiir die
Verarbeitung visueller Informationen benétigt (Liu et al., 2006).

Ventral des Ellipsoidkorpers und des facherférmigen Korpers sind die paarigen Noduli an-
geordnet. Sie sind spiegelsymmetrisch angeordnet und enthalten Verzweigungen einiger
Kleinfeldneurone, die ebenfalls Verzweigungen in anderen Neuropilen des Zentralkomplexes
aufweisen. Vermutlich sind sie ebenfalls an der Verhaltenssteuerung beteiligt (Hanesch et
al., 1989; Wolff et al., 2015). Der facherformige Korper und die Noduli (ibernehmen die Kon-
trolle der Flugrichtung von Drosophila (Weir und Dickinson, 2015). Im posterioren Bereich
befindet sich die Protocerebralbriicke (vgl. Abb. 6 B). Diese besteht aus 18 Glomeruli (Wolff
et al., 2015). Die Glomeruli sind mit den Substrukturen des Zentralkomplexes, den Ventral-
kérpern und den Bulbi verbunden (Lin et al., 2013; Wolff et al., 2015). Die Protocerebralbri-
cke verarbeitet reprasentative Informationen Uber die visuelle Umwelt und ist in der Lage,
die Schrittlange zu regulieren. Sie steuert Laufgeschwindigkeit und die Richtung, in die die

Fliege laufen mochte (Strauss, 2002; Poeck et al., 2008; Triphan et al., 2010).

1.8.1 Der Ellipsoidkorper

Die kompakte Struktur des Ellipsoidkorpers kommt durch stark ausgepragte, synaptische
Verzweigungen der R-Neuronen zustande. Diese Struktur dahnelt einem Torus und wird in 16
konzentrisch angeordnete Sektoren unterteilt, die sich nochmals in 32 Hemisektoren unter-
teilen lassen (Hanesch et al. 1989; Renn et al., 1999; Wolff et al., 2015). Die Gesamtzahl aller
Ringneuronen wird auf ca. 200-250 pro Hemisphare geschatzt (Young und Armstrong, 2010).
Davon sind auf jeder Seite 37+/-4 nicht GABAerg (Martin-Pefia et al., 2014). Im Ellipsoidkor-
per gibt es exzitatorische als auch inhibitorische Synapsen. Als exzitatorische Synapsen konn-
ten cholinerge, glutamaterge und serotonerge Ringneuronen identifiziert werden, als inhibi-

torische hauptsachlich GABAerge (Martin-Pefa et al., 2014).
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R1- bis R3-Neuronen bilden ihre synaptischen Verzweigungen zentral im Ellipsoidkorper,
wahrend die der R2- und R4-Neuronen in der Peripherie des Ellipsoidkdrpers angeordnet
sind. R1-Neuronen bilden den Ellipsoidkdrperkanal und sind sowohl im anterioren als auch
posterioren Bereich angeordnet (vgl. Abb. 7 A und B) (Hanesch at al., 1989; Renn et al.,
1999). R4-Neuronen lassen sich anhand ihres Verzweigungsmusters innerhalb des Ellip-
soidkorpers in R4m- und R4d-Neuronen unterteilen. R4m-Neuronen verzweigen sich im me-
dialen und R4d-Neuronen im distalen Bereich (Young und Armstrong, 2010; Wolff et al.,
2015). Anatomische Studien zeigen, dass der Ellipsoidkorper in eine anteriore (A), mediale
(m) und posteriore Schale (P) eingeteilt werden kann (vgl. Abb. 7) (Wolff et al., 2015). Die
Verzweigungen der EB.w-Neuronen umfassen die anteriore, mediale und posteriore Schale.
EB.t-Neuronen bilden Verzweigungen nur in der posterioren Schale. Die Verzweigungen der
EB.w- und EB.t-Neuronen sind funktionell unterschiedlich.

Die Zelltypen innerhalb der 16 Sektoren stellen vermutlich Eingangs-Domanen dar. Die
PBg1.s.b-EBw.s-D/Vgall.b-Neuronen besitzen Eingangs-Doméanen im Ellipsoidkorper und flh-
ren zur Protocerebralbriicke und zur Gall. Diese EB.w-Neuronen greifen die Information ent-
sprechend der Sektoren des Ellipsoidkorpers ab und leiten sie zur Protocerebralbriicke und
zur Gall (Wolff et al., 2015; Seelig und Jayaraman, 2015). Sie stellen eine Untergruppe der
von Hanesch et al. 1989 beschrieben Kleinfeldneuronen dar und konnten von Seelig und
Jayaraman als Kompassneuronen identifiziert werden (Seelig und Jayaraman; 2015; Wolff et
al., 2015). EB.t-Neuronen bilden Verzweigungen nur in der posterioren Schale. Der Zelltyp
PBg1.s.5-EBt.b-D/Vgall.b bildet Verzweigungen nur in den Glomeruli 1-8 der Protocerebral-
briicke aus. PBg,.9.b-EBt.b-NO.b-Neuronen verzweigen sich nur in den Glomeruli 2-9. EB.w-
und EB.t-Neuronen sorgen fir eine 1:1 Korrespondenz zwischen Protocerebralbriicke und
dem Ellipsoidkorper (vgl. Abb. 7 C) (Wolff et al., 2015). Sie bilden aber entsprechend des

Neuronentyps auch Verbindungen zu den Noduli oder der Gall (Wolff et al., 2015).
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Abb. 7. Schematische Darstellung der Feinstruktur des Ellipsoidkérpers. Das anteriore Ringsystem besteht aus
R1-Neuronen, die sich im Bereich des Ellipsoidkdrperkanals verzweigen. R3-Neuronen bilden Verzweigungen im
distalen und im Bereich des Kanals, R2- und R4-Neuronen dagegen nur im peripheren Bereich. B) Unterteilung
in anteriores (A), mediales (m) und posteriores Ringsystem (P). Posterior befinden sich R1-Neuronen wahrend
R3-Neuronen ausschlieBlich im anterioren Bereich zu finden sind. R2- und R4-Neuronen verzweigen sich ante-
rior und posterior. Das posteriore Ringsystem wird von EB.t-Neuronen kontaktiert und bildet die Eingangs-
Domaénen. EB.t-Neuronen bilden Verbindungen zur Protocerebralbriicke (PB), Gall und den Noduli (No). Die
EB.t-Neuronen, die die Information von der Protocerebralbriicke zum Ellipsoidkdrper und zu den Noduli leiten,
werden aktuell als P-EN-Neuronen bezeichnet. Das anteriore Ringsystem bildet Ausgangs-Domanen. EB.w-
Neuronen verbinden den EB mit der PB und der Gall. Aktuell werden diese EB.w-Neuronen auch als E-PG-
Neuronen bezeichnet, da sie die Information vom Ellipsoidkdrpers zur Protocerebralbriicke und zur Gall leiten.
C) R-Neuronen verlaufen durch den RF-Trakt (RF), bilden an den lateralen Triangeln/Bulbi (Itr/Bulb) synaptische
Verzweigungen aus und verlaufen weiter zum EB. Der EB lasst sich in 16 Sektoren (,Wedges”), unterteilen. EB.t-
und EB.w-Neuronen sorgen fiir eine 1:1 Korrespondenz zwischen EB und PB bzw. der Gall. EB.w-Neuronen
leiten die Informationen, die sie aus den Wedges erhalten, in korrespondierende Bereiche der PB und der Gall.
Diese 1:1 Kommunikation wird blau und violett dargestellt (verandert nach Hanesch et al.; 1989; Renn et al.;
1999; Wolff et al.; 2015; Turner-Evans et al., 2017).

Die Bulbi sind bezlglich der R2- und R4-Ringneuronen retinotop organisiert (Seelig und
Jayaraman; 2013). Diese Ringneuronen kontaktieren die posteriore und mediale Schale. Je-
doch gibt es auch Neuronentypen die alle drei Schalen kontaktieren. Dieser zweite Neuro-

nentyp der Sektoren, EB.w.AMP.s-Dga-s.b, besitzt zusatzliche Verzweigungen im anterioren
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Bereich. Nach aktuellen Studien werden EB.w-Neuronen als E-PG-Neuronen bezeichnet, da
sie die Informationen vom Ellipsoidkdrper zu der Protocerebralbriicke und zur Gall leiten.
Die EB.t-Neuronen werden auch P-EN-Neuronen genannt, da sie ihre Postsynapsen im Be-
reich der Protocerebralbriicke besitzen und ihre Prasynapsen im Ellipsoidkdrper und den
Noduli angeordnet sind. Die beiden Neuronentypen bilden eine Rickkopplungsschleife und
ermoglichen die visuelle Orientierung (Turner-Evans et al., 2017). In der vorliegenden Arbeit
wird die Bezeichnung P-EN- und E-PG-Neuronen bevorzugt. Neben der visuellen Orientie-
rung (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2012; Thran et al., 2013) wird der Ellipsoidkorper auch
fir die Etablierung des olfaktorischen Langzeitgedachtnisses (und des Anasthesie-sensitiven

Gedachtnisses) benétigt (Wu et al., 2007; Zhang et al. 2013).

1.8.2 Der Pilzkorper

Die Suche nach einer Gedachtnisspur begleitete die Vermutung, dass es festgelegte Area-
le innerhalb des neuronalen Systems gibt, in der kleinere Einheiten existieren, die fir Lern-
prozesse notig sind. Bei Drosophila melanogaster, aber auch bei anderen Insekten wie Libel-
len und Heuschrecken, wurden die Pilzkorper identifiziert, die flir die Verarbeitung von olfak-
torischen Informationen benétigt werden (Heisenberg, 1998; Strausfeld et al., 1998). Bei
Drosophila bestehen die Pilzkdrper aus ca. 2000 Kenyon-Zellen pro Seite (Aso et al., 2014). In
ihnen konnte erstmals ein olfaktorisches Kurzzeit- und Langzeitgedachtnis lokalisiert werden
(Heisenberg et al., 1985; de Belle und Heisenberg, 1996; Dubnau et al., 2001; McGuire et al.,
2001; Aso et al., 2014). AulRerdem konnte ebenfalls ein ,Gedachtnismolekil”, die
Ca2+/CaImodulin—abhéngige Adenylylzyklase, nachgewiesen werden. Diese wird in weiten
Bereichen innerhalb des Gehirns von Drosophila melanogaster exprimiert. Die Expression
der Adenylylzyklase ist innerhalb der Kenyon-Zellen des Pilzkérpers am hochsten (Zars, 2000;
Waddel und Quinn, 2001). Die Antennen enthalten die olfaktorischen Rezeptorzellen, mit
denen die Fliege olfaktorische Reize wahrnehmen kann (Davis et al., 2005). Diese werden in
eine bestimmte Frequenz von Aktionspotenzialen libersetzt und Gber die Antennalnerven zu
den Antennalloben geleitet. Durch den inneren und medialen antennocerebralen Trakt ge-
langt die sensorische Information zum lateralen Horn und zum Pilzkorper (vgl. Abb. 8 A).

Die Eingangsstation der Pilzkorper wird durch die Calices gebildet. Von dort projizieren
Axone zum anterioren Bereich des Gehirns, wo sie a/a’-, B/B - und y-Loben bilden (vgl. Abb.

8 B) (Davis et al., 2005; Keene und Waddel, 2007; Aso et al., 2014).
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Abb. 8. Anatomie der Pilzkérper. A) Die Antennen (AT) detektieren olfaktorische Signale. Diese werden durch
die Antennalnerven (AN) zu den Antennalloben (AL) weitergeleitet. Durch den inneren und medialen anten-
nocerebralen Trakt (iACT, mACT) gelangt die sensorische Information zum lateralen Horn (LH) und zum Pilzkor-
per (PK). B) Von den Calices (CA) aus projizieren Axone zu den a/a’-, B/B’- und y-Loben. Die Pilzkérper umge-
ben den Zentralkomplex (verdndert nach Davis et al., 2005).

Die kollateral gelegenen Neuronen der a/a’-, B/B’- und y-Loben werden von dopaminer-
gen und octopaminergen neuromodulatorischen Neuronen kontaktiert. Sie erhalten Infor-
mationen aber auch von den dorsal paired medial (DPM) Neuronen (Davis et al., 2005). Nicht
nur flr olfaktorisches Lernen (Tully und Quinn, 1985; Strausfeld et al., 1998), sondern auch
fir das Lernen von Zusammenhangen im visuellen Kontext im Flugsimulator und der Kontrol-
le der spontanen Laufaktivitat wird der Pilzkorper benétigt (Zars et al., 2000). Insgesamt wird
dem Pilzkorper der Insekten ein relativ breites Spektrum von Funktionen zugewiesen, unter
anderem in der Kontrolle des Bewegungsapparates (Martin et al., 1998; Liu et al., 1999; Zars
et al., 2000; Tanaka et al., 2008), dem Schlaf (Tanaka et al., 2008), der Bildung eines Ortsge-
dachtnisses und der Ortspraferenz innerhalb einer Arena (Liu et al., 1999; Zars et al., 2000;
Tanaka et al., 2008) und dem Balz- und Paarungsverhalten (Tanaka et al., 2008).

Durch die vielseitige Funktionsweise der Pilzkorper wird angenommen, dass dieser in der
Lage sein muss, verschiedene sensorische Eingdange zu unterscheiden und diese in andere
Modalitdten zu integrieren. Mit diesen Eigenschaften ist er in der Lage, ein komplexes Ver-
haltensspektrum zu kontrollieren und der raumlichen Orientierung anzupassen (Strausfeld et

al., 1998).
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1.9 Die Rolle der NMDA-Rezeptoren

NMDA-Rezptoren induzieren die Langzeitpotenzierung (LTP) im Hippocampus der Ver-
tebraten, konnen aber auch die Langzeitdepression (LTD) steuern. Bei der LTP werden ent-
weder AMPA-Rezeptoren phosphoryliert oder zusatzliche AMPA-Rezeptoren in die postsy-
naptische Membran eingebaut. Bei der LTD werden AMPA-Rezeptoren dephosphoryliert
oder aus der Membran entfernt (Whitlock et al., 2006).

Neuronen des entorhinalen Cortex senden sensorische Informationen zum Gyrus denta-
tus, der Eingangsstation des Hippocampus. Dort sind besonders die Pyramidenzellen CA1-
und die Mooszellen CA3 essentiell. Die CA3-Neuronen greifen die Informationen der en-
torhinalen Schicht ab und leiten sie zu den Pyramidenzellen CA1, die auch die Schaffer-
Kollateralen bilden. Somit flhrt eine Abzweigung der Pyramidenzellen in die CA1-Region, der
andere Zweig zieht durch den Fornix aus dem Hippocampus hinaus. Die CA1-Neuronen sind
mit NMDA-Rezeptoren ausgestattet, die durch den Neurotransmitter Glutamat aktiviert
werden konnen. Verschiedene sensorischer Eingange werden in den CAl-Neuronen ver-
rechnet. Kommt es nach der Verrechnung von inhibierenden und exzitatorischen Signalen
zum exzitatorischen postsynaptischen Potenzial (EPSP), kann die LTP eingeleitet werden.
Alternativ zu dieser raumlichen Summation an der Postsynapse kann auch eine zeitliche
Summation ein EPSP auslosen. Bei der LTP wird die Dichte der AMPA-Rezeptoren an der
Postsynapse erhoht, so dass diese sensitiver fiir Glutamat wird. Durch diese Modifikation
wird die Leitfahigkeit fir Na* erhéht, so dass an den CA1-Neuronen leichter ein EPSP ausge-
I6st werden kann. Bei der LTD werden AMPA-Rezeptoren aus der Membran entfernt,
wodurch eine Desensitivierung der Neuronen erfolgt (Heynen et al., 2000).

Eine bemerkenswerte Eigenschaft ist, dass ein glutamaterges Neuron mit Hilfe der
NMDA-Rezeptoren in der Lage ist, die simultane Aktivitdt von Pra- und Postsynapse zu de-
tektieren und darauf zu reagieren (,,Hebb’sche Koinzidenzdetektoren”). Der Kanal ist in der
Lage, ein Mg2+—lon zu binden. Erst wenn die Postsynapse durch exzitatorische Ereignisse
durch die Bindung von Glutamat an AMPA-Rezeptoren einen Schwellenwert von etwa 0 mV
erreicht hat, 16st sich Mg2+, und der Kanal erhoht seine Leitfahigkeit flir positiv geladene lo-
nen. Zusatzlich zu Na* kann Ca®* aus dem Extrazelluldrraum in den Intrazelluldrraum gelan-
gen, wihrend K* aus dem Intra- in den Extrazelluldrraum gelangt (Miyashita et al., 2012). Erst

dieser Prozess erlaubt die Gedachtniskonsolidierung und die Steuerung der Genexpression.
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Es gibt drei Arten von ionotropen Glutamat-Rezeptoren, die entsprechend dem Agonisten,
den sie binden kénnen, benannt werden. Sie werden als AMPA- (aAmino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-lsoxazolpropionsdure), NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) und Kainat-Rezeptoren be-
zeichnet (Dingledine et al., 1999). Neben diesen ionotropen Rezeptoren gibt es zusatzlich
metabotrope Rezeptoren, die den Neurotransmitter Glutamat binden kénnen. Glutamat ist
ein exzitatorischer Neurotransmitter, der sowohl bei Vertebraten als auch Invertebraten
innerhalb des zentralen Nervensystems aktiv ist.

Der Neurotransmitter Glutamat spielt bei bedeutenden Vorgangen innerhalb des Orga-
nismus eine vielseitige Rolle, so reguliert der Transmitter Prozesse, die die Entwicklung des
zentralen Nervensystems fordern. Er sorgt fir die Proliferation und die Differenzierung der
Neuronen und spielt auch bei der Synaptogenese eine wichtige Rolle (Zachepilo et al., 2008).
Als Koinzidenzdetektor wird er auch fiir die Gedachtniskonsolidierung benétigt und steuert
die Prozesse LTP und LTD (Xia et al., 2005). In Vertebraten befindet sich die hdchste Dichte
glutamaterger Neuronen innerhalb des cerebralen Cortex und dem Hippocampus. Diese Be-
reiche gelten als essentielle Integrationszenter (Luk et al., 2003; Zachepilo et al., 2008).

Aktuelle Annahmen schreiben NMDA-Rezeptoren auch eine Funktion bei der Regulation
der Aufmerksamkeit und dem Arbeitsgedachtnis zu (Lisman et al., 1998; Krystal et al., 1994;
2005; Mongillo et al., 2008). Antagonisten wie Ketamin kdnnen nicht nur den Abruf von Ge-
dachtnisinhalten unterbrechen, sondern die Probanden zeigen ebenfalls, dass sie eine her-
abgesetzte Aufmerksamkeit besitzen, wenn sie Ketamin verabreicht bekommen (Malhotra et
al. 1996). Weitere Studien belegen, dass bei der Gabe von NMDA-Rezeptorantagonisten Pro-
zesse wie das Arbeitsgedachtnis und die Aufmerksamkeit beeintrachtig sind und schizophre-
nie-ahnliche Symptome bei Menschen beobachtet werden kénnen (Krystal et al., 1994;
2005).

Laut dem Hopfield-Modell werden die simultane Aktivitat der Pra- und Postsynapse fir
die Funktionsweise eines Arbeitsgedachtnisses bendotigt (vgl. Abb. 9) (Lisman et al., 1998).
Das Hopfield-Modell ermoglicht eine raumliche Aktivierung innerhalb des neuronalen Netz-
werkes aus Pyramidenzellen. Diese rdumliche Aktivierung erfolgt in Abhangigkeit der zu
speichernden sensorischen Information und stellt ein bestimmtes Aktivitaitsmuster von Neu-
ronen dar (Lisman et al., 1998). Dazu ist die spannungsabhingige Losung des Mg®" von den
NMDA-Rezeptoren ausschlaggebend. Spannungsabhangig wird an NMDA-Rezeptoren der
Mg?*-Block entfernt, so dass es zu einem starken Einstrom von Ca®" in die Zelle kommt (Lis-

man et al., 1998; Miyashita et al., 2012). Die neuronale Aktivitdt von NMDA-Rezeptorzellen
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kann durch ein anhaltendes Ca2+-SignaI aufrechtgehalten werden. Dieses Signal kann die
gespeicherte Information lber eine Sekunde aufrecht halten (Mongillo et al., 2008). NMDA-
Rezeptoren besitzen die ungewdhnliche Eigenschaft, fir mehrere 100 ms aktiv zu sein und
sind damit in der Lage, die Integration einkommender Signale zu (ibernehmen (Dzubay und

Jahr, 1996).

Sensorischer
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NMDA- |‘ h
Synapsen

LT

Pyramiden-
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—
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Abb. 9. Hopfield-Modell. Der spezifische, sensorische Eingang (*) aktiviert Pyramidenzellen (*) innerhalb des
neuronalen Netzwerkes aus Pyramidenzellen (blau), die alle miteinander verschaltet sind. Die aktivierten Py-
ramidenzellen leiten die Informationen zum einen an inhibierende Interneuronen (rot), zum anderen wird die
Information zuriick zu den Pyramidenzellen geleitet. Pyramidenzellen sind mit NMDA-Rezeptoren an den Sy-
napsen ausgestattet. Wenn Pra- und Postsynapsen simultan aktiviert werden, 16st sich der Mg2+-BIock von den
NMDA-Rezeptoren, so dass Ca™in die Pyramidenzellen gelangen kann. Dies hat eine verstarkte Aktivierung der
betroffenen Pyramidenzellen zur Folge. Damit das aktive, rdumliche Muster aus Pyramidenzellen sich nicht auf
die anderen Pyramidenzellen ausweitet, inhibiert das Rickkopplungssystem die Pyramidenzellen, die keinen
sensorischen Eingang erhalten (modifiziert nach Lisman et al., 1998).

Die anhaltende Aktivitat in den Neuronen wird der Funktion eines Arbeitsgedachtnisses
zugesprochen und kann die Lokomotion des Organismus steuern. Diese Kontinuitat in der
neuronalen Aktivitat resultiert aus der Selektivitat gegeniliber sensorischen Stimuli und ist
sehr spezifisch gegentliber sensorischen Informationen. Interessanterweise besitzen NMDA-
Rezeptoren damit Eigenschaften, die fiir eine gewisse Stabilitdt bezliglich der anhaltenden
neuronalen Aktivitdt sorgen kdnnen (Wang et al., 2001). Zunachst ist es von Bedeutung, dass
die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren spannungsabhangig erfolgt und damit langsamer ist
als die Aktivierung anderer Rezeptoren. Wenn die Erregung einer Zelle erst langsam ausge-
I6st wird, kann sie auch ldnger anhalten (Wang, 1999; Compte et al., 2000; Wang et al.,
2001). Weiterhin kann die Eigenschaft der NMDA-Rezeptoren fiir eine andauernde Verhal-
tenssteuerung durch die Eigenschaft der Informationsintegration sorgen (Seung, 1996; Wang

et al.,, 2001). NMDA-Rezeptoren konnen fiir eine Selektivitdt bezliglich der Aktivitat eines
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neuronalen Netzwerkes verantwortlich sein. Diese Aktivitat ist abhdngig von dem prasentier-
ten Stimulus. Fir diese Spezifitat innerhalb des Nervensystems sorgt ein Mg2+—BIock, der nur
innerhalb der Neuronen des aktivierten Netzwerkes entfernt wird, so dass nur dieses Netz-
werk seine neuronale Aktivitat aufrecht erhalten kann (vgl. Abb. 9) (Lisman et al., 1998;
Wang et al., 2001). Desweitern kann die Sattigung der NMDA-Rezeptoren durch den Trans-
mitter Glutamat langer aufrechterhalten werden, da Glutamat sich nur langsam von dem
Rezeptor |6st (Wang, 1999; Wang et al., 2001).

Bei Drosophila melanogaster sind NMDA-Rezeptoren vor allem im Ellipsoidkorper, im fa-
cherférmigen Korper und in den Pilzkérpern vorhanden (Wu et al., 2007). Innerhalb des
Zentralkomplexes besitzen insbesondere die GroRRfeldneuronen des Ellipsoidkdrpers NMDA-
Rezeptoren, dort sind die Untereinheiten dNR1 (Drosophila-NMDA-Rezeptorl) und dNR2
(Drosophila-NMDA-Rezeptor2) nachweisbar. Antikérper gegen dNR1 verursachen im kom-
pletten Ellipsoidkérper ein Signal, wahrend Antikérper gegen dNR2 ein starkes Signal in R4m-
Neuonen verursachen. Genauere Angaben, innerhalb welcher Neuronen des Pilzkorpers
NMDA-Rezeptoren lokalisiert sind, ist noch nicht geklart (Wu et al., 2007). Die Pilzkérper und
der Zentralkomplex sind die Integrationszentren fiir Lernen und Gedachtnis. Interessanter-
weise legen die neuesten Studien nahe, dass sowohl NOS als auch dCREB an der Regulation
des visuellen Arbeitsgedachtnisses bei Drosophila melanogaster beteiligt sind (Kuntz et al.,
2012, 2017). Bei Vertebraten steuern NMDA-Rezeptoren indirekt Giber den Ca**-Einstrom
NOS und damit die Synthese von NO (Standaert, 1999). Zusatzlich steuert der Mg2+—BIock der
NMDA-Rezeptoren bei Drosophila melanogaster die Expression eines dCREB Repressors. In
Kopfextrakten adulter Tiere kann eine vierfach hohere Expressionsrate eines dCREB-
Repressors nachgewiesen werden, wenn die dNR1-Untereinheit der NMDA-Rezeptoren kein
Mg2+—BIock mehr binden kann (Miyashita et al., 2012). Zusatzlich konnte festgestellt werden,
dass die Expressionsrate von dCREB-gesteuerten Genen wie z.B. activin, homer und staufen
deutlich geringer in diesen Mg2+—BIock—Mutanten ausfallt. Da NMDA-Rezeptoren normaler-
weise auch als Hebb’'sche Koinzidenzdetektoren bezeichnet werden, und der Mg2+—BIock
dabei eine wichtige Rolle spielt, besitzen Mutanten, die kein Mg®" in die dNR1-Untereinheit
einbauen kdnnen, diese Fahigkeit nicht mehr. Assoziatives olfaktorisches Lernen ist zwar
moglich, aber die Fliegen konnen kein olfaktorisches Langzeitgedachtnis ausbilden. Auch das
24-Stunden Kurzzeitgedachtnis ist in diesen Mutanten nicht mehr vorhanden. Wie genau die
biochemische Signalkaskade zur Kontrolle des dCREB-Repressors im Zusammenhang mit

dem Mg?*-Block ablauft, ist unklar (Miyashita et al., 2012).
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Der Ellipsoidkérper besitzt eine hohe Dichte von NMDA-Rezeptoren (Wu et al., 2007). Der
Ellipsoidkdrper wird fiir verschiedene visuelle Orientierungsstrategien benétigt (Neuser et al.
2008, Kuntz et al., 2012; 2017; Ofstad et al., 2011; Koenig et al., 2016 a und b). AuBerdem
steuert er die visuelle Pfadintegration. Visuelle Landmarken werden dabei Ca2+—abhéngig im
Ellipsoidkdrper und den Kompassneuronen prasentiert (Seelig und Jayaraman, 2013; 2015).

Deswegen stellt die Untersuchung der NMDA-Rezeptoren im Zusammenhang mit der Re-
gulation der visuellen Kurzzeitintegration einen interessanten Versuchsansatz dar. Bisher
liegen noch keine experimentellen Ergebnisse im Zusammenhang mit Verhaltensstudien an
Drosophila melanogaster vor, die die Hypothese bestatigen, dass NMDA-Rezeptoren sowohl
die visuelle Kurzzeitintegration als auch die Etablierung eines Arbeitsgedachtnisses Ulber-

nehmen.

1.10 Fragestellungen und Aufbau der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht die allerersten Schritte der Informationsverarbeitung
und des Abrufs eines sehr fliichtigen Gedachtnisses im genetischen Modellorganismus Flie-
ge. Mit Hilfe eines visuellen Kurzzeitintegrators wird die zielgerichtete Fortbewegung auf
einer Flache ermdglicht. Dazu muss der Organismus entscheiden, auf welches Objekt in sei-
ner Umgebung die visuelle Aufmerksamkeit gerichtet wird. Doch wie reagiert der Modellor-
ganismus Fliege, wenn konkurrierende visuelle Stimuli prasentiert werden? Im Rahmen ei-
gener Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Attraktivitat eines Stimulus erhéht wird,
wenn dieser langer sichtbar ist. Wildtypische Fliegen konnen ein visuelles, ablenkendes Ob-
jekt ignorieren und laufen auf den fiir sie attraktiveren visuellen Stimulus weiter zu, auch
wenn er kurzzeitig nicht sichtbar ist (Flethe, 2013; Diplomarbeit). Doch welche neuronalen
Mechanismen steuern dieses Verhalten? Welche biochemischen Komponenten verursachen
die Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivitdt, auch wenn das Ziel nicht sichtbar ist? Dies
sind die Leitfragen der vorliegenden Arbeit.

Wildtypische Fliegen wahlen haufiger die Landmarke, die zu Beginn der Messung drei Se-
kunden sichtbar ist. Sie legen dorthin signifikant geringere Strecken im Vergleich zu Mutan-
ten des Ellipsoidkorpers zuriick. Bei diesen Mutanten ist die Funktionsweise des Kurzzeitin-
tegrators unterbrochen. Die Analysen zeigen, dass sich die Mutanten zufillig fiir eine der
beiden Landmarken entscheiden und haufiger die Laufrichtung wechseln (Diplomarbeit

Flethe, 2013). Dieser Entscheidungsprozess beruht auf der Annahme, dass die Information
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Uber das urspriingliche Ziel idiothetisch vorhanden sein muss, um das ablenkende Objekt
ignorieren zu konnen. Im Detour-Paradigma kann gezeigt werden, dass die Information be-
zlglich einer visuellen Landmarke in einem Arbeitsspeicher hinterlegt wird, wenn die Fliege
darauf zulduft und die Landmarke verschwindet. Wird fir eine Sekunde ein ablenkendes
Objekt prasentiert, lauft sie darauf zu, nach dem Verschwinden des Objektes erinnert sie
sich an die Position ihres urspriinglichen Ziels und lauft in diese Richtung. Das Zurlickgreifen
auf diese idiothetische Information entspricht der Eigenschaft eines visuellen Arbeitsge-
dachtnisses (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2012; Thran et al., 2013).

Aus bisherigen Studien ist bekannt, dass das visuelle Arbeitsgedachtnis in den Ringneuro-
nen-Subtypen R3 lokalisiert ist (Kuntz et al., 2012; 2017). Parallel dazu sollen die durchge-
flihrten Studien analysieren, in welchen Subtypen der Ringneuronen die Integration des vi-
suellen Signals im Memotaxis-Paradigma erfolgt. Mit Hilfe der Expression von TNT in Neuro-
nen des Ellipsoidkérpers und die Wiederherstellung der Expression des wildtypischen Gens
von ebo” in einem ebo®”®-mutantentem Hintergrund soll die Leitfrage beantwortet werden,
wo der visuelle Kurzzeitintegrator im Ellipsoidkorper lokalisiert ist.

Ein weiteres Ziel ist die Untersuchung, ob der cAMP/PKA-Signalweg nach Kandel auch fur
die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma benétigt wird. Die Komponenten des
cAMP-Signalpfades, die das Verhalten bei Aplysia und der Maus steuern, sind auch fir Lern-
prozesse und die Gedachtnisbildung bei Drosophila melanogaster essentiell (Dudai et al.,
1976; Yin et al., 1995; Vosshall, 2007). Die Proteinkinase A besitzt Substrate in den synapti-
schen Endigungen, wie zum Beispiel Membrankandle oder Proteine, die an der Exocytose
beteiligt sind. Zum einen kénnen sie durch die posttranslationale Modifikation von Memb-
ranproteinen den Schwellenwert modifizieren, bis ein exzitatorisches, oder inhibitorisches
postsynaptisches Potenzial ausgeldst wird. Zum anderen kénnen sie die Gentranskription
durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren steuern, wodurch Lernprozesse und die
Gedachtnisbildung ermoglich werden (Kandel, 2012). Neueste Studien zeigen, dass diese
Komponenten auch fiir die visuelle Orientierung im Detour-Paradigma von groRer Bedeu-
tung sind (Kuntz et al., 2012; 2017). Deswegen wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese
Komponenten auch fiir die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma benétigt werden,
um ein visuelles Kurzzeitgedachtnis in Form eines Kurzeitintegrators zu etablieren.

Eine weitere Leitfrage ist, ob der cGMP-Signalweg auch die visuelle Kurzzeitintegration im
Memotaxis-Paradigma reguliert. Aktuelle Studien zeigen, dass dieser im Detour-Paradigma

fir die Etablierung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses esssentiell ist (Kuntz et al., 2017).
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Parallel dazu wurde untersucht, ob die visuelle Kurzzeitintegration iber den Gasotransmitter
NO und dem cGMP-Signalweg gesteuert wird. Dazu wurde die Redundanz von EBO anhand
von Rettungs-Experimenten analysiert. Im Detour-Paradigma konnte gezeigt werden, dass
die Redundanz von EBO auf Gasotransmitter zurilickzufiihren ist (Thran et al., 2013; Kuntz et
al., 2017). In den R3-Neuronen aktiviert NO eine biochemische Signalkaskade, die das visuel-
le Arbeitsgedachtnis von Drosophila melanogaster reguliert (Kuntz et al., 2012; Thran et al.,
2013; Kuntz et al.; 2017). Ein weiteres Thema der vorliegenden Arbeit ist die Analyse einiger
der Schlisselkomponenten aus dieser biochemischen Signalkaskade im Zusammenhang mit
der visuellen Orientierung im Memotaxis-Paradigma.

Weiterhin klart die vorgelegte Studie die Frage, ob NMDA-Rezeptoren fiir die visuelle
Kurzzeitintegration und das Arbeitsgedachtnis bendtigt werden. Die Translation der NMDA-
Untereinheit dNR1 wird in R1- bis R4-Neuronen einzeln mit Hilfe von RNAi herunterreguliert.
Die Auswirkungen werden im Memotaxis- und Detour-Paradigma untersucht. Weiterhin
wird die Aminosdure Asparagin, die innerhalb der Aminosauresequenz der dNR1-
Untereinheit von NMDA-Rezeptoren Mg2+ bindet, modifiziert. Mit Hilfe des GAL4/UAS-
Systems kann innerhalb des Ellipsoidkorpers die mutanten dNR1-Untereinheit exprimiert
werden (Miyashita et al., 2012). Es soll Gberpriift werden, ob die Kanalaktivitat allein oder im
Zusammenhang mit dem Mg2+—BIock, die visuelle Kurzzeitintegration und das Arbeitsge-

dachtnis regulieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Fliegenaufzucht und die verwendeten Stimme

Die Fliegen wurden auf einem Standardndahrmedium bei 25 °C in der Klimakammer aufge-
zogen. Diese besaR einen Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 14/10 Stunden (Hellphasenbe-
ginn um 7:00 Uhr). Die Luftfeuchtigkeit betrug 60%. Die Aufzucht der Larven erfolgte in Plas-
tikglaschen mit einem Volumen von 80 cm®. Der Futterbrei wurde nach dem Rezept der
Gruppe Heisenberg (Universitat Wiirzburg) zubereitet, welches sich aus Wasser, Bierhefe,
Maismehl, Sojamehl, Malzextrakt, Zuckerriibensirup, Agar und Nipagin, zur Einddmmung des
Pilzwachstums, zusammensetzt.

Um die gewiinschte genetische Konstellation zu erzeugen, wurden gezielt Mannchen des
einen Stammes mit jungfraulichen Weibchen des anderen Stammes verpaart. Diese Weib-
chen sind leicht am Meconium zu erkennen. In der vorliegenden Studie wurden nur 3-5 Tage
alte Tiere fiur die Verhaltensanalyse ausgewahlt. Einen Tag bevor sie getestet wurden, wurde
ihnen unter Kalteandsthesie (~0°C) die Fliigel um zwei Drittel ihrer urspriinglichen Lange ge-
kiirzt. Nachfolgend sind alle verwendeten Stamme, die Anordnung der genetischen Modifi-
kation auf dem entsprechenden Chromosom, die Bezugsquelle und gegebenenfalls die ent-

sprechende Referenz tabellarisch dargestellt (Tab. 1).
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Tab. 1. Tabellarische Darstellung aller verwendeten Fliegenstamme unter Berlicksichtigung der betroffenen
Chromosomen, der Bezugsquelle und entsprechender Referenz.

Chromo-
Stamm Bezugsquelle Referenz
som
Stammsammlung Institut fir Zoo-
Canton-Spezial (CS) logie, Abteilung 1l Neurobiologie,
Uni Mainz, AG Roland Straul
$162 Bloomington Stock Center;
CrebB"*/FM7a BL 4720 Akalal et al., 2010
Stammsammlung Institut fir Zoo-
dunce’ (dnc?) logie, Abteilung 1ll Neurobiologie,
Uni Mainz, AG Roland Straul
Strauss und Heisen-
/I i _ 678
(eeéisb-%)d body-open Martin Heisenberg berg, 1993; Thran et
al., 2013
ellipsoid-body- . . Strauss und Heisen-
open'® (ebo*5?) I Martin Heisenberg berg, 1993
678
:g(EJBZSlégin”FMh I Burkhard Poeck Thran et al., 2013
ebo®’®UAS-SD3282%/
FM7a;UAS-3282"7/ Al Burkhard Poeck Thran et al., 2013
CyO
de Belle und Soko-
foraging—Rover (for") Il Marla Sokolowski lowski, 1987; Kuntz et
al., 2012
de Belle und Soko-
foraging—sitter (for’) Il Marla Sokolowski lowski, 1987; Kuntz et
al., 2012
Putz et al., 2004; Kuntz
. 8/1 (- 58/1 . . ’ )
ignorant®®* (ign®*"") I Martin Heisenberg etal, 2012
Proteinkinase A-C1™ . Lane und Kalderon,
(Pka-C1™)/Cy0 Il Bloomington Stock Center; BL 4101 1993
Stammsammlung Institut fir Zoo-
rutabaga® (rut’) logie, Abteilung 1l Neurobiologie,
Uni Mainz, AG Roland Strau
198y-GAL4 v Bloomington Stock Center Manseau et al., 1997

(R1-Treiber)

189y-GAL4
(R3-Treiber)

Douglas Armstrong

Renn et al., 1999
http://www.fly-
trap.org/

EB1-GAL4
(R2-Treiber)

Burkhard Poeck

Young und Armstrong,
2010b

ftz-(ng)-GAL4/TM3;sb
(R4-Treiber)

Julie Simpson
Bloomington Stock Center; BL 8767

Pereanu et al., 2011

mb247-GAL4

Burkhard Poeck

Zars et al, 2000;
Poeck et al., 2008

w P{w"UAS-ign*"}
ign"®*/FM7a

Sara Kuntz

Kuntz et al., 2017

UAS-Nos™A

Vienna Drosophila Research Cen-
tre; VDRC 108433

Dietzl et al., 2007

UAS-rut™/TM3;sb

Bloomington Stock Center;
BL27291
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UAS-dNR1™™™ I Minoru Saitoe Miyashita et al., 2012
UAS-dNR1(N631Q) 1] Minoru Saitoe Miyashita et al., 2012
UAS-TNT""%/Ccy0 Il H. Scholz aus KdIn

VT49921-GAL4 " Vienna Drosophila Research Centre

(R2-Treiber) VDRC

VT043679-GAL4 " Vienna Drosophila Research Centre

(R4d-Treiber) VDRC

VT25526-GAL4 " Vienna Drosophila Research Centre

(R4m-Treiber) VDRC

Da beim Experimentieren mit Fliegen des mutanten Stammes ign58/1 mehrfach die Erfah-
rung gemacht wurde, dass die Tiere liber mehrere Generationen hinweg ihren Verhal-

/1 4nd die

tensphanotyp verlieren (Kuntz et al., 2017), wurden die Tiere des Stammes ign
des Stammes W'P{W’”UAS—ignz'l}ign58/1/FM7a vor der Versuchsdurchfiihrung tGber 10 Gene-
rationen hinweg cantonisiert. Dazu wurden jungfrauliche Weibchen mit Mannchen des
Stammes FM7a/Y gekreuzt. Der Balancerstamm besitzt den genetischen Hintergrund des

58/1 a

wildtypischen Stammes CS. Somit kann der genetische Hintergrund des Stammes ign us-

getauscht werden, wahrend die Mutation mit Hilfe des Balancers erhalten bleibt. Insgesamt
wurden zehn Kreuzungen durchgefiihrt. Um die wildtypische cDNA von ign®? im igns‘g/l-
mutanten Hintergrund zu exprimieren, wurden nach der Cantonisierung Weibchen des

58/1

Stammes wP{w"UAS-ign’"}ign®®?/FM7a mit Mannchen der entsprechenden Treiberlinien

gekreuzt.

2.2 Der Versuchsaufbau und das Memotaxis-Paradigma

Die Fliegen wurden auf einen 15 mm x 10 mm Einlaufsteg am Rande einer Plattform mit
einem Durchmesser von 260 mm gesetzt. Die Plattform wird von einem Wassergraben um-
geben, der verhindert, dass die Fliegen die Plattform verlassen kénnen. Die Plattform ist von
einem beleuchteten, zylindrischen Schirm (Durchmesser 402 mm, Hohe 224 mm) umgeben,
ist milchig transparent und wird von unten mit einer Rotlichtlampe beleuchtet (Dunkelkam-

mer-Gliihbirne; vgl. Abb. 10).
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Abb. 10. Aufsicht auf die Plattform. Im Winkel von 120° zu den Landmarken ist ein Einlaufsteg (ES; 10 mm x
15 mm) befestigt. Die Landmarken werden nach dem Einlaufen der Fliege auf die Plattform alternierend ge-
zeigt. Die Plattform wird von einem Wassergraben (WG) umgeben.

Eine rotlichtsensible elektronische Schwarz-WeiR Kamera (Valvo CCD-Design-Board mit

Frame-Transfer-Chip NXA1101) nimmt die Bewegungen der Fliege auf (vgl. Abb. 11).

Kamera

Abb. 11. Sicht auf die oberhalb der Plattform installierte Kamera. Die LED-Arena sorgt flr eine einheitlich
determinierte visuelle Umwelt, die durch den Experimentator gesteuert wird. Innerhalb der Arena ist gerade
eine Landmarke sichtbar.

Das Bild wird von der Kamera auf einen Monitor Ubertragen (vgl. Abb. 12). Die Kamera
besitzt einen Rotlichtfilter, der verhindert, dass das gelb-griine Streulicht der Licht-
emittierenden Dioden (LEDs, Typ RS585-589, Wellenldnge 565 nm) in den Aufnahmen mit-
verarbeitet wird. Die Videoinformation kann mit einer zeitlichen Auflésung von 50 Hz mit

Hilfe einer ATVista card (Truevision Inc.) am PC verarbeitet werden.
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Die LED-(Light-emitting-diode-)Arena ist unterteilt in 90 vertikale, bildgebende Einheiten.
Jede dieser Einheiten besteht aus zwei Saulen mit jeweils 32 LEDs. Der zylindrische Schirm
der LED-Arena besteht damit aus 32 horizontalen Vollkreisen, die jeweils 180 LEDs besitzen.
Diese sind auf einer elektronischen Treiberplatine, die von einem Computer lGber ein ent-
sprechendes Programm kontrolliert werden kann, befestigt (Strauss et al., 1997). Fur die
Fliege erscheint der Bildschirm als einheitlich beleuchtet, da die Pixelstruktur feiner ist als
die Auflésung der Augen der Fliege. In einer ansonsten einheitlichen Umgebung interessie-
ren sich die Fliegen fiir die Landmarken und laufen auf eine der beiden Kanten, also den

Ubergang von dunkel zu hell, zu (Strauss et al., 1997; Strauss und Pichler, 1998).

Kamera

B+ S

LED-Arena

Abb. 12. Versuchsaufbau. Innerhalb der LED-Arena befindet sich eine Plattform mit einem Durchmesser von
260 mm. Oberhalb der Plattform ist eine rotlichtsensible elektronische Schwarz-Wei8 Kamera (Valvo CCD-
Design-Board mit Frame-Transfer-Chip NXA1101) installiert. Das Bild wird auf einem Monitor Ubertragen.

Mit Hilfe des Programms kann der Experimentator die visuelle Umgebung der Fliege steu-
ern. Dieses wurde so programmiert, dass zwei Landmarken (Breite: 3,5 cm) in einem Winkel
von 120° zueinander alternierend als dunkle Streifen erscheinen. Die Landmarken werden
durch jeweils flinf benachbarte Saulen gebildet, die an- oder ausgeschaltet werden konnen.

Eine Landmarke ist 3,5 cm breit und 22 cm hoch.
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Wenn die Fliege auf den Einlaufsteg gesetzt wird, wird die erste Landmarke fir drei Se-
kunden in einem Winkel von 120° zum Einlaufsteg sichtbar (vgl. Abb. 13 A). Danach ver-
schwindet sie und eine identische Distraktorlandmarke wird fiir eine Sekunde prasentiert.
Sie erscheint in einem Winkel von 120° (von der Mitte der Plattform aus gesehen) von der
zuerst sichtbaren Landmarke (vgl. Abb. 13 B). Danach erscheint wieder die zuerst sichtbare
Landmarke und bleibt eine Sekunde lang sichtbar (vgl. Abb. 13 C). Die Landmarken alternie-

ren in ihrer Sichtbarkeit so lange, bis die Fliege eine der Landmarken erreicht.

A B C

Abb. 13. Memotaxis-Paradigma. A) Die Fliege beginnt den Lauf auf einen kleinen Einlaufsteg. Zunachst wird ihr
eine Landmarke fiir drei Sekunden prasentiert. B) Danach erscheint eine Distraktorlandmarke im Winkel von
120° zur ersten Landmarke fiir eine Sekunde. C) Nachdem die Distraktorlandmarke verschwunden ist, erscheint
die zuerst sichtbare Landmarke wieder fiir eine Sekunde. Die beiden Landmarken alternieren in ihrer Sichtbar-
keit so lange, bis die Fliege eine der beiden Landmarken erreicht hat.

Mit Hilfe des Memotaxis-Paradigmas lasst sich das memotaktische Verhalten analysieren
(Diplomarbeit, Flethe 2013). Die zuriickgelegte Strecke und die Anzahl der Laufe zu den
Landmarken dienen dabei als Indikator fiir die Funktionsweise des visuellen Kurzzeitintegra-

tors.

2.3 Das Detour-Paradigma

Das Detour-Paradigma ermoglicht die Untersuchung des visuellen Arbeitsgedadchtnisses
bei Drosophila melanogaster auf neuronaler und biochemischer Ebene (Neuser et al., 2008;
Kuntz et al.,, 2012; Thran et al., 2013; Kuntz et al., 2017). Innerhalb der Arena werden im
Winkel von 180° zwei vertikale Landmarken gezeigt. Die Fliege lauft zwischen den beiden
Landmarken auf und ab (vgl. Abb. 14 A). Eine Landmarke ist 3,5 cm breit und 22 cm hoch.
Uberquert die Fliege die imagindre Mittellinie, verschwinden die Landmarken und es wird im
Winkel von 90° zu den urspriinglichen Landmarken eine Distraktorlandmarke eingeblendet
(vgl. Abb. 14 A und B). Nachdem die Fliege eine Sekunde auf die Landmarke zugelaufen ist,
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verschwindet diese ebenfalls. AnschlieBend ermittelt der Experimentator, ob die Fliege in

Richtung des urspriinglichen Ziels oder in die entgegengesetzte Richtung lauft.

A B C

Abb. 14. Detour-Paradigma. A) Die Fliege lauft zwischen den beiden Landmarken im Winkel von 180° auf und
ab. B) Uberquert die Fliege die imaginire Mittellinie der Plattform verschwinden beide Landmarken und es
erscheint eine Distraktorlandmarke im Winkel von 90°. C) Die Fliege lauft auf die Distraktorlandmarke zu. Nach
einer Sekunde verschwindet die Landmarke. Es wird analysiert ob die Fliege sich in Richtung ihres urspriingli-
chen Ziels wendet oder ob sie in die entgegengesetzte Richtung lauft.

Dabei wurde der Rotationswinkel der Fliege von +/-45° berucksichtigt. Pro Fliege werden
zehn Anldufe ermittelt. Erfolgt die Drehung der Fliege in Richtung ihres urspriinglichen Ziels,
wird dies als positive Drehung bewertet. Dreht sich die Fliege hingegen in die entgegenge-
setzte Richtung, so gilt dies als negative Drehung. Fliegen, die die Landmarke nicht fixieren,
kénnen auf das Detour-Verhalten nicht untersucht werden.

Wildtypische Fliegen zeigen, dass sie sich haufiger in die Richtung ihres urspriinglichen
Zieles orientieren (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2012; Thran et al; 2013; Kuntz et al.,
2017). Statistische Analysen beziehen sich auf das Zufallsniveau. Aufgrund der Turn-
Kompensation liegt es bei 58%, da es wahrscheinlicher ist, dass die Fliege nach einer Rechts-
kurve eine Linkskurve vollfihrt und umgekehrt (Strauss und Pichler, 1998). Bei der statisti-
schen Analyse wird zundchst jede Stichprobe auf ihre Verteilungsfunktion mit Hilfe des
Shapiro-Wilk-Tests hin untersucht. Liegen die Daten parametrisch vor, so wurde der Ein-
stichproben-t-Test gegen das Zufallsniveau von 58% verwendet. Bei nicht-parametrischen
Datensatzen wird der Wilcoxon-Test verwendet. Bei dem statistischen Vergleich der Stich-
proben untereinander, wurde bei parametrisch und nicht-parametrisch verteilten Datensat-
zen der Kruskal-Wallis-Test verwendet, um zu Uberpriifen, ob es Unterschiede zwischen den
Verteilungsfunktionen gibt. Wenn diese Unterschiede nachweisbar sind, wurde die Posthoc-

Analyse durchgefiihrt, um zu ermitteln, wo genau sich die Unterschiede befinden. Um die
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statistische Irrtumswahrscheinlichkeit herabzusetzen, wurde die Bonferroni-Korrektur ver-

wendet.

2.4 Statistische Auswertung der Daten aus dem Memotaxis-

Paradigma

Im Memotaxis-Paradigma sollen statistische Analysen kldaren, ob die Auswahl einer der
beiden Landmarken zufallig erfolgt oder ob es eine zielgerichtete Auswahl gibt. Weiterhin
lassen sich mit Hilfe der statistischen Analysen der zurlickgelegten Strecken Aussagen (iber
das memotaktische Verhalten eines Stammes treffen. Bei der Memotaxis entspringt das
Verhalten aus der internen Speicherung externer Stimuli heraus und ist damit zeitlich gepuf-
fert und eine gewisse Zeitspanne unabhangig von aktuellen, visuellen Stimuli (Berg, Disserta-
tion 2013; Strauss et al., 2014). Im Memotaxis-Paradigma wird die Fliege mit zwei visuell
konkurrierenden Stimuli konfrontiert.

Nachfolgend sind exemplarisch fiinf Laufspuren des wildtypischen Stammes CS und der

mutanten Stimme ebo?®® und ebo®”® dargestellt (vgl. Abb. 15).

A Wwidtype B oo C oo

\ /\ /

1s 2s+1s 1s 3 1s 2st1s

Abb. 15. Fiinf exemplarische Laufspuren pro Fliege. A) Laufspuren des wildtypischen Stammes CS. Wildtypi-
sche Laufspuren sehen zielgerichtet aus und wahlen haufiger die zuerst sichtbare Landmarke und lassen sich
nicht ablenken. Die zurilickgelegte Strecke ist vergleichsweise kurz. B) Die Laufspuren des Stammes ebo*%%
zeigen ein wenig zielgerichtetes Verhalten. Statistische Analysen machen deutlich, dass die Auswahl der Land-
marken zufallig erfolgt und die zuriickgelegten Strecken langer als die des wildtypischen Stammes CS sind. C)
Die Laufspuren des Stammes ebo®”® zeigen, dass beide Landmarken gleich haufig angelaufen werden. Es kommt
zu Zickzack-Laufen und die zurlickgelegten Strecken erscheinen weniger zielgerichtet und langer.

Die statistischen Analysen umfassen die Haufigkeit der Anldufe zur anfanglich langer
sichtbaren Landmarke und die zuriickgelegte Strecken (vgl. Abb. 16). Von jedem Tier werden
je zehn Laufe analysiert. Von allen getesteten Tieren werden die gesamten Laufspuren aus-

gewertet (zuriickgelegte Strecken). Dies ermoglicht es, Aussagen Uber die Fahigkeiten des
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Stammes zu treffen. Weiterhin wird ermittelt, wie hdufig jedes Tier die zuerst sichtbare
Landmarke, die anfanglich fir drei Sekunden erscheint, anlduft. Die Verteilung der Summen
der Anlaufe eines jeden Tieres pro Stamm oder Linie werden statistisch gegen das Zufallsni-
veau von funf Anldufen getestet. Das Zufallsniveau wird als finf definiert, da bei einem
»chemotaktischen” Anlauf beide Landmarken gleich haufig ausgewahlt werden sollten. Die
zehn Laufspuren eines jeden Tieres (10 pro Fliege mal n Fliegen) werden einzeln vermessen.
Alle gemessenen Laufspuren eines Stammes oder einer Kreuzung werden als Boxplot darge-
stellt und statistisch ausgewertet. Die statistische Auswerung wird in der folgenden Abbil-

dung exemplarisch dargestellt (vgl. Abb. 16).
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Abb. 16. Beispiel fiir die statistische Analyse der Anzahl der Anldufe und der zuriickgelegten Strecken der

Stimme ebo®”? und ebo %, A) CS (n=20) unterscheidet sich hochst signifikant vom Zufallsniveau. ebo®”® und
KS263

ebo hingegen unterscheiden sich nicht signifikant vom Zufallsniveau. B) Werden die zuriickgelegten Stre-
cken statistisch analysiert, so unterscheiden sich die Strecken des wildtypischen Stammes CS hochst signifikan-
ten von den Mutanten ebo®” und ebo**** (je n=10). Die mutanten Stamme hingegen unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander. Die Mediane werden soweit es moglich ist, in den Abbildungen angegeben. Die statis-
tische Auswertung befindet sich im Anhang unter 8.1.1.

Bei der Anzahl der Anlaufe zur Landmarke wird jede Stichprobe mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Test getestet, ob die Daten normalverteilt sind. Liegt eine Normalverteilung vor, so
wird der Einstichproben-t-Test verwendet, um den Datensatz gegen das Zufallsniveau zu
testen. Sind die Daten nicht normalverteilt, wird der Wilcoxon-Test verwendet. Bei den zu-
rickgelegten Strecken wird jeder Datensatz auf Normalverteilung hin untersucht. Sind in den
zu analysierenden Stichproben nicht-normalverteilte und normalverteilte Datensatze enthal-
ten, so wird der Kruskal-Wallis-Test verwendet, um zu analysieren, ob sich die Verteilungs-
funktionen unterscheiden. Wird die Nullhypothese abgelehnt, so wird eine Posthoc-Analyse
mit Hilfe des Wilcoxon-Tests als multiples Testverfahren angewendet. Diese Analyse klart,
wo genau die Unterschiede zwischen den Verteilungsfunktionen zu finden sind. Alle Datens-
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atze wurden nach Bonferroni korrigiert. Fiir statistische Analysen mit nur zwei Datensatzen
wird entsprechend der Wilcoxon-Test oder der t-Test verwendet. Die Auswertung wurde mit
dem Statistikprogramm R! (Version: R x64 v 3.3.1) durchgefiihrt und in Form von Boxplots

dargestellt (vgl. Abb. 17).

o Ausreiller (> 1,5I1QR)

=T
|
' 75%-Quartil
Median £ IQR
25%-Quartil
|
|
A

Abb. 17. Darstellung des Boxplots mit R!. Die Darstellung der Boxplots basiert auf dem Interquartilsabstand
(IQR). Das untere Ende der Box stellt das 25%-Quartil dar, das obere Ende das 75%-Quartil. Die Lange der Box
wird als IQR bezeichnet. Der Balken in der Box gibt den Median an. Die gestrichelten Linien auRerhalb der Box
sind die Fehlerbalken (engl. Whisker), daher wird der Boxplot auch als Box-Whisker-Plot bezeichnet. Die
Fehlerbalken geben Auskunft iber die Lage der Daten in den Randbereichen an. Werte, die mehr als den 1,5
IQR von der oberen bzw. der unteren Box abweichen, stellen Ausreiller dar. Statistische Ergebnisse sind darge-
stellt als: n.s.: nicht signifikant, *: p<0,05, **: p<0,01, *** p<0,001.

Die Kenngrof3en aller statistischen Analysen sind im Anhang unter 8.1 dargestellt.

2.5 Gehirnschnittpraparate und Mikroskopie

Unter Kélte (~0°C) wurden die Fliegen betdaubt und der Reihe nach auf einen Kragen auf-
gefadelt. AnschlieRend wurden die Kragen in eine Carnoy-Losung (30 ml Ethanol, 15 ml Chlo-
roform, 5 ml Eisessig) Gberfiihrt und fiir vier Stunden fixiert, um das Gewebe zu stabilisieren.
AnschlieBend wurden die Kragen fir 2 x 30 Minuten in vergdlltem Ethanol Uberflhrt. Der
letzte Reinigungsschritt erfolgte in trockenen Ethanol (Trocknung durch Aluminiumsilikate)
fur 1 x 1 Stunde. Uber Nacht wurden die Krdgen in Methylbenzoat als Intermedium vor der
Paraffineinbettung inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Kragen fiir eine Stunde in ein
Methylbenzoat/Paraffin-Gemisch (1/1) in den Warmeschrank (64°C) gelegt. AnschlieRend
erfolgte die Paraffinierung zur Entwasserung und Impragnierung des Gewebes mit fllissigem
Paraffin bei 64°C. Die Krdagen wurden dazu in eine Petrischale Gberfihrt und achtmal fiir 20

Minuten mit neuem, flissigem Paraffin bedeckt. Beim letzten Schritt wurde jeder Kragen in
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eine Silikonform gelegt und mit Paraffin aufgefillt. Anschlieend wurde die Silikonform zum
Abkiihlen an die Luft gestellt.

Mit EiweiR-Glycerin der Firma Chroma (Chargennummer 412625) beschichtete Objekttra-
ger wurden eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet. Die Blocke wurden nach dem Zu-
rechtschneiden mit einer Rasierklinge am Mikrotom in 7 um Scheiben geschnitten, die als
Bander ablaufen. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hilfe zweier Pinsel auf den Objekt-
trager Gberfiihrt, der mit Wasser tberschichtet war. Auf einer Warmeplatte (40°C) wurden
die Schnitte gestreckt und in Position gerlickt. Dabei diffundiert der Augenfarbstoff Retinal in
das Gewebe. Die anschlieRende Entparaffinierung erfolgte 2 x 30 Minuten und 1 x 20 Minu-
ten mit Xylol der Firma Roth (Reinheitsgrad >98%, Artikelnummer 9713.3) bei 64°C. Danach
wurden die Praparate mit Entellan der Firma Merck (Chargennummer HX255673) ein gede-
ckelt. Die Auswertung der Praparate erfolgte unter dem Mikroskop (Olympus BX50). Dieses
ist mit dem Olympus U-RFL-T Power Supply Vorschaltgerat verbunden und besitzt eine
100 W Hochdruck-Quecksilberlampe. Unter dem Mikroskop ist die Autofluoreszenz des dif-
fundierten Farbstoffs Retinal deutlich sichtbar, der gelblich in den Cortices und grinlich in
den Neuropilen erscheint.

Das verwendete Objektiv besitzt eine GesamtvergréoRBerung von 20 X und eine numerische
Apertur von 0,4. Die Bildweite ist unendlich, die Dicke des zugelassenen Deckgldschens ist
0,17 mm. Mit einer Kamera (Moticam 2300, 3.0 M Pixel, USB 2.0) wurden Serienbilder des
Ellipsoidkodrpers und des facherférmigen Korpers von anterior nach posterior erstellt. Diese
ist auf einem PC (DELL LATITUDE/D610, Betriebssystem XP) installiert. Zur Darstellung der

Fluoreszenzbilder auf dem PC wurde das Programm Motic Images Plus 2.0 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der Funktion von Ringneuronen des Ellipsoidkorpers im

Memotaxis-Paradigma

Tetanus toxin light chain (TNT) spaltet das flr die Exocytose bendétigte Protein Synap-
tobrevin. Wird TNT mit Hilfe des GAL4/UAS-Systems gezielt in bestimmten Neuronengrup-
pen exprimiert, wird die Kommunikation der chemischen Synapsen unterbrochen. Die mit
Transmitter geflllten Vesikel kdnnen nicht sezerniert werden (Sweeney et al., 1995). Zu-

PIN7.2 mit Mannchen des Stammes

nachst wurden weibliche Tiere des Stammes UAS-TNT
198y-GAL4 gekreuzt. Die Mannchen der F1-Generation mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-
TNT"™2 wurden im Memotaxis-Paradigma getestet. Des Weiteren wurden fir die Kontrollen
wildtypische Weibchen des Stammes CS mit der Treiberlinie 198y-GAL4 gekreuzt und hete-
rozygote Mannchen aus der F1-Generation parallel getestet. Weiterhin wurden Weibchen
des UAS-TNT"V2 Stammes mit wildtypischen Mannchen des Stammes CS gekreuzt. Die he-

PIN7-2 \wurden im Me-

terozygoten Mannchen aus der F1-Generation mit dem Allel UAS-TNT
motaxis-Paradigma untersucht.

Die im Folgenden dargestellte Abb. 18 zeigt, dass die experimentellen Fliegen keine der
beiden Landmarken zielgerichtet anlaufen kénnen, wenn TNT in R2-Neuronen exprimiert

wird (vgl. Abb. 18 C).

A) VT49921-GAL4 B) UAS-TNT™"? C) VT49921-GAL4>
Kontrolle Kontrolle UAS-TNT™™"?

“

Abb. 18. Exemplarische Laufspuren der Fliegen, die TNT unter der Kontrolle der R2-Treiberlinie VT49921-
GAL4 exprimieren. A) Darstellung von je funf Laufspuren der VT49921-GAL4 Kontrolle und B) der UAS-TNTV?
Kontrolle. In C) sind Laufspuren von funf Fliegen dargestellt, in denen UAS-TNT""? unter der Kontrolle des
VT49921-GAL4 Treibers in R2-Neuronen exprimiert wird. Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmar-
ke, die zu Beginn der Aufnahmen fiir drei Sekunden sichtbar war.
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Die Fliegen der beiden Kontrollgruppen laufen die Landmarke, die zu Beginn fiir drei Se-
kunden sichtbar war, zielgerichtet an und behalten den Kurs tiberwiegend bei, auch wenn
diese Landmarke verschwindet und die zweite Landmarke erscheint (vgl. Abb. 18 A und B).
Wird UAS-TNT"™”2 unter der Kontrolle der alternativen R2-Treiberlinie VT49921-GAL4 ex-
primiert, so zeigen die Fliegen, dass sie ebenfalls nicht in der Lage sind, eine der Landmarken
zielgerichtet anzulaufen. Auch hier lie sich hdufiges wechseln der Laufrichtung bzw. das
sogenannte Zickzack-Verhalten beobachten, welches in einer langeren Laufstrecke resultiert
(vgl. Abb. 18 C). Interessanterweise liel’ sich dieses Verhalten auch beobachten, wenn UAS-
TNT"™”2 in R1-Neuronen, in R3- oder in RAm-Neuronen exprimiert wird.

Die statistischen Analysen in Abb. 19 B zeigen, dass die Strecken der Fliegen mit dem Ge-
notyp 198y-GAL4>UAS-TNT"™2 (m=27,12 cm) héchst signifikant linger ausfallen als die
Strecken der beiden Kontrollgruppen mit den Medianen m=22,44 cm und m=23,06 cm. Be-
trachtet man die Auswahl der Landmarken, so fallt auf, dass sich die Anlaufe der Fliegen mit
dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-TNT ™’ nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden,
der Median befindet sich bei m=7,5 (vgl. Abb. 19 A). Tendenziell befindet sich der Wert je-
doch auf der Ebene der Kontrollen 198y-GAL4 und UAS-TNT"V/2. Diese Gruppen unterschei-
den sich jedoch signifikant und hoch signifikant vom Zufallsniveau. Alle Mediane der geteste-
ten Stichproben sind in Tab. 2, S. 45, einsehbar. Die Expression von TNT in den R1-Neuronen
verursacht eine Einschrankung beziiglich des memotaktischen Verhaltens und zeigt sich in
Form langerer Wegstrecken zu dem ausgewahlten visuellen Objekt. Statistisch betrachtet
erfolgt die Auswahl des visuellen Objekts zufillig, es macht also keinen Unterschied ob die
zuerst sichtbare Landmarke zwei Sekunden langer sichtbar war als die zweite Landmarke, die
nur eine Sekunde sichtbar war.

Um die R2-Neuronen zu addressieren, wurde die Wiener Linie VT49921-GAL4 aus dem Vi-

PIN7-2 onstrukt kombiniert. Der

enna Drosophila Resource Center VDRC mit dem UAS-TNT
Median der zurilickgelegten Strecken liegt bei m=32,36 cm und unterscheidet sich damit
hochst signifikant von den zuriickgelegten Strecken der beiden Kontrollen (vgl. Tab. 2). Die
Strecken von Fliegen der heterozygote Kontrollgruppe VT49921-GAL4 besitzen einen Median

von 22,49 cm, die der heterozygote UAS-TNT"™N/2

Kontrollgruppe einen Median von
m=22,44 cm. Damit sind die Mediane der zuriickgelegten Strecken der Kontrollen ca. 10 cm
kiirzer als der Median der Tiere mit dem Genotyp VT49921-GAL4>UAS-TNT"V2 Betrachtet
man die Anzahl der Anlaufe zur Landmarke, so ist ersichtlich, dass die Auswahl auf dem Zu-

fallsniveau von 5 liegt. Beide Kontrollgruppen unterscheiden sich hingegen hoch signifikant
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vom Zufallsniveau (vgl. Abb. 19 A). Auch hier deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die me-

motaktische Orientierung eingeschrankt ist, wenn TNT in R2-Neuronen exprimiert wird.

I *% .S,

* N.S *%x [ *kk  kk *%
10 - == . - F
Q i i
Y E T o
® 8 ’ : - | T
c L
< 6 I w— E]
@ i . =i o e ST 4.
© : ! i
= 44 N i1 s
© ) A
N E i
é 2 i Al s i
0 4
UAS_ T T T T T 1 T 1 T
TNTPN2 " + _ + _ + = + -
GAL4 = 198y VT49921 189y VT043679
198y VT49921 189y VT043679
B n.s. n.s. * n.s.
= Hkk Kk *kk *kk
5 ; ks
gl 1T o
[S) | | ) . T
£ 501 A L .
N : ! I : -
o 404 1 —L : '
B0 i i i
Su L B T
(] L !
Wl BT I (31
o Ly == - - 4 -
2 10 4
'3 L ek, k%, k%, Kk,
0 -
UAS_ T T T T T T T T T
TNTPINT‘Z + + _ + - + _ + -
GAL4 - 198y  VT49921 189y V1043679

198y VT49921 189y VT043679

Abb. 19. Memotaxis-Verhalten nach der Expression von TNT in den Subtypen der Ringneuronen R1-R4. A)
Wahrend sich die Anzahl der Anlaufe der heterozygoten Kontrollgruppe mit dem Konstrukt UAS-TNT"™? hoch
signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet, unterscheiden sich auch die Anzahlen der Anldufe der heterozygo-
ten GAL4-Kontrollen signifikant bis hoch signifikant vom Zufallsniveau. Die Expression von TNT in den R1-
Neuronen (198y-GAL4>UAS-TNT""?), den R2-Neuronen (VT49921-GAL4>UAS-TNT""*) und den R3-Neuronen
(189y-GAL4>UAS-TNTP'N7'2) flhrt dazu, dass sich die Anzahl der Landmarkenanldufe nicht signifikant vom Zu-
fallsniveau unterscheidet. Wird TNT hingegen in den R4d-Neuronen exprimiert (VT043679-GALA>UAS-
TNTP'N7'2), so unterscheidet sich die Anzahl der Landmarkenanlaufe hoch signifikant vom Zufallsniveau. B) Die
zuriickgelegten Strecken der heterozygoten Kontrollgruppe UAS-TNT"™" fallen héchst signifikant kirzer aus als
die Strecken der Fliegen mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-TNT "/?, VT49921-GAL4>UAS-TNT""/?, 189y-
GAL4>UAS-TNT™™? und VT043679-GAL4>UAS-TNT" /2. Die statistische Analyse zeigt, dass die zuriickgelegten
Strecken hochst signifikant langer ausfallen wenn TNT in R1-, R2-, R3- oder R4d-Neuronen exprimiert wird als
die der entsprechenden GAL4 Kontrollgruppen. Die Kontrollgruppe UAS-TNT™™? unterscheidet sich bezliglich
der zuriickgelegten Strecken nicht signifikant von den Strecken der 198y-GAL4 Kontrollgruppe, der VT49921-
GAL4 Kontrollgrruppe und der VT043679-GAL4 Kontrollgruppe. Die zuriickgelegten Strecken der 189y-GAL4
Kontrollgruppe fallen signifikant kirzer aus als die der UAS-TNT™™N? Kontrollgruppe (alle Gruppen mit n=10,
auBer 189y-GAL4/Il und 198y-GAL4/IV mit n=20). Die Mediane sind in Tab. 2 auf S.45 einsehbar. Die statisti-

schen Auswertungen befinden sich im Anhang unter 8.1.2. Konventionen wie fiir Abb. 17.
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In einem nachsten Versuchsansatz wird die synaptische Informationsiibertragung in den
R3-Neuronen blockiert. Dazu wird TNT im Muster der Treiberlinie 189y-GAL4 exprimiert.
Fliegen mit dem Genotyp 189y-GAL4>UAS-TNT "V zeigen, dass die zuriickgelegten Strecken
hochst signifikant langer ausfallen als die zurilickgelegten Strecken der beiden Kontrollgrup-
pen (vgl. Abb. 19 B). Der Median der getesteten Stichprobe mit dem Genotyp 189y-
GAL4>UAS-TNT"N2 liegt bei m=27,65 cm, der Median der 189y-GAL4 Kontrollgruppe bei
21,24 cm. Mit einem Median von m=6 unterscheidet sich die Anzahl der Anldufe zu der
Landmarke mit Vorlauf nicht signifikant vom Zufallsniveau, wenn TNT in R1-Neuronen ex-
primiert wird. Beide Kontrollen zeigen jedoch, dass sie sich mit den Medianen m=8,5 und
m=7,5 hochst und hoch signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass auch in diesen Fliegen die Funktionsweise des Kurzzeitintegrators eingeschrankt
ist, wenn die synaptische Kommunikation in den R3-Neuronen unterbrochen wird. Dies re-
sultiert, im Vergleich zu den Kontrollgruppen, in deutlich langeren Wegstrecken durch weni-
ger zielgerichtetes Laufverhalten. Das weniger zielgerichtete Laufverhalten spiegelt sich auch
in der zufadlligen Landmarkenauswahl wider.

Im Anschluss wurde untersucht, ob die Unterbrechung der synaptischen Informations-
Ubertragung in R4-Neuronen auch dazu flihrt, dass die Fliegen eine eingschrankte, memotak-
tische Orientierungsleistung besitzen. Die Treiberlinie ftz-(ng)-GAL4 exprimiert den Tran-
skriptionsfaktor GAL4 in den Ringneuronen-Subtypen R4m und R4d (mindliche Mitteilung,
B. Poeck). Das Gen ftz (fushi-tarazu) wird bei Drosophila melanogaster wahrend der Embry-
ogenese fiir die frihen Segmentierungsprozesse benotigt (Krause et al., 1988). Da sowohl
ftz-(ng)-GAL4 und VT25526-GAL4 (R4m) bei der Verpaarung mit Weibchen des Stammes
UAS-TNT"™2 keine lebensfahigen Nachkommen hervor brachten, konnte TNT nur in den
R4d-Neuronen exprimiert und entsprechende Fliegen im Memotaxis-Paradigma analysiert
werden. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen zeigen die Ergebnisse, dass die visuelle Orien-
tierung deutlich schlechter ausfallt, wenn TNT in R4d-Neuronen exprimiert wird. Die zurlick-
gelegten Strecken der Fliegen mit dem Genotyp VT043679-GAL4>UAS-TNT""2 und dem
Median m=29,4 cm fallen hochst signifikant langer aus als die Strecken der beiden Kontrol-
len. Die Anzahl der Landmarkenanlaufe mit dem Median m=6,5 unterscheidet sich jedoch
hoch signifikant vom Zufallsniveau und liegt damit auf dem Niveau der beiden Kontrollen
(vgl. Abb. 19 A und B). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die memotaktische Orientie-
rung herabgesetzt ist, da die Wegstrecken deutlich langer ausfallen. Trotzdem erreichen die

Tiere aber die Landmarke, die zu Beginn der Messung langer sichtbar war.
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Um das memotaktische Gedachtnis naher zu kartieren, wurde in einem nachsten Schritt
die wildtypische cDNA von ebo” in einem ebo®”®-mutanten Hintergrund exprimiert. Dies be-
deutet, dass mit der Verwendung von unterschiedlichen Treiberlinien gezielt ein Subtyp von
Ringneuronen das Gen ebo exprimiert, wahrend die anderen Ringneuronen die Mutation

ebo®”® besitzen.

Tab. 2. Tabellarische Darstellung der Mediane der Anldufe und der zuriickgelegten Strecken beziiglich der
Expression von Tetanustoxin in den Ringneuronen R1-R4d. Die Expression von TNT erfolgte in Abhdngigkeit
der entsprechenden Treiberlinie in einem der vier Subtypen von Ringneuronen. Fiir den Ringneuronen-Subtyp
R1 wurde die Treiberlinie 198y-GAL4 verwendet, fiir die R2-Neuronen VT49921-GAL4, fir R3-Neuronen 189y-
GAL4 und fiir die R4d-Neuronen VT043679-GALA4.

Genotyp A) Mediane Anzahl der Anlaufe B) Mediane der zuriickgelegten Strecken
[cm]

UAS-TNTPN2 7,5 22,44

198y-GAL4>

A2 7,5 27,12

198y-GAL4 7,5 23,06

VT49921-GAL4>

ATV 2 5 32,36
VT49921-GAL4 6 22,49
189y-GAL4>

AT 2 6 27,65
189y-GAL4 8,5 21,24
VT043679-GAL4>

UAS_TNTPIN7.2 6/5 29/4
VT043679-GAL4 7 22,69

3.2 Bedeutung des Gens ebo im Memotaxis-Paradigma

Die vorherigen Versuche mittels TNT haben eine deutliche Einschrankung des memotakti-
schen Gedachtnisses der Fliegen durch die Unterbrechung der synaptischen Transmission in
einem der vier Subtypen der Ringneuronen gezeigt. In einem weiteren Versuch wird nun
gezielt die wildtypische cDNA des Gens ebo” in einem ebo®”®-mutanten Hintergrund in einem
der vier Subtypen von Ringneuronen exprimiert.

Vorherige Studien im Zusammenhang mit dem visuellen Arbeitsgedachtnis im Detour-
Paradigma belegen, dass der Expressionsort von EBO eine redundante Funktion tGibernimmt.
Wird die cDNA von ebo” in einem ebo®”-mutanten Hintergrund in einem der vier Subtypen
von Ringneuronen exprimiert, kann in jedem der vier Rettungsexperimente das visuelle Ar-
beitsgedachtnis auf das wildtypische Niveau angehoben werden (Thran et al., 2013). Es

konnte gezeigt werden, dass der Verhaltensphanotyp von ebo nicht mit dem strukturellen
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Defekt korreliert, denn Rettungsversuche zeigten, dass in den entsprechenden Tieren wild-
typische als auch strukturelle Defekte beziglich des Ellipsoidkérpers nachweisbar sind
(Thran et al., 2013; Dissertation, 2013).

Der verwendete Stamm eb0678UAS—SD328223/yW“FM7a besitzt einerseits das Allel ebo®”®
auf dem X-Chromosom, andererseits besitzt der Stamm eine P-Element Insertion, die an der
Stelle UAS-SD3282%% in das Genom integriert wurde, und eine wildtypische Kopie des Gens
ebo” hinter einer UAS-Sequenz enthilt. Es wird untersucht, ob das Gen ebo” beziiglich der
visuellen Orientierung im Memotaxis-Paradigma auch eine redundante Funktion Gbernimmt.
Es soll geklart werden, ob der Verhaltensphanotyp ebenfalls unabhangig davon ist, in wel-
chem der vier Subtypen von Ringneuronen die cDNA von ebo” exprimiert wird und ob damit
das Verhalten auf das wildtypische Niveau wieder angehoben werden kann. Auf dem Balan-

apricoty die fur die Kreu-

cerchromosom befinden sich die Mutationen y (yellow) und w® (white
zungsgenetik als Augenfarbenmarker dienen. Da der Balancer wahrend der Tetrade im Mei-
osestadium die Rekombination verhindert, ist davon auszugehen, dass sich die Mutation
stabil verhalt. Fir folgende Versuche wurde daher mit diesem Stamm gearbeitet. Zunachst
wurden Weibchen des Stammes mit wildtypischen Mannchen des Stammes CS gekreuzt. Die
hemizygoten ebo®”°UAS-SD3282%3/Y Mannchen wurden auf ihr memotaktisches Gedachtnis
hin untersucht (vgl. Abb. 20).

Der Median der zurlickgelegten Strecken liegt bei m=24,17 cm und unterscheidet sich
signifikant von den Fliegen des Stammes ebo®’, der Median des getesteten Stichprobenum-
fangs liegt bei m=26,06 cm. Der Median der wildtypischen Gruppe hingegen liegt bei
m=22,43 cm. Betrachtet man jedoch die Auswahl der Landmarken, so fallt auf, dass die Tiere
mit dem Genotyp ebo®”2UAS-SD3282%/Y sich nicht signifikant vom Zufallsniveau unterschei-
den (vgl. Abb. 20), der Median liegt bei m=5,5. Der Median der Fliegen des Stammes ebo®’®
liegt bei m=5. Beide Stichprobenumfange unterscheiden sich damit nicht signifikant zum
Zufallsniveau. Der Median des wildtypischen Stammes hingegen liegt bei m=8 und unter-
scheidet sich hochst signifikant vom Zufallsniveau. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die zu-
riickgelegten Strecken der getesteten Kreuzung nicht signifikant von den zurlickgelegten

Strecken der wildtypischen Mannchen unterscheiden (vgl. Abb. 20 B); der ebo-Phanotyp hin-

sichtlich der Streckenldnge verschwindet bereits durch Leckexpression.
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Abb. 20. Verhaltensanalyse der Minnchen mit dem Genotyp ebo’’UAS-SD3282”*/Y im Memotaxis-

Paradigma. A) Wahrend Mannchen des Stammes CS (n=20) die Landmarke mit Vorlauf haufiger anlaufen und
sich die Verteilungsfunktion hochst signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet, unterscheiden sich die Vertei-

lungsfunktion der Mutanten des Stammes ebo®”® (n=10) und der Tiere mit dem Genotyp ebo®”UAS-SD3282% /Y

nicht signifikant vom Zufallsniveau. B) Die zuriickgelegten Strecken der Tiere mit dem Genotyp ebo®”2UAS-

SD3282%/Y unterscheiden sich nicht signifikant von den zuriickgelegten Strecken des Stammes CS und signifi-
kant von den Strecken der ebo®*-Mutanten. Alle Statistiken befinden sich im Anhang unter 8.1.4. Konventio-
nen wie fiir Abb. 17.

Es ware zu erwarten gewesen, dass sich die zurlickgelegten Strecken auf dem Niveau der

678

ebo”’“-Mutanten befinden und damit langer als die wildtypischen Strecken ausfallen. Doch

statistische Analysen zeigen, dass die ebo®”2UAS-SD3282%/Y-Minnchen sich besser orientie-

. . 7
ren kdnnen, als die Mutanten des Stammes ebo®”%.

678 verhalten, wurde mit dem

Da die Tiere sich nicht wie Mutanten des Stammes ebo
Stamm eb0678UAS-SD328223/FM7a;UAS-3282M7/CyO weitergearbeitet. Dieser tragt zusatzlich
noch eine zweite P-Element Insertion, so dass die wildtypische cDNA von ebo” in Kombinati-
on mit einem GAL4 Aktivator in doppelter Menge exprimiert werden kann. Das zweite
Chromosom enthalt den Marker Curly of Oster (Cy0O), so dass Tiere, die nach der Kreuzung
den Marker und nicht die UAS-Sequenz tragen, anhand des Fliigel-Phanotyps leicht erkannt
werden kénnen.

Zundachst wurden histologische Praparate angefertigt, um zu tGberpriifen, ob die Mutation

beziglich des Ellipsoidkorpers vorhanden ist. Insgesamt zeigten die untersuchten Tiere, dass

der Ellipsoidkorper ventral gedffnet ist (vgl. Abb. 21).
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Abb. 21. Neuroanatomie von Minnchen des Stammes eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. A) und B)

zeigen den anterioren und posterioren Bereich eines wildtypischen Ellipsoidkérpers (CS). C) und D) zeigen

exemplarisch den anterioren und posterioren Bereich des Ellipsoidkdrpers des Stammes ebo®”PUAS-

SD32827°/Y;UAS-3282"7/Cy0 (Objekttriger 31). In den untersuchten Tieren ist der Ellipsoidkorper ventral ge-
offnet. Weitere histologische Praparate befinden sich im Anhang unter 8.2.

Da die histologischen Praparate der untersuchten Tiere zeigten, dass der Ellipsoidkdrper
ventral gedffnet ist, wurde fir die weiteren Verhaltensanalysen Weibchen des Stammes mit
wildtypischen Mannchen des Stammes CS gekreuzt. Entsprechende Mannchen aus der F1-
Generation wurden im Memotaxis-Paradigma untersucht. In Abb. 22 sind exemplarische
Laufspuren von Fliegen mit dem Genotyp ebo®”2UAS-SD3282%/Y;UAS-3282M7/II abgebildet.

Weibliche Fliegen des Stammes ebo®UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282™/CyO wurden mit
Mannchen des Stammes CS gekreuzt. Die Fliegen aus der F1-Generation mit dem Genotyp
ebo®”?UAS-SD3282%°/Y;UAS-3282""/I1 wurden hinsichtlich ihrer memotaktischen Orientie-
rung untersucht. Wahrend die wildtypischen Laufspuren zielgerichtet erscheinen, ist bei den
Laufspuren von Fliegen des mutanten Stammes ebo®”® sowie von Fliegen mit dem Genotyp
ebo®”2UAS-SD3282%3/Y;UAS-3282™7/11 zu erkennen, dass die Laufspuren haufiger die Rich-
tung andern, so dass sie zickzackférmig oder aber schleifenférmig erscheinen (vgl. Abb. 22 B
und C). Sowohl bei den Tieren des Stammes ebo®”® als auch bei Tieren mit dem Genotyp
eb0578UAS—SD328223/Y;UAS—3282M7/II gab es Fliegen, die extreme Laufspuren hinterlieRen,

wahrend das Verhaltensdefizit bei anderen Fliegen weniger stark ausgepragt war.
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A) CS B) ebo™ C) ebo™UAS-SD32827/Y;
UAS-3282"/ll

Abb. 22. Exemplarische Laufspuren von Fliegen mit dem Genotyp ebo®?UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/Il. In A)

sind funf Laufspuren des wildtypischen Stammes CS abgebildet, in B) flinf Laufspuren von Fliegen des Stammes
ebo®”®. In C) sind funf Laufspuren von Fliegen mit dem Genotyp ebo®”UAS-SD32827%/Y;UAS-3282"/I1. Der dick
gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fir drei Sekunden sichtbar war.

Die statistischen Analysen zeigen, dass die Tiere einen mutanten Verhaltensphanotyp so-
wohl beziiglich der Landmarkenauswahl als auch der zurlickgelegten Strecken besitzen
(vgl. Abb. 23 A und B). Die Landmarkenanlaufe der Tiere mit dem Genotyp ebo®”2UAS-
SD3282%%/Y;UAS-3282™/I1 unterscheiden sich nicht signifikant vom Zufallsniveau, der Medi-

678

an liegt bei 6,5. Damit liegt er auf der Hohe des Medians der ebo”*“-mutanten Tiere (vgl.

Abb. 23 A). Der wildtypische Median liegt bei 8. Betrachtet man die zurilickgelegten Strecken,
so unterscheiden sich die Strecken der Fliegen mit dem Genotyp ebo®”°UAS-SD3282°%/Y;UAS-

3282™7/11 nicht signifikant von den Strecken der ebo®’®

-Mutanten und hochst signifikant zu
den wildtypischen Strecken (vgl. Abb. 23 B). Der Median der zuriickgelegten Strecken liegt
bei m=26,3 cm, wohingegen der Median der Tiere des Stammes ebo®”® bei m=26,06 cm liegt.
Die Tiere mit dem Genotyp ebo®”2UAS-SD3282%/Y;UAS-3282™7/11 und die Tiere des Stammes

ebo678

unterscheiden sich hochst signifikant von den Tieren des Stammes CS, der Median
liegt bei m=22,43 cm. Da aus der statistischen Analyse hervorgeht, dass bei den Tieren mit
dem Genotyp ebo®2UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282™7/Il sowohl beziiglich des Landmarkenan-
laufs als auch den zuriickgelegten Strecken ein mutanter Phdnotyp vorliegt, werden in den

678

folgenden zwei Versuchsreihen Rettungsexperimente des ebo”’“-mutanten Phanotyps

durchgefiihrt.
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Abb. 23. Verhaltensanalyse der Mannchen mit dem Genotyp ebo®UAS-SD3282%/Y;UAS-3282""/Il im Me-
motaxis-Paradigma. A) Die Verteilungsfunktion von CS (n=20) unterscheidet sich hochst signifikant vom Zu-
fallsniveau, die Verteilungsfunktionen der ebo®”®-Mutanten (n=10) und der Tiere mit dem Genotyp ebo®”PUAS-
SD32827°/Y;UAS-3282"7/Il (n=10) unterscheiden sich hingegen nicht. B) Die zuriickgelegten Strecken von
eb0678UAS—SD328223/Y;UAS—3282M7/II unterscheiden sich nicht signifikant von den zuriickgelegten Strecken des
mutanten Stammes ebo®”’. Alle Statistiken befinden sich im Anhang unter 8.1.5. Konventionen wie fiir Abb. 17.

Zunichst werden Weibchen des Stammes ebo®°UAS-SD3282%°/FM7a;UAS-3282"7/cy0
mit Mannchen der Treiberlinie 189y-GAL4 verpaart. Die mannlichen Fliegen aus der F1-
Generation mit dem Genotyp eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/189y-GAL4 werden im
Memotaxis-Paradigma analysiert. Die statistische Analyse bezliglich der Landmarkenanlaufe
zeigt, dass sich die Anzahl der Anldufe nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet, der
Median liegt bei m=6,5. Auch die Kontrollgruppe ebo®”®UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"7/I1 zeigt,
dass die Tiere die Landmarke mit Vorlauf nicht praferieren. Der Median liegt bei m=6,5. Bei-

7 .
78 Dessen Median

de Datensatze entsprechen dem Datensatz des mutanten Stammes ebo
liegt bei m=5, der getestete Stichprobenumfang unterscheidet sich nicht signifikant vom
Zufallsniveau. Nur die 189y-GAL4 Kontrollgruppe lauft die Landmarke mit Vorlauf statistisch
betrachtet haufiger an, die Landmarkenanlaufe unterscheiden sich héchst signifikant vom
Zufallsniveau. Der Median liegt bei m=8,5 (vgl. Abb. 24 A).

Wird wildtypische cDNA von ebo’ in den R3-Neuronen in einen ebo®”®-mutanten Hinter-
grund exprimiert und die entsprechende Gruppe im Memotaxis-Paradigma untersucht, so
zeigt sich, dass sich die Strecken auf dem Niveau der ebo®”®-Mutanten befinden. Der Stich-

probenumfang mit dem Median m=23,62 cm unterscheidet sich nicht signifikant vom Stich-

probenumfang des Stammes ebo®”, dessen Median bei 26,06 cm liegt. Auch zu der Stich-

Seite

50



probe mit dem Genotyp ebo®”2UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"7/I1, deren Median bei m=26,3 cm
liegt, lasst sich kein signifikanter Unterschied nachweisen. Zu der Kontrollgruppe 189y-GAL4
gibt es einen hochst signifikanten Unterschied. Der Median der Kontrollgruppe liegt bei

m=21,24 cm (vgl. Abb. 24 B).
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Abb. 24. Memotaxis-Verhalten von Tieren mit Expression wildtypischer cDNA von ebo® in einem ebo®%-

mutanten Hintergrund in den R3- und R4-Neuronen. A) Die Verteilungsfunktion von ebo®”? unterscheidet sich
nicht signifikant vom Zufallsniveau, die Verteilungsfunktionen der eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/II Kon-
trolle und der Tiere mit dem Genotyp eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/189y-GAL4 unterscheiden sich hinge-
gen nicht. Die Kontrollgruppe 189y-GAL4 zeigt, dass sie die Landmarke mit Vorlauf haufiger auswahlen. Wird
dagegen die Treiberlinie ftz-(ng)-GAL4 verwendet, so gibt es keinen signifikanten Unterschied zum Zufallsni-
veau. Die Kontrollgruppe mit dem Genotyp ftz-(ng)-GAL4 unterscheidet sich hingegen hochst signifikant vom
Zufallsniveau. B) Die zurtlickgelegten Strecken von eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/189y-GAL4 unterschei-
den sich nicht signifikant von den zuriickgelegten Strecken des mutanten Stammes ebo®”® und der Kontroll-
gruppe ebo®”?UAS-SD32827%/Y;UAS-3282"/Il. Die Strecken der 189y-GAL4 Kontrolle fallen kiirzer aus als die
Strecken des Stammes ebom, der Tiere mit dem Genotyp eb0678UAS-SD328223/Y;UAS—3282M7/II und der Tiere
mit dem Genotyp eb057UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/189y-GAL4. Die zuriickgelegten Strecken von ebo®”2UAS-
SD328223/Y;UAS-3282M7/II;ftz—(ng)—GAL4/III unterscheiden sich nicht signifikant von den zuriickgelegten Stre-
cken des mutanten Stammes ebo®”? und der Kontrollgruppe eb0678UAS-SD328223/Y;UAS—3282M7/II. Nur die
Strecken der ftz-(ng)-GAL4/1ll Kontrolle fallen klrzer aus als die Strecken des Stammes ebom, der Tiere mit
dem Genotyp ebo®”UAS-SD32827%/Y;UAS-3282"/Il und der Tiere mit dem Genotyp ebo®’?UAS-
SD3282%/Y;UAS-3282"/ftz-(ng)-GAL4 (alle Gruppen n=10, auRer ftz-(ng)-GAL4 und 189y-GAL4 n=20). Alle
Statistiken befinden sich im Anhang unter 8.1.6. Konventionen wie fiir Abb. 17.

Die statistische Analyse lasst vermuten, dass das memotaktische Gedachtnis der Gruppe
mit dem Genotyp ebo®2UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"7/189y-GAL4 im Vergleich zur Kontroll-
gruppe 189y-GAL4 deutlich herabgesetzt ist. Die Strecken fallen langer aus, wenn die Kurz-
zeitintegration bezliglich der visuellen Stimuli eingeschrankt ist, da die Tiere haufiger zwi-
schen den konkurrierenden Signalen die Richtung wechseln. Die Lange der zurlickgelegten
Strecken korreliert hdufig mit der Anzahl der Richtungswechsel (Flethe, Diplomarbeit 2013).
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Ahnlich wie die Mutanten des Stammes ebo®”® entscheiden sich die Fliegen mit dem Geno-
typ ebo®”PUAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"7/189y-GAL4 zufillig fir eines der visuellen Objekte.

In einem weiteren Versuch wird die wildtypische cDNA von ebo’ in einem ebo®”’-
mutanten Hintergrund in den R4-Neuronen exprimiert und die Tiere im Memotaxis-
Paradigma untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass der Verhaltensphdnotyp nicht gerettet
werden kann. Auch in diesem Fall entspricht die Auswahl der Landmarke und die Lange der
zuriickgelegten Strecken eher dem mutanten Phanotyp des Stammes ebo®”® beziehungswei-
se der Kontrollgruppe ebo®”°UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/11 (vgl. Abb. 24 A und B).

Die Landmarkenanlaufe der Fliegen des mutanten Stammes ebo®”®, der Kontrollgruppe
ebo®”PUAS-SD3282%%/Y;UAS-3282M/Il sowie der Fliegen mit dem Genotyp ebo®”2UAS-
SD328223/Y;UAS—3282M7/II;ftz—(ng)—GAL4/III zeigen, dass sich die entsprechenden Mediane
mit m=5, m=6,5 und m=>5 nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden. Die Fliegen mit
dem heterozygoten Allel ftz-(ng)-GAL4 zeigen, dass sich die Anzahl der Landmarkenanlaufe
mit dem Median m=8 hdochst signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet (vgl. Abb. 24 A).
Auch die Strecken fallen bei der Kontrollgruppe ftz-(ng)-GAL4 mit dem Median m=20,84 cm
hochst signifikant kiirzer aus als die Strecken der Fliegen des mutanten Stammes ebo®”® mit
dem Median m=26,06 cm (vgl. Abb. 24 B). Auch die Strecken von Fliegen mit dem Genotyp
ebo®”2UAS-SD3282%/Y;UAS-3282"7/II:ftz-(ng)-GALA/IIl mit m=25,67 cm sind héchst signifi-
kant langer als die der Kontrollgruppe ftz-(ng)-GAL4, wahrend kein signifikanter Unterschied
dieser Fliegen zu der Kontrollgruppe ebo®”UAS-SD3282%/Y;UAS-3282"7/II mit m=26,3 cm
besteht. Die Ergebnisse zeigen, dass das Verhaltensdefizit nicht wiederhergestellt werden
kann, wenn die wildtypische cDNA von ebo’ in R3- oder R4-Neuronen in einem ebo®’-
mutanten Hintergrund exprimiert wird.

Anhand der Laufspuren ist ersichtlich, dass die Laufspuren der Fliegen des mutanten
Stammes ebo®”®, Fliegen der Kontrollgruppe ebo®®UAS-SD3282%/Y;UAS-3282™7/11 sowie
Fliegen mit dem Genotyp ebo®”®UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/Il:ftz-(ng)-GAL4/IIl weniger
zielgerichtet erscheinen als die der ftz-(ng)-GAL4 Kontrollgruppe. Nachfolgend sind je funf

Laufspuren pro getesteten Stichprobenumfang exemplarisch dargestellt.
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B) ftz-(ng)-GAL4 C) ebo’2XUAS-ebo" D) ftz-(gsg)-GAL4>
Kontrolle Kontrolle ebo""2XUAS-ebo’

Abb. 25. Exemplarische Laufspuren von Fliegen, die wildtypische cDNA von ebo” in einem ebo”®-mutanten
Hintergrund in R4m- und R4d-Neuronen exprimieren. A) zeigt fliinf Laufspuren von Fliegen des Stammes
ebo®”, B) zeigt fuinf Laufspuren der Fliegen die heterozygot bezliglich des Allels ftz-(ng)-GAL4 sind. In C) werden
die Laufspuren der Kontrollfliegen mit dem Genpotyp ebo®”*2XUAS-ebo* dargestellt, diese sind heterozygote
Trager des Allels UAS-ebo”. Diese Sequenz ist zweifach vorhanden. In D) sind Laufspuren von Fliegen darge-
stellt, die wildtypische cDNA von ebo” in einem ebo®”®-mutanten Hintergrund unter der Kontrolle der Treiberli-
nie ftz-(ng)-GAL4 exprimiert. Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnah-
men fiir drei Sekunden sichtbar war.

Die Laufspuren und die statistische Analyse zeigen, dass sich das wildtypische Verhalten
nicht wieder herstellen lasst, wenn die wildtypische cDNA von ebo” in einem ebo®”®-mutaten

Hintergrund in den R4-Neuronen exprimiert wird.

3.3 Expression von Tetanustoxin im Pilzkérper

Da die Pilzkorper fiir die Verarbeitung olfaktorischer Signale bekannt sind (Waddel und
Quinn, 2001), wurde TNT im Muster der Treiberlinie mb247-GAL4 exprimiert, in der Erwar-
tung, dass dies keinen Effekt auf die visuelle Kurzzeitintegration im Memotaxis-Paradigma
ausubt. Dies sollte als geeignete Kontrolle fiir die Expression von TNT im Ellipsoidkorper die-
nen. Mit Hilfe des GAL4/UAS-Systems wird gezielt die Freisetzung synaptischer Vesikel mit
Hilfe der Expression von TNT in den Neuronen des Pilzkorpers unterbrochen. Die Treiberlinie
mb247-GAL4 exprimiert stark in den Neuronen der o/B- und y-Loben des Pilzkdrpers, weni-
ger stark in den a’/B’-Neuronen (Krashes et al., 2007).

In Abb. 26 sind exemplarische Laufspuren dargestellt. An den wildtypischen Laufspuren
und an den Laufspuren der Kontrolltiere ist zu erkennen, dass die Fliegen die Landmarke, die
zu Beginn der Messung fiir drei Sekunden sichtbar war, zielgerichtet anlaufen (vgl. Abb. 26 A
und B). Wird die synaptische Signaltansduktion mittels TNT im Muster der Treiberlinie
mb247-GAL4 unterbrochen, so zeigen die Fliegen im Memotaxis-Paradigma héaufiger zick-

zackformige Laufspuren (vgl. Abb. 26 A). Sie weichen haufiger von ihrer urspriinglichen Lauf-
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richtung ab als die wildtypischen Tiere und die Kontrolltiere. Dies duf3ert sich an den hochst

signifikant langeren Wegstrecken.

A) CS B) UAS-TNT™™? C) mb247-GAL4>
Kontrolle UAS-TNT""?
N S N
= = —

Abb. 26. Exemplarische Laufspuren von Fliegen, die TNT unter der Kontrolle der Treiberlinie mb247-GAL4
exprimieren. A) Funf Laufspuren des wildtypischen Stammes CS, B) fiinf Laufspuren der Fliegen, die heterozy-
got beziglich des Allels UAS-TNT"™ sind und C) funf Laufspuren von Fliegen, die TNT unter der Kontrolle der
Treiberlinie mb247-GAL4 exprimieren. Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der
Aufnahmen fiir drei Sekunden sichtbar war.

Betrachtet man die Anzahl der Anlaufe zur langer sichtbaren Landmarke, so fallt auf, dass
Tiere mit dem Genotyp mb247-GAL4>UAS-TNT"V/2 die Landmarke mit dem zeitlichen Vor-

lauf von zwei Sekunden bevorzugt anlaufen (vgl. Abb. 27 A).
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Abb. 27. Memotaxis-Verhalten von Tieren mit Expression von TNT im Pilzkorper.Die Tiere mit dem Genotyp
mb247-GAL4>UAS-TNT'V'? unterscheiden sich hoch signifikant vom Zufallsniveau, genau wie die Kontrolle
UAS-TNT"™"? Der wildtypische Stamm CS unterscheidet sich hochst signifikant vom Zufallsniveau. B) Die zu-
rickgelegten Strecken der Tiere mit dem Genotyp mb247-GAL4>UAS-TNT™"? unterscheiden sich hochst signi-
fikant von den wildtypischen Strecken und der Strecken der Kontrolle (alle Tiere n=10). Statistische Analysen
befinden sich im Anhang unter 8.1.3. Konventionen wie fiir Abb. 17.
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Der Median der Landmarkenanlaufe liegt mit m=7 auf wildtypischen Niveau, wenn TNT im
Muster von mb247-GAL4 exprimiert wird. Dies entspricht einerseits der Erwartung, wenn
man davon ausgeht, dass nur der Ellipsoidkorper fiir die Verarbeitung visueller Informatio-
nen bendtigt wird. Betrachtet man jedoch die zuriickgelegten Strecken, so sieht man, dass
die Strecken hochst signifikant langer im Vergleich zu den wildtypischen Strecken und der
Strecken der heterozygoten Kontrollgruppe UAS-TNT"N2 sind (vgl. Abb. 27 B). Der Median
der zurtickgelegten Strecken liegt bei m=28,38 cm und zeigt, dass die memotaktische Orien-
tierung der Tiere mit dem Genotyp mb247-GAL4>UAS-TNT"V/? deutlich beeintrichtigt ist.
Der Median der Strecken von Fliegen des wildtypischen Stammes CS liegt bei 22,43 cm, der
Median der Strecken der Kontrollgruppe mit dem heterozygoten Allel UAS-TNT""V/ betragt
m=22,44 cm.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Funktionsweise des visuellen Kurzzeitintegrators einge-

schrankt ist, wenn TNT im Muster von mb247-GAL4 exprimiert wird.

3.4 Das Verhalten der klassischen Lernmutanten dnc!, Pka-C1H2 und

rut! im Memotaxis-Paradigma

Um mogliche biochemischen Komponenten zu identifizieren, fiel der erste Blick auf die
klassischen Lernmutanten des cAMP-Signalwegs, da der sekundare Botenstoff cAMP in der
Lage ist, zellexterne Ereignisse in zellinterne zu transformieren. Dies ermoglicht einer Zelle
adaquat auf ein Ereignis reagieren zu kénnen. Fir das Kurzzeit- und Langzeitgedachtnis ist
die Modulation des cAMP-Spiegels essentiell (Kandel, 2012) und einige Schliisselenzyme
konnten bei Drosophila ebenfalls identifiziert werden (vgl. Kap. 1.3). rut' und dnc’ sind be-
kannte Lernmutanten, sie zeigen Defizite in der klassischen olfaktorischen Konditionierung
bei Drosophila melanogaster (Tully und Quinn, 1985; Armstrong et al., 1998; Tang und Juu-
sola, 2010). Das aversive olfaktorische Lernen ist bei Mutanten des Stammes dnc herabge-
setzt (Nagarkar-Jaiswal et al., 2015), und sie zeigen auch ein reduziertes olfaktorisches Lang-
zeitgedachtnis (Kanellopoulos et al., 2012). Wie in Kap. 1.3 beschrieben, ist die Modulation
des cAMP-Spiegels durch die AC und die PDE auch fiir die Etablierung des visuellen Arbeits-
gedachtnisses essentiell (Kuntz et al., 2017). Ein hoher cAMP-Spiegel aktiviert die PKA (Kan-
del, 2012). Fliegen mit dem heterozygoten Allel Pka-C1™ zeigen zwar keinen Defekt nach der
aversiven, olfaktorischen Konditionierung (Tully und Quinn, 1985), jedoch zeigen genetische
Interaktionsstudien im Zusammenhang mit einer mutanten Form des Gens rugose, welches
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fir ein Ankerprotein der PKA codiert, und PKa-ClHZ, dass das olfaktorische Kurzzeitgedacht-
nis dieser Tiere beeintrachtigt ist (Zhao et al., 2013). Im Detour-Paradigma zeigen Fliegen mit
dem heterozygoten Allel Pka-C1" einen Verlust beziglich des visuellen Arbeitsgedachtnisses
(Kuntz et al., 2017). Daher ist davon auszugehen, dass PKA auch flr das memotaktische Ge-
dachtnis bendétigt wird.

Das Ziel einer weiteren Versuchsreihe war, das memotaktische Orientierungsverhalten
auf biochemischer Ebene naher zu charakterisieren. Dazu wurden die klassischen Lernmu-
tanten dnc’, Pka-C1"™ und rut’ im Memotaxis-Paradigma analysiert. Zunichst wurde der ge-
netische Hintergrund des Stammes dnc’ mit dem wildtypischen Hintergrund CS kombiniert.
Dies sollte einen vergleichbaren genetischen Hintergrund gewahrleisten wahrend die Muta-
tion erhalten bleibt. Dazu wurden homozygote dnc'-Weibchen mit wildtypischen CS-
Mannchen gekreuzt. dnc! ist eine x-chromosomale Mutation, daher sind die Minnchen aus
der F1-Generation hemizygot beziiglich der Mutation. Das Allel ist hypomorph und besitzt
50% Restaktivitit der PDE (Davis und Kiger, 1981). Die hemizygoten dnc’-Mannchen aus der
F1-Generation wurden im Memotaxis-Paradigma analysiert. Pka-C1" ist ein stark amorphes
Allel und heterozygote Tiere zeigen eine um 50% geringere PKA Aktivitat (Lane und Kalde-
ron, 1993). Die mRNA besitzt eine Punktmutation im 3. Exon. Diese liegt im Bereich, der die
katalytische Untereinheit codiert (Lane und Kalderon, 1993; Zhao et al., 2013). Sie ist ein
Tetramer und besteht aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten (Mel-
endez et al.,, 1995; Bettencourt da Cruz et al., 2008). Die regulatorischen Untereinheiten
kontrollieren die Aktivitat der katalytischen Untereinheiten, indem sie cAMP binden kénnen.
Ist ein bestimmter cAMP-Spiegel vorhanden, so dissoziiert das Tetramer in ein Dimer aus
zwei regulatorischen Untereinheiten und die katalytischen Untereinheiten werden als Mo-
nomere freigesetzt. Diese konnen nun ihre Substrate an Serin-/Threoningruppen phosphory-
lieren (Shemarova, 2009).

Wie aus Abb. 28 A zu entnehmen ist, erfolgt die Auswahl der beiden Landmarken bei den
hemizygoten dnc’-Mannchen zufillig, da der Median bei 5,5 liegt. Der Stichprobenumfang
unterscheidet sich damit nicht signifikant vom Zufallsniveau. Betrachtet man die Anzahl der
Anlaufe des wildtypischen Stammes CS, so ist eine eindeutige Praferenz der Tiere fir die
langer sichtbare Landmarke zu sehen, der Median liegt bei 8. Die zurlickgelegten Strecken
der hemizygoten dnc’-Mutanten unterscheiden sich mit dem Median m=22,07 cm nicht sig-

nifikant von den zuriickgelegten Strecken des wildtypischen Stammes CS mit m=22,43 cm.
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In einem nachsten Schritt wurden Fliegen mit dem heterozygoten Allel Pka-C1" im Me-
motaxis-Paradigma untersucht. Homozygote Tiere des Stammes Pka-C1"™ sind letal, so dass
der Stamm das Balancerchromosom mit dem Marker CyO tragt. Betroffene Tiere zeigen eine
nicht-wildtypische Fliigelform, so dass der Balancer leicht erkannt werden kann. Er sorgt
dafir, dass die Mutation erhalten bleibt, da wahrend der Tetrade kein Crossing-over statt-
finden kann. Um heterozygote Trager des Allels Pka-C1"™ ohne Balancer zu erhalten, wurden
jungfrauliche Weibchen mit wildtypischen CS-Mannchen verpaart. Aus der F1-Generation
wurden nur Tiere ausgewahlt, die eine wildtypische Fliigelform besalien. Betrachtet man die
Anzahl der Anldufe zu den Landmarken, so sieht man, dass sie sich nicht signifikant vom Zu-
fallsniveau unterscheiden. Jedoch ist auch zu erkennen, dass zwei Ausreifer vorhanden sind,
die die statistische Analyse beeinflussen. Tendenziell wird haufiger die Landmarke mit Vor-
lauf gewahlt, der Median liegt bei 8 (vgl. Abb. 28 A). Die zuriickgelegten Strecken unter-
scheiden sich nicht signifikant von den wildtypischen Strecken, der Median liegt bei 21,49 cm

(vgl. Abb. 28 B).
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Abb. 28. Memotaxis-Verhalten des mutanten Stammes dncl, des Stammes Pka-C1™ sowie die Kreuzung von
homozygoten dnc'-Weibchen mit heterozygoten Mdnnchen des Stammes Pka-C1"%. A) Wihrend die Daten
des wildtypischen Stammes CS (n=20) hoch signifikant vom Zufallsniveau abweichen, so weicht der getestete
Stichprobenumfang der Tiere des hemizygoten Stammes dnc’ (n= 10) nicht signifikant vom Zufallsniveau ab.
Die Anlaufe der Mannchen der heterozygoten Pka-C1™*-Mutanten (n=10) und die doppelt heterozygoten
Mannchen dncl/Y; Pka-ClHZ/II (n=10) unterscheiden sich hoch signifikant vom Zufallsniveau. B) Zwischen allen
getesteten Gruppen sind keine statistischen Unterschiede nachweisbar. Die statistische Auswertung wird unter
8.1.7 im Anhang dargestellt. Konventionen wie fiir Abb. 17.
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Um den cAMP-Signalweg stirker zu beeintrachtigen, wurden homozygote dnc’-Weibchen
mit heterozygoten Pka-C1"-Mannchen gekreuzt. Die doppelt heterozygoten Mannchen der
F1-Generation wurden auf ihr memotaktisches Verhalten hin untersucht. In Abb. 28 A ist zu
sehen, dass die zuerst sichtbare Landmarke ausgewahlt wurde, der Median liegt bei 8. Die
zurlickgelegten Strecken, deren Median bei 21,76 cm liegt, unterscheiden sich nicht signifi-
kant von den wildtypischen Strecken. In einem nachsten Versuch wurden homozygote dnc’-
Weibchen getestet.

Wie aus Abb. 29 A zu entnehmen ist, liegt der Median der Landmarkenanlaufe bei 8,5 und
daher auf wildtypischem Niveau. Die zurlickgelegten Strecken unterscheiden sich nicht signi-
fikant voneinander (vgl. Abb. 29 B). Der Median der zuriickgelegten Strecken von den ho-
mozygoten Weibchen des Stammes dnc? betragt 22,01 cm, wahrend der Median der wildty-

pischen Weibchen 22,57 cm betragt.
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Abb. 29. Memotaxis-Verhalten homozygoter dnc'(PDE4)-Weibchen und doppelt heterozygoter rut'/X;Pka-
C1H2/II-Weibchen. A) Wahrend sich die Daten wildtypischer Weibchen des Stammes CS hdchst signifikant vom
Zufallsniveau unterscheiden, so unterscheiden sich auch die Daten homozygoter dnc'-Weibchen hoch signifi-
kant vom Zufallsniveau. Doppelt heterozygote rutl/X; Pka-C1"* Weibchen hingegen unterscheiden sich nicht
signifikant vom Zufallsniveau. B) Die zuriickgelegten Strecken unterscheiden sich in allen Fallen nicht signifikant
voneinander. Alle Genotypen wurden mit n=10 getestet. Die statistische Auswertung wird unter 8.1.8 im An-
hang dargestellt. Konventionen wie fiir Abb. 17.

Fiir eine weitere Analyse des cAMP-Signalwegs wurden heterozygote Pka—ClHZ/CyO
Weibchen mit hemizygoten rut’-Miannchen gekreuzt, da Mutanten des Stammes rut alleine
keine gezielte Orientierung zur Landmarke zeigen (Neuser et al., 2008). Die AC besitzt eine
Bindungsstelle fiir aktiviertes Calmodulin und der G4-Untereinheit. Sie gilt deshalb als Koin-

zidenzdetektor (Kandel, 2012). Bisher sind 36 Allele von rut bekannt. rut’ ist ein loss-of-
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function Allel (Zhong und Wu, 2004). Die Punktmutation wurde durch Ethylmethansulfonat
ausgelost (Feany, 1990; Levin et al., 1992).

Die Kombination der beiden heterozygoten Allele soll gewahrleisten, dass die Funktion
des cAMP-Signalweges eine héhere Beeintrachtigung besitzt. Die weiblichen Trager der dop-
pelt heterozygoten Allele rut’ und Pka-C1™ besitzen eine eingeschrankte Funktion der AC
und der PKA. Daher sollte der resultierende modifizierte cAMP-Spiegel die Aktivitdat der PKA
einschranken. Da die PKA in diesen Tieren eine reduzierte Aktivitat besitzt, sollte der Defekt
im cAMP-Signalweg groRer als bei den zuvor analysierten heterozygoten Pka-C1"%-
Mannchen sein. Die doppelt heterozygoten Weibchen zeigen, dass die Auswahl der Land-
marken sich nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden, der Median betragt 6 (vgl.
Abb. 29 A). Beziiglich der Strecken unterscheidet sich der Median mit 21,92 cm nicht signifi-
kant vom wildtypischen Median mit 22,57 cm.

Da die doppelt heterozygoten Tiere mit dem Genotyp rut'/X; Pka-C1"%/1l zeigten, dass sie
nicht in der Lage waren, die Landmarke mit Vorlauf zu wahlen, stellte sich die Frage, ob der
Effekt aus der Beeintrachtigung der Funktion der AC ausgeldst wurde. Daher wurde in einer
nachsten Versuchsreihe die Funktion der AC mit Hilfe der RNA-Interferenz herunter regu-

liert.

3.4.1 Knockdown von rut in den vier Subtypen der Ringneuronen

Um die Rolle des Gens rut genauer zu betrachten, wurden RNAi-Experimente gegen rut
durchgefihrt. Fiir diese Knockdown Versuche wurden spezifische Treiberlinien gewahlt, die
die unterschiedlichen Subtypen der Ringneuronen R1-R4 adressieren. Die Fliegen mit den
gewlinschten Genotypen wurden, wie bereits in Kap. 3.1 beschrieben, erzeugt. In der nach-
folgenden Abbildung sind exemplarische Laufspuren von Fliegen dargestellt, in denen die
Translation der mRNA des Gens rut in den R2-Neuronen mit Hilfe der Treiberlinie VT49921-
GAL4 inhibiert wird, so dass keine funktionstiichtige AC exprimiert werden kann. Wahrend
Fliegen der heterozygoten Kontrollgruppen zeigen, dass sie die Landmarke mit zeitlichem
Vorlauf in den meisten Fallen zielgerichtet anlaufen konnen (vgl. Abb. 30 A und B), zeigen
Fliegen, in denen beide Allele ausgepragt sind, dass sie haufig die Laufrichtung wechseln und
zeitweise auf die zweite Landmarke zulaufen. Haufig lied sich dass in Form von zickzackfor-

migen Laufspuren beobachten (vgl. Abb. 30 C). Weiterhin zeigten manche Tiere, dass sie in

Seite

59



verschiedene Richtungen sprangen; dies ist an den unterbrochenen Laufspuren veranschau-

licht.

A) VT49921-GAL4 B) UAS-ruf™ C) VT49921—GAL4>
Kontrolle Kontrolle UAS-rut™

Abb. 30. Exemplarische Laufspuren von Fliegen mit der genetischen Konstellation VT49921-GAL4>UAS-
RNAi

rut” . In A) sind fiinf Laufspuren von Fliegen der Kontrollgruppe VT49921-GAL4 abgebildet. B) zeigt flinf Lauf-
spuren von Fliegen, die heterozygote Trager des Allels UAS-rut™ sind. In C) sind Laufspuren von Fliegen abge-
bildet, die sowohl Trager des heterozygoten Allels VT49921-GAL4 als auch des heterozygoten Allels UAS-rut™
sind. Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fiir drei Sekunden
sichtbar war.

Auch wenn die mRNA von rut in den anderen Ringneuronen-Subtypen des Ellipsoidkor-
pers degradiert wird, zeigte sich bei den betroffenen Tieren, dass die Laufspuren weniger
zielgerichtet erschienen als bei den Kontrollgruppen. Zwar gab es auch Fliegen, die zielge-
richtet auf die Landmarken zulaufen konnten, jedoch zeigten andere wiederum eine stark
beeintrachtigte Fahigkeit eine der Landmarken ohne Kursabweichung anzulaufen. Auch hier
ist dieses Phanomen nicht unbekannt, da die Degradierung der mRNA mittels kleiner RNAi-
Einheiten und der anschlieRende Abbau individuell erfolgen kann und die phanotypischen
Auspragungen unterschiedlich stark auftreten konnen (miindliche Mitteilung, B. Poeck). Die
im nachfolgenden dargestellten statistischen Analysen zeigen, dass die Strecken der Lauf-
spuren langer ausfallen als die der Kontrollgruppen.

Um die AC in den R1-Neuronen herunterzuregulieren, wurde der Treiber 198y-GAL4 ver-

RNAI

wendet. Fliegen mit dem Genotyp 198y-GAL4A>UAS-rut™ wurden im Memotaxis-Paradigma
getestet und statistisch analysiert (vgl. Abb. 31). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind alle
Mediane auf S. 63 in Tab. 3 dargestellt. Als geeignete Kontrollen wurde der Effektorstamm
UAS-rut™ mit wildtypischen Mannchen des Stammes CS gekreuzt, die heterozygoten Tiere

wurden parallel zu den Tieren mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-rut™A

getestet. Als weitere
Kontrolle wurden wildtypische Weibchen des Stammes CS mit Mannchen des Stammes

198y-GAL4 gekreuzt, die heterozygoten Tiere aus der F1-Generation wurden ebenfalls getes-
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tet. Mit den Treibern fiir die R2-, R3- und R4-Neuronen wurde genauso verfahren. Betrachtet
man in Abb. 31 A die Anzahl der Anldufe zu den Landmarken, so unterscheiden sich beide
Kontrollgruppen signifikant vom Zufallsniveau. Der Median der Landmarkenanldufe liegt bei
m=7,5 flr 198y-GAL4>UAS-rutRNAi und m=7,5 fir die GAL4- bzw. m=7 fir die UAS-Kontrolle
(vgl. Tab. 3). Die zurlickgelegten Strecken der Fliegen mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-
rut™ fallen signifikant und hochst signifikant langer aus als die zuriickgelegten Strecken der
beiden Kontrollgruppen. Der Median der Tiere mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-rut™™"
liegt bei m=24,44 cm.

Betrachtet man die Statistik der zuriickgelegten Strecken mit der Treiberlinie VT49921-
GAL4 (R2-Neuronen), so fallt der Median mit m=30,66 cm deutlich héher aus als die der bei-
den Kontrollen (vgl. Abb. 31). Die statistischen Unterschiede zu der GAL4-Kontrolle sind mit
m=21,61 cm und zu der UAS-Kontrolle m=22,77 cm hochst signifikant. Die Tiere mit dem
Genotyp VT49921-GAL4>UAS-rut™A unterscheiden sich mit m=4,5 nicht signifikant vom Zu-
fallsniveau. Beide Kontrollgruppen weichen mit m=7,5 und m=7 signifikant und hochst signi-
fikant vom Zufallsniveau ab. Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Funktion des
Kurzzeitintegrators unterbrochen ist, wenn rut in R2-Neuronen herunterreguliert wird.

Wird rut im Muster von 189y-GAL4 herunterreguliert, so fallen die zurlickgelegten Stre-
cken der experimentellen Tiere mit dem Genotyp 189y—GAL4>UAS—rul‘RNAi hochst signifikant
langer aus als die Strecken der GAl4- und UAS-Kontrolle (vgl. Abb. 31 B). Fiir Fliegen mit dem
Genotyp 189y—GAL4>UAS—rutRNAi liegt der Median bei 25,72 cm, der Median der 189y-GAL4
(vgl. Tab. 3). Die Anzahl der Landmarkenanldufe unterscheidet sich bei Tieren mit dem Ge-
notyp 189y—GAL4>UAS—rutRNAi signifikant vom Zufallsniveau, der Median liegt bei m=6,5.
Auch der Datensatz der UAS-Kontrolle unterscheidet sich mit m=7 signifikant vom Zufallsni-
veau. Der Datensatz der GAL4-Kontrolle unterscheidet sich mit m=8 hdchst signifikant vom

Zufallsniveau (vgl. Abb. 31 A und Tab. 3).
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Abb. 31. Knockdown der mRNA von rut in Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers. Die Anzahl der Landmarkenan-
ldufe der Kontrollgruppe UAS-rut™* unterscheidet sich signifikant vom Zufallsniveau. Auch die Anzahl der An-
laufe aller GAL4-Kontrollgruppen unterscheiden sich signifikant bis hochst signifikant vom Zufallsniveau. Der
Median der Landmarkenanldufe der Tiere mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS—rutRNAi, dem Genotyp 189y-
GAL4>UAS-rut™" und ftz—(ng)—GAL4>UAS—rutRNAi unterscheiden sich hoch bis hochst signifikant vom Zufallsni-
veau, die Gruppe mit dem Genotyp VT49921-GAL4A>UAS-rut™ hingegen unterscheidet sich nicht signifikant
vom Zufallsniveau. B) Die zurlickgelegten Strecken der Kontrollgruppe UAS-rut™ fallen héchst signifikant kir-
zer aus als die Strecken der Gruppen mit den Gentotypen 198y-GAL4>UAS-rutRNAi, VT49921-GALA>UAS-rut™*
189y-GAL4>UAS-rutRNAi und ftz-{ng)—GAL4>UAS-rutRNAi. Auch die Strecken der GAL4-Kontrollgruppen fallen hoch
bis hochst signifikant kiirzer aus als die Strecken der Gruppen, in denen die mRNA in R1-, R2-, R3- oder R4-
Neuronen degradiert wurde. Die Kontrollgruppe UAS-rut™ unterscheidet sich bezlglich der zuriickgelegten
Strecken nicht signifikant von den Strecken der 198y-GAL4 und der VT49921-GAL4 Kontrollgruppe. Die zuriick-
gelegten Strecken der 189y-GAL4 und der ftz-(ng)-GAL4 Kontrollgruppe fallen hochst signifikant kirzer aus als
die der UAS-rut™" Kontrollgruppe. (Alle Genotypen wurden mit n=20 getestet). Die Mediane sind in Tab. 3
dargestellt. Alle Statistiken befinden sich im Anhang unter 8.1.9. Konventionen wie fiir Abb. 17.

Im Anschluss wurde die mRNA des Gens rut im Muster von ftz-(ng)-GAL4 (R4-Neuronen)

degradiert. Der Median der zuriickgelegten Strecken betragt m=28,89 cm. Die Daten unter-
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scheiden sich damit héchst signifikant von den Daten der ftz-(ng)-GAL4 und der UAS-rut™

Kontrolle. Der Median der zurlickgelegten Strecke der ftz-(ng)-GAL4 Kontrolle liegt bei
20,84 cm, der Median der UAS-rut™* Kontrolle bei m=22,77 cm (vgl. Abb. 31 B und Tab. 3).
Betrachtet man die Anlaufe zur Landmarke, die zu Beginn der Messung fiir drei Sekunden
sichtbar war, so sieht man, dass der Median mit m=6 sich hoch signifikant vom Zufallsniveau
unterscheidet, wenn die AC mit Hilfe der ftz-(ng)-GAL4 Treiberlinie herunterreguliert wird.
Die Anlaufe von Fliegen der heterozygoten ftz-(ng)-GAL4 Kontrolle besitzen einen Median
von m=8, der Median der heterozygoten Kontrollgruppe UAS-rut™™ liegt bei m=7. Die getes-
teten Stichproben unterscheiden sich hoéchst signifikant und signifikant vom Zufallsniveau.

Zusammenfassend ist zu erkennen, dass alle Tiere, in denen die mRNA des Gens rut de-
gradiert wurde, deutlich langere Wegstrecken bis zum Erreichen der Landmarke zuriicklegen
als die Kontrollen. Wird die Anzahl der Anlaufe zu den Landmarken betrachtet, so féllt auf,
dass die Auswahl der Landmarken nur bei den Fliegen mit der genetischen Konstellation
VT49921-GAL4A>UAS-rut™* zufillig erfolgt. 198y-GALA>UAS-rut™, 189y-GAL4>UAS-rut™™*
und ftz-(ng)-GAL4>UAS-rut™ unterscheiden sich hoch bis héchst signifikant vom Zufallsni-
veau (vgl. Abb. 31 A).

Tab. 3. Tabellarische Darstellung der Mediane der Anldufe und der zuriickgelegten Strecken des Knockdowns
von rut. Die Degradierung der mRNA von rut erfolgte in Abhangigkeit der entsprechenden Treiberlinie in einem
der vier Subtypen von Ringneuronen. Fiir den Ringneuronen-Subtyp R1 wurde die Treiberlinie 198y-GAL4 ver-
wendet, fur die R2-Neuronen VT49921-GAL4, fiir R3-Neuronen 189y-GAL4 und fir die R4-Neuronen ftz-(ng)-
GAL4.

Genotyp A) Mediane Anzahl der Anldufe B) Mediane der zuriickgelegten Strecken
[em]

UAS-rut™ 7 22,77

198y-GAL4>

UAS-ry ™A 7,5 24,44

198y-GAL4 7,5 23,06

VT49921-GAL4>

UAS-ry ™A 4,5 30,66

VT49921-GAL4 7,5 21,61

189y-GAL4>

UAS-ru ™A 6,5 25,72

189y-GAL4 8,5 21,24

ftz-(ng)-GAL4>

i 2
UAS-rut™ 6 8,89
ftz-(ng)-GAL4 8 20,84

In der nachsten Versuchsreihe wurde Gberpriift, ob der cGMP-Signalweg, wie im Kap. 1.3

erlautert, auch flr die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma notwendig ist. Zu-
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nichst wurden die wildtypischen Stimme for® und for’, dann der mutante Stamm ign°®? und

anschlieend die heterozygoten dCREB-Mutanten im Memotaxis-Paradigma analysiert.

3.4.2 Die Beteiligung der Proteinkinase G an der Etablierung eines

Kurzzeitintegrators

In einem nachsten Schritt wurden die wildtypischen Staimme for” und for’ im Memotaxis-
Paradigma untersucht. Getestet wurden die homozygoten Allele forR und for’. Es wurde
Uberprift, ob die zeitliche Integration der Landmarke beeintrachtigt ist, und ob es Unter-
schiede im Verhalten der Fliegen zwischen den jeweiligen homozygoten Allelen gibt.

Anhand von Larven von Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, dass Larven mit
dem Allel forR bei der Futtersuche signifikant langere und gerade Strecken zurlicklegen als
Larven mit dem Allel for’. for*-Larven zeigen kurze, kreisférmige Spuren bei der Futtersuche
(Sokolowski et al., 1997; Sokolowski und Riedl, 1999; Scheiner et al., 2004). Fliegen mit dem
homozygoten Allel for’ kénnen kein visuelles Arbeitsgedichtnis ausbilden, wohingegen Tiere
mit dem homozygoten Allel for® ein wiltypisches Arbeitsgedachtnis besitzen. In den R3-
Neuronen wird die Aktivitat der PKG benétigt, um ein visuelles Arbeitsgedachtnis zu etablie-
ren (Kuntz et al., 2012; 2017). Zwei Gene, dg1 und dg2, codieren bei Drosophila melanogas-
ter fiir die cGMP-abhangige PKG (Kalderon und Rubin, 1989). Es gibt zwei natlirlich vorkom-
mende Allele des Gens dg2, welches auch als foraging (for) bezeichnet wird (Osborne et al.
1997). Das Gen for ist auf dem zweiten Chromosom an der Position 2L:3,620,074..3,658,953
positioniert (flybase). Das Allel for® ist gegeniiber dem Allel for’ dominant.

Die Tiere mit dem homozygoten Allel for® und dem Median m=24,35 cm zeigen, dass sie
hoch signifikant langere Strecken zurlicklegen als die wildtypischen Tiere CS (vgl. Abb. 32 B).
Bei den Anldufen zur Landmarke zeigt sich, dass sie sich nicht signifikant vom Zufallsniveau
unterscheiden. Der Median liegt bei m=7 Anldufen zu der zuerst gezeigten Landmarke (vgl.
Abb. 32 A). Der wildtypische Median liegt bei m=8. Die zurlickgelegten Strecken der ho-
mozygoten Fliegen des Stammes for’ mit m=23,76 cm unterscheiden sich nicht signifikant
von den Strecken des wildtypischen Stammes CS mit m=22,43 cm (vgl. Abb. 32 B). Der
Stamm for® zeigt auch, dass sich die Anzahl der Anldufe signifikant vom Zufallsniveau unter-

scheidet (vgl. Abb. 32 A).
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Abb. 32. Memotaxis-Verhalten der Fliegen mit den homozygoten Allelen for® und for’. A) Wihrend sich die
Daten des Wildtyps CS héchst signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden, so unterscheiden sich die homozy-
goten for"-Fliegen nicht vom Zufallsniveau. Die homozygoten for’-Fliegen unterscheiden sich signifikant vom
Zufallsniveau. B) Wahrend sich die Laufspuren des Wildtypen CS hoch signifikant von den Laufspuren der ho-
mozygoten for"-Fliegen unterscheiden, so gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen CS und den ho-
mozygoten Fliegen des Stammes for’. Beide mutanten Stimme unterscheiden sich nicht signifikant voneinan-
der. Alle Genotypen wurden mit n=15 getestet. Die statistische Auswertung ist im Kap. 8.1.10 im Anhang dar-
gestellt. Konventionen wie fiir Abb. 17.

In Abb. 33 sind die Laufspuren von Fliegen der Staimme for® und for’ exemplarisch darge-

stellt.

A) Cs

Abb. 33. Exemplarische Laufspuren der Stimme forR und for’. A) Fiinf Laufspuren des wildtypischen Stammes
CS. B) und C) zeigen je fiunf Laufspuren von Fliegen des Stammes for®. D) Fiinf wildtypische Laufspuren des
Stammes CS. E) und F) zeigen je fiinf Laufspuren von Fliegen des Stammes for’. Der dick gedruckte Balken sym-
bolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fiir drei Sekunden sichtbar war.
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Wahrend die Laufspuren des wildtypischen Stammes CS zeigen, dass die Fliegen zielge-
richtet die Landmarke anliefen, die zu Beginn der Messung fiir drei Sekunden sichtbar war,
waren bei den Stimmen for® und for’ zwei verschiedene Verhaltensweisen beobachtbar.
Zum einen zeigten beide wildtypischen Stamme ein véllig orientierungsloses Verhalten und
liefen die Landmarken nicht zielgerichtet (vgl. Abb. 33 B und E) und zum anderen gab es Flie-
gen, die sich ahnlich wie die wildtypischen Fliegen des Stammes CS verhielten und die Land-
marke zielgerichtet anlaufen konnten (vgl. Abb. 33 C und F). Dies dulRert sich an der relativ
breiten Streuung innerhalb der Datensdtze. Die Anzahl der Tiere mit wildtypischen Verhal-
tensweisen war beim Stamm for’ héher als beim Stamm forR, so dass es mehr Tiere gab, die

die langer sichtbare Landmarke anliefen.

3.4.3 Der Einfluss von ign5¢/1 und crebB5162 auf die visuelle Orientie-

rung

In den nachsten Versuchsreihen werden nachgeschaltete (downstream) Komponenten
des cGMP-Signalwegs im Memotaxis-Paradigma untersucht. Wie dem Kap. 1.3 zu entneh-
men ist, aktiviert die PKG die RSKII, die wiederum dCREB phosphoryliert um das Detour-
Gedachtnis zu etablieren (Kuntz et al., 2017). Deshalb wird die Funktionsweise des visuellen

58/1

Kurzzeitintegrators von Fliegen des Stammes ign®’~ und dominant-negativen Weibchen mit

5162

dem Genotyp CrebB™""“/X analysiert. Die Cantonisierung wurde, wie bereits im Kap. 2.1 be-

schieben, durchgefiihrt.

Wie aus Abb. 34 B zu entnehmen ist, zeigen die Mutanten des Stammes ign58/1

, dass die
Fliegen im Vergleich zum wildtypischen Stamm hochst signifikant langere Wegstrecken zu-
riicklegen. Der Median des getesteten Stichprobenumfangs liegt bei m=26,4 cm, der Median
des wildtypischen Stammes liegt bei m=22,43 cm. Der Median der Anzahl der Anldufe liegt
bei 5 und unterscheidet sich nicht signifikant vom Zufallsniveau (vgl. Abb. 34 A). Betrachtet
man die Anzahl der Anldufe des wildtypischen Stammes, so sieht man, dass sich die Daten
mit dem Median 8 hoch signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden. Dieses Ergebnis zeigt,

dass die memotaktische Orientierung bei den Mutanten des Stammes igns'g/l deutlich herab-

gesetzt ist und die Tiere aus diesem Grund eine langere Strecke zurlicklegen.
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Abb. 34. Memotaxis-Verhalten des Stammes ignss/l. A) Wahrend sich die Anzahl der Anldufe des wildtypi-

schen Stammes CS (n=20) hoch signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet, so unterscheiden sich die Anldufe
der hemizygoten Mannchen des Stammes ign58/1 (n=10) nicht signifikant vom Zufallsniveau. B) Die zuriickge-
legten Strecken unterscheiden sich hochst signifikant voneinander. Die statistische Auswertung ist unter 8.1.11
im Anhang dargestellt. Konventionen wie fur Abb. 17.

An den Laufspuren war zu beobachten, dass die Mutanten des Stammes ign°®* haufiger
die Richtung wechselten und die andere Landmarke anliefen. Die Laufspuren waren weniger

gerade in ihrem Verlauf, hier zeigte sich haufiger das ,Zickzack” Verhalten wie es auch bei

678 K5263

den mutanten Stammen ebo”* und ebo sichtbar war (Flethe, Diplomarbeit 2013).

A) CS
@

Abb. 35. Exemplarische Laufsuren von Fliegen des Stammes ign™”". A) Fiunf Laufspuren des wildtypischen
Stammes CS. In B) sind fiinf Laufspuren des Stammes ign58/1 dargestellt. Der dick gedruckte Balken symbolisiert
die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fiir drei Sekunden sichtbar war.

B ) ign58/1
\
%/
58/1

Da im vorherigen Versuch gezeigt werden konnte, dass die RSKIl benétigt wird, damit die
visuelle Information kurzzeitig in einem Gedachtnis hinterlegt wird, wird in einem weiteren
Schritt ein moégliches Substrat der RSKIl untersucht. Daher stellt dCREB auch fiir die Steue-
rung des memotaktischen Verhaltens einen interessanten Kandidaten dar.

CREB induziert die Spatphase der Langzeitpotenzierung bzw. die Konsolidierung des Lang-

zeitgedachtnisses durch Aktivierung der Gentranskription, um zusatzliche synaptische Ver-
Seite

67



bindungen zu etablieren oder die Anzahl von bestimmten Membrankanalen zu modifizieren.
Dies wurde ausfiihrlich am Modellorganismus Aplysia untersucht (Kandel, 2012). Damit er-
moglicht CREB eine langanhaltende, strukturelle Modifikation und reguliert die Aktivitat von
Neuronen (Davis et al., 1996; Chen et al., 2012). Auch bei hoheren Saugetieren ist der Tran-
skriptionsfaktor CREB ebenfalls in die Etablierung eines Langzeitgedachtnisses involviert. So
zeigten Mause, deren Expression der alpha- und delta-Isoformen von CREB unterbrochen
wurde, dass sie kein Angstgedachtnis ausbilden konnten. Im Morris-Water-Maze zeigten die
Tiere Defizite bezlglich ihres Langzeitgedachtnisses, wahrend das Kurzzeitgedachtnis nach
30 und 60 Minuten jedoch nicht beeintrachtigt war (Bourtchuladze et al., 1994). Auch bei
Drosophila melanogaster konnte nachgewiesen werden, dass der Transkriptionsfaktor
dCREB (Drosophila CREB) fiir die Etablierung eines Langzeitgedachtnisses bendtigt wird und
die Steuerung der Gentranskription Gbernimmt (Yin et al., 1995). Darliber hinaus zeigen he-

terozygote Trager des Allels CrebB**%

eine Einschrankung bezlglich des visuellen Arbeitsge-
dachtnisses im Detour-Paradigma (Kuntz et al., 2017). Da sich der Knockdown von dCREB mit
Hilfe von RNAI in den R3-Neuronen nicht negativ auf das visuelle Arbeitsgedachtnis auswirkt
(Kuntz et al., 2017) und hemizygote CrebB*'®* letal sind, wurden heterozygote Weibchen, die
den Balancer FM6 besitzen, mit Mannchen des wildtypischen Stammes CS gekreuzt. Die

5162/X aus der F1-Generation wurden

Weibchen mit dem dominant-negativen Genotyp CrebB
im Memotaxis-Paradigma untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Median der wildtypischen Weibchen beziiglich der Anzahl
der Anliufe bei 8 liegt, der Median der dominant-negativen heterozygoten CrebB*'%?/X bei
7,5. Dies entspricht dem wildtypischen Niveau (vgl. Abb. 36 A). Die zurlickgelegten Strecken
mit den Medianen m=22,75 cm und m=22,05 cm unterscheiden sich nicht signifikant vonei-
nander (vgl. Abb. 36 B). Somit liegt kein Beleg vor, dass dCREB ebenfalls ein downstream-
Target der RSKII ist und die Regulierung von Kompetenzfaktoren, wie es beim Detour-

Geddachtnis der Fall ist, Gbernimmt. Die Reduzierung des Genprodukts hat anscheinend, an-

ders als im Detour-Paradigma, keinen Effekt auf das memotaktische Verhalten.
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Abb. 36. Memotaxis-Verhalten der dominant-negativ heterozygoten Tiere CrebB*'%/X. A) Die Anldufe der-

Weibchen des Wildtyps CS (n=10) und die der heterozygoten Weibchen des Stammes CrebB**%/X (n=10) un-

terscheiden sich hoch signifikant vom Zufallsniveau. B) Die zurlckgelegten Strecken unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander. Die statistische Auswertung ist unter 8.1.11 im Anhang einsehbar. Konventionen wie
fir Abb. 17.

/1

Da die Mutanten des Stammes ign58 zeigen, dass die Funktionsweise des Kurzzeitin-

tegrators sich hochst signifikant von der Funktionsweise wildtypischer Fliegen unterscheidet
(vgl. Abb. 34), wird in einem nachsten Schritt die Funktion der wildtypischen RSKII auf einen

der vier Subtypen der Ringneuronen beschrankt. Fiir die im Folgenden durchgefiihrten Ret-

58/1

tungsversuche wurde eine Rekombinante des mutanten Allels ign und des Transgens

UAS-ignZ'l verwendet (Rintelen et al., 2001; Kuntz et al., 2017).

n58/1

Da Fliegen des Stammes UAS—ignz'lig im Verlauf der Zeit ihren Verhaltensphanotyp

verlieren kdnnen, wurde der Stamm vor der Versuchsdurchfiihrung 10mal cantonisiert. Das

58/1

Chromosom mit dem Allel ign”~ soll dabei erhalten bleiben (vgl. Kap. 2.1; miindliche Mittei-

lung, Kuntz). Im Anschluss der Cantonisierung wird die wildtypische cDNA von ignz'l in einem

. 1
n58/

ig -mutanten Hintergrund in einem der vier Subtypen der Ringneuronen exprimiert. Um

zu Uberprifen, ob die F1-Generationen der Kreuzungen des Stammes UAS—ignz'lign58/1 mit
den jeweiligen Treiberlinien ihren entsprechenden Verhaltensphanotyp besitzen, wurden die
Fliegen zundchst im Detour-Paradigma bezlglich ihres visuellen Arbeitsgedachtnisses unter-
sucht (vgl. Abb. 37).

Wie zu erwarten, konnte das visuelle Arbeitsgedachtnis auf das wildtypische Niveau an-
gehoben werden, wenn in einem ign58/1-mutanten Hintergrund die wildtypische cDNA von

ign®! in R3-Neuronen exprimiert wird. Wihrend der Median der wildtypischen Fliegen bei
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m=80% liegt, und sich hochst signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet, liegt der Median

von Fliegen, in denen die wildtypische cDNA von ign2'1 in R3-Neuronen exprimiert wird, bei

m=75%.
=X 1001
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Abb. 37. Expression wildtypischer cDNA von ign“ in den R3-Neuronen in einem ignss/l-mutanten Hinter-
grund rettet das visuelle Arbeitsgedachtnis. A) Die Expression der cDNA von ign2'1 in den R1-Neuronen (198y-
GAL4), R2-Neuronen (EB1-GAL4) und den R4-Neuronen (ftz-(ng)-GAL4) bewirkt hingegen keine Verbesserung
des mutanten Phanotyps. Wird die wildtypische cDNA in den R3-Neuronen exprimiert, so befindet sich die
Leistung des Arbeitsgedachtnisses auf wildtypischen Niveau (alle Gruppen n=10). Die statistische Auswertung
ist unter 8.1.12 im Anhang dargestellt. Konventionen wie fiir Abb. 17.

Auch diese Gruppe unterscheidet sich hochst signifikant vom Zufallsniveau. Der statisti-
sche Vergleich der beiden Stichprobenumfinge zeigt, dass die Unterschiede nicht signifikant
sind. Betrachtet man den statistischen Vergleich zwischen der Gruppe von Fliegen, die das

1

wildtypische Gen ignz' in R3-Neuronen mit Hife der 189y-GAL4 Sequenz exprimieren mit

den Fliegen der Kontrollgruppe, die die 189y-GAL4 Sequenz nicht besitzen, so sieht man hin-

/1 Und die

gegen einen hoch signifikanten Unterschied. Die Fliegen, die die Mutation ign
UAS—ignz'l Sequenz besitzen, unterscheiden sich nicht signifikant vom Zufallsniveau, der Me-
dian liegt bei m=50%. Daraus lasst sich schlielen, dass diese Tiere kein visuelles Arbeitsge-
dachtnis besitzen. Die Expression in R1-Neuronen (198y-GAL4), R2-Neuronen (EB1-GAL4)
und R4-Neuronen (ftz-(ng)-GAL4) verursacht hingegen keine Verbesserung des visuellen Ar-

beitsgedachtnisses im Rahmen des Detour-Paradigmas. Die Mediane aller drei Kontrollgrup-

pen liegt bei m=60% und unterscheiden sich nicht signifikannt vom Zufallsniveau.
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Um zu uberpriifen, ob die Expression der wildtypischen cDNA von ign®” in einem der vier

58/1

Subtypen der Ringneuronen in einem ign ' -mutanten Hintergrund auch das wildtypische

Verhalten im Rahmen des Memotaxis-Paradigmas wiederherstellen kann, wurden die Grup-
pen auf die Funktionsweise des visuellen Kurzzeitintegrators hin untersucht. In der folgen-

den Abbildung sind Laufspuren von Fliegen dargestellt, die die cDNA von ign®? in einem

: n58/1

ig -mutanten Hintergrund in R1-Neuronen exprimieren. Die Laufspuren zeigen, dass die

Fliegen haufig die Landmarken zielgerichtet anlaufen kdnnen. Sie wahlen dabei haufiger die

Landmarke aus, die zu Beginn der Messung flr drei Sekunden sichtbar war (vgl. Abb. 38 D).

A) ign®™” B) 198y-GAL4 C) ign""UAS-ign*" D) 198y-GAL4>
Kontrolle Kontrolle ign®"UAS-ign®’

EEVE)E

Abb. 38. Exemplarische Laufspuren von Fliegen, die die wildtypische cDNA von ign’? in einem ign
mutanten Hintergrund in R1-Neuronen exprimieren. In A) sind finf Laufspuren von Fliegen des Stammes
ign58/1 veranschaulicht. In B) sieht man funf Laufspuren von Fliegen, die heterozygot beziiglich des 198y-GAL4
Allels waren, wahrend in C) funf Laufspuren von Fliegen zu sehen sind, die sowohl die Mutation ign58/1 besaRen,
als auch heterozygot in Bezug der UAS-ignz'1 Sequenz waren. D) zeigt flinf Laufspuren von Fliegen, die in einem
ign58/1-mutanten Hintergrund die wildtypische cDNA ignz'l im Muster der 198y-GAL4 Treiberlinie exprimieren.
Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fir drei Sekunden sicht-
bar war.

=

58/1

Die Laufspuren von Fliegen des Stammes ign58/1 hingegen zeigen, dass die Laufspuren
weniger zielgerichtet erscheinen und die Fliegen haufiger die Richtung wechselten. Dies ist
auch an den zickzack-férmigen Laufspuren zu erkennen (vgl. Abb. 38 A). Dadurch erscheinen
die Strecken der Laufspuren langer als bei Fliegen der Kontrollgruppe, die heterozygot be-
ziglich des Allels 198y-GAL4 waren (vgl. Abb. 38 B) und der Gruppe, die die mRNA des Gens
ign®! in R1-Neuronen mit Hilfe des 198y-GAL4 Kontruktes translatieren konnten, wihrend in
den anderen Bereichen keine funktionelle RSKII zur Verfligung stand (vgl. Abb. 38 D). Be-
trachtet man die Laufspuren von Fliegen, die die Mutation ign58/1 und die UAS-ign®* Sequenz
ohne GAL4-Treiber besaRen, so fallen die Laufspuren auch langer aus, da die Fliegen weniger
zielgerichtet auf die Landmarken zulaufen (vgl. Abb. 38 C). Erwdhnenswert ist in diesem Zu-
sammenhang, dass es auch in dieser Gruppe Fliegen mit Laufspuren gab, die wildtypisch er-

schienen, zugleich aber auch Fliegen, die weniger zielgerichtet die Landmarken anliefen.
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Wird die wildtypische cDNA von ignz‘l in R2-, R3- oder R4-Neuronen exprimiert, wahrend der
Hintergrund die Mutation ign58/1 besitzt, so kann auch in diesen Fliegen ein zielgerichtetes
Verhalten beobachtet werden, welches statistisch ermittelt werden kann. Im Folgenden wird
die statistische Analyse der Memotaxis-Versuche dargestellt.

Wird die cDNA von ign®” in den R1-Neuronen (198y-GAL4) exprimiert, so sind die Tiere
wieder in der Lage, die Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf von zwei Sekunden auszuwah-
len. Die Landmarkenanldaufe unterscheiden sich hochst signifikant vom Zufallsniveau (vgl.
Abb. 39 A). Der Median der Landmarkenanlaufe liegt bei 7 (vgl. Tab. 4., 74). Dies entspricht
dem Niveau der 198y-GAL4 Kontrolle. Die Fliegen mit diesem Genotyp unterscheiden sich
mit dem Median von 7,5 signifikant vom Zufallsniveau. Die Strecken der Fliegen mit dem
Genotyp 198y—GAL4>UAS—ignz'lignsg/l unterscheiden sich mit dem Median m=22,75 cm nicht
signifikant von dem Median m=23,06 cm der 198y-GAL4 Kontrolle. Der Median der Fliegen
mit dem Genotyp UAS—ignz'lign58/1 liegt bei 25,9 cm und ist hochst signifikant verschieden
von den Strecken der Tiere mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-igntign®*/*.

Wird die cDNA von ignz'l in den R2-Neuronen (EB1-GAL4) exprimiert, so ergibt sich, dass
der Median der Anldufe zur ldanger sichtbaren Landmarke sich mit m=8 hochst signifikant
vom Zufallsniveau unterscheidet (vgl. Abb. 39 A). Der Median der EB1-GAL4 Kontrolle liegt
bei 8. Auch hier bewegen sich die Tiere auf dem wildtypischen Niveau, wenn die wildtypi-

sche cDNA von ign“ in einem ign58/1

-mutanten Hintergrund exprimiert wird. Betrachtet man
die zurlickgelegten Strecken, so fallen die Strecken der Fliegen mit der genetischen Konstel-
lation EB1-GAL4>UAS-ign2'1ign58/l mit dem Median m=21,15 cm hdéchst signifikant kirzer aus

n"¥? mit dem Median 25,9 cm

im Vergleich zu den Strecken der Kontrollgruppe UAS—ignz'lig
(vgl. Abb. 39 B). Die Strecken der EB1-GAL4 Kontrollgruppe mit dem Median m=20,13 cm
unterscheiden sich nicht signifikant von den Strecken der Fliegen mit dem Genotyp EB1-
GAL4>UAS-ign2'1ign58/1. Die Strecken der UAS-ignz'lign58/1 Fliegen ist hochst signifikant lan-
ger als die Strecken der Fliegen der EB1-GAL4 Kontrollgruppe.

Wird die cDNA von ignz‘l in einem ign58/1—mutanten Hintergrund in den R3-
Neuronen exprimiert, so unterscheidet sich die Anzahl der Anldufe zur langer sichtbaren
Landmarke hochst signifikant vom Zufallsniveau (vgl. Abb. 39 A). Der Median liegt bei 7. Dies
entspricht auch den Anlaufen der 189y-GAL4 Kontrollgruppe, der Median liegt hier bei 8,5.
Die Strecken der Fliegen mit dem Genotyp 189y—GAL4>UAS—ignz'lign58/1 besitzen den Median

m=22,56 cm.
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Abb. 39. Memotaxis-Verhalten nach Expression der wildtypischen cDNA von ign’” in einem ign”® /!_mutanten
Hintergrund. A) Die Landmarkenanldufe der Kontrollgruppe UAS-ignZ'lignsg/l (n=10) unterscheidet sich nicht
signifikant vom Zufallsniveau. Die Landmarkenanldufe der Tiere des Genotyps 198y-GAL4>UAS—ignZ'1ign58/1
(n=20) befinden sich auf dem Niveau der entsprechenden Kontrolle 198y-GAL4 (n=20) und unterscheiden sich
hochst signifikant vom Zufallsniveau. Die Landmarkenanlaufe unterscheiden sich bei Fliegen mit dem Genotyp
EB1-GAL4>UAS-ign2'1ign58/1 (n=20) hochst signifikant vom Zufallsniveau. Dies trifft auch auf die Anlaufe der
Kontrollgruppe EB1-GAL4 (n=20) zu. Wird die wildtypische cDNA ign”” in Fliegen mit der genetischen Konstella-
tion 189y-GAL4>UAS-ign2'1ign58/l (n=10) in R3-Neuronen exprimiert, so unterscheiden sich die Landmarkenan-
laufe hochst signifikant vom Zufallsniveau, die Tiere der 189y-GAL4 Kontrollgruppe (n=20) unterscheiden sich
signifikant vom Zufallsniveau. Die Landmarkenanliufe der Gruppe ftz-(ng)-GAL4>UAS-ign”"ign s8/1 (n=10) unter-
scheiden sich nicht signifikant vom Zufallsniveau, die Kontrollgruppe ftz-(ng)-GAL4 (n=20) hingegen unterschei-
den sich hochst signifikant von diesem. B) Die zuriickgelegten Strecken aller Genotypen fallen hochst signifikant
kirzer aus als die Strecken der Kontrollgruppe UAS-ignZ'lignEB/l. Wird die wildtypische cDNA von ign” in R1-
Neuronen exprimiert, so unterscheidet sich die zurlickgelegte Strecke der getesteten Stichprobe nicht signifi-
kant von den Strecken der 198y-GAL4 Kontrollgruppe. Auch wenn die wildtypische cDNA in R2-Neuronen ex-
primiert wird, unterscheidet sich die getestete Gruppe nicht signifikant von der EB1-GAL4 Kontrollgruppe. Die
Strecken der 189y-GAL4 und ftz-(ng)-GAL4 Kontrollgruppe sind jedoch signifikant kiirzer als die Strecken der
Gruppen mit den Genotypen 189y-GAL4>UAS—ignZ'lignsg/l und ftz—(ng)-GAL4>UAS—ign2'1ign58/1. Die Mediane
werden in Tab. 4 auf S. 74 dargestellt. Die statistische Auswertung ist unter 8.1.13 im Anhang einsehbar. Kon-

ventionen wie flr Abb. 17.

Der Unterschied zu den Strecken der UAS—ignz'lignsg/l Kontrollgruppe ist nicht signifikant,

der Median liegt bei m=25,9 cm. Die Strecken der 189y-GAL4 Kontrollgruppe mit dem Medi-
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an m=21,24 cm fallt jedoch hochst signifikant kiirzer aus als die Strecken der Fliegen, in de-

nen die wildtypische cDNA von ignz'l in R3-Neuronen exprimiert wird (vgl. Abb. 39 B).

58/1) 5o gibt es be-

Erfolgt die Expression in den R4-Neuronen (ftz-(ng)-GAL4>UAS-ign’ign
ziglich der Anldaufe zur Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf von zwei Sekunden keinen
signifikanten Unterschied zum Zufallsniveau. Der Median des getesteten Stichprobenum-
fangs liegt bei m=6,5 (vgl. Abb. 39 A). Die zuriickgelegten Strecken der Tiere mit dem Geno-
typ ftz-(ng)-GAL4>UAS-ign*ign®®* fallen héchst signifikant kiirzer aus als die Strecken der

81

Kontrollgruppe UAS-ignZ'lig , die Mediane liegen bei m=22,87 cm und m=25,9 cm. Der

statistische Vergleich der Strecken von den Tieren, in denen die wildtypische cDNA von ignz'l
unter dem Einfuss des ftz-(ng)-GAL4 Treibers exprimiert wird, zu den Strecken der Tiere die
ausschlieBlich das ftz-(ng)-GAL4 Konstrukt besitzen, ergibt, dass die Strecken der ftz-(ng)-
GAL4 Kontrollgruppe hdchst signifikant kirzer ausfallen.

Tab. 4. Tabellarische Darstellung der Mediane der Anldufe und der zuriickgelegten Strecken nach Expression
von ign“ in einem ignss/l-mutanten Hintergrund. Die Expression der wildtypischen cDNA von ignz'l in einem
ign58/1—mutanten Hintergrund erfolgte in Abhangigkeit der entsprechenden Treiberlinie in einem der vier Sub-
typen von Ringneuronen. Fir den Ringneuronen-Subtyp R1 wurde die Treiberlinie 198y-GAL4 verwendet, fir

die Expression in R2-Neuronen EB1-GAL4, in R3-Neuronen 189y-GAL4 und fiir die Expression in R4-Neuronen
ftz-(ng)-GALA4.

Genotyp A) Mediane Anzahl der Anldufe | B) Mediane der zuriickgelegten Strecken
[cm]

UAS-ign®Zign®®"* 5 25,9

198y-GAL4>

UASYignz'lign”/ ! 7 22,75

198y-GAL4 7,5 23,06

EB1-GAL4>

UAS-ign®Zign®®"* 8 21,15

EB1-GAL4 8 20,13

189y-GAL4>

UASYignz'lign”/ ! 7 22,56

189y-GAL4 8,5 21,24

tz-(ng)-GAL4>
4 As(_iz)nz.l a1 6,5 22,87
ftz-(ng)-GAL4 8 20,84

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass sich die Landmarkenanlaufe auf die anfang-
lich langer gezeigte Landmarke hochst signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden, wenn die
cDNA in den R1-, R2- oder R3-Neuronen exprimiert wird. Anders verhalt es sich, wenn die
cDNA in R4-Neuronen exprimiert wird. Die Anldufe unterscheiden sich nicht signifikant vom
Zufallsniveau. Betrachtet man jedoch den statistischen Vergleich zu der ftz-(ng)-GAL4 Kon-

trolle, so unterscheiden sich die Gruppen nicht signifikant voneinander. Dies entspricht auch
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¥ und der

den Ergebnissen der statistischen Analysen zwischen 198y-GAL4>UAS-ign2'1ig
198y-GAL4 Kontrolle, EB1—GAL4>UAS-ign2'1ign58/1 und der EB1-GAL4 Kontrolle, sowie 189y-
GAL4>UAS-ign’tign®®* und der 189y-GAL4 Kontrolle (vgl. Abb. 39). Daher kann davon aus-
gegangen werden, dass tendenziell auch das Verhalten der Gruppe mit dem Genotyp ftz-
(ng)-GAL4>UAS-ignZ‘lign58/ ! gerettet werden kann.

Wird die wildtypische cDNA von ignz'l in einem der vier Subtypen der Ringneuronen ex-
primiert, so fallen die Strecken in allen vier Fallen deutlich klrzer aus als die Strecken der
Kontrolle UAS-ign®Zign®®?. Dies lisst sich auch an den entsprechenden Medianen in Tab. 4
erkennen. Auch hier zeigt sich eine deutlich bessere Leistung bezlglich der zeitlichen In-

tegration der Landmarke, wenn in einem ign58/1-mutanten Hintergrund die wildtypische

cDNA von ignz'l in einem der vier Subtypen der Ringneuronen exprimiert wird.

3.5 Die Beteiligung der Nitritoxid-Synthase an der visuellen

Orientierung im Memotaxis-Paradigma

Wie im Kapitel 1.3 erwdhnt, spielt NOS fir die Etablierung eines visuellen Arbeitsgedacht-
nisses eine entscheidende Rolle. Daher soll in der vorliegenden Studie liberprift werden, ob
NOS auch die Funktion des Kurzzeitintegrators regulieren kann.

In dem folgenden Versuch wird der Knockdown von NOS mit Hilfe von RNAI in den R3-
Neuronen durchgefihrt. Flr das visuelle Arbeitsgedachtnis wird NOS in den R3-Neuronen
bendtigt (Kuntz et al., 2017). Da unspezifische Bindungen der RNAi-Molekiile an anderen
mRNA-Molekiile (,Off-Target Effekt”) ausgeschlossen werden kénnen (Kuntz, Dissertation
2015), wurde auf die Analyse eines weiteren RNAi-Stammes von NOS verzichtet. Um zu zei-
gen, dass der mutante Phanotyp vorhanden ist, werden die entsprechenden Tiere zunachst
im Detour-Paradigma auf ihr visuelles Arbeitsgedachtnis hin untersucht. Wie aus Abb. 40
hervorgeht, zeigen die Tiere im Detour-Paradigma den vollstandigen Verlust des Arbeitsge-
dachtnisses. Der Median mit m=55% unterscheidet sich nicht signifikant vom Zufallsniveau,
wenn die mRNA von NOS in den R3-Neuronen degradiert wird. Der Median des wildtypi-

schen Stammes CS liegt bei m=70%, der Unterschied zum Zufallsniveau ist héchst signifikant.
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Abb. 40. Verhalten im Detour-Paradigma. Knockdown von NOS in R3-Neuronen. Wird die mRNA von NOS in
den R3-Neuronen abgebaut, zeigen die Tiere den vollstandigen Verlust ihres visuellen Arbeitsgedachtnisses.
Alle Genotypen n=10. Statistische Analysen befinden sich unter 8.1.14. Konventionen wie fir Abb. 17.

In einem weiteren Versuch wurde Uberpriift, ob die Knockdown-Tiere auch eine einge-

schrankte Funktion beziiglich des Kurzzeitintegrators besitzen.
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Abb. 41. Verhalten im Memotaxis-Paradigma. Knockdown von NOS in R3-Neuronen. A) Wird die mRNA von
NOS in den R3-Neuronen degradiert, so sind die Fliegen (n=12) trotzdem in der Lage, die Landmarke mit Vor-
lauf zielgerichtet anzulaufen. Dies trifft auch fiir den wildtypischen Stamm CS (n=10) sowie die beiden Kontroll-
gruppen 189y-GAL4 (n=12) bzw. UAS-Nos™™ (n=10) zu. B) Der Median der zuriickgelegten Strecken befindet
sich auf der H6he des wildtypischen Niveaus, wenn die Translation der NOS mRNA in den R3-Neuronen verhin-
dert wird, genau wie das Niveau der beiden Kontrollgruppen. Statistische Analysen befinden sich im Anhang
unter 8.1.15. Konventionen wie fir Abb. 17.
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Es zeigte sich, dass die Fliegen die Landmarke mit Vorlauf zielgerichtet anlaufen, genau
wie die Fliegen des wildtypischen Stamm CS und die beiden Kontrollen (vgl. Abb. 41 A). Die
getestete Stichprobe besitzt einen Median von m=7, wenn die Expression von NOS in den
R3-Neuronen verhindert wird und unterscheidet sich signifikant vom Zufallsniveau. Der Me-
dian des wildtypischen Stammes liegt bei m=9, wahrend der Median der 189y-GAL4 Kon-

trollgruppe und der UAS-Nos®™A

Kontrollgruppe bei m=8 und m=9,5 liegt. Die Stichproben
des wildtypischen Stammes CS und der Kontrollgruppen unterscheiden sich damit signifikant
bzw. hoch signifikant vom Zufallsniveau.

Betrachtet man die Strecken der Fliegen, in denen die Expression von NOS in den R3-
Neuronen verhindert wird, liegt der Median mit m=21,84 cm etwa auf dem gleichen Niveau
wie der Median des wildtypischen Stammes CS mit m=21,96 cm und die der beiden Kontrol-
len mit m=22,34 cm und m=21,34 cm. Die Streuung innerhalb der Daten des Genotyps ist

RNAi

jedoch etwas hoher, so dass die Stichprobe sich hoch signifikant von der UAS-Nos Kon-

trollgruppe unterscheidet. Die Kontrolle UAS-Nos™"*

unterscheidet sich jedoch nicht von der
189y-GAL4 Kontrolle und dem Wildtyp CS. Da sich die Tiere, deren mRNA von NOS in den R3-
Neuronen degradiert wird, ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle 189y-GAL4 und dem
Wildtyp CS unterscheiden, ist davon auszugehen, dass die Herunterregulierung NOS keine
Beeintrachtigung bezlglich der visuellen Orientierung im Memotaxis-Paradigma verursacht.

Um dies in einem weiteren Versuch zu verifizieren, wurde eine zusatzliche, konstitutiv ak-
tive Form von NOS in das Genom von Drosophila melanogaster induziert. Das P-Element mit
der Sequenz UAS-Nos-Mac ist zusatzlich zur normalen Expression von NOS, in Kombination
mit einem GAL4-Treiber, in einem ausgewahlten Gewebe konstitutiv aktiv. Das integrierte P-
Element besitzt eine cDNA fir konstitutiv aktive NOS aus Makrophagen. Im durchgefiihrten
Versuch wurde diese cDNA in Kombination mit der Treiberlinie 189y-GAL4 in den R3-
Neuronen zusatzlich zur wildtypischen Expression von NOS aktiviert, so dass in diesen Neu-
ronen das Gen von NOS (ibermaBig exprimiert wurde.

Betrachtet man die Anzahl der Anlaufe, so sieht man, dass der Median bei 8 liegt, wenn
NOS in den R3-Neuronen (iberexprimiert wird (vgl. Abb. 42 A). Der wildtypische Median von
Fliegen des Stammes CS liegt bei m=9. Beide Datensatze unterscheiden sich damit hoch sig-
nifikant vom Zufallsniveau. Der Median von Fliegen der 189y-GAL4 Kontrolle liegt bei 8, der
Unterschied zum Zufallsniveau ist signifikant. Betrachtet man die Strecken, so ist zu erken-
nen, dass der Median bei m=21,83 cm liegt, wenn das Gen von NOS in den R3-Neuronen

Uberexprimiert wird (vgl. Abb. 42 B). Zum wildtypischen Datensatz, dessen Median

Seite

77



m=22,1 cm betragt, gibt es keinen signifikanten Unterschied. Dies gilt auch fiir den statisti-
schen Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen, deren Mediane bei m=22,34 cm und 21,51
cm liegen. Die anderen Ringsysteme wurden nicht getestet, weil NOS nur in R3-Neuronen

detektiert werden konnte (Kuntz et al., 2017).
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Abb. 42. Memotaxis-Verhalten nach Uberexpression von NOS in R3-Neuronen. A) Wird NOS durch UAS-Nos-
Mac in den R3-Neuronen in Kombination mit 189y-GAL4 zusatzlich aktiviert (n=11), so unterscheiden sich die
Anlaufe hoch signifikant vom Zufallsniveau. Dies trifft auch auf den wildtypischen Stamm CS (A: n=13; B: n=10)
sowie der UAS-Nos-Mac Kontrollgruppe (n=10) zu. Die Kontrollgruppen 189y-GAL4 (n=12) unterscheiden sich
signifikant vom Zufallsniveau. B) Der Median der zuriickgelegten Strecken befindet sich auf der Héhe des wild-
typischen Niveaus, sowie auf dem Niveau der beiden Kontrollgruppen, wenn NOS zusatzlich in den R3-
Neuronen konstitutiv exprimiert wird. Statistische Analysen befinden sich im Anhang unter 8.1.16. Konventio-
nen wie fiir Abb. 17.

Der Knockdown und die Uberexpression von NOS in den R3-Neuronen zeigen, dass die
Tiere in ihrem zielgerichteten Verhalten nicht beeintrachtigt sind. Die Tiere laufen die langer
sichtbare Landmarke gezielt an und legen, im Vergleich zum Wildtyp CS und den Kontroll-

gruppen, kurze Strecken zurlick.
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3.6 Analyse der Rolle der NMDA-Rezeptoren im Memotaxis-
Verhalten

Ein Mechanismus, um die neuronale Aktivitat fiir einige hundert Millisekunden aufrecht
zu erhalten, bietet die Eigenschaft der NMDA-Rezeptoren (Dzubay und Jahr, 1997). Span-
nungsabhingig erhoht sich die Leitfihigkeit der Rezeptoren fir Ca® in die postsynaptische
Zelle und kann damit die neuronale Aktivitat verstarken. Daher wurde in einer weiteren Ver-
suchsreihe die Eigenschaft von NMDA-Rezeptoren im Zusammenhang mit dem memotakti-
schen Verhalten naher analysiert. NMDA-Rezeptoren bilden eine tetramere Struktur und
setzen sich aus zwei dNR1- und zwei dNR2-Untereinheiten zusammen. Fur die Funktion des
Rezeptors werden beide Untereinheiten bendtigt (Xia et al., 2005).

In der folgenden Versuchsreihe wird die mRNA der dNR1-Untereinheit in den verschiede-
nen Ringneuronen degradiert. Entsprechende Fliegen werden im Detour- und Memotaxis-

RNAT mit der

Paradigma analysiert. Die P-Element-Insertion des Effektorstammes UAS-dNR1
Bloomington Stock-Nr. 25941 befindet sich an der Position 3L auf dem dritten Chromosom
(Flybase). Jungfrauliche Weibchen des Stammes 25941 wurden mit Mannchen des Stammes
VT25526-GAL4 verpaart. Diese Wiener Linie exprimiert vor allem im Bereich der R4m-
Neuronen des Ellipsoidkdrpers. Neben den R4m-Neuronen sind schwache Farbungen im cor-
ticalen Bereich sichtbar. Auch der facherformige Korper, die Noduli und die Pilzkérper zeigen
geringe Anteile des GFP Proteins (Flybrain). Antikérperfarbungen nach Wu et al., 2007, zei-
gen, dass dNR1 im gesamten Ellipsoidkorper lokalisiert werden kann, dariber hinaus auch im
Pilzkorper. Bezliglich der dNR2-Untereinheit ldsst sich das gleiche Muster feststellen. In Ab-
hangigkeit des verwendeten Antikorpers lasst sich aber auch die dNR2-Untereinheit beson-
ders stark in den R4m-Neuronen nachweisen (Wu et al., 2007). Da die Antikdrperfarbungen
beziiglich der dNR2-Unereinheit besonders stark in RAm-Neuronen nachweisbar sind und
dort auch die dNR1-Untereinheit lokalisiert werden konnte, wurden Fliegen des Effek-
torstammes zunachst mit Fliegen der Treiberlinie R4m gekreuzt. AuRerdem wurde auf die
Verwendung der Treiberlinie ftz-(ng)-GAL4 verzichtet, da sich zeigte, dass die Nachkommen
von Kreuzungen mit diesen Treiber letal sein konnen. Dies war bei den Kreuzungen mit dem
Stamm UAS-TNT"™2 der Fall. Die Kreuzungen wurden nach dem bereits beschriebenen
Schema angesetzt.

In Abb. 43 sind exemplarische Laufspuren von Fliegen abgebildet, bei denen das funktio-

nelle Gen dNR1 nicht exprimiert werden konnte, sowie Laufspuren des wildtypischen Stam-
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mes CS und der heterozygoten Kontrollgruppe VT25526-GAL4 und UAS-dNRI™. Die wildty-
pischen Laufspuren (vgl. Abb. 43 A) und die Laufspuren beider Kontrollgruppen (vgl. Abb. 43
A und B) zeigen, dass sich die Fliegen zielgerichtet der Landmarke nahern, die zu Beginn der
Messung fur drei Sekunden sichtbar war. Auch wenn diese verschwand und die zweite
Landmarke erschien, konnten die Fliegen meistens den Kurs beibehalten. Bei den Fliegen,
bei denen das funktionelle dNR1-Protein in den R4m-Neuronen nicht zur Verfligung stand,
kann man an den Laufspuren erkennen, dass diese Tiere Schwierigkeiten hatten, den Kurs
beizubehalten. Dies duBerte sich im haufigen Wechseln der Laufrichtung, so dass insgesamt
langere Wegstrecken zurtickgelegt wurden (vgl. Abb. 43 D).

A) CS B) VT25526-GAL4 C) UAS-dNR 1™ D) VT25526-GA|__4>
Kontrolle Kontrolle UAS-dNR 1™

Abb. 43. Exemplarische Laufspuren von Fliegen, in denen die Translation der dNR1-Untereinheit in R4m-
Neuronen inhibiert wird (Stamm 25941). In A) sind funf Laufspuren des wildtypischen Stammes CS dargestellt,
wahrend in B) und C) die Laufspuren heterozygoter Fliegen der VT25526-GAL4 (R4m-Neuronen) Kontrollgruppe
und der heterozygoten Kontrollgruppe UAS-dNR1™A abgebildet sind. In D) sind funf Laufspuren von Fliegen zu
sehen, in denen die mRNA der dNR1-Untereinheit im Muster der VT25526-GAL4 Treiberlinie degradiert wird.
Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fiir drei Sekunden sicht-
bar war.

RNAI
' Stammes. Da

In einer weiteren Versuchsreihe erfolgte die Validierung des UAS-dNR1
bei dem Knockdown unspezifische Bindungen der RNAi Molekiile zu anderen mRNA Moleki-
len auftreten und das Verhalten beeinflussen kénnen (sogenannter ,Off-Target Effekt”),

wurde ein weiterer UAS-gNR1RNA

Stamm (Bloomington Stock-Nr. 41666) fiir die Validierung
der Ergebnisse verwendet. Wenn der zweite Stamm eine andere Sequenz aus dem Gen
dNR1 fir das Inverted Repeat benutzt und die Ergebnisse nicht im Widerspruch zueinander
stehen, ist davon auszugehen, dass es keine unspezifischen Bindungen gibt (miindliche Mit-
teilung, Poeck).

Die P-Element-Insertion des Stammes mit der Stock-Nr. 41666 befindet sich auch hier an
der Position 3L des dritten Chromosoms (Flybase). Jungfrauliche Weibchen des Stammes

41666 wurden mit Mannchen des Stammes VT25526-GAL4 verpaart. Die Kontrollgruppen

wurden nach dem gleichen Schema etabliert. Die heterozygoten Mannchen aus der F1-
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Generation wurden im Memotaxis-Paradigma analysiert. In Abb. 44 sind exemplarische Lauf-
spuren des wildtypischen Stammes CS sowie exemplarische Laufspuren beider Kontrollgrup-
pen zu sehen. Auch hier zeigt sich, dass die Fliegen aller drei Gruppen die Landmarke, die zu
Beginn der Messung fiir drei Sekunden sichtbar war, zielgerichtet anlaufen und nur hin und

wieder die zweite Landmarke als Ziel auswahlen (vgl. Abb. 44 A, B und C).

A) CS B) VT25526-GAL4 C) UAS-dNR1™™ D) VT25526-GAL4>
Kontrolle Kontrolle UAS-dNR 1™

Abb. 44. Exemplarische Laufspuren von Fliegen, in denen die Translation der dNR1-Untereinheit inhibiert
wird (Stamm 41666). In A) sind funf Laufspuren des wildtypischen Stammes CS dargestellt, wahrend in B) und
C) die Laufspuren heterozygoter Fliegen der VT25526-GAL4 (R4m-Neuronen) Kontrollgruppe und der heterozy-
goten Kontrollgruppe UAS-dNR1™ abgebildet sind. In D) sind funf Laufspuren von Fliegen zu sehen, in denen
die dNR1-Untereinheit im Muster der VT25526-GAL4 Treiberlinie herunterreguliert wird. Der dick gedruckte
Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Aufnahmen fiir drei Sekunden sichtbar war.

Betrachtet man jedoch die Laufspuren von Fliegen, in denen dNR1 herunterreguliert war,
so sieht man kein zielgerichtetes Verhalten. Die Laufspuren zeigen, dass die Fliegen haufiger
die Richtung wechselten und zweitweise in andere Richtungen liefen (vgl. Abb. 44 D).

Die statistische Analyse zeigt, dass der Knockdown der dNR1-Untereinheit mit dem
Stamm 25941 in den R4m-Neuronen dazu fihrt, dass die Tiere die Landmarke mit Vorlauf
nicht zielgerichtet anlaufen (vgl. Abb. 45 A). Der Median der Landmarkenanldufe liegt bei 4
und unterscheidet sich damit nicht signifikant vom Zufallsniveau. Anders verhilt es sich bei
den Kontrollgruppen VT25526-GAL4 und UAS-dNR1I™A. Die Mediane liegen bei 8 und 9 und
damit auf dem wildtypischen Niveau. Betrachtet man die zurlickgelegten Strecken, so liegt
der Median der zuriickgelegten Strecken bei 29,09 cm, wenn die dNR1-Untereinheit in den
R4m-Neuronen herunterreguliert wird. Die zurlickgelegten Strecken der getesteten Stich-
probe fallt damit hochst signifikant langer aus als die der beiden Kontrollen, deren Mediane
bei m=20,78 cm und 21,57 cm liegen. Die zuriickgelegten Strecken des wildtypischen Stam-
mes CS fallen mit dem Median von m=22,1 cm hdochst signifikant kiirzer aus als die Strecken

der Fliegen ohne dNR1-Untereinheit in den R4m-Neuronen.
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Abb. 45. Memotaxis-Verhalten nach dem Knockdown der mRNA der dNR1-Untereinheit in den R4m-
Neuronen des Ellipsoidkérpers mit den Effektorstimmen 25941 und 41666. A) Knockdown mit dem Effek-
torstamm 25941. Tiere mit dem Genotyp VT25526>UAS-dNR1™ zeigen, im Gegensatz zu CS und den beiden
Kontrollgruppen, keine Praferenz fiir die Landmarke mit Vorlauf. Die zuriickgelegten Strecken der Tiere mit
dem Genotyp VT25526-GAL4>UAS-dNRI™ fallen héchst signifikant langer aus als die Strecken des wildtypi-
schen Stammes CS und den Strecken der beiden Kontrollen. B) Knockdown mit dem Effektorstamm 41666. Die
Anzahl der Anlaufe der Gruppe mit dem Genotyp VT25526>UAS-dNR1™™ (n=11) unterscheiden sich nicht signi-
fikant vom Zufallsniveau. Die zuriickgelegten Strecken dieser Tiere fallen auch in diesem Fall hoch bis héchst
signifikant langer aus als die Strecken der Kontrollen und die Strecken des wildtypischen Stammes CS. (Alle
weiteren Genotypen wurden mit n=10 getestet, auBer CS mit n=13 fiir die Landmarkenanldufe). Die statistische
Auswertung befindet sich im Anhang unter 8.1.17. Konventionen wie fir Abb. 17.

In Abb. 45 B sind die Ergebnisse des Knockdowns mit dem Stamm 41666 dargestellt. Auch
in diesem Fall préferieren die Fliegen mit dem Genotyp VT25526-GAL4>UAS-dNRI™™ nicht
die Landmarke, die zu Beginn fir drei Sekunden sichtbar ist. Der Median liegt bei 4 und un-
terscheidet sich damit nicht signifikant vom Zufallsniveau. Die Kontrollgruppen und der wild-

typische Stamm CS wahlen haufiger die Landmarke, die beim Betreten der Laufplattform fir
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drei Sekunden sichtbar gewesen ist. Die Landmarkenanlaufe unterscheiden sich signifikant
bis hochst signifikant vom Zufallsniveau. Die statistische Analyse der zurlickgelegten Stre-
cken zeigt, dass sich die Strecken der Fliegen mit dem Genotyp VT25526-GAL4>UAS-dNR1™A
hochst signifikant von den Strecken der Kontrollgruppen und den wildtypischen Strecken
unterscheiden (vgl. Abb. 45 B). Fiir den folgenden Versuch wird die Expression der dNR1-
Untereinheit mit Hilfe von RNAi in den weiteren Subtypen der Ringneuronen inhibiert. Fir
diese Knockdown Versuche wird der RNAi-Effektor Stamm 25941 verwendet. Alle Mediane
befinden sich in Tab. 5 auf S. 86.

Um die R1-Ringneuronen des Ellipsoidkérpers zu adressieren, wurden Mannchen der
Treiberlinie 198y-GAL4 mit jungfraulichen Weibchen des Stammes UAS-dNRI™ gekreuzt.
Die Kontrollgruppen wurden nach dem bereits in diesem Kapitel beschriebenen Schema er-
stellt und ebenfalls im Memotaxis-Paradigma analysiert. Die nachfolgende Abbildung zeigt je
flinf exemplarische Laufspuren von wildtypischen Mannchen des Stammes CS, den hetero-
zygoten Mannchen der Kontrollgruppen und den Mannchen mit dem Genotyp 198y-

GAL4>UAS-dNRI™ (vgl. Abb. 46).

A) CS B) 198y-GAL4 C) UAS-dNRT™ D) 198y-GAL4>
Kontrolle Kontrolle UAS-dNR 1™

N

/

RNAi

Abb. 46. Exemplarische Laufspuren von Fliegen mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-dNR17". A) Finf Laufspu-
ren des wildtypischen Stammes. B) und C) zeigen je fiinf Laufspuren von Fliegen der heterozygoten Kontroll-
gruppe 198y-GAL4 und UAS-dNRI™. In D) sind finf Laufspuren von Fliegen mit dem Genotyp 198y-
GAL4>UAS-dNR1™ dargestellt. Der dick gedruckte Balken symbolisiert die Landmarke, die zu Beginn der Auf-
nahmen fir drei Sekunden sichtbar war.

Die wildtypischen Laufspuren zeigen, dass die Fliegen die Landmarke, die zu Beginn der
Messung drei Sekunden sichtbar war, zielgerichtet anlaufen. Nur ab und zu kam es vor, dass
die Fliegen die Richtung wechselten und die zweite Landmarke anlaufen. Entschieden sie
sich fur eine Laufrichtung, so behielten sie diese auch bei (vgl. Abb. 46 A). Das gleiche war
bei den Fliegen der beiden Kontrollgruppen zu beobachten (vgl. Abb. 46 B und C). Wird die
Genexpression des Gens dNR1 im Muster der Treiberlinie 198y-GAL4 mit Hilfe kleiner RNAi-
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Einheiten unterbrochen, so zeigen die entsprechenden Fliegen kein zielgerichtetes Verhal-
ten. Diese Fliegen wechselten haufiger die Richtung und liefen zeitweise abwechselnd die
beiden Landmarken an, je nachdem welche sichtbar war.

Einige Laufspuren verliefen kreisformig, so dass insgesamt die Laufstrecken deutlich lan-
ger ausfielen als bei den wildtypischen Fliegen und den Fliegen der Kontrollgruppen (vgl.
Abb. 46 D). Wahrend einige Tiere vollig orientierungslos erschienen, gab es auch jedoch auch
Tiere, die zielgerichtet Landmarken anlaufen konnten. Aufgrund der zwei verschiedenen
Verhaltensweisen kommt es zu einer breiten Streuung innerhalb des Datensatzes. Die Streu-
ung innerhalb der Daten von RNAi-Linien ist nicht untypisch und hangt individuell von der
Inhibition der Translation der nachgeschalteten UAS-Sequenz ab (miindliche Mitteilung, B.
Poeck).

Wird die Translation der dNR1-Untereinheit der NMDA-Rezeptoren im Muster von 198y-
GAL4 inhibiert, so zeigt die statistische Analyse des Verhaltens der Tiere mit dem Genotyp
198y-GAL4>UAS-dNR1RNAi, dass die Anzahl der Anlaufe zu der Landmarke mit Vorlauf sich
nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet (vgl. Abb. 47 A). Der Median der Landmar-
kenanlaufe liegt bei m=5,5. Beide Kontrollgruppen mit den heterozygoten Allelen UAS-
dNRI™™A und 198y-GAL4 unterscheiden sich signifikant bis hoch signifikant vom Zufallsni-
veau und besitzen einen Median von m=9 (vgl. Abb. 47 A). Dies entspricht dem wildtypi-
schen Niveau, die Landmarkenanldaufe mit dem Median von m=8,5 unterscheiden sich hoch
signifikant vom Zufallsniveau. Die zurlickgelegten Strecken des wildtypischen Stammes un-
terscheiden sich nicht signifikant von den Strecken der Fliegen mit dem Genotyp UAS-
dNR1*NA (vgl. Abb. 47 B). Vergleicht man die zurilickgelegten Strecken der Tiere mit dem Ge-
notyp 198y-GAL4>UAS-dNRI®™ und dem Median m=27,62 cm mit den Kontrollgruppen
UAS-dNR1™™A und 198y-GAL4, deren Mediane m=21,57 cm und m=21,84 cm sind, so unter-
scheiden sich diese hochst signifikant von beiden Kontrollgruppen.

Um die Translation der mRNA der dNR1-Untereinheit in den R2-Neuronen zu blockieren,
wurde der Treiber VT49921-GAL4 verwendet. Die statistische Analyse ergibt, dass Fliegen
mit dem Genotyp VT49921-GAL4>UAS-dNR1™ die Landmarke mit Vorlauf nicht praferieren,
der Median m=5,5 unterscheidet sich nicht signifikant vom Zufallsniveau (vgl. Abb. 47 A).
Dies steht im Gegensatz zu den beiden Kontrollgruppen UAS-dNRI®™A (m=9) und VT49921-
GAL4 (m=6) und den Tieren des wildtypischen Stammes CS (m=8,5). Alle drei getesteten
Gruppen unterscheiden sich signifikant bis hoch signifikant vom Zufallsniveau. Die zuriickge-

legten Strecken der Tiere mit dem Genotyp VT49921-GAL4>UAS-dNRI™™A mit dem Median
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m=36,95 cm fallen hochst signifikant langer aus als die zuriickgelegten Strecken der Kontroll-
gruppen UAS-dNRI®™A mit dem Median m=21,57 cm und VT49921-GAL4 mit dem Median
m=22,69 cm (vgl. Abb. 47 B).
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Abb. 47. Verhalten im Memotaxis-Paradigma nach dem Knockdown der mRNA der dNR1-Untereinheit. A)
Wahrend sich die Anzahlen der Anldufe des wildtypischen Stammes CS (n=20) und der Kontrollgruppen mit den
Genotypen UAS-dNRI™" (n=10), 198y-GAL4 (n=10), VT49921-GAL4 (n=10), 189y-GAL4 (n=12) und VT043679-
GAL4 (n=10) signifikant bis hoch signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden, unterscheiden sich die Anzahlen
der Anliufe der Gruppen mit den Genotypen 198y-GAL4>UAS-dNR1™™ (n=10), VT49921-GAL4>UAS-dNR1™A
(n=10), 189y-GAL4A>UAS-dNRI™ (n=13) und VT043679>UAS-dNRI"™™ (n=10) nicht signifikant vom Zufallsni-
veau. B) Die Lange der zuriickgelegten Strecken des wildtypischen Stammes CS und die der Kontrollgruppe mit
dem Genotyp UAS-dNR1™* unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Die zurlickgelegten Strecken der
Kontrollgruppe UAS-dNR1™A hingegen fallen hochst signifikant kiirzer aus als die zurtickgelegten Strecken der
Tiere, in denen die mRNA der dNR1-Untereinheit im Muster von 198y-GAL4, VT49921-GAL4, 189y-GAL4 (n=11)
oder VT043679-GAL4 degradiert wurde. Betrachtet man die zurlickgelegten Strecken der Tiere mit dem Geno-
typ UAS-dNR1™ so ist ersichtlich, dass die Strecken sich nicht signifikant von den Strecken der Kontrollgrup-
pen 198y-GAL4, VT49921-GAL4 und 189y-GAL4 (n=12) unterscheiden. Die zuriickgelegten Strecken der
VT043679-GAL4 Kontrollgruppe fallen signifikant langer aus als die der UAS-dNR1™A Kontrollgruppe. Die Medi-
ane sind tabellarisch auf S. 86 dargestellt. Die statistische Auswertung ist unter 8.1.18 einsehbar. Konventionen
wie fir Abb. 17.
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Wird die mRNA der Untereinheit dNR1 der NMDA-Rezeptoren in den R3-Neuronen im
Muster der Treiberlinie 189y-GAL4 degradiert, so unterscheidet sich die Anzahl der Anlaufe
zur Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf von zwei Sekunden nicht signifikant vom Zufallsni-
veau (vgl. Abb. 47 A). Die Landmarkenanlaufe der Tiere mit dem heterozygoten Allel 189y-
GAL4 unterscheiden sich hingegen signifikant vom Zufallsniveau. Die zurlickgelegten Stre-

cken der Tiere mit der genetischen Konstellation 189y—GAL4>UAS—dNR1RNAi

sind signifikant
und hoch signifikant langer als die Strecken der Kontrollen mit den heterozygoten Allelen
UAS-dNR1™A und 189y-GAL4 (vgl. Abb. 47 B).

Da bereits gezeigt werden konnte, dass der Knockdown der dNR1-Untereinheit in den
R4m-Neuronen zu Beeintrachtigungen des Kurzzeitspeichers fuhrt (vgl. Abb. 45 A), wurde in
einem weiteren Versuch die dNR1-Untereinheit in den R4d-Neuronen herunterreguliert.
Tiere mit dem Genotyp VT043679-GAL4>UAS-dNRI™A zeigen, dass die Auswahl der Land-
marken zufallig erfolgt, der Median liegt bei m=4,5 (vgl. Abb. 47 A). Auch die Strecken mit
dem Median m=28,09 cm sind hochst signifikant langer als die Strecken der VT043679-GAL4

(m=22,69 cm) und der UAS-dNRI™ Kontrollgruppe.

Tab. 5. Tabellarische Darstellung der Mediane. Knockdown der dNR1-Untereinheit und Memotaxis-
Paradigma Fiir den Ringneuronen-Subtyp R1 wurde die Treiberlinie 198y-GAL4 verwendet, fir den Subtyp der
R2-Neuronen VT49921-GAL4, fir den der R3-Neuronen 189y-GAL4 und fir den Ringneuronen-Subtyp R4d
VT043679-GAL4.

Genotyp A) Mediane Anzahl der Anldufe B) Mediane der zuriickgelegten
Strecken [cm]

CS 8,5 21,94

UAS-dNR1™MA 9 21,57

198y-GAL4>

UAS.ANRL™™ > 21,62

198y-GAL4 9 21,84

VT49921-GAL4>

UAS-dNR1™™ > 36,95

VT49921-GAL4 6 22,69

189y-GAL4>

UASYdNRlRNAi ° 23,69

189y-GAL4 8 22,34

VT043679-GAL4>

UAS-dNR1™™ 42 28,09

VT043679-GAL4 7 22,69

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die zurlickgelegten Strecken deutlich langer ausfallen
wenn die mRNA der dNR1-Untereinheit in einem der vier Subtypen der Ringneuronen de-
gradiert wird als die Strecken der entsprechenden Kontrollen und die Strecken des wildtypi-
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schen Stammes CS (vgl. Abb. 47 B und Tab. 5). Die Auswahl der Landmarken erfolgt in allen
getesteten Fallen, statistisch betrachtet, zufallig, wenn die mRNA der dNR1-Untereinheit in

einen der vier Subtypen degradiert wird (vgl. Abb. 47 A).

3.6.1 Die Rolle des spannungsabhingigen Ca2*-Einstroms durch die

NMDA-Rezeptoren

Fir die Pfadintegration ist der Ca2+—SpiegeI in den Neuronen des Ellipsoidkor-
pers essentiell (Seelig und Jayaraman, 2013; 2015). Daher wurde in einem weiteren Schritt
die Notwendigkeit des Mg2+—BIocks und die spannungsabhangige Aktivierung des Ca’*-
Einstroms im Zusammenhang mit der memotaktischen Orientierung und dem Arbeitsge-
dachtnis untersucht.

Die dNR1-Untereinheit besitzt an der Transmembran-Domane TM2 an der Stelle N631 die
drei Aminosduren Asparagin. Diese Aminosauren ermdoglichen es, Mgz+ zu binden und erlau-
ben damit dem Rezeptor die spannungsabhangige Kontrolle des Ca**-Einstroms (Xia et al.,
2005). In Kombination mit der Treiberlinie 189y-GAL4 wird in dem Stamm UAS-dNR1(N631Q)
eine dNR1-Untereinheit exprimiert, die an der Stelle N631Q kein Asparagin besitzt
(Miyashita et al., 2012). Diese mutante dNR1-Untereinheit wird zufallig an Stelle der wildty-
pischen dNR1-Untereinheit in die NMDA-Rezeptoren eingebaut. Durch das fehlende Aspara-
gin kann die dNR1-Untereinheit kein Mg?* binden (Miyashita et al., 2012). Dies wiederum
bewirkt, dass die betroffenen NMDA-Rezeptoren von Grund auf einen héheren Ca?*-
Einstrom besitzen.

Um zu Uberpriifen, ob der erhdhte Ca®*-Einstrom die visuelle Kurzzeitintegration negativ
beeintrachtigt, wurden die Tiere im Memotaxis-Paradigma getestet (vgl. Abb. 48). Die statis-
tischen Analysen zeigen, dass der zufidllige Einbau der mutanten dNR1-Untereinheit in
NMDA-Rezeptoren der R3-Neuronen sich nicht negativ auf das Verhalten auswirkt. Die Tiere
mit dem Genotyp 189y-GAL4>UAS-dNR1(N631Q) wahlen haufiger die Landmarke mit Vorlauf
aus. Der Median der Anzahl der Anldufe befindet sich mit m=8 auf wildtypischem Niveau
(vgl. Abb. 48 A). Auch die Mediane beider Kontrollen liegen bei m=8. Die zuriickgelegte Stre-
cke mit dem Median von 22,06 cm fallt ahnlich wie die Strecke des wildtypischen Stammes
und die Strecken der beiden Kontrollgruppen aus. Der Median der 189y-GAL4 Kontrolle liegt
bei 22,17 cm, der Median der UAS-dNR1(N631Q) Kontrolle bei m=21,5 cm. Zwischen allen
getesteten Gruppen gibt es keinen signifikanten Unterschied (vgl. Abb. 48 B).
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Abb. 48. Memotaxis-Verhalten von Fliegen mit Expression der mutanten dNR1-Untereinheit in R3-Neuronen.
A) Fliegen mit dem Genotyp 189y-GAL4>UAS-dNR1(N631Q) (n=10) zeigen, dass sie, wie der wildtypische Stich-
probenumfang CS (n=13) und die beiden Kontrollgruppen (n=10), die Landmarke mit Vorlauf praferieren. B)
Auch die zuriickgelegten Strecken unterscheiden sich nicht signifikant zu den zuriickgelegten Strecken des
Stammes CS und den Strecken der beiden Kontrollgruppen. Alle Statistiken sind im Anhang unter 8.1.19 darge-
stellt. Konventionen wie fiir Abb. 17.

3.7 NMDA-Rezeptoren sind an der Etablierung eines visuel-

len Arbeitsgedidchtnisses beteiligt

Bei Vertebraten steuert der Ca**-Einstrom durch NMDA-Rezeptoren lber Zwischenschrit-
te wie NOS und CREB die Expression von Genen fiir das Langzeitgedachtnis (Dzubay und
Jahr, 1996). Bei Drosophila melanogaster ist dCREB bereits im Vorfeld fir die Expression von
Kompetenzfaktoren notwendig, die dann akut fiir das Arbeitsgedachtnis bendtigt werden.
NOS ubt fur das vier Sekunden andauernde Arbeitsgedachtnis eine direkte Funktion durch
die Synthese des Gasotransmitters NO aus. Da beide Faktoren somit auf verschiedenen Zeit-
skalen benétigt werden, stellte sich die Frage, ob der Ca®-Einstrom durch NMDA-
Rezeptoren auch in Invertebraten die Regulation von NOS und dCREB lbernehmen und da-
mit in die Funktionsweise eines Arbeitsgeddchtnisses involviert sind. In der vorliegenden
Studie wird zum ersten Mal Uberprift, ob NMDA-Rezeptoren moglicherweise eine duale
Funktion ausiben, indem sie zum einen das Memotaxis-Gedachtnis durch die Integration
sensorischer Signale regulieren, und zum anderen fiir die Etablierung eines visuellen Arbeits-

gedédchtnisses durch die Regulation der Expression von NOS und dCREB sorgen.
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Fir den Knockdown der dNR1-Untereinheit wurde der Stamm mit der Bloomington Stock-
Nr. 25941 verwendet. Die Kontrollgruppen wurden nach dem bereits beschriebenen Prinzip
gekreuzt und im Detour-Paradigma analysiert. Die statistischen Analysen zeigen, dass die
Tiere ihr visuelles Arbeitsgedachtnis verloren haben, wenn die dNR1-Untereinheit in einem
der vier Subtypen von Ringneuronen herunterreguliert wird (vgl. Abb. 49). Wahrend das
wildtypische Niveau im Median bei 70% liegt und der Datensatz sich hoch signifikant vom
Zufallsniveau unterscheidet, zeigen die Tiere mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-dNR1™™
dass sie sich mit dem Median von 50% signifikant vom Zufallsniveau unterscheiden. Hier liegt

der Median jedoch unterhalb des Zufallsniveaus von 58%. Damit ist deutlich zu erkennen,

dass die Tiere nicht in der Lage sind, sich an ihr urspriingliches Ziel zu erinnern.
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Abb. 49. Visuelles Arbeitsgedachtnis im Detour-Paradigma von Fliegen, in denen die mRNA der dNR1-
Untereinheit in den verschiedenen Subtypen der Ringneuronen degradiert wird. Um den R1-Neuronen-
Subtyp zu adressieren, wurde die Treiberlinie 198y-GAL4 verwendet, fiir den Ringneuronen-Subtyp R2
VT49921-GAL4, fur R3 die Treiberlinie 189y-GAL4, fiir R4d die Treiberlinie VT043679-GAL4 und fiir den Subtyp
R4m VT25526-GAL4. Wird die mRNA der dNR1-Untereinheit im Muster der Treiberlinie 198y-GAL4 degradiert,
so zeigen die Tiere einen vollstandigen Verlust ihres Arbeitsgedachtnisses. Die Tiere mit dem Genotyp
VT49921-GAL4A>UAS-dNRI™ unterscheiden sich signifikant vom Zufallsniveau von 58%. Wird die dNR1-mRNA
im Muster von 189y-GAL4 degradiert, so zeigen die Tiere ebenfalls einen Verlust ihres Arbeitsgedachtnisses.
Wird UAS-dNR1™ unter der Kontrolle von VT25526-GAL4 exprimiert, so zeigen die Tiere, dass sie bezliglich
der Landmarken kein visuelles Arbeitsgedachtnis mehr ausbilden kénnen. Auch die Fliegen mit dem Genotyp
VT043679-GAL4>UAS-dNR1™™™ zeigen, dass die Funktion des Arbeitsgedadchtnisses deutlich eingeschrankt ist
(alle Gruppen n=15). Die Statistiken befinden sich im Anhang unter 8.1.20. Konventionen wie fir Abb. 17.

Wird dNR1 in den R2-Neuronen heruntereguliert, so zeigt der getestete Stichprobenum-

fang ebenfalls, dass die Fliegen sich nicht mehr an ihr urspriingliches Ziel erinnern. Der Me-
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dian liegt bei 50% und unterscheidet sich signifikant vom Zufallsniveau und signifikant von
der wildtypischen Leistung des Arbeitsgedachtnisses. Auch die Tiere mit dem Genotyp 189y-
GAL4>UAS-dNRI™A zeigen, dass sie kein visuelles Arbeitsgedéchtnis ausbilden kénnen. Der
getestete Stichprobenumfang mit dem Median von m=50% zeigt, dass sich der Datensatz
nicht signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet, der Median der 189y-GAL4 Kontrollgruppe
liegt bei m=70% und unterscheidet sich héchst signifikant vom Zufallsniveau.

Als Treiberlinien fiir die R4-Neuronen wurden die Linien VT25526-GAL4 (R4m) und
VT043679-GAL4 (R4d) verwendet. Wird die Translation der dNR1-Untereinheit in diesen
Neuronen inhibiert, so verlieren auch diese Tiere ihr visuelles Arbeitsgedachtnis. Die Media-
ne der Fliegen mit dem Genotyp VT043679-GAL4>UAS-dNRI™A und VT25526-GAL4>UAS-
dNRIFMA liegen bei m=50% und m=60%. Der Median m=50% der Fliegen VT043679-
GAL4>UAS-dNRI™A befindet sich unterhalb des Zufallsniveaus und unterscheidet sich
hochst signifikant von diesem. Der Median m=60% der Fliegen mit der genetischen Konstel-
lation VT043679-GAL4>UAS-dNRI™™A unterscheidet sich nicht signifikant vom Zufallsniveau.

Alle getesteten Kontrollen hingegen zeigen, dass sich der getestete Stichprobenumfang
signifikant bis hochst signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet. Die Mediane der Kontroll-
gruppen befindet sich oberhalb des Zufallsniveaus von 58%. Vergleicht man den Stichpro-
benumfang, in dem der Knockdown in den unterschiedlichen Ringneuronen durchgefiihrt
wurde, mit dem wildtypischen Stichprobenumfang, so sieht man, dass sich diese Datensatze
signifikant bis hoch signifikant von den Datensatz des wildtypischen Stammes CS unterschei-
den. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass funktionell intakte NMDA-Rezeptoren in den

Ringneuronen fiir die Etablierung eines Arbeitsgedachtnisses essentiell sind.

3.7.1 Die Rolle des Caz+-Einstroms im Detour-Paradigma

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob der Mg2+—BIock und dessen Kontrolle
des Ca**-Einstroms Einfluss auf die Etablierung des visuellen Arbeitsgedichtnisses ausiibt.
Die Pfadintegration, die flr die visuelle Orientierung bei Drosophila sorgt, ist Ca® abhangig
(Seelig und Jayaraman, 2013, 2015). Daher stellt die Analyse des durch NMDA-Rezeptoren
regulierten Ca’*-Einstroms einen interessanten Versuchsansatz dar. Der Stamm UAS-
dNR1(N631Q) besitzt, wie in Kap. 3.2.2. bereits beschrieben, an der Stelle N631Q kein Aspa-
ragin. Das Asparagin Gbernimmt normalerweise die Bindung des Mg2+—BIocks, welcher span-

nungsabhingig den Ca®*-Einstrom der NMDA-Rezeptoren kontrolliert (Miyashita et al., 2012;
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Xia et al., 2005). Die Kreuzungen wurden nach dem bereits beschriebenen Schema durchge-
flhrt. Die Mannchen des wildtypischen Stammes CS sowie die Mdannchen der heterozygoten
Kontrollgruppen aus den F1-Generationen wurden zusammen mit Fliegen getestet, in denen
die dNR1-Untereinheit in den R3-Neuronen kein Asparagin an der Stelle N631Q in die Pri-
marstruktur einbauen konnte.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich der Einbau der mutanten dNR1-Untereinheit in den
NMDA-Rezeptoren innerhalb der R3-Neuronen auf die Leistungen im Zusammenhang mit
dem visuellen Arbeitsgedachtnis auswirkt. Die statistischen Analysen zeigen, dass die Tiere
kein visuelles Arbeitsgedachtnis ausbilden kénnen (vgl. Abb. 50). Der Median des getesteten
Stichprobenumfangs der Fliegen mit dem Genotyp 189y-GAL4>UAS-dNR1(N631Q) liegt bei
60% und unterscheidet sich damit nicht signifikant zum Zufallsniveau, welches bei 58% liegt.
Die Mediane der wildtypischen Gruppe CS und der 189y-GAL4 Kontrolle liegen bei 70%. Bei-

de Gruppen unterscheiden sich hoch und hdchst signifikant vom Zufallsniveau.
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Abb. 50. Visuelles Arbeitsgedadchtnis im Detour-Paradigma nach Expression der mutanten dNR1-Untereinheit
in R3-Neuronen. Fliegen mit dem Genotyp 189y-GAL4>UAS-dNR1(N631Q) zeigen, dass die Leistung beziglich
des visuellen Arbeitsgedachtnisses herabgesetzt ist (alle Tiere n=15). Statistiken befinden sich im Anhang unter
8.1.21. Konventionen wie fiir Abb. 17.

Im wildtypischen Fall und in den den Fillen der beiden Kontrollgruppen hingt das Offnen
des Kanals zum einen von dem Transmitter Glutamat und zum anderen von der postsynapti-
schen Depolarisation auf 0 mV ab. Wenn diese beiden Bedingungen erfiillt sind, sind die
Fliegen in der Lage, ein funktionierendes Arbeitsgeddchtnis auszubilden. Die Modifikation

der dNR1-Untereinheit hat zur Folge, dass der NMDA-Rezeptor in der postsynaptischen
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Membran nur durch die Bindung von Glutamat aktiviert wird und Ca2+-unabhéngig eines

Schwellenwertes beziiglich des Membranpotenzials in die Zelle gelangt.
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4. Diskussion

Der Begriff ,Memotaxis” beschreibt die zeitliche Integration einer visuellen Information.
Je langer eine Landmarke an einer bestimmten Stelle gesehen wird, desto langer wird sie
trotz Alternativen beachtet. ,Chemotaxis“ heifst in diesem Zusammenhang, dass das Tier sich
stets nach dem aktuellen sensorischen Eingang richtet ohne Nachwirkung eines vorherigen
Stimulus. Das Konzept Memotaxis stammt urspringlich aus der Robotik. In einer kiinstlichen
Umwelt wurden Landmarken alternierend prasentiert, und eine Landmarke war fiir eine
kurze Zeit langer prasent als die andere (vgl. Kap. 1.4). War der Roboter ,memotaktisch”
programmiert, so erreichte er zuerst die Landmarke, die fiir eine kurze Zeit langer erschien
als die andere und die Wegstrecke fiel kurz aus. Der ,,chemotaktisch® programmierte Robo-
ter hingegen wechselte haufig die Richtung und orientierte sich stets nach dem aktuell de-
tektierbaren, visuellen Stimulus. Zufallig erreichte er eine der beiden Landmarken und die
Strecken fielen vergleichsweise lang aus (Castellanos et al., 2008; Strauss et al., 2014). Im
Rahmen eigener Vorarbeiten wurde das Memotaxis-Paradigma entwickelt, um das Modell
»Memotaxis“ am lebendigen Organismus Drosophila melanogaster zu untersuchen.

Gegenstand der Untersuchungen war ein visuelles Kurzzeitgedachtnis mit den Eigenschaf-
ten eines Integrators (Flethe, 2013). Wird eine Landmarke langer als eine gleich aussehende,
alternative Landmarke gezeigt, so entscheiden sich wildtypische Fliegen fiir diese Landmarke
und bleiben bei ihrer Wahl, wenn die beiden Landmarken danach immer abwechselnd ge-
zeigt werden. Ein Verlust dieses Integrators fihrt dazu, dass die Fliegen immer auf die gera-
de sichtbare Landmarke zulaufen, also zickzack laufen. Im Gegensatz dazu war ein visuelles
Kurzzeitgedachtnis, auch visuelles Arbeitsgedachtnis genannt, bereits bekannt, das den Flie-
gen erlaubt, noch ca. vier Sekunden auf eine Landmarke zuzulaufen, die nicht mehr sichtbar
ist. Selbst nach einer Ablenkung aus der Landmarkenrichtung kdnnen sie in 80% der Falle
wieder auf die urspriingliche Richtung einschwenken. Die Biochemie und die Lokalisation des
sogenannten Detour-Gedachtnisses waren bekannt (Kuntz et al., 2017), so dass Gemeinsam-

keiten und Unterschiede untersucht werden konnten.
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4.1 Die Rolle des Ellipsoidkérpers bei der visuellen Orientierung im

Memotaxis-Paradigma

Innerhalb des Ellipsoidkorpers ist das visuelle Arbeitsgedachtnis in den R3-Neuronen loka-
lisiert (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2012; 2017). Defekte im Gen ebo, das fir Exportin 6
(Exp6) kodiert (Thran et al., 2013), fihren zu einem Verlust des visuellen Arbeitsgedachtnis-
ses und seine Restauration in Ellipsoidkdrper-Ringneuronen rettet das Gedachtnis. Exp6 ist
ein Transportrezeptor-Protein, welches Profilin-Aktin-Komplexe durch die Kernpore trans-
portiert. Bei Drosophila melanogaster konnen sich Mutationen des Gens ebo strukturell un-
terschiedlich auswirken. In Abhangigkeit des Allels resultiert der strukturelle Defekt in einem

#5263) ‘oder in einem nierenformigen Ellipsoidkorper

ventral geodffneten Ellipsoidkorper (ebo
(ebo®”®), der hiufig zusatzlich einen zweigeteilten Ellipsoidkérper besitzt. In einigen Fallen
konnte auch gezeigt werden, dass der facherférmige Korper ebenfalls zweigeteilt ist (Hane-
sch et al., 1989; Strauss und Heisenberg, 1993; llius et al., 1994).

In dieser Doktorarbeit wurde der Versuch unternommen, die Gedachtnisbildung in Form
des visuellen Kurzzeitintegrators in einem der Subtypen der Ringneuronen des Ellipsoidkor-
pers zu lokalisieren.

Wird TNT in einem der vier von finf Ringneuronen R1-R4 exprimiert und ihre chemischen
Synapsen inaktiviert, so waren die Laufspuren deutlich weniger zielgerichtet, als bei den
Kontrollgruppen. Die Unterbrechung der synaptischen Informationsiibertragung mittels TNT
zeigt, dass die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma in allen vier Fallen deutlich
herabgesetzt ist (vgl. Abb. 19). Fiir die Expression von TNT in den vier Subtypen der Ringneu-
ronen wurde der R1-Treiber 198y-GAL4, der R2-Treiber VT49921-GAL4, der R3-Treiber 189y-
GAL4 und der R4d-Treiber VT043679-GAL4 verwendet. Im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollen fallt die zurlickgelegte Strecke in allen vier Kreuzungen deutlich langer aus als die
der Kontrollen. Betrachtet man jedoch die Auswahl der Landmarken, so erfolgt die Auswahl
nur zielgerichtet zugunsten der Landmarke, die zu Beginn der Messung fir drei Sekunden
sichtbar war, wenn die synaptische Informationsiibertragung in den R4d-Neuronen unter-
brochen wird. Steht UAS-TNT"™"2 unter der Kontrolle des ftz-(ng)-Treibers oder des R4m-
Treibers VT25526-GAL4, so ist die F1-Generation letal (Diplomarbeit S. Flethe, 2013).

Die Treiberlinie 198y-GAL4 exprimiert in den R1-Neuronen des Ellipsoidkorpers (Renn et
al., 1999). Dieser Neuronentyp verlduft durch die durch die Bulbi, hat dort aber weniger

dendritische Verzweigungen als die R3- und R4-Neuronen. Anders als die R2-, R3- und R4-
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Neuronen verzweigen sich R1-Neuronen im posterioren Bereich des Ellipsoidkérpers (Hane-
sch et al., 1989; Renn et al., 1999; Wolff et al., 2015). Weiterhin unklar bleibt, wo genau die
synaptischen Verbindungen zu den zugehdrigen Prasynapsen gebildet werden. Als Eingangs-
stationen werden die Bulbi in Erwdgung gezogen (Hanesch et al., 1989). Aber auch das
posteriore Ringsystem wird als Eingangs-Domane bezeichnet, die von kolumnaren EB.t-
Neuronen kontaktiert wird, wahrend kolumnare EB.w-Neuronen als Ausgangsstationen be-
trachtet werden (vgl. Abb. 7) (Wolff et al, 2015). Die E-PG-Neuronen (EB.w-Neuronen) und P-
EN-Neuronen (EB.t-Neuronen) bilden eine Riickkopplungsschleife, die zum einen die Infor-
mation bezlglich der Drehbewegungen der Fliege wahrend der Fortbewegung, und zum an-
deren Informationen bezliglich des Kurses enthalt. Davon fihren 54 E-PG-Neuronen vom
Ellipsoidkdrper zu der Protocerebralbriicke und bilden dort ihre Postsynapsen. Je drei der E-
PG-Neuronen sind mit den Postsynapsen eines P-EN-Neurons von einem Glomeruli gekop-
pelt. Bei einer Drehung der Fliege im Uhrzeigersinn wird das sektorférmige Signal der E-PG-
Neuronen gegen den Uhrzeigersinn verschoben und umgekehrt (Turner-Evans et al., 2017).
Da das Signal in den E-PG-Neuronen eine sektorformige Ca*-Aktivitat zeigt, wenn die Fliege
in eine Richtung lauft (Turner-Evans et al., 2017) und die Ringneuronen kreisformig im Ellip-
soidkorper angeordnet sind (Renn et al., 1999), ist zu vermuten, dass auch die Ringneuronen
bezlglich ihrer synaptischen Aktivitat sektorférmig im Bereich ihrer Postsynapsen aktiviert
werden konnen. Wenn der Ellipsoidkorper lediglich als Durchgangsstation fir die visuelle
Information dient, ist es fiir die Kartierung des gesamten Netzwerkes beziiglich des memo-
taktischen Verhaltens notwendig, sowohl die Funktion der P-EN- als auch die der E-PG-
Neuronen ndher zu untersuchen.

Um den Subneuronentyp des Ellipsoidkorpers zu identifizieren, der die visuelle
Information in einem memotaktischen Gedachtnis hinterlegt, wurde die wildtypische cDNA
von ebo” in einem ebo®”®-mutanten Hintergrund in einem der vier Ringneuronen exprimiert.
Anhand der Ergebnisse lassen sich damit Aussagen bezliglich der Funktion des Neuronentyps
nach der Verhaltensanalyse treffen. Im Detour-Paradigma konnte gezeigt werden, dass das
Gen ebo eine nicht-zellautonome Funktion steuert. Wenn das intakte Gen in einem der vier
Ringneuronensysteme der Mutante exprimiert wird, zeigten die Tiere wildtypisches
Verhalten, obwohl die Funktion des Gens in den anderen Subtypen nicht vorhanden ist. Auf
diesen Erkenntnissen basierend wurde davon ausgegangen, dass das Detour-Gedachtnis von
Gasotransmittern reguliert wird (Thran et al., 2013), was von Kuntz et al. (2017) bestatigt

werden konnte.
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Zunachst wurde fiir die weiteren Verhaltensanalysen im Memotaxis-Paradigma die
Effektorlinie ebo®”2UAS-SD3282%*/FM7a in Betracht gezogen. Die zuriickgelegte Strecken der
Mannchen mit dem Genotyp ebo®”2UAS-SD3282%/Y unterscheiden sich nicht signifikant von
den Strecken der wildtypischen Fliegen, jedoch erfolgt die Landmarkenauswahl zufallig (vgl.

Abb. 20). Aufgrund dessen eignete sich diese Linie fir weitere Rettungsversuche nicht. Die

678 K5263

Mutanten der Stamme ebo’® und ebo zeigen in Kombination mit einer langeren
Wegstrecke zugleich eine zufdllige Auswahl der Landmarke (Flethe, Diplomarbeit 2013, vgl.
Abb. 15 und Abb. 16). Daher wére zu erwarten gewesen, dass Fliegen mit dem Genotyp
ebo®’2UAS-SD3282%/Y langere Strecken zurlicklegen und dies statistisch nachweisbar ist.

Die wildtypische Verhaltensweise bezlglich der Strecken kdnnte auf die sogenannte Leck-
expression zurlickzufiihren sein. Diese kann auftreten, wenn die Insertionsstelle in der Nahe
eines Promotors integriert wurde. Eine geringe Expressionsrate der wildtypischen cDNA
konnte ausreichen und es den Fliegen ermdglichen, die Landmarke zu erreichen und eine
geringere Distanz zurlickzulegen. Eine weitere Moglichkeit ware, dass neben EXP6 weitere
Proteine existieren, die zur Importin-B-Superfamilie gehdren und mit der Zeit den Transport
von G-Aktin aus dem Nukleus in das Cytosol libernehmen und damit den Verlust der Funkti-
on von EXP6 kompensieren kdnnen.

In einem nachsten Schritt wurde die visuelle Orientierung von Fliegen mit dem Genotyp
ebo®”2UAS-SD3282%/Y;UAS-3282M7/I1 im Memotaxis-Paradigma untersucht. Um zu lberpri-
fen, ob die Mannchen der Linie einen deformierten Ellipsoidkérper besitzen, wurden zuvor
histologische Praparate angefertigt. Die untersuchten mannlichen Fliegen zeigten eine deut-
liche Deformation im Bereich des Ellipsoidkdrpers (vgl. Abb. 21). Da die Madnnchen, dhnlich
wie die Minnchen des Stammes ebo®”®, deutlich lingere Wegstrecken im Vergleich zum
wildtypischen Stamm zuriicklegen und die Auswahl der Landmarken ebenfalls zufillig erfolgt
(vgl. Abb. 23), wurde dieser Stamm fiir die Expression der wildtypischen cDNA von ebo” ver-
wendet. Weibchen des Stammes wurden mit Mannchen des Stammes 189y-GAL4 und ftz-
(ng)-GAL4 verpaart.

Die entsprechenden Tiere aus der F1-Generation beider Kreuzungen zeigten, dass sie
nicht in der Lage waren, die Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf zielgerichtet anzulaufen.
Sie wechselten haufiger die Richtung und liefen zeitweise auch die andere Landmarke an, so
dass die Strecken bis zum Erreichen einer Landmarke langer ausfielen, als die Strecken der

Kontrollgruppen (vgl. Abb. 24). Die deutlich langeren Wegstrecken lassen darauf schlief3en,

dass die Fliegen ein eingeschranktes memotaktisches Gedachtnis besitzen und sich damit auf

Seite

96



dem Niveau der ebo®”®-Mutanten befinden (vgl. Abb. 24). Beziiglich des memotaktischen
Verhaltens kann daher nicht auf eine nicht-zellautonome Funktion geschlossen werden, die
von ebo reguliert wiirde. Dies steht im Gegensatz zur Regulation einer nicht-zellautonomen
Funktion von ebo fiir das visuelle Arbeitsgedachtnis. Dort flihrt die Expression wildtypischer
cDNA von ebo” in einem der vier Ringneuronen zu einer Wiederherstellung des Arbeitsge-
dachtnisses (Thran et al., 2013). Die regulierte, nicht-zellautonome Funktion von ebo in allen
vier Ringsystemen zeigt, dass ein diffusibler Faktor an der Etablierung des visuellen Arbeits-
geddachtnisses beteiligt ist. Studien zur Folge soll die Regulation des Enzyms, welches diesen
diffusiblen Faktor produziert, unter der Kontrolle des Transkriptionskomplexes dSRF/dMRTF
stehen (Thran et al., 2013; Kuntz et al., 2017). Dies wurde von Kuntz et al. (2017) bestatigt,
da sowohl NO als auch H,S in der wildtypischen Signalkaskade des Arbeitsgedachtnisses ge-
funden wurden. Thran et al. (2013) hat aber gezeigt, dass der strukturelle Defekt des Ellip-
soidkorpers in ebo-Mutanten nicht gerettet wird, wenn nur eines der Ringneuronen-Systeme
mit der wildtypischen ebo-cDNA gerettet wird. Memotaxis kénnte also eine intakte Struktur
des Ellipsoidkorpers erfordern, was durch den Treiber Poxn-GAL4 (Boll und Noll, 2002) mog-
lich ware.

Es kristallisiert sich heraus, dass das memotaktische Verhalten auf biochemischer Ebene
eine andere Verarbeitung benétigt als die Prozesse, die das visuelle Arbeitsgedachtnis regu-
lieren. Im Memotaxis-Paradigma koénnte es sein, dass der Fokus der Fliege auf eines von zwei
Objekten beschrankt werden muss, wahrend die Wahrnehmung des anderen Objektes inhi-
biert wird. Markus Mronz (Dissertation, 2004) hat allerdings eine alternative Erklarung: Er
nahm in seinem Modell eine Gewichtungsfunktion bezliglich des Sehfeldes der Fliege an. Im
frontalen Sehfeld bei 0° hat eine Landmarke fiir die Fliege eine hohere Wertigkeit. Diese
Wertigkeit nimmt im Bereich des lateralen Sehfeldes bis plus/minus 100° ab. Ab 110° wird
dann von dem Objekt weggelaufen, im Modell nimmt er eine negative Wertigkeit an (Mronz,
M., Dissertation 2004). Nach diesem Modell von Markus Mronz wiirde die Fliege auf die zu-
erst sichtbare Landmarke zulaufen und dadurch die andere Landmarke automatisch in eine
ungiinstigere Position auf dem Komplexauge kommen.

Eine Expressionsanalyse von NOS zeigt, dass NOS bei Drosophila vermutlich prasysnap-
tisch in R3-Neuronen und vielleicht in R2-Neuronen lokalisiert ist, aber nicht in den lateralen
Triangeln bzw. den Bulbi (Kuntz et al., 2017), den Eingangsstationen des Ellipsoidkorpers
(Omoto et al., 2017). Wenn in einem ebo-mutanten Hintergrund die wildtypische cDNA von

ebo” in R1-Neuronen exprimiert wird, so kann das visuelle Arbeitsgedachtnis aber dennoch
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auf das wildtypische Niveau angehoben werden. Dies geschieht durch die Cystathionin-y-
Lyase (CSE) und Cystathionin-R-Synthase (CBS), die dann den Gasotransmitter H,S produzie-
ren. H,S inhibiert die PDE6, so dass cGMP nicht abgebaut werden kann (Kuntz et al., 2017).

Flr die Verarbeitung visueller Informationen werden aber alle vier Subtypen der Ringneu-
ronen im Ellipsoidkérper benotigt (Neuser et al., 2008; Dewar et al., 2015). Dies gilt auch fir
das Detour-Paradigma. Wird TNT in einem der vier Subtypen der Ringneuronen exprimiert,
so fallt das visuelle Arbeitsgedachtnis aus (Neuser et al., 2008). R1-Neuronen werden fiir das
Ortsgedachtnis im Cold-Spot-Paradigma, benétigt. Im Cold-Spot-Paradigma zeigte sich, dass
Fliegen sich anhand von visuellen Mustern im Raum orientieren kénnen, und dass dazu die
R1-Neuronen benotigt werden (Ofstad et al., 2011). Das Ortsgedachtnis, welches Fliegen in
der Hitzebox ausbilden, steht unter der Kontrolle des serotonergen Systems. In der Hitzebox,
die aus zwei Kammern besteht, wird eine der Kammern auf eine fir Fliegen unangenehme
Temperatur aufgeheizt. Wird wildtypischen Fliegen der Serotonin-Inhibitor a-Methyl-
Tryptophan verabreicht, so bilden sie kein Ortsgedachtnis mehr aus (Sitaraman et al., 2008;
Sitaraman und Zars, 2010;). R2- und R4d-Neuronen reagieren mit einem erhoéhten Ca*'-
Spiegel in Abhangigkeit visueller Landmarken (Seelig und Jayaraman, 2013, 2015). Es ware
moglich, dass der Organismus die visuelle Aufmerksamkeit zundchst auf die Landmarke rich-
tet, um die eigene Position in Kombination mit der externen Umwelt (hier die Landmarke) zu
integrieren. Ein anderer Gedanke ware, dass in diesem Fall auch die Gewichtsfunktion nach
M. Mronz (2004) greift: Erscheint ein visuelles Objekt im frontalen Sehfeld, so hat dies eine
hohere Gewichtung als ein visuelles Objekt im lateralen Sehfeld.

Wie in Kap. 4.7 naher erldautert wird, deutet die vorliegende Arbeit darauf hin, dass die
synchrone Aktivitdt der vier Ringneuronen-Subtypen innerhalb des Ellipsoidkorpers fir die

Regulierung des memotaktischen Verhaltens benétigt werden kdnnte.

4.2 Pilzkorper und die visuelle Kurzzeitintegration

Die Treiberlinie 189Y-GAL4 sorgt, in Kombination mit dem UAS-TNT Konstrukt, fiir ei-
ne Expression von TNT innerhalb der R3-Neuronen, aber auch innerhalb der o/B-Loben der
Pilzkorper. AuBerdem kann eine schwache Expression innerhalb der y-Loben gezeigt werden
(Zars et al., 2000). Der Effekt, der durch die Verwendung des Treibers mit UAS-TNT ausgelost
wird, konnte auch auf die Neuronen der a/B-Loben der Pilzkérper zurtickzufiihren sein. Um

dies zu Uberprifen, wurde TNT im Bereich des PilzkGrpers exprimiert. Die Treiberlinie
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mb247-GAL4 exprimiert stark in den a/B- und y-Loben der Pilzkérper, weniger stark in den
a’B’-Neuronen (Krashes et al., 2007). Es lasst sich aber auch eine schwachere Expression im
Ellipsoidkdrper nachweisen (Poeck et al., 2008). Wenn der Pilzkorper fir das memotaktische
Verhalten keine Rolle spielt, sollte sich die entsprechende Kreuzung wildtypisch verhalten.
Wie aus Abb. 27 hervor geht, ist dies jedoch nicht der Fall, da die zurlickgelegten Strecken
deutlich langer ausfallen. Hier ware eine zeit- und gewebeabhangige Expression von TNT
hilfreich, genauere Aussagen Uber die Funktion der Pilzkdrper zu treffen bzw. um entwick-
lungsspezifische Effekte auszuschlieBen. Temperaturabhadngige Versuche zeigten jedoch,
dass wildtypische mannliche Fliegen des Stammes CS nicht in der Lage waren, sich im Me-
motaxis-Paradigma zu orientieren, wenn sie bei 18° aufwuchsen (F2-Praktikum J. Diehl; Da-
ten unveroffentlicht). Daher wéare ein anderes System zur Kontrolle der raum- und zeitspezi-
fischen Expression, wie z.B. das hormonabhangige GeneSwitch-System (Nicholson et al.,
2008), flir zukuinftige Studien besser geeignet.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Expression von TNT unter der Kontrolle von mb247-
GAL4 eine Einschrankung in der Etablierung des memotaktischen Gedachtnisses nach sich
zieht (vgl. Kap. 3.3). Da die Expression von TNT hauptséachlich in den a/B- und y-Loben der
Pilzkdrper und in einem geringeren Umfang in den a’B’-Neuronen und dem Ellipsoidkdrper
erfolgt (Poeck et al. 2008), besteht die Moglichkeit, dass entweder alle diese Neuronentypen
oder mindestens ein Neuronentyp an der Verhaltenssteuerung im Memotaxis-Paradigma
beteiligt ist. Da die geringe Expression wahrend der Entwicklung im Ellipsoidkérper nur sehr
schwach auftritt (Poeck et al., 2008), wurde zunachst angenommen, dass mannliche Fliegen
mit dem Genotyp mb247-GAL4>UAS-TNT"™2 eine geeignete Kontrollgruppe fiir die in
Kap. 3.1 beschriebenen TNT-Versuche darstellen. Bezliglich des Verhaltens der Fliegen mit
dem Genotyp mb247-GAL4>UAS-TNT" N2 zeigte sich jedoch, dass die Fliegen haufiger die
Richtung wechselten, woraus die langeren Strecken resultieren (Flethe, Diplomarbeit 2013).
Bemerkenswert ist, dass die mit dem Genotyp mb247-GAL4>UAS-TNT"™2 die Landmarke
mit dem zeitlichen Vorlauf bevorzugt auswahlen, die Anzahl der Anlaufe unterscheidet sich
hochst signifikant vom Zufallsniveau. Bei der chemotaktischen Programmierung eines Robo-
ters innerhalb einer Arena mit zwei unterschiedlich lang gezeigten, alternierenden Landmar-
ken zeigte sich, dass die Anzahl der Schritte und die Richtungswechsel deutlich héher bis
zum Erreichen der mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit sichtbaren Landmarke waren (Berg,

Dissertation 2013; Strauss et al., 2014).
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Eine Beteiligung der Neuronen des Pilzkérpers an der visuellen Kurzzeitintegration kann
mit der vorliegenden Studie nicht eindeutig ausgeschlossen werden, andererseits zeigt die
Treiberlinie mb247-GAL4 eine schwache Expression im Ellipsoidkoérper (Poeck et al., 2008).
Um zu Uberprifen, ob das Verhaltensdefizit von Fliegen mit dem Genotyp mb247-
GAL4>UAS-TNT"N2 quf die geringe Expression innerhalb des Ellipsoidkdrpers zurlickzufiih-
ren ist, kdnnte man einen weiteren Treiber verwenden, der ausschlieRlich im Pilzkérper die
Expression von TNT steuert.

Es gibt Studien, die den Pilzkérpern Funktionen bei der Unterscheidung sensorischer Ein-
gange und deren Integration in anderen Bereichen, der Kontrolle eines komplexen Verhal-
tensrepertoirs und der raumlichen Orientierung zuschreiben (Strausfeld et al., 1998). Der
Pilzkorper zeigt weiterhin hoher geordnete Gehirnfunktionen, ahnlich wie der Hippocampus
der Vertebraten, so dass von einem hoch organisierten Netzwerk mit stark differenzierten
Neuronen ausgegangen werden kann (Ito et al., 1997). Auch bei den Vertebraten sind Orts-
zellen, Rasterzellen und Geschwindigkeitszellen zur Ausbildung eines Ortsgedachtnisses im
Hippocampus erforderlich (O’Keefe et all, 1998; Abbot und Callaway, 2014; Kropff et al.,
2015).

Genetische Manipulationen konnten im Zusammenhang mit Verhaltensstudien zeigen,
dass die Pilzkérper multisensorisches Lernen vermitteln und auch komplexere Phanomene
wie die Aufmerksamkeit steuern kdnnen (Waddel und Quinn, 2001; Van Swinderen, 2011;
Koenig et al., 2016a; 2016b). Ablationen des Pilzkérpers konnten zeigen, dass das Lernen von
Objekten im visuellen Kontext unterbrochen ist, Fliegen konnten Objekte nur noch im Zu-
sammenhang mit der Farbe des Hintergrunds erlernen (Liu et al., 1999). Die Pilzkérper tGber-
nehmen auch eine Rolle beim Lernen von Zusammenhdngen im visuellen Kontext im Flugsi-
mulator (Zars et al., 2000) und der kontextabhangigen Assoziation bzw. beim Lernen von
visuellen Zusammenhangen (Renn et al., 1999). Damit ist der Pilzkorper in komplizierte visu-
elle Verarbeitungsstrategien involviert, wie auch bei der Ausbildung einer Praferenz im Zu-
sammenhang von Farben oder Mustern und bei der Verarbeitung gegensatzlicher Umge-
bungsreize (Tang und Guo, 2001; Zars et al., 2010).

Untersuchungen beziglich der visuellen Aufmerksamkeit im Flugsimulator zeigten, dass
sich die Fliege fiir eine von zwei visuellen Landmarken entscheidet, wenn eine der Landmar-
ken durch ein Flickern interessanter gemacht wird. Da die Fliege hier aber stationar fliegt,
befindet sich in diesem Fall die Landmarken auf spiegelsymmetrischen Retinapositionen,

jeweils eine auf einem der beiden Kompllexaugen. Besonders das dopaminerge System und
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die Pilzkorper Uben Einfluss auf das visuelle Entscheidungsverhalten bzw. die visuelle Auf-
merksamkeit aus. So zeigten Fliegen, in denen der Dopamintransporter dDAT in den rund 90
dopaminergen aByosterior-Kenyonzellen der Pilzkérper mittels RNAi degradiert wurde, dass sie
eine reduzierte, visuelle Aufmerksamkeit besitzen. Die visuelle Aufmerksamkeit auf die blin-
kende Landmarke verschwindet nach ca. vier Sekunden, der sogenannten Aufmerksam-
keitsspanne der Fliege. Auch dieses Verhalten kdnnte eine Art von visuellen Arbeitsgedacht-
nis umfassen (Koenig et al., 2016a; 2016b). Innerhalb von vier Sekunden kann sich die frei
laufende Fliege im Memotaxis-Paradigma problemlos auf die andere blinkende Landmarke
zugedreht haben, so dass ab der Drehung die von Mronz (2004) postulierte Gewichtsfunkti-
on greifen kdnnte. In den meisten Fallen jedoch drehen sich wildtypische Fliegen nicht in
Richtung der anderen Landmarke, sondern sind in der Lage, ihren Kurs beizubehalten. Aktu-
elle Annahmen gehen deswegen davon aus, dass die Information lber die Landmarke in ei-
ner sehr kurzlebigen Form des Gedachtnisses, dem Integrator, hinterlegt wird.

Der Pilzkorper scheint einen Schwellenwert zu modulieren, ab dem ein visueller Stimulus
wahrgenommen werden kann (Xi et al., 2008; van Swinderen, 2011). Basierend auf diesen
Studien besteht die Hypothese, dass die Pilzkdrper die selektive visuelle Aufmerksamkeit
und die visuelle Orientierung steuern konnten. Die vorliegende Studie unterstiitzt diese Hy-
pothese, da die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma deutlich herabgesetzt ist,
wenn TNT im Muster von mb247-GAL4 exprimiert wird. Allerdings wird wahrend der Ent-
wicklung TNT auch leicht innerhalb des Ellipsoidkorpers exprimiert (Poeck et al., 2008).

Die Pilzkorper konnten an der Suppression der motorischen Aktivitat beteiligt sein und
damit die Funktion eines Tormechanismus fiir die visuelle Wahrnehmung tGibernehmen (van
Swinderen, 2011). Dies wiirde das mangelnde, zielgerichtete Verhalten erklaren, welches
Fliegen zeigen, wenn TNT im Muster der Treiberlinie mb247-GAL4 exprimiert wird. An den
Laufspuren betroffener Fliegen lieB sich erkennen, dass die Tiere haufiger die Richtung
wechselten, die Laufspuren erschienen haufig zickzackférmig. Zeitweise liefen sie auch in die
Richtung der anderen Landmarke, wechselten erneut die Laufrichtung bevor sie sie noch-
mals wechselten (Abb. 26). Statistisch zeigt sich, dass die Wegstrecken dadurch deutlich lan-
ger ausfallen im Vergleich zu den wildtypischen Strecken (vgl. Abb. 27). In Zukunft sollten
Treiberlinien verwendet werden, die ausschlieBlich im Pilzkérper exprimieren, um exaktere
Aussagen treffen zu kénnen.

Bei Bienen und auch bei anderen Insekten konnte festgestellt werden, dass die Axone der

Retinulazellen mit der Lamina oder der Medulla verschaltet sind. Von dort und von der Lobu-
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la aus flhren Interneuronen in das Protocerebrum, die Pilzkérper und in die visuellen Loben
der kontralateralen Halfte des Gehirns. Auch den Pilzkérpern der Bienen wird eine multi-
sensorische Integration zugeschrieben (Niggebriigge, Dissertation 2008). Dabei stellen die
Calices den Haupteingang dar, der sowohl olfaktorische als auch visuelle Informationen er-
halt. Bei den Bienen ist jedoch auch zu bericksichtigen, dass sie zwei Calices pro Hemisphare
besitzen (Rybak, 1994; Niggebriigge, 2008). Die Kenyon-Zellen liegen bei Drosophila melano-
gaster dorso-posterior im Cortex des Protocerebrums. Die Fasern, die ins Innere der Pilzkor-
per fihren, bilden die Calices. Sie erhalten dort Informationen von den Interneuronen der
Antennalloben und auch Informationen von anderen Interneuronen verschiedener, anderer
sensorischer Eingdnge (Power, 1943; Strausfeld, 1976; Stocker et al., 1990; Ito et al., 1997).
Von den Calices aus verlaufen die Axone durch die Pedunculi in Richtung des anterioren Pro-
tocerebrums, wo sie die a/B-, a’/B’- und y-Loben bilden (Ito et al., 1997). Mit Hilfe der kon-
fokalen Mikroskopie und der GRASP-Technik konnten bei Drosophila melanogaster Belege
identifiziert werden, die eine Verbindung zwischen dem RF-Trakt des Ellipsoidkdrpers und
den Loben der Pilzkérper vermuten lassen (Zhang et al., 2013).

Weiterhin verursacht das Allel ebo®”®

nicht nur die Deformation des Ellipsoidkoérpers und
die Zweiteilung des facherformigen Korpers, sondern auch Entwicklungsdefekte der Pilzkor-
per. Missbildungen im Bereich der Loben und Calices konnten beobachtet werden (de Belle
und Heisenberg, 1996). Auch hier stellt sich die Frage, ob das Verhaltensdefizit im Memota-
xis-Paradigma auf die Deformation des Ellipsoidkérpers oder der Pilzkérper zurlickzufiihren
ist.

Insgesamt hdufen sich die Studien, die eine Beteiligung der Pilzkdrper an der Verarbeitung
visueller Informationen annehmen. Die Pilzkérper regulieren nicht nur die lokomotorische
Aktivitat und sind am motorischen Lernen beteiligt (Martin et al., 1998; Serway et al., 2009),
sie haben auch an komplexen Formen des visuellen Lernens und an der Bildung eines Orts-
gedachtnisses teil (Tanaka et al., 2008). Die vorliegende Studie zeigt, dass a/B- und y-Loben

der Pilzkorper auch die Regulation des memotaktischen Verhaltens und die Kurzzeitintegra-

tion tbernehmen konnten.
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4.3 Die Rolle des cAMP-Signalwegs fiir die AKktivierung eines visuel-

len Kurzzeitintegrators

Mit Hilfe des sekunddren Botenstoffs cAMP sind Zellen in der Lage, Signale, die extern auf
die Zelle einwirken, intern in ein biochemisches Signal zu transformieren, um entsprechend
darauf reagieren zu konnen (Kandel, 2012, vgl. Kap. 1.2). Die AC, die bei Drosophila durch
das Gen rut codiert wird, spaltet ATP in Pyrophosphat und cAMP. Ein hoher cAMP-Spiegel im
intrazelluldren Raum kann weitere Proteine, wie z.B. die PKA aktivieren (Colledge and Scott,
1999; Rubin, 1994; Kandel et al., 2012).

Bei der Meeresschnecke Aplysia ist bekannt, dass der cAMP-Signalweg sowohl fiir die
Etablierung des Langzeit- als auch des Kurzzeitgedachtnisses im Zusammenhang mit der Sen-
sitivierung bezlglich des Kiemen-Riickzugreflexes bendtigt wird (Hattig, 2009; Kandel, 2012).
In Aplysia (klassische Konditionierung des Kiemenriickzugreflexes) und in Drosophila (olfak-
torische klassische Konditionierung) aktiviert ein hoher cAMP-Spiegel die PKA, die wiederum
Membrankandle phosphoryliert, so dass diese ihre Permeabilitat bezliglich bestimmter gela-
dener lonen verandern. Dadurch wird innerhalb der Postsynapse erreicht, dass das exzitato-
rische postsynaptische Potenzial leichter ausgel6st werden kann (Kandel, 2012). Die Hydro-
lase PDE, die durch das Gen dnc codiert wird, baut den cAMP-Spiegel wieder ab und wirkt
der AC entgegen.

Die Verkettung dieser Proteine ist im Tierreich weit verbreitet und konnte auch bei Dro-
sophila bei der olfaktorischen klassischen Konditionierung nachgewiesen werden (Waddel
und Quinn, 2001). Die posttranslationale Modifikation von Proteinen wird besonders fiir die
Etablierung eines Kurzzeitgedachtnisses benotigt. Sie spielt aber auch bei der LTP eine ent-
scheidende Rolle. Exzitatorische Synapsen kdnnen nach der Aktivierung durch einen Stimu-
lus ihre Erregbarkeit verandern und diese Anderung fiir viele Stunden beibehalten. Im Ge-
gensatz zur Konsolidierung ist in diesem Fall keine Genexpression notwendig. Fiir das Lang-
zeitgedachtnis bei Invertebraten wie Aplysia oder Drosophila ist eine dauerhafte, strukturel-
le Modifikation von Neuronen erforderlich, die durch die Regulation der Genexpression er-
reicht werden kann. Dies geschieht, sobald die PKA (iber einen langeren Zeitraum oder aber
mehrfach aktiviert wird (vgl. Abb. 1) (Hattig, 2009; Waddel und Quinn, 2001; Kandel, 2012)
und unterscheidet sich damit von der LTP im Hippocampus der Vertebraten. rut’ und dnc’
sind die klassischen Lernmutanten. Sie zeigen Defizite in der olfaktorischen Konditionierung

bei Drosophila melanogaster (Tully und Quinn, 1985; Armstrong et al, 1998). Die AC sowie
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die PDE regulieren bei Drosophila melanogaster das cAMP-Signal im Pilzkérper. Im Zusam-
menhang mit dem visuellen Arbeitsgedachtnis ist der aktuelle Forschungsstand, dass die PKA
den Transkriptionsfaktor dCREB phosphoryliert, und dieser die Transkription bestimmter
Kompetenzsfaktoren einleitet (Kuntz et al., 2017). Wahrend fiir die AC bisher sieben Po-
lypeptide bekannt sind (Flybase), gibt es bei Drosophila sechs verschiedene PDEs (Day et al.,
2005).

Das x-chromosomale Gen dnc’ ist ein hypomorphes Allel und codiert die PDE4 der Fliege.
Mit Hilfe eines Phosphodiesterase-Assays konnte festgestellt werden, dass die Hydrolyse von
cAMP im Vergleich zum wildtypischen Stamm CS vermindert ist. Die PDE4 ist dualspezifisch,
d.h. sie kann neben cAMP auch cGMP hydrolysieren (Davis und Kiger, 1981). Die vorliegen-
den Ergebnisse hemizygoter Mannchen des Stammes dnc! sowie der homozygoten Weib-
chen lassen keine eindeutige Aussage zu, ob die PDE4 auch fiir die Regulation der kurzzeiti-
gen Speicherung der visuellen Information in Abhangigkeit alternierender, visueller Stimuli
beteiligt ist (vgl. Kap. 3.4). Die Wegstrecken der Mannchen und die der Weibchen unter-
scheiden sich nicht von den Strecken des wildtypischen Stammes CS. Der Unterschied zwi-
schen den getesteten Gruppen ist jedoch, dass die Mannchen des Stammes dnc’ die Land-
marken zufallig auswahlen, die Weibchen hingegen laufen haufiger die Landmarke an, die zu
Beginn fiir drei Sekunden sichtbar ist. An den Laufspuren der Mannchen war zu beobachten,
dass sie, sobald sie die Plattform betraten, in Richtung einer der beiden Landmarken liefen,
unabhangig davon ob eine sichtbar war oder nicht. Es schien so, als ob sie gar nicht in der
Lage waren, ein zweites visuelles Objekt wahrzunehmen, wahrend das andere verschwand.
Moglicherweise ist dies auf einen geschlechterspezifischen Unterschied zurickzufihren.
Wihrend die Mannchen des Stammes dnc’ in ihrem Verhalten zeigen, dass sie, beziglich der
Auswahl eines Objektes unflexibel reagieren, zeigen die Weibchen des Stammes dnc’, dass
sie sehr wohl in der Lage sind, das andere visuelle Objekt wahrzunehmen und anzulaufen.
Auffallig bei den scheinbar zufillig ausgewahlten Landmarken der mannlichen Tiere ist, dass
die zurickgelegte Strecke sich nicht von der wildtypischen Strecke unterscheidet. Dies
spricht fiir zielgerichtetes Laufverhalten einerseits, aber einem unflexiblen Wahlverhalten
andererseits. Aufgrund der 50% Restaktivitat des Allels der PDE4 (Davis und Kiger, 1981) sind
die Ergebnisse auch im Detour-Paradigma nicht eindeutig (Neuser et al., 2008). Die vorlie-
gende Studie zeigt, dass es beziiglich des Gens dnc’ einen Geschlechtsdimorphismus bei der

Landmarkenauswahl gibt.
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Fliegen mit dem heterozygoten Allel Pka-C1" zeigen eine wildtypische visuelle Orientie-
rung im Memotaxis-Paradigma (vgl. Abb. 28). Jedoch ist das Allel stark amorph und homozy-
got letal, Trager des heterozygoten Allels zeigen eine um nur 50% geringere PKA-Aktivitat
(Zhao et al., 2013). Fir die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma war die verblei-
bende Aktivitat der PKA in heterozygoten Mutanten ausreichend. Um die PKA in ihrer en-
zymatischen Aktivitat starker zu beeintrachtigen, kénnen RNAi-Einheiten gezielt in einem der
vier untersuchten Subtypen der Ringneuronen exprimiert werden. Knockdown-Versuche
zeigten, wenn in R1-Neuronen (Treiber 198y-GAL4) RNAi gegen die katalytische Untereinheit
C1 der PKA in den R1-Neuronen exprimiert wird, die Strecken sich nicht signifikant von den
wildtypischen Strecken des Stammes CS unterscheiden (assoziierte Bachelorarbeit, Dorschel,
S.; 2015). Hier wurde die Uberlegung aufgestellt, dass die verwendete Treiberlinie 198y-
GAL4 nicht fur eine ausreichende Expression von GAL4 sorgte. Wird jedoch dieselbe Treiber-
linie verwendet, um die Untereinheit C2 der PKA in R1-Neuronen zu degradieren, so zeigten
entsprechende Tiere einen Orientierungsverlust bezliglich des memotaktischen Verhaltens.
Diese Ergebnisse suggerieren, dass die PKA an der visuellen Kurzzeitintegration beteiligt ist
(Dorschel, S.; 2015).

Die PKA ist ein Tetramer und besteht aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen Un-
tereinheiten (Melendez et al., 1995; Bettencourt da Cruz et al., 2008). Die Zusammensetzung
der PKA, also welche der drei bekannten C-Untereinheiten fiir die zwei Platze benutzt wer-
den, ist unbekannt. Denkbar ist also, dass C1 im Memotaxis-Gedachtnis keine Rolle spielt. Da
bei Drosophila melanogaster von der Cl-Untereinheit wiederum drei Transkripte und drei
Polypeptide bekannt sind (Flybase), ist es auch denkbar, weitere PKA-Mutanten beziglich
der C1-Untereinheit, sowie bezliglich der C3-Untereinheit, zu analysieren. Dadurch werden
sich exaktere Aussagen Uber die Funktion der PKA im Zusammenhang mit dem visuellen
Kurzzeitintegrator treffen lassen.

Heterozygote Pka-C1"*-mutante Tiere zeigen auch keinen Effekt bei der aversiven, olfak-
torischen Konditionierung (Tully und Quinn, 1985). Im Bezug zum visuellen Arbeitsgedacht-
nis hingegen konnte gezeigt werden, dass Fliegen mit dem heterozygoten Allel Pka-C1™ ein
reduziertes visuelles Arbeitsgedachtnis besitzen (Detour-Paradigma; Kuntz, Dissertation
2015). Hier wurde die C1-Untereinheit konditional im Adultstadium herunter reguliert, je-
doch nicht in den R1-Neuronen. Sowohl die Degradierung der Cl1- als auch der C3-
Untereinheit hatten eine Einschrankung des visuellen Arbeitsgedachtnisses im Detour-

Paradigma zur Folge, nicht aber die Degradierung der C2-Untereinheit (Kuntz, Dissertation
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2015). Dieses negative Ergebnis fiir das visuelle Arbeitsgedachtnis dient gleichzeitig als Be-
weis dafiir, dass die Defekte im Memotaxis-Verhalten nach der oben erwdhnten C2-RNA
Interferenz in R1-Neuronen hdochst relevant und keine Off-Target-Effekte sind. In diesem
Zusammenhang betrachtet, beginnt sich weiter heraus zu kristallisieren, dass das memotak-
tische Gedachtnis in Form eines anderen biochemischen Signalwegs kontrolliert wird, als das
Detour-Gedachtnis.

Sucht man nach einem Zielprotein der PKA-Phosphorylierung fiir das extrem kurzlebige
Memotaxis-Gedachtnis, so kommt Synapsin in Frage. Synapsin ist ein Phosphoprotein und
mit synaptischen Vesikeln im reserve pool assoziiert. Bei Aplysia phosphoryliert PKA unter
anderem Synapsin, um die Exocytose einzuleiten (Fiumara et al., 2004). Bei Sdugetieren be-
sitzt der N-Terminus von Synapsin Bindedomanen fir PKA und Ca2+/CaM—abhéngige Protein-
kinasen I/IV (Diegelmann et al., 2006). Bei Drosophila melanogaster konnte ebenfalls ein
Gen, synapsin (syn), identifiziert werden (Klagges et al., 1996). Wahrend die synaptische
Struktur intakt erscheint, zeigen die Mutanten von syn Defekte im Zusammenhang mit Ler-
nen und Gedachtnis (Godenschwege et al., 2004; Michels et al., 2005).

Die Degradierung der mRNA von rut zeigt, dass in allen vier Subtypen der Ringneuronen
die Strecken deutlich langer im Vergleich zu den Kontrollen ausfallen. Dabei spielte es hin-
sichtlich der Streckenlange keine Rolle, in welchen der vier Subtypen der Ringneuronen des
Ellipsoidkdrpers die mRNA von rut degradiert wurde (vgl. Abb. 31 B). Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schliellen, dass die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma reduziert ist,
oder dass das Konstrukt Off-Target Effekte produziert. Eigene Vorarbeiten zeigten, dass eine
reduzierte visuelle Orientierung mit einer erhéhten Anzahl von Richtungswechseln einher-
geht, das Resultat ist eine langere Wegstrecke (Flethe, Diplomarbeit 2013). In dieser Ver-
suchsreihe fallt jedoch auf, dass eine langere Wegstrecke nicht in allen Fallen dazu fihrt,
dass die Landmarken zuféllig ausgewahlt werden (vgl. Abb. 31 A). Nur wenn die AC in R2-
Neuronen herunterreguliert wird, wahlen Fliegen die Landmarken zufallig aus. In den ande-
ren Fallen gibt es statistisch nachweisbare Unterschiede der Anlaufe zum Zufallsniveau, so
dass die Fliegen scheinbar zielgerichtet die Landmarke anlaufen. Dies steht jedoch im Wider-
spruch zu der Hypothese, dass langere Wegstrecken immer mit der zufalligen Auswahl eines
visuellen Objektes einhergehen. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlielen, dass Entschei-
dungen bzw. die Auswahl von visuellen Objekten auf neuronaler Ebene nicht von dem glei-
chen neuronalen Netzwerk und den gleichen biochemischen Komponenten verarbeitet wer-

den, die auch die kurzzeitige Integration eines visuellen Signals tGbernehmen. Ein Hinweis
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konnte sein, dass die Tiere zwar eine eingeschrankte visuelle Orientierung im Memotaxis-
Paradigma besitzen, ganz einfach aber nur langer brauchen, um sich fiir ,,das richtige” visuel-
le Objekt zu entscheiden. Das bedeutet, dass sie bis zum Treffen der Entscheidung langere
Wegstrecken zurlicklegen und dann zu dem Objekt ihrer Wahl laufen.

Aus einem anderen Aspekt betrachtet kann man sich auch die Frage nach der Zuverlassig-
keit der Landmarkenanlaufe zur Charakterisierung memotaktischen Verhaltens stellen. Denn
zum einen zeigen die Tiere eine defekte visuelle Orientierung im memotaktischen Verhalten,
wenn man sich die zurilickgelegten Strecken anschaut, zum anderen ist aber auch ersichtlich,
dass Tiere, die sich schlecht im Memotaxis-Paradigma orientieren kénnen, statistisch be-
trachtet, die Landmarken nicht zufallig auswahlen (vgl. Abb. 31).

Betrachtet man die zuriickgelegten Strecken als Indikator fiir die visuelle Orientierung im
Memotaxis-Paradigma, so suggerieren die vorliegenden Ergebnisse jedoch, dass rut in allen
vier Subtypen der Ringneuronen eine essentielle Funktion Gbernimmt, um das langer sicht-
bare Signal in einem Kurzzeitspeicher zu integrieren und um zielgerichtetes Verhalten zu
ermoglichen. Um diese Hypothese weiter zu verifizieren, ist es jedoch notwendig, die mRNA
des Gens rut nicht nur gewebe- sondern auch zeitspezifisch herunterzuregulieren. Denn es
ware moglich, dass die gestorte, visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma auch durch
einen Entwicklungsdefekt durch das konstitutiv herunterregulierte rut! ausgelost wurde. Es
gibt Studien (Kim et al., 1996), die zeigen konnen, dass das Gen rut wahrend der Entwicklung
von Neuronen in dem larvalen Stadium einer Fliege bendtigt wird. Zellkulturen zeigten, dass
Neuronen von Mutanten des Stammes rut’ eine von wildtypischen Neuronen abweichende
Morphologie besitzen (Kim et al., 1996). In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, in-
wieweit sich dieser Effekt auf die memotaktische Orientierung auswirken konnte. Um dies
ndaher zu untersuchen ware es moglich, mit Hilfe des temperaturabhangigen GAL4-
Repressors GAL80", die Expression der RNAi gewebe- und zeitspezifisch zu steuern. Jedoch
konnte gezeigt werden, dass es keinen signifikanten Unterschied beziiglich der zurlickgeleg-
ten Strecken gibt, wenn rut temperaturabhdngig in R3-Neuronen exprimiert wird (F2-
Praktikum, J. Diehl). Sowohl diese Tiere, als auch entsprechende Kontrolltiere zeigten kein
zielgerichtetes Verhalten, bereits dann, wenn sie bei der restriktive Temperatur von 18°
aufwuchsen und im Memotaxis-Paradigma analysiert wurden (J. Diehl, Daten unveroffent-
licht). Hier musste die visuelle Orientierung wildtypischer Fliegen im Memotaxis-Paradigma
ndher analysiert werden, um zu Uberpriifen, ob es wildtypischen Fliegen lGberhaupt moglich

ist, sich nach der Aufzucht bei 18° in diesem Paradigma zu orientieren. Fir die Kontrolle der

Seite

107



gewebe- und zeitabhangigen Expression des GAL4 Treibers ware es aber auch maglich, al-
ternativ mit Hilfe des hormonabhangigen GeneSwitch-Systems die Expression des GAL4
Treibers zu steuern (Nicholson et al., 2008). Nach Verfiitterung des Progesteron-
Rezeptorantagonisten RU486 wird die Expression des GAL4 Treibers gestartet und kann so-
mit an die komplementdre UAS-Sequenz binden und die nachgeschaltete Expression einlei-

ten.

4.4 Die Beteiligung des cGMP-Signalwegs an der visuellen Kurz-

zeitintegration

Zu Beginn der Erforschung von Lern- und Gedéachtnisprozessen bei Drosophila melanogas-
ter wurden mit Hilfe des Tully-Quinn-Paradigmas, mit dessen Hilfe es moglich ist die Prozes-
se der olfaktorischen Konditionierung zu untersuchen, die ersten Lernmutanten isoliert. Die
ersten Mutanten der Gene dnc und rut stehen im Zusammenhang mit der Regulation des
cAMP-Spiegels. cAMP agiert als sekundarer Botenstoff und ermdglicht Lern- und Gedacht-
nisprozesse in Drosophila melanogaster (Tully und Quinn, 1985; Dubnau und Tully, 1998).
Neuere Studien zeigen, dass es weitere biochemische Prozesse zur Verarbeitung sensori-
scher Informationen gibt, die das cGMP-Botenstoff-System aktivieren. Der cGMP-Spiegel
kontrolliert sowohl bei Vertebraten als auch bei Invertebraten unterschiedliche biochemi-
sche Ereignisse. Bei Vertebraten konnte nachgewiesen werden, dass der cGMP-Spiegel die
olfaktorische Wahrnehmung beeinflusst (Kroner et al., 1996; Scheiner et al., 2004), ebenfalls
die gustatorische Perzeption wird durch cGMP reguliert (Krizhanovsky et al., 2000; Scheiner
et al., 2004). Der cGMP-Spiegel kann aber auch die Regulation der Genexpression lberneh-
men und ist in Prozesse wie Langzeit-Depression und Langzeitpotenzierung involviert und
kontrolliert damit die Gedadchtniskonsolidierung (Wang und Robinson, 1997; Scheiner et al.,
2004). Bei Invertebraten ist der cGMP-Spiegel in Prozesse wie die Olfaktion, die visuelle und
mechanosensorische Perzeption, die Hypoxie und auch in die Bildung des Gedachtnisses
involviert. cGMP kann zusatzlich weitere Rezeptorproteine wie lonenkanale oder cGMP-
abhangige PDEs aktivieren (Miiller, 1997; Bicker, 2001; Scheiner et al., 2004). Im Rahmen des
visuellen Arbeitsgedachtnisses wird ein phasischer cGMP-Spiegel zur Modulation des dCREB-
Expressionslevel bendtigt (vgl. Kap. 1.3). Fir die Regulation des cGMP-Spiegels sind NOS und
CBS essentiell (Kuntz et al., 2017).
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Die Analysen beziglich des visuellen Kurzzeitintegrators fiir die Memotaxis ergeben, dass
NOS keine Rolle spielt, wenn sich Fliegen in Anwesenheit von visuell konkurrierenden Stimuli
zielgerichtet fortbewegen. Sowohl der Knockdown mittles RNAi als auch die Uberexpression
von NOS in R3-Neuronen beeinflussen die visuelle Orientierung im Memotaxis-Paradigma
nicht. Die Lange der Strecken als auch die Landmarkenanlaufe befinden sich auf dem wildty-
pischen Niveau (vgl. Abb. 41 und Abb. 42). Auch hier kristallisiert sich heraus, dass das visuel-
le Arbeitsgedachtnis und die Funktion des visuellen Kurzzeitintegrators auf unterschiedlichen
biochemischen Ebenen reguliert werden. Das Memotaxis-Gedachtnis ist nicht von NOS in
den R3-Neuronen abhangig wie das Detour-Gedachtnis. Moglicherweise ist das Memotaxis-
Geddchtnis in einem anderen Subtyp von Ringneuronen lokalisiert. Beide visuellen Orientie-
rungsstrategien sind fir zielgerichtetes Verhalten notwendig und sind abhangig von der Si-
tuation in einem visuellen Umfeld. Wahrend NOS und die damit verbundene Signaltransduk-
tionskaskade in R3-Neuronen fir die Phosphorylierung von dCREB benétigt wird, spielen bei
der visuellen Kurzzeitintegration NOS und dCREB keine Rolle. Hier ist darauf hinzuweisen,
dass im Memotaxis-Paradigma jederzeit eine von zwei Landmarken zu sehen ist, und dass
der Kurs auf eine der Landmarken fiir eine Sekunde beibehalten werden muss, wahrend das
ausgewahlte Objekt nicht sichtbar ist. Nach Seelig und Jayaraman (2013; 2015) werden
Landmarken in Form von Ca2+—5ignalen innerhalb der Ringneuronen und den Kompassneu-
ronen prasentiert. Eine Moglichkeit, wie der Einstrom von Ca®" in die Zellen kontrolliert wer-
den kann, sind NMDA-Rezeptoren, deren Aktivitat Gber eine Sekunde aufrecht gehalten
werden kann (Mongillo et al., 2008). In diesem Zusammenhang ist zu Uberlegen, ob es aus-
reichend ist, die neuronale Aktivitat sekundenlang aufrecht zu erhalten, damit das Signal
weitergeleitet werden kann. Das Offnen von NMDA-Kanilen iibernimmt die Speicherfunkti-
on der Information lber die Position der Landmarke (vgl. Kap. 4.5).

Die vorliegende Studie kann eine notwendige Aktivitat der GC nicht ausschlieRen. Es ist
grundsatzlich moglich, dass die GC fir das sehr kurzlebige Gedachtnis im Memotaxis-
Paradigma benétigt wird, jedoch einen anderen Gasotransmitter fiir die Aktivierung bindet.
Dieser kdnnte z.B. CO sein, da die GC neben der Akzeptorstelle fir NO auch eine fir CO be-
sitzt (Dawson et al., 1994). In zuklnftigen Studien kann dies ein weiterer Weg sein, um die
Kurzzeitintegration auf biochemischer Ebene nadher zu charakterisieren.

Die Fliegen der wildtypischen Stamme for’ und for® zeigten, dass sie haufig nicht in der
Lage waren, die Landmarke zielgerichtet anzulaufen, die zu Beginn der Messung fir drei Se-

kunden sichtbar war. for kodiert fiir eine cGMP-abhangige Proteinkinase (PKG); beide Allele
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kommen in der Natur vor. Sie wurden auf Grund des unterschiedlichen Futtersuchverhaltens
isoliert. forR frisst als Larve gerade lange Strecken in das Medium und findet eher neue Res-
sourcen, wohingegen for’-Larven gekriimmte, kiirzere Strecken zuriicklegen und bestehende
Ressourcen dadurch besser ausnutzen. Auch bei adulten Tieren wurden diese Unterschiede
im Futtersuchverhalten beobachtet (Pereira und Sokolowski, 1993). for” besitzt eine um 12%
héhere PKG-Aktivitit als for’ (Osborne et al., 1997); Letztere wurde als Lernmutante in ei-
nem operanten visuellen Lernparadigma identifiziert, wohingegen for® normal lernte (Wang
et al., 2008).

Im Memotaxis-Paradigma gab es Tiere beider Allele, die haufiger die Richtung wechselten
und zeitweise die andere Landmarke anliefen, was sich an zickzackférmigen Laufspuren be-
obachten liel8. Zum anderen liefen manche Fliegen kreisformig in der Arena herum, bevor sie
eine der Landmarken wahlten. Von beiden Stammen gab es jedoch auch Fliegen, die sich
annahernd wie der wildtypische Stamm CS verhielten (vgl. Abb. 33). Die statistischen Analy-
sen zeigen, dass die Tiere des Stammes for" insgesamt eine Einschriankung beziiglich ihrer
Fahigkeit zur visuellen Kurzzeitintegration besitzen. Die Fliegen des wildtypischen Stammes
for’ hingegen zeigen, dass das memotaktische Verhalten intakt ist (vgl. Abb. 32). Die statisti-
schen Unterschiede des Stammes for”, die zum wildtypischen Stamm CS nachweisbar sind,
konnten auf den unterschiedlichen, genetischen Hintergrund der wildtypischen Stamme zu-
rickzufiihren sein. Eine Studie von Colomb und Brembs (2014) konnte zeigen, dass es auch
zwischen Unterstammen von CS zu Abweichungen im Zusammenhang des lokomotorischen
Verhaltens kommen kann, wenn die Fliegen der verschiedenen Unterstamme im Buridan-
Paradigma auf Landmarken zuliefen. Dieser Effekt wird als ,,Griindereffekt” bezeichnet, der
durch die separate Laborhaltung der Stamme Uber die Zeit auftreten kann. Der Vergleich der
beiden for-Stamme untereinander zeigt, dass beide Stamme sich nicht signifikant voneinan-
der unterscheiden. Zum einen konnen die Unterschiede im memotaktischen Verhalten im
Vergleich zum wildtypischen Stamm CS auf den bereits erwahnten Griindereffekt zuriickge-
fuhrt werden. Zum anderen wire es moglich, dass im genetischen Hintergrund der for"-
Stamme ein Faktor existiert, der die Unterschiede verursacht.

PKG wird bei der Verarbeitung visueller Muster innerhalb des Ellipsoidkérpers und des fa-
cherférmigen Kérpers benotigt. Das visuelle Mustergedichtnis von for’-Fliegen ist deutlich
herabgesetzt und kann durch Expression zusatzlicher cDNA im Bereich des Ellipsoidkorpers
und des facherférmigen Korpers wiederhergestellt werden. Dies zeigt, dass die PKG eine

Rolle bei komplexen Signalwegen bei der visuellen Informationsverarbeitung bei Drosophila

Seite

110



Ubernimmt. Als Schliisselfaktor in der NO und cGMP Signalkaskade hat die PKG viele Substra-
te (Wang et al., 2008). Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass die PKG im Bereich der
visuellen Informationsverarbeitung in Bezug auf die Bildung eines visuellen Arbeitsgedacht-
nisses die ribosomale S6 Kinase Il (RSKIl) phosphoryliert (vgl. Abb. 2) (Kuntz et al., 2012;
2017). Innerhalb des Detour-Paradigmas orientieren sich for’-Fliegen wesentlich schlechter
als wildtypische Fliegen, da das visuelle Arbeitsgedachtnis von homozygoten Fliegen des
Stammes for’ nur noch bei 60% liegt. Tiere mit dem homozygoten Allel for® zeigen dagegen
eine wildtypische Orientierungsleistung im Detour-Paradigma (Kuntz et al., 2012; 2017). Da-
her ist es umso Uberraschender, dass homozygote forR—FIiegen zeigen, dass sie kein memo-
taktisches Gedichtnis ausbilden kdnnen, for’-Fliegen hingegen schon. Eine Erklarung bietet
der Befund von Engel et al., (2000), wonach sich for’ beziiglich des von den Riesenneuronen
vermittelten Fluchtreflexes sehr viel schneller habituieren und dishabituieren lasst, als for”.
Memotaxis ware damit das zweite Verhalten, das einen Integrator benétigt und mit weniger
PKG-Aktivitat affektiver ablauft als mit der hoheren PKG-Aktivitat in for® (Engel et al., 2000).
Der Befund zeigt einmal mehr, dass der Memotaxis-Integrator und das visuelle Arbeitsge-
dachtnis getrennte Gedachtnissysteme sind.

Die vorliegende Studie zeigt, dass die visuelle Orientierung der Fliegen des Stammes

I-gn58/1

mit defekter RSKIl im Memotaxis-Paradigma herabgesetzt ist. Die zurlickgelegten
Strecken fallen deutlich langer aus als die des wildtypischen Stammes CS. Auch die Auswahl
der Landmarken erfolgt zuféllig (vgl. Abb. 34). Daraus lasst sich schlieen, dass die RSKIl an
der kurzzeitigen Integration der visuellen Information beziiglich der Landmarkenorientierung
im Memotaxis-Paradigma beteiligt ist. Die RSKIl gehort zu der Familie der Serin-Threonin
Kinasen und ist innerhalb des MAP-K- (mitogen-activated protein kinase) Signalwegs aktiv.
MAP-K ist ein Mediator des MAP-K/ERK Signalwegs bei Vertebraten, ERK (extracellular sig-
nal-regulated Kinase) ist eine Untergruppe der MAP-K (Frodin und Gammeltoft, 1999). Der
MAP-K/ERK Signalweg reguliert Prozesse wie die Genexpression, das Zellwachstum und die
Proliferation (Putz et al., 2004; Beck et al., 2015). Die RSKIl wird sowohl fiir die Morphologie
als auch fir die Funktion von Synapsen benétigt (Fischer et al., 2009; Beck et al., 2015). Mu-
tationen im Bereich der menschlichen Variante des Gens rsk2 verursachen eine einge-
schrankte geistige Entwicklung. Die damit zusammenhangende Erkrankung wird als Coffin-
Lowry-Syndrom bezeichnet (Lowry et al., 1971; Fischer et al., 2009). Auch bei Drosophila

melanogaster sind Lernprozesse und die Gedachtnisbildung beeintrachtigt (Beck et al.,

2015). So sind z.B. operante und klassische Lernvorgdnge deutlich vermindert (Putz et al.,
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2004). Werden Nullmutante ign"®*-Fliegen beziiglich ihres visuellen Arbeitsgedichtnisses im
Detour-Paradigma analysiert, so zeigen sie einen vollstandigen Orientierungsverlust nach
dem Verschwinden der Landmarke (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2017). Die vorliegende
Studie zeigt dartber hinaus, dass auch das Memotaxis-Gedachtnis vermindert ist.

Betrachtet man die Expression der cDNA von ign“ in einem ign58/1-mutanten Hinter-
grund, so kann in den Ringneuronen-Subtypen R1, R2, R3 und R4 der Verhaltensphanotyp
bezliglich der Strecken gerettet werden (vgl. Abb. 39 B). Das Verhalten in Bezug auf die
Landmarkenanldaufe kann dagegen nicht gerettet werden, wenn die cDNA in R4-Neuronen
exprimiert wird (vgl. Abb. 39 A). Betrachtet man die zurlickgelegten Strecken, ldsst sich da-
raus schlieBen, dass es ausreicht, wenn in einem der vier Subtypen die funktionsfahige RSKII
exprimiert wird, oder der cAMP-Signalweg den cGMP-Signalweg ersetzen kann. Beziglich
der beiden parallelen Signalpfade wird angenommen, dass sie auch fiir die Etablierung des
visuellen Arbeitsgedachtnisses im Detour-Paradigma in R3-Neuronen essentiell sind und pa-
rallel existieren (Kuntz, Dissertation 2015).

Das Verhalten von ign58/1

-mutanten Fliegen kann wieder hergestellt werden, wenn die
wildtypische cDNA von ign®? in einem der Subtypen exprimiert wird. Um dies zu erklaren,
betrachte man die Mdoglichkeit, dass ein Subtyp der Ringneuronen die Funktion der anderen

/1 in diesen ausfillt.

Subtypen beeinflussen kann, wenn die wildtypische Funktion von ign
Trifft ein visuelles Signal auf die zugehorigen, informationsverarbeitenden Einheiten, ware es
moglich, dass statt NO CO produziert wird und die sGC aktiviert. CO wird von der Ha-
moxygenase (HO) in Drosophila melanogaster synthetisiert und kann ebenfalls den cGMP-
Signalpfad regulieren (Zhang et al., 2004). CO ist ein weiterer Gasotransmitter und kann wie
NO an die sGC binden. Es kann aber auch die Exocytose von mit Transmittern gefillten Vesi-
keln in der Nachbarschaft aktivieren, so dass durch diesen Vorgang Rezeptoren in den post-
synaptischen Zellen aktiviert werden (vgl. Abb. 53; Kap. 4.7). AuBerdem kann es die Aktivitat
von NOS inhibieren (Maines, 1997). In Kap. 4.7 wird naher auf eine mogliche Regulation
durch CO eingegangen.

Weiterhin unklar bleibt, welches Zielprotein die RSKIl im Rahmen des memotaktischen
Geddchtnisses besitzt, da heterozygote dCREB-Mutanten zeigen, dass sie ein wildtypisches
Arbeitsgedachtnis besitzen (vgl. Abb. 36). Bei Drosophila melanogaster ist dCREB fiir die
Ausbildung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses essentiell (vgl. Abb. 2, Kuntz et al., 2017). Im

Detour-Paradigma wird dCREB allerdings nicht akut bendtigt, sondern leitet bereits im Vor-

feld die Transkription von sogenannten Kompetenzfaktoren ein, die akut fiir das Arbeitsge-
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dachtnis benotigt werden (Kuntz et al., 2017). Parallel zum cGMP-Signalweg reguliert auch
der cAMP-Signalweg die Transkription der Kompetenzfaktoren. Die doppelt regulierte AC
moduliert den cAMP-Spiegel. Ist der cAMP-Spiegel hoch genug, so wird die PKA aktiviert, die
wiederum dCREB phosphoryliert (Chen et al., 2012, Kuntz et al.,, 2017). Ob RSKIl andere
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert um ebenfalls Kometenzfaktoren zu aktivieren, kann
die vorliegende Studie nicht zeigen.

Zusammenfassend lasst sich aus der vorliegenden Studie ableiten, dass fir die visuelle
Orientierung im Memotaxis-Paradigma wahrscheinlich die PKG und die RSKII als Komponen-
ten des cGMP-Signalwegs bendétigt werden. Weiterhin spielt die AC zur Regulation des
cAMP-Signalwegs eine entscheidende Rolle. Im Kap. 4.7 wird auf eine mogliche Verkniipfung

mit anderen biochemischen Komponenten naher eingegangen.

4.5 Die Rolle der NMDA-Rezeptoren fiir die Memotaxis und das

visuelle Kurzzeitgedachtnis

Die vorliegende Studie zeigt, dass NMDA-Rezeptoren an der visuellen Orientierung im
Memotaxis-Paradigma in jedem der Ringsysteme R1 bis R4 beteiligt sind und die kurzzeitige
Integration sensorischer Signale beeinflussen. Dies geschieht entweder auch ohne Mg?*-
Block oder das Memotaxis-Gedachtnis befindet sich nicht in den R3-Neuronen (vgl. Abb. 48).
AulBerdem Ubernehmen NMDA-Rezeptoren eine Rolle bei der Etablierung des visuellen Ar-
beitsgedachtnisses. Es kann unterbrochen werden, wenn die dNR1-Untereinheit in einem
der vier Subtypen der Ringneuronen herunterreguliert wird. Dies wirkt sich auf das Orientie-
rungsverhalten im Memotaxis-Paradigma und auf das visuelle Arbeitsgedachtnis im Detour-
Paradigma gleichermalien aus (vgl. Abb. 47 und Abb. 49). Im Detour-Paradigma wird der
Mg?*-Block in der dNR1-Untereinheit der NMDA-Rezeptoren in R3-Neuronen allerdings be-
notigt, um die visuelle Information in einem Arbeitsgedachtnis zu hinterlegen (vgl. Abb. 50).

Die Laufspuren der betroffenen Fliegen im Memotaxis-Paradigma zeigen, dass die Fliegen
nicht in der Lage waren, die Landmarke, die zu Beginn der Messung fiir drei Sekunden sicht-
bar war, zielgerichtet anzulaufen, wenn die mRNA der dNR1-Untereinheit degradiert wird.
Dies lie sich deutlich an den Laufspuren erkennen (vgl. Abb. 43, Abb. 44, Abb. 46). Sie
wechseln haufiger die Laufrichtung, und lassen sich durch die zweite Landmarke 6fter von
ihrem urspriinglichen Kurs ablenken. Sie zeigen, dass die Orientierungsleistung bezliglich
eines visuellen Stimulus deutlich herabgesetzt ist. AuRerdem wirkt es, als ob das Entschei-
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dungsverhalten deutlich gestort ist, da die Tiere beide Landmarken gleich haufig auswahlen.
Dies unterscheidet sie von dem Verhalten der Kontrollgruppen und den wildtypischen Flie-
gen, die zielgerichtet die Landmarke anlaufen, die zu Beginn der Messung fiir drei Sekunden
sichtbar war. Die Degradierung der mRNA der dNR1-Untereinheit hat zur Folge, dass Fliegen
nicht in der Lage waren, die visuelle Information im Memotaxis-Gedachtnis zu hinterlegen.
Dies lief§ sich auch statistisch belegen (vgl. Abb. 45 und Abb. 47).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass NMDA-Rezeptoren innerhalb des Ellipsoidkor-
pers fiir die Etablierung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses und fiir die zeitliche Integration
einer Landmarke Memotaxis-Paradigma benétigt werden. Beide Prozesse sind damit von
Glutamat-Rezeptoren abhadngig. Ein weiterer Aspekt ist, dass der durch die NMDA-
Rezeptoren kontrollierte Ca?*-Einstrom fur die Funktionsweise des memotaktischen Ge-
dachtnisses und des visuellen Arbeitsgedachtnisses bendtigt wird. Diese Hypothese wird
durch die Tatsache unterstiitzt, dass der Ellipsoidkérper Ca2+—abhéngig die externe Umwelt
abbildet. Zum einen generieren die Glomeruli in den Bulbi retinotop ein Ca**-Signal in Ab-
hangigleit der visuellen Umwelt der Fliege ab, zum anderen ist dieses Signal auch in den
EB.w-Neuronen (nach Turner-Evans et al., 2017 sind es E-PG Neuronen) nachweisbar (Seelig
und Jayaraman, 2013; 2015). Bei Drosophila melanogaster sind NMDA-Rezeptoren vor allem
im Ellipsoidkorper, im facherférmigen Kérper und in den Pilzkérpern lokalisiert. Innerhalb
des Zentralkomplexes besitzen insbesondere die GroRfeldneuronen des Ellipsoidkorpers
NMDA-Rezeptoren (Wu et al. 2007).

Wird die mutante Form der Untereinheit exprimiert, so ist die Offnung des NMDA-
Rezeptors nur noch durch die Bindung Glutamat abhangig. Dies wirkt sich jedoch nicht auf
die Stromstirke von Ca®* aus. Elektrophysiologische Untersuchungen zeigen, dass sich die
Stromstarke bezliglich Ca’* bei den Rezeptormutanten nicht von Fliegen unterscheidet, die
die wildtypische Kopie der Rezeptoruntereinheit exprimieren (Miyashita et al., 2012). Wird
die mutante dNR1(N631Q)-Untereinheit pan-neural mit der Treiberlinie elav-GAL4 expri-
miert, ist das olfaktorische Lernen intakt und die Fliegen kdnnen ein olfaktorisches Kurzzeit-
gedachtnis nach 1h ausbilden. Nur das olfaktorische Langzeitgedachtnis nach 24h ist redu-
ziert. Dieser Effekt sei darauf zuriickzufiihren, dass der Caz+—Einstrom, der fir Lernprozesse
erforderlich ist, nicht beeintrachtigt ist wahrend der Lernphase. Jedoch scheint es eine Be-
eintrachtigung des Ca’*-Einstroms wihrend den Ruhephase des Trainings zu geben, der dazu
fuhrt, dass die fiir das Langzeitgedachtnis bendétigte Transkriptionsfaktoren, wie z.B. homer,

nicht exprimiert werden kénnen (Miyashita et al., 2012). Fir das memotaktische Verhalten
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bedeutet das, dass der Ca**-Einstrom durch NMDA-Rezeptoren notwendig ist, dieser aber
nicht von dem Mg2+—BIock in R3-Neuronen abhangig ist. Moglicherweise reicht einfach die
langer anhaltende Aktivitdt der Rezeptoren aus, oder das Gedachtnis ist in den anderen
Ringneuronen-Subtypen lokalisiert.

Es kann aber auch sein, dass die restliche wildtypische Funktion der NMDA-Rezeptoren
ausreicht, um ein memotaktisches Gedichtnis auszubilden. Wahrend der Uberexpression
der mutanten dNR1(N631Q)-Untereinheit wird die wildtypische Version der Untereinheit
weiterhin exprimiert (Miyashita et al., 2012). Da der NMDA-Rezeptor aus zwei dNR1- und
zwei dNR2-Untereinheiten besteht (Xia et al., 2005), sollten statistisch betrachtet 25% der
NMDA-Rezeptoren intakt sein und Mg®* binden kénnen. Damit wire auch die Eigenschaft
des Koinzidenzdetektors nicht ganz abhanden gekommen.

Wird die mutante dNR1(N631Q)-Untereinheit in den R3-Neuronen lberexprimiert, so re-
sultiert dies in einem vollstandigen Verlust des visuellen Arbeitsgedachtnisses
(vgl. Kap. 3.7.1). Die vorliegende Arbeit kann somit zeigen, dass NMDA-Rezeptoren an der
Etablierung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses beteiligt sind. Bei Drosophila melanogaster
fuhrt eine genetische und pharmakologische Reduktion des Mg®*-Blocks in den NMDA-
Rezeptoren dazu, dass die Expression einer Isoform eines dCREB-Repressors erhoht ist
(Miyashita et al., 2012). Die hohere Expression eines dCREB-Repressors in Kenyon-Zellen
flhrt zu einer verminderten Aktivierung von dCREB, weshalb die von dem Transkriptionsfak-
tor kontrollierten Gene wie z.B. homer nicht in einem ausreichenden Mal3 exprimiert werden
kénnen (Miyashita et al., 2012). In den Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers werden Gene wie
z.B. homer fir das visuelle Arbeitsgedachtnis als Kompetenzfaktoren bendtigt und durch
dCREB reguliert (Kuntz et al., 2017). Ob NMDA-Rezeptoren auch in den Ringneuronen einen
dCREB-Repressor regulieren, ist jedoch nicht untersucht. Wirden NMDA-Rezeptoren auch
im Ellipsoidkorper die Expression eines dCREB-Repressors kontrollieren, hatte dies zur Folge,
dass im Ellipsoidkérper nicht genligend dCREB zur Verfligung steht, um die Expression beno-
tigter Kompetenzfaktoren wie z.B. homer einzuleiten. Dies ist eine mogliche Erklarung, wieso
die Fliegen kein visuelles Arbeitsgedachtnis ausbilden, wenn die mutante dNR1(N631Q)-
Untereinheit in den R3-Neuronen exprimiert wird.

In Abb. 51 A wird eine mogliche Funktionsweise der NMDA-Rezeptoren innerhalb des El-
lipsoidkorpers dargestellt. Die Ringneuronen (blau) werden durch den ortspezifischen visuel-
len Eingang aktiviert. Dies hat zur Folge, dass ortsspezifisch ein neuronales Netzwerk bezie-

hungsweise ein bestimmtes Muster von Neuronen aktiviert wird. Mit Hilfe des NMDA-
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Rezeptorsystems sind die glutamatergen Neuronen in der Lage, die neuronale Aktivitat fir
einige 100 ms aufrecht zu halten (Miyashita et al., 2012). Nach Freisetzung von Glutamat
durch die Prasynapse bindet es an ionotrope AMPA-Rezeptoren, die gemeinsam mit NMDA-
Rezeptoren in die postynaptische Membran eingebettet sind. Eine Zelle im Ruhepotenzial
besitzt eine Spannung von -70 bis -80 mV. Nach Aktivierung von glutamatergen Rezeptoren
erhoht sich die Leitfahigkeit der postsynaptischen Membran fiir positiv geladene lonen, wie
z.B. Na'. Aufgrund des Konzentrationsgefilles und des Spannungsgefilles strémt Na® in die
postsynaptische Zelle, bis die Spannung einen Wert von 0 mV erreicht. Bis zu dieser Schwelle
bindet Glutamat zwar auch an die aktiven Zentren der NMDA-Rezeptoren, diese werden
jedoch noch nicht gedffnet, da die Untereinheiten der Rezeptoren Mg?* binden und so der
lonentransfer verhindert wird. Erst wenn ein Schwellenwert erreicht wird, und die Spannung
einen positiven Wert annimmt, 18st sich Mg?* von den Untereinheiten, so dass Ca** in die
postsynaptische Zelle stromen kann. Das bedeutet, dass NMDA-Rezeptoren sowohl ligan-
den- als auch spannungsgesteuert sind.

Erst wenn die Prasynapse Glutamat sezerniert und die Depolarisation der Postsynapse ei-
ne Spannung von ca. 0 mV erreicht hat, 18st sich Mg®* von den Untereinheiten und die Re-
zeptorkanale werden aktiviert. Erst dann kdnnen sie fir einige 100 ms aktiv sein (Miyashita
et al., 2012). Die Depolarisation am Axonhiigel der postsynaptischen Zelle kann durch hoch-
frequente Aktionspotenziale in der prasynaptischen Zelle ausgelost werden. Doch in den
Prasynapsen werden zunachst Ca’*-Kanile geodffnet. Der Ca**-Einstrom aktviert die mit
Transmitter gefiillten Vesikel, die infolgedessen mit der prasynaptischen Membran fusionie-
ren. Die Transmitter werden in den synaptischen Spalt innerhalb der aktiven Zone freige-
setzt. Glutamat bindet an Liganden-Bindedomanen der NMDA-Rezeptoruntereinheiten, aber
auch an weiteren Glutamat-Rezeptoren, wie z.B. AMPA- oder Kainat-Rezeptoren. Zusatzlich
zu diesen ionotropen Rezeptorkanalen gibt es auch metabotrope, also G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. Ist ein prasynaptisches Neuron kurz nacheinander mehrfach aktiv, so erfolgt am
Axonhiigel des postsynaptischen Neurons eine zeitliche Summation der elektrischen Ereig-
nisse. Die zeitliche Summation der exzitatorischen und inhibitorischen Signale kann am Axo-
nhiigel eine Depolarisation auslésen. Erst wenn ein Schwellenwert erreicht wird, entsteht
dort eine Folge von Aktionspotenzialen, die durch die Axone weitergeleitet werden. Alterna-
tiv zu dieser zeitlichen Summation am Axonhiigel der Postsynapse kann auch eine rdumliche
Summation durch mehr als nur einer aktiven Zone an einer Postsynapse eine Folge von Akti-

onspotenzialen auslésen. Das bedeutet, dass ein postsynaptisches Neuron mit mehreren
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prasynaptischen Neuronen verbunden sein kann (Heynen et al., 2000). Im Ellipsoidkorper
wurde ein neuer Synapsentyp-Typ identifiziert, der zwei unabhangig voneinander aktive Zo-
nen besitzt und damit die Rolle eines Koinzidenzdetektors Gibernehmen kann (Martin-Pefia
et al., 2014). Ob dieser Synapsentyp jedoch auch fiir die kurzzeitige Speicherung der visuel-
len Information im Memotaxis-Paradigma bendtigt wird, ist nicht untersucht. Bisher konnten
sowohl inhibierende Neurotransmitter, wie z.B. GABA (y-Aminobuttersdure), als auch exzita-
torische Neurotransmitter, wie z.B. Glutamat, in Ringneuronen identifiziert werden (Martin-
Pefia et al., 2014).

A B
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NMDA- . — Emggang; 1s
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Steuerung des Steuerung des
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Abb. 51. Darstellung des Hopfield-Modells und die Anwendung auf die R-Neuronen des Ellipsoidkorpers. A)
Zunachst muissen die Praynapsen aktiv sein damit am Axonhiigel der postsynaptischen Zelle eine Folge von
Aktionspotenzialen ausgeldst wird. Erst dann erfolgt eine hochfrequente Aktivierung der Postsynapse und der
Mg”*-Block verlasst bei 0 mV Membranspannung die Pore. Diese konditionale Erregung der NMDA-Rezeptoren
geht nur mit dem Mg2+-BIock. Im Memotaxis-Paradigma erhalten die Ringneuronen (blau) des Ellipsoidkdrpers
zunachst fiir drei Sekunden von informationsverarbeitenden Neuronen (schwarz) einen visuellen Eingang und
werden ortsspezifisch aktiviert. NMDA-Synapsen verstarken die neuronale Aktivitat der aktivierten Ringneuro-
nen, das inhibierende Rickkopplungssystem (rot) wird aktiviert und begrenzt die neuronale Aktivierung. Die
raumlich begrenzte Aktivierung der NMDA-Rezeptoren ist essentiell. Die akute Stimulation durch die visuellen
Eingange (Prasynapse aktiv) und die Riickkopplung der blau gefarbten Ringneuronen (*aktiv durch das ausge-
I6ste Aktionspotenzial am Axonhiigel) bewirken die Aktivierung der NMDA-Kanéale. Die anderen Neuronen
werden zwar durch das positive Riickkopplungssystem stimuliert, aber durch den Mg2+-B|0ck nicht aktiviert.
Basierend auf der Aktivitat des neuronalen Netzwerks wird das motorische System gesteuert. B) Im Anschluss
aktiviert die ablenkende Landmarke positionsabhangig die Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers da sich der visu-
elle Eingang bezlglich der Retinaposition verandert hat. Die zum friiheren Zeitpunkt ausgeloste neuronale
Aktivitat ist weiterhin vorhanden (*), das inhibierende Rickkopplungssystem (rot) verhindert die Aktivierung
des zugehorigen ortsspezifischen Netzwerkes. Zwar sind die Prasynapsen aktiv (erste Bedingung), jedoch kann
am Axonhlgel kein Aktionspotenzial (zweite Bedingung) ausgel6st werden. Dies hat zur Folge, dass der motori-
sche Ausgang sich nicht dndern kann und die Fliege ihre Laufrichtung zum urspriinglichen Ziel aufrechterhalt.
Fir dieses Modell ist der Mg2+-BIock der NMDA-Rezeptoren essentiell (modifiziert nach Lisman et al., 1998).
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In Abb. 51 A ist die Aktivierung der Ringneuronen durch den drei Sekunden anhaltenden,
visuellen Stimulus zu sehen. Die Verrechnung der exzitatorischen und inhibitorischen Signale
konnte am Axonhiigel zu einer Aktivierung eines ortsspezifischen neuronalen Netzwerkes
(blau) fUhren. Die ortsspezifisch aktivierten Neuronen kénnten das motorische System steu-
ern, damit die Fliege auf die Landmarke zulaufen kann. Zugleich wird eine inhibierende
Rickkopplung aktiviert, die die ortsspezifische Aktivierung unterstitzt und nicht benétigte
neuronale Aktivitdt unterdriickt. Im Memotaxis-Paradigma andert sich nach drei Sekunden
ortsabhangig der visuelle Eingang (vgl. Abb. 13 B). Die Fliege erhalt nun einen visuellen Ein-
gang fir eine Sekunde (vgl. Abb. 51 B).

Die fiir dieses Signal codierenden Neuronen (schwarz) leiten die Information zu den Neu-
ronen des Ellipsoidkérpers. Da NMDA-Rezeptoren, die zum vorherigen Zeitpunkt aktiviert
wurden, die Aktivitat flr einige 100 ms aufrecht erhalten (Dzubay und Jahr, 1996) und somit
noch aktiv sind, steuern diese zum aktuellen Zeitpunkt auch die inhibierenden Interneuro-
nen und das motorische System. Die Fliege kdnnte mit Hilfe dieser Strategie in der Lage sein,
ihr urspringliches Ziel weiterhin anzulaufen, obwohl es nicht sichtbar ist und ein ablenken-
des Signal erscheint. Eine inhibierende Riickkopplung (rot) konnte die Aktivierung anderer
Neuronen verhindern und bewirken, dass die Fliege sich nicht ablenken lasst. Gleichzeitig
konnte die inhibierende Riickkopplung bewirken, dass ein durch einen visuellen Stimulus
aktiviertes neuronales Netzwerk nicht dauerhaft aktiv ist. Wiirde das in Abb. 51 A dargestell-
te, neuronale Netzwerk nicht durch einen erneuten visuellen Eingang von einer Sekunde
erneuert werden, so wiirde die inhibierende Rickkopplung die neuronale Aktivitdt in den
Ursprungszustand versetzen. Das I\/Ig2+ hatte wieder die Moglichkeit, die NMDA-Rezeptoren
zu verschlieBen da die Prasynapsen nicht mehr aktiv sind. Infolgedessen verebbt der Ein-
strom von Ca’' in die postsynaptische Zelle, so dass die Repolarisation mit anschlieender
Hyperpolaristation stattfinden konnte, bis schlieBlich das Ruhepotenzial wieder erreicht ist.
Auf diese Weise kdnnten ortsspezifische Neuronen innerhalb des Ellipsoidkorpers aktiv sein
(er ist in 16 Sektoren unterteilt) und es der Fliege ermoglichen, ein memotaktisches Ge-
dachtnis auszubilden.

Aktuelle Studien zeigen, dass in Abhangigkeit von visuellen Landmarken eine sektorférmi-
ge Aktivitat in den E-PG-Neuronen nachweisbar ist (Turner-Evans et al., 2017). Sie besitzen
sektorformige Verzweigungen im Ellipsoidkorper und leiten die Information von dort zu dem
entsprechenden Glomeruli der Protocerebralbriicke und zur Gall (Turner-Evans et al., 2017).

Da alle Subtypen der Ringneuronen kreisformig im Ellipsidkérper angeordnet sind (Hanesch
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etal., 1989; Renn et al, 1999) konnte dies bedeuten, dass die Subtypen der Ringneuronen
sektorformig lokal Transmitter freisetzen. Wie genau dieser Prozess ablauft ist jedoch nicht
untersucht. Jedoch konnte festgestellt werden, dass wahrend der Entwicklung des Ellip-
soidkorpers GABA-Rezeptoren in die axonalen Endigungen der Ringneuronen eingebaut
werden und lokale inhibitorische Signale gebildet werden kdnnen (Xie et al., 2017).

E-PG-Neuronen (Eb.w-Neuronen nach Seelig und Jayaraman, 2015) reprasentieren visuel-
le Landmarken im Umfeld einer Fliege in Kombination mit der Eigenbewegung in Form von
Ca’*-abhingigen Aktivitatsmustern. Am Kopf fixierte Fliegen wurden auf einem Ball positio-
niert, der in einer kiinstlichen visuellen Umwelt integriert war. In Abhangigkeit einer visuel-
len Landmarke und der Eigenposition relativ zu der Landmarke lieR sich das Ca**-Signal in
den EP-G-Neuronen (Eb.w-Neuronen nach Seelig und Jayaraman, 2015), den sogenannten
Kompassneuronen, und dem Ellipsoidkorper nachweisen. Besonders die R2- und R4d-
Neuronen im Bereich der Bulbi zeigen ein erhohtes Signal in Abhangigkeit der Position der
Landmarke. Die Dendriten der Ringneuronen sind in der Bulbus-Region retinotop organisiert
und bilden eine Karte der visuellen Umwelt in den Mikroglomeruli der Gall ab (Seelig und
Jayaraman, 2013; 2015). Dabei konnte festgestellt werden, dass das Signal in den Mikroglo-
meruli nicht fest von dem Ort abhangt und diesen 1:1 widerspiegelt, sondern dass die Positi-
on der Fliege mit verrechnet wird (relative Zuordnung zwischen Ort und Sektor; Seelig und
Jayaraman, 2013). Da auch im Memotaxis-Paradigma die Fliege mit Landmarken konfrontiert
wird, ware es moglich, dass diese auch durch ein Ca2+—SignaI im Ellipsoidkorper reprasentiert
werden. Die vorliegende Studie zeigt, dass die visuelle Kurzzeitintegration von dem Ca®'-
Einstrom in die Zellen des Ellipsoidkorpers durch NMDA-Rezeptoren bestimmt wird.

In einer Zelle kann ein veranderlicher Ca**-Spiegel an unterschiedlichen Prozessen wie z.B.
der Exocytose, einen Uber Mikrosekunden ablaufender Prozess, bis hin zur Gentranskription
und Zellproliferation, also Prozesse, die liber Stunden reguliert werden, verlaufen (Berridge
et al., 2003). Ein spezifischer Prozess erfordert einen spezifischen Ca2+—SpiegeI. Dieser ent-
steht durch ein Gleichgewicht zwischen Prozessen, die Ca®* in das Cytosol beférdern und
Prozessen, die es wieder aus dem Cytosol entfernen. Neben NMDA-Rezeptoren gibt es noch
weitere Rezeptoren, die die Konzentration von Ca" in der Zelle variieren kénnen. Zum einen
gibt es in der Membran verankerte, metabotrope Rezeptoren, die lber die G4-Untereinheit
die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) in Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP3) und Diaglycerol (DAG) bewirkt. Dabei bindet IP; an IPs-Rezeptoren, so dass Ca** aus

dem endoplasmatischen Retikulum in das Cytosol freigesetzt wird (Berridge et al., 2003). Bei
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Drosophila sind spannungsabhéangige Ca®*-Kanile auch in der prasynaptischen Membran, im
Bereich des synaptischen Spalts lokalisiert, und leiten dort nach Aktivierung die Transmitter-
freigabe ein (Kawasaki et al., 2004). Bei der Metamorphose vom pupalen zum adulten Ner-
vensystem spielt auch die Veranderung der Erregbarkeit von Neuronen eine essentielle Rol-
le. Diese Veranderung der Erregbarkeit von Neuronen erfolgt durch den Einbau von span-
nungsgesteuerten, Ca2+—abhéngigen Kanalen in die Membran. Im P4-Stadium sind die durch
spannungsgesteuerte, Ca’*-abhingigen Kanile verursachten Ladungsverdnderungen in den
Neuronen die ersten Signale, die mit Hilfe der Patch-clamp Methode detektiert werden kon-
nen und mit dem Wachstum von Neuronen einhergehen. Ein Knockdown dieser Kanale fiihrt
zu einem reduzierten Wachstum der Dendriten (Ryglewski et al., 2014). Bei Drosophila me-
lanogaster sind MCU-(Mitochondrial Calcium Uniporter)-Transporter in die Membranen der
Mitochondrien lokalisiert (Choi et al., 2017). Die Regulation des Ca®* durch die MCU-
Transporter haben Einfluss auf die ATP-Produktion, auf die Ca2+—SignaIe im Gewebe, auf die
Muskelkontraktion, der Regulation der Transmitterfreisetzung und dem Zelltod (Fienie et al.,
2012). Desweiteren gibt es Ca2+—abhéngige Proteine, wie z.B. Calmodulin. Der Ca**/CaM-
Komplex kann an Ca**-Calmodulin-abhéngige Kinasen oder Synaptotagmin binden (Berridge
et al., 2003). Damit kann Ca** auch indirekt die Phosphorylierung von lonenkanilen in der
Membran beeinflussen. Bei Aplysia konnte gezeigt werden, dass die PKA lonenkanale phos-
phoryliert und durch Ca**-Calmodulin-abhingige Kinasen aktiviert wird (Kandel et al., 2012).
Der Knockdown der dNR1-Untereinheit und der damit verminderte Einstrom von Ca** in die
Zelle koénnte auch die verminderte Konzentration von Ca®*-Calmodulin verursachen. Dies
wiederum fuhrt dazu, dass nicht genligend AC aktiviert wird, nicht genligend cAMP generiert
wird und damit auch moglicherweise nicht genligend Membrankanédle phosphoryliert und
aktiviert werden kénnen.

Alle diese Faktoren kénnen den Ca**-Spiegel in der Zelle beeinflussen. Welche Prozesse
das Ca2+—SignaI in den Bulbi und den Kompassneuronen mit beeinflussen, ist nicht unter-
sucht.

Wie bereits in Kap. 1.9 beschrieben, ist es moglich, dass die sensorische Information be-
zlglich der visuellen Landmarke durch ein andauerndes Ca2+—SignaI flir mehrere 100 ms in
Form von neuronaler Aktivitdt gespeichert und an das motorische System weitergeleitet
wird (Dzubay und Jahr, 1996; Mongillo et al., 2008). Dieser Prozess beschreibt die Funkti-
onsweise eines Kurzzeitintegrators. Damit wére die Fliege in der Lage, das visuelle Objekt

weiterhin anzulaufen, auch wenn es kurzzeitig nicht sichtbar ist. Zugleich konnte es fiir die
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visuelle Kurzzeitintegration notwendig sein, dass eine Inhibition von umgebenden Signalen
stattfinden muss, um zu verhindern, dass die Fliege von ihrem Weg abgelenkt wird.

Eine andere Betrachtungsweise beziglich des memotaktischen Verhaltens stellt die un-
terschiedliche Gewichtung der Landmarken in Bezug zum visuellen Sehfeld dar: Landmarken,
die im frontalen Sehfeld prasentiert werden, konnten ein hoéheres Gewicht besitzen als
Landmarken im lateralen Sehfeld (Modell von Mronz; 2004). Auch hier ware es moglich, dass
NMDA-Rezeptoren notwendig sind, damit die Fliegen die Landmarke, die im frontalen Seh-
feld erscheint, langer anlaufen als Landmarken, die im lateralen Sehfeld erscheinen. Die Pro-
tocerebralbriicke sorgt fiir eine interne Prasentation der externen Umwelt. Dabei rapresen-
tieren die Glomeruli 1-8 pro Hemisphare das frontale, laterale und hintere Sehfeld der Flie-
ge. Sie reguliert die Schrittlange und die Laufgeschwindigkeit. In Abhangigkeit dieser beiden
Komponenten steuert sie die Laufrichtung (Strauss, 2002; Poeck et al., 2008; Triphan et al.,
2010). Von der Protocerebralbriicke aus wird die Information zu den lateralen Triangeln bzw.
den Bulbi, den nach Hanesch et al., 1989 beschriebenen Eingdngen des Ellipsoidkorpers, ge-
leitet (Wolff et al., 2015). Die P-EN-Neuronen fiihren zum Ellipsoidkérper und zu den Noduli,
die E-PG-Neuronen leiten die Information vom Ellipsoidkorper zur Protocerebralbriicke und
zur Gall. Sie bilden eine Rickkopplungsschleife, deren Aktivitat Ca’*-abhéngig ist (Turner-
Evans et al., 2017). Um die Fliege in die Richtung eines bestimmten Objektes zu steuern,
wird die eigene Position und die Position des Objektes in Form eines neuronalen Musters
codiert und zurtlick an die Protocerebralbriicke geleitet, so dass von dort die Schrittlangenre-
gulation stetig angepasst werden kann.

Die vier Subtypen von Ringneuronen R1 bis R4 kénnen Aufgaben im Bereich der Verarbei-
tung visueller sensorischer Eingange libernehmen. Im Cold-Spot-Paradigma, dhnlich dem
Morris-Water-Maze-Paradigma, mit Hilfe dessen das visuelle Orientierungsgedachtnis der
Ratten untersucht werden kann, bendtigen Fliegen R1-Neuronen fiir die Orientierung im
Raum (Ofstad et al., 2011). Um eine Karte der externen Umwelt in den Mikroglomeruli zu
erstellen, werden R2- und R4d-Neuronen bendétigt (Seelig und Jayaraman, 2013), wahrend
R3-Neuronen fiir die Etablierung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses essentiell sind (Neuser
et al., 2008; Kuntz et al., 2012; 2017). Vermutlich kann sogar eine direkte Kommunikation
zwischen R2- und R3-Neuronen stattfinden (Kuntz et al., 2017).

Da die vorliegende Studie die Funktion des Kurzzeitintegrators nicht in einen Subtyp der
Ringneuronen lokalisieren kann, ware es genauso gut moglich, dass die vier Ringneuronen-

Subtypen R1 bis R4 bendtigt werden, um die visuelle Kurzzeitintegration zu tGbernehmen.
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Interessanterweise geht mit der Auswahl eines visuellen Objektes die Steuerung der visuel-
len Aufmerksamkeit einher. Studien an Makaken Macaca mulatta zeigen, dass sich eine er-
hohte neuronale synchrone Aktivitdt nachweisen lasst, wenn die Tiere sich fiir ein visuelles
Objekt entscheiden und ihre Aufmerksamkeit darauf lenken (Gomez-Ramirez et al., 2014).
Im Flugsimulator konnte bei Drosophila melanogaster gezeigt werden, dass die visuelle Auf-
merksamkeit bendtigt wird, um sich fiir eines von zwei prasentierten Objekten zu entschei-
den. Dort lieR sich die Verarbeitung der visuellen Signale auf eine Funktion von dopaminer-
gen Neuronen der Pilzkorper zuriickfiihren (Koenig et al., 2016a; 2016b). Dies wirft die Frage
auf, ob im Memotaxis-Paradigma die Auswahl eines visuellen Objektes auch von der Auf-
merksamkeit abhangt. Auch fiir das memotaktische Verhalten kénnte eine synchrone Aktivi-
tat der R1-, R2-, R3- und R4-Neuronen des Ellipsoidkorpers bendtigt werden, damit die Fliege
ihr ausgewahltes Ziel anlaufen kann.

AuRerdem kénnte man vermuten, dass die visuelle Aufmerksamkeit wahrscheinlich fiir al-
le bisher bekannten visuellen Orientierungsstrategien bendtigt wird: R1-Neuronen sorgen
fir die visuelle Orientierung im Raum (Ofstad et al., 2011; Dewar et al., 2015). Das wirde
bedeuten, um ein Muster (oder ein Objekt) im Raum anlaufen zu kdnnen, muss die visuelle
Aufmerksamkeit zuvor auf das Muster (oder das Objekt) gelenkt werden. R2- und R4d-
Neuronen reagieren auf die Prasentation visueller Landmarken, dieses Signal ist Ca’*-
abhangig (Seelig und Jayaraman, 2013; 2015). R3-Neuronen speichern ortsabhangig ein visu-
elles Objekt (Kuntz et al., 2017) und antworten mit einem off-Signal, wenn das Objekt ver-
schwindet (Omoto et al.,, 2017). Vor der Etablierung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses
beziiglich der Landmarke kdonnte es jedoch sein, dass die Fliege zuvor ihre visuelle Aufmerk-
samkeit auf das visuelle Objekt richtet, damit sie in der Lage ist, die Landmarke anzulaufen
und um die Information ,Landmarke” in ein visuelles Arbeitsgedachtnis hinterlegen zu kon-
nen.

Mit der aktuellen Studie kann gezeigt werden, dass NMDA-Rezeptoren neben der visuel-
len Kurzzeitintegration im Memotaxis-Paradigma auch fiir die Bildung eines visuellen Ar-
beitsgedachtnisses bendtigt werden. Beide Fahigkeiten tragen dazu bei, dass die visuelle
Information in einem kurzzeitigen Gedachtnis bei Drosophila melanogaster hinterlegt wer-
den kann. Interessanterweise ist H,S im Hippocampus von Mdausen in der Lage, die Aktivitat
von NMDA-Rezeptoren zu potenzieren (Kimura, 2002; Abe und Kimura, 1996; Eto et al.,
2002). Nach dem Einstrom von Ca®* in die Zelle interagiert dieses mit CaM, so dass der

Ca2+/CaM—KompIex die CBS aktivieren kann. H;S kann durch Membranen diffundieren und

Seite

122



durch die Modulation der NMDA-Rezeptoren den Einstrom von Ca** erhoéhen (Kimura, 2000;
Abe und Kimura, 1996; Russo et al., 2000; Navarra, et al.,, 2000). Kann der Ca**/CaM-
Komplex nicht in ausreichenden Umfang aktiviert werden, so wiirde dies auch bei Drosophila
melanogaster zu einer eingeschrankten bis fehlenden Synthese von H,S fiihren. Dies wiede-
rum hat zur Folge, dass kein Arbeitsgedachtnis etabliert werden kann.

Die vorliegende Studie zeigt, dass NMDA-Rezeptoren an der Etablierung eines visuellen
Arbeitsgedachtnisses beteiligt sind (vgl. Kap. 3.7 und Kap. 3.7.1). Dieses ist auch von NOS
und dCREB abhdngig (Kuntz et al., 2017). Bei Vertebraten regulieren NMDA-Rezeptoren lber
den Ca*-Einstrom die NOS und damit die Synthese von NO (Standaert, 1999). Der Mg2+—
Block der NMDA-Rezeptoren unterdriickt bei Drosophila melanogaster die Expression eines
dCREB-Repressors. Wenn die dNR1-Untereinheit kein Mg2+ mehr binden kann, resultiert dies
in einem nur noch von einer Bedingung kontrollierten Einstrom von Ca**. Nun kann Glutamat
alleine den Einstrom von Ca®* durch die NMDA-Rezeptoren verursachen, ohne dass dieses
Neuron zuvor depolarisiert sein muss. In den Kenyonzellen der Pilzkorper, deren NMDA-
Rezeptoren mit einer defekten Untereinheit ausgestattet wurden, die kein Mg2+ mehr bin-
den kdnnen, bewirkte der erhdhte Einstrom von Ca®* eine vierfach héhere Transkriptionsra-
te eines dCREB-Repressors, so dass dCREB nicht mehr im richtigen Umfang exprimiert wer-
den konnte. Dadurch wurden durch den Transkriptionsfaktor kontrollierte Proteine, wie ho-
mer, staufen und activin nicht mehr transkribiert (Miyashita et al., 2012).

Da NOS und dCREB in den R3-Neuronen an der Regulation des visuellen Arbeitsgedacht-
nisses bei Drosophila melanogaster beteiligt sind (Kuntz et al., 2012; 2017), ist anzunehmen,
dass die R3-Neuronen NMDA-Rezeptoren bendtigen, um die Signaltransduktionskaskade,
wie sie unter Kap. 1.3 beschrieben wird, einzuleiten. Zum einen kann es sein, dass auch bei
Drosophila melanogaster die Synthese von NOS Uber die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren
erfolgt und die Tiere sich im Detour-Paradigma aufgrund mangelnder Expression von NOS
nicht mehr orientieren kénnen. Zum anderen kdonnten Mutanten, die in R3-Neuronen kein
Mg2+ an ihre dNR1-Untereinheit binden kdnnen, weniger dCREB transkribieren, da die Ex-
pression des dCREB-Repressors dominiert. Dies hat zur Folge, dass die fir das visuelle Ar-
beitsgedachtnis benottigten Kompetenzfaktoren, wie z.B. homer, nicht mehr exprimiert wer-
den kénnen. Daher ist es logisch, dass die Tiere, die kein Mg" in die dNR1-Untereinheit der
NMDA-Rezeptoren in den R3-Neuronen einbauen kénnen, auch kein visuelles Arbeitsge-
dachtnis besitzen. Weiterhin erscheint es als plausibel, dass das visuelle Arbeitsgedachtnis

auch ausfallt, wenn in diesen Neuronen die komplette dNR1-Untereinheit fehlt.
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Interessant ist, dass das Herunterregulieren der dNR1-Untereinheit mittels RNAi auch in
jedem einzelnen der anderen untersuchten Subtypen R1 bis R4 dazu flhrt, dass die Fliegen
kein visuelles Arbeitsgedachtnis besitzen. Da R2- und R3-Neuronen vermutlich miteinander
kommunizieren, sind R2-Neuronen wahrscheinlich auch Teil des neuronalen Netzwerkes,
welches fiir die Etablierung eines visuellen Arbeitsgedachtnisses sorgt (Kuntz et al., 2017).
Hier ist es in dem Zusammenhang wiederum plausibel, dass der Knockdown der dNR1-
Untereinheit in den R2-Neuronen dazu fihrt, dass die Tiere kein visuelles Arbeitsgedachtnis
besitzen. Wenn TNT in einem der vier Subtypen der Ringneuronen exprimiert wird, wird die
Transmitterfreisetzung unterbrochen, so dass die Information nicht auf die postsynaptische
Zelle Ubertragen werden kann. Die Expression von TNT in einem der vier Subtypen der
Ringneuronen fiihrt dazu, dass die Tiere kein Arbeitsgedachtnis ausbilden kénnen (Neuser et
al., 2008). Es ware also moglich, dass der Knockdown der dNR1-Untereinheit die Weitergabe
der Informationen an die postsynaptischen Zellen unterbricht und die Fliegen deswegen kein
visuelles Arbeitsgedéchtnis ausbilden kénnen. Da NMDA-Rezeptoren den Ca**-Einstrom er-
moglichen, ist davon auszugehen, dass fiir die Aktivierung des cGMP-Signalwegs ein Ca’*-
Akzeptor benétigt wird. Im cAMP-Signalweg fungiert CaM als Ca®*-Akzeptor. Der Ca**/CaM-
Komplex aktiviert die AC, so dass cAMP als sekundarer Botenstoff aktiv werden kann. Der
Komplex ist auch in der Lage, NOS zu aktivieren (Kuntz et al., 2017).

Die aktuellen Ergebnisse zeigen zum ersten Mal in Form von Verhaltensstudien an Droso-
phila melanogaster, dass NMDA-Rezeptoren im Ellipsoidkérper an der visuellen Informati-
onsverarbeitung teilhaben und Prozesse wie das Memotaxis- und Detour-Gedachtnis beein-

flussen kénnen und damit nicht nur an der LTP und der LTD beteiligt sind.

4.6 Landmarkenanlaufe und zuriickgelegte Strecken

Bei der Analyse der zuriickgelegten Strecken und den Anlaufen zur Landmarke stellte sich
heraus, dass eine langere Wegstrecke nicht in allen Fallen mit der zuféalligen Auswahl einer
Landmarke einhergeht. Theoretisch sollten Fliegen, deren visueller Kurzzeitintegrator in sei-
ner Funktion Einschrankungen aufweist, zeigen, dass sie eine statistisch nachweisbare, lan-
gere Wegstrecke zurlicklegen und eine der beiden Landmarken zufallig anlaufen.

Die statistischen Analysen zeigen jedoch, dass einige Fliegen zwar ldngere Strecken zu-
riicklegen, aber trotzdem die Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf erreichen kénnen. Dies

war bei den Fliegen, deren synaptische Informationsiibertragung in den R4d-
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Neuronen blockiert wurde, der Fall (vgl. Abb. 19). Auch bei dem Knockdown von rut in R1-,
R3- und R4-Neuronen zeigten die Fliegen zwar deutlich langere Wegstrecken, dennoch wahl-
ten sie haufiger die Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf (vgl. Abb. 31). Ahnlich verhilt es
sich bei Fliegen mit der natiirlich vorkommenden Variante des Gens for’, die ebenfalls lange-
re Wegstrecken zurlicklegen, dennoch die Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf wahlen
(vgl. Abb. 32). Auch Fliegen, die TNT im Muster von mb247-GAL4, also in den a/B- und y-
Loben der Pilzkorper und leicht im Ellipsoidkdrper exprimieren, zeigen, dass die Wegstrecken
deutlich langer sind im Vergleich zu den wildtypischen Wegstrecken. Trotzdem wahlen sie
die zu Beginn der Messung fiir drei Sekunden sichtbare Landmarke haufiger aus. Dies kdnnte
ein Hinweis sein, dass die Tiere mehr Zeit benétigen, um den fiir sie interessanteren Stimu-
lus auszuwdhlen und anzulaufen.

Das andere beobachtbare Phanomen ist, dass einige Fliegen zwar kurze Wegstrecken zu-
ricklegen, jedoch nicht die Landmarke mit dem zeitlichen Vorlauf wahlen. Dies war zum Bei-
spiel bei mannlichen Fliegen des Stammes dnc’ der Fall (vgl. Abb. 28). Auch die Tiere mit
dem Genotyp rut'/X;PKA-C1™/11 zeigen, dass sich die Strecken auf dem wildtypischen Niveau
befinden (vgl. Abb. 29). Trotzdem wahlen sie, statistisch betrachtet, die Landmarken zufallig
aus. Die Abweichungen von dem erwarteten Verhalten konnten ein Hinweis sein, dass es
sich bei der Regulation der visuellen Orientierung im Memotaxis-Paradigma um zwei ver-
schiedene, zugrunde liegende Prozesse handeln kénnte, deren Verarbeitung auf verschiede-
nen neuronalen/biochemischen Ebene erfolgen kann.

So kénnte die Auswahl einer der beiden Landmarken das Entscheidungsverhalten repra-
sentieren, wahrend fir das zielgerichtete Anlaufen der Landmarke die visuelle Aufmerksam-
keit essentiell sein konnte. Betritt die Fliege die Arena bekommt sie eine Landmarke fiir drei
Sekunden prasentiert. Diese verschwindet und direkt im Anschluss wird eine zweite Land-
marke fir eine Sekunde prasentiert (vgl. Abb. 13). Das konnte bedeuten, dass eine Landmar-
ke immer in Konkurrenz zur der anderen Landmarke im Memotaxis-Gedachtnis bzw. Integra-
tor stehen konnte und die Fliege sich entscheiden muss. Die Strecke, die sie zurlicklegt,
konnte ein Indikator fir die Aufmerksamkeit sein. Ist die Fliege nicht sehr aufmerksam, so
lasst sie sich haufiger von ihrem Weg durch ein anderes Objekt ablenken, so dass die Weg-
strecke langer ausfillt als bei Fliegen, die sehr aufmerksam ihr Ziel anlaufen, auch dann,
wenn es kurzzeitig nicht sichtbar ist. Vielleicht ben6tigen einige Fliegen mehr Zeit, bis sie ihre

Entscheidung fiir eine der beiden Landarken getroffen haben.
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Fir die TNT-Versuche konnte dies bedeuten, dass die visuelle Aufmerksamkeit deutlich
herabgesetzt ist, unabhangig davon, in welchem der vier Subtypen von Ringneuronen die
synaptische Transmission unterbrochen wurde. Durch den Einsatz von TNT wird nicht nur die
Gedachtnisfunktion, sondern auch die Durchleitung von Informationen unterbrochen. Das
Entscheidungsverhalten ware nur bei der Unterbrechung der Informationsiibertragung ge-
stort, wenn TNT in R1-, R2- oder R3-Neuronen exprimiert wird (vgl. Abb. 19). Wahrend Flie-
gen mit dem Genotyp 198y-GAL4>UAS-TNT V', VT49921-GAL4>UAS-TNT"V2 und 189y-
GAL4>UAS-TNT"N2 statistisch betrachtet zufillig eine Landmarke auswahlen, préferieren
Fliegen mit dem Genotyp VT043679-GAL4>UAS-TNT"V2 die Landmarke mit dem zeitlichen
Vorlauf, obwohl sich deren Strecken hochst signifikant von den Kontrollen unterscheiden.
Das ist darauf zuriickzufiihren, dass die Fliegen haufiger die Richtung wechseln und die Weg-
strecken dadurch langer ausfallen. Es ware moglich, dass die Entscheidungsgeschwindigkeit
bei den Kontrollfliegen geringer ist als bei Fliegen, die in einem der Subtypen TNT exprimie-
ren.

Aus diesen Uberlegungen folgt eine weitere interessante Fragestellung: Wie lange
braucht ein Organismus, um sich flr ein Objekt zu entscheiden (Entscheidungsgeschwind-
digkeit)? Desweiteren muss der Organismus die fir sich vorteilhaftere oder interessantere
Entscheidung treffen, welches mit der Exaktheit einer Entscheidung beschrieben werden
kann (Exaktheit). Das wiirde wiederum bedeuten, dass die Fliegen zwar die fiir sie vorteilhaf-
tere Entscheidung treffen kénnen, jedoch fiir das Treffen der Entscheidung langer brauchen.
Daher sind sie in der Lage, die ,richtige” Landmarke auszuwdhlen, die zurlickgelegte Weg-
strecke fallt aber langer aus. Auch im Bereich der Verarbeitung olfaktorischer Informationen
wurden dhnliche fluktuierende Verhaltensweisen beobachtet. Die Phanomene Entschei-
dungsgeschwindigkeit und Exaktheit wirken sich hier auf das Verhalten von Drosophila me-
lanogaster in der Integration olfaktorischer Stimuli aus. FoxP, ein Transkriptionsfaktor inner-
halb des Pilzkérpers, wirkt sich auf das Entscheidungsverhalten aus: Mutanten zeigen zwar,
dass sie sich prinzipiell richtig gegen einen aversiven Stimulus entscheiden kénnen, jedoch
langer brauchen um diese Entscheidung zu treffen. Dabei nimmt die Exaktheit der Entschei-
dung scheinbar ab, denn im Vergleich zu wildtypischen Fliegen betreten FoxP-Mutanten fir
eine kurze Zeit die Kammer mit dem aversiven Stimulus bevor sie sich von ihm abwenden
(DasGupta et al., 2014).

Betrachtet man das memotaktische Verhalten aus einem anderen Blickwinkel, so kann

man auch zu dem Gedanken gelangen, dass die Lange der zurlickgelegten Strecken ein Indi-
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kator darstellt, mit dem sich die Aufmerksamkeit von Fliegen beschreiben ldsst. Die Definiti-
on von Aufmerksamkeit nach Posner et al. (1980) ,, It is the differentiation of objects of inter-
est from other objects in the environment” lasst sich auch auf das Memotaxis-Paradigma
Ubertragen. Allerdings muss sich hier die Fliege entscheiden, ob sie der “Information Land-
marke” im Gedachtnis folgt oder der aktuell sichtbare Landmarke. Auch im Memotaxis-
Paradigma wiirde dies bedeuten, dass Fliegen eine selektive Orientierung bendétigen. Mit
Hilfe einer selektiven Orientierung ist es nach Posner et al., 1980, mdglich, sich in der Um-
welt zu orientieren. Da die Landmarken ab einen definierten Zeitpunkt jedoch ununter-
scheidbar sind, muss die Information Uber die zwei Sekunden ldanger sichtbare Landmarke in
einem Gedachtnis hinterlegt werden.

In zuklnftigen Studien kdonnte die Analyse der zuriickgelegten Strecke und der Landmar-
kenanlaufe getrennt betrachtet werden, um entsprechende neuronalen Netzwerke und bio-

chemischen Komponenten separat zu entschliisseln.

4.7 Modell zur Funktionsweise eines visuellen Kurzzeitintegrators

bei Drosophila melanogaster

Das nachfolgende Modell bezieht sich auf die visuelle Kurzzeitintegration, die sich mit Hil-
fe der analysierten Streckenldangen charakterisieren lasst. Aus der vorliegenden Studie geht
hervor, dass die kurzzeitige Speicherung von visuellen Signalen im Memotaxis-Paradigma
wahrscheinlich von mehr als einem Subtyp von Ringneuronen abhangt.

Betrachtet man den cAMP-Signalweg, der dazu fiihrt, dass Membrankanale und Rezepto-
ren posttranslational modifiziert werden (Kandel et al., 2012; Gadalla und Snyder, 2010), so
zeigt die vorliegende Studie, dass der Knockdown von rut in jedem der vier Subtypen der
Ringneuronen eine Einschrankung im Memotaxis-Gedachtnis zur Folge hat (vgl. Abb. 31). Die
Ergebnisse bezlglich der Strecken zeigen, dass eine intakte Regulation des cAMP-Spiegels in
nur drei Subtypen der Ringneuronen alleine nicht ausreicht, damit die Fliegen sich zielgerich-
tet verhalten. Um die kurzzeitige Integration des visuellen Signals zu Glbernehmen, ist es an-
scheinend notwendig, dass vier Subtypen von Ringneuronen hinsichtlich rut funktionstiichtig
ausgebildet sind. Wird die wildtypische cDNA von ignz'l in einem ign58/1—mutanten Hinter-
grund nur in einem Subtyp der Ringneuronen exprimiert wird, kann das Verhalten auf das
wildtypische Niveau wiederhergestellt werden, wenn man sich die statistischen Analysen
beziglich der zuriickgelegten Strecken anschaut (vgl. Abb. 39 B). Dies bedeutet jedoch nicht,
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dass die Ringneuronen-Subtypen, in denen die Mutation ign58/l ausgepragt ist, nicht funktio-
nieren. Das in diesem Kapitel vorgestellte Modell liefert eine mogliche Erklarung und zeigt,
dass die RSKIl und die AC nicht im selben Signalpfad aktiv sein missen.

Nach Turner-Evans et al., 2017, leiten P-EN-Neuronen die visuelle Information von der
Protocerebralbriicke zum Ellipsoidkdrper und den Noduli. Deswegen ware es moglich, dass
diese Neuronen die prasynaptischen Neuronen der Ringneuronen-Subtypen sind. Bisher
lasst sich folgende Funktionsweise der visuellen Kurzzeitintegration auf biochemischer Ebe-
ne modellieren: Das visuelle Signal, welches zu Beginn der Messung fiir insgesamt drei Se-
kunden sichtbar ist, 16st in einem prasynaptischen Neuron eine Folge von Aktionspotenzialen
(AP) aus (vgl. Abb. 52 A). Transmittervesikel fusionieren mit der prasynaptischen Membran
und setzen den Transmitter Glutamat frei. Es erfolgt die Aktivierung der Glutamat-
Rezeptoren, wie z.B. AMPA-/Kainat-Rezeptoren. Danach entsteht am Axonhtigel des postsy-
naptischen Neurons ein exzitatorisches, postsynaptisches Potenzial (EPSP), welches nach
einer rdumlichen oder zeitlichen Summation der Spannung in einer Folge von Aktionspoten-
zialen resultiert. Die Spannung wird zu den synaptischen Verzweigungen weitergeleitet. In
dem Modell sind die synaptischen Endknépfchen mit der gleichen Zelle verschaltet, Pra- und
Postsynapse sind ein und die gleiche Zelle. Moglicherweise enspricht diese Anordnung dem
»Agora-Synapsentyp”“, der zu etwa 8% im Ellipsoidkérper identifiziert werden konnte. Dieser
Synapsentyp besitzt zwei voneinander unabhangige aktive Zonen und besitzt die Eigenschaft
eines Koinzidenzdetektors (Martin-Pefia et al., 2014). Erst wenn zwei Bedingungen erfillt
sind, 16st sich der Mg”*-Block von den NMDA-Rezeptoren und wird aktiviert. Zum einen muss
die Prasynapse aktiv sein, zum anderen muss eine Folge von APs am Axonhiigel der Postsy-
napse ausgelst werden.

Nach der Aktivierung der NMDA-Rezeptoren kommt es zu einem weiteren Einstrom von
Ca®" in die Zelle (vgl. Abb. 52 A). Der infolgedessen entstehende Ca?*/CaM-Komplex aktiviert
die AC. Im nachfolgenden Schritt ist es wahrscheinlich, dass der erhéhte cAMP-Spiegel die
PKA aktiviert. Die Expression der RNAi gegen die C2-Untereinheit der PKA in R1-Neuronen
flhrte zu einer eingeschrankten visuellen Orientierung im Memotaxis-Paradigma. Die Stre-
cken fallen hochst signifikant langer aus als die Strecken der Kontrollen und auch die Land-
markenauswahl erfolgt, statistisch betrachtet, zuféllig (Dorschel, Bachelorarbeit 2015, un-
veroffentlicht). Die PKA ist in der Lage, Zielproteine, wie z.B. NMDA-Rezeptoren, zu phospho-

rylieren und zu aktivieren (Kimura, 2000).
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A Visueller Eingang (3s) B Kein visueller Eingang (1s) C Kein visueller Eingang
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Abb. 52. Modell zur Funktionsweise des visuellen Kurzzeitintegrators. A) Der visuelle Eingang, der zu Beginn
der Messung fur drei Sekunden erfolgt, hat zur Folge, dass das einlaufende Aktionspotenzial (AP) in der Prasy-
napse des glutamatergen Neurons die Exocytose einleitet. Im synaptischen Spalt aktiviert Glutamat die Gluta-
mat-Rezeptoren der Postsynapse, wie z.B. AMPA-/Kainat-Rezeptoren. Am Axonhiigel entsteht ein exzitatori-
sches postsynaptisches Potenzial (EPSP). Erreicht das Potenzial einen Schwellenwert (gestrichelte Linie), wird
eine Folge von APs ausgeldst. Nun sind zwei Bedingungen fir die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren erfullt:
Zum einen ist die Prasynapse aktiv und zum anderen ist das Membranpotenzial am Axonhiigel depolarisiert.
Mg2+ |6st sich von den NMDA-Rezeptoren und Ca” strémt in das Zellinnere ein. Das Neuron ist nun in der Lage,
das elektrische Signal in ein chemisches Signal zu transformieren und in den synaptischen Verzweigungen die
Exocytose der mit Transmitter geflllten Vesikel einzuleiten. Die postsynaptische Zelle ist durch ihren besonde-
ren Aufbau, in dem sie prad- und postsynaptische Zelle zugleich sein kann, in der Lage, das chemische Signal zu
verstarken. B) Verschwindet das visuelle Signal nach drei Sekunden, ist bereits Folgendes geschehen: ca” ver-
bindet sich mit Calmodulin zum Ca2+/CaM-KompIex, infolgedessen wird die AC aktiviert. AC sorgt fir den An-
stieg des cAMP-Spiegels, so dass die PKA aktiv wird. Die PKA phosphoryliert moglicherweise die NMDA-
Rezeptoren, der Ca”*-Einstrom wird verstarkt. Gleichzeitig sorgt die aktivierte sGC, die moglicherweise durch
CO dazu veranlasst wurde, cGMP zu hydrolysieren, fur die Phosphorylierung der PKG. Infolgedessen wird die
RSKII aktiv und kann Zielproteine phosphorylieren. Durch die Eigenschaft der NMDA-Rezeptoren, den aktiven
Zustand einige 100 ms aufrechtzuerhalten, ist die Zelle auch aktiv, wenn das visuelle Signal, welches ein orts-
spezifisches neuronales Netzwerk aktiviert, verschwindet. Da jedoch die Bedingung , Prasynapse aktiv” nicht
mehr gegeben ist, werden keine weiteren Transmitter mehr in den synaptischen Spalt sezerniert. C) Erfolgt
kein erneuter visueller Eingang, so dass die erste Bedingung wieder erfiillt wird, ist auch die zweite Bedingung
nicht mehr gegeben. Das Ruhepotenzial (RP) stellt sich ein, das Neuron ist inaktiv.

Diese Regulation wiirde es dem neuronalen Netzwerk erlauben, die Information bezliglich
der Landmarke in den Neuronen des Ellipsoidkdrpers zu integrieren und es der Fliege ermog-
lichen, den Kurs nach Verschwinden des Objektes beizubehalten. Den Ringneuronen ermog-

licht es mit Hilfe der NMDA-Rezeptoren die eigene neuronale Aktivitat zu verstarken und
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aufrecht zu erhalten. Elektrophysiologische Untersuchungen konnten in Ratten und anderen
Saugetieren nachweisen, dass in den Dendriten nach neuronaler Stimulation der Ca2+—SpiegeI
anstieg, und nur langsam wieder verebbte. Dabei wurde auch festgestellt, dass der Ca*'-
Spiegel von der Starke der Stimulation abhing (Robinson, 2015; Zylbertal et al., 2015). Auch
bei Drosophila melanogaster konnte nachgewiesen werden, dass der interne Ca**-Spiegel
vom externen Umfeld abhdngt und durch die Prasentation visueller Landmarken reguliert
werden kann (Seelig und Jayaraman, 2013; 2015).

Mit Hilfe der NMDA-Rezeptoren bleiben die Neuronen fiir einige 100 ms aktiv, so dass
nach dem Verschwinden des ortsabhangigen visuellen Eingangs das ortsspezifische Netzwerk
in seiner Aktivitdt aufrechterhalten bleibt. Dies erlaubt der Fliege, weiterhin auf ihr Ziel zu
zulaufen, auch wenn es kurzzeitig nicht sichtbar ist (vgl. Abb. 52 B). Sobald die sensorischen
Neuronen keinen sensorischen Eingang mehr erhalten, stellt sich nach einigen 100 ms wie-
der das Ruhepotenzial ein, da sich die Liganden wieder von den Rezeptoren |6sen, so dass
diese nicht mehr aktiv sind. Eine weitere Moglichkeit, das Ruhepotenzial innerhalb der akti-
vierten Neuronen wieder herzustellen, stellt die inhibierende Riickkopplung dar, wie sie in
Abb. 9 erklart wird.

Mit der vorliegenden Studie kann zum ersten Mal die Beteiligung von NMDA-Rezeptoren
an der visuellen Kurzzeitintegration gezeigt werden. NMDA-Rezeptoren regulieren den Ein-
strom von Ca®" in einem der Sektoren im Ring, denn laut Wolff et al. (2015) befinden sich die
Eingangsdomanen des Ellipsoidkdrpers im posterioren Bereich des Ringsystems. Aber auch
Ca”* in den Bulbi ist fiir die Verarbeitung visueller Signale notwendig (Seelig und Jayaraman,
2013), wobei das Ca®" in einem Sektor des Ellipsoidkdrpers nicht das gleiche Ca®* wie in den
Bulbi sein kann. Erst wenn kein visueller Eingang vorhanden ist, und sich das Ruhepotenzial
eingestellt hat, lauft die Fliege nicht weiter auf die Landmarke zu (vgl. Abb. 52 C).

Die Analyse des cGMP-Signalwegs ergibt, dass PKG und RSKII fiir die visuelle Orientierung
im Memotaxis-Paradigma benétigt werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die
Expression der cDNA von ignz'l in einem ign58/1—mutanten Hintergrund in den vier Subtypen
der Ringneuronen, die mit den Treiberlinien 198y-GAL4, EB1-GAL4, 189y-GAL4 oder ftz-(ng)-
GAL4 addressiert wurden, die visuelle Kurzzeitintegration zurlick auf das wildtypische Niveau
bringen kann, wenn man sich die Strecken anschaut (vgl. Abb. 39 B). Das wildtypische Niveau
beziiglich der Landmarkenanldufe stellt sich nur ein, wenn die Treiberlinien 198y-GAL, EB1-

GAL4 und 189y-GAL4 verwendet werden (vgl. Abb. 39 A).
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Um die nicht-zellautonome Funktion zu erklaren, ist es moglich, dass auch bei der visuel-
len Orientierung im Memotaxis-Paradigma Gasotransmitter zum Einsatz kommen. In dem
hier praferierten Modell wird die sGC durch den Gasotransmitter CO aktiviert, da die vorlie-
gende Studie die Beteiligung von NO ausschlieRen kann. Die RNAi-Versuche zeigten, dass die
Herunterregulierung von NOS nicht das Memotaxis-Gedachtnis beeintrachtigt (vgl. Abb. 41)
und die anderen Ringsysteme enthalten keine immunhistochemisch nachweisbare NOS
(Kuntz et al., 2017). Und auch die Uberexpression von NOS fiihrte zu keiner Beeintrichtigung
im Memotaxis-Paradigma (vgl. Abb. 42). Um diese Hypothese naher zu untersuchen, ist es
notwendig, die Rolle der Himoxygenase (HO) bei der visuellen Kurzzeitintegration bei Dro-
sophila melanogaster naher zu charakterisieren.

Die GC ist in der Lage, neben NO, auch CO zu binden (Dawson und Snyder, 1994; Maines
et al., 1997). CO wird von der HO in Drosophila melanogaster synthetisiert und reguliert den
Ham-Metabolismus. Die HO oxidiert Hemin zu Biliverdin, dabei wird CO und Fe?* freigesetzt.
Ham ist die funktionelle Gruppe von bedeutenden Enzymen, z.B. von Katalasen oder aber
auch von NOS, und damit fir die Stoffwechselreaktion im Organismus essentiell. Die HO wird
mit antioxidativen Prozessen und der Regulation des cGMP-Spiegels in Zusammenhang ge-
bracht (Zhang et al., 2004). Im Hippocampus ibernimmt HO eine dhnliche Funktion wie NOS,
indem das Enzym die Produktion von Gasotransmittern katalysiert. Die HO aktiviert durch
die Produktion von CO eine GC und moduliert den cGMP-Spiegel. Im Nervensystem steuert
es, ahnlich wie NOS, Gedachtnisfunktionen und sorgt fiir die Etablierung des LTP. CO kann
zum einen den cGMP-Spiegel in der Postsynapse regulieren, zum anderen kann es aber auch
als retrograder Botenstoff die Exocytose der Prasynapse verstarken und die Kanale von be-
nachbarten Zellen regulieren, indem es innerhalb der Zelle den cGMP-Spiegel moduliert
(Maines et al., 1997).

Wahrend es bei bei Sdugetieren die zwei Isoformen HO-1 und HO-2 gibt, konnte bisher
bei Drosophila melanogaster nur ein Protein identifiziert werden (Maines et al., 1997; Zhang
et al., 2004). Die Aktivierung der HO erfolgt durch unterschiedliche Ereignisse: Die HO-1 ist
ein Hitzeschockprotein, wird aber auch bei oxidativen Stress aktiviert. HO-1 ist vor allem in
der Milz und der Leber vorhanden. Die HO-2 ist im Nervensystem mit der GC kolokalisiert
und kann wahrscheinlich durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden und CO
produzieren (Snyder et al., 1998). Aber auch Glucocorticoide wie Adrenalin kdnnen die HO-2
aktivieren (Maines et al., 1997). Die HO bei Drosophila ist homolog zu der menschlichen HO

(Zhang et al., 2004). Im Zusammenhang mit dem vorgeschlagenen Modell aktiviert CO die
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sGC, die GTP zu cGMP hydrolysiert. Daraufhin wird die RSKII aktiviert (vgl. Abb. 52 B). dCREB
als Interaktionspartner kann die vorliegende Studie ausschlieRen. Welches andere Zielpro-
tein die RSKII bei der Memotaxis besitzt, ist nicht untersucht.

Parallel dazu aktiviert der Ca2+/CaM—KompIex die AC. Der steigende cAMP-Spiegel akti-
viert moglicherweise die PKA, welche Membrankanadle modifiziert, so dass die Leitfahigkeit
der lonen in die Zelle weiter steigt. Dieser Vorgang bewirkt die Verstarkung des Signals, so
dass die Information integriert werden kann. PKA kdnnte auch die Modulation der NMDA-
Rezeptoren libernehmen, so dass die Aktivitat der Kandle weiterhin verstarkt wird. Studien
an neuronalen Zellkulturen zeigen, dass sowohl die AC und die PKA die Aktivitat der NMDA-
Rezeptoren verstarken konnen (Kimura, 2000). Die erhohte Aktivitat der AC und der PKA
verstarken z.B. die Aktivitat der durch NMDA-Rezeptoren vermittelten lonenstréme im dor-
salem Horn (Hinterhorn des Riickenmarks) (Cerne et al., 1993), der Amygdala (Huang et al.,
1993) und dem Neostratium, dem Hirngebiet der unwillkiirlichen Motorik bei Sdugern (Col-
well et al., 1995; Kimura, 2000).

Das in Abb. 53 gezeigte Modell stellt die Anwendung des Systems aus Abb. 52 auf die
Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers dar. Es geht davon aus, dass in Abhangigkeit der visuellen
Landmarken mehrere Subtypen der Ringneuronen partiell aktiviert werden. AulRerdem lie-
fert es eine mogliche Erklarung, wie es auf biochemischer Ebene zur Rettung des Verhaltens
von ign58/1-Mutanten kommen kann, wenn die wildtypische cDNA von ign®! in nur einem
Subtyp der Ringneuronen zur Verfligung steht. Zum Zeitpunkt t aktiviert der visuelle Eingang
sowohl den AC/PKA-Signalweg zur Modulation der prasynaptischen Kanile, als auch den
PKG/RSKII-Signalweg (vgl. Abb. 53 A). In dem Beispiel wird die Aktivierung der R1-Neuronen
veranschaulicht. CO kénnte als Neuromodulator eine doppelte Funktion ausiiben: Zum einen
wirkt es retrograd und verstarkt die Exocytose der Prasynapse, zum anderen wirkt es auf
benachbarte Prasynapsen, indem es dort die Exocytose auslost und damit gleichzeitig die
Aktivitat der benachbarten Neuronen verstarkt (vgl. Abb. 53 A). Dies wiederum hat zur Fol-
ge, dass Ca?* und weitere positiv geladenen lonen in den Ringneuronen-Subytp R2 gelangen
kénnen. Der Ca2+/CaM-KompIex wird auch in den Neuronen aktiviert, die keine funktionsfa-
hige RSKII besitzen. Trotzdem kann durch die CO-gesteuerte Exocytose die AC aktiviert wer-
den, die flir den hohen cAMP-Spiegel sorgt. Dies wiederum flhrt zur Aktivierung der PKA, die
ihre Zielproteine modifizieren kann, wie z.B. NMDA-Rezeptoren (vgl. Abb. 53 B). Der parallel
verlaufende cAMP-Signalweg fuhrt dazu, dass die Fliegen sich im Memotaxis-Paradigma ori-

entieren kénnen, auch wenn in diesem Subtyp keine funktionelle RSKII zur Verfligung steht.
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In diesem Fall wird die eigentliche Signalgebung gerettet. Aktivierte Zelle und ,gerettete”
Zelle wirden immer synchron funktionieren und damit wiirde es sich um eine echte Redun-
danz handeln. In diesem Fall wirde CO wahrend der Prasentation des visuellen Stimulus be-
reitgestellt werden. Bei Saugetieren kann die HO wahrscheinlich durch die PKC phosphory-
liert werden und CO produzieren (Snyder et al., 1998), ob das auch bei Drosophila moglich

ist, ist noch nicht untersucht.

A Zeitpunkt: t Zeitpunkt: t

Visueller Eingang Visueller Eingang
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Abb. 53. Modell zur Kurzzeitintegration. A) Erscheint ortsabhangig zum Zeitpunkt t der visuelle Eingang, wird
dieser in ein ortsspezifisches neuronales Netzwerk innerhalb des Ellipsoidkorpers integriert. Exemplarisch ist
ein Neuron des Ringneuronen-Subtyp R1 dargestellt. Sobald die Prasynapse aktiv ist und am Axonhiigel der
Postsynapse ein Schwellenwert erreicht wird, 6ffnen sich die NMDA-Rezeptoren. Das einstromende Ca” bildet
zusammen mit CaM den Ca2+/CaM-KompIex, dieser aktiviert die Adenylylzyklase (AC). Daraufhin wird wahr-
scheinlich die PKA aktiviert, die moglicherweise die Aktivitdt der NMDA-Rezeptoren verstarkt. Neben NO ist CO
ein weiterer Gasotransmitter, der die I6sliche Guanylylzyklase (sGC) aktivieren kann. Moglicherweise wird fir
die Funktion des memotaktischen Gedachtnisses CO produziert, welches wiederum an die sGC bindet. Die sGC
kann infolgedessen cGMP generieren. Ein hoher cGMP-Spiegel aktiviert die Proteinkinase G (PKG). Daraufhin
wird die RSKIl phosphoryliert. Welches Substrat die RSKII fiir die Funktionsweise des memotaktischen Gedacht-
nisses besitzt, ist nicht untersucht. Moéglicherweise werden auch bei diesem Gedachtnis bereits im Vorfeld
durch die Bereitstellung von anderen Transkriptionsfaktoren als dCREB Kompetenzfaktoren aktiviert. Als
Gasotransmitter kdnnte CO aber auch akut retrograd auf die Prasynapsen und auf die Prdsynapsen der Neuro-
nen in der Nachbarschaft wirken und dort die Exocytose der mit Transmitter gefiillten Vesikel verstarken. B)
Andert sich der ortsspezifische visuelle Eingang zum Zeitpunkt t+1, so bleiben die zuvor aktivierten NMDA-
Rezeptoren noch einige hundert Millisekunden geoffnet, so dass die Neuronen noch aktiv sind. C) Erst wenn
kein erneuter visueller Eingang erfolgt, der zur Offnung der NMDA-Rezeptoren fiihrt, kann die Repolarisation
der Zelle erfolgen, so dass sich nach der Hyperpolarisation das Ruhepotenzial (RP) wieder einstellt.
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Eine andere, wahrscheinlichere Moglichkeit ist, dass die RSKIl auch fiir das memotakti-
sche Verhalten fiir die Aktivierung von Kompetenzfaktoren sorgt. Moéglicherweise phospho-
ryliert die RSKIlI andere Transkriptionsfaktoren, die dafiir sorgen, dass bereits im Vorfeld po-
tentielle Kompetenzfaktoren bereitgestellt werden. Aufschlussreich kann die Identifizierung
von weiteren Zielproteinen der RSKIl sein, denn moglicherweise gibt es noch weite-
re Transkriptionsfaktoren, die von der RSKII reguliert werden.

Nach der Aktivierung kénnen NMDA-Rezeptoren noch einige 100 ms gedffnet (Dzubay
und Jahr, 1996). Andere Studien zeigen, dass NMDA-Rezeptoren sogar liber eine Sekunde
lang geodffnet sein konnen (Mongillo et al., 2008). Diese Eigenschaft wiirde es der Zelle er-
moglichen, ihre Aktivitat fir eine Sekunde aufrecht zu erhalten. Sobald kein neuer visueller
Eingang mehr erfolgt, ware die erste Bedingung , Prasynape aktiv” nicht mehr gegeben, so
dass sich die NMDA-Rezeptoren schlieRen wiirden (vgl. Abb. 53 C). Das CO alleine wiirde in
der Prasynapse nicht ausreichen, um die Exocytose aufrecht zu erhalten.

Um die Aktivierung des ortsspezifischen Netzwerkes zu gewahrleisten, bendtigt das Sys-
tem eine inhibierende Rickkopplung wie sie in Abb. 51 dargestellt wird. Die in rot dargestell-
ten Interneurone bilden die inhibierende Riickkopplung und kénnen das Ruhepotenzial in
den Zellen wieder herstellen, wenn kein neuer sensorischer Eingang erfolgt. Dieses System
bewirkt zum einen, dass bei Veranderung des visuellen Eingangs die Fliege weiter auf ihr Ziel
zulaufen kann, auch wenn es nicht sichtbar ist. Weiterhin bewirkt es, dass Stimuli, die an
einem anderen Ort erscheinen, inhibiert werden kdénnen (vgl. Abb. 51). Im Zusammenhang
mit inhibitorisch wirkenden Neurotransmittern ist bekannt, dass im Bereich des Ellipsoidkor-
pers der Neurotransmitter GABA verstarkt nachgewiesen werden kann (Hanesch et al.,
1989). Auch die Ringneuronen selber besitzen GABA-Rezeptoren (Xie et al., 2017). Die Kom-
bination 796-GAL4>UAS-GFP exprimiert GFP in den Rigneuronensubtypen R1-R4 und zeigt
jedoch Uberlappung mit der Antikdrperfiarbung gegen GABA, so dass aktuelle Studien davon
ausgehen, dass das nachweisbare GABA-Signal Bestandteil von anderen Ringneuronen oder
aber von Kleinfeldneuronen ist (Martin-Pefia et al., 2014). Die inhibitorische Wirkung von
GABAergen Rezeptoren kdnnte das inhibierende Rickkopplungssystem darstellen, welches
bewirkt, dass sich die Aktivitat der Neuronen ausschlieRlich in Abhangigkeit der angelaufe-
nen Landmarke widerspiegelt.

Betrachtet man die Aktivitdt der E-PG-/EB.w-Neuronen, bzw. das Caz+—SignaI, in Abhan-
gigkeit einer visuellen Landmarke, so sieht man eine sektorformige Aktivitat, die die Informa-

tion entsprechend der Sektoren des Ellipsoidkorpers abgreift (Seelig und Jayaraman, 2015;
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Turner-Evans et al., 2017). Die Ringneuronen sind jedoch kreisscheibenférmig im Ellip-
soidkorper angeordnet (Hanesch et al., 1989; Wolff et al., 2015). Dies konnte bedeuten, dass
Ringneuronen die Information sektorabhangig, lokal an die E-PG-Neuronen ubertragen.
Wahrend einige synaptische Endknopfchen eines Ringneuronen-Subtypen aktiv sind und
Transmitter in den synaptischen Spalt sezernieren, missten die anderen inaktiv bleiben. Da
Dale’s Prinzip davon ausgeht, dass jedes Neuron in allen Synapsen die gleiche Kombination
von Neurotransmittern und Neuropeptiden besitzt, kommt es auf die regulatorischen Eigen-
schaften der entsprechenden Rezeptoren an (Hokfelt et al., 1986). Eine Art von Rezeptor
kann, je nach Aufbau, exzitatorische oder inhibitorische Signale vermitteln. Wie genau je-
doch die Rezeptorenzusammensetzung der R-Neuronensubtypen und der auf sie einwirken-
den Transmitter und Neuropeptide aussieht, ist jedoch nicht untersucht.

Das partielle Ca®*-Signal der E-PG-Neuronen ldsst vermuten, dass auch die Aktivierung der
axonalen, synaptischen Verzweigungen der Ringneuronen-Subtypen partiell erfolgt, damit
die Informationen an die E-PG-Neuronen Ubertragen werden kdnnen. Es besteht die An-
nahme, dass innerhalb der Ringneuronen-Subtypen eine ortsspezifische Aktivierung von a-
xonalen, synaptischen Verzweigungen ein visuelles Objekt in der externen Umwelt reprdsen-
tiert. Im Zusammenhang mit den Studien von Seelig und Jayaraman (2013) und Turner-Evans
et al. (2017) betrachtet ware es moglich, dass diese ortsspezifische Aktivierung von synapti-
schen Endkndpfchen durch das Ca**-Signal ausgeldst wird, welches durch die Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren verursacht wird. Die inhibierende Rickkopplung nach Lisman et al.
(1998) kdnnte die Aktivitat innerhalb der synaptischen Endknopfchen inhibieren, die nicht an
der Reprasentation des visuellen Signals aus der externen Umwelt beteiligt sind.

Auch Studien an Drosophila melanogaster zeigen, dass ein Neuronen-System aus P-EN-
Neuronen, also Neuronen, die den Informationsfluss von der Protocerebralbriicke zum Ellip-
soidkorper und den Noduli gewahrleisten, zusammen mit den E-PG-Neuronen, die die In-
formationen vom Ellipsoidkdrper zur Protocerebralbriicke und zur Gall leiten, ein fiir das
sensorische Signal spezifisches, sektorabhangiges Muster bilden. Aktuelle Studien konnten
zeigen, dass die P-EN-Neuronen zusammen mit den E-PG-Neuronen die Ca**-abhingigen
Aktivitatsmuster modulieren, die in Abhangigkeit einer visuellen Landmarke in den E-PG-
Neuronen nachweisbar sind. Wahrend die funktionale Verbundenheit mit Hilfe elektrophysi-
ologischer Untersuchungen und Ca2+—lmaging eindeutig nachgewiesen werden konnte, be-
steht bisher die Hypothese, dass E-PG-Neuronen mit den P-EN-Neuronen verbunden sind

und einen Inhibitionskreislauf bilden kdnnten. Zukiinftige Studien sollten kldren, wie exzita-
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torische und inhibitorische Neuronen-Populationen zusammenarbeiten, um das Ca®*-Signal
und die Kompassfunktion dieser Neuronen zu modulieren (Turner-Evans et al., 2017).

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass an der visuellen Kurzzeitin-
tegration alle vier Subtypen der Ringneurone beteiligt sind. Es gibt bisher keinen Hinweis,
dass das memotaktische Gedachtnis nur in einem Subneuronentyp der Ringneuronen hinter-
legt wird (vgl. Kap.4.5, vgl. Kap. 4.4, vgl. Kap. 4.1). Daher wird vorgeschlagen, dass sich das
Modell aus Abb. 53 auf jeden der vier Subtypen von Ringneuronen libertragen lasst.

Dieses Modell bericksichtigt die Grundlagen fiir die Funktionweise der visuellen Kurz-
zeitintegration, welche fir das memotaktische Verhalten essentiell ist. Im Zusammenhang
mit dem Hopfield-Modell (vgl. Abb. 51) betrachtet, ist die zeitliche Integration der Informati-
on eines visuellen Objektes an einem Ort in der Umwelt durch die Aufrechterhaltung der
neuronalen Aktivitdt moglich. Die vorliegende Studie zeigt, dass NMDA-Rezeptoren als
Schnittstellen fir das visuelle Arbeitsgedachtnis und die zeitliche Integration visueller Land-
marken bendtigt werden. Des Weiteren kdnnen einige biochemische Komponenten identifi-
ziert werden, die neben der Ausbildung des Detour-Gedachtnisses auch fiir die Funktions-
weise des memotaktischen Gedachtnisses sorgen.

Folgende Vorgehensweisen sind notwendig, um das vorgeschlagene Modell zu unterstit-

zen und zu erweitern.

» Analyse der sGC. Da diese die PKG phosphoryliert (Kuntz et al., 2017), und das enthal-
tene Eisen-lon nicht nur NO sondern auch CO binden kann (Dawson und Snyder,
1994), ist es eine spannende Frage, ob die visuelle Kurzzeitintegration durch den
Gasotransmitter CO vermittelt wird. Fir das Detour-Gedachtnis wird NO bereits im
Vorfeld fiur die Aktivierung der Kompetenzfaktoren bendtigt (Kuntz et al., 2017). Es
wadre eine spannende Frage, ob Gasotransmitter auch biochemische Prozesse auslo-
sen die direkt nach der Prdsentation eines visuellen Stimulus ablaufen und infolge-
dessen die Dauer von gebffneten Kanalen beeinflussen kénnen.

» Ein interessanter Forschungsansatz ist die Untersuchung der Funktion der Ha-
moxygenase (HO) in Drosophila melanogaster, da die GC neben NO auch CO binden
kann (Dawson und Snyder, 1994). Die HO in Drosophila melanogaster produziert CO
(Zhang et al., 2004). NO und CO binden an die Hdm-Gruppe der GC, verandern die
Konformation des Proteins und aktivieren die katalytische Untereinheit. Dies fiihrt

zur Aktivierung von cGMP (Friebe et al., 1996; Gadalla und Snyder, 2010). CO ist in
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der Lage Uber Zellmembranen hinweg zu diffundieren um dort biochemische Prozes-

se zu regulieren (Gadalla und Snyder, 2010).

Da die Untereinheit PKA-C1 in den Subtypen der R1-Ringneuronen nicht bendtigt

wird, und der Knockdown der PKA-C2-Untereinheit in diesen Neuronen das memo-

taktische Orientierungsgedachtnis stort, kann der Knockdown auch in den Subytpen
der Ringneuronen R2 bis R5 durchgefiihrt werden, um zu Uberprifen, ob die PKA
auch in diesen Neuronen benétigt wird.

Weiterhin ist es interessant, Zielproteine der PKA zu identifizieren, z.B. die Analyse

von Synapsin. syn-Mutanten zeigen, dass sie Defekte im Zusammenhang mit Lernen

und Gedachtnis besitzen (Godenschwege et al., 2004; Michels et al., 2005). Die PKA
und Ca2+/CaImoduIin—abhéngige Kinasen I/IV phosphorylieren bei den Mammalia und
Aplysia Synapsin (Diegelmann et al., 2006).

Interaktionsstudien mit PKA und NMDA-Rezeptoren da die PKA die Aktivitat der

NMDA-Rezeptoren verstarken kdnnen (Kimura, 2000).

» Der Knockdown der NMDA-Rezeptoren in den Subtypen der Ringneuronen und
der resultierende Verlust des Arbeitsgedachtnisses und des memotaktischen Ge-
dichtnisses fiihren zu der Annahme, dass der Einstrom von Ca®" fiir die Funkti-
onsweise der beiden Gedachtnisse notwendig ist. Da ca® jedoch auch durch wei-
tere Transporter in die Zelle geschleust wird, ist auch die Untersuchung der Funk-
tion dieser Ca2+—Transporter interessant. So kdnnte man diese in der Zellmem-
bran der Ringneuronen Uberexprimieren, um zu schauen, ob der Ca**-Einstrom
damit kompensiert und die visuelle Orientierung wiederhergestellt werden kann.

Expression von UAS-dNR1(N631Q) auch in den anderen Ringneuronsystemen steuern

und Verhaltensanalysen durchfiihren, um zu tberprifen, ob das memotaktische Ori-

entierungsgedachtnis erhalten bleibt.

Quantitative Analysen bezliglich der Expressionrate von dCREB und NOS, um zu

Uberprifen, ob die Mutanten bezliglich des Asparagins an der Stelle N631 in den R3-

Neuronen 189y-GAL4>UAS-dNR1(N631Q) tatsachlich eine geringere Expressionsrate

von dCREB oder NOS zeigen, z.B. mit PCR und Western Blot.

H,S kann die Aktivitdit der NMDA-Rezeptoren verstarken (Abe und Kimura, 1996;

Kimura, 2002; Eto et al., 2002). Daher wére ein interessanter Versuchsansatz, den

Einfluss von CBS auf die visuelle Kurzzeitintegration zu analysieren.
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» Analyse der anderen funf PDEs. Wenn CO die sGC aktiviert, muss der erhohte cGMP-
Spiegel wieder abgebaut werden. Bei Drosophila melanogaster sind bisher sechs

PDEs bekannt: PDE1, dunce (PDE4), PDE6, PDE8, PDE9 und PDE11 (Day et al., 2005).
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5. Zusammenfassung

Gegenstand der Untersuchungen war das Memotaxis-Gedachtnis von Drosophila melano-
gaster. Memotaxis bezeichnet die zeitliche Integration einer sensorischen Information. Hier
wird visuelle Information studiert. Wird eine Landmarke langer als eine gleich aussehende,
alternative Landmarke gezeigt, so entscheiden sich wildtypische Fliegen fiir erstere Land-
marke und bleiben bei ihrer Wahl, wenn die beiden Landmarken danach immer abwech-
selnd gezeigt werden. Die Speicherung der visuellen Information tragt Ziige einer Kurzzeitin-
tegration; die Fliege kann damit Unterbrechungen im Sekundenbereich Uberbriicken. Ein
Verlust dieses Integrators fuhrt dazu, dass die Fliegen immer auf die gerade sichtbare Land-
marke zulaufen, also Zickzack laufen. Daneben war ein visuelles Kurzzeitgedachtnis, auch
visuelles Arbeitsgedachtnis genannt, bereits bekannt, das den Fliegen erlaubt, noch ca. vier
Sekunden auf eine Landmarke zuzulaufen, die nicht mehr sichtbar ist. Selbst nach einer Ab-
lenkung aus der Landmarkenrichtung konnen wildtypische Fliegen in 80% der Falle wieder
auf die urspriingliche Richtung einschwenken. Die Biochemie und die Lokalisation des soge-
nannten Detour-Gedachtnisses waren bekannt, so dass Gemeinsamkeiten und Unterschiede
untersucht werden konnten. Es wird gezeigt, dass beide Prozesse auf biochemischer Ebene
miteinander verknUpft sind. Im Zusammenhang mit der visuellen Kurzzeitintegration werden
vier von funf Subtypen der Ringneuronen bendtigt. NMDA-Rezeptoren innerhalb des Ellip-
soidkorpers sind fiir die visuelle Kurzzeitintegration und das visuelle Arbeitsgedachtnis es-
sentiell. Knockdown-Versuche zeigen, dass beide Gedachtnisse nicht gebildet werden kon-
nen, wenn die dNR1-Untereinheiten in den R1-, R2-, R3- oder R4-Ringneuronen-Subtypen
herunterreguliert werden. Dariberhinaus wird gezeigt, dass der Mg**-Block der NMDA-
Rezeptoren in den Ringneuronen-Subtypen R3 bendtigt wird, um das Arbeitsgedachtnis zu
etablieren, nicht aber fir das Memotaxis-Gedachtnis. Weiterhin deckt die Arbeit auf, dass
die doppelt regulierte rutabaga-Adenylylzyklase und der cAMP-Signalweg Einfluss auf die
Memotaxis austiben. Auch die ribosomale S6 Kinase Il (RSKIl) als Komponente des cGMP-
Signalwegs ist an der Regulation des memotaktischen Verhaltens beteiligt. Anders als im
visuellen Arbeitsgedachtnis wird NO, das durch die Nitritoxid-Synthase synthetisiert wird,
nicht bendtigt. Flr die Funktion des visuellen Arbeitsgedachtnisses phosphoryliert die RSKII
den Transkriptionsfaktor dCREB. Die vorliegende Studie schlief3t die Beteiligung von dCREB
an der visuellen Kurzzeitintegration aus. Die aktuelle Studie zeigt, dass NMDA-Rezeptoren

nicht nur zur Etablierung bestimmter Langzeitgedachtnisse bei Vertebraten beitragen, son-
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dern dass sie auch visuelle Orientierungsstrategien wie die visuelle Kurzzeitintegration und
das Arbeitsgedachtnis in Drosophila beeinflussen und dass diese zwei Strategien auf bio-

chemischer Ebene miteinander verknipft sind.
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6. Summary

The present study reveals the efficient encoding of a relevant visual target in spite of a
visual distractor in a virtual-reality arena. This kind of memotactic behavior enables goal-
driven behavior, so that flies are able to reach their goal in the presence of another compet-
ing stimulus. This process is reminiscent of visual integration, which is a very short form of a
visual memory and it lasts only one second. On the molecular level, the study turns out dif-
ferences to another kind of memory, the visual working memory, but it also shows that both
processes are closely intertwined. Working memory highlights the temporary maintenance
of information, whereas memotaxis is necessary for encoding a relevant information and
goal-driven behavior when competing visual stimuli are present. For visual orientation both
phenomena are essential. The study provides evidence, that four of five subtypes of R-
Neurons are necessary to facilitate memotactic behavior. Furthermore, NMDA-Receptors in
the R-Neurons of the ellipsoid body enable the fly to hold the information in mind, although
the visual target disappears and a distractor becomes visible. Interestingly, if these receptors
are blocked in R1-, R2-, R3- or R4-Neurons, flies can not establish a visual working memory.
By this view, memotactic behavior and visual working memory are closely interlinked. But
there are also some further communalities with memotactic behavior. The adenylylcyclase
(AC), a component of the cAMP/PKA (cyclic adenosine monophosphate/proteinkinase A)-
signaling pathway, is necessary for encoding the visual information and permits goal-driven
behavior. The Knockdown of rut in either one of the five subtypes of R-neurons prevents
memotactic behavior. Another component is the ribosomal S6 kinase Il (RSKII). ign58/1—
mutants do not show memotactic memory. Goal-driven behavior can be rescued by express-
ing a copy of wild-type cDNA of ign in either one of the R-neurons in an ign-mutant back-
ground. Different from visual working memory the study shows that dCREB phosphorylation
by RSKIl is not essential for memotaxis, so we have to assume that there are other targets of
RSKII. Furthermore, instead of nitric oxide (NO), which activates the soluble guanylyl cyclase
(sGC) in visual working memory, other gasotransmitters must be essential because the
knockdown of nitric oxide synthase (NOS) does not disrupt memotactic behavior. Moreover,
the overexpression of NOS disrupts the visual working memory, whereas flies with the same
genetic construct show goal-driven behavior in the memotactic paradigm. In summary, the
present study contributes to the identification of a biochemical pathway and establishes a

model, which reveals the first insights into visual short-term integration.
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Magnesium

Seite

166


https://de.wikipedia.org/wiki/Inositol-1,4,5-trisphosphat

mRNA messenger RNA/Botenstoff RNA

MRTF myocardin-activated protein kinase
n.s. nicht signifikant
Na* Natrium
NMDA N-Methyl-D-Aspartat
NO Noduli
NOS Nitritoxid-Synthase
PB Protocerebralbriicke
PDE Phosphodiesterase
PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
PKA Proteinkinase A
PKC Proteinkinase C
PKG Proteinkinase G
R1 Ringneuronen des Subtyps 1
R2 Ringneuronen des Subtyps 2
R3 Ringneuronen des Subtyps 3
R4 Ringneuronen des Subtyps 4
R4m/R4d Ringneuronen des Subtyps 4 medial/distal
RISC-Komplex RNA-induced silencing complex
RN Ringneuron
RNA Ribonukleinsaure
RNAI RNA-Interferenz
RSKII Ribosomale S6 Kinase Il
RUB Rubus
SiRNA small interfering RNA
STM short-term memory/Kurzzeitgedachtnis
Tab. Tabelle
TNT Tetanus Toxin
UAS upstream activating sequence
ZK Zellkoérper
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8. Anhang

8.1 Statistik

8.1.1 Beispiel fiir die statistische Auswertung der mutanten Stimme

ebo®78 und eboks263

Tab. 6. Statistische Auswertung zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5; Abb. 16 A).Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. In Abhadngigkeit des p-Wertes wurde das parametrische oder
nicht-parametrische Testverfahren angewendet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test p-Wert
200/20 | Wildtyp CS p=0,009612 Wilcoxon-Test 0,0001287
100/10 | ebo®”® p=0,666 t-Test 1
100/10 | ebo**** p=0,2093 t-Test 0,1461

Tab. 7. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb. 16 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | Wildtyp CS p<2,2e®
100/10 | ebo®”® p<2,2e®
100/10 | ebo*** p=7,452¢e**

Tab. 8. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb. 16 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-

roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(2,N=400)=47,0945; p=5,937e

-11

678

Genotyp Wildtyp CS ebo
ebo®”® 6,9¢’ -
ebo**%? 1,1 0,46
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8.1.2 TNT-Silencing der R-Neuronen im Ellipsoidkérper

Tab. 9. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 19 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer
N/n Genotyp Test Test p-Wert
100/10 | X/Y;UAS-TNT?™2/| p=0,09941 t-Test 0,005121
X/Y;UAS-TNT™N2/11;;; _
100/10 198y-GAL/IV p=0,1062 t-Test 0,08684
200/20 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=0,006755 Wilcoxon-Test 0,01462
X/Y;UAS-TNT™N2/11; _
100/10 VT49921-GAL4/I p=0,1264 t-Test 0,5599
100/10 | X/Y;;VT49921-GAL4/III p=0,1264 t-Test 0,007501
X/Y;UAS-TNT"N"2/189y- ~
100/10 | =1/s p=0,1713 t-Test 0,1713
200/20 | X/Y;189y-GAL4/II p=0,01864 Wilcoxon-Test 0,01864
X/Y;UAS-TNT™N2/11; ~
100/10 VT043679-GALA/II p=0,1574 t-Test 0,002996
100/10 | X/Y;;VT043679-GAL4/Il | p=0,318 t-Test 0,004277

Tab. 10. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 19 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ladufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | X/Y;UAS-TNT"™2/| p=3,905e !
100/10 | X/Y;UAS-TNT"™?/11;;;198y-GAL4/IV p=1,713e™
200/20 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=9,112°"
100/10 | X/Y;UAS-TNT"™N2/11,VT49921-GAL4/1II p=2,44e"
100/10 | X/Y;;VT49921-GAL4/IlI p=2,851e™*®
100/10 | X/Y;UAS-TNT"""?/189y-GAL4 p=1,643¢e™"
200/20 | X/Y;189y-GAL4/I| p<2,2e®
100/10 | X/Y;UAS-TNT"™N2/11,VT043679-GAL4/III p=9,034e™*
100/10 | X/Y;;VT043679-GAL4/IlI p=2,802¢™”
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stischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 19 B. Multipler Vergleich mit Bonferroni-Holm-Korrektur. Kruskal-Test Analyse: H(8
-16

(1) );t{)zzéiAM/IV (2) (3) (4) (5) (6) (7)
/IV (R1) 3,3e® - - . - - _ .
GAL4/Il (R4d) 0,00015 1 - - - - - -
TN 2/ 115
GAL4/IIl (RA4d) | <2e™® 2,48 2,8¢° - . - - .
TN 2/11

0,01388 1 1 1,2e” - - - -
T2
4 (R3) <2e™ 8,9e”® 7e® 1 1,8¢” - - -
NT™N2/11;;;
/IV (R1) 5,2e™ 1,1e” 0,00013 1 1,1e” 1 - -
21-GAL4/1I (R2)

0,00064 1 1 1,1e” 1 9,4e” 0,00137 -
TN 2/11;
AL4/1Il (R2) <2e™ 8,1e” 1,8¢° 1 3,5e™" 1 0,97525 4,3e”®
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8.1.3 Statistische Analyse zur Expression von Tetanustoxin im Pilz-

korper

Tab. 12. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 27 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test | Statistischer Test | p-Wert

200/20 | Wildtyp CS p=0,009612 Wilcoxon-Test 0,0001287

100/10 | X/Y;UAS-TNT"™2/)| p=0,09941 t-Test 0,005121

100/10 | X/Y;UAS-TNT?N2/ p=0,2415 t-Test 0,00564
mb247-GAL4

Tab. 13. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 27 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | Wildtyp CS p=0,009612
100/10 | X/Y;UAS-TNT"™2/| p=3,905e "
100/10 | X/Y;UAS-TNT"™*/mb247-GAL4 p=7,99¢ %

Tab. 14. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 27 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-

roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(2,N=400)=55,515; p<8,811e

-13
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Genotyp Wildtyp CS X/Y;UAS-TNTV72/||
X/Y;UAS-TNTV72/|| 0,94 -
X/Y;UAS-TNT""2/mb247-GAL4 | 9,7¢ ™" 1,40
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8.1.4 Statistische Analyse des Stammes ebo578UAS-
SD328223 /[yweaFM7a

Tab. 15. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 20 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Liufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test | p-Wert
200/20 | Wildtyp CS p=0,009612 Wilcoxon-Test 0,0001287
100/10 | ebo®”® p=0,666 t-Test 1
100/10 | ebo®”®UAS-SD3282%%/Y | p=0,08673 t-Test 0,2308

Tab. 16. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 20 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | Wildtyp CS p<2,2e®
100/10 | ebo®”® p<2,2e®
100/10 | ebo®’?UAS-SD3282%%/Y p=5,448¢"

Tab. 17. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 20 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(2,N=400=26,6984; p=1,594¢ .

Genotyp Wildtyp CS ebo®’®

ebo®”® 6,9¢” -

ebo®”?UAS-SD3282%/Y 0,178 0,5974
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8.1.5 Statistische Analyse des Stammes ebo%78UAS-SD328223/Y;UAS-
3282M7/Cy0

Tab. 18. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 23 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

hapiro-Wilk-
N/n Genotyp :e:tplro ! Statistischer Test | p-Wert
200/20 | Wildtyp CS p=0,009612 Wilcoxon-Test 0,0001287
100/10 | ebo®™® p=0,666 t-Test 1
ebo®”®UAS-SD3282%/Y;
100/10 UAS-3282Y7)1 p=0,3447 t-Test 0,3107

Tab. 19. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 23 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | Wildtyp CS p<2,2e®
100/10 | ebo®”® p<2,2e®
100/10 | ebo®” UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/II p=9,241e”’

Tab. 20. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 23 B.
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(2,N=400)=29,8639; p=3,274¢e

-07

Multipler Vergleich mit Bonfer-

678
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Genotyp Wildtyp CS ebo

ebo®’® 6,9¢”’ -

ebo®”’UAS-SD3282%/Y;UAS-3282M/1I1 | 0,0017 0,5974
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8.1.6 Expression der wildtypischen cDNA von ebo* in einem ebo678-

mutanten Hintergrund

Tab. 21. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 24 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Liufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer

N/n Genotyp Test Test p-Wert

100/10 | ebo®’®/Y p=0,666 t-Test 1
ebo®”PUAS-SD3282%/Y;

100/10 UAS-32827/1 p=0,3447 t-Test 0,3107
ebo®”PUAS-SD3282%/Y;

100/10 UAS-3282"7/189y-GALA p=0,5426 t-Test 0,2647

200/20 | X/Y;189y-GAL4/II p=0,01864 Wilcoxon-Test 7,954¢%
ebo®”®UAS-SD3282%%/Y;

100/10 | UAS-3282M7/11; p=0,4529 t-Test 0,4951
ftz-(ng)-GAL4/III

200/20 | X/Y;;ftz-(ng)-GALA/III p=0,02689 Wilcoxon-Test 0,0005822

Tab. 22. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 24 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | ebo®’®/Y p<2,2e'®
100/10 | ebo®”UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/II p=9,241e”’
100/10 | ebo®’2UAS-SD32827%/Y;UAS-3282"/189y-GALA | p=9,584e™
200/20 | X/Y;189y-GAL4/I| p<2,2e®
100/10 | ebo®’2UAS-SD32823/Y;UAS-3282"/II;ftz-(ng)- | p=2,594e™
GAL4
200/20 | X/Y;;ftz-(ng)-GAL4/IlI p<2,2e®

Tab. 23. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 24 B.
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(5,N=800)=166,32; p<2,2e

-16

Multipler Vergleich mit Bonfer-

X/Y;189y-
Genotyp GALA/II (1) (2) (3) (4)
ebo®?/Y (1) 9,8¢™" - - - -
ebo®’UAS-SD3282%/Y;
UAS-3282""/II 3,3e™ 1 - - -
(2)
ebo®”?UAS-SD3282%/Y;
UAS-3282"7/189y-GAL4 | 2,9¢” 0,26 1 - -
(3)
ebo®”?UAS-SD3282%/Y;
UAS-3282"/11; 1
ftz-(ng)-GALA 2,4e 1 1 0,68 -
(4)
X/Y;;:ftz-(ng)-GAL4/IN 1 <2e’® 1,2 3,20 5,6e°
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8.1.7 dnc'/Y, Pka-C1%2, dnc!/Y;Pka-C1H?

Tab. 24. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Zufallsniveau=5; Abb. 28 A). Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. In Abhangigkeit des p-Wertes wurde das parametrische oder nicht-
parametrische Testverfahren angewendet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test p-Wert
200/20 | Wildtyp CS p=0,009612 Wilcoxon-Test 0,0001287
100/10 | dnc'/Y p=0,2856 t-Test 0,2165
100/10 | X/Y;Pka-C1"/ll p=0,008748 Wilcoxon-Test 0,0639
100/10 | dnc'/Y;Pka-C1™/1l | p=0,1506 t-Test 7,976

Tab. 25. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 28 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | Wildtyp CS p<2,2e®
100/10 | dnc'/Y p=4,655e
100/10 | X/Y;Pka-C1"/1I p=8,113e™°
100/10 | dnc'/Y;Pka-C1"/l p=7,987e™*°

Tab. 26. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 28 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(3,N=500)=7,9175; p=0,04775.

Genotyp Wildtyp CS dnc'/Y X/Y;Pka-C1%/1
dnc'/Y 0,277 - -
X/Y;Pka-C1"/11 0,421 1 -
dnc'/Y;Pka-C1"*/11 0,096 1 1
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8.1.8 CS ¢, homozygote dnc! und doppelt heterozygote rut!/X;Pka-
C14z /II-Mutanten

Tab. 27. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 29 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere. Von je-

dem Tier wurden zehn Anlaufe analysiert.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test p-Wert
100/10 | Wildtyp CS @ p=0,1178 t-Test 0,0005277
100/10 | dnc'/dnc’ p=0,02195 Wilcoxon-Test 0,01037
100/10 | rut'/X;Pka-C1"™/1l | p=0,01916 Wilcoxon-Test 0,1674

Tab. 28. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 29 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-

Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test
100/10 | Wildtyp CS @ p=1,411e™" Wilcoxon-Test
100/10 | dnc'/dnc’ p=8,543¢e " Wilcoxon-Test
100/10 | rut'/X;Pka-C1™/Il | p=1,548¢e™"* Wilcoxon-Test

Tab. 29. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 29 B. Fir die statistische Analyse

wurde der Wilcoxon-Test verwendet.

Genotyp Wildtyp CS
dnc'/dnc’ p=0,05312
rut'/X;Pka-C1™%/1I p=0,6407
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8.1.9 Knockdown von rut in den Ringneuronen

Tab. 30. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 31 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n= Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer
N/n Genotyp Test Test p-Wert
200/20 | y'V'/Y;;P{y v UAS-rut™ /1 p=0,005451 Wilcoxon-Test 0,01219
1.1 + o+ RNAi
y v /Y;;P{y V' UAS-rut™ " }/Ill; _ 05
200/20 198y-GAL4/IV p=0,1169 t-Test 3,393e
200/20 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=0,006755 Wilcoxon-Test 0,01462
11 + o+ RNAi
y v /Y Py V' UAS-rut™ '}/ _
200/20 VT49921-GALA p=0,05096 t-Test 0,5278
200/20 | X/Y;;VT49921-GAL4 p=0,06639 t-Test 0,0006677
1.1 + o+ RNAi
y v /Y Py V' UAS-rut™ '}/ B .
200/20 189y-GAL4 p=0,01462 Wilcoxon-Test 0,04505
200/20 | X/Y;;189y-GAL4/1I p=0,01864 Wilcoxon-Test 0,0003976
1.1 + + RNAi
y v /Y Py V' UAS-rut™ '}/ _
200/20 ftz-(ng)-GALA p=0,4509 t-Test 0,00728
200/20 | X/Y;;ftz-(ng)-GAL4/III p=0,02689 Wilcoxon-Test | 0,0005822

Tab. 31. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 31 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ladufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | y'V'/Y;;P{y v UAS-rut™ /1 p=0,1486
200/20 | y'v'/Y;;P{y'v UAS-rut™*}/111;198y-GAL4/IV p=0,03788
200/20 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=0,1353
200/20 | y'v'/Y;;P{y v UAS-rut™*}/VT49921-GAL4 p=3,837e™"
200/20 | X/Y;;VT49921-GAL4 p=1,647¢ "
200/20 | y'V'/Y;;P{y* v UAS-rut™"}/189y-GAL4 p<2,2e™
200/20 | X/Y;;189y-GAL4/II p<2,2e™
200/20 | y'V'/Y;;P{y v UAS-rut™}/ftz-(ng)-GAL4 p<2,2e®
200/20 | X/Y;;ftz-(ng)-GAL4/III p<2,2e®
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istischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 31 B. Multipler Vergleich mit Bonferroni-Holm-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(¢

16

X/Y;;189y-

GALA/Il (};3) (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)
"GAL4/IV (R1)

2,6e% - - - - - - -
3)-GAL4/1Il (R4)

0,91236 3,9¢%° - - - - - -
V' UAS-rut™ }/111;
/IV (R1) 6,7e 0,03088 <2e® - - - - -
*V'UAS-rut™}/
(R3) 1,4e™” 0,00274 <2e'® 0,91236 - - - -
‘v UASrut™ A}/
AL4 (R2) <2e™® 6e'® <2e™® 2,9¢® 1,2 - - -
*V'UAS-rut™ )/
L4 (R4) <2e'® 4,2¢% <2e'® 0,01968 0,05784 0,16217 - -
V' UAS-rut™ /111

0,00012 0,76448 2,8¢’” 0,00044 1,2 <2t 4,2e™" -
)21-GAL4 (R2)

0,12282 0,01287 0,01287 7,6e% 5,3e° <2e'® 2,9¢® 0,1!
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8.1.10 for®und fors

Tab. 33. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 32 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Liufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test p-Wert
150/15 | Wildtyp CS p=0,03843 Wilcoxon-Test 0,001009
150/15 | for*/for" p=0,2381 t-Test 0,07555
150/15 | for'/for p=0,2012 t-Test 0,01144

Tab. 34. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 32 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
150/15 | Wildtyp CS p<2,2e®
150/15 | for*/for® p<2,2e®
150/15 | for’/for’ p<2,2e®

Tab. 35. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 32 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(2,N=450)=11,0035; p=0,00408.

Genotyp Wildtyp CS for?

for’/for" 0,0041 -

for’/for 0,0804 1
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8.1.11 ign>%/1/Y und crebBs162 /X

Tab. 36. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 34 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test p-Wert
200/20 | Wildtyp CS p=0,009612 Wilcoxon-Test 0,0001287
100/10 | ign*®/Y p=0,4726 t-Test 0,7263

Tab. 37. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 34 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ladufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp

Shapiro-Wilk-Test

200/20 | Wildtyp CS

p<2,2e'16

100/10 | ign®®/Y

p=1,627e%®

Tab. 38. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 34 B. Fiir weitere Analysen wurde

der Wilcoxon-Test verwendet.

Genotyp

Wildtyp CS

ign®®|Y

3,426

5162

Tab. 39. Statistischer Vergleich heterozygoter CrebB /X zum Zufallsniveau (Anzahl der Anliufe=5, Abb.
36 A). Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der

getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test p-Wert
100/10 | Wildtyp CS @ p=0,1178 t-Test 0,0005277
100/10 | CrebB**®/X p=0,4985 t-Test 0,005472

Tab. 40. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 36 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotyp

Shapiro-Wilk-Test

100/10 | Wildtyp CS 9

p=1,411e™"!

100/10 | CrebB**®?/x

p=2,728e"

Tab. 41. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 36 B. Fiir weitere Analysen wurde

der Wilcoxon-Test verwendet.

Genotyp

Wildtyp CS ¢

CrebB**%/X

p=0,5519
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8.1.12 Expression wildtypischer cDNA von ign?! im ign®%/1-mutanten

Hintergrund-Detour-Paradigma

Tab. 42. Statistische Analyse in Bezug auf das Zufallsniveau von 58% (vgl. Abb. 37). Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. Entsprechend des p-Wertes wurde der Wilcoxon-Test oder der t-
Test gegen das Zufallsniveau von 58% verwendet. n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer

n Genotyp Test Test p-Wert

10 Wildtyp CS p=0,2582 t-Test 2,435

10 wP{W"UAS-ign*ign®**}/Y p=0,09487 t-Test 0,1698
P{WUAS-ian ian°7 VY-

10 :IQS{V-G:MS/II\-‘IM Lol A p=0,5745 t-Test 0,3618
- 71 58/Ty /v,

10 'é';';{_'g:mfl'g" Cl A p=0,4941 t-Test 0,7075
- 71 58/Ty Jy.

10 ';;:i'f’g:&s ign”“ign”"}/Y; 0=0,3283 t-Test 0,0005779
- 71 58/Ty fy..

10 f":z'f;":';';_léﬁ"‘g/’l'" ign™HY;; p=0,01669 Wilcoxon-Test | 0,6061

Tab. 43. Statistische Analyse beziiglich der Verteilungsfunktionen untereinander fiir die Abb. 37. Multipler
Vergleich mit Bonferroni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(5,N=600)=29,637; p=1,738e-05.

Genotyp Wildtyp CS | (1) (2) (3) (4)
w P{w™UAS-ign*ign®*’"}/
Y;189y-GAL4 1 - - - -
(1)

wP{w"UAS-ign*'ign**"}/
Y;;;198y-GAL4/IV 0,0282 0,368 - - -
(2)

wP{w"UAS-ign*'ign**"}/
Y;EB1-GAL4/II 0,0283 0,3688 1 - -
(3)

wP{w"UAS-ign*ign**"}/
Y;:ftz-(ng)-GAL4/III 0,0053 0,0354 1 1 -
(4)

wP{w"UAS-ign**ign®***}/Y | 0,003 0,007 1 1 1
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8.1.13 Expression wildtypischer cDNA von ign?! im ign®%/1-mutanten

Tab. 44. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 31 A). Mit Hilfe des Shapiro-

Hintergrund-Memotaxis-Paradigma

Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Liufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer
N/n Genotyp Test Test p-Wert
100/10 | wP{w™UAS-ignZign"®"}/Y | p=0,005451 Wilcoxon-Test 0,01219
wP{W"UAS-ign”lign®®"}/ | 05
200/20 Y;::198y-GALA/IV p=0,1169 t-Test 3,393e
200/20 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=0,006755 Wilcoxon-Test p=0,01462
w P{w"UAS-ign”tign®®y/ |
200/20 Y:EB1-GAL4/ p=0,05096 t-Test 0,5278
200/20 | X/Y;EB1-GAL4/II p=0,06639 t-Test 0,0006677
w P{w"UAS-ign”tign®®"y/ | .
100/10 Y;189y-GALA/ Il p=0,01462 Wilcoxon-Test 0,04505
200/20 | X/Y;;189y-GAL4/II p=0,01864 Wilcoxon-Test 0,0003976
w P{w"UAS-ign”tign®®"y/ |
100/10 Yiiftz-(ng)-GALA/II p=0,4509 t-Test 0,00728
200/20 | X/Y;;ftz-(ng)-GALA/1II p=0,02689 Wilcoxon-Test 0,0005822

Tab. 45. Anzahl der Anldufe. Statistischer Vergleich der Verteilungsfunktionen untereinander fiir die Abb.
39 A. Entsprechend der Verteilungsfunktionen wurde der Zweistichproben-t-Test fiir parametrisch verteilte
Daten oder der Wilcoxon-Test fiir nichtparametrisch verteilte Daten verwendet.

Genotyp

Statistischer Test

p-Wert

w P{w"UAS-ign'ign®*"}/
Y;:;;198y-GAL4/IV

X/Y;;; 198y-GAL4/IV

Wilcoxon-Test

0,3801

w P{w"UAS-ign'ign®*"}/
Y:EB1-GAL4/Il

X/Y;EB1-GAL4/II

Wilcoxon-Test

0,7724

w P{w UAS-ign*ign®*"}/
Y;189y-GAL4/ !

X/Y;189y-GAL4/I

Wilcoxon-Test

0,1812

w P{w UAS-ign*tign®**}/
Y;;ftz-(ng)-GAL4/lI

X/Y;;ftz-(ng)-GALA/III

Wilcoxon-Test

0,4356
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Tab. 46. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 39 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n= Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | wP{w™UAS-ignZign®**}/Y p=8,133e™*
200/20 | wP{w™UAS-ign®tign®**}/Y;;;198y-GAL4/IV p<2,2e™
200/20 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=9,112e ™"
200/20 | wP{w™UAS-ign*tign®**}/Y;EB1-GAL4/II p<2,2e®
200/20 | X/Y;EB1-GAL4/II p<2,2e™
100/10 | wP{w™UAS-ign*ign°**}/Y;189y-GAL4/II p=1,066e ™!
200/20 | X/Y;;189y-GAL4/II p<2,2e®
100/10 | wP{w™UAS-ign*ign®*"}/Y;;ftz-(ng)-GALA/III p=1,218¢e"!
200/20 | X/Y;;ftz-(ng)-GAL4/IlI p<2,2e®
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scher Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb.

39 B. Multipler Vergleich mit Bonferroni-Holm-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(8,N=150

X/Y;189y-
5 7 6

GALA/II (R3) (1) (2) (3) (4) (5) (7) (6)
AL4/IV (R1)

3,1 - - - - - - -
4/11 (R2)

0,19323 2,2e’0 - - - - - -
GAL4/Ill (R4)

1 5e™° 0,19206 - - - - -
vgnz-lignSS/l}/Y

5,3¢* 0,00039 ge™® <2e'® - - - -
gn”tign**/"}/Y;
(R3) 0,00039 1 2,9¢” 2,6e” 0,00033 - - -
gn’ign®*}/Y;;;
v (R1) 1,9¢%® 1 3,1 1,1e™ 0,0007 1 - -
gn”tign**/"}/Y;
(R2) 1 4,4 0,179 1 2,4 0,00037 - 3,1
gn’ign®*}/Y;;
/11l (R4) 4,3 1 1,8 2,3¢® 0,00429 1 5e® 1
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8.1.14 Knockdown von NOS in den R3-Neuronen, Detour-Paradigma

Tab. 48. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau von 58% fiir die Abb. 40. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
wurde auf Normalverteilung getestet. n=Anzahl der getesteten Tiere.

n Genotyp Shapiro-Wilk-Test | Statistischer Test p-Wert
10 Wildtyp CS p=0,2869 t-Test 0,000739
X/Y;UAS-Nos™"*/ _
10 189y-GALA p=0,2449 t-Test 0,2229
8.1.15 Knockdown von NOS in den R3-Neuronen, Memotaxis-

Paradigma

Tab. 49. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 41 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test | Statistischer Test p-Wert

130/13 | Wildtyp CS p=0,01847 Wilcoxon-Test 0,008229

120/12 | X/Y;189y-GAL4/II p=0,04107 Wilcoxon-Test 0,02954

100/10 | X/Y;UAS-Nos™™ /I p=0,006854 Wilcoxon-Test 0,007857
X/Y;UAS-Nos™*/ _

120/12 189y-GAL4 p=0,2013 t-Test 0,01344

Tab. 50. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 41 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | Wildtyp CS p=5,251e™
120/12 | X/Y;189y-GAL4/II p=4,574¢"°
100/10 | X/Y;UAS-Nos"™ /1| p=9,506e !
120/12 | X/Y;UAS-Nos"™*/189y-GAL4 p=8,923¢™

Tab. 51. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 41 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-

roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(3,N=440)=664,57; p<2,2e

-16

Genotyp X/Y;189y-GAL4/Il | Wildtyp CS X/Y;UAS-Nos™ /11
Wildtyp CS 1 - -

X/Y;UAS-Nos™ /11 0,5597 0,1433 -
X/Y;UAS-Nos™""'/189y-GAL4 0,4285 1 0,002
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8.1.16 Konstitutive Uberexpression von NOS in den R3-Neuronen

Tab. 52. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 42 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Liufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp :I;:rlro-WHk- Statistischer Test p-Wert

130/13 | Wildtyp CS p=0,01847 Wilcoxon-Test 0,008229

120/12 | X/Y;189y-GAL4/II p=0,04107 Wilcoxon-Test 0,02954

100/10 | X/Y;UAS-Nos-Mac/ll p=0,5409 t-Test 0,002077
X/Y;UAS-Nos-Mac/ _

110/11 189y-GALA p=0,1578 t-Test 0,006395

Tab. 53. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 42 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | Wildtyp CS p=4,574e™°
120/12 | X/Y;189y-GAL4/Il p=4,574e™°
100/10 | X/Y;UAS-Nos-Mac/Il p=1,863e™!
110/11 | X/Y;UAS-Nos-Mac/189y-GAL4 p=3,784e™"*

Tab. 54. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 42 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(3,N=430)=0,96605; p=0,8095.

Genotyp X/Y;189y-GAL4/II Wildtyp CS X/Y;UAS-Nos-Mac/Il
Wildtyp CS 1 - -
X/Y;UAS-Nos-Mac/Il 1 1 -
X/Y;UAS-Nos-Mac/189y-GAL4 1 1 1
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8.1.17 UAS-dNR1RNAi mijt VT25526-GAL4 (R4m)

UAS-dNRI™™ (Stock-Nr.: 25941)

Tab. 55. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5; Abb. 45 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. In Abhadngigkeit des p-Wertes wurde das parametrische oder
nicht-parametrische Testverfahren angewendet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

hapiro-Wilk-
N/n Genotyp _T_e:tplro ' Statistischer Test | p-Wert
130/13 | Wildtyp CS p=0,01847 Wilcoxon-Test 0,008229
100/10 | X/Y;;VT25526-GAL4/1ll (R4m) | p=0,1977 t-Test 2,293e'05
100/10 | y*'v'/Y;;P{y’v'UASANRI®™ /Il | p=0,0494 Wilcoxon-Test 0,00861
1.1 + + RNAI
y v /Y;;P{y’'v'UAS-dNR1I™™}/ _
100/10 VT25526-GAL4 p=0,1452 t-Test 0,9059

Tab. 56. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb. 45 A. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | Wildtyp CS p=2,983e ™
100/10 | X/Y;;VT25526-GAL4/Ill (R4m) p=2,636e "
100/10 | y'v'/Y;;P{y'v'UAS-dNRI™ /NI p=5,104e

1.1 + + RNAI

y v /Y;;P{y’'v'UAS-dNRI™"}/ _ 09
100/10 | \/155576-GALA p=>5,821e

Tab. 57. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb. 45 A. Multipler Vergleich mit Bonfer-

roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(3,N=400)=58,1392; p=1,468e

-12

y'vIY;;
senotve P{y'v'UAS-dNR1""*}/Il (1) (2)
Wildtyp CS
0,967 ] ]
(1)
y'vIY;;
P{y’v'UAS-dNR1""*}/ 5 .
VT25526-GAL4 (RAm) | "¢ 7,6e i
(2)
X/Y;;VT25526-GAL4/ll | 0,773 0,079 5 6e ™
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UAS-dNR1™ (Stock-Nr.: 41666)

Tab. 58. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5; Abb. 45 B). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. In Abhadngigkeit des p-Wertes wurde das parametrische oder
nicht-parametrische Testverfahren angewendet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer

N/n Genotyp Test Test p-Wert
130/13 | Wildtyp CS p=0,01847 Wilcoxon-Test | 0,008229
100/10 | X/Y;;VT25526-GAL4/IIl (R4m) | p=0,1977 t-Test 2,293e®®

1.1 + o+ RNAi

Y;;P AS-dNR1

100/10 ﬁlv/ Pl VUAS-d V1 5=07824 t-Test 0,04509

1.1 + + RNAI

y v /Y;;P{y’'v'UAS-dNR1I™}/ B
110/11 VT25526-GALA p=0,8797 t-Test 0,5656

Tab. 59. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb. 45 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | Wildtyp CS p=2,983e "
100/10 | X/Y;;VT25526-GAL4/1Il (R4m) p=2,636e™
100/10 | y'v'/Y;;P{y'v'UAS-dNRI™ /NI p=2,197¢®
110/11 | y'v'/Y;;P{y’v'UAS-dNR1"A}/VT25526-GALA | p=3,582e™*

Tab. 60. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb.
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(3,N=410)=52,1583; p=2,771e

-11

45 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-

.. + + _ RNAi
Genotyp nllvl/Y,,P{y v'UAS-dNR1™AY/ 1) 2)
Wildtyp CS 1 i i
(1) _
y'v'/Y;;P{y'v'UAS-dNR1*"A}/
VT25526-GAL4 (R4m) 9,4 2,7¢% -
(2)
X/Y;;VT25526-GAL4/III 0,0053 0,0788 1,1
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8.1.18 Knockdown der

dNR1-Untereinheit des

NMDA-Rezeptors
(Stock-Nr.: 25941) und Analyse im Memotaxis-Paradigma

Tab. 61. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5, Abb. 47 A).Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Liufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- Statistischer
N/n Genotyp Test Test p-Wert
200/20 | CS 0,0009799 Wilcoxon-Test 0,002095
100/10 | y'v'/Y;;P{y'v'UAS-dNRI"™}/Ill | p=0,0494 Wilcoxon-Test 0,00861
Y'Y Py VUAS-dNRIT™ /I, |
100/10 198y-GAL4/IV p=0,9083 t-Test 0,647
100/10 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=0,002252 Wilcoxon-Test 0,03997
vV /Y3 Piy v UAS-dNR1™VAY/ _
100/10 V49991 GALA p=0,6482 t-Test 0,6783
100/10 | X/Y;;VT49921-GAL4/III p=0,1264 t-Test 0,007501
1.1
v'/Y;189y-GAL4/I;
130/13 ’l;{f{/ *UAS-»;INRIRN/N}/III 0=0,332 t-Test 0,3268
120/12 | X/Y;189y-GAL4/II p=0,04107 Wilcoxon-Test 0,02954
T Iy Dlf* _ RNA
100/10 i’/T"OQ;g;;{’G‘;EfS dNRITZY | 20,2045 t-Test 0,8321
100/10 | X/Y;;VT043679-GAL4/IIl (R4d) | p=0,318 t-Test 0,004277

Tab. 62. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 47 B.Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests

wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Ldufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
200/20 | CS p<2,2e®
100/10 | y'v'/Y;;P{y'v'UAS-dNRI™ /NI p=5,104e ™
100/10 | y'v'/Y;;P{y’v'UAS-dNR1™*}/111;198y-GAL4/IV p=5,843¢e*
100/10 | X/Y;;;198y-GAL4/IV p=9,882¢e™
100/10 | y'v'/Y;;P{y'v'UAS-dNR1"*}/VT49921-GAL4A p=2,83e°
100/10 | X/Y;;VT49921-GAL4/IlI p=5,112e*%
130/13 | y'v'/Y;189y-GAL4/II;P{y"v' UAS-dNRI""}/1lI p=4,924e"
120/12 | X/Y;189y-GAL4/I| p=4,574¢*°
100/10 | y'v'/Y;;;P{y v UAS-dNRI™}/VT043679-GAL4 p=1,478¢e"!
100/10 | X/Y;;VT043679-GAL4/Ill (R4d) p=2,802e™”
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atistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken zu der Abb. 47 B). Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur.

Kruskal-Wallis-Test: H(9,N=1:

X/Y;189y-
GAL4/lI (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)
(R3)
-GAL4/IV (R1) 1 ) ) ) ) ) ) ]
Y UAS-dNRI™AY/1
1 1 - - - - - -
1 1 1 - - - - -
FV UAS-dNRI™}/111;
1/IV (R1) 1,7¢’" 6,5e % 1,4 6e° - - - -
v UAS-dNR1™"AY/
5AL4 (R2) 4,6e™ 4,6e™ 3,2 <2e® 0,9225 - - -
y-GAL4/Il;
-dNR1"™“ /11l (R3) 0,02045 0,00896 0,00429 0,00144 0,02094 4,5 - -
y'v'UAS-dNR1™AY/
.GAL4 (R4d) 1,7e™° 7,3e? 2,1e™? 7,9¢™ 1 0,22874 0,00276 -
3679-GAL4/11l (R4d)
0,22874 0,08522 0,05179 0,06147 0,00137 4e%® 1 8,3
SAL4/1NI (R2) 0,22874 0,36818 0,30081 0,22874 0,00114 1,2 1 0,00031
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8.1.19 Codon Substitution innerhalb der dNR1-Untereinheit (Stamm:

UAS-dNR1(N631Q))-Memotaxis-Paradigma

Tab. 63. Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (Anzahl der Anldufe=5; Abb. 48 A). Mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. In Abhadngigkeit des p-Wertes wurde das parametrische oder
nicht-parametrische Testverfahren angewendet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

Shapiro-Wilk- | Statistischer
N/n Genotyp Test Test p-Wert
130/13 | Wildtyp CS p=0,01847 Wilcoxon-Test 0,008229
100/10 | X/Y;189y-GAL4/1I p=0,04107 Wilcoxon-Test 0,03236
100/10 | UAS-dNR1(N631Q)/II p=0,1559 t-Test 0,0001074
AS-dNR1(N631Q)/1 -
100/10 gA;d (N631Q)/189y p=0,2045 t-Test 0,0007252

Tab. 64. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 48 B. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. N=Anzahl der Laufe, n=Anzahl der getesteten Tiere.

N/n Genotyp Shapiro-Wilk-Test
100/10 | Wildtyp CS p=2,983e ™"
100/10 | X/Y;189y-GAL4/II p=6,151e™
100/10 | UAS-dNR1(N631Q)/II p=1,349¢e ™"
100/10 | UAS-dNR1(N631Q)/189y-GAL4 p=1,369¢

Tab. 65. Statistischer Vergleich der zuriickgelegten Strecken fiir die Abb. 48 B. Multipler Vergleich mit Bonfer-
roni-Korrektur. Kruskal-Wallis-Test: H(3,N=400)=3,046; p=0,3846.

UAS-dNR1(N631Q)/

Genotyp Wildtyp CS 189y-GAL4 X/Y;189y-GAL4/II
UAS-dNR1(N631Q)/189y-GAL4 1 - -
X/Y;189y-GAL4/II 1 1 -
UAS-dNR1(N631Q)/Il 0,45 1 1
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8.1.20 Knockdown der
(Stock-Nr.: 25941) und Analyse im Detour-Paradigma

dNR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors

Tab. 66. Statistische Analyse Detour-Paradigma (Zufallsniveau=58%; Abb. 49).Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
wurde auf Normalverteilung getestet. Entsprechend des p-Wertes wurde der Wilcoxon-Test oder der t-Test
gegen das Zufallsniveau von 58% verwendet. n=Anzahl der getesteten Tiere.

192

Shapiro-Wilk- | Statistischer
n Genotyp Test Test p-Wert
15 Wildtyp CS 0=0,03346 ¥\(/e ';§°X°”' 0,00437
15 yV/Y;;P{y v UAS-dNRI® /111 p=0,107 t-Test 0,0001459
15 X/Y;;:198y-GAL4/IV (R1) 0=0,3345 ¥Ve !onon- 0,004503
15 X/Y;;;VT49921-GAL4/IV (R2) p=0,006065 | t-Test 0,001408
15 X/Y;;189y-GAL4/III (R3) 0=0,04183 TWe '!‘tfoxm' 0,0006126
15 X/Y;;VT043679-GAL4/1Il (R4d) p=0,1161 t-Test 1,633e™®
15 X/Y;;VT25526-GAL4/11l (R4m) p=0,06084 t-Test 8,907¢%
1.1 + o+ RNAI
y'VY/Y;;P{y v UAS-dNRI™™/II; _
15 198y-GAL4/IV (R1) p=0,2624 t-Test 0,01299
1.1 + o+ RNAI
y v /Y;;P{y’'v'UAS-dNR1I™™}/ _
15 VT49921-GAL4 (R2) p=0,2698 t-Test 0,02966
1.1
y'v'/Y; 189y-GAL4/Il; _
15 Py v UAS-ANRI™™)1I (R3) p=0,2465 t-Test 0,08134
1.1 + + RNAI
y' v /Y;;P{y’'v'UAS-dNR1™™}/ _
15 \T043679-GAL4 (Rdd) p=0,2299 t-Test 0,003164
1.1 + + RNAI
y' v /Y;;P{y’'v'UAS-dNR1™™}/ _
15 VT25526-GAL4 (RAm) p=0,0824 t-Test 0,445
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atistische Analyse beziiglich der Verteilungsfunktionen untereinander fiir die Abb. 49.Multipler Vergleich mit Bonferroni-Holm-Korrektur. Kruska
D0)=80,795; p=1,123e'13. Darstellung aller Irrtumswahrscheinlichkeiten p.

cs 1 2 3 4 5 6 7 10
‘'v'UAS-dNR1™}/

1 - - - - - - - -
'v'UAS-dNR1™"M}/
GAL4 (R4d) 0,00393 | 0,00156 | - - - - - - -
'v'UAS-dNR1™Y/
AL4 (R4m) 0,03803 | 0,01411 |1 - - - - - -
'v'UAS-dNR1™}/
L4/IV (R1) 0,00468 | 0,00205 | 1 1 - - - - -
'v'UAS-dNR1™"M}/
AL4 (R2) 0,01454 | 0,00897 |1 1 1 - - - -
/-GAL4/Il;
dNR1™¥}/1I (R3) | 0,01411 | 0,00467 | 1 1 1 1 - - -
GAL4/IV (R1)

1 1 0,00923 | 0,27356 | 0,01508 | 0,07260 | 0,06402 | - -
921-GAL4/IV (R2)

1 1 0,00119 | 0,01069 | 0,00151 | 0,00774 | 0,00381 |1 -
GAL4/INl ®

1 1 0,00083 | 0,00492 | 0,00095 | 0,00415 | 0,00208 |1 -
679-
ad) 1 1 0,00069 | 0,00381 | 0,00085 | 0,00271 | 0,00162 | 0,77373 -
26-GAL4/ Il

1 1 0,00081 | 0,00436 | 0,00092 | 0,00373 | 0,00192 |1 1
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8.1.21 Codon Substitution innerhalb der dNR1-Untereinheit (Stamm:
UAS-dNR1(N631Q))-Detour-Paradigma

Tab. 68. Statistischer Vergleich Detour-Paradigma (Zufallsniveau=58%; Abb. 50) Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-
Tests wurde auf Normalverteilung getestet. In Abhangigkeit des p-Wertes wurde das parametrische oder nicht-
parametrische Testverfahren angewendet. n=Anzahl der getesteten Tiere.

n Genotyp Shapiro-Wilk-Test Statistischer Test | p-Wert

15 Wildtyp CS p=0,03346 Wilcoxon-Test 0,00437

15 X/Y;189y-GAL4/II p=0,04107 Wilcoxon-Test 0,0006126

15 UAS-dNR1(N631Q)/Il | p=0,1337 t-Test 1,589 *
UAS-dNR1(N631Q)/ _

15 189y-GAL4 p=0,2576 t-Test 0,02852

8.2 Histologische Priparate

Abb. 54. Gehirnschnittpriparat ebo®?UAS-SD32827°/Y;UAS-3282"/Cy0. Histologische Paraffinschnittprépa-

rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 31. Der Ellipsoidkorper ist ventral getffnet.

Abb. 55. Gehirnschnittpraparat ebomUAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. Histologische Paraffinschnittprapa-
rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 31 (vgl. Abb. 21 C und D). Der Ellipsoidkorper ist ventral ge6ffnet.
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Abb. 56. Gehirnschnittpraparat eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. Histologische Paraffinschnittprapa-

rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 31. Der Ellipsoidkdrper ist ventral getdffnet.

Abb. 57. Gehirnschnittpridparat eb0678UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. Histologische Paraffinschnittprapa-
rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 40. Der Ellipsoidkorper ist ventral ge6ffnet.

678

Abb. 58. Gehirnschnittpriparat ebo®?UAS-SD32827%/Y;UAS-3282"/Cy0. Histologische Paraffinschnittpripa-
rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 40. Der Ellipsoidkorper ist ventral geoffnet.
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Abb. 59. Gehirnschnittpriparat ebo®?UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/Cy0. Histologische Paraffinschnittpripa-

rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 40. Der Ellipsoidkorper ist ventral ge6ffnet.

Abb. 60. Gehirnschnittpraparat ebos78UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. Histologische Paraffinschnittprépa-
rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 40. Der Ellipsoidkorper ist ventral ge6ffnet.

678

Abb. 61. Gehirnschnittpraparat ebo UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. Histologische Paraffinschnittprapa-
rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 40. Der Ellipsoidkorper ist ventral getffnet.
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Abb. 62. Gehirnschnittpriparat ebo®?UAS-SD3282%%/Y;UAS-3282"/Cy0. Histologische Paraffinschnittpripa-

rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 177. Der Ellipsoidkdrper ist ventral gedffnet.

Abb. 63. Gehirnschnittpraparat ebo®” 8UAS-SD328223/Y;UAS-3282M7/CyO. Histologische Paraffinschnittprapa-

rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 177. Der Ellipsoidkdrper ist ventral gedffnet.

678

Abb. 64. Gehirnschnittpriparat ebo®?UAS-SD32827°/Y;UAS-3282"/Cy0. Histologische Paraffinschnittpripa-
rate, aufgrund der Eigenfluoreszenz erscheinen die Neuropile des Gehirns griin. Aufsicht auf Frontalschnitte
von anterior A nach posterior B. Objekttrager 177. Der Ellipsoidkdrper ist ventral gedffnet.
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