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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Motivation: allgemeine Definition des Phdnomens

"Die Motivation ist die durch das Erkennen hindurchgehende Kausalitat." (A. SCHOPENHAUER,
2014)

Motivation ist eine Art Triebkraft fir Verhalten, die hinsichtlich ihres Niveaus und ihrer
Orientierung stark variieren kann, je nach Art des Bedirfnisses, das befriedigt werden soll
oder der erwarteten Belohnung. Eine garantierte Verhaltensreaktion in Bezug auf
Motivation gibt es nicht, aber fir viele Verhaltensweisen ist sie erforderlich (BEAR M. et al.,
2009).

Grundlegende Konzepte der Motivationsforschung sind die intrinsische und
extrinsische Motivation. Die intrinsische Motivation ist definiert durch selbstbestimmte, von
inhdrenten Bedirfnissen geleitete Taten. Dieses Verhalten ist spontan und wird groRtenteils
durch Faktoren wie Neugierde, Wissensdurst, Kreativitat und Interesse ausgeldst. Erwartete
Konsequenzen spielen dabei keine grofRere Rolle, es wird nicht aufgrund von duRerem
Ansporn, Belohnung oder Bestrafung ausgefiihrt. Grundlegend fiir die Beschreibung des
Phanomens der intrinsischen Motivation war die Beobachtung in Tierversuchen, dass viele
Lebewesen erforschende, spielerische und von Neugierde getriebene Verhaltensweisen
zeigen, die der Suche nach neuen Ressourcen oder dem Trainieren neuer motorischer
Abldufe dienen, auch wenn ihnen keine unmittelbare Belohnungen in Aussicht gestellt
werden (WHITE R., 1959). Es ladsst sich demnach feststellen, dass bei einer intrinsisch
motivierten Handlung die Belohnung in der eigentlichen Tat an sich enthalten ist. Zudem ist
die intrinsische Motivation auch als ein sehr individueller, spezieller Prozess anzusehen, da
verschiedene Individuen Aufgaben und Verhalten ganz unterschiedlich bewerten und
bevorzugen.

Dominierend in typischen Verhaltensmustern und Handlungsweisen kann in
Abhangigkeit der Reizung die extrinsische Motivation sein. Sie bildet einen Kontrast zu der
intrinsischen Motivation, denn bei dieser Art steht das Verhalten in direktem Bezug zu einem
Resultat oder einer erwarteten Auswirkung. Handlungen, die mit extrinsischer Motivation
erfolgen, haben immer ein direktes Ziel und dienen als férderliches Mittel zu einem mehr
oder weniger prazise definierten Zweck (RYAN R. UND Decl E., 2000). Einerseits wird dadurch
die Befriedigung natirlicher Bedirfnisse erreicht, beispielsweise Hunger, Durst oder
Fortpflanzung. Andererseits lassen sich, vor allem fiir menschliches Verhalten, auch Ziele wie
Integration, Introjektion, Selbstverstiandnis und direkte Bestimmung eines Individuums
klassifizieren. Integration beinhaltet gesellschaftliche Anerkennung, Akzeptanz sowie Macht,
Introjektion bedeutet eine teilweise unbewusste Verinnerlichung anerkannter Normen und
Regeln eines sozialen Gefliges, Selbstverstindnis beschreibt die Bewertung eines
Selbstbildes mit personlich gesetzten Erwartungen und Vorstellungen und die direkte
Bestimmung ist gleichzusetzen mit einer erwarteten Belohnung oder Bestrafung (CORNWELL J.
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et al., 2014). Insbesondere beim Menschen lassen sich viele nicht-vegetative Faktoren
charakterisieren, die das Verhalten beeinflussen, wie das Streben nach Geld, Ruhm,
Sicherheit, Schénheit und Luxus (ScHuLTz W., 2006).

1.1.1 Motivation: Experimentelle Analysen und Definition bei Mensch und
Tier

Der Grundstein fiir die neurowissenschaftliche Erforschung des cerebralen Motivations- und
Belohnungssystems wurde 1954 von OLDs und MILNER gelegt. Sie dokumentierten erstmals,
dass Laborratten gewisse Verhaltensweisen — wie das Driicken eines Hebels — dauerhaft
wiederholten, wenn die Gehirnregion des Septums Uber eine implantierte Elektrode durch
leichte Stromschlage stimuliert wurde. Sie schlossen daraus, dass sich Uber die kiinstliche
Stimulation in der unmittelbaren Ndhe dieser Gehirnregion die natirlich auftretende
Belohnung ersetzen liefle (OLDS J. UND MILNER P., 1954). Nach intensiver Forschung und auf
der Basis zahlreicher Tests erfolgte eine detaillierte Darstellung der Anatomie des
Belohnungssystems. Es wird als das mesocortiko-limbische dopaminerge Belohnungssytem
bezeichnet, da der Neurotransmitter Dopamin eine zentrale Rolle einnimmt. Strukturell hat
der Nucleus accumbens eine maRgebliche Funktion in diesem Belohnungssystem, weitere
beteiligte Gehirnstrukturen sind Tegmentum, Substantia nigra, Striatum, Amygdala, sowie
der Hippocampus (ALcARO A. et al., 2007). Uber einen lidngeren Zeitraum galt dabei das
mesolimbische Dopamin als der Neurotransmitter des Genusses und des Lustgewinns; diese
Ansicht wurde allerdings in den 90iger Jahren durch detaillierte Studien in Frage gestellt und
die Definition des Belohnungssystems erweitert (BERRIDGE K., 1996). Es erfolgte eine
Aufspaltung in die Komponenten "Bedirfnis" und "Gefallen", da sich in Studien
herausstellte, dass bei einigen Probanden ein starkes Verlangen nicht immer mit Genuss
verknlpft war. Das mesolimbische System kann somit keine Empfindung des "Mogens"
hervorrufen, es kann nur ein starkes Bediirfnis vermitteln, ohne dass dessen Befriedigung
mit einem sukzessiven Lustgewinn verbunden sein muss (BERRIDGE K., 2007). Eine wichtige
Rolle bei der Empfindung dieses "Bedirfens" bei dem die Komponente "Mdgen" nicht
angesprochen wird, spielt das dorsale Neostriatum. Der Bereich des medialen dorsalen
Striatums umfasst Neurone, die auf Essensaufnahme reagieren und ist reich an u-Opionid-
Rezeptoren (DAUNAIS J. et al., 2001). Die Freisetzung des p-Opionids im medialen dorsalen
Neostriatum kann die Motivation zum Konsum von sensorischen Belohnungen
(beispielsweise Futter) vermitteln und generieren, ohne dass die hedonische Wirkung des
"Mogens" eintritt. Eine kiinstliche Stimulation dieser Region fiihrt daher zu einer
unkontrollierten Futteraufnahme in Ratten (DIFELICEANTONIO A. et al., 2012). Davon
abgegrenzt werden dagegen durch Transmission des p-Opionids in einem relativ kleinen
Bereich der medialen Hille des Nuccleus accumbens Mechanismen fiir eine hedonische
Bewertung des "Mogens" vermittelt (PECINA S. UND BERRIDGE K., 2005). Demnach generiert
Dopamin mit seiner Aktivierung des mesocortiko-limbischen  Systems die
Belohnungserwartung und damit einhergehend ein tiefes Verlangen. Im weitesten Sinne
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lasst es sich folglich als "Motivationssystem" definieren (Pecifia S., 2003; BERRIDGE K. UND
KRINGELBACH M., 2008).

Diese Forschungsergebnisse sind bedeutend fiir die Suchtforschung, die sich intensiv
mit den Mechanismen des mesocortiko-limbischen Systems in Bezug auf Drogenwirkung und
-abhangigkeit beschaftigt (NIEHAUS J. et al., 2009; MOREIRA F. UND DALLEY J., 2015).

1.1.2 Motivation: Experimentelle Analysen zu Belohnung in Drosophila

In Saugertieren werden oft Mimik und Gerdusche zur Einstufung von "Mdgen" oder
"Gefallen" eingesetzt, beispielsweise das Lecken von Lippen und Vorderpfoten in Ratten
(DIFELICEANTONIO A. et al., 2012) und ein Herausstrecken der Zunge (BERRIDGE K. UND
KRINGELBACH M., 2015). Dies ist in Drosophila nicht anwendbar, da sie eine feste Cuticula
aufweisen und keine Stimmorgane besitzen. Trotzdem lasst sich das Konzept des Gefallens
und der Belohnung mit Hilfe neurogenetischer Techniken auch bei Drosophila erkennen. Ein
gangiges Experiment zur Untersuchung einer positiven Reaktion auf Belohnungen sowie die
Ausbildung eines Belohnungsgedachtnisses ist die sogenannte Proboscis Extension-Antwort
(PER), bei der die Tiere durch Prasentation einer Zuckerldsung vermehrt ihren Saugrissel
herausstrecken (GORDESKY-GOLD B. et al., 2008). Daneben existiert die bekannteste und am
meisten verwendete experimentelle Methode zur Uberpriifung des Erlernens von
Belohnungen, das T-Labyrinth-Duftkonditionierungsparadigma nach TuLLy T. und QUINN W.
von 1985. Anhand dieser Paradigmen liel sich ermitteln, dass zwei Neurotransmitter,
Octopamin und Dopamin, entscheidend fiir die Vermittlung von Belohnung und Motivation
bei Drosophila sind. Zuerst wurde vermutet, dass Octopamin die Komponente Belohnung
vermittle, wahrend Dopamin fiir eine aversive Reizvermittlung zustandig sei (SCHWAERZEL M.
et al, 2003). In weiterfihrenden Studien lieB sich diese Hypothese allerdings
weiterentwickeln und wurde dabei zum Teil widerlegt. Octopaminerge Neurone vermitteln
spezifisch die Information "suB/lecker" und aktivieren nachgeschaltete dopaminerge
Neurone, die im Folgenden wichtig fiir eine Ausbildung des appetitiven Gedachtnisses sind
(BURKE C. et al., 2012). Es wurde ein Modell gebildet, nachdem Octopamin den Geschmack
sl vermittelt, wahrend manche octopaminergen Signale den generellen Sattigungsgrad im
Tier abstimmen und diese Informationen an eine Gruppe dopaminerger Neurone im
protocerebralen anterioren medialen (PAM) Cluster weiterleiten. Dieses PAM-Cluster
Ubermittelt daraufhin ein Belohnungssignal durch voriibergehende Aktivierung oder
Deaktivierung von Zielneuronen (Liu C. et al., 2012). Zudem liegt nach neuesten
Untersuchungen die Vermutung nahe, dass bei der Weiterleitung des Belohnungssystems
der Reiz "sUR/lecker" getrennt von der Information (ber den nutritiven Wert des
verabreichten Stoffes prozessiert wird. Der siile Geschmack wird von octopaminergen
Neuronen Ubermittelt, die durch eine Freisetzung von Octopamin (iber OAMB-Rezeptoren
dopaminerge Neuronen aktivieren, die in distinkte B'- und y-Regionen des Pilzkorpers
projizieren. Der nutritive Ertrag wird dagegen von andersartigen dopaminergen Neuronen
vermitteln, die in eine getrennte y-Region des Pilzkdrpers projizieren (HUETTEROTH W. et al.,
2015).
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Obendrein wird Drosophila in den letzten Jahren verstirkt als Modell in der
Drogenabhadngigkeit eingesetzt. Hierbei dient es nicht nur als Forschungsobjekt in Bezug auf
die akuten stimulierenden und beruhigenden Effekte nach Drogeneinnahme, sondern auch
zur Betrachtung der komplexen Belohnungseigenschaften von Drogen. In Vertebraten spielt
bekanntlich das mesolimbische dopaminerge System eine grof3e Rolle in der Verstarkung der
Wirkung und der Abhangigkeit. Vergleichbar wurden in Drosophila dopaminerge Neurone
identifiziert, die fir eine alkohol-induzierte Hyperaktivitit und den durch Alkohol
ausgeldsten Belohnungseffekt nétig sind (KauN K. et al., 2011). Ahnlich spielen dopaminerge
Neurone eine Rolle in der Auswirkung weiterer Suchtmittel; so fiihrt eine pharmakologische
Absenkung des Dopaminlevels in Fliegen zu einer verminderten Sensitivitat gegentber der
Wirkung von Kokain und Nikotin (BAINTON R. et al., 2000). Bei Gabe von Methamphetaminen
lieBen sich Interaktionen mit dem dopaminergen System erkennen, die die neuronale
Aktivitat beeintrachtigten (ANDRETICR. et al., 2005).

Auf Basis dieser vielfach auftretenden Parallelen zwischen Vertebraten und
Drosophila in Hinblick auf Belohnungssysteme und Motivation hat sich die Fruchtfliege als
wertvoller Modellorganismus in diesem Bereich etabliert kdnnen.

1.2 Der Pilzkdrper in Drosophila

1.2.1 Aufbau und Funktion des Pilzkorpers

Der Pilzkorper ist eine paarige Gehirnstruktur in Drosophila melanogaster; er entwickelt sich
in der frihen larvalen Entwicklung aus jeweils vier Neuroblasten pro Hirnhemispare. In einer
Zeitspanne, die bis acht Stunden nach dem Schliipfen der Larven andauert, sind diese vier
Neuroblasten der Pilzkérper — gemeinsam mit einem weiteren lateralen Neuroblasten — die
einzigen, die eine Zellteilungsaktivitat aufweisen (ITo K. unD HOTTA Y., 1992). Jeder Pilzkorper-
Neuroblast kann jeweils drei Neuronentypen erzeugen. Dies lauft in einer streng
sequenziellen Manier ab. Die Neurone der Pilzkorper, die vom Zeitpunkt des Schlliipfens an
bis zum dritten Nymphenstadium durch Teilung entstehen, sind Neuronen des Typs y. Vom
dritten Nymphenstadium bis zum Pupalstadium entstehen einzig a'-/B'-Pilzkérperneurone.
Alle Neurone, die im Pupalstadium gebildet werden, gehoren in die Klasse der a-/B-Neurone
(LEe T. et al., 1999). Die unterschiedlichen Neuronen-Kategorien wachsen in den adulten
Tieren mit unterschiedlichen axonalen Projektionsmustern aus und lassen sich daran
erkennen.

In adulten Drosophila liegen die Pilzkérper in der dorsal/posterioren Gehirnregion, sie
sind bilateral symmetrisch angeordnet und lassen sich grob untergliedern in die
Grundstrukturen Calices, Pedunculi und Loben. Pro Gehirnhemisphare besteht das Neuropil
der Pilzkorper aus ca. 2500 intrinsischen Neuronen, es ist gegeniiber dem restlichen Gehirn
durch eine Glia-Hiille abgegrenzt. Die Neuronen der Pilzkoérper, die innerhalb dieser Glia-
Umhillung auswachsen, werden als Kenyon-Zellen bezeichnet (HEISENBERG M., 1998). lhre
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Zellkorper liegen kumuliert posterior dorsal im Gehirn, ihre Dendriten werden von den
Antennalloben innerviert und ziehen unmittelbar unter dem Areal der Zellkdrper durch die
Struktur der Calices. Die Axone der Kenyon-Zellen bilden die Struktur der Pedunculi, sie
projizieren ventral in die anterioren Gehirnregionen und verzweigen sich dort, je nach
Zelltyp in finf terminale Loben. Die a- und a'- Loben ziehen dorsal, wahrend die B-, B'- und
die y-Loben medial zur Mittellinie des Gehirns projizieren (CRITTENDEN J. et al., 1998)
(Abbildung 1).

a
Abbildung 1: Pilzkérperloben in Drosophila
melanogaster
a Abbildung der Pilzkorperloben aus anteriorer

Ansicht; zu sehen sind die Loben des linken
Pilzkorpers der bilateralen Strukturen. Der am
weitesten anterior gelegene Lobus (y) ist grau
eingefarbt, er geht Gber in den Sporn (heel). Direkt
hinter dem y-Lobus liegen kollateral die o'-/B'-
Loben, hier hellblau eingefarbt. Der B-Lobus liegt
leicht ventral zum f'-Lobus und der a-Lobus
schliet dorsal an, in der Abbildung hellviolett
gekennzeichnet.

Werden die Pilzkorper in Drosophila durch Ablation oder gezielte Blockade ausgeschaltet,
erhohen die Fliegen bei einer Messung Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden ihre
spontane Laufaktivitdat (MARTIN J. et al., 1998). In der Anlaufphase der ersten 15 Minuten
bewirkt der Verlust der Pilzkorper dagegen eine Abnahme der Laufaktivitat (SERWAY C. et al.,
2009). In der Balz haben sie Probleme bei der Detektion weiblicher Pheromone (Sakai T. UND
Kitamoto T., 2006) und konnen zusatzlich im Balzverhalten weder Langzeit- noch
Kurzzeitgedachtnis ausbilden (MCcBRIDE S. et al.,, 1999). An unerreichbaren Landmarken
kdnnen sie ohne Pilzkérper nur schwer ihr Anlaufverhalten aufgeben (MRONz M. UND STRAUSS
R., 2002), ebenso haben sie Schwierigkeiten im Entscheidungsverhalten bei widerstreitenden
Stimuli (TANG S. UND Guo A., 2001) und in Flugsimulatorexperimenten gelingt ihnen keine
Kontextgeneralisierung (Liu L. et al., 1999). AuBerdem bildet der Pilzkorper in der Fliege das
Zentrum der Schlafsteuerung (YIW. et al., 2013).

Anhand von elektrophysiologischen Experimenten lie sich nachweisen, dass die
Neurone der Pilzkdrper ein Antwortverhalten sowohl auf olfaktorische als auch auf visuelle,
taktile und gustatorische Stimuli aufzeigen. Daher wird vermutet, dass sie den Ort der
sensorischen Integration reprasentieren (CRITTENDEN J. et al.,, 1998). Ein besonderer
Forschungsschwerpunkt liegt allerdings auf der Rolle der Pilzkérper im olfaktorischem
Gedachtnis, zusatzlich konnte auch ein Gedachtnis fiir visuelle Stimuli im Pilzkérper
nachgewiesen werden (Busto G. et al., 2010; VoGT K. et al., 2014). Im Zuge der Versuche zum
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olfaktorischen Gedachtnis lieR sich eine Divergenz bei der Mitwirkung der unterschiedlichen
Pilzkorperloben in der Gedachtnisbildung feststellen. Mehrere Studien zeigen, dass der y-
Lobus eine zentrale Rolle im Kurzzeitgedachtnis spielt, wahrend die a'-/B'-Loben fiir die
Konsolidierung des Gedachtnisses nach dem Training wichtig sind. Je langer die zeitliche
Distanz zum Training wird, desto mehr gewinnen die a-/B-Loben an Einfluss; das
Langzeitgedachtnis ist hauptsachlich abhangig von ihnen. Der unterschiedliche Einfluss ldsst
sich auch gut an einer differierenden Aktivitait der zustandigen Neurone in den
verschiedenen Gedachtnisphasen erkennen (CERVANTES-SANDOVAL |. et al., 2013; TRANNOY S. et
al., 2011). Ergénzend folgte der Befund, dass unterschiedliche Kenyonzell-Systeme (Shell-
und Core-Einheiten eines Lobus) fiir verschiedenartige Gedachtnisspuren verantwortlich sein
konnen (PerIsst E. et al., 2013). Eine weitere Unterteilung der Pilzkérper fihrten Aso Y et al.
(2015) ein, sie definieren 15 Kompartimente innerhalb der Pilzkérperloben, in Abhangigkeit
der Innervationsmuster unterschiedlicher extrinsische Neuronen (Aso Y. et al., 2015). Diese
Erkenntnisse belegen eine hohe Spezifitdit der einzelnen Loben des Pilzkorpers; sie sind
funktional verschiedenartig und beispielsweise in der Gedachtnisbildung jeweils nur in
einzelnen Phasen involviert.

1.2.2 Wahrnehmung von Diften in Drosophila melanogaster

Die Wahrnehmung und Verarbeitung von Diiften ist flir Drosophila essentiell, da sie iber
diese Sinnesreizung potentielle Futterquellen aufspliren oder Sexualpartner ausfindig
machen konnen. Auf den Antennen und maxillaren Palpen befinden sich olfaktorische
Rezeptorneurone (ORN), deren sensorische Dendriten in haardhnlichen, chemosensorischen
Sensillen enden. Jedes olfaktorische Rezeptorneuron (ORN) exprimiert nur einen Typus an
Duftrezeptoren, meistens zusammen mit einem Coreceptor Or83b; insgesamt gibt es 62
verschiedene olfaktorische Rezeptortypen. Die Axone der ORNs ziehen mit ihren Axonen in
die ebenfalls paarig angelegten Glomeruli der Antennalloben, wobei die Axone der ORNs, die
denselben Typus von olfaktorischem Rezeptor exprimieren, in einem gemeinsamen
Glomeruli in den Antennalloben zusammenlaufen. Die Antennalloben bilden demnach die
primdren Verarbeitungszentren olfaktorischer Informationen und sind damit funktionell
homolog zu dem Bulbus olfactorius in Vertebraten (VOSSHALL L. UND STOCKER R., 2007; VOSSHALL
L. et al., 2000). In den Glomeruli werden die ORNs mit Projektionsneuronen (PNs) und
lokalen Interneuronen verschaltet. Die Projektionsneurone leiten daraufhin die
vorverarbeitenden olfaktorischen Informationen weiter an héhere Hirnzentren, wie das
laterale Horn und die Calices der Pilzkérper (Masse N. et al., 2009). Durch Experimente, bei
denen eine Inaktivierung des Pilzkorpers stattfand, lie} sich beobachten, dass der direkte
Informationsfluss der Antennalloben durch das laterale Horn allein ausreicht, um
elementare Verhaltensmuster bei Duftperzeption auszuldsen und zu steuern (HEIMBECK G. et
al., 2001). Neuere Studien charakterisieren Uberdies einen duftprozessierenden Pfad aus
inhibitorischen Projektionsneuronen, die ausschlieBlich von den Antennalloben zum
lateralen Horn projizieren und Dufteigenschaften, wie hedonischen Wert und Intensitat
vermitteln. Das laterale Horn gewinnt diesen neueren Erkenntnissen nach als Knotenpunkt
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der Verarbeitung biologischer Reize und angeborener Entscheidungen an Bedeutung (STRUTZ
A. et al., 2014) (Abbildung 2).

Die primdre Aufgabe des Pilzkdrpers besteht demnach in der Verarbeitung der
Duftinformationen zur Bildung eines assoziativen Gedachtnisses. Der Pilzkoérper ist daher
Integrationsort von Diften sowie mit ihnen verknlpften Erinnerungen und steuert
groRtenteils erfahrungsbasiertes Verhalten. Bei dieser Verarbeitung wird eine hohe
Selektivitat fur einzelne Difte erreicht, indem in jeder Kenyon-Zelle als Koinzidenz-Detektor
die Eingdange mehrerer Glomeruli zusammenlaufen und verrechnet werden. Zudem wird
eine hohe Selektivitdt dadurch erreicht, dass die olfaktorischen Stimuli hierbei sparlich durch
die entsprechende Aktivitat der Kenyon-Zellen verschliisselt werden; dieses "sparse coding"
wird durch ein Paar GABAerger Neurone ermoglicht. Diese anterior paired lateral-Neurone
(APL) innervieren den gesamten Pilzkorper und beeinflussen die Informationsverarbeitung,
indem sie das Antwortverhalten der Kenyon-Zellen lber Bindung von GABA,-Rezeptoren
reduzieren (LElI Z. et al., 2013). Mithilfe der Duftverarbeitung auf diesen unterschiedlichen
Ebenen kann Drosophila mit nur rund 62 olfaktorischen Rezeptoren ein breites Spektrum an
Diften wahrnehmen und auseinanderhalten.

A Mushroom body
Lateral hom Kenyon cell

Abbildung 2: Duftverarbeitung in Drosophila melanogaster
(A) Frontale anatomische Aufsicht auf den Kopf der Fliege. Die Duftinformation gelangt von den
sensorischen Organen (Antenne, maxillare Fihler) zu den Antennalloben. Zur anschlieBenden
Prozessierung werden die Informationen an das laterale Horn und die Kenyon-Zellen der Pilzkérper
Ubermittelt.
(B) Schematische Darstellung der Duftverarbeitung. Die Axone der olfaktorischen Rezeptorneurone (ORN)
ziehen in spezifische Glomeruli der Antennalloben. Die Axone der synaptisch mit den ORN verschalteten
Projektionsneurone (PN) ziehen direkt in das Neuropil des Lateralen Horns oder laufen durch die Calyces
der Pilzkérper und bilden dort Synapsen auf die Kenyon-Zellen.

(modifiziert nach: Masse N. et al.. 2009 (A) und Su C. et al.. 2009 (B))
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1.3 Depression: Allgemeine Definition des Phdnomens

Depression gehort zu den am stdarksten verbreiteten psychischen Erkrankungen, sie wird in
den Medien als "eine der groRten Volkskrankheiten der Industrieldnder" bezeichnet. Studien
der WHO belegen, dass Depression in den Landern mit hohem Einkommen die haufigste
Ursache fiir beeintrachtigte Lebensjahre mit geminderter Lebensqualitat darstellt, auf Platz
zwei folgt die ischamische Herzkrankheit. Prognosen zufolge wird die Bedeutung der
unipolaren Depression in den nachsten Jahren noch verstarkt zunehmen. Finf Prozent der
Bevolkerung Europas sind von der Erkrankung betroffen, wobei Frauen geschatzt doppelt so
stark betroffen sind wie Manner (Lopez A. UND MATHERS C., 2006). Ungefahr 15% der Patienten
mit schweren Depressionen versterben durch Suizid, daher liegt die Zahl der Suizide deutlich
Uber der von jahrlichen Verkehrstoten (SiIMPSON S. UND JAMISON K., 1999).

Depression (lat. deprimere = niederdriicken) wird den affektiven Erkrankungen
zugeordnet, sie verlauft meistens in Episoden, die im Durchschnitt zwischen drei bis zwolf
Monate dauern. Charakterisieren ldsst sich eine Depression durch mehrere Symptome, die in
unterschiedlichen Kombinationen auftreten kénnen. Merkmale der Krankheit sind meist
Appetitlosigkeit mit starker Gewichtsabnahme, Schlaflosigkeit, Konzentrationsprobleme,
Antriebslosigkeit, Verlust von Freude und Interesse an allen Aktivitaten, Midigkeit,
Energieverlust, Geflihle von Wertlosigkeit und Traurigkeit. Nach Anzahl und Schwere der
jeweiligen Symptome gibt es eine Unterteilung in leichte, mittelgradige und schwere
depressive Episoden (WITTCHEN H. et al.,, 2010). Die Ursachen der Depression sind
wahrscheinlich multifaktoriell, Komponenten aus Genetik, Psyche und sozialem Umfeld
wirken zusammen. Ein wichtiger Faktor ist Stress in unterschiedlichen Lebenssituationen,
beispielsweise Verlust, Bedrohung, sozialer Ausschluss und Demitigung (PAYKEL E. et al.,
2005). Trotzdem entwickeln nicht alle Menschen, die stressvolle Erlebnisse verarbeiten
missen, eine Depression. Daher ist ein Erklarungsansatz, dass die Sensibilitdt gegeniiber
depressiven Erkrankungen genetisch bedingt ist, aber erst in Kombination mit
psychosozialen Faktoren zu einem Ausbruch der Erkrankung fihrt. Als einen wesentlichen
genetischen Faktor vermuten etliche Studien hierbei das Serotonin-Transportergen (5-HTT),
bei dem Variationen in der Promotorgegend auftreten. Tragt ein Individuum die genetische
Disposition fiir kurze Allele dieses Gens, reagiert sein Organismus mutmalilich empfindsamer
auf Stressbelastungen psychosozialer Art und die Wahrscheinlichkeit, dass eine depressive
Erkrankung ausgeldst wird, ist deutlich héher als bei homozygoten Tragern des langen Allels
(Caspi A. et al.,, 2003). AuBRerdem wird dem Gen des Serotonin-Transporters auch eine
Auswirkung auf die Aktivitat und die Konnektivitat der Amygdala und dem frontal-limbischen
System zugeschrieben (COSTAFREDA S. et al., 2012). Diese Hypothesen lie8 sich allerdings
durch eine Metaanalyse mit iber 14.000 Probanden nicht endgiiltig bestatigen (RiscH N. et
al., 2009). Die Studien fiihrten jedoch zu einem Forschungsmodell, das genetische
Pradisposition und Umwelteinfllisse in bestimmtem Verhaltnis mit Depression in Verbindung
bringt ('gene x environement'). Als weitere Risikofaktoren wurden zudem noch Gene, die
Enzyme oder Rezeptoren im Serotoninsignalweg codieren, vermutet. Beispielsweise sollen
Varianten der Gene fir HTR1A, HTR2A, TPH1 und COMT zu einem erhohten Risiko fihren,
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nach Stressbelastungen Depressionen zu entwickeln (MANDELLI L. et al., 2007). Daher wird
angenommen, dass die Interaktion zwischen "Stressbelastung x Gene" noch ein breites
Spektrum an genetischen Faktoren U(iber den 5-HTT-Locus hinaus beinhaltet. Hierzu
beschreibt ein neuer Forschungsansatz einen Zusammenhang zwischen verstarkter
Stressbelastung, dem Umfang mitochondrialer DNA (mtDNA), der durchschnittlichen Lange
der Telomere und dem Auftreten von Depressionen. lhr Ansatz besagt, dass Stress zu einem
erhohten Anteil von mtDNA und einer Verkirzung der Telomer-Lange fihrt, vermutlich
bedingt durch eine Aktivierung der hypothalamischen hypophysaren Achse. Dieser Effekt ist
grolRtenteils reversibel, CAl N. et al. vermuten allerdings, dass in Individuen mit Depression
diese Effekte langer andauern oder starker ausgepragt sind und mit der Anfalligkeit des
Individuums gegeniiber Depression verbunden sind (CAI N. et al., 2015).

Es besteht ein hohes Interesse an der Erforschung dieser psychischen Erkrankung, da
sie nicht zuletzt einen erheblichen volkswirtschaftlichen Kostenfaktor darstellt. Die
Erkrankung flhrt meistens zu Arbeitsunfahigkeit und damit zu einem Produktivitatsausfall.
Im Weiteren hat dies zur Konsequenz, dass bei Friihverrentungen psychische Erkrankungen
als Ursache an erster Stelle stehen und die Krankheitskosten stetig ansteigen (WITTCHEN H. et
al., 2010).

1.3.1 Behandlung von Depression

Bis heute sind die Ursachen der Depression nicht vollstandig aufgeklart. Die Patienten
werden klinisch grofltenteils im Rahmen der Pharmakotherapie mit Antidepressiva
behandelt. Die Ursache der Depression wird dabei nicht behandelt, daher wird generell
(besonders allerdings bei Jugendlichen) eine Psycho- und Verhaltenstherapie mit der Gabe
von Antidepressiva verknipft. Die Responderquote liegt fiir alle Antidepressiva ungefahr bei
50-70 % (BscHOR T. unD Abu M., 2008). Die Wirkungsweise annahernd aller zugelassen
Klassen von Antidepressiva lasst sich in drei grundsatzliche Varianten einteilen:
) Blockade prasynaptischer Transporterproteine, um die Entfernung von
Monoaminen aus dem synaptischen Spalt zu verlangsamen,
1) Inhibition von Monoaminoxidasen zur Verhinderung des Abbaus von
monoaminergen Neurotransmittern,
1) Regulierung bzw. Anregung monoaminerger Transmitterausschiittung oder
Inhibition bzw. Anregung von pra- oder postsynaptischen Rezeptoren
(NEmMEROFF C. UND OWENS M., 2002).
Die am haufigsten eingesetzte Medikamentengruppe bilden die selektiven Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI). Sie blockieren prasynaptische Rezeptoren (SERT), die fir
die Wiederaufnahme des Neurotransmitters Serotonin aus dem synaptischen Spalt
verantwortlich sind. Folglich kommt es zu einer Erhéhung der Serotoninkonzentration im
synaptischen Spalt und die Bindewahrscheinlichkeit des Neurotransmitters an die
postsynaptischen Kanale wird erhdht (CousiNs L. UND GOODYER 1., 2015). Die sechs gemeinhin
vertriebenen und eingesetzten SSRIs tragen die Handelsnamen: Citalopram, Escitalopram,
Fluoxetin, Fluvoxamin, Paroxetin und Sertralin. Sie konnten sich als Wirkstoff zur Therapie
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durchsetzen, da ihre Nebenwirkungen relativ benigne sind und sie nur selten
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten zeigen. So konnten sie sich gegen die vorher
standardmaRig verwendeten tetracyklischen Antidepressiva (TCAs) durchsetzen.
Tetracyklische Antidepressiva zahlen zu den altesten verwendeten Mitteln (Imipramin: 1957)
und wurden Uber lange Jahre sehr stark eingesetzt. Sie greifen in mehrere
Neurotransmittersysteme ein, sie hemmen die Wiederaufnahme von Serotonin,
Noradrenalin und Dopamin. Daneben neigen sie allerdings auch dazu, die muskarinischen
cholinergen Rezeptoren zu hemmen und zu blockieren. Wegen dieser fehlenden Selektivitat
konnen erhebliche Nebenwirkungen auftreten, beispielsweise Mundtrockenheit,
Kopfschmerzen, Verstopfung, Sehprobleme, leichte kognitive Beeintrachtigungen und
Tachykardie. Eine ebenfalls schon (iber einen langeren Zeitraum eingesetzte Medikation
bilden die Monoamin Oxidase (MAO)-Hemmer; sie unterbinden den Abbau aller in der
Prasynapse vorkommenden Monoamine. Sie zeigen starke Wirkung gegen Depression,
andererseits fiihren sie aber bei Gebrauch mit anderen Medikamenten zu schadlichen
Wechselwirkungen und mit ihrer Verschreibung gehen strenge Diatvorschriften einher
(HoLtzHEIMER P. UND NEMEROFF C., 2006). Eine Weiterentwicklung dieser Substanzen sind
Antidepressiva, die selektiv auf mehrere Neurotransmitter einwirken und damit bei einer
Minderung von Nebenwirkungen die vorteilhaften Aspekte vereinen. Hierbei gibt es
Praparate, die eine Wiederaufnahme von Serotonin und Noradrenalin hemmen, bei anderen
konzentriert sich die Wirkung auf Noradrenalin und Dopamin.

Eine weitere Substanz, Lithium, wird allgemein als "Stimmungsaufheller" bezeichnet.
Schon frith wurde die mildernde Wirkung von Lithium auf Depression festgestellt, der
Mechanismus blieb jedoch liber einen langeren Zeitraum im Dunkeln (TREISER S. et al., 1981).
Zudem zeigten Untersuchungen, dass die Gabe von Lithium praventiv duflerst wirksam
gegen Selbstmord oder Selbstverletzungen bei Depressionen und bipolaren Stérungen wirkt
(CiprIANI A. et al., 2013). Mittlerweile ist bekannt, dass Lithium ein intrazellulares Enzym, die
Glycogen-Synthase-Kinase-3B8 (GSK3B) durch Phosphorylierung inaktiviert. Dem Enzym
GSK3B wird eine Rolle bei Depressionen zugeschrieben, es kann funktionell den
Serotoninrezeptor 1B modulieren (DE SousA R. et al., 2015; CHEN L. et al.,, 2011). Zudem
konnen klinische Studien zeigen, dass Lithium die Rezeptoraktivitdit des Serotonin-1A-
Rezeptors steigert und dadurch zu einer Erhéhung der postsynaptischen Serotonin-1A-
Rezeptor Neurotransmission fihrt (NUGENT A. et al, 2013). Der genaue Wirkmechanismus von
Lithium bei Depression liefl8 sich allerdings noch nicht endgiiltig und detailliert aufklaren.

Ein Ansatz aus der alternativen Medizin ist die Verabreichung von Johanniskraut, das
ebenfalls eine positive Wirkung bei Depressionen aufzeigt. Aufgrund seiner pflanzlichen
Wirkstoffe wird es als Phytopharmakon bezeichnet. Es wirkt sich auf den Serotoninspiegel im
Gehirn aus, kann aber nur bei leichten oder mittelschweren Depressionen eingesetzt
werden. In der Medizin ist es umstritten, einige Studien belegen eine messbare Wirkung,
allerdings treten mit der Verabreichung viele Nebenwirkungen auf, es verliert damit an
Attraktivitat den tetracyclischen Antidepressiva gegeniber (LINDE K. et al., 2015; FARAHANI M.
et al.,, 2015).
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Ein neues Forschungsfeld ist auf die Wirkung der glutamatergen Transmission gerichtet.
Grundlegend war eine klinische Studie, die aufzeigte, dass die Verabreichung einer
Einzeldosis von Ketamin einen direkten und anhaltenden antidepressiven Effekt auf
Patienten hatte, die auf keinen anderen Therapieansatz ansprachen (BERMAN R. et al., 2000).
Ketamin, bekannt als klinisches Narkotikum, ist ein nicht-kompetitiver Kanalblocker des
glutamergen NMDA-Rezeptors, es wirkt besonders in der Region des Hippocampus und im
prafrontalen Cortex. Es lieR sich beobachten, dass es durch die Aufnahme von Ketamin zu
einem Anstieg in der Anzahl und Funktionalitdit der synaptischen Verbindungen im
prafrontalen Cortex kommt, diese Synaptogenese wird vermutlich durch die langere Prasenz
des Glutamats ausgelost. Dies soll dazu fiihren, dass durch chronischen Stress verloren
gegangene Verbindungen zwischen Nervenzellen in dieser Region wieder hergestellt werden
kdnnen (DUMAN R. UND AGHAJANIAN G., 2012). In Ketamin sehen die Wissenschaftler Potential
zur Bekampfung von schweren Depressionen, allerdings ist die Langzeitwirkung noch nicht
ausreichend erforscht. Zudem muss die Verabreichung strengstens tUberwacht werden, da
ein  hohes Suchtrisiko besteht und halluzinogene Wirkungen, bezeichnet als
"psychomimetische Effekte", bekannt sind (DALE E. et al., 2015).

Die Behandlungen von Depressionen sind vielfaltig und werden intensiv beforscht,
die Wirkungsmechanismen der einzelnen Substanzen bleiben aber haufig nicht endgiltig
erklarbar.

1.4 Tiermodelle der Depression: Schwerpunkt Learned Helplessness

Trotz intensiver Forschung auf dem Feld der Depression bleibt diese Krankheit eine
psychiatrische Storung, deren neurobiologischer Hintergrund noch dirftig beschrieben und
aufgeklart ist. Viele Patienten zeigen keine deutliche Verbesserung nach der Behandlung mit
den vorhandenen Antidepressiva. Der Fortschritt in der Forschung ist eng gekoppelt an die
Betrachtung von Tiermodellen, die Aufschluss Uber die Kausalitdit und Entstehung von
Depressionen geben kdnnen und auch helfen, erste Ansatze fir effektive therapeutische
MafBhahmen zu entwickeln. Dabei ist zu beachten, dass Tiermodelle natirlich
Einschrankungen aufweisen. Emotionale Komponenten wie Schuldgefiihle, Traurigkeit,
Halluzinationen und Suizidgedanken sind nur bei Menschen festzustellen. In tierischem
Verhalten lassen sich Entsprechungen ausmachen, wie beispielsweise abnormales soziales
Verhalten, Motivationsveranderungen oder Gedachtnisschwachen; diese miissen aber als
sich annadhernde Analogien gesehen werden (NESTLER E. uND HymAN S., 2010). In den
Uberwiegenden Studien werden Tiermodelle nach folgenden Hauptkriterien bewertet:
1) Konstruktvaliditit: Ahnliche neurobiologische Grundlagen der Krankheit.
2) Augenscheinvaliditit: Ahnlichkeit zwischen dem Verhaltensphdnotyp des Modelltiers
und dem klinischen Symptom-Profil.
3) Atiologische Validitiat: Aufgezeigte verhaltensauslosende Ereignisse im Modelltier
sind vergleichbar mit denen der humanen Erkrankung.
4) Vorhersagevaliditat: Verbesserung oder Abschwachung des Phanotyps im Modelltier
bei Einsatz von klinisch-relevanten Therapien sowie Ausbleiben einer Veranderung
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bei Einsatz von nicht-wirksamen Behandlungen des humanen Krankheitsbildes (CzEH

B. et al., 2015).

Zwei sehr bekannte Tier-Modellsysteme der Depression sind "Learned Helplessness" und das
kurz darauf entwickelte Modell "Chronic Mild Stress".

Die Entdeckung und Entwicklung des "Learned Helplessness"-Modell fand in dem
Zeitraum von 1968 bis 1980 statt. Die grundlegende Beobachtung erfolgte zufallig durch die
Feststellung, dass Tiere nach einer aversiven Konditionierung mit Stromschlagen schlechtere
Vermeidungsreaktionen in der sogenannten "Shuttle-Box" erkennen lassen (OVERMIER J.,
1968). Diese Beobachtung wurde weiter entwickelt, indem ein dualer Versuchsaufbau
verwendet wurde. Hierbei wurden die Versuchskafige zweier Versuchstiere miteinander
gekoppelt; beide Tiere erhielten damit dasselbe AusmaR an Bestrafung durch Stromschlage.
Eines der beiden Tiere konnte jedoch die Bestrafung mit dem eigenen Verhalten beenden
oder modulieren ("Master-Tier"), wahrend das andere Tier keinerlei Kontrolleinfluss
ausiben konnte und immer in Abhangigkeit des Verhaltens des Master-Tiers mitbestraft
wurde ("Yoked-Tier"). Es zeigte sich, dass nur das Tier, das keine Kontrolle Uber die
Bestrafungen erhielt, im Anschluss ein Defizit in der Vermeidungsreaktion aufwies (OVERMIER
J. UND SELIGMAN M., 1967). Hieraus liel sich folgern, dass nicht die Bestrafung durch
elektrische Schlage, sondern Unkontrollierbarkeit dieser Bestrafung das entscheidende
Merkmal fur den spateren Lern- und Verhaltensdefizit war. Urspriinglich wurde dieses
Modell nicht gezielt hervorgebracht, um ein Tier-Modell der Depression oder einer sonstigen
klinischen Erkrankung zu erzeugen, es bezog sich nur auf die Verhaltensmodulation eines
Organismus durch das AusmaR der Stresskontrolle. Der Terminus Depression taucht erst
sieben Jahre spater in den Artikeln auf, seither hat sich dieses Modell allerdings in der
Depressionsforschung etabliert. Ein wichtiger Faktor fir die Vergleichbarkeit der
Experimente liegt darin, dass die unkontrollierbare Bestrafung der Tiere in einer anderen
Umgebung erfolgt als ihre anschlieBende Testung, ansonsten sind die Ergebnisse nicht
miteinander vergleichbar (MAIER S. UND WATKINS L., 2005). Der "Learned Helplessness"-
Phanotyp duBert sich bei den Tieren in Verhaltensanderungen, die denen der humanen
Depression stark dhneln: Passivitdat, Storungen im REM-Schlaf, Reduzierung des
Korpergewichts und Abnahme des Sexualverhaltens (YaN H. et al., 2010). Ausschlaggebend
ist, dass die Tiere in diesem Verhalten sehr gut auf Antidepressiva ansprechen, sowohl TCAs,
SSRIs, MAOs als auch eine elektrokonvulsive Therapie bewirken eine deutliche Verbesserung
des Phanotyps nach einem Zeitraum von drei bis flinf Tagen. Zudem lassen sich
neurobiologische Verdanderungen bei den Tieren im Learned Helplessness-Zustand
beobachten, eine Verminderung von Norepinephrin und Serotonin, sowie eine Veranderung
im Vorkommen der Nep-Norepinephrin- und der 5HT-1B-Serotonin-Rezeptoren. Eine
langfristige Verabreichung von Antidepressiva wirkt reversibel auf diese Rezeptoren-
Veranderung. Anhand dieser Punkte ldsst sich eine hohe Augenschein- und
Vorhersagevaliditdt ausmachen; dies macht das Learned Helplessness-Modell zu einem
dullerst attraktiven Modell bei der Betrachtung der Pathophysiologie der Depression
(ABELAIRA H. et al., 2013).
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Ein weiteres Tier-Modell der Depression ist das "Chronic Mild Stress"-Modell. Der
Grundgedanke dieses Modells ist, dass Personen nur selten zeitlich begrenzten, intensiven
Stressepisoden ausgesetzt sind (bspw. Krieg, Naturkatastrophen), sondern eher lang
andauernde Phasen mit zu- und abnehmendem Stress durchleben (MCARTHUR R. UND BORSINI
F., 2006). Da diese anhaltende Belastung ohne zeitliche Begrenzung ein Grund zur
Entwicklung klinischer Depressionen darstellen kann, wurde ein Modell erstellt, welches
diese Situation in Tieren widerspiegeln soll. Die Tiere werden dabei Giber einen Zeitraum von
drei Wochen unterschiedlichsten Formen von Stress ausgesetzt, sie durchleben
beispielsweise abwechselnd Phasen des Hungerns, Diirstens, Hitzestress, Isolation,
Schittelns, Vertauschung von Tag- und Nachtrhythmus und Stromschldge (KATz R. UND HERSH
S., 1981). Im Anschluss an diese Behandlung zeigen sie verminderte Stressreaktionen und
nehmen weniger Zuckerlésung zu sich. Die Abnahme der Zuckeraufnahme ldsst darauf
schlieBen, dass sie weniger Genuss und Gefallen an der Belohnungszuckerlésung finden, ein
Zeichen von Anhedonie. Diesen Verhaltensverdanderungen lieR sich durch TCAs und MAOs
entgegenwirken (KATz R., 1982). Da diese Stressbelastung sehr stark ist, wurde nachfolgend
ein Modell entwickelt, bei denen zwar mit dhnlichen Stressfaktoren gearbeitet wird, die aber
deutlich milder ausfallen als in den vorhergehenden Studien. In den Versuchsreihen konnten
graduell ansteigende Anzeichen von Anhedonie Uber die Zuckeraufnahme beobachtet
werden, die ebenfalls nach einer mehrtiagigen Behandlung mit TCAs reversibel waren
(WILLNER P. et al.,, 1987). In anschlieBRenden Studien lieRen sich weitere Auswirkungen
feststellen:  Veranderung hedonischer Bewertungen bei Hirnstimulation und
Ortskonditionierung, Abnahme von Aggression und Sexualverhalten, Vernachlassigung der
Eigenpflege und Veranderungen im Schlafverhalten (WILLNER P., 2005). Das CMS-Modell nach
WILLNER P. wird als realistisch und als besseres Abbild der humanen Stressinduktion
betrachtet als die Vorlage von KAtz P. et al. (1982). Besonders attraktiv macht dieses Modell,
dass der anhedonische Zustand der Tiere Uber einen sehr langen Zeitraum stabil bleibt (CzEH
B. et al., 2015). Es lassen sich in einigen Studien Quervernetzungen zwischen dem Learned
Helplessness- und dem CMS-Modell erkennen; es konnte gezeigt werden, dass bei
vorhergehender CMS-Behandlung Learned Helplessness induziert und verstarkt werden
kann. Dies lasst die Betrachtung zu, dass Learned Helplessness als Resultat der durch CMS-
induzierten Anhedonie beurteilt werden kann (WILLNER P., 2005).

Tiermodelle, die auf Stressinduktion basieren, diirften auch in Zukunft eine
vielversprechende Rolle bei der Erforschung von Entstehung, Pathophysiologie und
Bekdampfungsmoglichkeit der Depression spielen.

1.4.1 Learned Helplessness in Drosophila

Der Einsatz des Modells "Learned Helplessness" beschrdnkt sich nicht auf Vertebraten,
sondern findet auch bei Invertebraten Anwendung. Erste Studien dazu wurden in den
achtziger Jahren veroéffentlicht, als Modelltiere dienten die Kiichenschabe und die
Nacktschnecke (BRowN G. uND STRouP K., 1988; BROwN G. et al., 1994). Eine erste
Untersuchung zu Drosophila in dem Learned Helplessness-Verhalten wurde 1996 von BROWN
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P. et al. veroffentlicht. In dieser Aufzeichnung beschreibt er den mechanischen Schiittelreiz
auf einem Vortex-Schiittler als Bestrafungsreiz. Eine intensivere Auseinandersetzung erfolgte
2013 von YANG Z. et al., dabei wurden die kognitiven und die modulatorischen Komponenten
des Verhaltens analysiert. Zugrunde liegt diesen Untersuchungen die Versuchsapparatur der
"Heat-Box", die 1996 von WUSTMANN G. et al. entwickelt wurde. Das "Heat-Box"-Paradigma
diente urspriinglich dazu, mithilfe des sogenannten "Idle-Experiments" ein Ortsgedachtnis in
Drosophila Uber operante Konditionierung hervorzurufen. Fir eine Untersuchung des
Learned Helplessness-Verhaltens erfolgte die Abwandlung des Paradigmas in das
sogenannten "No-ldle-Experiment". Hierbei kommt es zu einer Hitzebestrafung der Fliegen,
wenn eine Inaktivitdt von mehr als einer Sekunde in der Heat-Box aufgezeichnet wird. Dabei
liegt die Kontrolle der Hitzeimpulse bei der "Master"-Fliege, die lber ihr Laufverhalten den
Bestrafungsreiz modulieren kann. Die angekoppelte "Yoked"-Fliege erhalt durchgehend die
Hitzeimpulse der Master-Fliege, ohne dass ihre Laufaktivitat einen Einfluss hat (BErRTOLUCCI F.,
2008). In einem anschlieBenden Test wird ein Verhalten verminderter Aktivitat in den
"Yoked"-Tieren nachgewiesen, das sich als Learned Helplessness-Verhalten beschreiben
lasst. YANG Z. et al. unterscheiden dabei die gelernte Unkontrollierbarkeit als kognitives
Verhalten und beschreiben andererseits zusatzlich ein modulatorisches, motiviertes
Verhalten. Die kognitive Komponente des Verhaltens (gelernte Unkontrollierbarkeit)
definieren sie als unmittelbare Reaktion auf den Hitzeimpuls. Die "Yoked"-Fliege zeigt am
Anfang des Experiments Umkehrbewegungen bei einem Hitzeimpuls, diese Reaktion nimmt
im Verlauf des Experiments ab, da sich der Reiz durch diese Fluchtbewegung nicht
modulieren lasst. Das Tier erlernt somit die Ausweglosigkeit der Bestrafung und zeigt eine
verminderte Fluchtreaktion. Die interessante Komponente liegt fiir YANG Z. et al. in der
zusatzlichen motivierten Verhaltenskomponente, denn die "Yoked"-Fliege zeigt insgesamt
eine stark verminderte Laufaktivitat und -geschwindigkeit. Diese erhohte Passivitat lasst sich
unabhangig von der operanten Konditionierung des Fluchtverhaltens auswerten und lasst
sich als Learned Helplessness-Verhalten beschreiben. Aufschlussreich ist in dieser Studie
auch der Geschlechtsdimorphismus des Verhaltensphanotyps. Wahrend weibliche Tiere eine
starke Verminderung sowohl ihrer Aktivitat als auch ihrer Laufgeschwindigkeit aufzeigen, ist
bei mannlichen Tieren der Phanotyp weit weniger ausgepragt. Erganzend dazu lieB sich in
einer Studie herausarbeiten, dass in Drosophila unterschiedliche dopaminerge Neurone in
die Antwort auf Stress einbezogen sind (ARGUE K. UND NECKAMEYER W., 2013). Aus dem
humanen Krankheitsbild der Depression ist ebenfalls bekannt, dass das Geschlecht in Bezug
auf die Anfalligkeit gegentliber Stressresistenz und Depressionen eine Rolle spielt (OLDEHINKEL
A. UND Bouma E., 2011). Basierend auf den Erkenntnissen (ber den Verhaltensphanotyp in
Drosophila in dem "Non-ldle-Experiment" wird spekuliert, dass sich Learned Helplessness als
Verhalten evolutionar friih entwickelt hat, lange bevor die Separation in Vertebraten und
Arthropoden stattfand (YANG Z. et al., 2013). Weitere Studien kdnnten daher zeigen, ob sich
Drosophila als interessantes Tiermodell fiir Learned Helplessness etablieren |3sst.
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1.5 Serotonin

5-Hydroxytryptamin (5-HT), allgemein bekannt unter der Bezeichnung Serotonin, wird im
Volksmund haufig als "Glickshormon" bezeichnet. Serotonin ist aber viel mehr als nur ein
wichtiger Neurotransmitter zur Regulierung der Gemiitslage. Es wirkt sowohl als Hormon, als
auch als Neurotransmitter sowie als Mitogen und ist ubiquitar im Tierreich und sogar in
Pflanzen (Phytoserotonin) vertreten. Erstmalig isoliert und charakterisiert wurde Serotonin
im Jahr 1948, im Zuge der Forschung an GefdaRBverengungen (RAPPORT M. et al., 1948).
Serotonin ist ein biogenes Amin, es wird in zwei Stufen aus der Aminosaure L-Tryptophan
synthetisiert. Im ersten Schritt wird die Aminosaure durch die Tryptophan-Hydroxylase zu 5-
Hydroxytryptophan (5-HTP) umgewandelt. Die Arbeit dieses Enzyms ist der limitierende
Faktor fir Geschwindigkeit und Menge der Synthese, da die Tryptophan-Hydroxylase einen
relativ hohen Ky, aufweist, eine sehr geringe Affinitat fir Aminosauren hat und ausschlieflich
in Geweben vorkommt, die Serotonin enthalten. In einem zweiten Schritt wird 5-HTP von
einer Tryptophan-Decarboxylase zu 5-HT decarboxyliert (MOHAMMAD-ZADEH L. et al., 2008)
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Synthese von Serotonin
Tryptophan- Der Umbau von Tryptophan in Serotonin
hydroxylase X : | K
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Im ZNS wird Serotonin nahezu ausschliefllich in Neuronen der Raphe-Kerne produziert,
deren Axone in alle Teile des Vertebraten-Gehirns ziehen. Aufgrund seiner leicht negativen
Ladungseigenschaften bei physiologischen pH-Werten ist es hydrophil und kann daher
weder Zellmembranen noch die Blut-Hirn-Schranke passieren (PIErRz K. UND THASE M., 2014).
Serotonin moduliert eine Vielzahl an Verhaltens- und neuropsychologischen Ablaufen, wie
im Belohnungssystem, bei Stimmungslagen, Wut, Angst, Aggression, Appetit, sensorische
Perzeption, Gedachtnis, Sexualitdt, Aufmerksamkeit und Schlaf. Es ist schwer, ein
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menschliches Verhalten zu benennen, bei dem Serotonin nicht involviert ist. Zudem hat es
aber auch wichtige Funktionen im Organsystem aufierhalb des ZNS; es beeinflusst die
Korpertemperatur, reguliert die Energiechomoostase und damit verbunden die
Nahrungsaufnahme, die lokomotorische Aktivitdt, circadiane Rhythmik, sowie
gastrointestinale, respiratorische und kardiovaskuldre Ablaufe (BERGER M. et al., 2009).

Serotonin wirkt Gber eine Vielzahl an membrangebundenen Rezeptoren, sie befinden
sich sowohl im zentralen und peripheren Nervensystem, als auch in bestimmten nicht-
neuronalen Geweben, wie beispielsweise im kardiovaskuldaren System, dem Darm und dem
Blut. Die Serotoninrezeptoren lassen sich in sieben distinkte Klassen einteilen, in denen es 14
strukturell und pharmakologisch unterschiedliche Subtypen gibt (5HT14,18,10,16,1F, SHT24,28,2¢,
5HT3, 5HT4, 5HTsa,58, 5SHT und 5HT7). AuRer dem 5HT3,,38- Rezeptor gehoren alle Rezeptoren
in die Uberfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der 5HT; Rezeptor ist als einziger
ein liganden-gesteuerter lonenkanal, der direkt eine Depolarisation der Zellmembran
bewirkt (HANNON J. UND HoYver D., 2008). Bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
unterscheidet man drei verschiedene Wirkmechanismen:

) 5HT; und 5HTs sind an inhibierende G-Proteine gebunden (G;), fihren zu einer
Hemmung der Adenylatzyklase und senken damit den intrazelluldren cAMP-
Spiegel.

) 5HT,4, 5HTg und 5HT; sind an stimulierende G-Proteine gebunden (G;), fiihren zu
einer Aktivierung der Adenylatzyklase und erhéhen damit den intrazellularen
cAMP- Spiegel.

1)) 5HT, sind an Gg/1-Proteine gebunden, am Phospholipase-C-(PLC-)Signalweg
beteiligt und erhohen den intrazellularen IPs- und DAG-Spiegel (KRIEGEBAUM C. et
al., 2010).

In der Klasse der 5HT;-Rezeptoren finden sich Autorezeptoren (5HT1,, 5HT1g, 5HT1p); diese
sind prasynaptisch lokalisiert und tragen zu einer Regulation der S5HT-Transmission Uber
einen negativen Rickkopplungsmechanismus bei. lhre Bindung bei einer 5HT-Ausschiittung
flhrt daher zu einer verminderten Neurotransmittersynthese und -exozytose (HoYer D. et al.,
2002).

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit liegt ein besonderes Augenmerk auf dem
5HT,,, sowie dem 5HT;z Rezeptor. Es wurde beobachtet, dass die Funktion des 5HTa-
Rezeptors Auswirkungen auf die Regulation der Kérpertemperatur, das Sexualverhalten und
die zentrale Blutdruckregulation hat. AuRerdem spielt der 5HTia-Rezeptor bei der
Gedachtnisbildung eine Rolle. Auf das Kurzzeitgedachtnis hat er keinen Einfluss, allerdings
kann der Einsatz von 5HTia-Antagonisten das Langzeitgeddchtnis verbessern. Auch mit
Hyperphagie wird der Rezeptor in Verbindung gebracht (BARNES N. UND SHARP T., 1999; KISER D.
et al., 2012; MEeNESES A., 2007). Der 5HT;5 Rezeptor ist zudem in den Fokus der Forschung an
Depression und Angststorungen geraten, da Knockout-Mduse der 5HTia-Rezeptoren eine
verstarkte Verhaltensantwort auf Stress und ein erhohtes Angstverhalten zeigen. In
klinischen Studien konnte festgestellt werden, dass bei Depressionspatienten die Dichte der
5HT,a-Rezeptoren und ihre Bindung in Gehirnregionen wie Hippocampus, Raphe-Kernen und
frontalem Kortex geringer ist. Nach neuesten Erkenntnissen lasst sich bei



Einleitung

Depressionspatienten eine Erhéhung der prasynaptischen 5HT a-Rezeptordichte feststellen,
dies fihrt Giber eine Verstarkung der 5HT-Transmissionsinhibition zu einer Absenkung des
Serotoninspiegels (SAviTz J. et al., 2009; ARTIGAS F., 2013). Der 5HT s-Rezeptor ist besonders
von Belang in der Medikamentation von Migrane, da er die durch Migrane ausgelGsten
Entziindungsprozesse unterdriickt, zu einer GefalRverengung der schmerzhaft erweiterten
cerebralen BlutgefaRe fihrt und die nozizeptive Neurotransmission inhibiert. Eine
Behandlungsmethode zur Bekdmpfung von Migraneattacken ist daher die Verabreichung
von 5HTg-Agonisten (Triptane) (TEPPER S. et al., 2002).

1.5.1 Serotonin in Drosophila

Evolutionadr betrachtet taucht Serotonin sehr friih auf und gilt als einer der altesten
Neurotransmitter. Schon einzellige Eurkaryoten wie beispielsweise Paramecien sollen vor
700 bis 800 Millionen Jahren Uber Serotoninrezeptoren verfligt haben. Serotoninrezeptoren
sind daher in Invertebraten wie Vertebraten zu finden und meist hoch konserviert (HANNON J.
UND HovYEer D., 2008). In Drosophila sind bis zu diesem Zeitpunkt 106 serotonerge Neurone im
Gehirn der Tiere beschrieben. Diese sind in mehreren Zell-Clustern organisiert, die aus einem
bis zu finf Neuronen bestehen. Im Verhiltnis zu der Gesamtzahl aller Neurone ( ~10°)
machen sie zwar nur einen kleinen Anteil aus, sie sind aber sehr grof¥flachig verteilt und
innervieren Uber ihre weit verzweigten Dendriten grolRe Teile des Neuropils. Die
serotonergen Zell-Cluster sind (ber beide Hirnhemispharen verteilt, serotonerge
Innervierungen sind im Ellipsoid-Korper und etwas sparlicher im facherféormigen Korper
sowie den Noduli zu finden. Neben den Strukturen des Zentralkomplexes ziehen serotonerge
Neurone in alle Neuropile der optischen Ganglien (Lamina, Medulla, Lobula und
Lobulaplatte), der thorakalen Ganglien und der abdominalen Ganglien (VALLES A. UND WHITE
K., 1988; MONASTIRIOTI M., 1999), sowie der Pilzkdrper (LEE P. et al., 2011). Bemerkenswert ist,
dass Serotonin in etlichen Neuronen zu finden ist, die es selbst nicht synthetisieren kénnen.
Dies lasst darauf schlieBen, dass Elemente zur Wiederaufnahme von Serotonin auch von
Zellen exprimiert werden, die selbst kein Serotonin synthetisieren und so ermdoglichen, dass
Serotonin als Neuromodulator auf zuséatzliche Kreislaufe einwirkt (CURRAN K. UND CHALASANIS.,
2012). Dementsprechend spielt Serotonin eine Rolle in einem breiten Spektrum von
Verhaltensweisen in Drosophila, es wirkt regulierend bei Balz und Paarung, in Aggression,
circadianer Rhythmik und Schlaf der Fliege (NALL A. UND SEGAHL A., 2012). Fir die Ablaufe
beim Lernen und der Gedachtnisbildung ist Serotonin ebenfalls ein ausschlaggebender
Faktor. Interessant ist in diesem Prozess, dass der Neurotransmitter in der Ausbildung
unterschiedlicher Gedachtnisformen gebraucht wird: sowohl im aversiven als auch im
appetitiven Duftgedachtnis wird eine normale Serotoninfunktion bendtigt, ebenso wie im
Kurzzeit-Ortsgedachtnis in der Heat-box. Eine Hypothese besagt daher, dass das serotonerge
System das relevante Ausmal’ oder die Skala fir die positiven und negativen Signale aus dem
dopaminergen und dem oktopaminergen System darstellt und somit die Starke der
Gedachtnisverstarkung mit der Intensitdat der Erinnerung verknipft (SITARAMAN D. et al.,
2012).
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In der Taufliege wirkt Serotonin lGber vier Rezeptortypen (5HT1a, 5HT1s, 5HT, und 5HT;), die
bei einem Vergleich zu den Saugerrezeptoren hoch konserviert in Sequenz und Funktion
sind. Diese Rezeptorsubtypen in Drosophila zeigen distinkte Expressionsmuster und
Signalwirkungen. Die 5HTa- und 5HTi5-Rezeptoren weisen eine Sequenzhomologie zu dem
Saugerrezeptortyp 5HT;4 auf und werden ebenfalls pra- und postsynaptisch in den Neuronen
exprimiert. Lokalisieren lassen sich diese beiden Rezeptortypen in Drosophila besonders
stark in den Loben der Pilzkorper, die Region des Gehirns, die mit Lernen und Gedachtnis bei
Fliegen in Verbindung gebracht und regelmaBig in Studien als Pendant des Hippocampus bei
Sdugern bezeichnet wird (STRAUSFELD N. UND HIRTH F., 2013). Funktionell inhibieren beide
Rezeptortypen in Drosophila die Adenylatzyklase, aktivieren aber gleichzeitig die
Phospholipase C (SAbou F. et al., 1992). Bei Versuchen mit Zellkulturen konnte zusatzlich
nachgewiesen werden, dass der 5HTig-Rezeptor bei Zusatz von Serotonin die mitogen-
activated-protein-kinase (MAPK) aktiviert (YuAN Q. et al.,, 2005). Der Rezeptortyp 5HT,
stimuliert ebenfalls die Phospholipase C, unterscheidet sich jedoch in der Sequenz und
seiner Lokalisierung deutlich von den Rezeptoren 5HT;, und 5HT;p (CoLAs J. et al., 1995). Der
5HT,-Rezeptor ist vorwiegend im Ellipsoidkérper und im Protocerebrum zu finden, wo er an
visuellen Prozessen, Steuerung der circadianen Rhythmik und dem Aggressionsverhalten
beteiligt ist.

Der 5HT;-Rezeptor bewirkt eine Aktivierung der Adenylatzyklase, homolog zu dem
Sauger-rezeptor (Witz P. et al.,, 1990), allerdings unterscheidet er sich in seinen
pharmakologischen Eigenschaften deutlich von seinem Ortholog. So weist er beispielsweise
eine sehr geringe Bindungsaffinitat flir den Agonisten 8-OH-DPAT auf (BLENAU W. UND THAMM
M., 2011). Eine starke Expression des 5HT,-Rezeptors ist in den GroRfeld-R-Neuronen zu
finden, die den Ellipsoidkorper innervieren, und im vorderen Ring des Ellipsoidkorpers.
Zusatzlich findet sich eine Expression des Rezeptors in Neuronen des Gehirns, die eng mit
den PDF-positiven lateral ventralen Neuronen (LN,) gruppiert sind und die optischen Loben
innervieren. Eine schwache Expression lasst sich zudem im facherférmigen Korper
ausmachen (BECNEL J. et al., 2011). Er spielt eine Rolle bei Balz, Paarung und Aggression, wie
auch bei allen Phasen der Gedachtnisbildung (JoHNsoN O. et al., 2011).

In den letzten Jahrzehnten hat sich das Wissen Uber Serotonin-Rezeptoren in
Invertebraten stark erweitert, es hat in seinem Umfang mittlerweile die Vertebraten-
Forschung erreicht. Die Vielfalt der Rezeptoren, die Orthologie zu den Vertebraten-
Rezeptoren, ihre distinkte Lokalisierung und ihr unterschiedlicher Einfluss auf das Verhalten
der Taufliege machen sie zu einem interessanten Forschungsobjekt. Die Bedeutung des
serotonergen Systems und seiner unterschiedlichen Rezeptoren verschaffen Drosophila eine
besondere Rolle als Modell zur Betrachtung von Serotonin in kognitiven Prozessen mit
direktem Bezug zu dem Nervensystem von Vertebraten.

1.6 Drosophila melanogaster: Bedeutung als wissenschaftlicher Modellorganismus

Drosophila melanogaster, im Deutschen als schwarzbaduchige Taufliege bezeichnet, ist seit
Uber hundert Jahren in der Biologie als Modellorganismus etabliert. Mit Beginn des 20-igsten
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Jahrhunderts begann T.H. MORGAN erste Studien zur Vererbung mit dem Forschungsobjekt
Drosophila an der Columbia University in den USA, 1933 wurde er mit dem Nobelpreis der
Medizin/Physiologie aufgrund seiner Charakterisierung der Rolle der Chromosomen in der
Vererbungslehre ausgezeichnet (MORGAN T., 1910; STEPHENSON R. UND METCALFE N., 2013). Von
diesem Zeitpunkt an (1910-1960) wurden an Drosophila genetische Grundlagen erforscht
und im Zuge dessen Methoden entwickelt, die es erlauben, Drosophila als eines der
wichtigsten Forschungsobjekte der klassischen Genetik, der Entwicklungsbiologie, der
molekularen Biologie sowie der Neurobiologie zu nutzen. Im Jahr 2000 erfolgte die
Veroffentlichung des vollstandig sequenzierten Genoms von Drosophila (Abams M. et al.,
2000). Dies ermoglichte die Entwicklung addaquater molekularbiologischer Methoden, um
neurogenetische Fragestellungen zu untersuchen. Die Neurogenetik vereint Techniken aus
Neurobiologie und Genetik, um einerseits die genetische Basis neuronaler Aktivitaten sowie
ihre  rdumlich-zeitliche Funktion in der Entwicklung bestimmter, definierter
Verhaltensvariationen im Organismus zu verstehen (VoOssHALL L., 2007). Das Genom der ca.
2,5 mm langen Insekten umfasst anndhrungsweise 16.000 Gene, die fiir schatzungsweise
13.000 Proteine codieren (Dos SANTOS G. et al., 2014; FLYBASE GENOME ANNOTATORS, 2014). Von
diesen 13.000 Genen weisen Uber 60% humane Orthologe auf, was dazu fiihrt, dass sich
viele entwicklungsbiologische Abldaufe und zelluldre Prozesse bei Drosophila und Mensch
dhneln (WANGLER M. et al.,, 2015). Daher bietet es sich an, diesen Ansatzpunkt zur
Erforschung genetischer Grundlagen und zelluldrer Prozesse in menschlichen Erkrankungen
zu nutzen. Zudem wartet die Taufliege mit einigen Vorteilen gegeniber anderen
Versuchstieren auf: eine einfache Haltung ohne grofRen Kostenaufwand, eine ganzjahrige
Reproduktion, eine hohe Nachkommenschaft (ca. 500 Eier pro Weibchen) und eine kurze
Generationszeit von zwolf Tagen. Entscheidend ist, dass die Fliegen ein breites
Verhaltensrepertoire  aufweisen und sich so durch gezielte  Mutationen
verhaltensmodizifierende Auswirkungen einzelner Gene betrachten lassen (BENZzER S., 1967).
Es wurden unterschiedliche Versuchsparadigmen entwickelt, um Verhaltensweisen bei
Abldufen in der Balz (YAmMAMOTO D. UND KOGANEzAWA M., 2013), in der lokomotorischen
Aktivitat (STRAUSS R. UND HEISENBERG M., 1993), im Aggressionsverhalten (Lim R. et al., 2014), in
der Orientierung (Guo C. et al.,, 2014), im Schlafrhythmus (YURGEL M. et al., 2014) und in
Bezug auf Lernen und Gedachtnis (OFsTAD T. et al., 2011; QUINN W. et al., 1974; NEusER K. et
al., 2008; KRAUSE T., 2015) intensiv studieren und analysieren zu koénnen. Durch
neurogenetische Methoden lassen sich viele neuronale Zusammenhange erldutern, die
diesen Verhaltensmustern zugrunde liegen, wahrend sie in hoheren Vertebraten deutlich
schwerer zu identifizieren sind. Diese Moglichkeit bietet ein entscheidendes Fundament, um
Zusammenhange zwischen Verhaltenseigenschaften, neuronalen Ablaufen und genetischen
Ursachen nachzuvollziehen (ARENDT D. UND NUBLER-JUNG K., 1999, CAREW T. UND SAHLEY C., 1986;
MILNER B. et al., 1998).
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1.6.1 Genetische Werkzeuge bei Drosophila melanogaster

Die Entwicklung wichtiger Forschungsmethoden, die seit 1960 bis heute andauert, erlaubt
tiefe Einblicke in zellulare, entwicklungsbiologische und neuronale Vorgange in Drosophila
melanogaster. Der erste entscheidende Schritt war 1927 der Einsatz von Balancer-
Chromosomen. Sie schaffen die Voraussetzung, um Mutationen in heterozygoten Stammen
aufrecht zu erhalten ohne in regelmaRigen Abstianden Genotypisierungen vornehmen zu
missen (BELLEN H. et al.,, 2010). Eine stetige Weiterentwicklung brachte modernste,
genetische Methoden hervor, die zu diversen Genmanipulationen in Drosophila befahigen.
Einige grundlegende Techniken sind das GAL4/UAS-System (BRAND A. UND PERRIMON N., 1993),
RNA-Interferenz (MoHRS. et al., 2014), NaChBac-Expression (HODGE J., 2009) und die Tetanus-
Toxin-Light-Chain(TeTxLC)-Methode (BAINES R. et al., 1999), die im Weiteren kurz erldutert
werden.

Die Methode des GAL4/UAS-Systems ermoglicht es, Genexpression gezielt zu leiten
und so spezifische Gene ektopisch in definierten Zelltypen oder Geweben zu exprimieren.
BRAND und PERRIMON isolierten den Transkriptionsfaktor GAL4 und dessen Upstream-
Activating-Sequence (UAS)-Bindungsstelle aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae und
brachten diese beiden Komponenten getrennt Uber P-Element-Insertion jeweils in das
Genom eines transgenen Fliegenstamms ein. Auf diese Weise wird eine GAL4-Treiberlinie
geschaffen, die ein aktivierendes Protein ohne Zielgen enthalt sowie eine UAS-Effektorlinie
erzeugt, die das entsprechende Zielgen beinhaltet. Erst durch eine Kreuzung der beiden
Linien wird das Zielgen in den Nachkommen aktiviert, bedingt durch eine Bindung des GAL4-
Proteins an seine regulatorische UAS-Zielsequenz (Abbildung 4). Die Maoglichkeit, ein
variables Gen mit seinem Promotor hinter die UAS-Bindestelle zu klonieren und Uber die
grofRtenteils rdaumlich und zeitlich hochspezifischen GAL4-Treiberlinien gezielt zu lenken,
eroffnet neue Moglichkeiten, neuronale Morphologie, Konnektivitdt und Aktivitat zu
erforschen (BRAND A. UND DORMAND E., 1995). Je nach Auswahl des eingebrachten Zielgens
kann gezielt in das Expressionsmuster der betroffenen Zellen oder Gewebe eingegriffen
werden; es kann beispielsweise in spezifischen Neuronen ein Fluorochrom wie GFP (Green
Fluorescent Protein) exprimiert werden, um diese Neurone histologisch sichtbar zu machen
(TsiEN R., 1998). Durch eine gezielte Expression von reaper in definierten Zellen werden diese
gezwungen, Apoptose einzuleiten. Mithilfe dieses Vorgangs lasst sich untersuchen, wie sich
der Verlust bestimmter Zell- oder Gewebetypen auf die Entwicklung oder das Verhalten
eines Organismus auswirkt (WHITE K. et al., 1996). Das GAL4/UAS-System in Drosophila stellt
einen malgeblichen Grundstein dar, auf dem viele weitere genetisch-manipulative
Techniken beruhen.
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Abbildung 4: Das UAS/GAL4-System in Drosophila melanogaster

Eine Kreuzung der Effektor- mit der Treiberlinie fihrt dazu, dass das GAL4-Protein in den
adressierten Zellen oder Geweben exprimiert wird. Das Protein bindet an die UAS-
Sequenz und bewirkt somit, dass die Transkription des nachgeschaltete Zielgens sich in
Gang setzt.

Genomischer
Enhancer

(Cartoon Drosophila modifiziert aus: SHIMOsAkO N., 2013)

Mit der Einflihrung eines Inhibitors des GAL4, das GAL80-Protein, gelang es, einen héheren
Grad der zeitlichen Regulierung des UAS-Zielgens zu erreichen. Wird GAL80 allein im
Organismus exprimiert, fihrt es zu keinen folgenreichen phanotypischen Veranderungen,
kann aber bei einer Coexpression die Aktivitdt von GAL4 inhibieren (LEe T unD Luo L., 1999).
GALS8O ist ein temperatursensitives Protein, es kann bei 18°C als Repressor wirken und die
transkriptionale Aktivitat von GAL4 unterdricken. Dadurch wird die Expression des UAS-
regulierten Zielgens unterbunden. Bei einer Temperaturveranderung hin zu 30°C erfolgt eine
Inaktivierung von GAL80, es diffundiert von der transkriptionalen Aktivierungsdomane des
GAL4-Proteins ab, sodass das UAS-regulierte Zielgen exprimiert werden kann. Uber diesen
Mechanismus kann ein Organismus in kritische Zeitperioden seiner Entwicklung, in denen
die Expression des Transgens unverzichtbar ist, damit versorgt oder auf zeitlich sehr
differenzierte Fragestellungen liberprift werden (MCGUIRES. et al., 2003).

Eine zusatzliche Verfeinerung des GAL4/UAS-Systems brachte die neue Methode des
phiC31 ortsbezogenen Integrationssystems, Uber das ein gezieltes Einbringen von Enhancern
moglich ist. Da es durch eine stabile, ortsspezifische Rekombination nicht mehr zu einem
zufallsgesteuerten Einbau der Konstrukte kommt, wird vermieden, das Positionseffekte die
Genexpression beeinflussen (GROTH A. et al., 2004; PreIFFeR B. et al., 2008).

Direkten Einfluss auf spezielle Neurone im Sinne einer Hoch- oder
Herunterregulierung ihrer Aktivitat gewinnt man Uber den ektopischen Einbau von NaChBac-
Kanalen und der TeTxLC-Methode. NaChBac ist ein spannungsgesteuerter, bakterieller Na*-
Kanal, der eine niedrigere Erregungsschwelle zur Kanal6ffnung aufweist. So kann bereits eine
schwichere Depolarisation der Membran einen einwérts gerichteten Na'-Einstrom
induzieren. Dies flihrt zu einer weiteren Depolarisation der Membran und I6st damit eine
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positive Feedbackschleife aus. Eine zielgerichtete Expression von NaChBac fiuhrt daher zu
einer erleichterten Membranerregbarkeit in den adressierten Neuronen (NITABACH N. et al.,
2006).

Die TeTxLC-Methode dient dagegen der gezielten Abschaltung von Neuronen. In den
beabsichtigten neuronalen Arealen wird das Gen tetanus-toxin light-chain exprimiert. Das
entstehende Tetanus-Toxin(TNT)-Genprodukt spaltet Synaptobrevin, ein synaptisches
Vesikel-Membranprotein, das fiir die Freisetzung von Neurotransmittern benétigt wird. So
wird in definierten neuronalen Gebieten unter der Kontrolle von GAL4 die exozytotische
Ausschittung von Neurotransmittern blockiert. Die gezielte Unterbrechung von synaptischer
Kommunikation zwischen Neuronen erlaubt direkte Rickschlisse auf Verbindungen
zwischen neuronalen Kreislaufen und Verhaltensphanotypen (SWEENEY S. et al., 1995).

A. FIRE entdeckte 1998 im Modellorganismus Caenorhabditis elegans die Grundlage
einer — im Nachgang sehr einflussreichen — Methode zur Stilllegung der Expression
definierter Gene. Bei dieser RNA-Interferenz-Technik wird ein endogener, hochkonservierter
Zellschutz-mechanismus genutzt, der sich urspriinglich gegen das Eindringen von
doppelstrangiger Virus-RNA und den Angriff von transposablen Elementen richtet. Sobald
doppelstrangige RNA (dsRNA) in das Cytoplasma einer Zelle eingefiihrt wird, spaltet das
Ribonuklease-Enzym DICER sie in kurze, doppelstrangige Fragmente, die als short interfering
RNA (siRNA) bezeichnet werden. Nach einer Aufspaltung dieser Fragmente kann einer der
Einzelstrange in den RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) aufgenommen werden
und es kommt zu einer Bindung des sogenannten Leitstrangs an die komplementare
Basensequenz der zelleigenen mRNA. Diese Bindung aktiviert den Enzym-Komplex, die
gebundene mRNA wird in Stlicke gespalten und abgebaut. Auf diese Weise kann durch die
Einflihrung von dsRNA, die eine homologe Basensequenz zu der RNA des ausgewahlten Gens
aufweist, die Translation dieses spezifischen Genes supprimiert werden (MEISTER G. UND
TuscHL T., 2004; BUCKINGHAM S. et al., 2004). Besonders wirkungsreich ist RNAi, wenn sie in
einem Modell-organismus wie Drosophila eingesetzt wird, da hier das Genom vollstandig
sequenziert vorliegt und eine Fiille an Physiologie- und Verhaltensdaten existieren, womit
direkte Riickschliisse auf die Funktion einzelner Gene gezogen werden kénnen.

1.6.2 Kletterverhalten bei Drosophila melanogaster

Das Kletterverhalten von Drosophila melanogaster weist eine hohe Komplexitat auf; es ist
fir Studien zu Bewegungsabldufen, korperlicher Fitness, visueller Wahrnehmung und
sensorischem Anreizverhalten besonders interessant. Die Fliegen miissen das Hindernis
visuell einschatzen, die Kletterbewegung gerichtet initiieren und kdénnen dann durch
koordinierte Muskelabldaufe die andere Seite erreichen. Bei einer KorpergrofRe von
durchschnittlich 2,5 mm konnen die Tiere mit einer optimalen Strategie Liickenbreiten von
bis zu 4,0 mm Uberwinden.

Um vergebliche Uberquerungsversuche zu vermeiden, die einen groRen
Energieverlust bedeuten wirden, schatzt eine Fliege beim Anlauf auf die vor ihr liegende
Licke ab, ob ihre Kletteranstrengungen aussichtsreich sind. Es ldsst sich beobachten, dass
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die Tiere ihre eigene GrofRe im Bezug zur dargebotenen Liickenbreite gut einschatzen
konnen, da ihre Kletterversuche ab einer unerreichbaren Liickenbreite von 4,5 mm deutlich
abnehmen.

Bei Drosophila dient die Parallaxenbewegung der Entfernungseinschatzung beim
Anlaufen auf das Hindernis. Bei Wahrnehmung von Distanzen durch Bewegungsparallaxe
wird ausgenutzt, dass es zu einer Bildbewegung von Objekten in der Umgebung auf der
Retina des Betrachters kommt, sobald der Betrachter eine Eigenbewegung ausfiihrt. Hierbei
bewegen sich ndher liegende Objekte starker auf der Retina als entferntere Objekte und es
ergibt sich eine rdumliche Anordnung (ROGERS B. UND GRAHAM M., 1982). In verschiedenen
Insektenspezies, wie der Heuschrecke und der Gottesanbeterin, ist bekannt, dass
Bewegungsparallaxe durch seitwarts gerichtete ("peering") oder auf-abwarts-gerichtete
("bobbing") Bewegungen des Kopfes hervorgerufen wird um beispielsweise eine
Einschatzung der Distanz zur Beute zu ermdglichen (KRAL K. UND POTESER M., 1997).
Kopfbewegungen und binokulares Sehen zur Distanzmessung konnen bei Drosophila
ausgeschlossen werden, da ihnen im Rahmen von Versuchsreihen bei Hindernisanlaufen der
Kopf am Thorax befestigt bzw. der binokulare Bereich eines Auges verdeckt wurde und sie
trotzdem eine Lickenbreite korrekt einschatzen. Bei den Fliegen entsteht die
Bewegungsparallaxe "en route", wdhrend sie auf ein Hindernis zulaufen. Die Objekt-
bewegungen auf der Retina ergeben sich dabei durch den Anlauf an sich und zusatzlich
durch dabei entstehende kleine Oszillationen von 3°-5°, die durch den tripoden Gang
hervorgerufen werden. Diese These lieR sich mit dem Aufmalen eines vertikalen
Streifenmusters auf der gegeniliberliegenden Lickenseite untermauern, da die Tiere
daraufhin verstarkte Kletterbemiihungen aufweisen. Den Tieren wird dabei eine Nahe
vorgetauscht, da die vertikalen Streifen zu einer starkeren Reizung der Bewegungs-
detektoren fir horizontale Bewegungen fiihren (Pick S. uND STRAUSS R., 2005).

Bewertet eine Fliege die Liicke als Uberwindbar und die Kletterbemiihung als
lohnend, beginnt sie ein Kletterverhalten mit koordinierten Beinbewegungen.
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die
Uberqueren der Liicke aufzeigen, ldsst sich in

Der Bewegungsablauf, den Tiere zum
mehrere Abschnitte untergliedern (Abbildung 5).

Die Fliegen laufen auf eine Liicke zu (B); sobald sie
die Kante der Liicke erreichen, treten sie ins Leere
und bemerken so das Hindernis (C). Als Folge auf
diesen Schritt ins Leere erstarren die Tiere oft fir
einen kurzen Moment, eine Reaktion, die als
"freezing" bezeichnet wird. Dann strecken sie ihr
Abdomen ein Stlick weit in die Licke hinein und
heben es dabei ein wenig an (D). Als nachstes
beginnen sie mit einer Suchbewegung, mit der sie
versuchen, den ersten Kontakt zu der
gegeniberliegenden Seite zu erreichen. Sie heben
dafiir ihre Vorderbeine Gber den Kopf und tasten mit
die
zielgerichtete Bewegungsablauf wird als "Bein-lber-

gezielten Suchschlagen in Ferne. Dieser

Kopf"-Verhalten bezeichnet und als Indikator fiir eine
Da
Bewegung in ihrem normalen Laufverhalten nicht

Kletterbemihung gewertet. Fliegen diese

aufzeigen, drickt dieses Verhalten die positive
Entscheidung der Tiere aus, eine Uberkletterung in
Angriff zu nehmen. Zur Optimierung ihrer Reichweite
stemmen die Fliegen wahrend der Ausfiihrung der
Suchschlage ihren Korper mithilfe der Mittelbeine
hoch, ziehen ihre Hinterbeine moglichst nah an die
Kante und perfektionieren die Ausrichtung ihrer
Korperachse (E).
die
gegeniberliegenden Kante auf, die Tiere strecken

Bei einem gegliickten Versuch

schlagen Vorderbeine auf der
sich in die Lange und ihr Kérper Gberbriickt fiir einen
kurzen Augenblick die Liicke (F). Daraufhin ziehen die
Fliegen sofort die Mittelbeine und Hinterbeine nach
(G). Die Fliegen schwingen bedingt durch die
Schwerkraft die die

gegeniberliegende Wand (J). So kdnnen die Fliegen

Uber Licke an

sich an der Gegenseite der Liicke hochziehen,

Abbildung 5: Kletterverhalten einer mann-
lichen Fliege an einer 3,5 mm breiten Liicke,
aufgenommen mit einer Hochgeschwindig-
keitskamera

Die Pfeilspitze zeigt die Zeit an, die die Fliege
von Beginn der Bewegung an bis zu dem
Abschnitt gebraucht hat.

(modifiziert nach Pick S. uND STRAUSS R., 2005)

Uber die Kante klettern und ihren Lauf fortsetzen
(1). Dieses vollendete Vorgehen ermdoglicht es
den Fliegen, Liickenbreiten zu Uberklettern, die
fast das Doppelte ihrer Korperlange betragen.
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1.6.3 Erlernte Balzkonditionierung in Drosophila melanogaster

Im Gegensatz zur klassischen Konditionierung, bei der die Belohnungen und Bestrafungen
fiir die Versuchstiere willkiirlich erfolgen und die damit verknlpften Reflexe Uberprift
werden, hat das Versuchstier bei der operanten Konditionierung Einfluss auf die Intensitat
seiner Behandlung. Das Tier kann dabei durch ein von sich aus gezeigtes, bestimmtes
Verhalten oder eine Vermeidungsreaktion seine Belohnung oder Bestrafung modulieren.
Diesem Modell der operanten Konditionierung entspricht das Verhaltensparadigma der
Balzkonditionierung nach SieGeL und HALL von 1979.

Das Balzverhalten von Drosophila lasst sich leicht erkennen und quantifizieren, bei
der Betrachtung des Verhaltens mannlicher Fliegen lassen sich unterschiedliche
Verhaltensbausteine in einer meist dhnlichen Reihenfolge identifizieren. Die mannliche
Fliege zielt in ihrer Handlung darauf ab, moglichst viele sensorische Informationen Uber ihr
Zielobjekt zu erhalten und nutzt visuelle, chemosensorische, olfaktorische und auditive
Reize, um in Kontakt mit dem erwahlten Weibchen zu kommen (GRIFFITH L. UND EJIMA A.,
2009). Zu Beginn des Balzverhaltens nimmt das mannliche Tier das Weibchen wahr und
richtet in der Orientierungsphase seine Korperachse giinstig nach ihm aus. Es folgt dem
Weibchen mit geringem Abstand und versucht, moglichst oft das weibliche Abdomen mit
seinen Vorderbeinen zu beriihren. In Zuge dessen streckt es dabei einen seiner Flligel seitlich
aus und vibriert ihn mit einer spezifischen Frequenz. Dieses markante und zentrale Element
der Balz wird als Balzgesang bezeichnet. Dieser Balzgesang besteht aus zwei
unterschiedlichen Komponenten, die als "sine song" und "pulse song" bezeichnet werden.
Der "sine song" ist ein sinusformiges Summen bei einer niedrigen Frequenz von 140 bis 170
Hertz, der "pulse song" hingegen setzt sich zusammen aus kurzen, unterbrochenen,
wiederholten Amplitudenmodulationen einer Tragerwelle von 150 bis 300 Hertz. Zwischen
den Amplitudenausschlagen im "pulse song" liegen kurze Intervalle, die bei Drosophila
melanogaster um die 34 ms lang sind und sich speziesspezifisch unterscheiden. Wahrend der
"sine-song" die Weibchen anfanglich stimulieren und in einen paarungsbereiten Zustand
versetzen soll, wird der "pulse song" fiir eine starkere sexuelle Anregung eingesetzt und
ermoglicht dem Weibchen gleichzeitig, das Mannchen speziesspezifisch einzuordnen (CLYNE
J. UND MIESENBOCK G., 2008; VON ScHLICHER F., 1976). Erkennt das Weibchen den
konspezifischen Balzgesang und ist es sexuell rezeptiv, verlangsamt es seine Lokomotion und
zeigt so eine Paarungsbereitschaft. Das Mannchen beginnt daraufhin an den weiblichen
Genitalien zu lecken und manifestiert Kopulationsversuche, indem es sein Abdomen nach
vorne kriimmt. Die weibliche Fliege senkt ihr Abdomen ab und spreizt leicht die Fligel, um
dem Mannchen die Kopulation zu erleichtern (Abbildung 6). Eine erfolgreiche Kopulation
dauert 15 bis 20 Minuten (YAMAMOTO D. UND KOGANEZAWA M., 2013).
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Abbildung 6: Balzverhalten von Drosophila melanogaster
Das mannliche Tier ortet das Weibchen und folgt ihm mit geringem Abstand (1), dabei
positioniert es sich in einer giinstigen Position und beginnt mit der Fligelvibration,
dem sogenannten Balzgesang (2). Bleibt das Weibchen stehen, leckt das Mannchen
dessen Genitalien (3) und probiert erste Kopulationsansatze (4). Die Kopulation dauert
bis zu 20 Minuten (5).

(modifiziert nach: O'DELL K. UND KAISER K., 1997)

Das Balzverhalten bei Drosophila ist ein angeborenes Verhalten, die Mannchen missen es
nicht von Artgenossen erlernen. Einzig die Unterscheidung zwischen geeigneten
Sexualpartnern, wie beispielsweise jungfrdaulichen Weibchen, und ungeeigneten
Adressanten, wie beispielsweise frisch verpaarten Weibchen oder jungen Mannchen, sind
durch Erfahrungen beeinflussbar (BAKER B. et al., 2001). Dies macht man sich bei der
Balzkonditionierung zu Nutze. Trifft ein Mannchen auf ein bereits verpaartes,
unempfangliches Weibchen, wehrt dieses seine Balzversuche mit Tritten, Fligelschldagen,
Flucht und dem Ausfahren des Ovipositors ab (WINBUSH A. et al., 2012). Wird ein mannliches
Tier flir eine Stunde mit einem verpaarten Weibchen auf engem Raum zusammengesetzt,
nimmt seine Balzaktivitat stark ab. Dieser Effekt bleibt gegeniber verpaarten Weibchen fiir
bis zu acht Stunden, im Kontakt mit jungfraulichen Weibchen fiir bis zu drei Stunden,
bestehen. Wird das mannliche Tier mehrmals in Intervallen zu einem verpaarten Weibchen
hinzugesetzt, kann die Balzunterdriickung bis zu neun Tage anhalten (GAILEy D. et al., 1984;
REIF M. et al.,, 2002). Dieser Vorgang beruht nicht auf Erschopfung oder Gewdhnung des
mannlichen Tiers, sondern lasst sich als assoziatives Lernen bezeichnen und wird daher
aufgrund seiner recht einfachen Handhabe zur Untersuchung biochemischer Vorgange des
Lernens eingesetzt.
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1.6.3.1 Lernen und Gedachtnis in Drosophila: Molekulare Mechanismen

"Learning and memory are two of the most magical capabilities of our mind." (KANDEL E. et
al., 2014)

Lernen definiert sich als der Prozess des Erwerbens neuer Fahigkeiten, neuer
Informationen und neuen Wissens, wahrend der Begriff Gedachtnis die Fahigkeit beschreibt,
dieses angeeignete Wissen (ber einen gewissen Zeitraum abzuspeichern und wieder
abzurufen. Gedachtnis bewirkt langer anhaltende Verhaltensanderungen in Lebewesen,
basierend auf vorangegangene Erfahrungen (KANDEL E. et al., 2014; OkANO H. et al., 2000). Die
Speicherung von Erinnerungen ist kein gradliniger Prozess; sie kann eher als Resultat vieler
interaktiver Ablaufe gesehen werden und sich Uber unterschiedlich lange Zeitrdume
abspielen. Sie beginnt mit der Wahrnehmung und dem unmittelbaren Erlernen. In der Folge
konnen Informationen Uber das Kurzzeitgedachtnis und das mittelfristige Gedachtnis lber
Konsolidierung bis ins Langzeitgedachtnis gelangen. Im Langzeitgedachtnis werden
Informationen weiterhin standig bearbeitet, sie missen aufrechterhalten, aktualisiert, im
Zuge von Wiederherstellungsprozessen restabilisiert und mit weiteren Informationen
kombiniert werden.

Angesichts verstdrkter Forschung auf diesem Gebiet wurde ab 1970 verstarkt auf
vereinfachende Tiermodelle =zuriickgegriffen. Hierbei wurden vermehrt Invertebraten
eingesetzt und es stellte sich heraus, dass selbst Lebewesen mit einer relativ geringen Anzahl
an Nervenzellen, wie Drosophila mit ungefdahr 200.000 im Nervensystem, beachtenswerte
Fahigkeiten zu lernen aufweisen. Sie verfiigen lber eine breite Spanne an Lernmustern, wie
Habituierung, Sensibilisierung, klassische oder operante Konditionierung, wobei diese je
nachdem zu einem Kurz- oder Langzeitgedachtnis flihren (KANDELE. et al., 2014).

Zu den bekanntesten Lernparadigmen fir Drosophila zahlt die olfaktorische
Konditionierung, bei der die Tiere Uber klassische oder operante Konditionierung
Belohnungen und Bestrafungen mit einem Duftreiz assoziieren (QUINN W. et al., 1974; TuLLy
T. UND QUINN W., 1985). Im Verlauf dieser Experimente konnten unterschiedliche, distinkte
Gedachtnisformen in Drosophila nachgewiesen und prazisiert werden (TuLLy T. et al., 1994).
Ein weiteres bedeutendes Lernparadigma fiir operante Konditionierung stellt die "Heat-Box"
dar; in diesem Versuchsaufbau bilden die Tiere ein stabiles Ortsgedachtnis aus. Dieses
Gedachtnis unterscheidet sich von dem olfaktorischen Gedachtnis anhand der dafir
bendtigten Neurotransmitter und der beteiligten Gehirnstruktur, da der Pilzkdrper nicht
bendtigt wird (Putz G. UND HEISENBERG M., 2002; SITARAMAN D. et al., 2010). Ein visuelles
Gedachtnis lasst sich im Flugsimulator beobachten, wobei die Fliege sich bestimmte Muster
und Farben sehr gut merken kann (BREmMBS B. UND HEISENBERG M., 2000). Im Rahmen dieser
Arbeit wird das Lernparadigma der konditionierten Balzsuppression eingesetzt, bei dem
mannliche Fliegen ihr Balzverhalten vermindern, nachdem sie (iber langere Zeit von einem
unrezeptiven Weibchen abgewiesen wurden (s. 1.7 Erlernte Balzkonditionierung).

Die Grundlage der Ausbildung eines Gedachtnisses sind neue synaptische
Verknlpfungen und Verdanderungen der synaptischen Transmission (OkaNO H. et al., 2000).
Am besten beschrieben sind die molekularen und biochemischen Vorgiange in der
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Duftkonditionierung, bei der fir die Fliegen ein Duft als konditionierter Stimulus mit einem
Elektroschock als unkonditionierter Stimulus gepaart wird. Eine zentrale Rolle in diesem
assoziativen Lernen spielt die cAMP-Signaltransduktionskaskade. Die entscheidenden
Hinweise lieferten Experimente mit Mutanten, lGber deren Defekte in ihrem Lernverhalten
sich die zentralen Komponenten der cAMP-Kaskade charakterisieren lieRen. Das dunce-Gen
(Isolierung der dunce Mutante 1976 von DuUDAIY. et al.) codiert eine Phosphodiesterase, die
spezifisch cAMP mit einer hohen Affinitdt bindet und abbaut. Das rut-Gen (Isolierung der
Mutante 1984 von LIVINGSTONE M. UND TemPEL B.) codiert demgegeniiber eine
Ca’*/Calmodulin-aktivierte Adenylatcyclase, die cAMP aufbaut. Weiterhin lieR sich die
Proteinkinase A anhand von Mutanten mit Veranderungen ihrer Untereinheiten
identifizieren (DAVIES R. et al., 1995). Da diese Gene sehr stark im Pilzkdrper exprimiert
werden und die Wiederherstellung der cAMP-Signalkaskade im Pilzkorper das Verhalten der
Lernmutanten retten kann, lassen sich die Pilzkorper als Zentren im Gehirn von Drosophila
beschreiben, die sensorische Informationen fiir Gedachtnisprozesse integrieren (WADDELL S.
UND QUINN W., 2001). Das Modell des olfaktorischen Lernens beschreibt, dass bei diesem
Vorgang ein Neuron der Pilzkérper sensorischen Eingang Uber Interneurone des antenno-
glomeruldren Trakts in den Pilzkdrper-Calices erhadlt. Darlber hinaus erfolgt sensorischer
Eingang liber modulatorische (dorsal-paired-medial) Neurone, die bei dem Elektroschock das
Neuropeptid AMN freisetzen. Das koinzidente Auftreten dieser beiden sensorischen
Eingange bedingt die Aktivierung der RUT-Adenylatcyclase, dies bewirkt eine Erhéhung des
cAMP-Spiegels und damit verbunden eine Aktivierung der Proteinkinase A. Die Dauer dieser
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) legt fest, ob ein Kurzzeit- oder ein Langzeitgedachtnis
ausgebildet wird. Zur Bildung eines Langzeitgedachtnisses phosphorylieren die katalytischen
Untereinheiten der PKA Transkriptionsfaktoren wie das cAMP-response-element-binding-
protein (CREB). Dieses flihrt zu transkriptionsabhangigen synaptischen Veranderungen, die
die Grundlage des Langzeitgedachtnisses bilden (WADDELL S. UND QUINN W., 2001; DUBNAU J.
UND TULLY T., 1998).

1.6.3.2 Neuropeptid F in der Balzfrustration — Homolog zu dem humanen
Neuropeptid Y

Neuropeptid Y (NPY) wurde 1982 erstmalig isoliert und sequenziert, es ist ein Protein
bestehend aus 36 Aminosduren, welches im zentralen Nervensystem breit exprimiert und
evolutionar hochkonserviert ist (TATEMoTO K. et al., 1982). Es ist das am hé&ufigsten
vorkommende Peptid in Gehirn, besonders stark wird es in der Amygdala, dem Nucleus
accumbens, verschiedenen hypothalaminergen Kernen, dem Cortex und dem Hippocampus
exprimiert (ADRIAN T. et al., 1983). Aufgrund dieser konzentrierten Verteilung des
Neuropeptides in Gehirnregionen, die fir die Verarbeitung von Emotionen, emotionale
Wertigkeiten und Erinnerungen zustandig sind, geriet Neuropeptid Y in den Fokus der
Forschung, die mentale Stérungen behandelt. Es zeigt sich, dass NPY und dessen Rezeptoren
eine groRe Rolle in der Regulierung von Verhalten und physiologischer Antwort auf
bestimmte, meist negativ behaftete, Emotionen spielen, beispielsweise Angst, Stress und
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Schmerz und Einfluss nehmen auf Alkoholkonsum, Lernen und Gedachtnis, circadiane
Rhythmen und Essverhalten (HEeiLic M., 2004; ReDROBE J. et al., 2004). Im Rahmen dieser
Arbeit liegt das Interesse besonders auf der Auswirkung von Stress und Depression. Es liefl3
sich nachweisen, dass das NPY an der Wahrnehmung und dem Umgang mit Stress sowohl in
Nagern als auch im Menschen beteiligt ist. Ein hoherer Spiegel des Neuropeptids flihrt zu
einer groReren Resistenz gegeniber Stress und Belastung und unter Stresseinfluss kénnen
bessere Leistungen erbracht werden. Dabei lieBen sich Abhédngigkeiten zwischen der
Belastbarkeit im Menschen gegeniber Stress und Emotionen und der individuell-
variierenden NPY-Expression nachweisen (ZHou Z. et al., 2008). Individuen mit einer
niedrigeren Expression an NPY weisen eine hohere Aktivitait der Amygdala und damit
verbunden starkere Reaktionen auf Emotionen auf. Da Symptome wie Angstzustande und
Depression haufig gleichzeitig auftreten, wurde die Bedeutung von NPY in der Depression
untersucht. In den Tiermodellen der Depression zeigte sich, dass der Einsatz spezieller NPY-
Praparate depressionsartige Verhaltensphanotypen nach "Chronic Mild Stress"- und
"Learned Helplessness"-Paradigmen rickgangig machen kann. Hierbei wirken einzig
Agonisten eines speziellen NPY-Rezeptors, des Y1-Rezeptors. Zudem lie8 sich nachweisen,
dass Behandlungen mit Antidepressiva wie SSRIs, Lithium oder elektrokonvulsive Therapie
die NPY-Expression steigert und der NPY-Spiegel in den Tieren nach einer solchen
Behandlung normalisiert ist (REDROBE J. et al., 2002; Husum H. et al., 2000). Obendrein
belegen klinischen Studien, dass Patienten mit Depressionen im Vergleich zu gesunden
Probanden Uber eine herabgesetzte Konzentration an NPY in ihrer cerebrospinalen
Flussigkeit verfligen (HEILIG M. et al., 2004).

Im Genom von Drosophila befindet sich eine Sequenz, die fiir ein Homolog des NPY in
Saugern codiert, Drosophila Neuropeptid F (NPF). Sowohl die Sequenz des NPF als auch die
seines Rezeptors NPFR1 sind evolutionar hochkonserviert in Struktur und Funktion zu dem
Peptid in Sdugern (BROWN M. et al., 1999; GARCzYNskI S. et al., 2002). Anatomisch verzweigen
sich die vier grofiten NPF-exprimierenden Neurone im Gehirn von Drosophila im dorsalen
Protocerebrum und umgegeben teilweise die Neuropile der Pilzkdrper (NAsseL D. UND
WEGENER C., 2011). Das Spektrum der Wirkungsweise von NPF und dem dazugehérige
Rezeptor NPFR1 umfasst in Fliegen ihr Futtersuchverhalten, ihr Fressverhalten und ihr
Motivationsverhalten bei der Futteraufnahme, Aggression, Sensitivitdt gegenliber Alkohol
sowie ihre circadiane lokomotorische Aktivitat (Kim W. et al., 2013). Auch in Bezug auf den
Faktor Stress zeigt NPF eine Wirkung in Drosophila; das NPF-System ist ein guter Kandidat fiir
die zentrale Regelung der Stressantwort in den Fliegen. Es wurde dokumentiert, dass NPF
vorgehungerte Larven resistenter gegen dullere Stressfaktoren macht, dies fiihrt dazu, dass
ihr Verhalten zur Futterbeschaffung risikobehafteter ausfallen kann. Es wird vermutet, dass
der NPF-Signalweg sich auf das Futtersuchverhalten liber einen Anti-Stress-Mechanismus
auswirkt. Fur diese Theorie spricht zudem die Entdeckung, dass das NPF-Signalsystem direkt
die Antwort von TRP-Kandlen auf stressreiche Stimuli unterdriicken kann. TRP-Kanale
vermitteln in Drosophila Aversionsverhalten gegeniliber thermische, mechanische oder
chemische Stressfaktoren, daher wird durch die Abschwachung dieser Kanalerregung die
Toleranzschwelle gegeniliber Stresserscheinungen erhoht (Xu J. et al., 2010). Eine weitere
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zentrale Studie beschreibt, dass ein Zusammenhang zwischen dem NPF-Spiegel im Gehirn
von Drosophila und sexueller Frustration besteht. Tiere weisen nach einer langeren Phase
der sexuellen Deprivation durch verpaarte, unempfangliche Weibchen einen histologisch
messbar abgesenkten Spiegel an NPF im Gehirn auf. Zudem konnte man im Verhalten der
Tiere beobachten, dass ein andauernder Misserfolg in der Balz dazu fihrt, dass die
Mannchen in groReren Mengen Alkohol konsumieren als ihre sexuell erfolgreichen
Artgenossen. Diese Verstarkung im Alkoholkonsum lie8 sich durch eine Erhdéhung ihres
intrakraniellen NPF-Spiegels aufheben. Im Rahmen dieser Studie wird daher ein Modell
vorgestellt, nachdem das NPF/NPFR-System auf neuronaler Ebene den Zustand des internen
Belohnungssystems von Drosophila reprasentiert. Bestatigt wurde diese Annahme durch
Versuchsreihen, in denen die Tiere die klnstliche Aktivierung der NPF-Neurone in Lernessays
als Belohnungsreiz bewerteten. Die Aktivierung der NPF-Neurone vermittelt demnach ein
Belohnungssignal und kann die Reaktion der Tiere auf weitere zugefiihrte Belohnungsstimuli
modulieren (SHOHAT-OPHIR G. et al.,, 2012). Anhand einer neuen Technik, bei der sich
neuronale Aktivitdit mithilfe eines transkriptionalen Reporters des intrazelluldren
Calciumspiegels nachverfolgen lasst, konnte die Veranderung der NPF-Aktivitat durch die
Balzdeprivation in einer oberen Schicht des facherformigen Korpers — einer weiteren
Gehirnstruktur des Zentralkomplexes in Drosophila — lokalisiert werden (GAo X. et al., 2015).
Viele in Drosophila beschriebene Funktionen des NPF/NPFR-Systems zeigen
Ubereinstimmungen mit den Erkenntnissen zu Funktion und Regulierungsmechanismus des
NPY aus Sdugern und liefern Einsichten in die Interaktion zwischen sozialen Erfahrungen,
Stress und dem Belohnungssystem.
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1.7 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den beiden anthropomorphen Parametern
Motivation und Depression in dem genetisch adressierbaren Modellorganismus Drosophila.
Ausschlaggebend ist hierbei die Beobachtung, dass die natiirliche Aktivitdt von Drosophila
artifiziell durch duBere Einfllisse im Sinne dieser Parameter moduliert werden kann.

Daher wird im Rahmen dieser Arbeit zunachst die Aktivitat und Motivation der Tiere
bei Verabreichung attraktiver Stimuli olfaktorischer oder visueller Art bewertet, wobei als
MaR die Kletteraktivitat dient. Uber die Auswertung der Kletterbemiihungen der Tiere lassen
sich direkte Riickschlisse auf die Motivation der Tiere, die andere Seite zu erreichen, ziehen.
Dabei wird der Einfluss von bestimmten Hirnstrukturen auf die Motivationssteuerung bei
unterschiedlichen Sinnesreizungen untersucht, um im weitesten Sinne einem "limbischen
System" in der Fliege auf die Spur zu kommen.

Ein besonderes Augenmerk dieser Arbeit richtet sich zudem auf den Parameter
Depression. Hierbei werden die Tiere Uber wiederkehrende, fiir sie unkontrollierbare
Stressreize in einen depressionsartigen Zustand verminderter Aktivitat versetzt. Kontrolliert
wird diese Aktivitatsminderung in unterschiedlichen Verhaltensparadigmen wie Lokomotion,
Balz oder Klettern, um zu verdeutlichen, dass es sich hierbei um die Darstellung eines
generellen, nachhaltigen Phdanomens handelt. In einem nachsten Schritt werden
Unterschiede zu dem bereits bekannten Phanotyp der konditionierten Balzfrustration
ausgefiihrt, es lassen sich grundlegende Differenzen in biochemischen Prozessen, wie
beispielsweise der cAMP-Kaskade, herausarbeiten.

Auf Basis dieser Erkenntnisse sollen die biochemischen Grundlagen der
depressionsartigen Aktivitatsminderung in Drosophila genauer charakterisiert werden. Dies
flhrt zu einer intensiven Auseinandersetzung mit dem Einfluss des serotonergen Systems
auf den Aktivitatszustand der Tiere nach unkontrollierbarem Stress, wobei sowohl
bestimmten serotonergen Neuronen als auch Rezeptoren eine wichtige Rolle zugeschrieben
werden kann.

Im Zuge dieser biochemischen Analyse lasst sich die besondere Wirkung der
Verabreichung von Saccharose auf das depressionsartige Verhalten akzentuieren und mit
Serotonin in Verbindung bringen.

Ein Etappenziel der Arbeit ist daher die Etablierung eines neuen
Verhaltensparadigmas, welches die Betrachtung eines depressionsartigen
Verhaltensphanotyps ermoglicht. Auf dieser Basis gelingt es, Einblick in die diesem Verhalten
zugrunde liegenden biochemischen Abldufe sowie deren pharmakologischen
Behandlungsmoglichkeiten zu erhalten und es von dem in der sexuellen Deprivation
erzeugten, assoziativ gelernten Frustrationsverhalten abzugrenzen.
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Material und Methode

Gerat Verwendung Modell Hersteller
Aquarium-Pumpe Duftstrom Apfel-Hefe M2K2 Schego
Binokular M7 WILD Heerbrugg
Binokular Sz61 Olympus
Feinwaage Einwaage Chemikalien 2254 Sartorius
Funktionsgenerator | Frustrationsapparatur 3310B Hewlett-Packard
GmbH
Heizbad WNB14 Memmert
Konfokalmikroskop Antikorper-Histologie SP6 Leica
Kahlblock Edmund Buhler TK108
Kihlblock Fryka-Kaltetechnik TK300
Leuchtstoffrohre Schnelle Phototaxis Philips TL 20W(33)
Kaltlichtquelle Beleuchtung Apparatur KL 1500 Schott Mainz

Magnetriihrer Ansatz Chemikalien COMBIMAG RCH | Janke und Kunkel KG
IKA Werk
Mikrotom Paraffin-Histologie 1140/Autocut Reichert-Jung
Oszilloskop Frequenzkontrolle TDS 210 Tektronix
Frustration
Pipetten-Set Antikorper-Farbungen Eppendorf
Schittler Vibrations-Frustration Type 4810 Briiel & Kjoer
Stoppuhr Messung Balzzeit SKT338N Oregon Scientific
Thermoschrank 25°C/30°C-Schrank Liebherr
UV-Lichtmikroskop Autofluoreszenz- BXFO53 Olympus
Paraffin-Histologie
UV-Lichtmikroskop | Analyse der Antikorper- Axioplan Zeiss
Farbung
Warmeschrank u25 Memmert
Warmeschrank 64°C Schrank Paraffin T 6030 Heraeus Instruments
Zeitschaltuhr Frustrationsapparatur EMT2400G Everflourish




Material und Methode

2.1.2 Ldésungen

PBS 3,8g/500ml NaCl
0,625g/500ml Na,PO4*H,0
0,207g/500ml Na,PO4 *H,0

8% PFA/PBS 0,8g Formaldehyd
8ml ddH,0
100ul 1IN NaOH (<60°C)
100ul 1N HCL
1ml 10xPBS
ddH,0 auf 10ml

4% PFA/2,0xPBT 500ul 8% PFA/PBS
200pl 10% Triton X-100 (Merck-)Stammldsung
250u! ddH,0
50ul 10xPBS

4%PFA/0,2xPBT 500ul 8% PFA/PBS
20pul 10% Triton X-100
480ul PBS

PBT 0,3% 5ml 10xPBS
1,5ml 0,1% Triton X-100 (10% StammlOsung in
ddH,0)

Carnoy-Losung 30 ml 99,8% Ethanol (vergillt)

15 ml 99,8% Chloroform
5 ml 90 % Eisessig

2.1.3 Antikorper

Primare Antikorper

Tabelle 2: Verwendete primare Antikérper

Antikorper Tier Firma Verdiinnung
Anti-GFP chicken (IgY) Aves 1:2000
Anti-Serotonin (5HT) rabbit Sigma 1:1000
Anti-Trio mouse DSHB 1:100
Anti-Fasciclin I mouse DSHB 1:100




Sekundare Antikorper

Tabelle 3: Verwendete sekundare Antikorper

Material und Methode

Sekundarer Antikérper Farbstoff Firma Verdiinnung
Anti-chicken Alexa Fluor 488 | Invitrogen 1:1000
Anti-chicken Alexa Fluor 488 | Invitrogen 1:2000
Anti-rabbit Cy3 Jackson/Dianova 1:1000
Anti-mouse Cy3 Jackson/Dianova 1:1000

2.1.4 Medien/Lésungen

Standard-Futtermedium zur Fliegenzucht

Die Zuchtglaser werden mit einem Futterbrei befillt, der
Malzextrakt, Zuckerriibensirup, Bierhefe, Backerhefe, Agar-Agar und Wasser besteht.
Zusatzlich werden spezielle Pappstreifen, die mit Methyl-4-Hydroxybenzoat (Nipagin) und
Hefesuspension betraufelt werden, in den Futterbrei gesteckt.

Apfelsaft-Hefe-Losung

Saccharose-Losung (5%)

5-Hydroxy-L-Tryptophan-Lésung

a-Methyl-DL-Tryptophan-Losung

Naratriptan-Losung

Tandospirone-Losung

8-Hydroxy-DPAT-L6sung

aus Maisgries, Sojamehl,

150 ml Apfelsaft (Vitafit naturtriib)
20 g Frischhefe (Wieninger Hefe)

2,5 g Saccharose/50 ml H,0

vermischt mit:
Lebensmittelfarbe (Schwartau (5ml/50ml)
Patent blue V sodium salt

(-)-5-Hydroxy-L-Tryptophan (1mg/ml) in
5% Saccharose-Losung
ddH,0 + Patentblau

500 pl ddH,0/Patentblau +

500 ul /100mM a-Methyl-DL-Tryptophan-L&sung

500 pl 5%Sacc/Lebensmittelblau +
500 ul /100mM a-Methyl-DL-Tryptophan-L&sung

990 pul ddH,0/Patentblau +
10 pl/10mM Naratriptan-Losung

800 pul ddH,0/Patentblau +
200 pl/2,5mM Tandospirone-Losung
(aufgelost in 1:1 ddH,0/EtOH)

990 ul ddH,0/Patentblau +
10 pl/10mM 8-OH-DPAT-LOsung



2.1.5 Chemikalien

5-Hydroxy-L-Tryptophan

8-Hydroxy-DPAT Hydrobromid

a-Methyl-DL-Tryptophan

Chloroform

Diethylether

EiweiRglycerin

Entellan (Schnelleindeckmittel)

Naratriptan Hydrochloride

Hydroxyurea

Patent blue V sodium salt

Tandospirone

Sigma

Tocris

Sigma

Sigma

Sigma

CAS-Nr.: 4350-09-8
Best.Nr.: H9772

CAS-Nr.: 76135-31-4
Best.Nr.: 0529

Art: crystalline
CAS-Nr.: 153-91-3
Best.Nr.: M8377

CAS-Nr.: 6766-3
Best.Nr.: C2432

CAS-Nr.: 60-29-7
Best.Nr.: 296082

Waldeck

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Best.Nr.: 3T-012

Best.Nr.: 1079610100

CAS-Nr.: 143388-64-1
Best.Nr.: N1415

Art: powder (98%)
CAS-Nr.: 127-07-1
Best.Nr.: H8627

CAS-Nr.: 20262-76-4
Best.Nr.: 21605

CAS-Nr.: 87760-53-0
Best.Nr.: T6704

Material und Methode
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Xylol Roth
CAS-Nr.: 1330-20-7
Best.-Nr.: CN80

2.1.6 Fliegenstamme

Alle verwendeten Fliegenstamme, sowie transgene UAS- und Treiberlinien werden in Tabelle
4, Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Verwendete Staimme

Linie Chr. Referenz Herkunft
Wildtyp Canton S WT LINDSLEY D. AND E., 1968 BLOOMINGTON
STOCK-NR: 1
dnc? | DupalY. et al., 1976 HEISENBERG M., UNI
WURZBURG
rut | LEvIN L. et al., 1992 HEISENBERG M., UNI
WURZBURG

Tabelle 5: Transgene UAS-Linien

Linie Chr. Referenz Herkunft
P{UAS-TeTxLC.tnt} Il SWEENEY et al., 1995 ScHoLz H., UNI KOLN
w*;P{UAS- Il ROSENZWEIG M. et al., 2005 PoEeck B., UNI MAINZ
TrpA1(B).K}attP2/TM6B, Th’
P{UAS-NaChBac}S/TMGB,Tbl 1] NITABACH M. et al.,2006 BLOOMINGTON
STOCK-NR: 9468
P{UAS-NaChBac}2 i NITABACH M. et al.,2006 BLOOMINGTON
STOCK-NR: 9469
UAS-npf°VA I WENT. et al., 2005 SHEN P., UNIVERSITY OF
GEORGIA
P{UAS-5-HT1B.Y}3 i Yuan Q. et al., 2005 BLOOMINGTON
STOCK-NR: 27633
P{UAS-5-HT1B.IR} i Yuan Q. et al., 2005 BLOOMINGTON
"5-HT1B RNA;i" STOCK-NR: 27632
P{TRiP.JFO1852}attP2 1 NiJ.etal., 2014 BLOOMINGTON
"5-HT1A RNA|" WiLLiams M. et al., 2014 STOCK-NR: 25834
DoNoR: RNAi PROJECT
P{UAS-mCD8::GFP}TM3/Sb 1 LEET. aND Luo L., 1999 BLOOMINGTON
STock-NR: 5130
P{TubP-GAL80ts}20 Il MCGUIRE S. et al., 2003 BLOOMINGTON
STOoCK-NR: 7019
TubP>GAL80"™ UAS-TNT 1] REKOMBINANTE AUS Poeck B., UNI MAINZ
P{UAS-TeTxLC.tnt}
P{tubP-GAL80ts}




Tabelle 6: Transgene Treiberlinien

Material und Methode

Linie Chr. | Hauptexpressionsorte Referenz Herkunft
P{GawB}illi***" I Pk, Antennalloben, 2 RENNS.etal., | D.ARMSTRONG, UNI
horizontale Schichten 1999; ZARs T. et EDINBOURGH
des Fb, R3 des Eb, PI al., 2000 Stock-NR: 30817
P{Mef2-GAL4.247} 11 a-,B-,y-Loben Pk, Calyx ZARST. et al., HEISENBERG M., UNI
"mb247-GAL4" Pk, mittlere Schicht FB, | 2000; TANAKA N. WURZBURG
aulere Schicht EB et al., 2008 STock-NR.:50742
P{GawB}Hr39*° I a-,B-Loben Pk YANG M. et al., BLOOMINGTON
1995 STOCK-NR.:7362
P{GawB}H24 11 y-Loben Pk, MARTIN J. et al., TaNiMOTO H., MPI
Antennalloben, EB, 1998, AsoY. et MUNCHEN
optische Loben al., 2009, STocK-NR.: 51632
P{GawB}NP1131/ Il a'-,B'-Loben Pk, y- TaNAKA N. et al., | KyoTo Stock CENTRE
CyO Loben Pk, Calyx Pk, EB 2008, MARTIN- NR.: 103898
PENAA., 2014
Or83b-GAL4 Il Antennalloben, NG M. ETAL,, MIESENBOCK G.,
olfaktorische 2002; LARSSON UNIVERSITY OF
Rezeptorneurone M. et al., 2004 OXFORD
P{GawB}Cka“">? I o'-,B'-Loben Pk, EB, ARMSTRONG J. et ARMSTRONG J.,
Antennalloben al., 2006 UNIVERSITY OF
EDINBURGH
STock-NR.:30829
P{HNn.493-GAL4} I Serotonerge Neurone LEE P. et al., HirsH J., UNIVERSITY
“TrH493-GAL4” im PK 2011 OF VIRGINIA
TrH-GAL4 1] Muster der SADAFS. et al., BIRMAN S., PARIS-
serotonergen Neurone 2012 TECH
im ZNS
P{GAL4-5- i Muster des Serotonin Yuan Q. et al., BLOOMINGTON
HTR1B.Y}3 Rezeptors 5HT-1B 2005 Stock-NR: 27637
P{GAL4-5- Il Muster des Serotonin Yuan Q. et al., BLOOMINGTON
HTR1B.Y}2 Rezeptors 5HT-1B 2005 STOCK-NR: 27636
5-HT-1A-GAL4/CyO Il Muster des Serotonin GASQUE G. et al., RaoY.,
Rezeptors 5HT-1A 2013 IDG/M“GOVERN
INSTITUTE, PEKING
P{NPF-GAL4.1}1 11 Neuropeptide F- Wu Q. et al,, BLOOMINGTON
sekretierende Neurone 2003 Stock-NR: 25682
P{NPF-GAL4.1}2 Il Neuropeptide F- Wu Q. et al., BLOOMINGTON
sekretierende Neurone 2003 Stock-NR: 25681
P{tubP-GAL80"} 11 Tempordr steuerbare | McGUIRES. et al., BLOOMINGTON
Expressions- 2003 Stock-NR: 7017

Zielbestimmung
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufzucht und Haltung

Gehalten und aufgezogen werden die Fliegen in zylindrischen Kunststoffréhrchen, deren
Durchmesser 3,5 cm und deren Hohe 8 cm betragt. Diese werden zu ca. % (bei Kreuzungen
etwas weniger) mit dem Standard-Futtermedium (s. 2.1.4 Medien/Lésungen) befllt und mit
einem Saugpappstreifen versehen (B: 2cm; H: 4cm; T: 0,2 cm; Fa. K-TK e.K., Retzstadt), der
zuvor mit Nipagin und Hefe betraufelt wurde. Verschlossen werden diese Glaschen mit Anti-
Milben-Schaumstoffstopfen (Fa. K-TK e.K., Retzstadt); so soll ein Befall durch Parasiten
verhindert werden. Die Tiere werden in Klimardumen gehalten, in denen bestandig 25°C
sowie 60% Luftfeuchtigkeit herrschen und ein Hell-/Dunkelrhythmus von 10/14 Stunden
eingestellt ist. Frisch geschliipfte Tiere werden innerhalb weniger Tage in frische
Aufzuchtsrohrchen Giberfiihrt, um Uberbevélkerung und Futtermangel zu vermeiden.

2.2.2 Kreuzungen

Fiir den Ansatz von Kreuzungen werden die bendétigten Stamme ausgewahlt und jeweils in
ihren Futterglasern durch die Zugabe von CO, betdubt. Nach vorher aufgestellten
Kreuzungsschemata werden von einem Stamm unverpaarte Weibchen, bei dem anderen
Stamm Mannchen auf einem CO,-Pad unter einem Binokular abgesammelt. Die Weibchen
sind vier bis sechs Stunden nach dem Schliipfen noch nicht rezeptiv, da vor allem ihre
Cuticula noch nicht vollstandig ausgehartet ist (DAHMANN C., 2008). Die noch jungfraulichen
Tiere lassen sich gut an dem sogenannten Meconium (Darminhalte der Larve) erkennen und
daraufhin absondern. In diesem friihen Adultstadium ist die Cuticula-Farbung meist noch
dullerst schwach, daher muss bei der geschlechtsspezifischen Auftrennung besonders auf
die basalen Tarsen am ersten Beinpaar geachtet werden, die nur bei mannlichen Tieren
vorhanden sind.

Die abgesammelten weiblichen und mannlichen Fliegen werden in einem
Ansatzglaschen gekreuzt und nach funf bis sieben Tagen in ein neues Glaschen gesetzt.
Damit wird vermieden, dass eine Vermischung der parentalen Generation mit der nach
ungefahr zehn Tagen (25°C) schliipfenden F1-Generation stattfindet.

2.2.3 Vor- und Nachbereitungen der Versuche

Fiir etliche Verhaltensparadigmen (z.B. Kletterparadigma, Buridan'sches Paradigma) missen
die Versuchstiere flugunfahig gemacht werden. Dazu werden den Tieren zehn bis 24 Stunden
vor dem entsprechenden Experiment die Fligel gekilrzt. Die Tiere miissen zu diesem
Zeitpunkt mindestens 24 Stunden alt sein, da erst dann davon ausgegangen werden kann,
dass ihre Cuticula vollstandig ausgehartet ist. Das Kiirzen der Fliigel erfolgt unter
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Kélteanasthesie bei 4°C auf einem Kihlblock. Die Fligel werden auf etwa ein Drittel ihrer
urspriinglichen Lange mithilfe einer Iridektomieschere geschnitten. Hierbei wird besonders
darauf geachtet, dass die Innervierung der Fliigelgelenke nicht verletzt oder durchtrennt
wird. AuBerdem dirfen die Versuchstiere nicht langer als flinf Minuten gekihlt werden, da
eine andauernde Absenkung von Korpertemperatur und Stoffwechsel zu neuronalen
Schaden flhren kann.

Um auszuschliellen, dass die Fliegen aufgrund von Differenzen in ihrer KorpergréfRe
unterschiedliches Kletterverhalten zeigen, werden den Tieren im Anschluss an den
jeweiligen Versuch die Vorderbeine abgetrennt und deren Linge dokumentiert. Die
Vorderbeine werden auf der Hohe des Trochanters abgetrennt und auf einem Objekttrager
fixiert. Die Langen von Tarsi und Tibiae werde mithilfe einer Schublehre Uber eine
hundertfache VergroRerung an einem Videobildschirm vermessen und je Tier addiert. So
kdnnen die Vorderbeinlangen aller Tiere statistisch verglichen werden.

2.2.4 Verfltterung von Chemikalien

Zum direkten Nachweis des Einflusses des Neurotransmitters Serotonin auf das Verhalten
von Drosophila wird sowohl eine Vorstufe des Neurotransmitters (5-HTP) als auch ein
Synthese-Inhibitor (a-MTP) verfittert.

Es wird Filterpapier (Rundfilter; Schleicher & Schuell, Ref.Nr.: 10331409) auf
BodengroRe eines kleineren Aufbewahrungsgldschens fur Fliegen zugeschnitten (@ 3,5 cm)
und in ein leeres Aufbewahrungsglaschen eingelegt. Den zu verfitternden Lésungen wird
blaue Lebensmittelfarbe (Patent blue V oder Lebensmittelfarbe Schwartau) zugegeben, um
die Losungsaufnahme zu verfolgen und nachzuweisen. Mit einer Eppendorfpipette werden
ungefahr 200 pl der zu verfiitternden Losung auf das zugeschnittene Filterpapier pipettiert.
Die Fliegen werden den Tag Uber vorgehungert und Uber Nacht in die kleinen
Aufbewahrungsglaschen eingesetzt. Sie verbleiben 15 bis 16 Stunden auf der Losung. Bei der
Entnahme der Tiere wird kontrolliert, ob ihre Abdomen eine distinkte Blaufarbung aufweisen
(weiBer Pfeil, Abbildung 7).

Abbildung 7: Abdomenfarbung
nach Losungsverfiitterung
Mannliche Drosophila mit blau
gefarbtem Abdomen
(Kennzeichnung mit Pfeil) nach
zwolf Stunden auf Saccharose-
Medium mit  Zusatz  von
Lebensmittelfarbe (obere Reihe)
im  Vergleich zu mannlichen
Tieren auf Futter ohne
Lebensmittelfarb-Zugabe (untere
Reihe)
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2.2.5 Ablation der Pilzkorper

Es wurde eine Methode entwickelt, bei der in Drosophila die Entstehung der Pilzkdrper
gezielt unterdrickt werden kann, ohne dass dabei Verdanderungen an anderen
Hirnstrukturen hervorgerufen werden (DE BELLE J. UND HEISENBERG M., 1994). Grundlegend
dafir ist, dass die Pilzkbrper sich mit ihren 2500 intrinsischen Kenyonzellen pro
Hirnhemisphare in der Drosophila-Larve aus je vier Neuroblasten entwickeln. In den frisch
geschlipften Larven sind in den ersten fiinf bis acht Stunden nur diese vier Neuroblasten,
zusammen mit einem lateralen Neuroblasten, mitotisch aktiv (ITo K. uND HOTTA Y., 1992;
PROKOP A. UND TECHNAU G., 1994). Wird den Larven in diesem Zeitfenster das Zytostatikum
Hydroxyurea (HU) verfittert, werden demnach nur die Neuroblasten ablatiert, die fir die
Ausbildung der Kenyonzellen verantwortlich sind. Die einzigen Beeintrachtigungen, die
zusatzlich beobachtet werden konnen, ist einerseits eine Volumenreduktion der
Antennalloben auf ca. 68% und andererseits eine Verlangerung der Entwicklungszeit um
einen Tag (DE BELLE J. UND HEISENBERG M., 1994).

Zur Durchfiihrung werden drei Tage alte Weibchen in Petrischalen (@ 5,5 cm) gesetzt
und fiir sechs Stunden bei 25°C auf dem Nahrbrei belassen. Nach 16 Stunden lassen sich
erste Larven von den Petrischalen entfernen. Nach grindlichem Saubern der Platten und
damit Entfernen der vorhandenen Tiere, werden in einem Zeitfenster von einer Stunde frisch
geschlupfte Larven abgesammelt und in vorbereitete GefaBe mit 60mg/ml HU (gelost in
verflissigter Hefe) eingesetzt. Parallel dazu werden Larven zur Kontrolle in ein Gefal§
eingebracht, in dem sich lediglich verfliissigte Hefe befindet. Nach genau vier Stunden
werden die Larven mithilfe einer Vakuum-Filtrierflasche aus dem Hefe-Brei ausgewaschen;
dieser Behandlung werden sowohl die Tiere in der mit HU versetzten Schale als auch die
Kontrolltiere unterzogen. Sie werden getrennt voneinander in Standard-Futterglaser
Uberfihrt und in der Zuchtkammer bei 25°C aufgestellt.

Nach zehn Tagen sind die Drosophilae entwickelt und bei den meisten Tieren sind die
Pilzkorper stark reduziert, es sind groBtenteils nur die embryonalen Kenyonzellen
aufzufinden. In allen Fliegen wird durch Paraffin-Histologie (2.2.8.1) Uberprift, ob die
Verfitterung von HU zu einer erfolgreichen Ablation der Pilzkorper gefiihrt hat.

2.2.6 Erzeugung eines depressionsartigen Zustands durch Vibrationen

Erlernte Hilflosigkeit wird in Tieren Uber den Einsatz von unkontrollierbaren
Stressereignissen ausgeldst (OVERMIER J. UND SELIGMAN M., 1967). In Drosophila konnte YANG
2013 erlernte Hilflosigkeit nachweisen, erzeugt Uber elektrische Stromschlage im
sogenannten "ldle-Experiment". In den Untersuchungen dieser Arbeit werden Vibrationen in
einer fir die Tiere unangenehmen Frequenz eingesetzt, um die Fliegen in einen
depressionsartigen Zustand zu versetzen. Welche Frequenz von Drosophila als unangenehm
wahrgenommen wird, wurde in Vorversuchen im Rahmen einer Diplomarbeit (RIEs A., 2011)
bestimmt. Hierbei wurde die Ausprdagung einer von den Fliegen gezeigten
Vermeidungsreaktion als Reaktion auf unterschiedliche Frequenzen beobachtet und notiert.
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Durch diese Beobachtungen war es moglich, die Frequenz von 300 Hz als unangenehmen
Reiz zu identifizieren.

Der Aufbau (Abbildung 8) besteht aus einem Schittler, auf den sich (iber einen
kleinen Podest-Aufbau mit entsprechender Halterung ein Plexiglas-Rohrchen aufbringen
ldsst. Das Plexiglas-Réhrchen ist 9,8 cm lang und hat einen Durchmesser von 0,4 cm. Uber
Gummibander lassen sich weitere Plexiglas-Rohrchen derselben GrofRe zusatzlich auf dem
Schittler montieren. Die Vibrationen werden in allen Réhrchen in der gleichen Starke
Ubertragen. Diese zusatzliche Anbringung von Rohrchen macht es moglich, mehrere
Versuchsgruppen parallel zu bearbeiten. Gesteuert wird der Schittler Uber zwei
hintereinander geschaltete Zeitschaltuhren, um sehr prazise Zeitintervalle zu erzeugen. Die
erste Zeitschaltuhr gibt eine grobe Taktung vor, sie ist direkt mit der Steckdose verbunden
und schaltet in einem Zeitraum von zwoélf Stunden alle 45 Minuten den elektrischen Kontakt
fir alle weiteren Gerdte ein, 15 Minuten spater wird der Kontakt von ihr wieder
unterbrochen. Mit ihr verbunden ist eine zweite Zeitschaltuhr, die fiir die feinere Taktung
zustandig ist. Sie steuert einen Frequenzgenerator mit einer Taktung von 20:10 Sekunden.
Diese Unterbrechung des Vibrationsreizes von zehn Sekunden in einem 20-Sekunden-Takt
soll bewirken, dass die Fliegen Uber jeweils eine Vibrationseinheit von 15 Minuten nicht auf
den Reiz adaptieren. Der Frequenzgenerator erzeugt bei jeder Aktivierung durch die
Zeitschaltuhren periodische elektrische Signale in Form von Rechteckimpulsen. Diese
werden mit der maximalen Amplitudenstellung von zehn an den Schittler weitergeleitet.
Uber diese Schaltung ist garantiert, dass die Tiere immer in einem prazisen, gleichmaRigen
Muster den unkontrollierbaren Vibrationsreizen ausgesetzt sind. Umgeben wird die gesamte
Apparatur von einer Hartplastik-Manschette aus opakem WeiRglas (@ 19 cm). Die Tiere
werden so nicht vom Tageslicht isoliert, sie wirkt aber leicht abdunkelnd und verhindert den
Einfall direkter Lichtreize oder ablenkender Bewegungsreize von aulen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Vibrationsapparatur

Die erste Zeitschaltuhr () schaltet Gber zwolf Stunden alle 45 Minuten fir 15 Minuten den
elektrischen Kontakt flr alle angeschlossenen Gerate frei. In diesen 15 Minuten aktiviert die
zweite Zeitschaltuhr (ll) alle 30 Sekunden fiir 20 Sekunden den Frequenzgenerator. Der
Frequenzgenerator moduliert den Schittler, indem er ein Rechtecksignal von 300 Hz generiert.
Auf den Schiittler aufgebracht sind ein oder mehrere Plexiglas-Rohrchen, deren Enden mit Watte
verschlossen sind und in denen sich die Fliegen befinden. Ein LED-Licht (nicht abgebildet) blitzt bei
jeder Aktivierung des Schiittlers auf.

Es werden immer zehn bis zwanzig Tiere Uber einen Aspirator in ein Plexiglas-Réhrchen
eingesetzt. Die Watte zum Verschluss an beiden Seiten des Rohrchens wird dabei soweit
eingeschoben, dass eine Aufenthaltskammer mit einer GréRe von ca. 1,5 cm (@ 0,4 cm)
entsteht. Diese kiinstlich-erzeugte Enge flhrt zu zusatzlichem sozialen Stress bei den Tieren
und verstarkt somit das Stressereignis. Ebenfalls zur Verstarkung des Stresses dient ein LED-
Lampchen, das variabel an den Plexiglas-Rohrchen festgeheftet werden kann. Dieses ist mit
der zweiten Zeitschaltuhr verbunden und gibt vor jedem Einsetzen der Vibration einen
Lichtblitz ab, wodurch die Unausweichlichkeit des Ereignisses besonders hervorgehoben
wird. Die Fliegen befinden sich insgesamt an finf Versuchstagen in der Apparatur, an drei
Tagen sind sie den Vibrationen fir flinf bis sechs Stunden ausgesetzt, an den beiden anderen
Tagen flir zehn Stunden.

Parallel zu den Fliegen, die sich unter Stressbelastung befinden, werden weitere
Fliegen in dhnlicher Anzahl in ein loses Plexiglas-Réhrchen eingebracht und so eine gleich
grofRe Aufenthaltskammer geschaffen. Diese Kontrolltiere sitzen liber denselben Zeitraum in
diesem Rohrchen, das auf Gummibandern gepolstert auf einem Tisch abgelegt wird. Sie sind
damit ohne stresserzeugende Erschiitterungen denselben Futter- und Platzbedingungen
ausgesetzt.
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2.2.6.1 Zeitachse in der Depression

Die Zugabe von Stress in Form von unausweichlichen Vibrationen erfolgt immer einem
bestimmten Zeitschema entsprechend. Die Graphik der Abbildung 9 befindet sich in
unterschiedlichen Ansichten zur Verdeutlichung der Daten im Ergebnisteil stets tber den
Ergebnisgraphen; im Folgenden wird ihre Grundstruktur kurz erlautert.

Ziel des zeitlichen Aufbaus der Versuche ist es, (ber mehrere Tage die Tiere in einen
depressionsartigen Zustand Uber Zugabe von unkontrollierbaren Stress zu versetzen und
diesen Zustand in Form einer Aktivitdtsminderung in bestimmten typischen
Verhaltensweisen der Fliegen nachzuweisen. Bei einigen Verhaltensweisen — wie
beispielsweise Laufverhalten oder Balz - reicht es aus, die Tiere Uber mehrere Tage dem
Stress auszusetzen, sie im Anschluss aus der Apparatur zu entnehmen und im jeweiligen
Paradigma zu testen. Die Aktivitditsminderung wird dann im Vergleich zu den Kontrolltieren
(ohne Vibrationsstress) sichtbar.

Bei dem Kletterverhalten handelt es sich aber (wie in 1.6.2 der Einleitung Seite 22
beschrieben) um ein sehr komplexes Verhalten. Daher gestaltet sich der Ablauf der
Versuchsreihen etwas gestaffelter.

Pretest 4 Tage Test 1Tag Test?2
Stress | B
@ +Kontrolle +
Losungen
(z.B: Sucrose,
5-HTP)

Abbildung 9:Zeitachse der Depressionsversuche
Schematische Abbildung des zeitlichen Ablaufs in den Versuchsreihen zur Depression in Drosophila

Die Fliegen werden an Tag 1 im naiven Zustand getestet (Pretest). Damit soll einerseits
sichergestellt werden, dass die Tiere sich im Grundzustand ihres Kletterverhaltens dahneln
und miteinander verglichen werden kénnen. Klettern ist ein relativ variables Verhalten, das
eng mit Korpergrolle, Fitness und Motivationszustand jedes einzelnen Tieres verknipft ist.
Andererseits lassen sich bei diesem Vortest gezielt Tiere auswahlen, die eine gewisse Anzahl
an Kletterversuchen in ihrem Lauf aufweisen. Da der Frustrationszustand Uber eine
Abnahme in der Kletteraktivitat bemessen wird, ist es hilfreich, die Fliegen auszusondern, die
schon in ihrem Grundzustand keine Kletteraktivitdt aufzeigen. Bei diesen Tieren kann man
keine merkliche Anderung im Verhalten aufzeigen.

An den folgenden zwei Tagen werden die Tiere jeweils zehn Stunden in ihre
entsprechenden R6hrchen eingesetzt, abends kommen die Fliegen in ihre Futterglaschen
und verbringen die Nacht ohne Einwirkung von auBen.

An Tag 3 des Versuchsdurchlaufs befinden sich die Fliegen funf bis sechs Stunden in
der stresserzeugenden Apparatur beziehungsweise den entsprechenden Kontrollkammern.
Im Anschluss daran wird ihre Aktivitat im Kletterverhalten (iberprift (Test 1). Der Test erfolgt
zur selben Tageszeit wie der des ersten Tages, damit Schwankungen im Aktivitdatsverhalten
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der Tiere aufgrund ihrer circadianen Rhythmik ausgeschlossen werden konnen (ALLADA R. UND
CHUNG B., 2010; StoLERu D. et al, 2004). Anschliefend kénnen die Fliegen auf ihr normales
Futter zuriickgesetzt werden. Bei pharmakologischen Tests werden die Tiere zu diesem
Zeitpunkt in vorbereitete Glaschen eingebracht, an deren Boden sich ein Filterpapier mit der
entsprechenden Testlosung befindet. Die Testtiere befinden sich zu diesem Zeitpunkt in
einem hungrigen und durstigen Zustand, sodass die Aufnahme der angefarbten Testlosung
innerhalb der nachsten zwolf Stunden gewahrleistet wird. Um die Aufnahme der Testlosung
zu Uberprufen, werden bei Entnahme aus den Gldsern die Abdomen der Drosophila
kontrolliert. Ein blaues Abdomen zeigt den positiven Nachweis (Abbildung 7).

Dieser optionalen Verfiitterung unterschiedlicher Substanzen schlieBt sich erneut
eine Aufenthaltszeit in der Vibrations-Apparatur an. Wie am Vortag findet ein Test auf
Kletteraktivitat nach flinf bis sechs Stunden statt (Test 2). Hierbei kann direkt Uberpriift
werden, ob die den Tieren verabreichten Substanzen Anderungen in ihrer Aktivitit im
Vergleich zum Vortag hervorrufen. Zum Abschluss der Experimente werden die Fliegen in
ihre Futterglaschen gesetzt und auf 18°C gehalten, bis ihnen zur Bestimmung der
Korpergrolle die Vorderbeine abgenommen werden.

2.2.7 Verhaltensexperimente

2.2.7.1 Kletterparadigma

Zur Auswertung des Kletterverhaltens von Drosophila wurde das sogenannte
Kletterparadigma von Pick UND STRAUSS (2005) etabliert und seither fiir Kletteranalysen
eingesetzt. Mithilfe dieses Paradigmas kann fiir zehn Anlaufe der Fliege auf die Liicke, ihr
,Bein-liber-Kopf“-Verhalten sowie die Uberkletterung der Liicke beobachtet werden. Der
Anteil der Anldufe mit Kletterversuch (Anldufe mit Bein-liber-Kopf-Verhalten) charakterisiert
die Klettermotivation und der Anteil an Uberquerungen den Klettererfolg.

Im Zentrum des Paradigmas steht ein Block aus schwarzem Hartplastik (POM, B: 3,3
cm; H: 1 cm; T: 0,4 cm) auf einem Podest aus Metall. In den Block ist zentral eine Liicke mit
definierter Breite eingefrast. Es liegt ein komplettes Set von Blocken mit Liickenbreiten von
2,5 mm bis 6,0 mm mit einer Prazision von 0,1 mm vor; fir jeden Versuch kann individuell
die bendétigte Lickenbreite eingesetzt werden (Abbildung 10B). Das Podest aus Metall (B:
5,4 cm; H: 0,4 cm; T: 2,4 cm) ist von einem 2-3 cm breiten Wassergraben umgeben. Den
Aufbau umschliel3t eine zylindrische Papiermanschette, um zu verhindern, dass die Fliegen in
ihrem Kletterverhalten durch Lichteinfall oder die Umgebung im Labor abgelenkt werden. In
der Manschette befindet sich eine quadratische Aussparung (H: 2,1 cm; B: 3,6 cm) durch die
eine Beobachtung der Fliegen mit einem ausgerichteten Binokular moglich ist (Abbildung
10A). Beleuchtet wird die Arena lber eine Kaltlichtquelle mit punktuell ausrichtbarem
Lichtleiter.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Kletterparadigmas

Im Gesamtaufbau steht ein zentraler Kletterblock in einer mit demineralisiertem Wasser gefiillten
Petrischale, umgeben von einem Papierzylinder. Die Beobachtung erfolgt durch ein Sichtfenster
Uber ein seitlich angebrachtes Binokular (A). Darstellung des Kletterblocks mit den jeweiligen
Abmessungen; fir die nachfolgenden Versuchsreihen werden hauptsachlich die Liickenbreiten
4,0 mm und 4,5 mm verwendet (B)

Zu Beginn des Versuchs wird die Fliege auf das Metallpodest platziert. Aufgrund ihrer
negativen Geotaxis erklimmen die Fliegen den Hartplastikblock (HirscH J., 1959) und laufen
auf die eingelassene Licke zu. Beim Erreichen der Licke werden die unterschiedlichen
Verhalten protokolliert: Umkehren an der Licke (U), Herablaufen in die Liicke (R),
Uberquerung der Liicke durch Klettern (X) und Absturz beim Versuch der Uberkletterung (F).
Zusatzlich wird notiert, ob das ,Bein-lUber-Kopf“-Verhalten beim Erreichen der Liicke zu
beobachten ist. Mit dieser speziellen Bewegung zeigt die Fliege an, dass sie einen
Uberquerungsversuch unternimmt. Das jeweilige Verhaltenskiirzel wird bei dieser speziellen
Bewegung mit einem + erganzt. Pro Fliege werden die ersten zehn Anldufe ausgewertet, pro
Stamm miissen mindestens zehn Tiere getestet werden. Alle Experimente finden unter
konstanten Bedingungen in einer Umgebung von 21°C und 42% Luftfeuchtigkeit statt.

Im Anschluss an den Versuch werden den Tieren, wie in 2.2.3 beschrieben, die
Vorderbeine abgetrennt und vermessen.

2.2.7.2 Buridan’sches Paradigma

1980 wurde ein Paradigma entwickelt, um das optische System der Fliege zu erforschen, ihre
Objekt-Fixierung zu stimulieren und ihre Spontanpriferenz fiir bestimmte Objekte zu
Uberprifen (G61z K., 1980). Das Buridan'sche Paradigma besteht aus einer runden, zentralen
Laufplattform, umgeben von einem durchscheinenden Zylinder, der durch vier aullen
angebrachte ringférmige Neonrdhren ausgeleuchtet wird (3000 Lux). Der Durchmesser der
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Plattform betragt 8,5 cm und sie ist von einem 4 cm breiten Wassergraben umgeben. Auf
der Innenseite des 16 cm hohen Zylinders sind zwei schwarze Streifen mit 11° vertikalem
und 54° horizontalem Sichtwinkel als Landmarken angebracht, die sich genau
gegeniberliegen (Abbildung 11). Es wird jeweils eine einzelne Fliege mit gekirzten Fliigeln
auf die Laufplattform gesetzt. Eine wildtypische Fliege empfindet die Landmarken als
attraktives Ziel, denn aufgrund ihrer negativen Geotaxis nimmt sie diese als scheinbare
Fluchtmoglichkeit wahr. So lauft sie stundenlang zwischen den beiden unerreichbaren
Landmarken hin und her (STRAUsS R. et al, 1992). Die Fliege lauft 15 Minuten in der Arena und
ihr Lauf wird mit einer Uber der Arena montierten Kamera aufgenommen. Ein Computer
zeichnet dies mit einer Abtastfrequenz von 5 Hz auf, dadurch kénnen pro Fliege 4500
Messpunkte ausgewertet werden (STRAUSS R. UND PICHLER J., 1998).

Abbildung 11: Schematische Darstellung der
Buridan'schen Arena

Camera Die Fliege befindet sich auf einer mit einem
Wassergraben umgebenen Plattform in der
Arena, in der zwei stationdre Balken sich exakt
gegenlberliegen. Die Kamera Ubertragt die
Position des Versuchstiers alle 0,2 s auf einen
Computer und diese Datensdtze werden
gespeichert und nachtraglich analysiert.

Zu beachten ist, dass in der Abbildung die
GroRenverhaltnisse der Fliege zu ihrer
Umgebung nicht den realen Verhaltnissen
entsprechen.

Das Buridan'sche Paradigma kann so genutzt werden, um einerseits die Fahigkeit zur
Objektfixation bei Drosophila zu Uberprifen, andererseits kann die Qualitat des
Laufverhaltens der Fliegen analysiert werden (STRAUSS R. UND HEISENBERG M., 1993; BULTHOFF H.
et al, 1982). Hierbei werden die Laufspuren der Fliegen anhand folgender Parameter
erforscht:

e zuriickgelegte Gesamtstrecke [cm]

e durchschnittliche Laufgeschwindigkeit [mm/s]

e Uberginge zwischen den beiden Landmarken [abs. Anzahl]
e Orientierungswinkel zu der angesteuerten Landmarke [°]

e Laufaktivitdt bezogen auf die Gesamtzeit in der Arena [%].

In jeder Versuchsreihe werden mindestens zehn Tiere einer Versuchsgruppe gemessen;
dabei werden die Tiere der unterschiedlichen Gruppen immer alternierend gemessen, damit
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keine Unterschiede in den Parametern aufgrund von Temperatur, Tageszeit,
wetterbedingter Luftdrucklage oder Luftfeuchtigkeit auftritt.

2.2.7.3 Klassisches Balzparadigma

SIEGEL UND HALL etablierten 1979 ein Verfahren zur Konditionierung von Drosophila
melanogaster in ihrem Balzverhalten, mit dem Kurz- und Langzeitgedadchtnisleistungen -
hervorgerufen durch Balzfrustration - Gberprift werden kénnen.

Das Balzverhalten mannlicher Drosophila wird in Balzkammern aus Plexiglas
beobachtet; jede Einzel-Balzkammer hat eine H6he von 0,3 cm und einen Durchmesser von
0,75 cm. In einer kompletten Balzapparatur (B: 10 cm; H: 3 cm; T: 0,9 cm) befinden sich drei
Balzkammern auf zwei gegeneinander bewegbaren Schiebern (Abbildung 12A). Die
einzelnen Fliegen kénnen sich so getrennt voneinander in Einzelkammern befinden, es
kdnnen aber zwei Einzel-Balzkammern durch Verschieben zu einer groReren Balzkammer (B:
0,8 cm; H: 1,4 cm) vereinigt werden (Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Balzapparatur

Grundaufbau der Balzkammer mit drei Einzel-Balzkammern, die in zwei gegeneinander bewegbaren
Schiebern eingelassen sind. Die Versuchstiere konnen (iber die zwei Einsetzlécher im Gehduse in die
Einzelkammern eingesetzt werden (A). Durch ein Verschieben der beiden Plastikriegel konnen zwei
Einzelkammern zu einer grofReren Balzkammer vereinigt werden, in der ein mdannliches und ein
weibliches Versuchstier aufeinandertreffen und bei der Balz beobachtet werden kénnen (B). Darstellung
der Anordnung der Versuchstiere in den beschriebenen Versuchsreihen, ein Drosophila-Mannchen wird
nacheinander mit zwei verpaarten Weibchen zusammengesetzt, in der zweiten Balzphase wird das
Verhalten protokolliert (C).
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Konditionierung der Frustration im Balzparadigma

Das Einsetzen der Versuchstiere erfolgt mit einem Aspirator (iber die Einsetzlécher der
Apparatur in jeweils getrennte Einzel-Balzkammern. Der Abbildung 12A entsprechend
werden ein bereits verpaartes Weibchen und das versuchsrelevante jungfrauliche Mannchen
in die Apparatur eingebracht. Nach einer kurzen Eingewdhnungszeit werden die Einzel-
Balzkammer des weiblichen Tieres und die des mannlichen Tieres zu einer groéBeren
Balzkammer verbunden; mit dem Aufeinandertreffen der beiden Tiere wird die Stoppuhr
gestartet. Nach 30 Minuten werden das Weibchen und das Méannchen durch erneutes
Verschieben wieder voneinander getrennt, die beiden Tiere werden durch die Einsetzlocher
wieder entnommen und das Mannchen auf Futter gesetzt. Als Kontrolle wird parallel zu
diesem Versuch in einer weiteren Balzapparatur ein Mannchen alleine in einer vergrofRerten
Balzkammer fiir 30 Minuten gehalten. Dieser Ablauf erfolgt fiir jedes Mannchen zweimal am
Tag Uber insgesamt finf Tage. Bei jedem Versuchsdurchlauf wird ein neues verpaartes
Weibchen eingesetzt.

Testphase der Frustration im Balzparadigma

Die Testphase wird durchgefiihrt wie 1999 von KAMYSHEV in seiner Ausfihrung zur
konditionierten Reflex-Unterdriickung in der Balz beschrieben. Dazu werden drei Tiere in die
Apparatur eingesetzt, zwei verpaarte Weibchen und das zu testende Mannchen. Die
Anordnung entspricht dabei der Abbildung 12C. Zuerst wird das Mannchen wie in der
Konditionierungsphase mit einem verpaarten Weibchen zusammengebracht und nach 30
Minuten wieder davon getrennt. Im Anschluss wird es aber nicht entnommen, sondern ohne
Pause mit dem weiteren verpaarten Weibchen vereinigt. Hierbei handelt es sich um die
Testphase, das Verhalten des Mannchens wird Uber zehn Minuten genau beobachtet. Mit
Hilfe von Stoppuhren wird sowohl die Latenzzeit bis zum Beginn des ersten Balzversuches als
auch die Gesamtbalzzeit des Mannchens ermittelt und notiert. Als Indikator fiir das
mannliche Balzverhalten dienen dabei die Fligelvibration und die gezielte Verfolgung des
Weibchens.

Die Kontrolltiere, die in der Konditionierung 30 Minuten jeweils alleine in einer
vergroRerten Balzkammer verbracht haben, verbringen auch in der Testphase die ersten 30
Minuten separiert und werden dann zu dem verpaarten Weibchen geschoben und wie oben
beschrieben beobachtet.

Maénnliche Tiere, die aus einer anderen Versuchsapparatur nur zur Testphase in die
Balzapparatur eingesetzt werden, werden nach dem Einbringen direkt mit dem verpaarten
Weibchen zusammengebracht und ihr Verhalten wird fiir zehn Minuten dokumentiert.

2.2.7.4 Schnelle Phototaxis

Zur Untersuchung der phototaktischen Reaktion von Drosophila erstellte BENzER 1967 eine
spezielle Apparatur, die hdufig als "Gegenstrom-Apparatur" beschrieben wird. Mithilfe eines
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ausgekliigelten Rohrensystems gelang BENzER die Isolation von Mutanten mit abweichendem
phototaktischem Verhalten. In spateren Versuchen wurde die Apparatur auch zur Detektion
von Mutanten mit Diskrepanzen in der Laufgeschwindigkeit genutzt (Poeck B. et al, 2008).
Der Versuchsapparat besteht aus zwei gegeneinander verschiebbaren Rohrensystemen aus
Plexiglas (Abbildung 13). Die R6hrchen haben alle eine Lange von 7,3 cm und sind im
Abstand von einem Zentimeter nebeneinander angebracht. Die obere Reihe setzt sich aus
sechs dieser Rohrchen, die untere aus fiinf zusammen. Die Experimente erfolgen in einem
abgedunkelten Raum auf einem Tisch, der mit schwarzem Stoff Gberdeckt ist. Der Stoff dient
zum einen der Eindeutigkeit des Lichtgradienten und zum anderen der Vorbeugung von
Reflexionen. Als einzige Lichtquelle liegt eine Leuchtstoffrohre in einem Abstand von
ungefahr 70-80 cm von der Versuchsapparatur entfernt auf dem abgedeckten Tisch. Als
Ausgangspunkt des Versuchs werden 20-50 Fliegen in das erste, untere Réhrchen eingefiillt
und dieses wird daraufhin mit dem oberen Teil der Apparatur verschlossen. Im Folgenden
werden die Fliegen auf den Boden des Rohrchens geklopft. Wahrend die Apparatur dann
horizontal gerichtet hin zur Lichtquelle auf den Tisch gelegt wird, lasst sich das erste
Rohrchen der oberen Reihe Uber das untere schieben. So entsteht eine 14,6 cm lange Rohre,
in der den Fliegen sechs Sekunden Zeit gegeben wird, in die Richtung des Lichts zu laufen.
Diese Zeitspanne weicht von den friiheren Experimenten von BENZER ab, sie wurde 1993 von
STRAUSS UND HEISENBERG definiert, um das Paradigma fiir die Messung der Laufgeschwindigkeit
zu optimieren. Im Ablauf der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde
die Zeitspanne nach Absprache erneut um zwei Sekunden verkiirzt, um die Messung zu
verfeinern. Nach Ablauf der vier Sekunden werden die Rohrensysteme gegeneinander
verschoben, wodurch die Fliegen im oberen ersten Réhrchen in das zweite untere Rohrchen
geklopft werden kénnen. Die langsameren Fliegen verbleiben im ersten unteren Réhrchen.
Dieser Ablauf wird fiinfmal wiederholt, sodass sich am Ende des Versuchs nur die schnellsten
Fliegen im sechsten Rohrchen befinden. Die Tiere aus den einzelnen Kompartimenten
kdnnen unter Kalteandsthesie ausgezahlt werden.

Die jeweilige Anzahl wird ausgewertet, indem den sechs Rohrchen der Apparatur in
20iger Schritten die Prozentwerte 0-100% zugeordnet werden. Die Fliegen in den einzelnen
Réhrchen bekommen den Wert ihres Kompartiments zugeschrieben, woraus sich dann ein
Mittelwert errechnen lasst.

Pro Versuchsdurchlauf werden 25-50 Fliegen gemessen, die Tiere sollten vor Beginn
des Experiments mehrere Stunden vorgehungert werden.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung
der Apparatur zur Messung der schnellen
— Phototaxis

Die  beiden  Rohrchen-Reihen  sind
_— gegeneinander verschiebbar. So kénnen
die Fliegen, die im ersten Rohrchen (griin
gekennzeichnet) schnell genug zum Licht
in die obere Halfte der Apparatur
gelaufen sind, in das zweite Rohrchen
(blau gekennzeichnet) verschoben
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2.2.7.5 Duftpraferenz Paradigma

Um ihre Umwelt moglichst genau wahrnehmen zu kénnen und Futterquellen auszumachen,
muss Drosophila sich an Geruchsreizen sowohl im Flug als auch beim Laufen orientieren. Die
Tiere bewerten dabei unterschiedliche Eigenschaften des Duftes, wie beispielsweise die
Intensitat oder den hedonischen Wert. Die Duftinformationen werden dabei von den
Antennalloben (ber Projektionsneurone in hdhere Verarbeitungszentren wie Calyx der
Pilzkorper und laterales Horn geleitet (STRuTz A. et al., 2014). Da bei nachfolgenden
Versuchen die synaptische Transmission in definierten Loben der Pilzkérper blockiert wird,
muss zunachst Uberprift werden, ob Tiere mit nur beeintrachtigt funktionsfahigen oder
sogar vollstandig ablatierten Pilzkérpern noch auf attraktive Duftreize reagieren. Ansonsten
konnte ihr verandertes Verhalten in Bezug auf den dargebotenen anziehenden Duft einzig
auf den Verlust ihres Geruchssinns zuriickgefiihrt werden. Um dies auszuschlieen, werden
Tieren die Pilzkoper ablatiert (2.2.5) und anschliefend auf ihre Duftwahrnehmung nach einer
Phase des Vorhungerns tberprift.

Ihre Duftpraferenz lasst sich in einer speziell angefertigten Apparatur Gberprifen.
Diese befindet sich in einem komplett abgedunkelten Raum und wird Uber Rotlicht
beleuchtet, damit die Tiere einzig ihrem Geruchssinn folgen. Die Apparatur besteht aus
einem Hartplastik-Wiurfel (Plexiglas, B: 2,9 cm; H: 3,4 cm; T: 3,4 cm), der an seiner Riickseite
mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden ist. An seiner Vorderseite befindet sich eine
kreisrunde Offnung, die mit einem Plastikstopfen verschlossen wird. Links und rechts am
Waiirfel ldsst sich durch ein Schraubgewinde jeweils ein Plastikréhrchen eindrehen (L: 11 cm;
@ 1,5 cm). Die Plastikrohrchen laufen distal konisch zu und weisen an ihrem distalen Ende
eine Offnung von 0,8 cm auf. Die Réhren lassen sich durch zwei Metallschieber von dem
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zentralen Wirfelelement abtrennen, so entsteht eine kleine zentrale Kammer (B: 1 cm; H:
1,5 cm; T: 1,5 cm) (Abbildung 14).

hard plastic cube

metal slide

/

cotton ball plastic tube ‘ \ insertion hole

", h -
\ — B

r’-__ T \\..
>
T

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Duftpraferenz-Messung

Die Fliegen werden {iber die Offnung in den Hartplastik-Wiirfel eingebracht; auf der Gegenseite ist die
Wasserstrahlpumpe angeschlossen. Nach einer kurzen Eingewdhnungszeit werden die beiden
Metallschieber gedffnet und die Fliegen kdnnen sich frei in den Plastikrohren verteilen. In einer der
beiden Rohren steckt ein mit einer Apfelsaft-Hefe-Losung getrankter Wattebausch, auf der Gegenseite
ist der Wattebausch geruchsneutral in Wasser getrdankt. Nach bestimmten Zeitabschnitten wird
ausgezahlt, wie viele Tiere sich jeweils in den Rohren befinden.

Zur Versuchsvorbereitung werden die distalen Offnungen der Réhren jeweils mit einem
Wattebausch verschlossen. Dieser ist entweder mit Wasser oder mit einem Apfelsaft-Hefe-
Gemisch getrankt. Die Roéhren sind durch Buchstaben markiert, sodass immer in dasselbe
Réhrchen der geruchsintensive Wattebausch eingesetzt wird. Im nachsten Schritt werden
die Metallschieber geschlossen und eine definierte Anzahl vorgehungerter Fliegen lber die
Offnung an der Vorderseite in den Wiirfel eingesetzt. Die Aufenthaltskammer wird durch
den Plastikstopfen verschlossen und die Wasserstrahlpumpe aktiviert. Da sie standig zentral
Luft aus der Apparatur zieht, wird verhindert, dass sich der Apfelsaft-Hefe-Duft gleichmalig
in der Apparatur verteilt. So entsteht ein Duftgradient in der Rohre, in der sich der mit Saft
getrankte Wattebausch befindet, wahrend die entgegengesetzte Rohre weitestgehend
geruchsneutral bleibt. Nach ein paar Minuten wird durch ein gleichzeitiges Offnen beider
Metallschieber die Aufenthaltskammer der Fliegen mit den beiden Réhren verbunden,
sodass sie sich ungehindert auf beiden Seiten verteilen kdnnen. Zu Beginn der Offnung der
Kammer wird eine Stoppuhr aktiviert und nach bestimmten Zeitintervallen (Minute 1; 2; 3; 4;
5; 8; 10; 15; 20) die Verteilung der Tiere in beiden Réhren ausgezadhlt und die jeweilige
Anzahl notiert. Nach Ablauf der 20 Minuten werden die Metallschieber wieder eingesetzt,
die R6hren abgenommen und die sich darin befindenden Fliegen entfernt. Fiir anschlieBende
histologische Kontrollen des eventuell induzierten Strukturdefektes im Gehirn werden sie
Ubergangsweise auf Futter gesetzt.
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2.2.7.6 Modifikationen des Kletterparadigmas

Zur Aufklarung der Fragen, ob sich Drosophila durch duBerlich applizierte Reize zu einer
vermehrten Kletteraktivitdit motivieren lassen und durch welche Gehirnareale diese
Motivation gesteuert wird, muss das Kletterparadigma fiir die Experimente mit den
entsprechenden Reizen aufgeriistet werden. Es gibt zwei duRerlich applizierbare Reize, die
sich rdumlich und tempordr steuern lassen. Die Fliegen werden einerseits visuell,
andererseits olfaktorisch stimuliert.

Einfluss visueller Reize im Kletterparadigma

Der visuelle Motivationsreiz besteht aus zwei schwarzen Landmarken, die sich an der
Innenseite der Papiermanschette anbringen lassen. Zwei schwarze Streifen (L: 12 cm; H: 0,7
cm) werden genau gegeniberliegend an der Manschette angeheftet und so zwei
Landmarken fiir die Tiere erzeugt (Abbildung 15). Die Fliege hat dadurch bei jedem Anlauf an
die Liicke eine Landmarke in ihrem visuellen Feld und lauft direkt auf diesen visuellen Reiz
zu. Die Attraktivitat von schwarzen Landmarken auf Drosophila wurde in der Erklarung der
Buridan'schen Arena erortert (2.2.7.2 Buridan'sches Paradigma, S. 45).

black stripe  __/

as visual target
paper Abbildung 15: Schematische
cylinder} Darstellung des Kletterparadigmas

mit Veranderungen zur visuellen
Reizung

In die bereits beschriebene
Kletterarena werden zwei gegen-
Uiberliegende, schwarze Land-
marken eingebracht. Die Tiere
haben bei jedem Anlauf auf der
Liicke einen schwarzen Balken in
ihrem Sichtfeld und laufen auf die
potentielle Fluchtmoglichkeit zu.
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Einfluss olfaktorischer Reize im Kletterparadigma

Eine olfaktorische Reizung von Drosophila wird Uber die gezielte Verabreichung von
bevorzugtem Futterduft erzeugt. Der Futterduft besteht aus den miteinander vermischten
Komponenten: Apfelsaft und Hefe. Dieser Duft wird verwendet, da er ein breites Spektrum
an Duftkomponenten bietet und somit die olfaktorischen Neurone in Drosophila besonders
anregt. Zusatzlich ist bekannt, dass Apfelsaft und -wein auf Fliegen sehr anziehend wirken,
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weshalb sie oft in olfaktorischen Experimenten verwendet werden (SEMMELHACK J. UND WANG
J., 2009). Die Hefe wird unter stindiger Bewegung auf dem Magnetriihrer im Apfelsaft
gelost; zur besseren Losung wird die Flissigkeit leicht erwarmt.

Bei jedem Anlauf an die Licke soll den Fliegen ein sanfter Duftstrom
entgegenkommen, sodass fir sie der Eindruck entsteht, direkt auf eine Futterquelle
zuzulaufen. Um diesen Effekt hervorzurufen, wird auf Hohe der Oberkante des
Kletterblockes ein kleines Loch in die Papiermanschette eingefligt. Durch dieses Loch lasst
sich eine feine, transparente Pipettenspitze als Luftdiise so in die Arena einschieben, dass
ihre Offnung genau Uber einer Seite des Kletterblockes schwebt (Abbildung 16). Da die
Pipettenspitze transparent ist, stellt sie keine zusatzliche visuelle Attraktion dar.
Angeschlossen an die Pipettenspitze ist ein feiner Schlauch, der die Arena mit einer
Waschflasche verbindet, in welcher die Apfelsaft-Hefe-Suspension eingefiillt ist. Die
Waschflasche wiederum ist mit einer Aquariumspumpe verbunden, mit deren Hilfe der Duft
in die Arena eingegeben werden kann. Uber eine Schlauchklemme l&sst sich die Stirke des
Luftstroms regulieren. In zu starker Form beeinflusst er das Kletterverhalten der Tiere auf
negative Weise, sie missten Kraft aufwenden, um gegen dieses Hindernis anzukommen und
wirden ihr Verhalten dahingehend dandern. Tritt dieser Fall ein, lasst es sich leicht erkennen,
denn die Fliegen weichen aus, verlassen den Kletterblock oder beginnen sich zu ducken.
Daraufhin muss der Luftstrom sofort schwacher reguliert werden.

Der Fliege wird nur von einer Seite ein attraktiver Luftstrom angeboten, ihre
Bewegung soll stets in Richtung des Reizes ausgerichtet sein. Daher wird eine kleine runde
Metallplattform (@ 2,4 cm) an die Gegenseite des Kletterblockes gelegt, auf welche die
Fliege nach jedem Anlauf an die Liicke wieder zurlickgesetzt wird. So wird gewahrleistet,
dass die Fliege bei jedem Anlauf in die Richtung der potentiellen Futterquelle lauft.

Bei der entsprechenden Kontrollgruppe wird eine zweite Waschflasche verwendet, in
der sich lediglich destilliertes Wasser befindet, damit die Tiere keinem Duftstimulus
ausgesetzt sind, der Luftstrom jedoch weiterhin vorhanden ist.

Abbildung 16: Schematische
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Zeitlicher Ablauf der Versuche mit visuellen oder olfaktorischen Reizen

Die Versuche auf Beeinflussung des Kletterverhaltens von Drosophila mit olfaktorischen oder
visuellen Reizen werden nach dem identischen Schema durchgefiihrt.

Am Tag 1 werden die Tiere auch hierbei in naivem Zustand getestet ohne Einwirkung
von duRerlich zugefiihrten attraktiven Reizen. Der Sinn besteht darin, Tiere ohne
Kletterverhalten auszusondern. Andererseits kann hiermit Uberprift werden, ob sich die
Tiere in der Test- und Kontrollgruppe in ihrem Verhalten dhneln. Dariiber hinaus ist diese
doppelte Messung wichtig, um einen direkten statistischen Vergleich des Verhaltens der
einzelnen Tiere mit und ohne Duftreiz auswerten zu kénnen.

Die Tiere werden nach dem ersten Kletterdurchlauf in kleinere Einzel-Futterglaser
separiert, die jeweils durch Beschriftung der Unterseite nummeriert werden. 14 Stunden vor
der erneuten Testung werden die Fliegen in ebenfalls nummerierte Einzelglaser Gberfihrt, in
den sich jedoch kein Futter befindet, sondern nur wassergetrankte Papiertiicher.

Der zweite Testlauf erfolgt am nachsten Tag zur gleichen Tageszeit, um eine
Beeinflussung des Verhaltens der Tiere durch ihre circadiane Rhythmik auszuschlieRen. Die
Tiere werden - da die Nummerierung nicht sichtbar notiert ist — blind in Test- und
Kontrollgruppe aufgeteilt. Bei der Kontrollgruppe sind die Testbedingungen identisch zu dem
Ablauf am Vortag. In der Testgruppe erfolgt die Zufligung des entsprechenden Reizes
(Landmarke oder Duft) und es kann direkt getestet werden, ob die Zugabe eines Reizes das
Verhalten der Tiere moduliert.

2.2.8 Histologie

Zur Analyse der unterschiedlichen Gehirnstrukturen in Drosophila und zur Messung der
Verteilung von Neurotransmittern bestehen zwei Moglichkeiten, neuroanatomische
Praparate anzufertigen. Beide Arten wurden fiir diese Versuchsreihen bendtigt, daher folgt
eine eingehende Beschreibung beider Techniken.

2.2.8.1 Autofluoreszenz-Paraffinschnitte

Anhand der Methode der Paraffinschnitte lassen sich sehr genau strukturelle Defekte im
Gehirn von Drosophila untersuchen. Mithilfe der von dem Augenfarbstoff bedingten
Autofluoreszenz sind markante Hirnstrukturen, wie Pilzkérper oder Untereinheiten des
Zentralkomplexes, unter dem Mikroskop gut erkennbar. So konnen anatomische
Veranderungen in Gehirnen Uberprift werden. Strukturmutanten und HU behandelte
Fliegen (2.2.5 Ablation der Pilzkdrper, S. 40) werden daher immer diesem Verfahren
unterzogen, um ihren anatomischen Phanotyp zu lGberprifen.

HEISENBERG UND BOHL entwickelten 1979 eine Methode, bei der sich bis zu 20
Fliegenkopfe gleichzeitig analysieren lassen. Bei der sogenannten Kragenmethode werden
Fliegen unter Kalteandsthesie mit einer Dumont-Feinpinzette in der Nahe des Fliigelansatzes
angehoben und am Hals in einen bereitgelegten Kragen aufgefadelt (Abbildung 17A). Die
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Position jeder aufgereihter Fliege mit ihrem entsprechenden Genotyp wird auf einem
Kragenprotokoll schriftlich festgehalten. Zur spateren Orientierung wird stets eine
Markerfliege auf einer deutlichen Position mit eingereiht. Nachdem die Positionierung der
Fliegen auf dem Kragen erfolgt ist, wird dieser fiir vier Stunden in eine frisch angesetzte
Carnoy-Losung gelegt. Darauf folgen drei Schritte in Ethanol, zuerst zweimal je 30 Minuten in
99,8%igem Ethanol, danach einmal 60 Minuten in Ethanol trocken. Durch diese Schritte soll
den Praparaten das verbleibende Wasser entzogen werden. Zuletzt wird der Kragen fir 12
bis 24 Stunden in Methylbenzoat Uberfiihrt, so werden verbleibende Wasserreste und auch
der Alkohol beseitigt, zudem werden Proteine und Nukleinsduren im Gewebe schonend
denaturiert (Romels B., 1968). Um das Methylbenzoat anschliefend zu verdrangen und durch
Paraffin zu ersetzen, werden die Praparate zuerst fiir 60 Minuten in ein 1:1-Methylbenzoat-
Paraffin-Gemisch bei 64°C lbertragen. AnschlieRend werden die Kragen acht Mal fir je 20
Minuten bei gleichbleibender Temperatur von 64°C in reines Paraffin gelegt. Als letzter
Schritt werden die Krdgen in eine Silikonform eingelegt und in fllissiges Paraffin eingegossen.
So entstehen Blocke, die Uber 12 Stunden aushéarten. Nach 12 Stunden kann mit einer
Rasierklinge der Kragen abgesprengt und getrimmt werden, sodass nur die Fliegenkdpfe im
Paraffin fixiert bleiben (Abbildung 17B). Die praparierten Paraffinblécke werden durch ein
Rotationsmikrotom in 7 um diinne Frontalschnitte zerlegt. Das Paraffin bildet dabei ein
Band, in dem die Hirnschnitte eingebettet sind. Dieses Paraffinband lasst sich auf einem mit
EiweiBgylcerin beschichteten Objekttrager auf einer Wasserschicht platzieren, die dann
verdampft; danach wird zwei Mal je 30 Minuten in Xylol entparaffiniert. Zur Betrachtung und
Lagerung erfolgt die Eindeckelung mit Entellan. Die entstandenen Praparate kdnnen unter
dem UV-Fluoreszenzmikroskop begutachtet und analysiert werden.

Abbildung 17: Schematische Darstellung wichtiger Elemente der Kragenmethode
Darstellung eines Kragens, die Langenachse betrdgt 28 mm. Die Fliegen werden an den Halsen in der
Aussparung zwischen den beiden Metall-Plattchen (B: 0,3- 0,4 mm) eingefdadelt. Nach dem Einfligen
der letzten Fliege wird der Kragen mit dem drehbaren Metallplattchen verschlossen, sodass die Tiere
nicht entkommen. (A) Darstellung eines Paraffinblocks nach der Trimmung. Die Képfe der Fliegen sind
aufgereiht von Paraffin umschlossen und kénnen durch ein Rotationsmikrotom in 7 um dicke Schnitte
zerteilt werden. Das dabei entstehende Paraffinband kann nach Entparaffinierung unter einem UV-
Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet werden. (B)

(modifiziert nach: HEISENBERG M. UND BOHL K., 1979)
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2.2.8.2 Whole-mount Praparation und immunhistochemische Farbung von adulten
Drosophila Gehirnen

Zur Prdparation des Gehirns adulter Drosophila werden die Tiere mit CO, betdubt, in
99,8%igem Ethanol gereinigt und anschlieRend mithilfe zweier Dumont-Feinpinzetten in
eiskaltem PBS (Phosphate Buffered Saline) prapariert. Hierbei wird der Kopf der Fliege
abgetrennt und ihr Rissel entfernt. An dieser Stelle lasst sich die Kopfkapsel 6ffnen und
zusammen mit den am Gehirn angehangten Luftsacken ebenfalls abtrennen. Dadurch wird
das Gehirn freigelegt und solange prapariert, bis jegliche Tracheen und nicht zugehoérige
Gewebespuren entfernt sind. Sobald dieser Schritt abgeschlossen ist, wird es lber zwei
Stunden auf Eis mit einem 4%igen Paraformaldehyd-PBS-Gemisch fixiert. Die Fixierung wird
eine Stunde in einem 4%igen Paraformaldehyd-0,2%-PBT-Gemisch bei Raumtemperatur
weitergefiihrt. Daran schlieBen sich mehrere Waschschritte in 0,3%igem PBT an, zuerst
enger getaktet vier Mal finf Minuten, dann drei Mal zehn Minuten unter standiger
Bewegung auf einem Schiittler. Da eine Farbung des Hirngewebes mittels Antikorper
erreicht werden soll, muss das Gewebe permeabel gemacht werden, damit der Antikérper
moglichst weit eindringen und tiefliegende Strukturen erreichen kann. Daflir wird das Gehirn
60 Minuten bei Raumtemperatur in 1,0%igem PBT inkubiert. Beim nachsten Schritt soll
verhindert werden, dass es zu einer unspezifischen Proteinbindung des zu untersuchenden
Antikorpers im Gewebe kommt. Dafir erfolgt das Blockieren freier Bindestellen bei
Raumtemperatur (ber 60 Minuten mit einem Pferdeserum-PBT-Gemisch. Nach der
Vorbereitung des Prdparats konnen die primadren Antikdrper mit individuell optimierter
Verdiinnung in 5%igem Pferdeserum-PBT-Gemisch auf das Gewebe pipettiert werden und
48 Stunden bei 4°C verbleiben. Nach dieser Inkubationszeit werden die primaren Antikérper
wieder abgenommen und das Gewebe sorgfaltig mit 0,3%igem PBT bei Raumtemperatur
gewaschen (2x5 Minuten; 6x20 Minuten). Nach einem erneuten Blockieren freiliegender,
unspezifischer Bindestellen mit 5%igem Pferdeserum-PBT-Gemisch erfolgt die Zugabe der
sekundaren Antikorper in ihrer vorher festgelegten Verdinnung. Mit den sekundaren
Antikorpern wird das Praparat 24 Stunden inkubiert. Zum Abschluss wird der sekundare
Antikorper entfernt und die Prdparate zeitlich genau wie nach dem ersten Antikorper
intensiv mit 0,3%igem PBT gewaschen. Zusatzlich folgen den bekannten Waschschritten
noch zwei Waschschritte je finf Minuten in PBS, um sie auf das 50%ige Glycerin-PBS-
Gemisch vorzubereiten, in dem sie eingedeckelt werden und das in der Folge direkt auf die
Praparate gegeben wird. In der Glycerin-PBS-Losung verbleibt das Praparat 16-20 Stunden,
bevor es vorsichtig auf einen Objekttrager aufgebracht und in Glycergel eingebettet fixiert
wird. Ob die Fiarbung grundsitzlich erfolgreich war, l4sst sich in einer Ubersicht an einem
UV-Lichtmikroskop erkennen. Die genaue Auswertung erfolgt dann mittels eines konfokalen
Mikroskops der Firma Leica (SP6) und der Software LAS AF Lite.
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2.2.9 Statistik

Die erste Auswertung der Rohdaten wird mit der Software Microsoft Office (Excel) 2010
durchgefiihrt.

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mittels der Software Statistica 8.0 und Statistica
10.0 von StatSoft. Die Daten werden mit dem KoLMOGOROV-SMIRNOV-Test oder dem SHAPIRO-
WiLK-Test auf Normalverteilung geprift, dabei wird ein Signifikanzniveau von a= 0,05
gewahlt.

Liegt eine Normalverteilung der Daten vor, wird der STUDENT’SCHE t-Test angewendet, um die
Datensatze auf signifikante Unterschiede zu Uberpriifen. Handelt es sich um nicht-
normalverteilte Daten, wird entweder der WILCOXON-MATCHED-PAIRS-Test, der MANN-WHITNEY-
RANK-SUM-Test oder der KRuskAL-WALLIS-Test angewendet. Ausschlaggebend fiir die Wahl des
Tests ist die Abhadngigkeit der Daten untereinander. Werden Datensdtze an zwei
unterschiedlichen Tagen von denselben Tieren erhoben und sind diese Datensdtze dabei
einwandfrei den Einzelindividuen zuordenbar, ist der WILCOXON-MATCHED-PAIRS-Test geeignet,
um auf signifikante Abweichungen zu prifen. Werden dagegen zwei unabhdngige
Datensatze zur selben Zeit alternierend erhoben, lassen sie sich mit dem MANN-WHITNEY-
RANK-SUM-Test auf statistische Abweichungen vergleichen. Besteht kein direkter zeitlicher
Zusammenhang zwischen den Datensdtzen und sind es mehrere gemessene Datensatze,
werden sie mithilfe des KRusKAL-WALLIS-TESTS Uberprift; er stellt die Erweiterung des MANN-
WHITNEY-RANK-SUM-Tests dar. Dieser Test ist eine Alternative zum ein-faktoriellen ANOVA, der
bei normalverteilten Daten angewendet wird. Der KRUSKAL-WALLIS-Test Uberprift die
Datenreihen im Rahmen einer Varianzanalyse und berechnet die post-hoc-
Wahrscheinlichkeiten eines zweiseitigen Signifikanztests der Mediane. Die jeweiligen
Wahrscheinlichkeiten lassen sich als p-Werte ablesen. Im KRuUSKAL-WALLIS-Test wird die
Berechnung der multiplen Vergleiche der Werte fiir jedes Paar von Gruppen direkt post-hoc
korrigiert. AnschlieRende Tests sind mehr notwendig.

Besteht das Ziel darin, Datensatze jeweils gegen ein vorher definiertes Zufallsniveau
zu testen, wird bei normalverteilten Daten der EINSEITIGE-T (ONE-SAMPLE-T) -Test und bei nicht-
normalverteilten Daten der VORZEICHEN (SIGN)-Test verwendet.

In allen aufgefiihrten Abbildungen erfolgt die Kennzeichnung und Darstellung der
Signifikanzen zwischen Datensatzen durch Sternchen. Dies gestaltet sich wie folgt:

nicht signifikant p 2 0,05 = n.s.; signifikant p < 0,05 = *; hoch signifikant p < 0,01 = **;

hochst signifikant p < 0,001 = ***,

Zu jeder gezeigten Abbildung findet sich der angewandte statistische Test mit p-Werten und
weiteren Angaben im Anhang unter 7.2 Statistische Auswertung der Ergebnisse, S.VI.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in zwei separate, umfangreiche Themengebiete
unterteilen. Die erhobenen Daten werden daher in zwei Hauptabschnitten thematisch
untergliedert dargestellt.

Im ersten Teil werden die Ergebnisse zur Beeinflussung des Kletterverhaltens unter
visueller und olfaktorischer Reizzufiihrung abgebildet. Es stand die Frage im Vordergrund, ob
die natirliche Motivation der Fliegen eine Liicke zu lberklettern, erhéht werden kann. Daran
anschliefend werden weiterfiihrende Versuchsreihen zur Hirnkartierung der beobachteten
Verhaltenswirkung dargestellt.

Im zweiten Teil werden die Ergebnisse des neu eingefiihrten Paradigmas zur
Erzeugung eines depressionsdhnlichen Zustands in Drosophila melanogaster aufgezeigt. In
diesen Versuchsreihen wird ebenfalls hauptsachlich das Kletterverhalten der Tiere als
Aktivitatsindikator ausgewertet, da sich anhand dieses Bewegungsablaufs direkt
Entscheidungen der Fliegen beobachten lassen. Hier stand die Frage im Vordergrund, ob sich
die natirliche Motivation auch verringern ldasst. Zusatzlich wird das depressionsdhnliche
Verhalten der Fliegen auf bestimmte Aktivitatsmerkmale hin in  weiteren
Verhaltensparadigmen geprift, umfassend Analogien zu der humanen Depression verglichen
und die biochemische Grundlagen des Verhaltensphanotyps untersucht.

3.1 Beeinflussung des Kletterverhaltens durch externe Reize

Im Rahmen dieser Versuchsreihen werden Reize eingesetzt, die von Drosophila als attraktiv
empfunden werden, einerseits visuelle Landmarken und andererseits Futterduft. Bei jeweils
zehn Anlaufen pro Fliege an eine Liicke wird die Anzahl der positiven Entscheidungen der
Fliege gezahlt, die Liicke zu iberklettern. Eindeutig beobachtbar ist diese Entscheidung im
Verhalten der Tiere liber das "Bein-liber-Kopf"-Verhalten (Pick S. uND STRAUSS R., 2005). Der
eigentliche Klettererfolg wird nur selten in die Datenanalyse mit einbezogen, da den Fliegen
meistens eine Liicke in der Arena prasentiert wird, bei der die Gegenseite gerade nicht mehr
erreichbar ist (4,5 mm). Ziel der Versuche ist die Aufklarung der Fragestellung, ob es bei
Drosophila zu einer Verstarkung ihres Kletterverhaltens bei von auBen zugefihrten,
positiven Reizen auf der gegeniberliegenden Seite der Licke kommt. Dies lieRe sich als
Motivationssteigerung beschreiben, die andere Seite der Licke mit mehr Beharrlichkeit
erreichen zu wollen.
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3.1.1 Einfluss visueller, externer Reize

Die Darbietung eines visuellen Reizes erfolgt Gber die Anbringung zweier Landmarken in der
Kletterarena der Fliegen (Beschreibung: 2.2.7.6 Mat. & Methode, S.52), damit eine
Ahnlichkeit zu der Buridan'schen Arena entsteht. Befindet sich am Horizont ein schwarzer,
vertikaler Streifen auf weiBem Grund, wird in der Fliege vermutlich der Eindruck erzeugt,
eine Fluchtmoglichkeit vor sich zu haben; im Laufen strebt sie unabladssig darauf zu (STRAUSS
R. UND PICHLER J., 1998). Der Einfluss dieser Balken soll im Folgenden anhand des
Kletterverhaltens betrachtet werden.

Abbildung 18: Kletterverhalten von Drosophila an
einer Giberwindbaren Liickenbreite von 3,5 mm.

A 100 7 B 1007 . A & B: Nicht parametrische Median- Darstellung;
90 - 90 - 1 gezeigt sind die Boxen mit den 25% und 75%-
Quartile der Verteilung, wahrend die Fehlerbalken
80 A @80* die 5%-95% Quantile angeben. N=25, n=10 fiir alle
=70 %?O— Gruppen; zur Prufung auf Normalverteilung der
> S Daten werden der Kolmogorov-Smirnov-Test, der
E 60 E 60 1 Lilliefors- und der Shapiro-Wilk-Test geprift. Da die
£ 50 S50+ Daten nicht normalverteilt sind, wird der Kruskal-
340 ] 2, ] Wallis-Test als statistischer Test angewendet.
5 § 40 Vollstandige  Auflistung  aller  angewandten
£ 30 4 I—*L* § 30 statistischen Tests fir alle Teilabbildungen im
o 20 - w 20 4 Anhang Tabelle 10.

(A) Die Anzahl der Kletterversuche unterscheidet
10 3.5mm 104 sich zwischen den Tieren mit und ohne visueller

0 4 ' 3.5mm Reizung hochst signifikant (p= 0,00013).

| — 0-
Vis. object: [ [] Vis. object: L] (] (B) Die Anzahl der Klettererfolge unterscheidet sich
zwischen den Tieren mit und ohne visueller Reizung
hoch signifikant (p= 0,00172).

Im Vorfeld dieser Versuchsreihe war bereits bekannt, dass es gelingt, bei den Fliegen eine
starke Zunahme ihrer Klettermotivation durch die Zugabe von duReren Reizen in visueller
Form hervorzurufen (Ries A., 2011). Im Rahmen der dabei durchgefiihrten Experimente,
konnte eine Zunahme der Aktivitat an unterschiedlichen Liickenbreiten von 3,5 mm bis 5,5
mm gezeigt werden. Erst ab einer Liickenbreite von 6,0 mm verschwand dieser Effekt.

Die Liickenbreite von 3,5 mm ist flr erste Einschatzungen im Kletterverhalten
interessant, da sich zwei Parameter auswerten lassen: Die Fliegen miissen einerseits ein
"Bein-liber-Kopf"-Verhalten fiir eine erfolgreiche Uberquerung vollbringen, andererseits
lassen sich zusitzlich die Daten der erfolgreichen Uberkletterungen verwerten. Daher
werden im Rahmen dieser Arbeit vorweg die Fliegen an dieser Lickenbreite erneut
betrachtet und die Ergebnisse vorheriger Versuchsreihen reproduziert (RIes A., 2011), um
eine solide Basis flur weiterfihrende Versuchsreihe zu schaffen. Es ist wiederum eine
signifikante Zunahme, sowohl in den Kletterversuchen als auch in den erfolgreichen
Uberquerungen zu beobachten. Laufen die Tiere auf eine Landmarke zu, steigt die Anzahl
ihrer Kletterversuche um 20% und in ihren Klettererfolgen steigern sie sich sogar um 30%.
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Zur Quantifizierung und genaueren Betrachtung dieses Effekts der Motivationssteigerung im
Klettern wird in einem nachsten Versuch den Tieren eine Liicke prasentiert, auf der sie
gerade nicht mehr die Gegenseite erreichen kdnnen.

100
a0 Abbildung 19: Kletterverhalten von Drosophila an einer
80 - uniiberwindbaren Liickenbreite von 4,5 mm.

Nicht-parametrische Median-Darstellung; gezeigt sind die
Boxen mit den 25% und 75%-Quartile der Verteilung
wahrend die Fehlerbalken die 5%-95% Quantile angeben.
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[%2]

& 60 .. . .

c N=23; n=10; Uberprifung auf Normalverteilung
% 50 ~ (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-
2 40 Test); Kruskal-Wallis-Test. Samtliche verwendete
5 L statistische Tests sowie deren Ergebnisse s. Anhang Tabelle
E _ * %

o 30 11.

Die Anzahl der Kletterversuche unterscheidet sich zwischen
den Tieren mit und ohne visuelle Reizung hoch signifikant

107 45mm (p=0,0012).

0 B —
Vis. object: ]

W)
o

An der Liickenbreite von 4,5 mm steigern die Tiere die Aktivitat ihres Kletterverhaltens
ebenfalls um 10% (Abbildung 19). In der Gruppe der Tiere, die eine Landmarke als visuellen
Anreiz erhalten, liegt der Median der Kletterversuche bei 80 %; dies ist ein verhaltnismaRig
hoher Wert fir eine Lickenbreite von 4,5 mm. Die erhobenen Datensatze an der
uniiberwindbaren Liickenbreite bekraftigen somit die beobachteten Ergebnisse an der 3,5
mm Licke. In allen Kletterversuchen dieser Arbeit konnte eventuell die Gefahr bestehen,
zufdllig far eine Versuchsgruppe aktivere Tiere auszuwahlen und damit einen
Motivationseffekt kilnstlich zu beeinflussen. Um diese Beeintrachtigung der Daten
auszuschlieBen, wird immer die Grund-Kletteraktivitat aller Tiere am Vortag der Versuche
getestet, so kann Uberprift werden, dass alle Tiere grundséatzlich unter &dhnlichen
Voraussetzungen gemessen werden. Zusatzlich lassen sich die Messungen durch eine
Nummerierung den einzelnen Tieren zuordnen und bei einem statistisch Vergleich paarweise
auswerten. Dieses Verfahren stellt sie grundsatzlich die Stichhaftigkeit der Daten sicher und
erhoht ihre Messgenauigkeit.

3.1.2 Einfluss olfaktorischer, externer Reize

Die Applikation eines olfaktorischen Anreizes erfolgt (iber eine Luftzuleitung Uber eine
Waschflasche befiillt mit Apfelsaft-Hefe-Losung. Die Tiere laufen dabei im Gegensatz zu dem
visuellen Aufbau stets in eine Richtung, immer auf die versteckte Diise mit dem Futterduft
oder die Kontrollluft am Steg nach der Liicke zu. Nach jedem Lauf werden sie fir einen
erneuten Anlauf wieder in ihre Ausgangsposition zurlickgesetzt. Bei der Reizung Uber
Futterlockstoffe darf nicht der innere Sattigungszustand der Tiere aus dem Auge gelassen
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werden; er stellt einen zusatzlich wichtigen Parameter dar. Es ist bekannt, dass Hunger die
Aktivitat im Verhalten von Drosophila beeinflusst (JoHNSON E. et al., 2010). Daher ist die
Versuchsreihe um diese Komponente erweitert, es gibt jeweils eine Gruppe von Tieren im
Hungerzustand und eine gesattigte Gruppe. Um einen ausreichenden Hungerzustand zu
erzeugen, werden die Tiere 12 Stunden vorgehungert.

* %
A 100 A B 100 T Abbildung 20: Kletterverhalten
90 90 T Yon .Drosophila "an ein.er
liberwindbaren Liickenbreite
80 380 - von 3,5 mm bei olfaktorischem
— 2 Reizeinfluss.
°>;'70 g L ™ A & B: Nicht parametrische
3 60 =60 1 Median- Darstellung;
5 50 & 50 ] Konventionen wie in Abbildung
© g 18. N=12 fur alle Gruppen;
§40 - § 40 . Uberpriifung auf Normal-
Ezp{ ——— § 30 - verteilung und Kruskal-Wallis-
O V- Test.
20 A 20 - Vollstandige Auflistung aller
10 4 10 4 angewandten statistischen Tests
3.5mm 3 5mmT fur alle Teilabbildungen im
0 0 . Anhang Tabelle 12.
Hunger:
ovor: [ Il [ Il m| - jmf

Es ist eine graduelle Steigerung in den Daten der Kletterversuche in Abbildung 20A
erkennbar. Die satten Tiere ohne Dufteinfluss (Kontrollluft) zeigen den gangigen Basiswert
fir gezeigte Kletteranstrengungen bei dieser Llickenbreite. Gibt man satten Tieren einen
Duftreiz als Ansporn hinzu, zeigen sie 10% mehr Kletterversuche. Es ist bei ihrem Datensatz
keine signifikante Steigerung in ihrer Kletterinitiation im Vergleich zu den Tieren ohne
Duftreiz zu erkennen. Vorgehungerte Tiere dagegen sind in ihrem Grundzustand schon
aktiver und zeigen aufgrund eines verstarkten Explorationsverhaltens zur Erhéhung ihres
Erfolgs in der Futtersuche auch eine verstarkte Kletteraktivitat. Dies wird sichtbar durch eine
Erhohung ihrer Kletterversuche im Vergleich zu den satten Tieren um 30%. Eine zusatzliche
Steigerung der Kletterbemihungen wird deutlich bei den Tieren, bei denen Hunger und
Futterduft kombiniert sind. Ihre Kletterversuche unterscheiden sich hochst signifikant von
denen der satten Tiere ohne Duftreiz. Der Median ihrer Kletterbemiihungen liegt zwar —
ahnlich dem der vorgehungerten Tiere ohne Duftreiz — bei einem Wert von 90%, die
Streuung der Daten ist aber deutlich auf die Spanne der Werte zwischen 90 und 100 Prozent
begrenzt (Abbildung 20A).

Bei der Betrachtung der Klettererfolge (Abbildung 20B) zeigen die Daten eine
dhnliche Grundtendenz wie die der Kletterversuche; in der detaillierten Einzelbetrachtung
lassen sich aber Unterschiede ausmachen. Der Uberquerungserfolg der Tiere mit Duftreiz
oder Hunger unterscheidet sich zwar tendenziell von den Werten der Tiere ohne jegliche
Reizeinflusse, signifikante Abstufungen treten aber nicht auf. Auffallend im Vergleich zu den
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Datensatzen der Kletterversuche ist, dass die gesattigten Tiere mit Duftanreiz eine hohere
Erfolgsquote in ihren Klettererfolgen aufweisen als die vorgehungerten Tiere. Die
vorgehungerten Tiere ohne Futterduft liegen bei oberflachlicher Betrachtung in den
Klettererfolgen 10% niedriger als die gesattigten Tiere mit Duftzufuhr. Zu beachten ist
allerdings die auRergewohnlich breite Streuung des Datensatzes der gehungerten Tiere; ihre
Werte streuen in der gesamten Wertespanne von 0-100%, dies macht eine zuverlassige
Aussage in diesem konkreten Vergleich schwer.

Eine Gemeinsamkeit in der Beobachtungen bei Kletterversuchen und Klettererfolgen
liegt aber in dem Punkt, dass eine Kombination der Reize Duft und Hunger jeweils eine
starke Verhaltenssteigerung auslosen. Die Tiere, die sowohl vorgehungert sind und
gleichzeitig einem attraktiven Duft entgegenklettern, zeigen einen hoch signifikant
vergroBerten Klettererfolg. Ihr Erfolgswert von 70% hebt sich auffallig von den anderen
Datensatzen ab.

GleichermaRen wie bei der visuellen Reizung soll auch bei der olfaktorischen

Reizzufiihrung der Effekt an einer vergroRerten, nicht Uberwindbaren Lickenbreite
Uberprift werden.

100 A
90 - Abbildung 21: Kletterverhalten von Drosophila an
80 - einer uniiberwindbaren Liickenbreite von 4,5 mm
—_ bei intrinsischem (Hunger) und extrinsischem
~c%?O - (Duft) Einfluss.
= i Nicht parametrische Median- Darstellung;
£ 60 Konventionen wie in Abbildung 18. N=13 fir alle
% 50 A Gruppen; Uberpriifung auf Normalverteilung
2’40 | (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro
-g Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.Vollstandige
5 30 A 1 Auflistung aller angewandten statistischen Tests fiir
S E— alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 13.
20 n.s. N.§. wex In den Datensatzen ist eine graduelle Steigerung zu
10 1 erkennen, der Datensatz der Tiere mit Hunger und
4.5mm Dufteinfluss unterscheidet sich hdchst signifikant
0 (p= 0,0009) von dem der Tiere ohne jeglichen
Hunger: Anreiz.
odo: [ [ K

In der Abbildung 21 lasst sich das gleiche Ergebnis erkennen, wie es bei Duftreizung bereits
in den Kletterversuchen an der Liickenbreite von 3,5 mm auftrat. Die Fliegen ohne externen
Anreiz - in Form von Futterduft - oder internen zusatzlichen Antrieb - in Form von Hunger —
zeigen einen Grundwert von 60% in ihren Kletterbemihungen. Ein Einbringen der Reize in
separierter Form bewirkt jeweils eine tendenzielle Zunahme in ihren Kletterversuchen,
allerdings reicht Hunger als interner Reiz (im Gegensatz zur 3,5 mm Licke) nicht mehr fir
eine signifikante Intensivierung ihrer Bemihungen. Erst die Kombination aus Anregung
durch externen und internen Reiz flihrt schlielRlich zu einem hdochst signifikanten Anstieg
ihrer Kletterbemihungen gegeniiber ihrem Grundwert. Der Median, der in dem Datensatz



3. Ergebnisse

der Tiere mit Hunger und Duftzugabe bei einem Wert von 90% liegt, unterscheidet sich
ebenfalls signifikant von dem Wert der Kletterversuche der Fliegengruppe ohne Vorhungern.
Dadurch lasst sich ein gradueller statistischer Unterschied zwischen den beiden singuldren
Reizen (nur Duft versus nur Hunger) erkennen, selbst wenn sie sich im direkten Vergleich
nicht statistisch voneinander unterscheiden. Insgesamt untermauern auch in der
olfaktorischen Reizung die Ergebnisse an der um einen Millimeter breiteren Liicke das
Resultat, das sich schon an der 3,5 mm Licke sowohl in Kletterversuchen als auch in
erfolgreichen Uberquerungen gezeigt hat.

3.1.3 Einfluss durch die Kombination aus olfaktorischem und visuellem Reiz

In einem weiteren Schritt lassen sich die beiden Einfliisse miteinander kombinieren;
olfaktorischer und visueller Reiz werden dabei den Tieren einer Gruppe parallel dargeboten.
In diesem Fall werden alle getesteten Tiere vorgehungert, damit der interne Zustand der
Fliegen auf einem dhnlichen Ausgangsniveau liegt.

100 Abbildung 22: Kletterverhalten von Drosophila an
90 - einer unuberwindbaren Liickenbreite von 4,5 mm
bei wahlweise visuellem oder olfaktorischem
80 A Reizeinfluss, sowie der Kombination aus beiden.
3'_9' i Nicht  parametrische  Median-  Darstellung;
:70 Konventionen wie in Abbildung 18. N=28-29;
E’GO - Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-
@ | | Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
@ 50 T n.s. Kruskal-Wallis-Test. Vollstindige Auflistung aller
g’ i l_*'*_' angewandten  statistischen Tests fur alle
2 40 Teilabbildungen im Anhang Tabelle 14.
g 30 | L : Ein additiver Effekt der beiden externen Reize lasst
kkk  kkk KRR sich deutlich erkennen, der Datensatz der
20 1 Kletterversuche unter dem Einfluss beider Reize
parallel unterscheidet sich signifikant (p= 0,0143)
10 7 und  hochsignifikant ~ (p=0,0062) von der
0 4.5mm Klettermotivation unter dem Einfluss nur eines
vis. obj.; [ 00 ] [ Reizes.
Odor: ]

In den Kletteranstrengungen bei Zugabe unterschiedlicher Kombinationen von externen
Reizen lasst sich eine klare Abstufung der Klettermotivation erkennen (Abbildung 22).
Grundsatzlich zeigen alle Tiere sehr stark erhdhte Kletterbemihungen auf, wenn sie einen
externen Reiz zugefiihrt bekommen, gegeniiber den Tieren, die ohne lockenden Reiz in der
Kletterarena laufen. Sobald ein externer Reiz zugegeben wird, duRert sich dies in einem
erheblichen Anstieg ihrer Kletteranstrengungen um 20 bis 30%. Dabei unterscheidet sich die
Haufigkeit der Kletterinitiation bei den Tieren, die entweder nur einen olfaktorisch oder
einen visuell anziehenden Reiz geboten bekommen, nicht signifikant voneinander; beide
Reizungen bewirken separiert zugefiihrt einen vergleichbar starken Effekt. Erheblich
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verschieden von den beiden singuldren Reizungen ist wiederum der Effekt, der bei einer
Kombination der beiden Reizkomponenten auftritt, wenn also die Tiere sowohl Duft als auch
Landmarke bemerken. Der Median der Anldaufe mit Kletterversuch liegt bei 90%, ihre
Kletterversuche steigern sich daher gegeniber dem Grundaktivitaitswert um 40%.
Infolgedessen unterschieden sie sich in ihren Kletterbemiihungen auch merklich von den
Fliegen, die nur eine Reizung erfahren hatten.

Die Wirkung einer Kombination unterschiedlicher Kletteranreize in der Kletterarena
spiegelt sich deutlich in der Steigerung der Kletterbemihungen von Drosophila wider.

3.1.4 Quantifizierung  des Einflusses  der  Pilzkérper auf das
Duftpraferenzverhalten von Drosophila melanogaster

Im Rahmen der Untersuchung zur Beeinflussung der Kletteranstrengungen in Drosophila
melanogaster besteht der oben beschriebene, olfaktorisch-anziehende Reiz aus einem
Apfelsaft-Hefe-Duftgemisch. Nachdem sich der motivierende Einfluss dieses appetitiven
Duftes auf die Fliegen darstellen lasst, soll in einem weiteren Schritt die Steuerung der
Motivationszunahme auf struktureller Ebene im Gehirn der Tiere untersucht werden. In
diesem Kontext ist die Gehirnstruktur des Pilzkérpers von Interesse, da bekannt ist, dass der
Pilzkorper in anderen Verhaltenskontexten, wie beispielsweise dem Flugsimulator, Einfluss
auf die spontanen Entscheidungen bei Drosophila hat (Wu Z. unp Guo A., 2011). Da der
Pilzkdrper aber auch an der Duftprozessierung in Drosophila beteiligt ist (LEI Z. et al., 2013),
muss Uberprift werden, ob die Fliegen bei einer Manipulation dieser Gehirnstruktur den
Futterduft bestandig wahrnehmen koénnen und ob sie ihn dabei auch als angenehm
bewerten. Zu diesem Zweck werden die Fliegen Uber einen definierten Zeitraum in ein
Wahlparadigma eingesetzt. Ahnlich wie in der Tully-Apparatur (TuLLy T. UND QUINN W., 1985)
stehen den Fliegen zwei Aufenthaltskammern zur Wahl, in eine Kammer wird der Futterduft
eingeleitet, die andere Kammer ist geruchsneutral (Abbildung 14). Die Tiere kénnen Uber
einen gewissen Zeitraum ihren Aufenthaltsraum frei bestimmen und sich je nach ihrer
Vorliebe zum Duft hin oder von ihm weg orientieren. Anhand ihrer Verteilung lasst sich
ablesen, ob sie den Duft einerseits wahrnehmen koénnen und ihn andererseits auch
praferieren.
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0.8 Ex Abbildung  23:  Duftpraferenz  von
[ Drosophila melanogaster (CS) in einem

1
0.6 - Wahlparadigma.
T l Nicht parametrische Median- Darstellung;
Konventionen wie in Abbildung 18. N=8,
0.4+ n=329;Messung (iber eine Zeitspanne von
. al ™ t=20. Uberpriifung auf Normalverteilung
0.2 - L n (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
m = Shapiro Wilk-Test); einseitiger t-Test.
n Vollstandige Auflistung aller angewandten
0.0 statistischen Tests fur alle Teilabbildungen
im Anhang Tabelle 15.
Die Tiere zeigen eine ansteigende Tendenz
dazu, sich zum appetitiven Duft hin zu
verteilen, ab der 15. Minute befinden sich
hochsignifikant (p=0,0090) mehr Tiere
zum Duft hin orientiert.
T T T T T T T T T
123458101520
Time [min)]

Preference index

Uber einen festgelegten Beobachtungszeitraum von 20 Minuten l&sst sich eine zunehmende
Positionsverlagerung der Fliegen in Richtung des Duftes erkennen (Abbildung 23). Zu
beachten ist hierbei, dass die Fliegen nicht einzeln, sondern in Gruppen von 15-50 Tieren in
die Apparatur eingesetzt werden (s. 2.2.7.5 Mat. und Methode, S.50). Dies erlaubt es, eine
moglichst grolle Anzahl an Tieren zu messen.

In der ersten Minute nach Einsetzen der Fliegen ldsst sich noch keine Praferenz
beobachten, der Median ihrer Daten liegt anndhrend bei null. In Minute zwei ist eine grole
Streuung in ihren Werten zu erkennen; dies lasst auf eine breite Verteilung der Tiere in dem
Versuchsaufbau schliefen. Ab Minute drei beginnt eine Tendenz in der Verteilung der Daten
sichtbar zu werden. Die Werte des Praferenzindex der einzelnen Gruppen werden positiv,
das bedeutet, dass die Verteilung der Fliegen sich auf die Seite der Apparatur verlagert, auf
der der Apfelsaft-Hefe-Duft von ihnen perzipiert werden kann. Diese zum Duft hin
orientierte Aufenthaltswahrscheinlichkeit bleibt von Minute drei an bis zu Minute zehn
kontinuierlich bestehen. Ab der fiinfzehnten Minute befinden sich hoch signifikant mehr
Fliegen in dem Rohrchen mit Apfelsaft-Hefe-Duft und bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums verandern sie ihre Position nicht mehr.
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Es lasst sich daher festhalten, dass sich ab der flinfzehnten Minute eine Mehrheit der Fliegen
zum Futterduft hin orientiert und damit konstant hoch signifikant mehr Fliegen in dem
entsprechenden Rohrchen zu finden sind. Eine zufdllige Verteilung der Tiere ist damit
ausgeschlossen und die Erwartung bestatigt sich, dass wildtypische Drosophila den Apfelsaft-
Hefe-Duft als anziehend wahrnehmen.

1.0 Abbildung 24: Duftpraferenz von
- Drosophila melanogaster mit ablatierten
0.8 rr Pilzk6érpern in einem Wahlparadigma.
Nicht parametrische Median- Darstellung;
- Konventionen wie in Abbildung 18. N=8,
0.6 - Y n=93; Messung Uber eine Zeitspanne von
t=20. Uberpriifung auf Normalverteilung
5 0.4 — (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
'E ) Shapiro Wilk-Test); Vorzeichen-Test.
‘a Vollstandige Auflistung aller angewandten
g 0.2 ’l‘ B al .statlstlschen Tests fir alle Teilabbildungen
o im Anhang Tabelle 16.
N Die Tiere zeigen eine ansteigende Tendenz
E 0.0 Ll T I dazu, sich zum appetitiven Duft hin zu
1 1 verteilen, ab der 10. Minute befinden sich
signifikant (p=0,0412) mehr Tiere zum Duft
0.2 1 hin orientiert.
'04 I T T T T T T T T
123 45 8101520
Time [min)]

Bei den Tieren, bei denen die Pilzkorper mittels einer Verfiitterung von Hydroxyurea (HU)
ablatiert wurden (s. 2.2.5 Mat. & Methode, S.40), erfolgt U{ber denselben
Beobachtungszeitraum wie zuvor bei den Wildtypfliegen eine Testung ihres
Duftpraferenzverhaltens (Abbildung 24). Analog zu den vorherigen Messungen werden die
Fliegen nicht einzeln in die Apparatur gesetzt, sondern in Gruppen von neun bis 21 Tieren.
Die GroRe der getesteten Gruppen ist jeweils reduziert im Vergleich zu den Gruppen der
wildtypischen Fliegen, bedingt durch die schwierigere Aufzucht der Tiere. Das Verfahren zur
Ablation der Pilzkérper mit Verfltterung von HU und vielen Waschschritten senkt die
Uberlebensrate der Tiere, dennoch ist der Datensatz von ausreichender GréRe, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen.

Es gibt ebenfalls als direkte Kontrolle eine Gruppe von Tieren, die im gleichen MaRe
den Waschschritten unterworfen wird, aber keine Verfiitterung von HU erfdhrt. Die
Schlipfquote war in dieser Gruppe sehr niedrig, weshalb keine auswertbaren Ergebnisse zu
betrachten sind. Da sich die HU-behandelten Tiere allerdings nicht von den wildtypischen in
ihrem Verhalten unterscheiden, ist ein direkter Vergleich zwischen den HU- und den
wildtypischen Tieren moglich.
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In der ersten Minute liegt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der HU-behandelten Fliegen
tendenziell leicht im negativen Bereich, ab der zweiten Minute wird aber schon eine
deutliche Verschiebung in den positiven Wertebereich deutlich, dhnlich wie bei den
wildtypischen Fliegen verlagern auch die Fliegen mit den kinstlich in ihrer Ausbildung
unterdriickten Pilzkérpern ihre Position in das Duft-Rohrchen. Dies bedeutet, dass diese
Fliegen ebenfalls verstarkt die Seite der Apparatur praferieren, in der sich der Apfelsaft-
Hefe-Futterduft befindet. Uber die gesamte Zeitspanne kommt es zu einer graduellen
Zunahme der Anzahl der Tiere in dem positiven Duft-Bereich. Ab der zehnten Minute
befinden sich signifikant mehr Tiere in dem bedufteten Réhrchen. Diese signifikant vom
Zufallsniveau verschiedene Verteilung bleibt bis zum Ende der Aufzeichnungen (Minute 20)
konstant; es lasst sich analog zu den wildtypischen Fliegen eine zufallige Verteilung
ausschlieBen. Trotz reduzierter Pilzkoper kénnen die Fliegen dementsprechend den Duft
wahrnehmen und als angenehm und verlockend bewerten. Eine anndhernd intakte
Duftbewertung lief} sich erwarten, da das laterale Horn im Gehirn von Drosophila einen
direkten Eingang mit Duftinformationen von den Antennalloben erfdahrt und eine
angeborene Reizbewertung vornimmt. Das laterale Horn bedingt intuitive Entscheidungen,
hin zu attraktiven Duftquellen (STRUTZ A. et al., 2014).

3.1.4.1 Uberpriifung der Pilzkérper-Ablation durch neuroanatomische Priparate

Zur Bestatigung, dass das angewandte Verfahren zur Ablation der Pilzkérper wirkungsvoll ist
und bei allen Tieren erfolgreich die Entwicklung der Pilzkérper unterdriickt wurde, werden in
Anschluss an die durchgefiihrten Testreihen neuroanatomische Praparate der Fliegengehirne
nach der Kragenmethode (s. 2.2.8.1 Mat. & Methode, S.54) angefertigt. Es werden alle Tiere
Uberpruft, die in der Apparatur getestet wurden. Nur so ldsst sich ausschlieRen, dass sich
Tiere in den Versuchsgruppen befunden haben, bei denen die Pilzkérperausbildung in zu
geringen Ausmall unterdrickt wurde und die daher eine Verfdlschung der
Verhaltensergebnisse bedingt hatten.
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Abbildung 25: Frontale Paraffinschnitte durch die Gehirne mannlicher CS Fliegen mit ablatierten
Pilzkérpern.

In den Schnitten (Dicke: 7 um) wirken aufgrund des Farbstoffs der Komplexaugen die neuropilen
Strukturen griin, wahrend die Zellkérper hellgriin bis gelb gefarbt erscheinen. Die Fotographien wurden
unter dem Fluoreszenz-Mikroskop erstellt.

Die Protocerebralbriicke (PB) ist deutlich zu erkennen, sie ist in allen gezeigten Ebenen des
Schnittpraparates vorhanden. Die Schnittebene verlduft von A nach C caudal, daher ist die
Protocerebralbriicke nur in einer Ebene vollstdndig zu erkennen (A) in den beiden weiteren Ebenen sind
ihre caudalen Anteile sichtbar (B & C). Das Areal, in dem sich die Calices der Pilzkérper bei unbehandelten
Fliegen befinden wiirden, ist in allen Schnittebenen auf einer Seite mit einer weiRen Pfeilspitze
gekennzeichnet.

Die Schnitte stammen von Objekttrager Nr. 61, 16.09.2011

Die neuroanatomischen Prdparate zeigen bei ndherer Betrachtung deutlich, dass die
Behandlung der Fliegen mit Hydroxyurea die Ausbildung der Pilzkorper reduziert hat. In dem
beispielhaft ausgewahlten Praparat aus Abbildung 42. I3dsst sich die Protocerebalbriicke
durch mehrere Ebenen gut erkennen. Diese Gehirnstruktur dient in allen Praparaten als
Orientierungshilfe zur Lokalisierung der Calices der Pilzkorper, da diese beiden Strukturen
auf gleicher frontaler Ebene im Gehirn liegen. Alle Ebenen, (ber die sich die
Protocerebralbriicke in den Paraffinschnitten erstreckt, werden dokumentiert, um
sicherzustellen, dass ein Praparat nicht leicht schrag geschnitten wurde und daher nur
scheinbar keine Pilzkérper zu sehen sind. Die Calices der Pilzkdrper liegen immer dorsal im
Verhaltnis zur Protocerebralbriicke im Gewebe, beidseitig leicht lateral verschoben. Dies ist
in Abbildung 26 sehr gut zu erkennen. In dem Praparat der wildtypischen, mannlichen Tiere
mit unbehandelten Pilzkorpern sind die Calices als ovale Strukturen nicht zu Gbersehen. Sie
lassen sich in allen dargestellten Schnittebenen gut ausmachen.
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Abbildung 26: Frontale Paraffinschnitte durch die Gehirne mannlicher CS Fliegen mit intakten Pilzkérpern.
Die Aufnahmen entsprechen von den Einstellungen der Abbildung 25.

Die Protocerebralbriicke ist in allen Schnittebenen deutlich zu sehen, sie ist wiederum nur in dem proximalen
Schnitt (A) vollstandig abgebildet. In den beiden weiteren Ebenen sind ihre caudalen Anteile noch sichtbar (B
& C). Die Calices der Pilzkorper sind auf allen Schnittebenen mit weilen Pfeilspitzen gekennzeichnet. In der
proximalen Ebene (A) ist nur einseitig ein Calyx zu sehen, der des gegeniberliegenden Pilzkérpers taucht erst
in den caudaleren Ebenen auf und ist vollstandig in Ebene C zu betrachten.

Die Schnitte stammen von Objekttrager Nr. 115, 16.09.2011

3.1.5 Rolle der Pilzkdrper beim Beeinflussen des Kletterverhaltens durch
externe, motivierende Reize

Da sich in den Duftpraferenzanalysen anschaulich ablesen lasst, dass die Anziehungskraft des
Futterduftes in Drosophila trotz Ablation der Pilzkorper bestehen bleibt, kénnen im
Anschluss Versuche durchgefiihrt werden, in denen die synaptische Weiterleitung im
Pilzkérper manipuliert wird.
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3.1.5.1 Modulation des motivierenden Einflusses von externen, olfaktorischen
Reizen durch distinkte Pilzkorper-Loben in Drosophila

Um den Einfluss der Pilzkérper auf die Motivationsauspragung zu betrachten, werden in
einigen Tieren jeweils bestimmte Gruppen von Kenyonzellen der Pilzkdrper blockiert. Dies ist
moglich durch den Einsatz beschriebener GAL4-Treiber-Linien, die Kenyonzellen
unterschiedlicher Pilzkdrperloben adressieren (Aso Y. et al., 2009). Die Blockade erfolgt
durch eine GAL4-gelenkte Expression von Tetanustoxin (TNT) (SWEENEY S. et al., 1995). TNT
verhindert — in den uUber die GAL4-Treiber definierten Neuronen der Loben - die
Ausschittung der synaptischen Vesikel und in Folge dessen, die chemische synaptische
Weiterleitung. Mit Hilfe dieser genetischen Manipulation lasst sich Uberprifen, ob
bestimmte Kompartimente des Pilzkoérpers auf den durch einen attraktiven olfaktorischen
Anreiz bedingten Anstieg der Klettermotivation einen Einfluss haben.

cs H24>TNT c305a>TNT mb247>TNT c739>TNT
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Abbildung 27: Klettermotivation unter Dufteinfluss an der 4,5 mm Liicke bei Inhibition der
chemischen neuronalen Transmission in unterschiedlichen Loben der Pilzkorper.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N(satt)=47/49/41/42/47;
N(Test nach 24 h gehungert)= 20-27; Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test,
Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Wilcoxon-Test (satt gegen hungrig mit Duft), Mann-Whitney U-Test
(gehungert mit gegen gehungert ohne Duft). Vollstiandige Auflistung aller angewandten statistischen
Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 17.

Bei den Tieren mit mb247>TNT und c¢739>TNT tritt kein signifikanter Unterschied zwischen den
Datensatzen von Tag 1 und den Datensatzen des Laufs mit zugefiihrtem Duftreiz auf. Die vergleichbaren
Datensdtze der wildtypischen CS Fliegen zeigen dagegen einen hochstsignifikanten Unterschied
(p=0,0005), die der H24>TNT Tiere und der c305a>Tiere einen hoch und héchst signifikanten
Unterschied (p=0,0022 und p=0,0003).

Die einzelnen Kreuzungen und der Wildstamm CS sind in Abbildung 27 nebeneinander
abgebildet. Alle Tiere werden zunachst im satten Zustand getestet und dann fiir einen
zweiten Test nach 24 Stunden fiir 16 Stunden vorgehungert. Im zweiten Test 24 Stunden
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spater werden jeweils die Halfte der Fliegen eines Genotyps dann mit dem attraktiven Duft
und die andere Halfte mit reiner Luft getestet. Als Vergleichsexperiment sind an erster Stelle
die Daten der wildtypischen CS Fliegen aufgetragen. Die statistische Testung erfolgt aber
innerhalb eines Genotyps und zwar gepaart zwischen satten und gehungerten Fliegen mit
Duftreizgabe, sowie ungepaart zwischen vorgehungerten Fliegen mit und ohne Duftreizgabe.
Es lasst sich deutlich erkennen, dass die wildtypischen Tiere bei einem zweiten Test nach 24
Stunden, falls ein externer Duftreiz zugegeben wird, hochst signifikant mehr Kletterversuche
zeigen als in der Testung am Vortag. In dhnlichem MaRe zeigen sie signifikant mehr
Kletterversuche als die Tiere, die zum gleichen Zeitpunkt keine Duftreizung erfahren (exakte
p-Werte aller Daten sind zur Verdeutlichung in Tabelle 7 aufgefiihrt).

Sowohl die Tiere, in denen TNT die synaptische Weiterleitung der y-Loben des
Pilzkorpers (H24-GAL4) unterdriickt, als auch die Tiere, in denen dies in den a'-/B'-Loben der
Pilzkdrpers (c305a-GAL4) geschieht, verhalten sich wildtypisch. Es tritt jeweils zwischen der
ersten Testung und dem erneuten Test nach 24 Stunden mit Duftzugabe wie bei den CS-
Tieren eine hoch bis hochst signifikante Steigerung der Kletterbemiihungen auf. Ein einziger
Unterschied im Verhalten lasst sich bei den Tieren, in denen TNT im Muster der Treiberlinien
H24-GAL4 (y-Loben) und c305a-GAL4 (a'-/B'-Loben) getrieben wird, beobachten. Bei ihnen
lasst sich kein Unterschied in den Kletteranstrengungen zwischen Tieren mit und ohne Duft
am zweiten Testtag auszumachen. Die Daten sind trotzdem direkt vergleichbar mit denen
der Wildtypfliegen, da der Anstieg der Klettermotivation vom ersten zum zweiten Tag fir
diese Untersuchung der entscheidende Parameter ist.

Die Fliegen, in denen die synaptische Transmission der a-/B-, und y-Loben (mb247-
GAL4 in Abbildung 27) blockiert ist, zeigen keine Differenz in ihren Datensatzen im Vergleich
zum Test am Vortag, egal ob mit oder ohne Duftzugabe. Der gleiche Effekt zeigt sich bei den
Tieren, bei denen die synaptische Transmission nur in den a-/B-Loben unterbrochen ist
(c739-GAL4 in Abbildung 27). Sie zeigen ebenfalls nach 24 Stunden keine erhohte
Klettermotivation, ganz gleich, ob sie auf angenehmen Futterduft zulaufen oder nicht.

Tabelle 7: p-Werte der statistischen Tests jeweils innerhalb eines Genotyps fiir Daten des zweiten
Versuchstags, 16 Stunden gehungerten Tiere mit Duftgabe aus Abbildung 27.

Genotyp N | Test gegen Lauf 1 ohne Reiz Test gegen Lauf nach 24 h
p Wilcoxon Matched Pairs ohne Duftgabe
p Mann-Whitney-U

CS 24 0,0005 0,0038
nach 24 h + Duft

H24>TNT 27 0,0022 0,1967
nach 24 h + Duft

¢305a>TNT 23 0,0003 0,0592
nach 24 h + Duft

mb247>TNT 21 0,8203 0,9486
nach 24 h + Duft
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Genotyp Test gegen Lauf 1 ohne Reiz Test gegen Lauf nach 24 h
ohne Duftgabe
c739>TNT 21 0,6982 0,5010
nach 24 h + Duft

Um diese Ergebnisse noch einmal zu veranschaulichen, wird fir jede einzelne Fliege eine
Differenz zwischen den Kletterinitiationen ihrer beiden Laufe gebildet. Hierbei wird jeweils
die Anzahl ihrer Kletterversuche im ersten Testlauf von der Anzahl im zweiten Test nach 24
Stunden abgezogen. Liegt der Wert der berechneten Differenz im positiven Bereich, so hat
eine Fliege mehr Kletterversuche im zweiten Versuchsdurchlauf gezeigt. Entspricht der
Differenzwert dagegen einem Wert von null, war keine Veranderung in Kletterverhalten der
Fliege zu beobachten. Bei einem Wert, der sich im negativen Wertbereich befindet, nahm
die Kletterbereitschaft der Fliege im zweiten Durchlauf ab.

Abbildung 28: Differenz zwischen dem
c305a> mb247> ersten Testlauf und dem darauf folgenden
CS H24>TNT TNT TNT c¢739>TNT zweiten Testlauf 24 Stunden spdter;
5 berechnet fiir jede Einzelfliege.
LS. LS Nicht parametrische Median- Darstellung;
" 4 1 *ri'f* 5 () Konventionen wie in Abbildung 18.
S 3 N=24/26/23/20/21;  Uberprifung  auf
: Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-
5 2 - Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
E Vorzeichen-Test. Vollstandige Auflistung
L1 A L aller angewandten statistischen Tests fiir
E alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 17
2 0 und Tabelle 18.
Q 1 - Bei den wildtypischen Fliegen liegen beide
5 Datensatze Uber dem Nullniveau, der erste
@ -2 hochstsignifikant, der zweite signifikant. Bei
?5 den Tieren von H24>TNT und c305a>TNT
-3 1 - unterscheidet sich der erste Datensatz hoch
und hochstsignifikant vom Nullniveau. Kein
-4 Unterschied beider Datensdtze zum
OdOf:mDmD ml:l m:lml:l Nullniveau zeigen die Datensatze der Tiere
mb247>TNT und c739>TNT.

Durch die Berechnung der Differenz zwischen den beiden Laufen im Abstand von 24 Stunden
bezogen auf jede einzelne Fliege (Abbildung 28), lasst sich das Ergebnis aus Abbildung 27
besonders gut veranschaulichen. Es ist deutlich zu erkennen, das die berechneten
Differenzwerte der Fliegen, bei denen die Transmission der a-/B-, und y-Loben (mb247>TNT)
oder auch einzig, die der a-/B-Loben (c739>TNT) verhindert ist, keine Verschiebung ihrer
Werte in den positiven Bereich aufweisen. Sie zeigen bei keinem der beiden Laufe nach 24
Stunden eine Steigerung in ihren Kletterbemiihungen, unabhangig davon, ob sie einen
anregenden Duft als Lockmittel angeboten bekommen oder erneut dieselben Konditionen
wie am Vortag erleben.



3. Ergebnisse

Die wildtypischen Fliegen dagegen zeigen nach 24 Stunden generell eine signifikante
Steigerung ihres Kletterverhaltens; bei einer zusatzlichen Prdsentation eines attraktiven
Duftes verlagern sich ihre Werte hochst signifikant in den positiven Wertebereich. Die Tiere,
bei denen der synaptische Ausgang aus den y-Loben (H24>TNT) oder den a'-/B'-Loben
(c305a>TNT) blockiert wird, zeigen bei den gleichen Bedingungen wie am Vortag keine
Veranderung in ihrem Kletterverhalten. Sobald der Zusatz eines Duftes als Lockstoff
eingesetzt wird, schnellt ihre Klettermotivation nach oben; sie zeigen damit dieselbe
Motivationssteigerung bei Futterduft wie die Wildtypfliegen.

Daraus folgt, dass fiir eine Duft-induzierte Verstarkung der Klettermotivation die
Kenyonzellen der a-/B-Loben benétigt werden. Die kongenitale Duftpraferenz ist davon
unbeeinflusst, da sie vom lateralen Horn gesteuert wird.

3.1.5.2 Modulation des motivierenden Einflusses von externen, visuellen Reizen
durch distinkte der Pilzkdrper-Loben in Drosophila

Im nachsten Schritt soll untersucht werden, ob bestimmte Gruppen von Kenyonzellen der
Pilzkdrper auch die Motivationsveranderung bei Prasentation von visuellen Stimuli in Form
von Landmarken entscheidend beeinflussen. Neben dieser generellen Fragestellung nach
einem Einfluss der Pilzkdrper im visuellen Motivationsverhalten ist hierbei besonders
interessant, ob dabei eventuell dieselben Gruppen von Kenyonzellen eine
motivationsbedingte Verhaltensmodulierung bedingen wie fiir Diifte.

Daher werden im Anschluss an die Betrachtung der Duft-induzierten Zunahme der
Klettermotivation in einem nachsten Schritt Tiere aus den gleichen Kreuzungen eingesetzt,
um diesmal die visuell induzierte Steigerung der Kletterbemihungen zu betrachten. Wie
zuvor werden alle Tiere im satten Zustand ohne Landmarke gemessen und dann 24 Stunden
spater nach 16 Stunden hungern aufgeteilt. Die Halfte der Fliegen jedes Genotyps wird nun
mit einer Landmarke gemessen, die andere Halfte ohne diese attraktive Landmarke. Eine
Abadnderung gibt es einzig in der Verwendung einer GAL4-Treiberlinie. Es betrifft die Linie,
die in dem vorherigen Versuch die a'-/B'-Loben (c305a-GAL4) adressiert. Da die Tiere aus der
Kreuzung c305a>TNT nicht gerade ausgerichtet auf die Landmarken zulaufen, kdnnen sie
nicht in ihrem Kletterverhalten zu der Landmarke beobachtet werden. Daher wird
ersatzweise die Treiberlinie NP1131-GAL4 eingefiihrt (AsoY. et al., 2009).
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Abbildung 29: Visuell beeinflusste Klettermotivation (an der 4,5 mm Liicke) bei Inhibition der
neuronalen Transmission in unterschiedlichen Loben der Pilzkorper.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18.
N(satt)=50/35/46/30/40 N(Test nach 24 h gehungert)=15-25; Uberpriifung auf Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Wilcoxon-Test, Mann-Whitney-U-Test.
Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang
Tabelle 19.

Bei den Tieren mb247>TNT und c739>TNT tritt kein signifikanter Unterschied zwischen den
Datensatzen von Tag 1 und den Datensdtzen des Laufs mit zugefiihrtem visuellem Reiz auf. Die
vergleichbaren Datensatze der wildtypischen CS Fliegen zeigen dagegen einen hoéchstsignifikanten
Unterschied (p<10'5), die der H24>TNT Tiere und der NP1131>Tiere einen hoch- und
hochstsignifikanten Unterschied (p= 0,0013 und p=0,0007).

In den Ergebnissen zur visuell-ausgelosten Motivation (Abbildung 29) lassen sich deutliche
Parallelen zu den Daten der olfaktorisch bedingten Klettermotivation erkennen. Die
wildtypischen CS Fliegen zeigen die schon zuvor beobachtete Reaktion; es kommt bei ihnen
zu einem deutlichen Anstieg in der Anzahl ihrer Kletterversuche bei der Zugabe des visuellen
Anreizes in der Arena. Die Daten ihrer Kletterversuche unterscheiden sich sowohl von denen
des Vortags, als auch von denen ohne Reizzugabe hdochst signifikant (Daten siehe Tabelle 8).
Die Tiere der Kreuzung H24>TNT (y-Loben) zeigen ein phadnotypisch-identisches Verhalten,
ebenso wie die Tiere, bei denen TNT im Expressionsmuster der GAL4-Linie NP1131 (a'-/B'-
Loben) getrieben wird.

Ist jedoch die synaptische Transmission der a-/B- und y-Loben (mb247-GAL4 in
Abbildung 29) unterbrochen, so ist ein Anstieg in den Kletterbemiihungen auch bei visuellen
Anreizen nicht mehr vorhanden. Die Tiere zeigen keinen Unterschied in ihrem
Kletterverhalten, ungeachtet der Umgebung, in der sie sich befinden.

Daher lasst sich die Steuerung einer motivationsbedingten Kletterzunahme bei
visuellen Anreizen ebenfalls auf die Verarbeitung in den a-/B-Loben (c739>TNT) eingrenzen.
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Tabelle 8: p-Werte der statistischen Tests jeweils innerhalb eines Genotyps fiir Daten des zweiten
Versuchstags, 16 Stunden gehungerten Tiere mit Landmarke (LM) aus Abbildung 29.

Genotyp N | Test gegen Lauf 1 ohne Reiz Test gegen Lauf nach 24 h
p Wilcoxon Matched Pairs ohne LM
p Mann-Whitney-U
(o 25 <10” <10
nach 24 h + LM
H24>TNT 17 0,0007 0,0001
nach 24 h + LM
NP1131>TNT 23 0,0013 0,0061
nach 24 h + LM
mb247>TNT 15 0,2603 0,4610
nach 24 h + LM
c739>TNT 20 0,1873 0,4450
nach 24 h + LM

Um auch die Ergebnisse dieses Versuchs veranschaulicht darzustellen, wird wie in Abbildung
28 die Differenz zwischen den Ldufen des ersten Tags und den Anldufen 24 Stunden spater
jeweils mit und ohne Duft gebildet.

NP1131> mb247> Abbildung 30: Differenz zwischen dem
CS H24>TNT TNT TNT c739>TNT ersten Testlauf und dem darauf folgenden
o P % ns. n.s. zweiten Testlauf 24 Stunden spater;

— 4 - berechnet fiir jede Einzelfliege.
_‘S Nicht parametrische Median- Darstellung;
S 3 1 Konventionen wie in Abbildung 18.
2 N=25/18/23/15/20;  Uberpriifung  auf
2 2 Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-
é 1 4 Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
= Vorzeichen-Test. Vollstindige Auflistung
E 0 = = aller angewandten statistischen Tests fir
® alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 20.
8 -1 1 Sowohl bei den wildtypischen Fliegen als
g auch bei den Tieren von H24>TNT und
= -2 1 NP1131>TNT unterscheidet sich der erste
Q 3 - Datensatz hoch und héchst signifikant vom
Nullniveau. Kein  Unterschied beider
-4 Datensdtze zum Nullniveau zeigen die
Vis.Object{ T 11O IHIC ] Datensidtze der Tiere mb247>TNT und

c739>TNT.

Wie schon in den Versuchen mit Duftzufiihrung, dient die Darstellung der Differenzbetrage
der Kletterversuche der beiden Laufe einer Verdeutlichung des Einflusses eines attraktiven
visuellen Reizes auf die Klettermotivation der Fliegen (Abbildung 30). Am wildtypischen
Verhalten ist eindeutig abzulesen, wie entscheidend die Landmarken die Bemihungen der
Fliegen steigern. Wahrend der Differenzbetrag der beiden Laufe ohne visuellen Anreiz an
den Folgetagen null betragt, verschiebt er sich bei Einbringen der Landmarken in die Arena
hochst signifikant in den positiven Wertebereich. Ein nahezu identisches Bild liefern die
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Tiere, in denen TNT entweder in den a'-/B'-Loben (NP1131>TNT) oder in den y-Loben
(H24>TNT) exprimiert wird, ihr Verhalten ist wildtypisch.

Besonders auffallig ist aber auch in dieser Darstellung die Verdanderung der Werte bei
den Tieren, in denen entweder a-/B- und y-Loben (mb247>TNT) oder einzig die a-/B-Loben
(c739>TNT) blockiert sind. Bei ihnen steigen die Differenzbetrage nicht tGber das Nullniveau,
sondern liegen tendenziell sogar im negativen Wertebereich.

Es kann daraus gefolgert werden, dass visuelle und olfaktorische Motivationsreize in

denselben, den a-/B-Kompartimenten der Pilzkérper verarbeitet werden.
Zusatzlich werden Tiere der verwendeten Kreuzungen auf Unterschiede in ihrem
grundsatzlichen Kletterverhalten ohne duRRere Einfliisse untersucht, da in den Testreihen zu
Abbildung 27 und Abbildung 29 an dem ersten Versuchstag, Tiere mit stark abweichenden
Kletterdaten ausgeschlossen wurden, um eine starke Datenstreuung zu vermeiden. Es ist
aber interessant, einen Gesamtiberblick Gber die gesamte Reaktionsbreite zu bekommen,
da es zu Unterschieden in der grundsatzlichen Klettermotivation zwischen den Kreuzungen
hatte kommen koénnen. Um wiederum Abweichungen, die einzig aufgrund einer
Veranderung in der KorpergroRe — als Folge des Heterosis-Effekts — auftreten kdnnen,
erkennen zu konnen, wird die wildtypische Kontrollgruppe mit einer GAL4-Treiberlinie
zurlickgekreuzt (Abbildung 31).

100 T Abbildung 31: Kletterverhalten von

90 Drosophila an einer uniiberwindbaren

80 - Liickenbreite von 4,5 mm ohne und mit

— Unterbrechung der synaptischen

570 ] Transmission aus unterschiedlichen
gag - Pilzkorperkompartimenten.

g 50 - Reaktionsbreite ohne Vorselektion der

® naiven Tiere. Nicht parametrische Median-

240 - Darstellung;  Konventionen  wie in

E 30 - Abbildung 18. N=27-36; Uberpriifung auf

O Normalverteilung  (Kolmogorov-Smirnov-

20 Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);

10 - 45 mm Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung

cs : aller angewandten statistischen Tests flr

0 alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 21.

UAS-TNT = + + + + Alle Kreuzungen liegen im Median ihrer

mb247-GAL4 — 4+ — — =— Kletterversuche auf gleicher Hohe, nur die

C739-GALY — — + = - Tiere der Kreuzung mb247>TNT

H24-GAL4 — = = + = unterscheiden sich  hoch signifikant

NP1131-GAL4 — — = — + (p=0,0015) von den anderen Werten.

Insgesamt ist keine generelle Tendenz in den Daten der Tiere, die aus einer Kreuzung mit
UAS-TNT hervorgehen, zu vermehrtem oder vermindertem Kletterverhalten zu erkennen
(Abbildung 31). Einzig bei den Tieren der Kreuzung mb247>TNT liegen die Anzahl der
gezeigten Kletterversuche hoch signifikant hoher als Daten der wildtypischen Tiere und
denen der anderen Kreuzungen. Dies wirkt sich aber nicht nachteilig auf die Interpretation
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der vorherigen Versuche mit olfaktorischer oder visueller Stimulierung aus, da diese Tiere
entgegen dieser Erhohung ihres allgemeinen Kletterverhaltens, keine Steigerung ihrer
Bemuihungen bei Reizzugabe zeigen. Daher kann eine Verfdlschung der Datensdtze in den
Versuchsreihen durch verstarkte Kletterbemihungen im Grundverhalten ausgeschlossen
werden.

3.1.5.3 Konditionale Unterbrechung der der chemischen Ausgangssynapsen von
Pilzkérperneuronen

In den bisherigen Versuchsreihen zur Beeinflussung des Kletterverhaltens durch externe
Anreize kann gewebsspezifisch Gber das UAS/GAL4-System ein Einfluss der a-/B-Loben der
Pilzkdrper beobachtet werden. In weiteren Versuchen soll nun die zeitliche Komponente der
Genexpression betrachtet werden. Durch den Einbezug dieses Zeit-Parameters ldsst sich
analysieren, ob die Blockade der synaptischen Transmission dieser Pilzkérperloben
entwicklungsbedingt zu einem veranderten Verhalten fihrt.

Mittels eines Temperaturschalters kann festgelegt werden, zu welchem Zeitpunkt
durch eine Expression von TNT die synaptische Transmitterfreisetzung der adressierten
Pilzkdrperloben unterbrochen wird (McGUIRE S. et al., 2003). Die Hauptkomponente dieses
Temperatur-schalters ist GAL80®, welche durch vorhergehende Kreuzungen mit TNT
gekoppelt wurde. Das dabei entstandene Produkt kann demnach bei entsprechender
Temperatur aktiv werden und exprimiert dann in den durch GAL4 festgelegten Neuronen der
Pilzkorper.

Ab einer Temperaturschwelle bei 25°C wird TNT wie in den Kreuzungen der
vorhergehenden Versuche exprimiert (Abbildung 27 und Abbildung 29), nicht jedoch bei
Temperaturen bis 18°C. Mithilfe dieses Mechanismus lasst sich Gberpriifen, ob die akute
Blockade der synaptischen Weiterleitung im Pilzkérper die Klettermotivation unterbinden
kann. Die Expression wird in der Nacht von Tag 3 auf Tag 4 des Adultstadiums (zwischen Test
1 und Tests 2 nach 24 h) bei 30°C induziert und die Versuche anschlieBend wieder bei
Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abbildung 32: Klettermotivation an der 4,5

GALBO" GALSO" mm  Liicke bei warmeinduzierter
CS mb247>TNT c¢739>TNT Blockierung der synaptischen Transmission

100 in distinkten Loben der Pilzkérper.
90 - Nicht parametrische Median- Darstellung;
Konventionen wie in Abbildung 18.
80+ N(Test1)=30/30/44;  N(Test2)=15/15/22;

%]

= 70 Uberpriifung auf Normalverteilung

0 (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
E‘ 60 Shapiro Wilk-Test); Wilcoxon-Test; Mann-U-
2 50 F Test. Vollstandige Auflistung aller
g angewandten statistischen Tests fiur alle
-_% 407 Teilabbildungen im Anhang Tabelle 22.
E 30 Bei 18°C weisen alle Fliegen eine erh&hte
O oy | ey Klettermotivation auf, diese bleibt jedoch
207 nur in den wildtypischen Fliegen bei 30°C

ts

10 18°18°30°| 18° 18°30° | 18° 18° 30° bestehen. Wird in den Kreuzungen GAL80

0Oh16h 16h] Oh18h 16h | OR16h 18R temperatur-abhangig in der Nacht aktiviert,
sinkt  die  Klettermotivation  hochst

0
Hunger signifikant ab. Die Testung des
Odor: [ el ikl Wikl Kletterverhaltens erfolgt stets bei

Raumtemperatur.

Fir die Daten in Abbildung 32 wurde zunachst die Kletterinitiation aller Tiere satt, ohne
Duftgabe und TNT-Induktion gemessen. Dann wurde in der Halfte der Tiere jedes Genotyps
Uber Nacht bei 30°C TNT induziert und 16 Stunden vorgehungert, wohingegen in der
anderen Halfte TNT nicht induziert, aber 16 Stunden vorgehungert wurde. Die statistische
Testung erfolgt innerhalb eines Genotyps und zwar gepaart zwischen satten Tieren ohne
TNT-Induktion und gehungerten Fliegen ohne TNT-Induktion, sowie ungepaart zwischen
vorgehungerten Fliegen mit und ohne TNT-Induktion.

Die Abbildung 32 zeigt deutlich, dass bei den Tieren das Ausbleiben der
motivationsinduzierten Anstrengung nicht entwicklungsbedingt, sondern durch den akuten
Ausfall der Kenyonzellausginge der o-/B-Loben bedingt ist. Liegt die Temperatur bei
Einstrom des Duftes unter dem Schwellenwert (<18°C), ab dem GAL80™ aktiviert wird,
weisen alle Fliegen einen wildtypischen Phanotyp auf. Die Daten der Tieren des Genotyps
mb247> GAL80"™ TNT als auch ¢739> GAL80" TNT entsprechen den Daten der wildtypischen
Fliegen. Wahrend der Experimente werden die Tiere aller Gruppen durchmischt getestet, um
auszuschlieBen zu konnen, dass die Temperaturerhbhung alleine ausreicht, eine
Verhaltensanderung in den Tieren hervorzurufen. Die Daten der wildtypischen Fliegen
beweisen, dass eine Temperaturveranderung Uber Nacht alleine keinen Effekt auf das
Kletterverhalten hat, denn es gibt bei ihnen keinen temperaturabhangigen Unterschied im
Kletterverhalten bei Duftzufuhr.

Im Gegensatz dazu sind ausgepragte Unterschiede in den Daten der Tiere zu
erkennen, bei denen es durch die Inkubation Gber Nacht bei 30°C zu einer Aktivierung von
GAL80" in den Neuronen der a-/B-Loben kommt. Nach einer temperaturinduzierten
Blockade der chemischen synaptischen Transmission durch TNT zeigen die Tiere dieser
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Kreuzungen (c739> GAL80"™ TNT und mb247> GAL80“TNT) keine verstarkten Kletterversuche
trotz appetitiven Futterdufts.

So lasst sich konkret zeigen, dass die akute, nicht die entwicklungsbedingte Inhibition
der synaptischen Transmission in den a-/B-Loben der Pilzkorper eine motivationsbedingte
Verhaltenssteigerung bei Futterduft ausloscht.

Daruber hinaus ist es natdrlich interessant zu betrachten, ob sich die Ergebnisse mit
dem visuellen Motivationsreiz Landmarke in identischer Manier wiederholen lassen. Die
Grundvoraussetzungen des Versuchs sind dementsprechend die gleichen, nur werden den
Fliegen am Folgetag nach Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen statt Futterduft
die Landmarken prasentiert.

. N Abbildung 33: Klettermotivation an der
GAL80 GAL80 4,5 mm Liicke bei warmeinduzierter
100 CS mb247>TNT c739>TNT Blockierung der synaptischen
Transmission in distinkten Loben des
90+ Pilzkorpers.
Nicht parametrische Median- Darstellung;
_ 80 - Konventionen wie in Abbildung 18.
& 701 N(Test1)=44/44/45; N(Test2)=22/22/23;
§2] Uberprifung auf Normalverteilung
E— 60 (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
@ Shapiro Wilk-Test); Wilcoxon-Test; Mann-
® 907 U-Test. Vollstindige Auflistung aller
g’ 40- angewandten statistischen Tests flr alle
= Teilabbildungen im Anhang Tabelle 23.
g 30 Bei 18°C weisen alle Fliegen eine erhdhte
© +ns. % FEE ] Klettermotivation auf, diese bleibt jedoch
207 nur in den wildtypischen Fliegen bei 30°C
a bestehen. Wird in den Kreuzungen
107 18°18°30°| 18°18°30°| 18°18°30° ts ] o I
Oh16h16h|0h16h16h| Oh16h16h|  SAtB0 bel 30°C temperaturabhdngig
00— aktiviert, sinkt die Klettermotivation
Hunger{oh iR (oh T [oh IS héchst signifikant ab. Die Testung des
Vis.Object ]:l[l:l ﬁmm I:”:I:":l:l Kletterverhaltens  erfolgt  stets bei
Raumtemperatur.

Die Ergebnisse bleiben bei Austausch des anziehenden Reizes zu der vorhergehenden
Versuchsreihe in Abbildung 32 bestdndig. In den wildtypischen Daten lasst sich der gleiche
visuell bedingte Anstieg in der Klettermotivation erkennen, wie er auch duftinduziert auftritt
(Abbildung 33). Ebenfalls ist in den wildtypischen Daten die Zunahme an Kletterversuchen
ganzlich unabhéangig von der Induktionstemperatur von 30°C fiir die Halfte der Fliegen Uber
Nacht. Bei 18°C ist dieser Motivationsanstieg in allen Genotypen zu beobachten, aber infolge
einer temperaturbedingten Expression von TNT sinken die Kletterversuche in den beiden
Kreuzungsgruppen (mb247>GAL80"TNT und c739>GAL80"TNT) auch bei den visuellen
Anreizen hochst signifikant ab. Sobald die synaptische Transmission in den a-/B-Loben der
Pilzkorper unterbrochen wird, zeigen die Tiere kein gesteigertes Kletterverhalten mehr bei
einem visuellen Zielanreiz.
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Die Verhaltensdnderungen, die durch die beiden alternativen, extern-zugefiihrten,
anziehenden Reize ausgelost werden, werden demnach entwicklungsunabhdngig von
derselben Neuronengruppe gesteuert.

3.1.5.4 Aktivierung von Pilzkdrperneuronen

Weiterfihrend stellt sich die Frage, wie sich — anstatt der bisherigen Blockade der
chemischen Transmission — eine kinstliche Aktivierung der Neurone in den betrachteten
Pilzkdrperloben auf die Klettermotivation auswirken kdnnte. Eingesetzt wird ein bakterieller
Natrium-Kanal (NaChBac), der bei kiinstlichen Einbau in Neurone von Drosophila zu Hyper-
Exzitation fuhrt (HobGe J., 2009). Kommt es zu einer kiinstlich herbeigefiihrten Expression
dieses Natrium-Kanals in Drosophila, senkt er in den betroffenen Neuronen die
Erregbarkeitsschwelle der Zellmembranen. Selbst bei einer schwachen Depolarisation der
Membran o6ffnen die Natrium-Kanale, erlauben somit einen zuséatzlichen Einstrom von
Natrium-lonen und l6sen so eine niedrigschwellige Riickkopplungsschleife aus (NITABACH M.
et al., 2006). Dies bedingt die verstarkte Aktivierung der Neurone bei schwachen Reizen. Es
wird — wie bereits in vorhergehenden Versuchen — die GAL4-Linie mb247-GAL4 verwendet,
um das Neuronenmuster der a-, B-, y-Loben in den Pilzkdrpern zu adressieren.

mb247 > Abbildung  34:  Visuell gesteuerte
NaChBac NaChBac/+ +/mb247-GAL4 Klettermotivation an der 4,5 mm Liicke bei
100 Erhéhung der Erregbarkeit von Neuronen in

den a-/B- und y-Loben der Pilzkorper.

Nicht parametrische Median- Darstellung;
Konventionen wie in Abbildung 18.
N(Test1)=50/52/50; N(Test2)= 25;26;25;
Uberpriifung auf Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
Shapiro Wilk-Test); Wilcoxon-Test; Mann-U-
Test und Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-
Korrektur ~ zwischen den  Genotypen.

@ N ® ©
2229

Climbing attempts [%]
9]
<

40 Vollstandige Auflistung aller angewandten
e s i e statistischen Tests fir alle Teilabbildungen

307 o 2 im Anhang Tabelle 24.
L B ) Sowohl in der Testkreuzung als auch in den
207 . n.s. ns. beiden Kontrollkreuzungen gibt es einen
10- k% ok hoch- bis hochst signifikanten Anstieg der
oh16h 16h 0h16h16h! Oh 16h 16N Werte in den Datensdtzen sobald die
00— Landmarke gezeigt wird. Die Datensatze

Hunger10h islyey EI 6h16h_'] 6h16h beim Auftreten der Landmarke
Vis.Object L IO OC 1 e | unterscheiden sich nicht signifikant zwischen
der Test- und den Kontrollkreuzungen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse des Genotyps mb247>NaChBac im Vergleich zu den beiden
Kontrollkreuzungen an der 4,5 mm Licke gibt es auf den ersten Blick keine markanten
Unterschiede (Abbildung 34). Die Tests erfolgen wie in den vorherigen Versuchen;
Aufteilung der Tiere in zwei Gruppen pro Genotyp fiir den zweiten Test im vorgehungerten
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Zustand nach dem ersten Test im satten Zustand. In allen drei Gruppen steigen die Werte
der Kletterversuche bei Auftauchen der Landmarke in die Arena hoch bis hochst signifikant
an. Ebenso kommt es ohne visuellen Landmarken-Reiz nicht zu solch einem Anstieg in den
Kletterbemihungen. AuRerdem liegen die Werte der Kletteranstrengungen der Fliegen bei
Erscheinen der Landmarken unabhadngig von ihrem Genotyp auf einem vergleichbaren
Niveau; sie liegen zwischen 70% und 80%. Im Detail lassen sich aber kleine Unterschiede
zwischen den Datensatzen finden. Die Fliegen der Testkreuzung, in denen die Neuronen der
o-/B- und y-Loben des Pilzkorpers durch den gezielten Einbau von Natriumkanalen in ihren
Membranen leichter erregbar sind, zeigen grundsatzlich ein verstarktes Kletterverhalten. Der
Ausgangswert ihrer Kletterversuche liegt zu dem Wert der Kontrollkreuzung NaChBac/+ zum
ersten Testzeitpunkt nur tendenziell erhdht, er ist aber deutlich hoher als die analogen
Kletterwerte der Kontrollgruppe +/mb247-GAL4 (p=0,0057). Der groBte Unterschied im
Kletterverhalten findet sich in den Werten der Kletterversuche nach 24 Stunden ohne
visuellen Anreiz. Die Fliegen des Genotyps mb247>NaChBac demonstrieren ohne visuellen
Ansporn deutlich mehr Kletterversuche als die Tiere der Kontrollgruppen, die Werte ihrer
Kletteranstrengungen sind im direkten Vergleich hoch signifikant erhoht. Die Tiere, in denen
die Aktivitat der Neurone der a-/B- und y-Loben artifiziell erhoht wird, lassen demnach eine
leichte Verstarkung ihrer Grundaktivitdt im Klettern erkennen.

Um diese Details statistisch bewerten zu kénnen, werden alle Kletterdaten der
jeweiligen Genotypen gepoolt, in denen fir die Fliegen, sowohl zum Zeitpunkt null als auch
nach 16 Stunden, kein visueller Anreiz zu erkennen war (Abbildung 35). Dies ist moglich, da
die Versuchsbedingungen an beiden Tagen identisch sind.

100

Abbildung  35: Kletterversuche von
901 Drosophila an einer uniiberwindbaren
80 Liickenbreite von 4,5 mm bei Erhéhung der
— Erregbarkeit der Neuronen der a-/B- und y-
s, 70 Loben des Pilzkdrpers durch den Einbau von

2 Natrium-Kanilen.
,;,EJ 60 Nicht parametrische Median- Darstellung;
= 50 Konventionen wie in Abbildung 18. N=75-78;
= Uberpriifung auf Normalverteilung
el 40 (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
E 30 T TP A 0 Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.
Q Vollstandige Auflistung aller angewandten
20 statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im

4.5 mm

10- Anhang Tabelle 25.
Die Fliegen des Genotyps mb247>NaChBac
0 NaChBac/+ zeigen hochst signifikant (p=0,0000) mehr
mb247 >  +/mbh247 Kletterversuche an der 4,5 mm Liickenbreite

NaChBac -GAL4 als die dazugehdorigen Kontrollkreuzungen.

Im direkten Vergleich aller Kletterversuche an der 4,5 mm Licke ohne jegliche Reizung
(Abbildung 35) liegen die Werte der Kletterbemihungen der Tiere deutlich héher, in denen
es Uber die Natrium-Kanéle zu einer verstarkten Aktivierung der a-/B- und y-Loben (mb247-
GAL4) des Pilzkorpers kommt, im Vergleich zu den Daten der dazu gehorigen
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Kontrollgruppen. Die Fliegen, in denen diese Loben der Pilzkorper aktiviert werden, zeigen
demzufolge eine verstarkte Kletteraktivitat, ohne dass eine externe Reizung erfolgt. Wird
zusatzlich ein externer Reiz hinzugegeben, steigt ihre Kletterintention allerdings nicht starker
an, als in wildtypischen Tieren.

Zur Komplettierung dieser Analyse sollten Tiere des Genotyps c739>NaChBac-GAL4
getestet werden, um die Expression der Natrium-Kanale auf einzig die a-/B-Loben der
Pilzkdrper einzugrenzen. Dies ist jedoch nicht gelungen, da die F1-Tiere kein gerichtetes
Laufverhalten auf dem Kletterblock zeigen und desorientiert laufen.

3.1.6 Kletterverhalten mit motivierenden Landmarken und gleichzeitiger
Uberexpression des Neuromodulators Neuropeptid F (NPF)

Die Literatur zeigt, dass der Neurotransmodulator Neuropeptid Y (NPY) ein moglicher
Kandidat in der Vermittlung der Motivation beim Kletterverhalten ware. Der orthologe
Neuromodulator Neuropeptid Y in Vertebraten wird einerseits mit Emotionen (BEVILACQUA L.
UND GoLDMAN D., 2011) und auch mit einer Regulierung des Fressverhaltens in Verbindung
gebracht (KOHNO D. UND YADA T., 2012). In Drosophila wird Neuropeptid F (NPF) im Gehirn der
Tiere exprimiert. Insgesamt findet man 13 beschriebene NPF-Neurone pro Hirnhemisphare
in mannlichen Fliegen, wobei zwei Neurone im Protocerebrum besonders markant durch
ihre weiten Projektionen im dorsalen Hirnbereich hervortreten (Kim W. et al., 2013). Aus
vorhergehenden Studien in Drosophila ist bekannt, dass NPF eine verstarkende Rolle im
Futtersuch- und Fressverhalten in der Taufliege spielt, sowohl in Larven als auch in den
adulten Tieren (Wu Q. et al., 2005). Wird die NPF-Signalibertragung verstarkt, fressen
Larven zunehmend hartes, schadliches Futter oder die Futteraufnahme erfolgt in
unangenehmen Temperaturbereichen. Dieses Verhalten wird sonst nur in einem starken
Hungerzustand ausgel6st. Es wird vermutet, dass diese verdanderte Bewertung des
Futterangebots liber eine Interaktion von NPF und Drosophila Insulin-like Peptiden (DILP)
durch eine Modifikation des Belohnungs-Kreislaufs entsteht (Wu Q. et al., 2005). Zudem ist
bekannt, dass NPF in den Fliegen die Alkoholsensitivitat reguliert (WEN T. et al., 2005) und
das Fliegen nach Frustrationsreizen Alkohol als Belohnung konsumieren. Diese
Belohnungsreaktion lasst sich durch kiinstliche Stimulation des NPF/NPFR-Systems ebenfalls
erreichen (SHOHAT-OPIR G. et al., 2012) Diese Verbindung von NPF zu dem Belohnungssystem
in Drosophila ist bei Betrachtung der bisherigen Versuchsreihen interessant, da Motivation
und Belohnung in enger Verbindung stehen.

Daher wird in einer Versuchsreihe eine potentielle Beeinflussung des positiv
motivierten Kletterverhaltens in Drosophila durch NPF untersucht, dabei wird durch RNA-
Interferenz (RNAIi) ein Knockdown des Gens npf in allen NPF-exprimierenden Neuronen
bewirkt. In einer Kontrollkreuzung wird npf mithilfe des GAL4-Treibers Or83b-GAL4 (NG M. et
al., 2002) exprimiert. Er treibt in Antennalloben und Rezeptorneuronen; durch die Stilllegung
von npf in diesen Neuronen sollte keine Verhaltensveranderung auftreten.
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Wenn der Neurotransmitter NPF sich positiv modulierend auf das durch externe Reize
motivierte Kletterverhalten der Fliegen auswirkt, sollte ein Knockdown von npf eine
Erhéhung der Klettermotivation dementsprechend ausléschen.

npf > . or83b > . Abbildung 36: Klettermotivation durch externe
npf RNAI npf RNA visuelle Reize bei Knockdown der Expression
von npf in NPF-exprimierenden Neuronen und
a0 olfaktorischen Rezeptorneuronen.
Nicht parametrische Median- Darstellung;
807 Konventionen wie in Abbildung 18. N=18-21;
g 70- Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-
w Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
a 60- Wilcoxon-Test; Mann-U-Test und Kruskal-Wallis-
QE_, Test zwischen den Genotypen. Vollstandige
ﬁ 50 Auflistung aller angewandten statistischen Tests
=y 40- fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 26.
el Es gibt keinen nachweisbaren Unterschied
E 30 zwischen der Test- und der Kontrollkreuzung. Die
O [T TR Tiere  beider  Genotypen zeigen einen
20 *o* *oORE signifikanten Anstieg ihrer Klettermotivation bei
Auftreten der Landmarken. Dieser signifikante
107 Unterschied besteht sowohl zu dem Test am
0 Oh16h 16K Oh 16h 16h Vortag als auch zu der jeweiligen Gruppe von
Hunger: Tieren, die parallel keine Landmarken erhalten.
vis.Object]__ [T JC_ ]

Die statistische Testung erfolgt wie bei vorherigen Experimenten innerhalb eines Genotyps
gepaart zwischen satten und gehungerten Fliegen mit Landmarke, sowie ungepaart zwischen
vorgehungerten Fliegen mit und ohne Landmarke. Zwischen der Testkreuzung npf>npfRNAI
und der Kontrolllinie or83b>npfRNAI ist im Verhalten kein signifikanter Unterschied zu
erkennen (Abbildung 36). In beiden Fallen steigt die Anzahl der Kletterversuche signifikant,
sobald von den Tieren eine Landmarke perzipiert wird. Als einzige Ungleichheit zwischen
Test- und Kontrollkreuzung lasst sich erkennen, dass die Klettermotivation des Genotyps
npf>npfRNAi zwischen den beiden Laufen nach 24 Stunden (Landmarke- versus
Kontrollgruppe ohne Reiz) nicht so stark divergiert (p=0,3726) wie in der Kontrollkreuzung
(p=0,0063).

Eine Manipulation des NPF-Systems im Gehirn von Drosophila fiihrt nicht zu einer
merklichen Veranderung ihres Verhaltens in Bezug auf visuelle, motivierende Reize, denn ein
Knockdown von npf kann die durch Landmarken ausgeldste Verstarkung im Kletterverhalten
nicht ausldschen.
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3.2 Erzeugung eines depressionsahnlichen Zustands in Drosophila melanogaster

Ein weiteres grofles Themengebiet dieser Arbeit ist es, in Drosophila melanogaster die
Auswirkungen eines depressionsahnlichen Zustandes auf die Verhaltensaktivitat zu
studieren, der durch die Einwirkung wiederkehrender Stressreize ausgeldst wird. Die
kontinuierlichen Stresssignale werden in einem neu eingefiihrten Paradigma als repetitive
Vibrationen liber mehrere Tage in einer fiir die Tiere unangenehmen Frequenz erzeugt. Die
dadurch ausgeléste Verhaltensreaktion wird in unterschiedlichen Verhaltensanalysen
Uberprift, um eine Analogie zu dem humanen Depressionsverhalten herzustellen zu kénnen.
Auf dieser Basis kann anschlieRend eine profunde Betrachtung der biochemischen
Grundlagen des depressionsahnlichen Verhaltens durchgefiihrt werden, bei der sich sowohl
beteiligte Neurotransmitter als auch modulierende Gehirnstrukturen identifizieren lassen.

3.2.1 Charakterisierung eines depressionsdhnlichen Verhaltens von
Drosophila als Antwort auf wiederkehrende Stressreizung

Die Stresswirkung wird, wie in Material und Methode beschrieben (s.2.2.6, S.40), Uber
mehrere Tage durch kontinuierliche Einwirkung von Vibrationen, in der fir die Fliegen
unangenehmen Frequenz von 300 Hz erzeugt. Im Anschluss soll das Ausmal} der daraus
resultierenden Verhaltensdanderung in unterschiedlichen Verhaltensparadigmen Uberpruft
werden. Das Augenmerk liegt hierbei in der Aktivitat der Tiere. Eine verminderte Aktivitat in
unterschiedlichen Verhaltensmustern kann als Analogie zum humanen Depressions-
verhalten, mit den typischen Kennzeichen wie beispielsweise Antriebslosigkeit, Midigkeit
und Lustlosigkeit gewertet werden (WITTCHEN H. et al., 2010).

Die Aktivitat der Fliegen wird hauptsachlich im Kletterparadigma Gberprift, da dieses
bereits bei den Uberpriifungen des motivationsmodulierten Verhaltens verwendet wurde.

Zuerst stellt sich hierbei die Frage, in welchem Ausmal} die Tiere Stress erfahren
mussen, um in einen depressionsartigen Zustand verminderter Aktivitat versetzt zu werden.
Zu diesem Zweck wird die Ldange der Stressreizungen in Tagesabschnitten untersucht und
beobachtet, ab welchem Zeitraum sich die Aktivitdit der Tiere verdndert. Bei dieser
Festlegung der Stressbedingungen ist es zusatzlich interessant, nachzuverfolgen, ob ein
bestimmter Schwellenwert im  Stresslevel erreicht werden muss, um den
Verhaltensumschlag der Tiere in einen depressionsartigen Zustand zu erhalten. Hierbei stellt
sich die Frage, ob die Aktivitdt der Tiere sich dabei ab einem bestimmten Zeitpunkt
schlagartig verandert, oder ob es sich um einen sukzessiven Prozess handelt. Aufgrund
dieser Fragestellungen werden die Fliegen in der folgenden Versuchsreihe den
unkontrollierbaren Stressreizen in unterschiedlichem Ausmald ausgesetzt; es variiert die
Liange der Zeitabschnitte in Tagen, in denen sie die Stressbelastung erfahren.



3. Ergebnisse

Pretest 1 days 2days Testb 3days Test
Siicom gyfcorol g oo
100 j ETT ;

=70

—
|

240
3

20
10 A

Pretest Testb Test
®stress - - + - 4+ - + =

Abbildung 37: Kletterinitiation von Drosophila an einer uniiberwindbaren Liickenbreite von 4,5
mm nach Stresseinwirkung, die in ihrer zeitlichen Auspragung variiert.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N=20-15;
Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
Kruskal-Wallis-Test & Mann-U-Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests
flr alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 27.

Mit zunehmender Stressdauer in Tagen verdandert sich graduell die Aktivitdt der Fliegen.
Wahrend das Aktivitaslevel der Tiere in der Kontrollgruppe weitgehend unverandert bleibt
(Boxplots grau gefarbt), ist bei den Tieren mit Stresseinwirkung eine sukzessive Abnahme ihrer
Kletteraktivitat zu beobachten (orange gefarbt).

Eine Steigerung der Stressintensitat durch eine Verlangerung der Stresseinwirkung, flihrt zu
einer graduellen Abnahme der Kletteraktivitdt in Drosophila (Abbildung 37). Es lasst sich
erkennen, dass es (iber den gesamten Zeitraum zu keiner Veranderung im Verhalten der
Fliegen der Kontrollgruppen kommt, ihr Aktivitatslevel schwankt nur sehr gering (Abbildung
37 grau gefarbt). Dagegen lasst sich beobachten, dass das Aktivitatslevel der Fliegen unter
Stressbelastung immer starker abnimmt, je mehr Tage sie dem unkontrollierbaren Stress
ausgesetzt sind. Nach einem Tag Stresseinwirkung unterscheiden sich die Stress- und
Kontrollgruppe in ihrer Kletteraktivitdit noch nicht voneinander (p= 0,5343), nach einer
Stressdauer von drei Tagen liegt ihre Aktivitdt jedoch hoch signifikant auseinander (p=
0,0012) (Abbildung 37 orange gefarbt). Erst nach einem dreitagigen Stressintervall sinkt die
Aktivitat der Tiere so stark ab, dass sich ein hochst signifikanter Unterschied zu ihrem
Ausgangsverhalten (p<10®) und eine hoch signifikante Abstufung zu ihrer Aktivitit nach
eintagigem Stresseinfluss (p= 0,0039) ergibt. Es zeigt sich hierbei, dass sich die Datensatze
nach dreitdgigen und zweitdgigen Stressintervalls nicht signifikant unterscheiden (p=
0,6451). Eine zweitdgige Stressbelastung fuhrt folglich zu einem intermedidren
Aktivitatszustand zwischen normalem und depressionsartigem Verhalten in den Tieren. Dies
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demonstriert die graduelle Abnahme, die die Tiere in ihrem Verhalten erkennen lassen, es
kommt nicht zu einem Uiberraschenden Einschnitt in ihrem Verhalten.

Nachdem sich die Zeit festlegen lasst, in dem die Tiere fiir eine signifikante Abnahme
der Aktivitat den Stressreizen ausgesetzt werden missen, kann nun eine Charakterisierung
des Verhaltens erfolgen. Dabei werden in allen anschlieRenden Testreihen mindestens drei
Tage die unangenehmen Vibrationsreizen eingesetzt, um einen signifikanten Effekt in den
Fliegen zu erzielen.

Als erstes wird der Depressionsphdanotyp im Kletterverhalten zusammenfassend
beschrieben, anschlieRend erfolgt eine Beobachtung des Verhaltens in weiteren
Paradigmen, in denen sich Einblicke in Auswirkungen der unkontrollierbaren Stressreize auf
die Aktivitat der Tiere in unterschiedlichen Lebensbereichen gewinnen lassen, beispielsweise
im Balzparadigma (SIEGEL R. UND HALLJ., 1979), im Buridan'sche Paradigma (G61z K., 1980) und
in der schnellen Phototaxis (BENzER S., 1967). Eine Zeitleiste Uber jeder Abbildung zeigt
hierbei das Vorgehen in den jeweiligen Stressphasen an, insbesondere die Anzahl der Tage
mit Stresseinwirkung.

Abbildung 38: Kletterinitiation von

Pretest 4 days Test Drosophila an einer uniiberwindbaren
Stress and Control (no Stress) Lickenbreite von 4,5 mm vor und nach

®© - viertdgiger Stresseinwirkung.
100 - = Nicht parametrische Median- Darstellung;
90 Konventionen wie in Abbildung 18.
N(Pretest)=154; N(Test)=70/79;
80 1 Uberpriifung auf Normalverteilung
<70 1 (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
£ 60 - Shapiro  Wilk-Test);  Kruskal-Wallis-Test.
550 i Vollstandige Auflistung aller angewandten
statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen

._§40 7 im Anhang Tabelle 28.

E 30 - Die Tiere zeigen nach flnf-tagigem
© 20 Stresseinfluss eine hochst  signifikante
10 Abnahme ihrer Kletteraktivitdt (orange

eingefarbt) gegenlber ihrem Ausgangswert
. -5 . .. . g -5
Protost Tost (p<1F) ), sowie hochst. §|§n|f|kant (p<10.)
®stress — + - weniger Kletteraktivitat als die
Kontrollgruppe ohne Stress (grau
eingefarbt).

Fiir die Daten wurde zunachst die Kletterinitiation aller Tiere im Grundzustand ohne dulRere
Einflisse gemessen. Dann wurde in der Hélfte der Tiere Uber vier Tagen Stress ausgesetzt,
wohingegen die andere Haélfte keinen Stress erfdhrt. Es ist ein hochst signifikanter
Unterschied zwischen der Kletteraktivitdt der Tiere vor und nach den unkontrollierbaren
Stressreizen zu erkennen. Nachdem sie dem Vibrationsstress lber vier Tage ausgesetzt
werden, sinkt ihre Klettermotivation sehr stark ab; sie zeigen 30% weniger Kletterversuche
(Abbildung 38, orange eingefirbt; p<10™). Die Gruppe von Fliegen, die sich tber vier Tage in
einer baugleichen Aufenthaltskammer ohne stressauslosende Vibrationen befindet,
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verdandert ihr Kletterverhalten nicht; sie zeigen eine unvermindert hohe Rate an
Kletterversuchen (Abbildung 38, grau eingefirbt; p<10~).

Um eine detaillierte Definition des Depressions-dahnlichen Phanotyps zu erhalten,
erfolgt eine Beobachtung des Verhaltens in weiteren Paradigmen. Hierbei wird zuerst die
Auswirkung von mehrtagigen, unkontrollierbaren Stresseinflissen auf die spontane
Laufaktivitat untersucht. Dies erfolgt im Buridan’schen Paradigma (G61z K., 1980).

Abbildung 39: Laufaktivitdt von Drosophila

—Sdays _Jest] in der Buridan'schen Arena (Prozent der
and Control (no Stress) . . ..

Gesamtzeit von 15 Minuten, die im Laufen

70 - verbracht wurden) ohne (grau) und nach

— mehrtdgiger (orange) Stresseinwirkung im

60 1 T Vergleich zu Kontrolltieren ohne

Stressfaktor.
Nicht parametrische Median- Darstellung;
Konventionen wie in Abbildung 18. N=46/51;

[
o
1

Walking Activity [%)
'
<)
1

Uberpriifung auf Normalverteilung
30 1 . (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
90 - Shapiro Wilk-Test); Mann-U-Test.
Vollstandige Auflistung aller angewandten
10 statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im
- Anhang Tabelle 29.
0 et Nach funf tdgigem Stresseinfluss zeigen die
®stress + - Fliegen eine hoch signifikante Abnahme ihrer

Laufaktivitat (p=0,0023).

Im Buridan'schen Paradigma lasst sich das spontane Laufverhalten von Drosophila
untersuchen, da die Tiere aus eigenem Antrieb zwischen den beiden unerreichbaren
Landmarken hin und her laufen (STRAUSS R. et al, 1992). Das gezeigte Verhalten der Tiere
kann in Bezug auf mehrere Parameter ausgewertet werden, beispielsweise
Laufgeschwindigkeit und Anlaufwinkel auf die Landmarken. Das Hauptinteresse zur
Charakterisierung des Depressions-ahnlichen Phanotyps in der Fliege liegt auf der spontanen
Laufaktivitdt (Anteil der Messzeit von 15 Minuten, die mit Laufen verbracht wird in Prozent),
da sie Aufschluss Uber die allgemeine Aktivitdat der Tiere in diesem Umfeld gibt. Die
Auswertung der Laufaktivitat zeigt, dass die Tiere nach der Periode anhaltender Stressreize
weniger aktiv sind (orange) als die Tiere, die liber denselben Zeitraum ohne Vibrationsreize
gehalten werden (grau; Abbildung 39). Damit ldsst sich — analog zu der Kletteraktivitdt — eine
hoch signifikante Aktivitatsminderung in der Laufaktivitdt der Tiere als Reaktion auf den
unkontrollierbaren Stress erkennen.

Es werden ebenfalls die Parameter der zuriickgelegten Distanz und der
Laufgeschwindigkeit ausgewertet (Abbildung 78); die Fliegen nach Stresseinwirkung legen
hoch signifikant weniger Strecke zurlick als die dazugehorigen Kontrolltiere. In der
Laufgeschwindigkeit unterscheiden sich die Tiere nur tendenziell, die Tiere nach Stress
laufen leicht langsamer als die Kontrolltiere, dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant
(Abbildung 78).
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Um eine weitere Charakterisierung des Depressions-dhnlichen Phanotyps zu erreichen,
werden CS Tiere nach viertagiger Stresseinwirkung in einem weiteren Paradigma
beobachtet, um die Auswirkungen des Stresses auf unterschiedliche Handlungsablaufe der
Tiere zu untersuchen. Im Balzparadigma (SIEGEL R. UND HALL J., 1979) wird die Auswirkung von
Stresseinflissen auf die spontane Balzaktivitat untersucht.

Um die spontane Balzaktivitat der Fliegen nach Stresseinfluss besser klassifizieren zu
kénnen, wird ihr Balzbeginn mit dem Einsetzen der Balz bei Tieren nach konditionierter
Balzfrustration verglichen (KAmYsHEV N. et al., 1999; s. 2.2.7.3 Mat. und Methode, S.47)
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Abbildung 40: Latenzzeit bis zum Beginn der Balz von Drosophila CS Mannchen nach viertagiger
Stresseinwirkung im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Stress. Die Stresseinwirkung wird einmal
bedingt durch die repetitiven Vibrationsreize (A), zusadtzlich wird die bereits bekannte
Stresswirkung durch verpaarte Weibchen dargestellt (B).

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N=33/34 (A) und
N=35/31 (B); Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro
Wilk-Test); Mann-U-Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fiir alle
Teilabbildungen im Anhang Tabelle 30 und Tabelle 31.

Nach viertdgigem Stresseinfluss tritt eine hochst signifikante Verzégerung im Beginn der
Balzaktivitat bei den Tieren auf, die vier Tage den Stressreizen ausgesetzt sind. Dieser Effekt |dsst
sich sowohl bei den Fliegen feststellen, die mit verpaarten Weibchen beansprucht werden (B), als
auch bei den Tieren, die unspezifisch dem Stress der Vibrationsreize ausgesetzt sind (A).

Die Stresseinwirkung zeigt in der Balzauspragung von mannlichen Drosophila eine deutliche
Wirkung; bei den Mannchen lasst sich eine starke Verzégerung ihres Balzbeginns erkennen.
In der Testreihe aus Abbildung 40 wird ein direkter Vergleich zwischen den Tieren, die ber
Vibrationsreize Stress erfahren und Fliegen, die Stress durch mehrmalige Balzabwehr von
weiblichen verpaarten Tieren ausgesetzt sind, angestellt. Aus der Literatur ist bekannt, dass
eine erfolglose Balz mit aktiver Abwehr durch das Weibchen zu einer frustrationsartigen
Inaktivitat der mannlichen Tiere in spateren Balzexperimenten fuhrt (SIEGEL R. UND HALL J.,
1967). Damit der Balzabwehrstress in seiner Dosierung vergleichbar mit dem
Vibrationsstress gesehen werden kann, werden die Mannchen der erfolglosen Balzsituation
nicht nur einmalig, sondern zweimal taglich Gber vier Tage ausgesetzt (S.47). Dadurch
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kénnen die beiden Ergebnisse nebeneinander gestellt werden, um sie auf Ahnlichkeiten
untersuchen zu kdnnen. Es fallt auf, dass der ber Vibrationen ausgeldste, unspezifische
Stress einen dhnlichen Effekt bedingt, wie der von weiblichen Abwehrreaktionen ausgeloste,
spezifische Stress. Werden die Fliegen liber mehrere Tage mehrfach taglich zu verpaarten
Weibchen gesetzt, ist das Einsetzen ihres Balzverhaltens im Test hochst signifikant verzogert
gegenliber den Tieren aus der Kontrollgruppe (Abbildung 40B). Eine vergleichbare
Beobachtung macht man, wenn die Fliegen (ber vier Tage den stresserzeugenden
Vibrationen ausgesetzt sind; der Beginn ihrer Balzversuche ist ebenfalls hoch signifikant
verzogert im Vergleich zu den Tieren aus der zugehorigen Kontrollgruppe (Abbildung 40A).
Bei einer genauen Betrachtung der Daten fallt allerdings auf, dass der Unterschied zwischen
Fliegen mit Stresseinwirkung durch Vibrationen und ihrer Kontrollgruppe ein wenig geringer
ist, im Vergleich zu den Werten der Tiere mit verpaarten Weibchen. Bedingt wird diese
leichte Unterscheidung durch eine Differenz im Verhalten der beiden CS Kontrollgruppen.
Die Kontrollgruppe der Fliegen mit Vibrationen zeigt tendenziell einen leicht verzégerten
Balzbeginn auf, verglichen zu der Kontrollgruppe der Tiere, die mit verpaarten Weibchen
konfrontiert werden.

Die statistischen Tests des Balzbeginns beider Versuchsgruppen untereinander sind
zur besseren Ubersicht in einer Tabelle (Tabelle 9) zusammengefasst, zur statistischen
Auswertung wurde hierbei der Kruskal-Wallis-Test angewandt.

Tabelle 9: p-Werte des statistischen Tests (Kruskal-Wallis-Test) zu der Abbildung 40

K-Wallis-Test: H(3,N=133)=36,7533 p<10~
Stress durch verpaarte Kontrollgruppe zu
Weibchen verpaarten Weibchen
N=35 N=31
R: 87,66 R: 38,00
Stress durch Vibrationen 1,0000 <107
N=33
R: 83,23
Kontrollgruppe zu 0,0046 0,3251
Vibrationen
N=34
R: 56,43

Aus der Tabelle 9 ladsst sich ablesen, dass der Balzbeginn beider Fliegengruppen mit
Beeinflussung durch Stress mit annahernd gleicher Verzégerung auftritt. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass beide Gruppen ein frustriertes Verhalten in dhnlicher Starke
aufzeigen. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass sich bei den Tieren nach Stresseinfluss
durch Vibrationen ein Depressionsphanotyp ausbildet, da neben der Kletter- und der
Laufaktivitat ein weiteres Verhalten betroffen ist.
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Weiterhin wird zur Charakterisierung eines depressionsartigen Zustandes von Drosophila das
Fluchtverhalten bei den mit Stress belasteten Tieren ausgewertet. Ein typisches
Fluchtverhalten in Drosophila kann durch das Paradigma der schnellen Phototaxis
beobachtet werden. Das Verhalten in dieser Apparatur basiert darauf, dass wildtypische
Fliegen durch Schitteln zur Flucht angeregt werden und ihnen als Fluchtziel ein helles Licht
angeboten wird (s. 2.2.7.4 Mat. & Methode, S.48). Nachdem sie auf den Grund eines
Rohrchens geschiittelt werden, orientieren sie sich bei Erscheinen einer Lichtquelle stets in
ihre Richtung und versuchen, so schnell wie moglich zum Licht hin zu fliehen. Diese
Eigenschaft ldsst sich fir multiple Laufanalysen und Reaktionstests in den Fliegen ausnutzen
(BENZERS., 1967).

3 davs Test 1 Abbildung 41: Schnelle
m—j Phototaxisreaktion (4 s) von mannlichen
ns. CS Fliegen mit Stresseinwirkung und
100 1 [m o paralleler Kontroligruppe.
90 Nicht parametrische Median-
80 - Darstellung; ~ Konventionen  wie in
Abbildung 18. N=62/76; Uberprifung
570 ) auf  Normalverteilung  (Kolmogorov-
% 60 7 Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro
é 50 Wilk-Test); Mann-U-Test. Vollstandige
9 40 4 Auflistung aller angewandten
& 30 4 statistischen Tests fiir alle
Teilabbildungen im Anhang Tabelle 32.
20 1 Die Datensatze der Tiere unter
10 4 Stresseinwirkung unterscheiden sich
0 ¥—— nicht von den Daten der Tiere aus der
® stross _Tes‘t+ zugehérigen Kontrolle (p=0,2890)

Das Verhalten der Fliegen in der schnellen Phototaxis unterscheidet sich zwischen den
beiden Testgruppen nicht, unabhangig davon, ob sie vor dem Test ihres Fluchtreflexes
mehrere Tage Vibrationsstress erfahren haben oder nicht (Abbildung 41). Die Fliegen
orientieren sich gleich schnell hin zur Lichtquelle und rennen mit derselben Geschwindigkeit
in ihre Richtung; die Fluchtreaktion ist demnach bei beiden Testgruppen gleich stark
ausgepragt. Daher kann ausgeschlossen werden, dass die Fliegen wahrend der
Vibrationseinheiten Verletzungen davon tragen oder in ihrem Orientierungssinn
beeintrachtigt werden, denn Verletzungen oder Beeintrachtigungen wiirden das
Fluchtverhalten der Tiere behindert haben.

Als abschlieBender Punkt zur Charakterisierung des depressions-dhnlichen Verhaltens
der Fliegen ist es instruktiv, die Auswirkung eines plotzlichen Ausbleibens des zuvor
verabreichten Stresses zu beobachten. Hierzu wird die Kletterinitiation aller verwendeten CS
Fliegen an einer 4,5 mm Liicke anfanglich gemessen, dann wieder, nachdem die Halfte von
ihnen durch mehrtagigen Stress in Form von Vibrationen in einen depressionsartigen,
verminderten Aktivitatszustand versetzt wurden und ein drittes Mal anschlieBend an drei
Tage ohne Storungen auf Futter. Die andere Halfte dient als Kontrolle, die zu den gleichen
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Zeitpunkten gemessen wird, aber ohne Verabreichung von Stress. Die Fragestellung lautet
dabei, ob eine ldangere Erholungsphase im Anschluss an die erfahrenen Stressreize die Tiere
wieder zurlick zu ihrer urspriingliche Aktivitat finden lasst.

Abbildung 42: Kletterverhalten von Drosophila
an einer uniiberwindbaren Liickenbreite von
Pretest 4days Test 3days lest2 45 mm vor und nach mehrtigiger Stress-
Sféﬁs a"?ﬂg%’:ﬁgs) no Stress einwirkung (orange)' "rr'nit anschlieRender
Beobachtung nach dreitdgiger Erholungspause
T = (gelb).
90 N Nicht gestresste Tiere werden zu den gleichen
80 - '—*&' S Zeitpunkten gemessen (grau).
j : Nicht parametrische Median- Darstellung;
X 70 § : Konventionen wie in  Abbildung  18.
£ 60 4 N(Pretest)=46; N(Test1)=21/22; N(Test2)=20/18;
= Uberpriifung auf Normalverteilung
T 50 1 § ; (Kolmogorov-Smirnov-Test,  Lilliefors-  und
240 - | Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.
"E 30 - : : Vollstindige Auflistung aller angewandten
o ; : statistischen Tests fur alle Teilabbildungen im
20 j : Anhang Tabelle 33.
10 - Nach einer dreitdgigen Erholungsphase befinden
j : sich die Fliegen in einem intermedidren
0 Prelesi Test ' Test 2 A.ktiyi.tétszustand. Ihre. Klettera.kt?vitét liegt nicht
®stress — + - + - signifikant hoher als im deprimierten Zustand,
unterscheidet sich auch nicht signifikant von den
Kontrolltieren zum gleichen Zeitpunkt.

Bei Betrachtung des Kletterverhaltens nach der dreitdgigen Erholungsphase ohne
Stresszugabe im normalen Tageszyklus der Fliegen Ilasst sich eine intermediare
Kletteraktivitat — verglichen zu ihrem depressionsartigen Zustand — dokumentieren
(Abbildung 42). In der Graphik lasst sich erkennen, dass die Tiere ihre Kletterbemiihungen
nach der Erholung um 20% steigern. Die Daten der Kletterversuche einerseits im
stressinduziert-verminderten Zustand und andererseits nach ihrer Erholung unterscheiden
sich allerdings nicht signifikant, sie beschreiben daher nur eine Tendenz. Gleichzeitig besteht
aber auch keine statistisch belegte Abweichung zwischen den Daten der Kletterversuche der
Fliegen, nach der Erholungsphase und den gleichzeitig erneut getesteten Kontrolltieren, die
nie Stress erfahren haben. Die Kletteraktivitdt der Fliegen nach ihrer Erholungsphase ist
demnach wieder so weit angestiegen, dass sie sich genau zwischen der verminderten
Aktivitat im depressionsartigen Zustand und Normalzustand ohne &duRere Einwirkungen
einstufen lasst. Beachtet werden muss bei Betrachtung der Daten, dass das Kletterverhalten
sensibel gegeniber Alterung ist. Daher konnte das Alter der Fliegen erklaren, dass die
Aktivitat der Fliegen weder in der Test- noch in der Kontrollgruppe montags auf dem
Ausgangszustand liegt.
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3.2.2 Unterschiede des depressionsahnlichen Zustandes von Drosophila zu
der erlernten Balzfrustration

In der Charakterisierung des (iber regelmaBig eintretende, unangenehme Vibrationen
ausgelosten Depressions-dhnlichen Verhaltens fallt eine Parallele zu dem erlernten
Verhaltensphdanotyp der Balzunterdrickung durch vorhergehende Frustration durch
verpaarte Weibchen auf. Sowohl die Vibrations-Storreize als auch die bestdandige
Zurickweisung durch ein Weibchen in der Balz fiihren bei Mannchen zu einer deutlich
signifikanten Verzogerung der Balzversuche in einem anschlieBenden Balztest. Daher
werden unterschiedliche Versuchsreihen angeschlossen, die die beiden
Verhaltensauspragungen auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede tberprifen.

Als erstes wird hierbei die Frage analysiert, inwiefern sich eine Kontextanderung auf
den Zustand der erlernten Balzfrustration auswirkt. Bei der Erzeugung einer konditionierten
Balzfrustration kommt es — im Gegensatz zu dem Vibrationsstress — bisher nicht zu einem
Wechsel zwischen Apparaturen, den Tieren wird im selben Umfeld lediglich ein neues,
unbekanntes Weibchen prasentiert. In dem neu entworfenen Paradigma werden die
Stressreize in einem eigenstiandigen Aufbau vorgenommen und zur anschliefenden
Validierung des Phanotyps werden die Fliegen in weitere Apparaturen (z.B. das
Kletterparadigma) tberfiihrt.

Um nachzupriifen, ob sich ein nachhaltiger Effekt der Balzfrustration ebenfalls in
anderen Paradigmen im Verhalten der Fliegen nachweisen lasst oder ob es sich hierbei um
ein spezifisches Verhalten handelt, werden die Tiere nach der mehrtagigen Wiederholung
der Balzfrustration zu dem anschlieRenden Verhaltenstest in das Kletterparadigma oder die
Buridan'sche Arena Uberflihrt und ihre jeweilige Aktivitat gemessen.
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Abbildung 43: Kletteraktivitat (A) und Laufaktivitdt in der Buridan'schen Arena (B) von Drosophila
nach mehrtagiger Stresseinwirkung durch verpaarte Weibchen in der Balz im Vergleich zu der
Aktivitdt der jeweiligen Kontrolltiere ohne Stressfaktor.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N=45/41 (A) N=45/43
(B); Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
Kruskal-Wallis-Test (A), ungepaarter t-Test (B). Vollstdndige Auflistung aller angewandten
statistischen Tests fir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 34 und Tabelle 35.

Weder in der Kletteraktivitat (A) noch in der Laufaktivitat (B) lasst sich ein Unterschied zwischen den
Tieren aus der Gruppe, die mehrmals taglich eine Balzfrustration als Stressfaktor erfahren hatten zu
den Tieren aus der Kontrollgruppe erkennen.

Der Frustrationszustand nach wiederholt erfolgloser Balz lasst sich nicht auf die Aktivitat in
anderen Verhaltensparadigmen Ubertragen (Abbildung 43). In der Kletteraktivitdt bleiben
die Fliegen unverandert in ihren Kletteranstrengungen, selbst wenn sie an mehreren Tagen
Stress durch Zurickweisung des Weibchens erfahren haben. lhre Kletterbemihungen
unterscheiden sich daher weder von denen am ersten Tag ohne Stresskontakt (p=0,4257),
noch von denen der Kontrollgruppe (p= -1,0000; Abbildung 43A). In der Laufaktivitat
manifestiert sich ein dhnliches Ergebnis, denn die Tiere mit mehrtagiger Stresserfahrung
weisen eine dhnliche Aktivitat auf, wie die Tiere aus der Kontrollgruppe (p=0,4958;
Abbildung 43B).

Demnach unterscheiden sich die Fliegen nach mehrtagiger Balzfrustration in ihrer
Aktivitat auBerhalb der Balzapparatur nicht von ihren Artgenossen ohne Stresseinfluss.

Aus einer Studie zur Balzdeprivation ist bekannt, dass der mangelnde Balzerfolg sich
durch eine Abnahme des Neuropeptid F-Levels im Gehirn von Drosophila auspragt;
Balzfrustration bewirkt demnach eine Abnahme von NPF in dem facherformigen Korper im
Gehirn der mannlichen Fliegen (GaAo X. et al., 2015). Die Aktivitat der npf-Neurone, sowie der
Spiegel des freigesetzten NPFs reprasentieren in diesem Modell das intrinsische
Belohnungssystem der Fliege und bewirken die Verzégerung in ihrer Balzaktivitdt (SHOHAT-
OPHIR G. et al., 2012). Aufgrund dieser biochemischen Verkniipfung soll in den folgenden
Versuchsreihen ermittelt werden, ob der depressionsartige Riickgang der Aktivitat in
Drosophila, der durch die Exposition mit andauernden unkontrollierbaren Vibrationsstress
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hervorgerufen wird, auch tber das NPF-Level im Gehirn der Fliegen moduliert werden kann.
In Zuge dessen wird die Expression von npf in einer Versuchsreihe artifiziell erhoht
(Abbildung 44A), wahrend sie in einer weiteren stark abgesenkt wird (Abbildung 44B), um
untersuchen zu konnen, ob es dadurch zu einer Veranderung in der Auspragung des
depressionsartigen Verhaltensphanotyps kommt.

Falls der Neurotransmitter NPF gleichermallen in die Signallibertragung beim
Depressions-dhnlichen Phanotyps wie in der konditionierten Balzfrustration von Drosophila
involviert sein sollte, lieRe sich das an den Ergebnissen erkennen. Die kiinstlich bedingten
Veranderungen von NPF im Nervensystem der Fliegen wirden bei einer Anhebung des NPF-
Levels zu einer Verhinderung und bei einer Absenkung des NPF-Spiegels zu einer
Verstarkung einer verminderten Aktivitdt flhren. Unterscheidet sich jedoch die
Signaltransduktion der konditionierten Balzfrustration grundlegend von der des
Depressionsphanotyps, so sollte keine Veranderung im Verhalten der Tiere nach den
unkontrollierbaren Stresseinflliissen zu beobachten sein.
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Abbildung 44: Auswirkung von npf-Uberexpression (A) und RNAi gegen npf (B) auf die
Verminderung der Kletteraktivitit von Drosophila durch mehrtigige Stresseinwirkung durch
Vibrationsreize.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N=17/16 (A) und
N=43/42 (B); Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro
Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fur alle
Teilabbildungen im Anhang Tabelle 36 und Tabelle 37.

Weder eine Uberexpression (A), noch RNAI (B) gegen npf haben einen Einfluss auf die stressbedingte
Abnahme der Kletteraktivitat (orange) der Fliegen gegeniiber den Kontrolltieren ohne Stress (grau). In
beiden Fallen weicht das Verhalten der genetisch manipulierte Gruppe nicht von dem der zugehérigen
Kontrollkreuzungen ab.

Die genetische Manipulation des NPF-Levels in den Kopfen der Fliegen hat keine Auswirkung
auf die Auspragung ihrer depressionsartigen Aktivitdtsminderung nach mehrtagiger
Stressexposition (Abbildung 44). Eine Uberexpression von npf kann tber den kiinstlich
erhohten NPF-Spiegel im Gehirn nicht verhindern, dass die Tiere als Antwort auf die
unkontrollierbare Stresssituation eine verminderte Aktivitdat aufweisen (p<10'5) und sich ihr
Verhalten damit nicht von der Aktivitatsverminderung der Kontrollkreuzung unterscheidet
(p= ~1,0000; Abbildung 44A). Generell wurde aber bei WEN T. 2005 gezeigt, dass eine
Uberexpression von npf mittels des Treibers UAS-npf™"* eine Verhaltensverinderung in
Drosophila hervorrufen kann. In Versuchen zu der Wirkung von Alkohol zeigten Fliegen, in
denen npf mithilfe dieses Treibers Gberexprimiert wurde, eine verstarkte Alkoholsensitivitat;
gleichzeitig wurde kontrolliert, dass eine starke ektopische NPF-Expression in den Képfen der
Tiere zu sehen war (WENT. et al., 2005).

Da aufgrund der Beobachtungen von SHOHAT-OPHIR G. 2012 und GAo X. 2015 bei
diesen Experimenten die Erwartung vorherrschte, dass eine Uberexpression von npf durch
eine Verstarkung des intrinsischen Belohnungssystems einen Depressions-dhnliches
Verhalten verhindern kénnte, wird in Abbildung 44A nur das Kletterverhalten von Fliegen
betrachtet, die eine viertagige Stressbehandlung erfahren haben. Da nur beobachtet werden
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soll, ob eine Uberexpression von npf den Phanotyp verminderter Aktivitit verhindern kann,
wird eine Kontrollgruppe ohne Stresseinfluss fiir dieses Experiment nicht benétigt.

Auch eine kiinstliche Herabregulierung der Expression von NPF in den npf-Neuronen
Uber RNAi kann in den hier gezeigten Versuchen (Abbildung 44B) keine Veranderung im
Phanotyp der verminderten Aktivitat bewirken. Im Gegensatz dazu liel8 sich in Versuchen zur
Balzfrustration durch eine Herabregulierung unbestrafter Fliegen von npf mittels pan-
neuronal getriebenen UAS-npj‘RNAi der Frustrationslevel der Fliegen verstarkend beeinflussen,
dies lieR sich an ihrer Ethanolpraferenz ablesen. Einerseits hatte im Rahmen dieser Arbeit
der anhand von unkontrollierbarem Stress erzeugte depressionsartige Verhaltensphanotyp
durch eine Herabregulierung zusatzlich verstarkt werden kdnnen, andererseits ware auch
eine Veranderung im Verhalten der Tiere ohne Stress moglich gewesen; daher wird bei
diesem Experiment sowohl das Verhalten von Tieren mit als auch ohne Stressgabe
analysiert. Da in keiner Gruppe eine Verhaltensveranderung zu der Kontrollkreuzung zu
erkennen ist — weder in der Gruppe nach Stress (p=0,1982), noch in der Kontrollgruppe ohne
Stress (p=0,9224) — lasst sich schlussfolgern, dass ein abgesenkter Level von NPF im Gehirn
von Drosophila somit keine erkennbare Verstarkung der Aktivitaitsminderung nach
Stresseinfluss in den Tieren herbeifiihren kann.

Daher lasst sich schlieBen, dass eine Modulation der depressionsartigen
Verhaltensanderung in Fliegen nach unkontrollierbarem Stress (iber ein npf-verknilpftes
Belohnungssystem unwahrscheinlich ist.

Als nachstes stellt sich die Frage, ob der depressionsdahnliche Phanotyp verminderter
Aktivitdit ein erlerntes Verhalten darstellt, da aus zahlreichen Studien zur
Balzkonditionierung bekannt ist, dass die Balzfrustration erlernt ist. Die Balzkonditionierung
lasst sich durch Storung des Kurzzeitgedachtnisses verhindern, beispielsweise kommt es
nach Ausschaltung bestimmter Enzyme des zyklischen Adenosin-Monophosphat (cAMP)-
Signalwegs zu keiner Speicherung der Frustrationsinformation im Kurzzeitgedachtnis mehr
(MEHREN J. et al., 2004).
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Im direkten Vergleich der beiden Verhaltensphanotypen stellt sich die Frage, ob die (iber
Vibrationsstress erzeugte Aktivitdtsminderung ebenfalls, zumindest teilweise, ein erlerntes
Verhalten darstellt. Daher werden bekannte Lernmutanten der cAMP-Kaskade den
unkontrollierbaren Vibrations-Stressreizen ausgesetzt und im Anschluss hinsichtlich ihrer
Kletterinitiation und ihrer Laufaktivitat in Buridan's Paradigma bewertet.

A Pl'i] 4 days lest B Flc_;j;; 4 days E}J

Stress and Contral [no Strass) Stress and Contral {no Strass)

A *EE

*dh r drede

100 T 100
a0 4 a0 4
B0 4 80 4 T
E70 1 H £ 70 4
£% £%
& 50 4 £ 50 L]
[=2] [=2]
£ 40 + 1 £ 40 +
= E
G 30 7 G 30 7
20 4 20 4 -
10 4 rut' 104  dnc'
.I"el.e::'l Tast -I’reiail Test
®siress - + - ®siress - + -

Abbildung 45: Kletter- und Laufaktivitit der C 3 days Test 1
Lernmutanten rut' und dnc' nach unkontrollierbarem garu Control no Stress i

Stress. a0 -

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen —rE
wie in Abbildung 18. N(Pretest)=51, N(Test)=46/42(A); 70 4
N(Pretest)=49, N(Test)= 24/24(B); N=48/47(C); dnc'
Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov- 60

Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test 50
(A&B); Mann-U- Test (C). Vollstandige Auflistung aller

angewandten statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen & 40

im Anhang Tabelle 38, Tabelle 39 und Tabelle 40. £

Die Lernmutanten rut’ und dnc” verhalten sich hinsichtlich g3

der Kletterinitiation an der 4,5 mm Liicke phdnotypisch 20
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Sie zeigen ein dhnliches Ausmal an verminderter Aktivitat 10

im Klettern (A & B). Ebenso zeigt die dnc’-Mutante eine

hoch signifikant reduzierte Laufaktivitdt in Buridan's -

aal
Paradigma (C). rut! zeigt in Buridan's Paradigma keine ®strpss + -
zielgerichtete Orientierung und wurde nicht getestet.

In der Ubersicht aus Abbildung 45 lisst sich erkennen, dass Fliegen, die eine spezifische
Mutation eines an der cAMP-Lernkaskade beteiligten Enzyms tragen, keinerlei Unterschied
in ihrem Verhalten nach Stresseinwirkung im Vergleich zu den wildtypischen Fliegen
aufzeigen. Sowohl die dnc’-Mutante als auch die rut'-Mutante zeigt im Klettern an der 4,5
mm Licke einen hochst signifikanten Aktivitatsriickgang in den Kletteranstrengungen
(Abbildung 45A & Abbildung 45B). In dnc’- sowie rut’-mutanten Fliegen wird der cAMP-
Spiegel so verdndert, dass die Ausbildung eines Kurzzeitgedachtnisses (LEe D., 2015), sowie
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die Ausbildung eines KorpergroBengedachtnisses (KRAUSE T., 2015) in den Tieren nicht
moglich ist. Diese Lerndefekte sind dadurch bedingt, dass die Mutationen in zentralen Genen
der cAMP-Kaskade lokalisiert sind. dunce codiert fir eine cAMP-spezifische
Phosphodiesterase (PDE), wihrend rut eine Ca”*/Calmodulin-Adenylylzyklase (AC) codiert.
Diese beiden Enzyme halten das cAMP-Gleichgewicht aufrecht — wahrend die PDE fir den
Abbau zustandig ist, sorgt die Aktivierung der AC fiir ein hohes cAMP-Level — und dieses ist
flr die Ausbildung eines Gedachtnisses entscheidend (GervAsI N. et al., 2010). Die Defekte in
der Ausbildung des KorpergrofRengedachtnisses &uBern sich in einer erhohten
Kletterinitiation an unerreichbar groRen Lickenbreiten (KRAUSE T., 2015); tendenziell I3sst
sich dies bei den Kletterversuchen im Pretest bei dem Genotyp dnc’ in Abbildung 45
erkennen, da die Kletterinitiation bei 80% liegt. Bei dieser Betrachtung muss allerdings
berlicksichtigt werden, dass bei allen Versuchen eine gewisse Vorselektion in den Pretests
erfolgte (s.2.2.6. Erzeugung eines depressionsartigen Zustands, S.40), dadurch kommt es zu
einer Verminderung dieses Effekts.

Die Messungen der dncl—FIiegen in Buridan's Paradigma hinsichtlich der Laufaktivitat
bekraftigen diese in der Kletteraktivitat beobachteten Ergebnisse. Die Tiere, die die Mutation
dnc’ tragen, zeigen eine hoch signifikante Verminderung ihrer Laufaktivitdt, nachdem sie
mehrere Tage Vibrationsstress ausgesetzt waren (C). Fliegen des Genotyps rut’ lassen sich
nicht in der Buridan'schen Arena testen, da sie nicht auf Landmarken zulaufen und somit
keine Messung des Laufverhaltens moglich ist.

Die durchgefiihrten Tests mit den beiden Lernmutanten dokumentieren eindeutig,
dass bei dem stressbedingten depressionsahnlichen Phanotyp nicht von einem cAMP-
abhangig erlernten Verhalten ausgegangen werden kann.

In spater aufgeflhrten Experimenten zeigt sich, dass Saccharose einen positiv
modulierenden Einfluss auf den depressionsartigen Phanotyp in der Kletteraktivitat ausibt
(Abbildung 47). Die Tiere zeigen im Rahmen dieser Experimente nach 16 stlindiger
Aufnahme von Saccharose einen Wiedergewinn ihrer Kletteraktivitat trotz externen
Stresseinflusses. Diese Wirkung von Saccharose auf Frustrationszustiande mit verminderter
Aktivitat ist aus der Literatur zu Balz nicht bekannt. Daher soll in der nachfolgenden
Versuchsreihe Uberprift werden, ob Saccharose einen Effekt in der konditionierten
Balzfrustration aufzeigt, der vergleichbar zu dem der Auswirkung auf den
depressionsahnlichen Phanotyp nach Vibrationsstress ist. Dies konnte eine weitere Differenz
zwischen der konditionierten Balzfrustration und dem stressbedingten depressionsdhnlichen
Phanotyp beschreiben.
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Die Fliegen werden in dieser Testreihe entweder mehrere Tage verpaarten Weibchen
(Abbildung 46A) oder Vibrationsreizen (Abbildung 46B) ausgesetzt; im Anschluss wird ihre
Balzaktivitat bei einem frischen verpaarten Weibchen getestet. Nach diesem ersten Test
wird den Tieren 16 Stunden 5%ige Saccharose-Losung gefiittert, und nach einer
anschlieBenden erneuten Stressbeeintrachtigung ("Reminder") wird ihre Balzaktivitat mit
einem frisch hinzugesetzten Weibchen getestet. Auf diese Weise ldsst sich ein direkter
Vergleich in ihrem Verhalten vor und nach Saccharose-Aufnahme ziehen.
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Abbildung 46: Latenzzeit bis zum Beginn der Balz bei mannlichen Drosophila nach mehrtagiger
Stresseinwirkung im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Stressfaktor. Zwischen Test 1 und Test 2 wird liber
16 Stunden eine Saccharosel6sung verfiittert, die unkontrollierbare Stresseinwirkung werden bedingt
durch die repetitiven Vibrationsreize (A) oder durch verpaarte Weibchen (B).

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N(Test1)=33/34,
N(Test2)=14/15 (A) und N(Test1)=35/31, N(Test2)=14/10 (B); Uberpriifung auf Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung
aller angewandten statistischen Tests fir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 41 und Tabelle 42.

Es ist eine deutlichen Verdnderung zu erkennen zwischen der Latenzzeitverzégerung bei Balzfrustration
(lila gefarbt) und Vibrationsstress (orange gefarbt) nach Saccharose-Verfiitterung (rosa Farbung).
Saccharose zeigt nur eine Wirkung auf den depressionsartigen Zustand nach Vibrationsstress.

Bei Betrachtung der Abbildung 46 fillt sofort auf, dass die Fliegen — je nach Art des
angewendeten Stresses — sehr unterschiedlich auf die Verflitterung von Saccharose
reagieren. In beiden Gruppen lasst sich zuvor allerdings im ersten Test eine klare Reaktion
auf die Einwirkung des Stresses erkennen. Die Tiere, die dem Vibrationsstress ausgesetzt
sind (orange eingefarbt), zeigen eine signifikante Verzogerung in ihrem Balzbeginn (p=
0,0127; Abbildung 46A), der Balzbeginn nach haufigem Einwirken des verpaarten Weibchens
(lila gefarbt) verzogert sich hochst signifikant (p<107; Abbildung 46B). Eine Abweichung im
Verhalten zwischen den beiden Gruppen wird erst deutlich, wenn Uber 16 Stunden
Saccharose an die Tiere verfittert wird. Bei dem anschlieBenden Test beginnen die
Mannchen, die durch Vibrationen unkontrollierbar gestresst werden, deutlich friiher mit der
Balz als am Vortag und ebenso friih, wie ihre Kontrollpartner ohne Stress (p= ~1,0000;
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Abbildung 46B). Diese Beobachtung tritt bei den Mannchen nach Konfrontation mit
verpaarten Weibchen und zusatzlicher Saccharose-Verfiitterung nicht ein (Abbildung 46A).
Bei ihnen lasst sich in der Balz nur eine geringe Veranderung zur Verzogerung am Vortag
beobachten und der Unterschied zur zugehorigen Kontrolle ohne Stress ist signifikant (p=
0,0168).

Diese Ergebnisse zeigen eine weitere Unterscheidung zwischen dem Verhalten der
Tiere einerseits nach Balzfrustration, andererseits nach Vibrationsstress auf. Bei den Tieren
nach mehreren Tagen unkontrollierbarer Strapaze durch unkontrollierbare Vibrationsreize
ist die Verzogerung des Balzbeginns durch Saccharose-Gabe reversibel. Dies trifft auf die
Mannchen nach mehrmaliger Auseinandersetzung mit verpaarten Weibchen nicht zu, die
Saccharose verandert ihr Verhalten nicht signifikant.

Nach Prifung und Vergleich von Eigenschaften des depressionsartigen Verhaltens
nach Vibrationsstress und dem Frustrationsverhalten der Tiere nach Balzkonditionierung
kann aufgrund wesentlicher Anhaltspunkte ausgesagt werden, dass den beiden
Verhaltensphdnotypen verschiedene Mechanismen zu Grunde liegen und es sich bei
Balzfrustration um keinen depressionsartigen Zustand handelt.

100
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3.2.3 Einfluss des Neurotransmitters Serotonin (5-HT) auf das
depressionsahnliche Verhalten von Drosophila

In vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Neurotransmitter
Neuropeptid F, der aus Studien zu Stress und Belohnungssystem bekannt ist, auf den
depressionsartigen Zustand der Fliegen nach Vibrationsreizen keine Auswirkung hat
(Abbildung 44). Aus vorhergehenden Untersuchungen von BertoLuccl F. 2007 zu Learned
Helplessness in Drosophila ist bekannt, dass Serotonin in den Experimenten in der Heat Box
bei den Fliegen mit Learned Helplessness-Phanotyp eine Wirkung gezeigt hat. Sowohl eine
Verfitterung der Vorstufe von Serotonin (5-Hydroxytryptophan; 5-HTP) als auch zwei
Serotonin Reuptake Inhibitoren (SSRIs) milderten den Learned Helplessness-Zustand der
Tiere. Dieser wurde durch unkontrollierbaren Hitzebestrafungen ausgel6st, da diese
Bestrafungen von einer angekoppelten "Master"-Fliege erzeugt wurden (detaillierte
Erlduterung s.Einleitung) (BertoLuccl F., 2007). Da die verwendeten Wirkstoffe alle im
Serotonin-Metabolismus eine wichtige Rolle spielen, rickte Serotonin in den Fokus des
Interesses. Zudem ist bekannt, dass Serotonin auch in der Vertebraten-Forschung mit
Angstzustanden und Depressionen bei Patienten in Verbindung gebracht wird (OLVIER B.,
2015). Daher wird in den anschlieBenden Testreihen U(berprift, ob pharmakologische
Ansdtze mit oraler Verfitterung einer der von BerRTOLUCCI verwendeten Substanzen — die
Synthesevorstufe von Serotonin (5-Hydroxy-L-Tryptophan; 5-HTP) — sich auf den Zustand
verminderter Aktivitat auswirken und somit den depressionsartigen Zustand modulieren

kénnen.

Abbildung 47: Auswirkung der Vorstufe von Serotonin,
Pretest 4days Tect {1 day Test 5-Hyd.roxy-L-Trpro.p.l.'|an (SHTP), au.f den Zustar,d
® b g verminderter Aktivitdt nach unkontrollierbarem Stress in
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Die Verfutterung von 5-Hydroxy-L-Tryptophan (5HTP), einer Synthesevorstufe von Serotonin,
die die Blut-Hirn-Schranke passieren kann, lasst eine Beteiligung von Serotonin an dem
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Zustand der verminderten Aktivitat vermuten (Abbildung 47). Nachdem die Fliegen sich in
dem depressionsartigen Zustand befinden, wird ihnen lber 16 Stunden entweder 5-HTP in
Saccharose-Losung (gelb markierte Daten), oder nur Saccharose-Losung (rosa markierte
Daten) verfiittert. Sie reagieren auf die Serotoninvorstufe im anschlieenden Test mit einer
signifikanten Erhohung ihrer Aktivitat gegentber ihrem vorherigen Depressionszustand (p=
0,0104). Als weitere Beobachtung sticht jedoch sofort hervor, dass pure Zuckerldsung einen
ahnlichen Effekt auf die Aktivitat ausiibt, denn die Kletterbemihungen zeigen einen dhnlich
starken Wiederanstieg. Es lasst sich daher erkennen, dass Zucker der verminderten Aktivitat
im Depressionsphdanotyp entgegenwirkt. Da zusatzliches 5-HTP dabei keine weitere
Verbesserung bedingt (p= -1,0000), kann lber die Wirkung von Serotonin hier noch keine
Aussage getroffen werden.

Daher soll die Wirkung von Serotonin im depressionsahnlichen Verhalten intensiver
untersucht werden und einer weiteren Gruppe von Fliegen wird daher 5-HT ohne
beigemischte Saccharose verfiittert, um zu testen, ob dadurch eine Verhaltensverdanderung
eintritt.

1 day % Abbildung 48: Vergleich der Daten aller Tiere nach

nor + Verfiitterung unterschiedlicher Substanzen mit

100 - WES; frﬁ'mm Fokus auf eine mogliche Auswirkung von 5-HTP auf
Herese die verminderte Kletteraktivitit.

904 — ; : : .
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80 n.s. n.s, Konventionen wie in Abbildung 18. N=19-14;

n.s.

Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-
Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung aller
angewandten  statistischen Tests fir alle
Teilabbildungen im Anhang Tabelle 44.

Eine Verfutterung von 5-HTP ohne Saccharose-

o O
1 1

(=]
1

Climbing attempts [%]
w b OO @ =~
(=) (=)
1 1

20 4 zugabe (orange/lila) fihrt zu einem intermedidren

10 - Zustand der Kletteraktivitdt an der 4,5 mm Liicke.

Die Tiere unterscheiden sich weder signifikant von

0 Test 2 den auf Wasser gehaltenen Tieren (orange/grau, p=

®stress + + + o+ 0,1007), noch signifikant von denen, die 5-HTP mit

H.O = = Saccharose erhielten (orange/gelb, p= 0,7920).

HTP -+ o+ =
Sucrose — - + +

Bei einem direkten Vergleich der Daten aller Tiere in ihrer Kletteraktivitat an der 4,5 mm
Licke nach Stresseinwirkung und oraler Aufnahme unterschiedlicher Stoffe (Abbildung 48)
lasst sich ein intermediarer Aktivitatszustand bei den Fliegen nach der Aufnahme von 5-HTP
ohne weitere Zusatze (orange/lila markierte Daten) beobachten (Verbesserung nicht
signifikant, p=0,1007).

Die Futterlosungen, in denen Saccharose beigemischt ist, fihren dagegen stets zu
einer hoch signifikanten (5-HTP mit Zucker, orange/gelb markierte Daten; p=0,0012) oder
signifikanten (reiner Zucker, orange/rosa markierte Daten; p= 0,0337) Verdnderung des
Aktivitdtszustands; die Tiere lassen nach  Zuckeraufnahme  wieder mehr
Kletteranstrengungen erkennen. Daher lasst sich anhand dieser Daten wieder keine Aussage
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machen, ob die Aktivitdtssteigerung der Fliegen nach Verfiitterung des 5-HTP-Saccharose-
Gemisches durch 5-HTP bedingt ist, oder ob Saccharose einen anderen Signalweg aktiviert,
der den Zustand der Tiere positiv beeinflusst.

Um die Rolle des Serotonins in der Verhaltensveranderung genauer zu beleuchten,
wird daher ein Inhibitor der Serotoninsynthese eingesetzt. Der verwendete Inhibitor hemmt
die enzymatische Tryptophan Hydroxylase; dieses Protein ist sehr spezifisch fiir Tryptophan
und bestimmt iber dessen Umbau die Geschwindigkeit der Serotoninsynthese (MOHAMMAD-
ZADEH L. et al., 2008). Die Fliegen erhalten in der dazugehorigen Testreihe anstelle der
Vorstufe von Serotonin (5-HTP) demnach a-Methyl-L-Tryptophan (aMTP) als Lésungsbeigabe
und es wird untersucht, ob dies einen Einfluss auf die Saccharose-bedingte
Aktivitatszunahme hat.

ESI 3days  Test 1day ‘-c,st:.Z Abbildung 49: Auswirkung von Saccharose, a-Methyl-

Stress L-Tryptophan (aMTP) und einer Mischung beider
Substanzen auf das Kletterverhalten nach
unkontrollierbarem Stress.

+
H.0/

100 Nicht parametrische Median- Darstellung;
90 - ; Konventionen wie in Abbildung 18. N(Pretest)=105,
god N(Test)= 103, N(Test2)= 24/25/26/26; Uberpriifung
. i auf  Normalverteilung  (Kolmogorov-Smirnov-Test,
§70 | Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.
E—GO ] : Vollstindige  Auflistung  aller  angewandten
% 50 statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang
240 Tabelle 45.
2 a9 4 . Nach der Verfutterung von Saccharose (rosa) steigt die
o ; Kletteraktivitat der Fliegen wieder hochst signifikant
20 1 an (p<10®). Wird dagegen oMTP (tirkis) der
10 A Saccharose-Lésung beigemischt (rosa/tlrkis) oder
j aMTP alleine verfiittert (orange/turkis), bleibt die

0 :
Pretest Test Test2

Kletteraktivitat der Tiere an der 4,5 mm Licke auf dem
@Stress -+ + + +

Ho - .. i Niveau des depressions-artigen Zustands (p(aMTP mit
Sucrose = = = + — 4 Sacc.)=~1,0000; p(aMTP pur)=~1,0000).
aMTP - = - = + +

Die Fliegen zeigen nach der Stressphase die gewohnte Abnahme ihrer Kletteraktivitat an der
4,5 mm Licke. Diese bleibt unverandert, wenn die Tiere sich Gber Nacht auf Wasser oder auf
Wasser mit aMTP befinden (p(H,0)=~1,0000; p=(aMTP in H,0)= -1,0000). Bei Aufnahme von
Saccharose tritt die — schon in Abbildung 30 beobachtete — hochst signifikante Zunahme
ihrer Aktivitit ein (p<10™; Abbildung 49); die Aktivitit der Fliegen liegt damit wieder auf
dem Niveau ihres Ausgangswerts. Dieser Effekt lie8 sich schon in den Versuchen zur
Verzogerung in der Latenzzeit beobachten (siehe Abbildung 46). Auffallend ist, dass eine
Vermischung der Saccharose-Losung mit aMTP diesen Wiederanstieg der Kletteraktivitat
nach Verfiitterung verhindert. Bekommen die Fliegen demnach diese Vermischung beider
Stoffe, bleiben ihre Anstrengungen auf dem Level der depressionsartigen
Aktivitatsverminderung und die positive Auswirkung der Saccharose wird gehemmt.
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Der beigemischte Inhibitor der Serotoninsynthese, aMTP, verhindert demnach den
durch Saccharose ausgelosten Wiedergewinn der Kletteraktivitat. Daraus lasst sich
schlieBen, dass Serotonin maligeblich an dem Prozess der Vermittlung einer
depressionsartigen Aktivitatsverminderung beteiligt ist und dass Zuckergabe in diesem
Mechanismus Uber serotonerge Neurone vermittelt wird.

Hinsichtlich dieser aussagekraftigen Ergebnisse stellt sich die Frage, ob der Inhibitor
der Serotoninsynthese sich auch ohne Stresseinwirkung Uber die orale Verfiitterung auf das
Aktivitatsverhalten auswirkt. Die Durchfilhrung des Versuchs unter den identischen
Umstdnden wie in Abbildung 49 ohne Stresseinwirkung zeigt keine Auswirkung des
Serotonin-Inhibitors auf die Kletteraktivitat der Fliegen (Abbildung 80).

In vorhergehenden Studien zeigte sich, dass eine Verfiitterung des Inhibitors ohne
zusatzliche duRere Auswirkungen am besten Uber mehrere Tage auf die Tiere einwirkt
(VAvsse G., 1988). Daher wird der Kontrollversuch ohne Stress leicht modifiziert wiederholt.
Die Tiere werden mit den unterschiedlichen Losungen Uber mehrere aneinander
anschlieBende Nachte geflittert — insgesamt verbringen die Fliegen vier Nachte auf den
Futterldsungen — und dann ihre Kletterinitiation an der 4,5 mm Llicke gemessen. Da einzelne
Gruppen nur Wasser ohne Saccharose-Zusatz verfittert bekommen, erhalten alle Tiere
tagsliber zwei bis drei Stunden Zugang zu normalem Futter, damit sie Gber diese langere
Zeitspanne nicht verhungern.

Prelest 4 days Tact 2 Abbildung 50: Auswirkung von Saccharose, a-
L Methyl-L-Tryptophan (aMTP) und einer Mischung
Hor beider Substanzen auf das Kletterverhalten von
O TP Drosophila nach mehrtégiger Verfiitterung.
100 : = Nicht parametrische Median- Darstellung;
90 *“'L' Konventionen wie in Abbildung 18. N(Pretest)=86;
80 j N(Test)=38;41;38;40; Uberpriifung auf
=70 - : Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test,
260 Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-
550 4 : Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten
> 40 3 statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im
€30 4 ._1 Anhang Tabelle 46.
°nd " Eine Aktivitditsminderung im Kletterverhalten an der
10 - 3 = 4,5 mm Lucke der Fliegen ist auszumachen, wenn
oo aMTP in Kombination mit Saccharose (rosa/tiirkis
@Sneszrﬁe_ﬁ IeSL_ L markierte Daten) verfittert wird, in diesem Fall sinkt
HO - &+ — & — die Kletterbereitschaft der Fliegen hdchst signifikant
Sucrose = — + — + im Vergleich zu den Fliegen auf Wasser (weiB) (p<10
aMTP = = =+ 4 >) oder Saccharose pur (rosa) (p<107).

Ohne jegliche Stresseinfliisse zeigt die Verflitterung des Inhibitors der Serotoninsynthese
(aMTP) in Wasser gelost eine leicht vermindernde Auswirkung auf die Kletteraktivitat der
Tiere an der 4,5 mm Licke, da die Werte sehr stark streuen. Eine Mischung von aMTP mit
Saccharose bewirkt dagegen eine erhebliche Abnahme der Aktivitat der Fliegen (Abbildung
50). Erwartungsgemald zeigt sich dagegen bei den Tieren, die auf Wasser gehalten werden,
keine Veranderung der Kletteraktivitat (iber den Zeitraum von fiinf Tagen. Ebenso verhilt es
sich fiir die Kletteraktivitat der Fliegen bei Verflitterung einer Saccharose-Losung.
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Dies bedeutet, dass die Verabreichung des Syntheseinhibitors von Serotonin mit
Zucker vermischt Uber eine langere Zeitspanne eine Aktivitatsabsenkung im Kletterverhalten
von Drosophila auch ohne externen Stress bewirkt. Auch ohne zusatzliche Stressreize fiihrt
der langerfristig beigeflihrte Serotoninmangel in Drosophila zu einem depressionsartigen
Verhaltensphanotyp.

Es lasst sich vermuten, dass die Kombination aus Inhibitor vermischt mit Saccharose
den starksten Phanotyp hervorruft, da die Fliegen wegen des Geschmacks mehr von der
Losung zu sich nehmen. Diese Hypothese sollte durch eine photometrische Bestimmung der
aufgenommenen Futtermenge in den Fliegen untersucht werden. Dies war jedoch in der
Praxis nicht moglich, da sich mit den vorhandenen photometrischen Gerdaten Unterschiede
in dieser geringen GroRenordnung nicht feststellen lassen.

In einem nachsten Schritt wird daher untersucht, ob sich im Gehirn von Drosophila
ein Unterschied im Serotoninspiegel nachweisen lasst, in Abhangigkeit davon, ob Saccharose
pur oder mit Serotonin-Inhibitor verfittert wird. Zu diesem Zweck werden Gruppen von drei
bis finf Tage alten mannlichen CS Fliegen lber 16 Stunden ohne Stresseinfluss jeweils mit
Wasser (N=8), Saccharose (N=8) oder Saccharose gemischt mit aMTP (N=11) gefiittert. Im
Anschluss an diesem Zeitraum werden histologische Prdparate aller Gehirne angefertigt
(s.2.2.8.2 Mat.& Methode, S.56) und es wird eine Antikdrperfarbung gegen Serotonin
vorgenommen. Damit sich Giber die konfokale Mikroskopie eine quantitative Bestimmung
durchfihren lasst, wird UAS-mCD8::GFP mit einer Treiberlinie mit bekanntem
Expressionsmuster als Referenz verwendet. Die Linie 189Y-GAL4 exprimiert in den a-/B-
Loben der Pilzkorper, sowie im Ellipsiodkérper (ZARs T. et al., 2000) und ist daher gut als
Referenz geeignet.
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Saccharose

Saccharose + a-MTP

Abbildung 51: Vorkommen von Serotonin im Gehirn von drei bis fiinf Tage alten Drosophila-Mannchen
des Wildstamms CS mittels Antikérperfarbung gegen 5HT und konfokaler Mikroskopie: Darstellung von
5HT in Gehirnen von Drosophila nach Verfiitterung von Saccharose (A), H,0 (B) und Saccharose
vermischt mit aMTP (C).

(A) Saccharose: Objekttrager 16.04.2014; 189Y 5HT (Sacc. Il); 22,5 um virtuelle Schichtdicke; 20-faches
Objektiv; Zoom: 2.

(B) H,O: Objekttrager 30.04.2014; 189Y 5HT (H,0 lll); 22,5 um virtuelle Schichtdicke; 20-faches Objektiv;
Zoom: 2.

(C) Saccharose mit MTP: Objekttrager 30.05.2014; 189y 5HT (Sacc. + Inhibit. V) 22,5 um virtuelle
Schichtdicke; 20-faches Objektiv; Zoom: 2.

Es ist ein leichter Unterschied zwischen der Intensitaten der Serotonin-Farbungen (a-5HT, magenta) in
den Gehirnen der Tiere zu erkennen die Zuckerlésung aufgenommen haben. In ihren Képfen ist die
Farbung des 5HT deutlich starker. Um ausschlieen zu kdnnen, dass eine Diskrepanz durch verschieden
gelungene Fixierung oder Antikorperfarbungen auftritt, wird zur Quantifizierung der Serotonin-Intensitat
jeweils das Verhaltnis der GFP-Farbung (a-GFP, griin) zu der Serotonin-Farbung pro Kopf berechnet (s.
Abbildung 52).

Die histologischen Aufnahmen der Gehirne von Drosophila liefern Evidenzen fiir einen
direkten Zusammenhang des Serotoninspiegels im Kopf der Tiere mit der vorhergehenden
Aufnahme von Zucker. Mittels konfokaler Mikroskopie kann die Verteilung und Intensitat
von Serotonin Uber eine Antikdrperfarbung sichtbar gemacht werden (Abbildung 51). Es
wird deutlich, dass die Fliegen, die Gber Nacht 16 Stunden mit Saccharose versorgt wurden,
eine starkere Intensitdt in der Serotoninfiarbung des gesamten Gehirns aufweisen
(Abbildung 51A) als bei Haltung auf Wasser (Abbildung 51B). Befindet sich aMTP in der
verflitterten Saccharose-Losung, ist ein deutlicher Unterschied der Serotoninkonzentration
gegeniliber den Tieren auf Saccharose ohne Inhibitor-Zusatz zu erkennen. Die durch
Saccharose-bedingte Intensitdatserhhung von Serotonin ist durch den Synthese-Inhibitor wie
ausgeldscht in den Aufnahmen (Abbildung 51C) und die Farbung gleicht der Intensitat nach
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Wasseraufnahme. Um eine exakte Aussage machen zu konnen, wird die Intensitdt des
Serotonins in den Képfen der Fliegen quantifiziert.

Abbildung 52: Quantifizierung und direkter Vergleich der

2,01 _ Serotonin-Intensitdt in den Ellipsiodkdérpern von
181 7 ‘ns. Drosophila mittels Antikorperfarbung gegen 5HT und
16- konfokaler Mikroskopie.
Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen
&1‘4' wie in Abbildung 18. N=8/8/11; zur Prifung auf
g 1,24 Normalverteilung der Daten werden der Kolmogorov-
B 1,01 Smirnov-Test, der Lilliefors- und der Shapiro-Wilk-Test
EO.S- gepriift; Mann-U-Test. Vollstdndige Auflistung aller
w angewandten statistischen Tests fur alle Teilabbildungen
067 im Anhang Tabelle 47.
0,44 Nach einer 16-stlindigen Flitterung von Saccharose (rosa)
0,2 ist der Serotoninspiegel im Gehirn von Drosophila
0 - signifikant  gegeniiber dem Level nach 16h
H.0 -+ Wasseraufnahme erhéht (p=0,0398). Erfolgt eine 16-
Sucrose + —  + stiindige Verfiitterung von aMTP (turkis) vermischt mit
aMTP - =  + Saccharose wird der bei Sacchrose pur beobachtete

Anstieg der Serotoninintensitat ausgeldscht (p=0,0306).

Fiir eine Quantifizierung der Serotonin-Intensitat mittels der konfokalen Aufnahmen wird
eine vorher bestimmte Schichtdicke von 22,5 um verwendet. Die ausgemessene Flache
orientiert sich dabei an der Farbung der Gehirnstruktur des Ellipsoidkdrpers in den
Referenzfarbungen des Musters von 189Y-GAL4. Es wird in jedem Kopf die Schicht mit der
intensivsten und ausgedehntesten Farbung des Ellipsoidkorpers festgelegt. Im Anschluss
daran wird die vermessene Flache des Ellipsoidkérpers auf die Aufnahme der
Serotoninfarbung Ubertragen und mit dem Faktor 1,5 multipliziert, da die Flache des 5HT-
Farbung stets gleichmaRig photomechanisch um diesen Faktor vergroBert ist. AnschlieRend
wird in beiden Bildstapeln — die jeweils 30 Schnitte umfassen — der Grauwert jedes Pixels
innerhalb der Z-Projektion bestimmt und dann zu einem Voxel aufsummiert. Daran
anschlieffend wird der Mittelwert Gber alle Voxel gebildet und ein Quotient aus dem Wert
der 5HT-Messung und dem Wert der GFP-Messung errechnet. Aus dieser Verrechnung der
gemessenen 5HT-Intensitat mit der Intensitat der GFP-Referenz lasst sich auf die vorliegende
Quantitat des Serotonins in jedem Gehirn schlieRen. Die Werte fir die einzelnen Kopfe
werden statistisch aufgetragen und verglichen (Abbildung 52).

In der Statistik lasst sich ablesen, dass sich die Intensitat der Serotoninfarbung in den
Kopfen der Fliegen, die nur mit Saccharose gefittert werden, deutlich von den beiden
anderen Gruppen unterscheidet. Sie liegt sowohl signifikant hoher als in den auf Wasser
gehaltenen Tieren (p= 0,0398), als auch in den Tieren, die mit Saccharose vermischt mit
oaMTP geflittert wurden (p=0,0152).

Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich der Schluss ziehen, dass durch die Aufnahme
von Zucker der Serotoninspiegel im Gehirn von Drosophila im Bereich des Ellipsoidkorpers
signifikant ansteigt. Eine Verfitterung des Inhibitors aMTP der Serotoninsynthese verhindert
diesen Anstieg des Serotoninspiegels und der Serotoninlevel bleibt auf dem urspriinglichen
Niveau wie ohne Verflitterung von Zusatzstoffen.
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Da sich sowohl in pharmakologischen Ansatzen (Abbildung 49) als auch in histologischen
Auswertungen (Abbildung 51) zeigen lasst, dass der Neurotransmitter Serotonin eine
entscheidende Rolle in dem depressionsdahnlichen Phanotyp von Drosophila spielt, wird
untersucht, ob eine genetische Manipulation in der Gesamtheit aller serotonergen Neurone
in den Gehirnen der Fliegen eine Auswirkung auf den depressionsahnlichen Phanotyp der
Tiere hat. Hierfir wird die chemisch-synaptische Weiterleitung eines Groliteils der
serotonergen Neurone im Gehirn von Drosophila Gber Tetanustoxin (TNT) inhibiert (SWEENEY
S. et al., 1995). Hierzu wird eine Treiberlinie von BIRMAN 2012 verwendet (Trh-GAL4), die 73%
+ 6% aller serotonergen Neurone in den Gehirnhemisphéaren adressiert (PecH U. et al., 2013).

Abbildung 53: Auswirkung einer Blockierung der
chemisch-synaptischen Weiterleitung der seroto-
Pretest 3days  Test1 1day Test?2 nergen Neurone im Gehirn von Drosophila auf die
= ® = + Verminderung der Kletteraktivitdt nach mehrtagiger
Stresseinwirkung durch Vibrationsreize.
100 ns Nicht parametrische Median- Darstellung;
90 1 s I SR Konventionen wie in Abbildung 18.
80 ns. ns. N(Pretest)=54/25/49, N(Test)=25/24/25,
T 70 - N(Test2)=25/24/25; Uberpriifung auf Normalverteilung
5.60 | (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-
5 50 4 Test); Kruskal-Wallis-Test. Vollstindige Auflistung aller
s —_— angewandten statistischen Tests  fir  alle
£ Teilabbildungen im Anhang Tabelle 48.
%30 y Bei einer Blockade der chemisch-synaptischen
20 A § Weiterleitung in % der serotonergen Neurone im
10 Gehirn von Drosophila, zeigen die Fliegen trotzdem
0 : _ eine Reaktion auf die Stressbelastung (orange/grau).
UAS-TNT Jretest R Teft . J%tf _ Nach der Verfiitterung von Saccharose (orange/rosa)
Th-GAL4 + - — + — — 4+ — = bleibt der Wiederanstieg ihrer Kletterinitiation jedoch
Cs - + 4+ = 4+ o+ = 4+ o+ aus, wohingegen die Kontrollen im Vergleich einen
@g:;?se - - -+t 7 f : : : Wiederanstieg in der Kletterinitiation zeigen und sich
damit hoch bis hochst signifikant von ihnen
unterscheiden (p(UAS-TNT/+)=0,0047; p(CS)< 10°).

Die Tiere zeigen trotz der Blockade einer Mehrheit der serotonergen Neurone im Gehirn ein
depressionsartiges Verhalten nach mehrtagigem Stresseinfluss (Abbildung 53). lhre
Kletterinitiationsrate unterscheidet sich hierbei nicht signifikant von der verminderten
Aktivitat, die die Kontrolltiere nach Stressbelastung aufweisen (p(UAS-TNT/+)= -1,0000;
p(CS)= -1,0000; Eine Treiberkontrolle war nicht moglich, da der Stamm verstarb). Ein
Verhaltensunterschied ist jedoch nach einer Verfiitterung von Saccharose festzustellen. In
den Kontrollgruppen lasst sich der von Wildtypfliegen bekannte Wiederanstieg der
Kletterinitiation beobachten; dagegen ist bei den Tieren, in deren serotonergen Neurone
TNT getrieben wird, diese Aktivitatszunahme nicht vorhanden (p(UAS-TNT/+)=0,0047;
p(CS)<107). Ihr Aktivitatslevel bleibt trotz Zuckerzugabe unverandert (p= ~1,0000).

Eine Verhinderung der Ausschittung synaptischer Vesikel aus % der serotonergen
Neuronen im Gehirn der Fliegen verhindert nicht die Ausbildung eines depressionsartigen
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Verhaltensphdnotyps, aber ein kurzfristig durch Saccharose vermittelter Wiederanstieg in
der Kletterinitiation im Anschluss ist nicht mehr maglich.

3.2.4 Untersuchung der Rolle der Pilzkdrper in dem depressionsartigen
Verhalten von Drosophila melanogaster

Aufgrund des Fazits aus Kapitel 3.1.5, dass die Pilzkdrper eine entscheidende Rolle in der
motivationsmodulierten Aktivitdt von Drosophila spielen, liegt die Frage nahe, ob der
Pilzkorper auch eine Bedeutung in der depressionsartigen Aktivitatsabnahme hat.

In Verbindung mit dem Wissen, dass der Neurotransmitter Serotonin und sein Level
in den Kopfen der Fliegen ausschlaggebend in Bezug auf den depressionsartigen Phanotyp
ist, bietet sich daher ein guter Ansatzpunkt, den Serotoninspiegel lokal begrenzt in den
Pilzkorpern zu untersuchen. Zu diesem Zweck werden wiederum histologische Praparate der
Fliegengehirne angefertigt, diesmal werden aber die Gehirne von mannlichen CS Fliegen
nach Stress (N=13) und von ungestressten Kontrolltieren (N=12) verwendet. Die Fliegen
werden dabei direkt aus der Vibrationsapparatur entnommen und direkt in PBS tiberfihrt (s.
2.2.8.2). Die Vorgehensweise zur Vermessung der Antikorper-Intensitdaten entspricht dabei
der aus Abbildung 51. Als Referenz wird ebenfalls wieder UAS-mCD8::GFP mit der
Treiberlinie 189Y-GAL4 eingesetzt, da sie sowohl als Bezugsfarbung fiir die Pilzkorper als
auch fir den Ellipsoidkdrper genutzt werden kann (ZArs T. et al., 2000). Vor der Erstellung
histologischer Prdparate wird zudem am Vortag Uberprift, ob die Tiere einen
depressionsartigen Verhaltensphanotyp als Folge der Stressbelastung entwickelt haben
(Abbildung 81).

109




3. Ergebnisse kK0

Kontrolle

Stress durch Vibration

Abbildung 54: Uberpriifung des Vorkommens von Serotonin im Gehirn von minnlichen Drosophila
mittels Antikérperfarbung gegen 5HT und konfokaler Mikroskopie: Quantifizierung von 5HT in den
Pilzkérpern von Drosophila in Fliegen in depressionsdahnlichem Zustand nach Stresseinwirkung (B) und
in Kontrolltieren ohne vorherige Stressbehandlung (A).

(A) Kontrolltier ohne Stressbeeinflussung: Objekttrager 26.03.2014; 189y 5HT; 2h Fix (Kontrolle VI);
24,75 um virtuelle Schichtdicke; 20-faches Objektiv; Zoom: 2.

(B) Tiere mit 5-tagigem Vibrationsstress: Objekttrager 02.04.2014; 189y 5HT 2h Fix (Vibration b X)
24,75 um virtuelle Schichtdicke; 20-faches Objektiv; Zoom: 2.

Es ist ein leichter Unterschied zwischen der Intensitdten der Serotonin-Farbungen (a-5HT, magenta) in
den Kopfen der Tiere lokal begrenzt auf die Pilzkérperloben (a0 & B durch Pfeile gekennzeichnet) zu
erkennen. Um ausschliefen zu kénnen, dass eine Diskrepanz durch verschieden gelungene Fixierung oder
Antikorperfarbungen auftritt, wird zur Quantifizierung der Serotonin-Intensitat jeweils pro Kopf das
Verhaltnis der GFP-Farbung (a-GFP, griin) zu der Serotonin-Farbung berechnet (s. Abbildung 55).

In den histologischen Bildern zeigt sich ein Unterschied in der Serotonin-Intensitat in den
Loben der Pilzkorper, sowohl in den a-, als auch in den B-Loben der Fliegen (Abbildung 54:
durch Pfeile in den Abbildungen hervorgehoben).

In den Gehirnen der Tiere aus der Kontrollgruppe lasst sich in den Strukturen der
Pilzkdrperloben eine Antikdrperfarbung gegen Serotonin erkennen (Abbildung 54A). Eine
viertagige, flir die Fliegen unkontrollierbare Stressbelastung fiihrt dazu, dass sich diese
Serotoninfarbung in den Pilzkdrpern viel schwacher ausmachen lasst, die Struktur der Loben
ist nur noch schwer zu erkennen (Abbildung 54B).

Eine konkrete, quantitative Aussage zu dieser Beobachtung wird allerdings erst durch
eine Intensitatsbestimmung der Serotoninfarbung moglich, dhnlich wie in Abbildung 52. Es
wird diesmal jeweils eine Schichtdicke von 33 Schnitten in den beiden Bildstapeln der
Farbungen ausgewertet, daher entspricht die virtuelle Schichtdicke (24,75 um) ungefahr der,
die bei der Ausmessung des Ellipsoidkorpers zur Auswertung herangezogen wurde. Wahrend
die bemessene Flache allerdings in den vorherigen Auswertungen — bedingt durch die
Grundform des Ellipsoidkorpers — kreisartig ausfiel, werden bei den aktuellen Messungen
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Quadrate (iber die Flache gelegt, die an die Ausmafie der Pilzkdrperloben angepasst sind (s.
beispielhafte Markierungen in Abbildung 54).

Abbildung 55: Quantifizierung und Vergleich der
Serotonin-Intensitdt lber eine Verrechnung mit
sdavs  Tost sdays  Tost der Intensitdt der GFP-Kontrollfirbung in den o-
A ® aﬂdflfggg'ress-:‘] B ® and fl?gggﬂess-:’] Loben (A), sowie der B-Loben (B) der Pilzkérper
244 22- von Drosophila-Méannchen mittels konfokaler
9o ] 20l — Mikroskopie.
’ ’ Es werden je Kopf beidseitig die Loben der
2.0 184 Pilzkdrper vermessen.
a 1.8 a 167 Nicht  parametrische  Median-  Darstellung;
ﬁ 1,6 5"5 1,4 Konventionen wie in Abbildung 18. N(Koépfe)=13/12
Z 14- T, N(Loben)=26/24; Uberprifung auf
E 12- E 1.0+ Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test,
810— EOS— Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Mann-U-Test.
’ ’ Vollstandige  Auflistung  aller  angewandten
081 0.6 statistischen Tests fur alle Teilabbildungen im
0,6 0.4 4 Anhang Tabelle 49.
044 0,2 - Sowohl in den a- als auch in den B-Loben ist der
Ofl’/— ol Serotoninspiegel in den Gehirnen der Fliegen im
®Stress —  + ®Stress —  + depressionsartigen Zustand (orange/grau markierte
Daten) nach Stressbelastung signifikant erniedrigt
gegeniiber dem Level der Tiere aus der
Kontrollgruppe (weiB markierte Daten).

Die histologischen Auswertungen zeigen einen signifikanten Unterschied in der Intensitat der
gegen Serotonin gerichteten Antikérperfarbung sowohl in den a-Loben (Abbildung 55A), als
auch in den B-Loben (Abbildung 55B) im Gehirn der Fliegen als Folge des Einsetzens eines
depressionsartigen Zustands und verglichen mit den Kontrolltieren ohne Stresseinfluss (A: p=
0,0104; B: p=0,0104). Daher werden die Rickschlisse moglich, dass der Serotoninlevel in
den Loben der Pilzkérper nach der Frustration signifikant niedriger ist, als in einem Zustand
ohne Stresseinwirkung.

Dieses Ergebnis veranschaulicht den — durch Verhaltensexperimente bereits
beobachteten — Zusammenhang, zwischen dem Level des Neurotransmitters Serotonin und
einem  depressionsartigen  Zustand mit  verminderter  Kletteraktivitdit  nach
unkontrollierbarem Stress. Aullerdem erbringen diese histologischen Auswertungen den
Nachweis, dass der Serotoninspiegel in den Pilzkdrpern sich mit dem Stresszustand der Tiere
andert.

Zur Bestatigung, dass der Serotoninspiegel in den Pilzkérpern den relevanten Einfluss
auf das depressionsartige Verhalten der Tiere nach unkontrollierbaren Stressreizen hat, wird
Uberdies zum Vergleich die Serotonin-Intensitdt in einer weiteren Gehirnstruktur
qguantifiziert. Darlber lasst sich erkennen, ob es auch in weiteren Gehirnstrukturen zu einer
Veranderung des Serotoninspiegels im depressionsartigen Verhalten kommt und dieser so
eventuell im gesamten Gehirn von Drosophila abgesenkt ist. Ist dies nicht der Fall, kann
davon ausgegangen werden, dass fir den depressionsdhnlichen Zustand nur der
Serotoninspiegel in den speziellen, strukturell begrenzten Bereichen der Pilzkdrper von
Belang ist.
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Fiir diese weitere Intensitatsquantifizierung wird in denselben Kopfen wie in Abbildung 54
aufgrund seiner klaren Struktur der Ellipsoidkorper herangezogen.

Kontrolle

Stress durch Vibration

Abbildung 56: Uberpriifung des Vorkommens von Serotonin im Gehirn von ménnlichen Drosophila
mittels Antikorperfarbung gegen 5HT und konfokaler Mikroskopie: Quantifizierung von 5HT im
Ellipsoidkdrper von Drosophila in Fliegen in depressionsdahnlichem Zustand nach Stresseinwirkung (B)
und in Kontrolltieren ohne vorherige Stressbehandlung (A).

(A) Kontrolltier ohne Stressbeeinflussung: Objekttrager 02.04.2014; 189y 5HT; 2h Fix (Kontrolle b V);
22,5 um virtuelle Schichtdicke; 20-faches Objektiv; Zoom: 2.

(B) Tiere mit 5-tdgigem Vibrationsstress: Objekttrager 26.03.2014; 189y 5HT 2h Fix (Vibration VII)
22,5 um virtuelle Schichtdicke; 20-faches Objektiv; Zoom: 2.

Es ist kein Unterschied zwischen der Intensitdten der Serotonin-Farbungen (a-5HT, magenta) in den Kopfen
der Tiere bei Betrachtung der Ellipsoidkérper (in Abbildungen durch Pfeil (EB) gekennzeichnet) zu
erkennen. Um ausschliefen zu kdnnen, dass eine Tauschung durch verschieden gelungene Fixierung oder
Antikorperfarbungen auftritt, wird zur Quantifizierung der Serotonin-Intensitdt pro Kopf jeweils das
Verhaltnis der GFP-Farbung (a-GFP, griin) zu der Serotonin-Farbung berechnet (Abbildung 57).

Bei Betrachtung der histologischen Bilder mit Fokus auf den Ellipsoidkérper (EB: in
Abbildung 56 mit Pfeil gekennzeichnet) lasst sich in dieser Gehirnstruktur der Fliegen bei
erster Ansicht kein distinkter Unterschied in der Intensitdt des gegen Serotonin gerichteten
Antikorpers zwischen Depressions- und Kontrolltieren ausmachen. Die Struktur des
Ellipsoidkorpers ist in allen Kopfen Gber die Serotoninfarbung klar zu erkennen und jeweils in
ihrer Intensitdt derer des GFP angepasst. Im Gegensatz dazu lasst sich in Abbildung 56A in
den Kopfen der Tiere ohne Stress deutlich eine Serotonin-Farbung in den a-Loben
lokalisieren (a: in Abbildung 56 mit Pfeil gekennzeichnet). In den Gehirnen der Tiere, die
Uber mehrere Tage unter Stresseinfluss standen, ist eine 5HT-Farbung der a-Loben nicht zu
ermitteln (Abbildung 56B). Die B-Loben lassen sich in den gewéhlten Schnittstapeln (virtuelle
Schichtdicke: 22,5 um) der Képfen nur schwer ausmachen, denn dafir liegt die gezeigte
Ebene der Schnitte nicht optimal, da sie basierend auf der Farbung des Ellipsoidkorpers
festgelegt wird. Um auch diese Beobachtung konkret quantitativ zu charakterisieren wird
eine Intensitatsbestimmung fiir Serotonin im Ellipsoidkorper durchgefiihrt, das Vorgehen
entspricht hierbei der Methodik in Abbildung 52.
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Abbildung 57: Quantifizierung und Vergleich der

4 days Test 1 . oy s o . .
s and Com T Serotonin-Intensitdt {iber eine Verrechnung mit der
1 6@ (ro Stess] Intensitdt der GFP-Kontrollfarbung in den Ellipsoidkérpern
' [ von Drosophila mittels Antikérperfarbung gegen 5HT und
1,4 konfokaler Mikroskopie.
Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen
o 129 wie in Abbildung 18. N=13/12; Uberpriifung auf
é 104 Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
z Shapiro Wilk-Test); Mann-U-Test. Praparate wie flir Abb.38.
50,8+ Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen
ﬁ Tests fir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 50.
061 Es besteht kein signifikanter Unterschied in der Intensitat
0.4- der Farbung gegen Serotonin, wenn die Messung im
Ellipsoidkorper erfolgt. Der Serotoninspiegel in den
024+——-— Gehirnen der Fliegen in depressionsartigem Zustand nach
®Stress - + Stressbelastung (orange/grau) ist gegeniiber dem Level der
Tiere aus der Kontrollgruppe (weiB) auf gleichem Niveau
(p=0,1978).

Die statistische Auswertung der histologischen Bilder prazisiert den Eindruck, der vorher bei
bloBer Betrachtung der Aufnahmen gewonnen wurde. Die Intensitdt der 5HT-Farbung
unterscheidet sich nicht signifikant in der Gehirnstruktur der Ellipsoidkérper zwischen den
Tieren beider Gruppen (Abbildung 57).

Es hat sich daher bestadtigt, dass eine Verdanderung des Serotoninspiegels im
depressionsartigen Zustand auf die Struktur des Pilzkorpers lokal begrenzt ist und keine
pauschale Absenkung im gesamten Gehirn der Tiere stattfindet.

Um eine Verfeinerung der histologischen Quantifizierung zu erreichen und die
einzelnen Loben der Pilzkérper genauer zu betrachten, wird im Anschluss eine Verrechnung
einzig der Intensitdten der 5HT-Antikorperfarbungen durchgefiihrt. Hierbei wird innerhalb
eines Drosophila-Kopfes aus den jeweiligen Intensitdten der Antikdrperfarbung gegen 5HT
ein Quotient aus einem Pilzkdrper-Lobus und dem Ellipsoidkorper gebildet. Dies ermoglicht
selektiv einen internen Vergleich der kranialen Serotoninintensitaten fiir jede einzelne
mannliche CS-Fliege. Zudem kdnnen in dieser Messung die Intensitat der a-, - und y-Loben
im Verhaltnis ausgewertet werden, da die GFP-Kontrollfarbung nicht bericksichtigt werden
muss. Es wird pro Kopf ein Quotient der Intensitat der 5SHT-Antikorperfarbung zwischen a-
Lobus und Ellipsoidkdrper bestimmt und die Werte aller Fliegen nach Stresseinfluss mit den
Werten der ungestressten Fliegen verglichen. Dieselbe Berechnung wird im Anschluss fir
den B- und den y-Lobus durchgefiihrt.
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Abbildung 58: Quantifizierung und direkter Vergleich der 5HT-Intensitit in den Kopfen von
Drosophila-Mannchen durch interne Verrechnung pro Kopf der 5HT-Intensitdt zwischen den Loben
der Pilzkérper und dem Ellipsoidkorper mittels Antikérperfirbung gegen S5HT und konfokaler
Mikroskopie. Die Verrechnung erfolgt separat fiir die a- (A), B- (B) und y-Loben (C).

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. jeweils N=13/12;
Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
gepaarter t-Test (A & B), Wilcoxon Test (C). Praparate wie fiir Abb.38. Vollstandige Auflistung aller
angewandten statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 51.

In einem direkten internen Vergleich ist zu erkennen, dass der Unterschied, der in der Intensitat der
S5HT-Farbung im Bereich der Pilzkérper nach Stresseinwirkung auftritt, sich insbesondere auf die a-
Loben konzentriert. Bei den Intensitatsverrechnungen zwischen B-Lobus (B), sowie y-Lobus (C) und
dem Ellipsoidkérper bestehen keine signifikanten Unterschiede. Ein signifikanter Unterschied lasst sich
bei der Auswertung der 5HT-Farbung allerdings zwischen a-Loben und Ellipsoidkdrper erkennen, wenn
man die Képfe der Tiere mit und ohne Stress vergleicht.

Nachdem in den vorherigen Auswertungen schon gemessen werden konnte, dass die
Intensitat der 5HT-Farbung im Bereich der Pilzkérper im Vergleich zu der GFP-
Kontrollfarbung bei gestressten Fliegen abnimmt, kann eine selektive Verrechnung der 5HT-
Intensitat zwischen unterschiedlichen Gehirnstrukturen innerhalb der einzelnen Koépfe
genauer Ausschluss lber die 5HT Verteilung im Pilzkdrper geben (Abbildung 58). Diese
detaillierte Betrachtung hebt den a-Lobus besonders hervor. In dem direkten Vergleich zeigt
sich, dass in dieser Substruktur des Pilzkérpers in Tieren mit Stresseinfluss eine signifikante
Veranderung der 5HT-Intensitdt im Vergleich zum Ellipsoidkorper ausgelost wird (p= 0,0319).
In den B- und y-Loben dagegen lasst sich keine signifikante Abnahme der 5HT-Intensitat im
Verhaltnis zum Ellipsoidkdrper messen (B: p=0,1738, y: p=0,2787).

Aufgrund dieser verfeinerten Berechnung lasst sich vermuten, dass eine Veranderung
des Serotoninspiegels sich bei den Tieren im depressionsartigen Zustand nicht nur lokal auf
den Bereich der Pilzkérper, sondern sogar auf die Strukturen der a-Loben beschranken
lassen. Die B- und y-Loben sind vom dem Absinken des Serotoninlevels im direkten Vergleich
weitaus weniger betroffen.

Da sich mittels der histologischen Praparate belegen lieR, dass die Pilzkorper in
Verbindung mit dem Serotoninspiegel zu bringen sind, ist die Frage interessant, welche
Konsequenz ein Verlust der neuronalen Weiterleitung aus dieser Gehirnstruktur hervorrufen
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wirde. Daher wird zielgerichtet die chemisch-synaptische Weiterleitung in den a-/B- und y-
Loben durch Expression von Tetanustoxin (TNT) mit dem Treiber mb247-GAL4 unterbunden
und untersucht, ob dieser Eingriff einen Einfluss auf das depressionsartige Verhalten der
Tiere nach verstarkter Stresseinwirkung hat.

Abbildung 59: Auswirkung einer Blockierung der

Pretest 4 days Test h isch isch Weiterleit d
Sirgee ol Conkrd 0 Shess) chemisch-synaptischen eiterleitung  aus en
Pilzkérpern in mannlichen CS Fliegen auf die

100 e Verminderung der Kletteraktivitit nach mehrtagiger

01 —os T Stresseinwirkung durch Vibrationsreize.

80 Nicht parametrische Median- Darstellung;
F70 A ns, Konventionen wie in Abbildung 18. N(Pretest)=
£ 60 4 : H 46/25/41, N(Test)=42/24/41/ 35/35; Uberpriifung auf
£ 50 i Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors-
240 - und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.
€ 30 4 1 Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen
© 20 Tests fir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 52.

10 4 Wird die chemisch-synaptische Weiterleitung aus den a-

o 5 /B- und y-Loben durch TNT blockiert, zeigen die Fliegen

p— Pretest Test keine Reaktion mehr auf die Stressbelastung
ot LTt (orange/grau markierte Daten). Eine depressionsartige
UAS-TNT  + + = + + = + = Abnahme ihrer Aktivitat bleibt aus.
mb247-GAL4 + = = + = = + =

Eine Blockade der chemischen Signalweiterleitung aus den a-/B- und y-Loben der Pilzkorper
|ost eine deutliche Verhaltensdanderung der CS Fliegen in ihrer Reaktion auf mehrtagige
Stressbelastung im Vergleich zu dem wildtypischen Verhalten aus (Abbildung 59). Es ist zu
beobachten, dass die Kletterinitiation an der 4,5 mm Licke trotz der andauernden
Stresseinwirkung nicht abnimmt, die Tiere zeigen im Gegensatz zu den Tieren der Kontrollen
einen unverindert hohen Aktivitatslevel (jeweils p=107).

Zusatzlich ist in der Abbildung zu erkennen, dass die Fliegen, deren
Signaltransmission der Pilzkérperloben gestort ist, schon im Vortest eine signifikant erhohte
Kletteraktivitat aufzeigen (p=0,0355), ohne das dullere Faktoren einwirken. Dies kann als
Bestdtigung der Beobachtungen aus vorhergehenden Testreihen (s. Abbildung 31)
angesehen werden.

Diese Ergebnisse erharten die Vermutung, dass die Pilzkorper eine entscheidende
Rolle in der Modulation des depressionsartigen Verhaltens bei Drosophila melanogaster in
Verbindung mit dem Neurotransmitter Serotonin spielt.

Die Verbindung zwischen den Pilzkérpern und dem Serotoninspiegel in den Gehirnen
der Tiere als Grundlage des depressionsartigen Verhaltens lenkt das Augenmerk der
folgenden Experimente auf die serotonergen Neurone, die die Pilzkérper innervieren. Hierfir
kann auf eine Treiberlinie zurlickgegriffen werden, die nur 25-30 serotonerge Neurone im
Gehirn von Drosophila treibt. In vorhergehenden Studien ist beschrieben, dass diese Trh493-
GAL4 Linie ausschlieRlich serotonerge Neurone treibt, die groBtenteils den Pilzkdrper
innervieren (LEe P. et al., 2012). Diese Aussage wird mit Hilfe von Antikérperfarbungen
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Uberprift; hierbei wird neben GFP zur Dokumentation des Musters der Treiberlinie, ein
Antikorper gegen Fasziklin-Il (Fasll) eingesetzt, da Fasll ein Zell-Adhadsionsprotein ist, das
stark in den a-/B-Loben und schwécher in den y-Loben der Pilzkérper exprimiert wird (Xu S.
et al., 2014).

Abbildung 60: Konfokale Darstellung der
serotonergen Neurone der Linie Trh493-
GAL4, die die Loben der Pilzkorper in drei bis
fiinf Tage alten Drosophila-Mannchen
innervieren.

Objekttrager 20.08.2014; Trh493>mCD8::GFP
a-Fasll (1); 0,75 um virtuelle Schichtdicke;
20-faches Objektiv; Zoom: 2.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die
serotonergen Neurone der Linie Trh493-GAL4
Loben der Pilzkorper innervieren. Die Farbung
der Trh493-GAL4 Neurone (GFP, griin) co-
lokalisiert mit der Farbung der a-/B- und y-
Loben der Pilzkérper (Fasll, magenta) und ist
zusatzlich in Bereichen zu erkennen, die sich
den a'-/B'- Loben zuordnen lassen.

Nachdem sich anhand der vorgenommenen Antikorperfarbungen gegen Fasll illustrieren
lasst, dass in drei bis fliinf Tage alten Mannchen die gewahlte Linie Trh493-GAL4 tatsachlich
Neuronen treibt, die unterschiedliche Lobensysteme des Pilzkérpers innervieren (Abbildung
60), kann diese Linie fir weitere Versuchsreihen eingesetzt werden. Bei der Betrachtung von
Abbildung 60 und Abbildung 82 lasst sich vermuten, dass die serotonergen Neurone der
Trh493-GAL4-Linie die a- und y-Loben stark innervieren, wahrend die B-Loben eher
schwacher innerviert werden. (Weitere Abbildungen der Antikoérperfarbungen in Abbildung
82, dort auch Antikorper-Gegenfarbung mit a-5HT).

Nach der Darstellung des Expressionsmusters der Linie Trh493-GAL4 ist nun von
Interesse, welchen Einfluss diese Neurone bei Manipulation ihrer Innervierung auf den
depressionsartigen Zustand der Tiere nach Stresseinfluss ausliben. Um dieser Frage auf den
Grund zu gehen, kénnen die Neurone direkt Uber den Einsatz ausgewahlter UAS-Linien
manipuliert werden. Primar erfolgt eine Untersuchung, inwiefern sich die Blockade der
neuronalen Transmission dieser Neurone auf den depressionsartigen Zustand auswirkt. Zu
diesem Zweck wird erneut Uber die gezielte Expression von Tetanustoxin (TNT) eine
chemisch-synaptische Weiterleitung aus den Trh493-Neuronen verhindert. AnschlieBend
lasst sich die Reaktion dieser genetisch manipulierten Tiere auf die Stresseinwirkung
guantifizieren.
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Pretest 3days Test 1day Test?2 Abbildung 61: Auswirkung einer Blockade der chemisch-
| Stress ] N . o o
K synaptischen Weiterleitung in serotonergen Neuronen des
100 : Suerose Trh493-GAL4 Musters bei  Drosophila  auf die
00 4 N Verminderung der Kletteraktivitit nach mehrtagiger
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10 1 ; Bei einer Blockade der  chemisch-synaptischen

0 Test 2 Weiterleitung in den Neuronen der Trh493-GAL4-Linie

® Stress - - + 4+ + 4 durch TNT zeigen die Fliegen eine wildtypische,

Sucrose - - - -+ depressionsartige Reaktion auf die Stressbelastung
UAS-TNT  + + + + + + . . N

Thi93-GALA + — + — + — (orange/grau). Eine anschlieBende Verfutterung von

Saccharose (rosa) bewirkt aber nicht den in den Wildtyp CS
Fliegen beobachtbaren Wiederanstieg der Aktivitat.

Sobald die serotonergen Neuronen der Trh493-GAL4-Linie aufgrund einer Blockade ihrer
chemisch-synaptischen Transmission die Loben der Pilzkérpern nicht mehr innervieren
koénnen, lasst sich eine Veranderung des Verhaltens der Fliegen in Bezug auf die Wirkung von
Zucker auf ihren depressionsartigen Zustand feststellen (Abbildung 61).

Zunachst ist keine Veranderung zu bemerken, denn auf die unkontrollierbaren
Stressreize reagieren sie mit der gewohnten Aktivitatsreduzierung; ihre Kletterinitiation an
der 4,5 mm Licke sinkt hoch signifikant ab (p= 0,0031). Die Verhaltensdifferenz tritt erst
nach der Verfiitterung von Saccharose (16 h) zu Tage. Bei den Fliegen der Kontrolle stellt sich
nach der Saccharose-Verfitterung wieder ihre urspriingliche Kletteraktivitat ein, wahrend
bei den Tieren, bei denen die chemische Weiterleitung der Trh493-Neurone durch TNT
stillgelegt ist, dieser Wiederanstieg ihrer Kletteraktivitat ausbleibt (p=-1,0000). Die Fliegen
verharren in ihrem depressionsartigen Zustand.

Die Neurone im Pilzkérper scheinen (iber eine Innervierung von serotonergen
Neuronen nicht nur die depressionsartige Aktivitditsverminderung in den Tieren zu
vermitteln, sie bekommen auch einen direkten Eingang, der dann eine Wiederbelebung der
Aktivitat durch Saccharose zur Folge hat.

In Anknipfung an die vorhergehende Testreihe erfolgt das nachste Experiment
entgegengesetzt. Anstelle einer Stilllegung der serotonergen Neurone wird die Erregbarkeit
der (iber Trh493-GAL4 adressierten Neurone durch den Einbau von bakteriellen Natrium-
Kanélen (UAS-NaChBac) erhoht.
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Membranerregbarkeit in serotonergen Neuronen des
Musters Trh493-GAL4 bei Drosophila auf die
Verminderung der Kletteraktivitit nach mehrtagiger

Pretest 3days Test 1day Test2  Abbildung 62: Auswirkung einer Erhohung der
Stress
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20 A Wird die Erregbarkeit der Membran in den Trh493-

10 ‘T‘IT‘ GAL4 Neuronen artifiziell durch den Einbau von

' NaChBac-Kanadlen erhoht, zeigen die Fliegen keinen

Pretest Test  Test2 depressionsartigen Zustand (orange/grau) verglichen

@2"353 R mit den Kontrolltieren (p<10~). Ein héchst signifikanter
ucrose - - - - + + + + . PR . . . .
aMTP = = = = = — + + Abfall ihrer Aktivitat lasst sich erst aufzeigen, wenn bei
HQ&BEC+ oF 4+ A+ F o+ den Tieren ein Inhibitor der Serotoninsynthese (aMTP,
Trh493- + — + — + + - tiirkis) verfuttert wird (p<10'5).
GAL4

Das Verhalten der Tiere im Stresszustand dandert sich durch das Einbringen von NaChBac-
Kanalen in die Trh493-Neurone stark, da die Tiere nach mehrtagiger Stressbelastung keinen
Aktivitatsverlust erkennen lassen (Abbildung 62); ihre Kletteraktivitat unterscheidet sich
weder von ihrem Ausgangszustand (p=-1,0000), noch von ihrer Aktivitdat nach Verfiitterung
von Saccharose (rosa in Abb., p=-1,0000). Bei den gleichzeitig getesteten Tieren der
Kontrollkreuzung lasst sich dagegen der bekannte hochst signifikante Abfall in der
Kletteraktivitdt nach Stress dokumentieren (p<10”) und nach Verfitterung von Saccharose
hebt sich ihr Aktivitatslevel wieder und erreicht damit wieder das Ausgangsniveau
(p=~1,0000).

Es fallt allerdings sofort auf, dass eine Verfiitterung von aMTP diesen Unterschied in
der Reaktion auf den Stresseinfluss aufhebt. Die Unterdriickung der Serotoninsynthese
durch den Inhibitor bewirkt in Kombination mit den Stressreizen bei allen Fliegen eine
hochst signifikante Verminderung ihrer Kletteraktivitit an der 4,5 mm Licke (jeweils p<107).
Die Tiere, in deren Trh493-Neurone der Einbau der NaChBac-Kanale erfolgte, unterscheiden
sich daher in ihrem depressionsartigen Zustand nicht mehr von den Kontrolltieren
(p=~1,0000).

Diese Beobachtungen in Kombination mit Abbildung 61 lassen darauf schliel3en, dass
die Belohnungsinformation des Zuckers lber Serotonin vermittelt wird und ein Inhibitor der
Serotoninsynthese daher diesen Informationsfluss verhindern kann. Die Serotoninzufuhr zu
den Pilzkorpern moduliert dementsprechend das Ausmal des depressionsartigen Zustands
und die innervierenden, serotonergen Neurone spielen die entscheidende Rolle in dieser
Zustandsvermittlung. Mittels dieser Neurone lasst sich sowohl das Ausmall der
depressionsartigen Aktivitat regulieren, als auch die Aktivitatszunahme nach Saccharose-
Zugabe.
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3.2.5 Untersuchung der Rolle der Serotoninrezeptoren 5HT-1A und 5HT-1B in
den Pilzkorpern fiir das depressionsartige Verhalten von Drosophila
melanogaster

Da die serotonergen Neurone, die die Pilzkbrper von Drosophila innervieren, das
depressionsartige Verhalten der Tiere modulieren, wird nun untersucht, wie die Vermittlung
des Serotoninspiegels auf zelluldrer Ebene ablduft. Es lasst sich annehmen, dass diese
Perzeption des Neurotransmitters liber membrangebundene Rezeptoren ablauft. Es ist aus
vorhergehenden Studien bekannt, dass die Drosophila Serotoninrezeptortypen 5HT-1A und
S5HT-1B in den Pilzkorpern lokalisiert sind (YUAN Q. et al., 2006). Infolgedessen konzentrieren
sich die nachfolgenden Testreihen auf eine Rolle dieser beiden Rezeptortypen fiir das
depressionsartige Verhalten in Drosophila melanogaster.

In einem ersten Ansatz wird die Rolle der 5HT-1A-Rezeptoren in den Pilzkérpern
studiert. Fir eine Beurteilung ihrer moglichen Mitwirkung in dem depressionsartigen
Verhalten wird die Expression des Rezeptortyps 5HT-1A (iber den Einsatz einer UAS-5HT-1A-
RNAi-Linie (NI J. et al., 2009) in den Pilzkérpern blockiert. Hierbei kommt es durch die
gezielte, artifiziell hervorgerufene RNA-Interferenz zu einem Knockdown der ausgelesenen
genetischen Information, der sich lber die entsprechende GAL4-Treiberlinie (hier mb247-
GAL4) auf die Pilzkorper beschranken lasst.

Abbildung 63: Auswirkung des Knockdowns der 5HT-1A-
fstest iﬁ:f me— 22 2SL2 Rezeptor Expression in Neuronen der Pilzkérper im Muster
H‘J von mb247-GAL4 bei mannlichen Drosophila (CS) auf die
100 Vermin.den_.mg éer Klettera!(tivit.éit n'ach mehrtagiger
o0 - | r——“"‘—'{ﬂ St.resselnwwkun.g in Form Yon Vibrationsreizen. . '
| ns | Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie
80 1 in Abbildung 18. N(Pretest)=52, N(Test)=26;
& 70 N(Test2)=26/24/26; Uberpriifung auf Normalverteilung
2 60 - | | gl (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
£ 50 o ; i Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten
240 4 i statistischen Tests fir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle
€ a0 4 55.
o 20 4 3 - __ Eine Reduktion der Genexpression fir den 5HT-1A-Rezeptor in
10 4 |_”.L_Sl I_nl‘—s' den Pilzkorpern fiuhrt wie bei Wildtyp-Fliegen zu einer
L Verhaltensreduktion nach mehrtdgiger Stresseinwirkung
Pretest  Test Test 2 (orange/grau). Nach einer Verfltterung von Saccharose (rosa)
@ Stress - — — + + + + + + zeigen die Fliegen, in denen im mb247-GAL4 Muster RNAI
Sg‘_’se L L : : N gegen 5HT-1A exprimiert wird, jedoch keinen Wiederanstieg
SHT-1A™" ihrer Aktivitat; ihre Kletteraktivitdt unterscheidet sich hochst
P A signifikant von den Kontrollgruppen (jeweils p<10~).

Eine Unterdrickung der Expression von 5HT-1A in den a-/B- und y- Loben des Pilzkorpers
(mb247-GAL4) mittels RNAI flihrt unverandert zu einem depressionsartigen Verhalten an der
4,5 mm Licke nach mehrtégiger Stresseinwirkung (p<10~; Abbildung 63). Die Tiere zeigen
dieselbe hochst signifikante Verminderung ihrer Kletteraktivitdit wie die Fliegen der
Kontrollgruppen (jeweils p=-~1,0000).
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Ein Unterschied wird erst bei der Verfiitterung von Saccharose nach viertdgigem Stress
deutlich. Wird im Anschluss an die 16-stiindige Zuckeraufnahme die Aktivitat der
mb247>5HT-1AA Tiere tiberprift, ist kein Wiederanstieg der Aktivitit zu beobachten; sie
verbleiben in einem Zustand der verminderten Aktivitat, der sich nicht von dem Test am
Vortag unterscheidet (p=-1,0000). Dies impliziert, dass sich die mb247>5HT-1AN Tiere
nach der Zuckeraufnahme hochst signifikant in ihrer Kletteraktivitdit von den beiden
Kontrollgruppen unterscheiden (UAS-5HT-1A"A/+: p<10-5; +/mb247-GAL4: p<10°), da
deren Kletterbemiihungen durch Zucker bedingt wieder héchst signifikant ansteigen.

Hierdurch wird deutlich, dass ein Verlust der 5HT-1A-Rezeptoren in den Pilzkdrpern
von Drosophila keinen Einfluss den Weg in das depressionsartige Verhalten zeigt. Dieser
RNA-Knockdown hat allerdings zur Folge, dass die Aktivitatswiederbelebung bedingt durch
Saccharose in den Fliegen ausbleibt; der 5HT-1A-Rezeptor scheint demnach eine Rolle in
dem Aktivitatswiederanstieg nach Saccharose-Verabreichung zu spielen.

Nach Klarung des Einflusses der 5HT-1A-Rezeptoren, wird zum Vergleich die Funktion
des 5HT-1B-Rezeptors im depressionsartigen Verhalten Gberprift. Daher wird im nachsten
Schritt die Expression des Rezeptortyps 5HT-1B mittels der UAS-5HT-1B-RNAi-Linie (YUAN Q.
et al., 2005) in den Pilzkérpern still gelegt. Dabei wird die gleiche GAL4-Treiberlinie wie in der
vorherigen Testreihe (mb247-GAL4) verwendet, um in den gleichen Kompartimenten des
Pilzkdrpers zu arbeiten.

Abbildung 64: Auswirkung der Blockade der 5HT-1B-
Rezeptor Expression in Neuronen des Pilzk6érpers im
Muster von mb247-GAL4 bei mannlichen Drosophila
Pretest 2:’55’5 Test 1 day Tesﬁ (CS) auf die Verminderung der Kletteraktivitit nach
o + mehrtagiger  Stresseinwirkung in  Form  von
HO’rH Vibrationsreizen.

100 s, . N Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen
90 - 'ﬂ**ﬂ' P '.ﬁ' 5 'nsrn_a; wie in  Abbildung  18.  N(Pretest)=50/50/52,
80 - Do L N(Test)=24/25/26, N(Test2)=24/25/26; Uberprifung auf
=70 - Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors-
= und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test. Vollstiandige
EBU | E] %I Auflistung aller angewandten statistischen Tests fir alle

£ 50 Teilabbildungen im Anhang Tabelle 56.
240 ~ Eine Reduktion der Genexpression fir den S5HT-1B-
E30 . Rezeptor in den  Pilzkérpern  bewirkt eine
020_ Verhaltensverdnderung der Tiere nach mehrtagiger
10 Stresseinwirkung (orange/grau). Die Tiere setzen ihre
_ _ Kletteraktivitdten deutlich weniger herab nach dem
Protest  Tost Test 2 Stresseinfluss, ihr Datensatz unterscheidet sich hoch bis
@sStress — — — + 4+ 4+ + + 4 hochst signifikantsvon denen der Kontrollgruppen (p=
Sucrose — = = = = = + + + 0,0065 und p<10~). Die Zugabe von Saccharose (rosa)
UAS- 4+ + — + + — + + - kann das Verhalten der Fliegen daraufhin nicht mehr
ﬁftﬁf o=+ 4 o= 4+ = 4 positiv beeinflussen. Da die Kletteraktivitdit der
GAL4 Kontrollgruppen aufgrund der Saccharosebeigabe
wieder auf ihren ungefahren Ausgangswert zuriickkehrt,
unterscheidet sich der Datensatz der Fliegen, in deren
Pilzkérpern RNAi gegen den 1B-Rezeptor exprimiert
wird, nach der Verfiitterung nicht mehr signifikant von

der UAS-Kontrollgruppe.
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Die Verhaltensreaktion auf anhaltenden Stress bei einem Knockdown der Expression des
5HT-1B-Rezeptors in den Pilzkérpern von Drosophila unterscheidet sich eindeutig von dem
Ergebnis der vorhergehenden Versuchsreihe zum 5HT-1A-Rezeptor. Eine Unterdriickung der
5HT-1B-Expression Uber RNAi fihrt dazu, dass die Fliegen annahrend keine
Aktivitatsabschwachung als Reaktion auf den viertdagigen unkontrollierbaren Stress zeigen
(Abbildung 64). Verglichen mit der UAS- und der GAL4-Kontrollgruppe, die beide ein
wildtypisch-depressionsartig vermindertes Verhalten aufzeigen, verbleibt ihre Aktivitat auf
einem unverindert hohen Level (UAS-5HT-1B™A/+: p<10-5; +/mb247-GAL4: p=0,0065). Dies
lasst darauf schlieRen, dass die Vermittlung des Stresses an die Pilzkbrperneurone nicht wie
in Wildtypfliegen ablauft.

Eine anschlieBende Verfiitterung von Saccharose verandert demzufolge das

Verhalten der Tiere ebenfalls nicht (p=-1,0000), denn ihr Aktivitdtslevel liegt bereits auf
Ausgangshiveau.
Ausgehend von diesen beiden RNAi-Versuchsreihen lasst sich festhalten, dass sich ein
Verlust von jeweils einem der beiden unterschiedlichen Rezeptortypen in den Loben der
Pilzkorper auf verschiedene Weise auswirkt. Wahrend ein Knockdown der 5HT-1A-
Rezeptoren die Vermittlung des Saccharose vermittelten Aktivitdtsanstiegs verhindert,
bewirkt ein Verlust der 5HT-1B-Rezeptoren ein Ausbleiben des direkten depressionsartigen
Antwortverhaltens bei unkontrollierbarem Stress.

Nach der Beobachtung, dass die Aktivitat der 5SHT-1B-Rezeptoren entscheidend fir
die Entstehung des depressionsartigen Zustands in Drosophila ist, besteht grofles Interesse
an einer Lokalisierung dieses Rezeptors in den Pilzkérpern. Mit dieser Zielsetzung werden
immunhistologische Praparate angefertigt, um eine Aussage zur Lokalisation machen zu
konnen. Es werden verschiedene Antikorper zur Gegenfarbung eingesetzt, um die Neurone
genauer lokalisieren zu kénnen. Einerseits erfolgt eine Gegenfarbung mit Fasziklin-Il (Fasll),
da das Zell-Adhasionsprotein stark in den a-/B-Loben und schwach in den y-Loben exprimiert
wird; zudem wird Trio verwendet, da dieses Protein der Dbl-Familie stark in den a'-/B'-
Loben, sowie in den y-Loben der Pilzkérper exprimiert wird (Xu S. et al., 2014). AulRerdem
wird noch eine Gegenfarbung mit einem Antikorper gegen 5HT vorgenommen, um zu
priifen, ob die 5HT-1B-Rezeptoren im Muster der 5HT-Farbung liegen und somit eine direkte
Einwirkung des Neurotransmitters gegeben sein kann.
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Abbildung 65: Validierung der Lokalisation des SHT-1B-Rezeptors in den Pilzkdrpern von drei bis
fiinf Tage alten CS Fliegen mittels Antikdrperfarbungen und konfokaler Mikroskopie mittels der
Linie 5HT-1B-GAL4.

(A) Objekttrager 30.03.2015; mCD8::GFPx5HT-1B-GAL4/aFasll (VI);

0,75 um virtuelle Schichtdicke; 63-faches Objektiv; Zoom: 1.

(B) Objekttrager 30.03.2015; mCD8::GFPX5HT-1B-GAL4/aTrio (IV);

0,75 um virtuelle Schichtdicke; 63-faches Objektiv; Zoom: 1.

(C) Objekttrager 30.03.2015; mCD8::GFPx5HT-1B-GAL4/aSHT (IIl);

0,75 um virtuelle Schichtdicke; 63-faches Objektiv; Zoom: 1.

Aufgrund der unterschiedlichen Antikorper-Gegenfarbungen ldsst sich das Muster der 5HT-1B-
GAL4-Linie (a-GFP, griin) strukturell erkennen. Eine Co-Lokalisation ist in (A) nur sehr schwach
auszumachen, da Fasll (a-Fasll, magenta) in den y-Loben nur sehr schwach exprimiert ist; es ist gut
zu erkennen, wie der B-Lobus dorsal zum y-Lobus gelegen ist. In (B) ist eine starkere Co-Lokalisation
zu sehen, da Trio (a-Trio, magenta) in den y-Loben exprimiert wird; a'-/B'-Loben sind zusatzlich gut
zu erkennen. In (C) wird anschaulich, dass Serotonin (a-5HT, magenta) in allen Loben des
Pilzkorpers zu finden ist, in den y-Loben ist daher auch die Co-Lokalisation der beiden Farbungen
deutlich zu sehen.

Es lasst sich eine deutlich abgegrenzte Lokalisierung der 5HT-1B-Rezeptoren in den y-Loben
der Pilzkérper bei Drosophila melanogaster beobachten (Abbildung 65); dieses Ergebnis
entspricht der Lokalisation, die in der Literatur beschrieben ist (GNERER J. et al., 2015).
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Sowohl in den a-/B-, als auch in den a'-/B'-Loben ist keine Co-Lokalisation zu erkennen,
einzig in den y-Loben sticht die GFP-Farbung heraus.

Analog zu den Ergebnissen in Bezug auf den 5HT-1B-Rezeptor sollte eine
immunhistologische Farbung der 5HT-1A-GAL4-Linie vorgenommen werden. Dabei lassen
sich aber trotz mehrerer Ansatze mit Veranderungen in den Antikorper-Konzentrationen,
Austausch des UAS-GFP-Stamms bis hin zu Praparationen der larvalen Speicheldriisen keine
Farbungen erzielen. Der Vermutung nach ist die Farbung der Linie zu schwach, da in den
Kopfen der Tiere generell kaum eine Farbung auszumachen ist. Eine Erklarung fiir den
Misserfolg in den Antikdrper-Farbungen fiir diese Linie konnte allerdings nicht gefunden
werden. Daher wird sich in der Lokalisation des 5HT-1A-Rezeptors auf die Ergebnisse von
GNERER J. et al. berufen, die zeigen konnten, dass der 5SHT-1A-Rezeptor ausschlieRlich in den
a-/B-Loben der Pilzkorper zu finden ist.

Die Lokalisation der beiden Rezeptortypen legt dar, dass sie rdumlich getrennt in den
Pilzkdrpern exprimiert werden. Wahrend der 5HT-1B-Rezeptortyp in den y-Loben zu finden
ist, wird der 5HT-1A-Rezeptortyp ausschlieBlich in den a-/B-Loben exprimiert.

Da die beiden Rezeptortypen sich distinkten Loben der Pilzkérper zuordnen lassen,
konnte dies bedeuten, dass eine Manipulation der synaptischen Weiterleitung dieser Loben-
Subsets Uber TNT die Verhaltensergebnisse eines Knockdowns der jeweiligen 5HT-
Rezeptoren widerspiegelt. Zu diesem Zweck wird die chemisch-synaptische Transmission der
y-Loben (H24-GAL4) und a-/B-Loben (c739-GAL4) durch eine Expression von Tetanustoxin
unterbunden und Uberpriift, ob die Reaktion der Tiere auf Stresseinwirkung den Ergebnissen
aus den RNAi-Experimenten gegen den 5HT-1B- bzw. dem 5HT-1A-Rezeptor entsprechen.
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Abbildung 66: Auswirkung einer Blockierung der chemisch-synaptischen Weiterleitung der y-Loben
(A) und der a-/B-Loben (B) der Pilzkdrper in Drosophila-Mannchen auf die Verminderung der
Kletteraktivitat nach mehrtagiger Stresseinwirkung durch Vibrationsreize.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N(Pretest)=22/25/22,
N(Test)=22/24/22 (A), N(Pretest)=21/25/21, N(Test)=21/24/21, N(Test2)=21/24/21 (B); Uberpriifung
auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-
Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fir alle Teilabbildungen im Anhang
Tabelle 57 und Tabelle 58.

Wird die chemisch-synaptische Weiterleitung in den y- Loben durch TNT blockiert, zeigen die Fliegen
keine Reaktion mehr auf die Stressbelastung (orange/grau). Eine depressionsartige Abnahme ihrer
Aktivitdt bleibt aus, sie unterscheiden sich daher in ihrem Verhalten deutlich von den Tieren der
Kontrollgruppen (A). Eine Blockade der chemisch-synaptischen Transmission in den a-/B-Loben durch
TNT verandert die depressionsartige Reaktion auf Stress nicht, jedoch kann Zucker (rosa) in diesem Fall
keinen Wideranstieg der Aktivitat auslésen (B).

Tatsachlich spiegeln die Ergebnisse der Unterbrechung der chemisch-synaptischen
Transmission mittels TNT in den y-Loben die Ergebnisse des RNAi-Experiments gegen den
5HT-1B-Rezeptor wider. In beiden Fallen reagieren die Fliegen nicht mit einer
depressionsartigen Abnahme ihrer Kletteraktivitit an der 4,5 mm Licke auf die
kontinuierlichen Stressreize, sondern lassen keine Veranderung ihres Kletterverhaltens
erkennen (p=-1,0000; Abbildung 66). Im Gegensatz dazu kommt es bei einer Blockade der
chemisch-synaptischen Transmission zu keiner Verdnderung des aus dem Wildtypen CS
bekannten depressionsartig-verminderten Verhaltens nach viertdgigem Stress; die Tiere
unterscheiden sich weder von der UAS- noch der GAL4-Kontrolle (jeweils p=-~1,0000). Erst
nach einer 16-stlindigen Verfltterung von Saccharose ist ein hochst signifikanter
Unterschied zwischen den ¢739>TNT Tieren und den Kontrollgruppen zu erkennen (UAS-
TNT/+: p<10~, +/c739-GAL4: p=0,0001). Es kommt zu keinem durch Saccharose ausgeldsten
Wiederanstieg der Kletteraktivitit an der 4,5 mm Liicke bei den c¢739>TNT Tieren
(p=-1,0000).
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Es kann daher davon ausgegangen werden, dass diese Kompartimentierung der
Rezeptorsubtypen entscheidend fiir ihren Einfluss auf den Depressionszustand von
Drosophila ist. Eine Aktivierung der 5HT-1B-Rezeptoren fihrt dazu, dass die y-Loben auf
anhaltende Stressreize hin Signale zur Aktivitatsabsenkung vermitteln.

Die unterschiedlichen Wirkaspekte der beiden 5HT-Rezeptortypen werden daraufhin
genauer beleuchtet. Der Fokus liegt jetzt auf einer kiinstlichen Aktivierung der Neurone, die
jeweils einen bestimmten Rezeptortyp exprimieren, und den Auswirkungen, die diese
Manipulationen auf die depressionsartige Reaktion der Tiere haben.

Als erstes wird die Aktivitdit der Neurone, die liber 5HT-1B-Rezeptoren verfiigen,
kiinstlich heraufgesetzt und kontrolliert, ob dies eine Verhaltensmodulation in Drosophila
nach Stresseinwirkung hervorruft. Zu diesem Zweck wird die Erregungsschwelle der
Neurone, in denen 5HT-1B exprimiert wird, Uber einen Einbau von NaChBac-Kanalen
kiinstlich erniedrigt.
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Abbildung 67: Auswirkung einer Erhohung der Membranerregbarkeit in Neuronen der Treiberlinie 5HT-1B-
GAL4 bei mannlichen Drosophila auf die Verminderung der Kletteraktivitdt an der 4,5 mm Liicke nach
mehrtagiger Stresseinwirkung in Form von Vibrationsreizen.
Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18. N(Pretest)=63/64/60, N(Test
N(Test)=20/20/19

(A);

und Shapiro Wilk-Test);
Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 59.
Wird die Erregbarkeit der Membran in den 5HT-1B-GAL4 Neuronen artifiziell durch den Einbau von NaChBac-
Kandlen erhoht, zeigen die Fliegen bereits nach einer verkiirzten Dauer der Stresseinwirkung einen
depressionsartigen Zustand verglichen mit den Kontrolltieren (p=0,0001).

N=60/20/19/19; Uberpriifung auf

Kruskal-Wallis-Test.

Eine Voraktivierung der Neurone, die sich Gber 5HT-1B-GAL4 adressieren lassen, verkiirzt die
Dauer bis zu einer Entstehung des depressionsartigen Zustands in Drosophila als Antwort auf
Stress (Abbildung 67). Wahrend die Fliegen der Kontrollkreuzung lber die Zeitspanne von
drei Tagen eine sukzessive Abnahme in ihrer Aktivitat aufzeigen, sinkt bei den Fliegen, in
deren 5HT-1B exprimierenden Neurone NaChBac-Kanale eingebaut sind, bereits nach einem
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Tag die Kletteraktivitdt an der 4,5 mm Liicke hochst signifikant ab (p=0,0003; Abbildung
67B).
Dies bedeutet, dass eine kiinstliche Aktivierung dieser Neurone, eine direkte Auswirkung auf
die Auspragung der Stressreaktion von Drosophila hat. Die Fliegen verfallen bei niedrigerem
Stresspegel direkt in einen Zustand hochst signifikant verminderter Aktivitat. Es kommt
daher nach kiirzeren Stressphasen nicht zu einem intermediaren Zustand in ihrer Aktivitat,
wie er sich bei den wildtypischen Fliegen anschaulich stufenweise beobachten lasst
(Abbildung 37).

Als nachstes wird das Verhalten nach einer analogen Manipulation mit der 5HT-1A-
GAL4-Treiberlinie untersucht und auf Unterschiede zu den Ergebnissen der 5HT-1B-Linie

Uberpruft.
Pretest  3days  Test Abbildung 68: Auswirkung einer Erhéhung der
= ® = Membranerregbarkeit in Neuronen der Treiberlinie 5HT-
1A-GAL4 bei mannlichen Drosophila auf die Verminderung

100 e der Kletteraktivitit nach mehrtigiger Stresseinwirkung in

90 A DT as Form von Vibrationsreizen.

80 "m'“ Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie
=70 - s in Abbildung 18. N(Pretest)=26/21/20, N(Test)=26/21/19;
gﬁn— ﬁ ﬁ _ Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-
ESD i i Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.
@ | Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen
E"‘” i Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 60.

530 1 | H Wird die Erregbarkeit der Membran in den 5HT-1A-GAL4

20 A i Neuronen artifiziell durch den Einbau von NaChBac-Kanalen

10 - erhoht, lassen die Fliegen nach Stresseinwirkung

0 ; (orange/grau) keinen depressionsartigen Zustand mehr in

UAS-NAChBAC Jree +TESI+ _ ihrem Verhalten erkennen, ihre Aktivitdt bleibt auf dem

EHT-1A-GAL4 + — + + — + Niveau des Vortests. Sie unterschieden sich damit hoch

Stress - - = + + + signifikant in ihren Kletterversuchen von den Kontrolltieren
(p=0,0001).

Eine artifiziell bedingte Verstarkung der Erregbarkeit der 5HT-1A-Neurone hat ebenso
Einfluss auf den Depressionsphanotyp der Fliegen, denn eine Abnahme ihrer Aktivitat als
Folge unkontrollierbarer Stressreize wird verhindert (Abbildung 68).

Wahrend die Kontrollgruppen auf die vermehrten Stressreize mit einem Absenken
ihrer Aktivitat reagieren (jeweils p<10”), werden die Tiere mit den inserierten NaChBac-
Kandlen von den Stressreizen in ihrer Kletteraktivitit an der 4,5 mm Licke nicht
beeintrachtigt (p=-1,0000).

Dies bedeutet, dass eine kiinstliche Aktivierung dieser Neurone direkt die Entstehung
eines depressionsartigen Phanotyps in Drosophila als Antwort auf anhaltenden Stress
verhindert.

Nachdem in der vorhergehenden Versuchsreihe die Neuronen, die die 5HT-1B-
Rezeptoren exprimieren, durch den Einbau von NaChBac-Kandlen Uber ein erniedrigtes
Membranpotential leichter erregbar gemacht werden, liegt das Augenmerk der nachsten
Versuchsreihen auf einer direkten Beeinflussung der Rezeptoraktivitdt in Drosophila. Um
diese direkte Beeinflussung eines 5HT-Rezeptortyps zu erreichen, lassen sich
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pharmakologisch Agonisten fir den jeweiligen Rezeptortyp verfittern. In der humanen
Forschung werden diese Agonisten der Serotonin-Rezeptoren 1A und 1B schon langer
untersucht, da sie eine wichtige Rolle in der Bekdampfung von Migranebeschwerden und
Angstzustanden spielen (TEPPERS. et al., 2002).

Daher wird in der nachfolgenden Versuchsreihe der Agonist Naratriptan eingesetzt, in
Vertebraten bindet er mit hoher Affinitat an die 5HT-1B- und 5HT-1D-Rezeptoren (K; 0,47
und 0,69 nM). Zu den 5HT-1A-Rezeptoren weist Naratriptan dagegen in Vertebraten eine
verhiltnismaRig weitaus niedrigere Affinitat auf (K; 26 nM) (LAMBERT G., 2005). Uber eine
direkte Wirkung in Drosophila ist in der Literatur nichts bekannt.
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Bostrel Abbildung 69: Auswirkung von Naratriptan Verfiitterung auf
! das Kletterverhalten von CS Fliegen an der 4,5 mm Liicke nach
L1 R — unkontrollierbarem Stress und ohne dufere Einfliisse.
80 1 Ay Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in
80 : Abbildung 18. N(Pretest)=29/25, N(Test)=16/20,
F 70 - N(Test2)=19/19 (A), N=25/20/19 (B), N=24/23 (C); Uberpriifung
Esg q 1 auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
Egu ! L Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung
2 a0 - 4 aller angewandten statistischen Tests fir alle Teilabbildungen
E 2 4 im Anhang Tabelle 61 und Tabelle 62.
20 1 Die Verfutterung von Naratriptan verdndert nicht die
10 Verminderung der Kletteraktivitit der Fliegen nach
Stresseinfluss (orange/grau) (A). Die Aktivitat der Kontrolltiere
Pretest Tast ohne Stresseinfluss, sinkt jedoch nach Gabe von Naratriptan
Maratriptan —  + (100uM, lila) héchst signifikant ab (B). Auch bei einer

unabhangigen Testung ohne dulere Einfllisse und Stress sinkt
die Kletteraktivitdit der Fliegen nach Verfutterung von
Naratriptan (100uM) hochst signifikant ab (C).

Die Kletteraktivitdt der Tiere, die einer mehrtagige Stressbelastung unterworfen sind, sinkt
nach der Verfutterung von Naratriptan (100uM) verglichen zu den wildtypischen Ergebnissen
unbeeinflusst wie in vorherigen Versuchsreihen héchst signifikant ab (p<10~; Abbildung 69).
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Erst bei einer Betrachtung der Tiere der Kontrollgruppe wird eine Diskrepanz zu den
bisherigen Beobachtungen ersichtlich. Diese Tiere erfahren keinen Stress und verandern ihre
Aktivitat daher Uber die Zeitspanne auch nicht merklich. Wird diesen Tieren aus der
Kontrollgruppe allerdings eine Nacht die Naratriptan-Losung (100uM) gefiittert, kommt es zu
einer deutlichen Veranderung im Kletterverhalten: ihre Kletteraktivitat sinkt ohne
Stressereignisse signifikant ab (p=0,0101) und befindet sich damit auf einem Aktivitatsniveau
der Tiere mit depressionsartigem Verhaltensphanotyp nach Stresseinfluss (p=-1,0000;
Abbildung 69A).

Deutlich darstellen lasst sich diese Aktivitditsabnahme bei einer getrennten
Betrachtung der Kletteraktivitdat der Kontrollgruppe. Im Test nach drei Tagen tritt keine
Veranderung in ihrer Aktivitat auf, eine Verflitterung von Naratriptan senkt ihre Aktivitat
hingegen hoch signifikant ab (p=0,0024) (Abbildung 69B).

Zur Uberprifung des Phidnomens dieser plétzlichen Aktivititsabnahme wird die
unmittelbare Auswirkung von Naratriptan auf das Verhalten von Drosophila erneut validiert.
Hierzu wird die Kletteraktivitat von Fliegen an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zur gleichen
Tageszeit notiert bevor und nachdem ihnen Naratriptan verfiittert wird. Auf diese Weise
sind weitere duRere Einflisse, die sich auf das Verhalten der Tiere auswirken konnten,
nahezu ausgeschlossen und eine Verhaltensanderung lasst sich damit direkt auf das
Naratriptan zurlickfihren. In diesem Versuch bestatigt sich die Beobachtung aus der
vorhergehenden Versuchsreihe; die Kletteraktivitat der Fliegen sinkt nach Aufnahme des
Naratriptans (100 uM) Uber Nacht hochst signifikant ab (p= 0,0001) (Abbildung 69C). Es
kommt folglich zu einem depressionsartigen Phanotyp in den Fliegen ohne ein Einwirken
duBerer Einflusse.

Der Rezeptoragonist Naratriptan fihrt demzufolge in Drosophila zu derselben
Aktivitatsabnahme, die auch mehrtagiger Stress bewirkt.

Daruber hinaus wird ein weiterer Agonist der Serotonin-Rezeptoren eingesetzt. Aus
der humanen Forschung ist bekannt, dass 8-Hydroxy-2-(di-n-Propylamino)Tetralin (8-OH-
DPAT) an den 5HT-1A-Rezeptor bindet (Lucki I. et al, 1994). In Drosophila bindet der Agonist
mit einer niedrigeren Affinitat an die 5SHT-1A-Rezeptoren (SAupou F. et al., 1992), er bewirkte
bei Untersuchungen an Drosophila aber Verhaltensveranderungen, die dem 5-HT-1A-
Rezeptor zugeschrieben wurden (JoHNsoN O. et al., 2009). AuRerdem konnte Yuan Q. et al.
2005 nachweisen, dass 8-OH-DPAT funktional den 5HT-1B-Rezeptor in Drosophila aktiviert.
Daher wird in einer weiteren Versuchsreihe 8-OH-DPAT (3mM) in einer wassrigen Losung fiir
16h an Drosophila verfiittert.
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£ 50 1 Shapiro Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test (A & B) Mann-U-Test (C).
240 Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fir
§ a0 alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 63 und Tabelle 64.
20 4 Die Verfltterung von 8-OH-DPAT verdndert nicht die Absenkung
10 - der Kletteraktivitat der Fliegen nach Stresseinfluss (A). Die Aktivitat
o der Kontrolltiere ohne Stresseinfluss sinkt jedoch nach Gabe von 8-
Pretest Test OH-DPAT (3mM) hochst signifikant ab (B). Dieser Effekt ist ebenso
8-0H-DPAT = + bei einer unabhangigen Testung ohne duBere Stresseinfllisse zu

beobachten, auch hier sinkt die Kletteraktivitit der Tiere
signifikant ab (C).

Eine Verfiitterung von 8-OH-DPAT (3mM) bewirkt einen Verhaltensphanotyp in Drosophila,
der stark dem Verhalten nach Gabe von Naratriptan gleicht (Abbildung 70). Die Reaktion auf
eine mehrtagige Stressbelastung verandert sich auch in diesem Versuchsdurchlauf nicht, es
tritt wie gewohnt eine hoch signifikant verminderte Kletteraktivitdt bei den Fliegen auf,
wahrend die Aktivitat der Kontrollgruppe nahezu unverandert bleibt.

Auch die Verfiitterung von 8-OH-DPAT (3mM) bewirkt den neuartigen
Verhaltensphanotyp. Die Zugabe des Stoffes (3mM) fiihrt zwar zu keiner Veranderung im
Phanotyp der stressbelasteten Fliegen (p=0,0012), aber wiederum kommt es bei den Tieren
der Kontrollgruppe ohne Stresseinwirkung ebenfalls plétzlich zu einem starken
Aktivitatsabfall (p<10~). lhre Kletteraktivitit vermindert sich nach der Gabe von 8-OH-DPAT
signifikant (p=0,0128; Abbildung 70A).

Bei einem direkten Vergleich der Datensatze der Tiere aus der Kontrollgruppe wird
der Einschnitt in ihrem Verhalten deutlich (Abbildung 70B). Ohne die Verfiitterung von 8-
OH-DPAT (3mM) gibt es bei einer wiederholten Testung keine Verdnderung in ihrem
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Verhalten, erst die 16 stiindige 8-OH-DPAT Verflitterung fihrt zu einem hoch signifikanten
Abfall ihrer Aktivitat.

Das Ergebnis bestatigt sich (analog zu Naratriptan) in Versuchen, in denen die Tiere
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen getestet werden und tGber Nacht ohne weitere duere
Einflisse den Wirkstoff verflittert bekommen (Abbildung 70C).

Es wird deutlich, dass 8-OH-DPAT in vergleichbaren MaRe wie Naratriptan und ohne
Stresseinwirkung einen Aktivitatsabfall in den Fliegen bewirkt, die der Aktivitatsreduktion
nach mehrtagigem Stresseinfluss entspricht.
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3.2.6 Die Auswirkung von Lithium auf das depressionsartige Verhalten von
Drosophila melanogaster

Ein weiterer pharmakologischer Versuchsansatz soll den Blick fiir weitere pharmakologische
Substanzen 6ffnen, ob nach der Verfiitterung von Rezeptor-Agonisten, eventuell auch die
Futterzugabe von Lithium eine Auswirkung auf den Depressionszustand von Drosophila hat.
Lithium wird in humanen klinischen Studien haufig als sehr hilfreiches Medikament
eingesetzt; es wirkt sich bei einem Drittel der Patienten sowohl bei bipolaren Stérungen als
auch bei langanhaltenden depressiven Episoden positiv auf den Zustand der Patienten aus
und kann die Rickfall-Wahrscheinlichkeit sehr stark vermindern (RyBakowski J., 2014).

Daher wird den Tieren nach einer mehrtagigen Stressbehandlung Lithiumchlorid in
einer Konzentration von 80 mM ins Wasser gegeben und ihr Verhalten — nach einer
erneuten Stressbeeinflussung am nachsten Tag — dokumentiert.
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Abbildung 71: Auswirkung von Lithiumchlorid Verfiitterung (80 mM) auf das
Kletterverhalten von Drosophila nach unkontrollierbarem Stress sowie auf Tiere ohne
auBere Stresseinfliisse.

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abbildung 18.
N(Pretest)=21/10, N(Test)=18/10, N(Test2)=13/8 (A), N=21 (B); Uberpriifung auf
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test); Kruskal-
Wallis-Test (A) und Sign Test (B). Vollstandige Auflistung aller angewandten statistischen
Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 65 und Tabelle 66.

Die Tiere der Testgruppe zeigen nach einem dreitagigen Stresseinfluss wie gewohnt eine
Verminderung ihrer Kletteraktivitdt als Merkmal eines depressionsartigen Verhaltens
(orange/grau), wahrend die Tiere der Kontrollgruppe eine unverdnderte Aktivitat erkennen
lassen. Eine Verfltterung von Lithium (griin) lasst die Kletterversuche stark ansteigen, die
Tiere zeigen ein Maximum an Kletterversuchen, sowohl in der Test- als auch in der
Kontrollgruppe (A). Das Verhalten der Tiere weist dabei allerdings generell Auffalligkeiten
auf; die Tiere stlirzen mit einer hochst signifikanten Haufung im Rahmen ihrer
Kletterversuche in die Liicke hinab (p<10~) (B).
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Das Verhalten der Fliegen verandert sich nach der Aufnahme von Lithiumchlorid aus dem
Wasser drastisch (Abbildung 71). Die Kletteraktivitdt der Tiere an der 4,5 mm Licke, die
aufgrund der Stressbelastung ein depressionsartiges Verhalten ausgebildet haben, steigt
unvermittelt wieder sehr stark an. Sie Ubersteigt in Folge dieser Zunahme sogar den Level
der Kletteraktivitat, der im Ausgangszustand (Pretest) vorlag. Die Fliegen zeigen daher nach
oraler Aufnahme von Lithiumchlorid hoch signifikant mehr Kletterversuche als ihrer
Grundaktivitat im Vortest entspricht (p=0,0094).

Lithiumchlorid wirkt Giberdies in dhnlicher Weise auf die Kontrollgruppe, die keinen
Stress erfahrt. Auch diese Tiere zeigen tendenziell vermehrte Kletterversuche an und
Ubersteigen dabei tendenziell ihre anfanglich im Vortest beschriebene Grundaktivitat
(p=0,4269; Abbildung 71A). Lithiumchlorid als Substanz scheint unabhangig des Zustands der
Tiere eine starke Wirkung auf ihre Aktivitat auszuiiben, es bedingt stets eine Zunahme der
Kletterbemihungen. Allerdings muss bei der Betrachtung der aufgefiihrten Ergebnisse aus
Abbildung 71 beachtet werden, dass das Lithiumchlorid sich — vermutlich bedingt durch
Uberdosierung — auf das generelle motorische Verhalten der Fliegen auswirkt. Daher kénnte
der beobachtete generelle Aktivitatsanstieg in ihrem Verhalten ebenfalls durch die
Uberdosierung bedingt sein. Dies fiihrt dazu, dass ein weiterer Versuch einer erniedrigten
Lithiumkonzentration unbedingt nétig ist, denn die Tiere lassen eine leichte Desorientierung
in der Arena erkennen. Da sie aber nach Eingewdhnung trotzdem meist gerade auf die Liicke
zu laufen, koénnen ihre Anlaufe unter Vorbehalt gewertet werden. An der Licke
angekommen, lehnen sie sich im Zuge ihrer Kletterbemihungen zu weit in die Liicke hinein,
verlieren die Kontrolle und stiirzen herab. Diesen Verhaltensphanotyp wiederholen sie oft,
dies lasst sich an einer hochst signifikant erhéhten Wahrscheinlichkeit fir Stiirze im Verlauf
des Klettervorgangs erkennen (p<10”; Abbildung 71B). AuRerdem ist ein Anstieg in ihrer
Sterberate und ein teilweise leichter Kontrollverlust Gber ihre motorische Koordination im
Laufverhalten zu beobachten, daher ist bei der Auswertung dieses Ergebnisses Vorsicht
geboten, eine Uberdosierung kénnte das Verhalten entscheidend beeinflusst haben.

Aufgrund der motorischen Probleme bei den CS Fliegen wird Uberprift, ob eine
Absenkung der Konzentration von Lithiumchlorid die Ausfdlle im motorischen Verhalten
ablindern kann und ob dabei der starke Aktivitdtsanstieg in ihrem Verhalten trotzdem
bestehen bleibt. Deshalb wird in einem weiteren Versuchsansatz die Dosierung von
Lithiumchlorid in wassriger Losung nahezu halbiert auf 50 mM.
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Abbildung 72: Auswirkung von Lithiumchlorid Verfiitterung
(50 mM) auf das Kletterverhalten von Drosophila nach
unkontrollierbarem Stress sowie auf Tiere ohne &uBere
100 a5 Stresseinfliisse.
R SR Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in
907 DS Abbildung 18. N(Pretest)=19/18, N(Test)=17/17,
80 1 ’—"_| N(Test2)=14/15; Uberpriifung auf Normalverteilung
F 70 1 (Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
£ 60 Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung aller angewandten
§ 50 - statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle
240 1 = o7 , , L
5 Die Tiere der Testgruppe zeigen nach einem dreitdgigen
€ 30 1 Stresseinfluss  wie gewohnt eine Verminderung ihrer
20 A Kletteraktivitdit als Merkmal eines depressionsartigen
10 Verhaltens orange/grau), wahrend die Tiere der Kontrollgruppe
0 eine unveranderte Aktivitat erkennen lassen. Eine Verfltterung
Pretest ~ Test  Test2 von Lithium (griin) lasst die Kletterversuche stark ansteigen, die
®stress - - + - + - Tiere zeigen wie schon bei der 80 mM Verfltterung ein
Lithiumyiz= o= o = o % Maximum an Kletterversuchen, sowohl in der Test- als auch in
der Kontrollgruppe.

Das Verhalten der CS Fliegen an der 4,5 mm Licke verandert sich bei einer Reduzierung der
Lithiumchlorid-Konzentration (Abbildung 72) stark im Vergleich zu den Ergebnissen bei einer
80 mM Konzentration (Abbildung 71) in Bezug auf ihre Motorik, sie zeigen keine
motorischen Ausfadlle mehr. Nach der Stressbelastung zeigen die mannlichen CS Fliegen an
der 4,5 mm Licke eine hoch signifikante Abnahme ihrer Kletteraktivitat (p=0,0061), wahrend
die die Kontrollgruppe ohne Stress keine Verhaltensverdnderung in ihrer Kletterinitiation
erkennen lasst (p=-1,0000). Ein Verfutterung von Lithiumchlorid in 50 mM Konzentration
fihrt wiederum zu einer hochsignifikanten Zunahme der Kletteraktivitat, sowohl in der
Gruppe von Tieren, die vorher Stress erfuhren (p<10®) als auch die ungestresste
Kontrolltiere (p=0,0062). Auch in diesem Versuch (bersteigt die Kletteraktivitdt beider
Gruppen nach der Zugabe von Lithiumchlorid ihre im Pretest gezeigt Kletteraktivitat
hochsignifikant (Stress: p=0,0029, Kontrolle: p=0,0039). Die motorischen Auffalligkeiten sind
bei dieser Dosierungsabschwachung auf 40 mM deutlich zurlickgegangen, es lassen sich
keine gehauften Stiirze in die Licke mehr beobachten.

Die Verfitterung von Lithiumchlorid sorgt fiir einen hochsignifikanten
Aktivitatsanstieg in Drosophila. Einerseits hebt die Zugabe von Lithiumchlorid den
depressionsartigen Phanotyp in den Fliegen nach Stress auf, andererseits fihrt die
Verfitterung generellen zu einem hochsignifikanten Anstieg der Kletteraktivitat an der 4,5
mm Llicke. Ein genereller Anstieg der Klettermotivation in Drosophila lieB sich mit bisherigen
Pharmaka nicht erzeugen, dies liefert einen hochst interessanten Ansatzpunkt flir weitere
Experimente.
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4 Diskussion

Zielsetzung dieser Dissertation ist die Analyse der neuralen und biochemischen Grundlagen
der Kontrolle der Verhaltensaktivitat in der Taufliege Drosophila melanogaster. Mithilfe
duBerer Einflisse lassen sich unterschiedliche Aktivitatszustiande in Drosophila erzeugen und
diese Veranderungen der Grundaktivitat erweisen sich dabei als stabil. Es ist sowohl moglich,
die Aktivitat von Drosophila durch positive Anreize zu erhéhen, als auch durch Stressoren
eine Aktivitatshemmung herbeizufliihren. Anthropomorph wiirde man von Motivation und
Depression sprechen. Die diesbezliglichen Funktionen und Hirnstrukturen des limbischen
Systems in Sdaugern wurden vielfaltig beschrieben. Urspriinglich wurde es lediglich als
anatomische Grundlage flir emotionale Reaktionen betrachtet (PApez M., 1937), heutzutage
wird dem limbischen und mesolimbischen System die Rolle eines Assoziationszentrums
zugesprochen. Es verarbeitet Stimuli aus der Umwelt und bringt sie in Ubereinstimmung mit
den Bedirfnissen des zugehdrigen Organismus. Somit steuert es in gewisser Form ein
zielgerichtetes, aufmerksamkeitsbedingtes Triebverhalten des Organismus und spielt
zusatzlich eine grofRe Rolle in der Bildung, sowie Verarbeitung von Emotionen (RAIMOHAN V.
UND MOHANDAS E., 2007). Da Emotionen in Invertebraten bisher nicht beschrieben sind und
eine Untersuchung sich schwierig gestalten wiirde, soll sich der Idee eines Orthologs zum
limbischen System anhand der Analyse der Motivationskontrolle und dem dadurch
gesteuerten Verhalten gendhert werden.

Fir die Untersuchung zur extrinsischen Motivation von Drosophila liegt der Fokus auf
dem Einsatz von attraktiven Umweltreizen, um die Tiere zu einer Verstarkung ihrer
Anstrengungen im Verhalten zu animieren. Hierbei wurden sowohl olfaktorische als auch
visuelle Reize auf die Fliegen ausgewahlt. Die Zunahme in der Aktivitat der Tiere ldsst sich
experimentell quantifizieren und mit bestimmten Hirnregionen in Verbindung bringen.
Zudem wurden im zweiten Teil der Arbeit Reize eingesetzt, die den Fliegen unangenehm sind
und dazu dienen sollen, ein gewisses Ausmals an Stress in den Tieren zu erzeugen. Dieser
Uber mehrere Tage wiederholt erhohte Stresspegel versetzt die Tiere in einen Zustand
erlernter Hilflosigkeit, der sich Uber reduzierte Aktivitdt in verschiedenen Lebensbereichen
von Drosophila erkennen ldsst und einer Depression dhnlich ist. Dieser Zustand lasst sich
neuroanatomisch sowie pharmakologisch analysieren und mit Erkenntnissen aus der
Vertebratenforschung vergleichen.

4.1 Manipulation der extrinsischen Motivation von Drosophila melanogaster und

Quantifizierung im Kletterverhalten

Es wird angenommen, dass sich Motivation als Verhaltenstriebkraft evolutionar schon frih
herausgebildet hat. Diese elementare Form des 'Wollens' lasst sich klar von den
Eigenschaften des 'Mogens' und des 'Lernens' trennen, sie bedingt eine intrinsische
Motivation, die von sensorischen Informationen, den Angeboten und Gefahren der Umwelt

134




4., Diskussion

gleitet wird. Grundlegend fihrt diese Triebkraft dazu, dass ein Lebewesen seinen inneren
homoostatischen Zustand mit den Umweltreizen in Einklang bringt, beispielsweise (iber
Futteraufnahme, Paarungsverhalten oder Verteidigung (BERRIDGE K. UND ROBINSON T., 2003).
Bei Drosophila melanogaster wird nun diese Motivation, die abhangig vom intrinsischen
Zustand von externen Stimuli beeinflusst wird und die daraufhin eine Verhaltens-
veranderung hervorrufen kann, detailliert analysiert. "Motivation" ldsst sich mit dem
Kletterparadigma von Pick UND STRAUSS (2005) quantifizieren. Vergebliche Kletterversuche
bedeuten fiir die Tiere einen Energieverlust, daher messen sie im Anlauf mithilfe ihres
visuellen Systems die Weite der zu Uiberwindenden Liicke und treffen bei einer Ankunft an
der Kante unter Einbeziehung ihrer eigenen KorpergroRe (KrRAuse T., 2015) eine
Entscheidung, ob sie die Licke als Uberwindbar und die Anstrengung als lohnenswert
erachten. Diese Entscheidung lasst sich fiir einen aulRenstehenden Beobachter eindeutig an
ihrem "Bein-tber-Kopf"-Verhalten erkennen, mit dem die Fliege Kletterverhalten einleitet
(Pick S. uND STRAUSS R., 2005).

Die ersten Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit dienten der Feststellung, ob
sich das Kletterverhalten als Indikator fiir die Motivationsbewertung eignet. Sowohl in
Experimenten mit attraktiven visuellen als auch mit attraktiven olfaktorischen Reizen lasst
sich erkennen, dass die Tiere an Uberwindbaren Liickenbreiten (3,5mm) verstarkte
Kletterbemihungen aufzeigen. Zusatzlich zu der Steigerung ihrer Anstrengungen lasst sich
an einer gerade noch Uberwindbaren Liickenbreite bestatigen, dass die Intensivierung der
Anzahl an Kletterversuchen auch einen groReren Erfolg mit sich bringt. Die Tiere haben
signifikant mehr erfolgreiche Uberkletterungen, sobald ihnen auf der gegeniiberliegenden
Seite ein attraktiver Stimulus angeboten wird. Sie zeigen demnach nicht nur mehr
Anstrengungen, sondern schaffen es ofter die Liicke zu (iberwinden. Die Zunahme der
Kletterbemiihungen lasst sich konsistent an einer Ausdehnung der Liickenbreite auf 4,5 mm
beobachten.

Bei der olfaktorischen Stimulation der Tiere mit Futterduft ist zu beachten, dass die
Halfte der Tiere in jeder Versuchsgruppe vorgehungert wurde, um den inneren Stimulus
"Hunger" mit in die Versuchsreihen einzubeziehen. Wie bereits in der Literatur vermerkt,
zeigen die Fliegen im vorgehungerten Zustand auch ohne direkten Anreiz eine Tendenz zu
verstarkter Lokomotion. Diese allgemeine Erhohung der lokomotorischen Aktivitat in den
Tieren beruht auf dem Versuch, durch ein erhohtes Explorationsverhalten mogliche
Futterquellen auszumachen (YANG Z. et al., 2015). Diese Form der Aktivitdtssteigerung lasst
sich in den Experimenten tendenziell erkennen, ein starker Effekt beim Klettern tritt
allerdings erst auf, wenn es zu einer Verknilipfung des internen Hungerzustands mit dem
externen Reiz einer potentiellen Futterquelle kommt. Diese Addition aus internem und
externem Anreiz fihrt dazu, dass die Tiere hochst signifikant mehr Bestrebungen erkennen
lassen, die Gegenseite der Liicke zu erreichen. Es tritt deutlich hervor, dass der interne
Zustand des Hungerns sich positiv verstiarkend auf die Motivation der Tiere auswirkt, ein
Hindernis zu Gberwinden (Abbildung 21).

Ebenso liel sich ein additiver Effekt nachweisen, wenn den Tieren im vorgehungerten
Zustand zwei attraktive Stimuli verschiedener Modalitat gleichzeitig angeboten wurden.

135




4., Diskussion

Jeder Stimulus fir sich gesehen |6ste bei den Tieren schon eine signifikante Steigerung ihrer
Bemuhungen aus. Die Kombination beider Reize steigerte synergistisch das Kletterverhalten
der Fliegen; es werden bei einer Verbindung der beiden Anreize offensichtlich zusatzliche
Energiereserven mobilisiert (Abbildung 22). Es lasst sich daher spekulieren, dass Drosophila
den Ertrag der erwarteten Belohnung einschatzen und danach ihre Verhaltensanstrengung
unterschiedlich stark steigern kénnen. Ahnliche belohnungsabhingige Verhaltens-
verdanderungen sind auch von anderen Tierarten bekannt, beispielsweise passen Stare
(Sturnus vulgaris) die Hohe ihrer Energieinvestition beim Futtersuchverhalten (Lauf versus
Flug) an ihren inneren Zustand und die erwartete Futterbelohnung an (BAUTISTA L. et al.,
2001).

Im Rahmen einer Kartierung im Gehirn der Fliegen auf der Suche nach einem
Verarbeitungszentrum des motivationsmodulierten Verhaltens wird der Einfluss des
Pilzkdrpers auf die Kletterbemihungen detaillierter dargestellt. Der Pilzkorper wurde als
primares Ziel in der Kartierung ausgewahlt, da fiir Drosophila bereits bekannt war, dass die
Pilzkorper sensorische Informationen aus der Umwelt integrieren und an Verhaltens-
entscheidungen der Fliegen beteiligt sind (LEwis L. et al., 2015). Daher lieR sich spekulieren,
dass der Pilzkorper auch bei Entscheidungen zu motiviertem Verhalten bei sensorischen
Anreizen einen Einfluss nimmt. Eine bereits beschriebene, zentrale Aufgabe des Pilzkérpers
in Drosophila ist allerdings die erfahrungsbasierte Prozessierung von Diiften und die Bildung
eines assoziativen Duftgedachtnisses (1.2.2 Wahrnehmung von Duften in Drosophila
melanogaster, S.6). Es musste daher sichergestellt werden, dass die Manipulation von
Pilzkorper-Eingangen oder Ausgangen und die weitgehende Extinktion der Pilzkérper bereits
in der Entwicklung nicht den Verlust der Duftwahrnehmung in den Fliegen nach sich zieht.
Einerseits wurde daher ein Duftgemisch (Apfelsaft-Hefe-Suspension) mit einem breiten
Spektrum an Duftkomponenten angeboten, um eine breite neuronale Aktivierung zu
erreichen (HALLEM E. uND CARLSON J., 2006). Andererseits wurde die Duftwahrnehmung und
Praferenz der Fliegen mit ablatierten Pilzkérpern in einem Entscheidungs-Paradigma mit
wildtypischen Daten verglichen. In diesen Experimenten (Abbildung 24) |asst sich erkennen,
dass die Tiere mit ablatierten Pilzkdrpern sich in der Apparatur — genau wie die Wildtypen —
mit zunehmender Zeit zum Duft hin orientierten. In der ersten Minute in der Apparatur
verteilten sich die Fliegen noch gleichmaRig auf beide Kammern. Nach zehn Minuten hielten
sich aber signifikant mehr Tiere in der Kammer auf, in der ein Futterduft vorhanden war.
Damit erfolgte die Orientierung hin zum appetitiven Reiz in den Tieren mit ablatierten
Pilzkorpern sogar schneller als bei intakten Tieren, denn bei Letzteren war eine signifikante
Ungleichverteilung erst nach 15 Minuten zu beobachten.

Die Beobachtung, dass die Fliegen mit weitgehend ablatierten Pilzkbrpern eine
normale Reaktion hin zu appetitiven Diften zeigten, deckt sich mit Ergebnissen aus der
Literatur von DE BELLE UND HEISENBERG (1994); es kam bei den Fliegen ohne Pilzkorper zu
keiner Beeintrachtigung der Wahrnehmung der Duftstoffe Benzaldehyd oder 4-Methyl-
cyclohexanol. Die Fliegen orientieren sich spontan hin zu diesen Diften, nur in
Gedachtnisexperimenten zeigen sie kein Gedachtnis fir die entsprechenden Duftstoffe (De
BELLE J. UND HEISENBERG M., 1994). Weitere Studien haben bekraftigt, dass ein direkter

136




4., Diskussion

Verarbeitungsweg von der Duftwahrnehmung lber die Antenalloben zum lateralen Horn
ausreicht, um die Duftreaktionen der Fliegen zu steuern; die Pilzkorper sind in diese
spontane Verhaltensantwort nicht im direkten Weg eingebunden (HeimBEck G. et al., 2001;
STRUTZA. et al., 2014).

In den weiteren Experimenten der hier vorgelegten Arbeit zur Motivationssteuerung
bei Drosophila wurde die Abschaltung der Pilzkérper auch Uber gezieltere Methoden — mit
Hilfe des UAS-GAL4-Systems — vorgenommen (BRAND A. UND PERRIMON N., 1993). Bei dieser
genetischen Manipulation wird durch Tetanustoxin in wahlbaren Lobensystemen die
synaptische Transmission unterbrochen (SWEENEY S. et al., 1995). Dabei ist der Vorteil, dass
dieses Verfahren entgegen der Pilzkorperablation zu keinerlei Beeintrachtigung der
Antennalloben fihrt. Bei Tieren, in denen durch TNT zunachst die synaptische Transmission
der a-/B- und y-Loben unterbunden wurde, konnte keinerlei Steigerung der Kletteraktivitat,
weder bei dem Duft- noch dem visuellen Reiz, nachgewiesen werden. Ein Wegfall der
synaptischen Transmission der a'-/B'-Loben dagegen fihrte nicht zu einem vergleichbaren
Ergebnis; die Tiere zeigten ein wildtypisches Verhalten (Abbildung 27 und Abbildung 29).

Bei den Versuchen zur visuellen Motivationskontrolle musste die GAL4-Treiber-Linie
zur Ausschaltung der a'-/B'-Loben ausgetauscht werden. Tiere des zunachst benutzten
Genotyps +;UAS-TNT/c305a-GAL4 lieRen im naiven Kletterverhalten sowie bei einer
Duftprasentation eine gerichtete Orientierung hin zu der gegeniberliegenden Seite der
Licke erkennen. Visuelle Landmarken in der Arena lieRen die Fliegen jedoch die gerichtete
Orientierung auf dem Kletterblock verlieren, was die Auswertung unmoglich machte. Die
visuelle Desorientierung ist durch Expression der Treiberlinie auch auBerhalb der Pilzkérper
in den R2 und R4d-Neurone des Ellipsoidkérpers zuriickzufihren (KrRAsHES M. et al., 2007).
Eine Blockade der chemischen Synapsen dieser Neurone nimmt den Tieren die Fahigkeit,
sich gezielt auf Landmarken zu orientieren (NEuser K. et al.,, 2008, unveroéffentlichte
Ergebnisse AG Straul}). Daher wurden bei den entsprechenden Versuchen Fliegen des
Genotyps +; UAS-TNT/NP1131-GAL4 eingesetzt, da dieser GAL4-Treiber ebenfalls die a'-/B'-
Loben der Pilzkorper adressiert (Aso Y. et al., 2009), im Ellipsoidkdrper allerdings nur R4d-
Neurone (MARTIN-PENA A. et al., 2014). Es traten keine Ablenkungs- oder
Orientierungsprobleme in den Experimenten auf, das Verhalten dieser Fliegen lieS sich
dokumentieren; es entsprach dem der Wildtypen (Abbildung 29).

Eine feinere Kartierung konnte durch Einschrankung des Expressionsmusters von TNT
durch den Einsatz der GAL4-Linien c739-GAL4 (a-/B-Loben) und H24-GAL4 (y-Loben) (Aso Y.
et al., 2009) erreicht werden. Die Tiere, in denen die synaptische Transmission ausschlieRlich
in den y-Loben unterbrochen wurde, zeigten daraufhin ebenfalls den wildtypischen
Phanotyp. Lediglich die Tiere, in denen die synaptische Transmission der o-/B-Loben
unterbunden wurde, steigerten ihr Kletterverhalten weder bei einer olfaktorischen, noch bei
einer visuellen attraktiven Reizeinwirkung. In den Grafiken (Abbildung 28 und Abbildung 30)
lasst sich daher jeweils — entgegen der hochst signifikanten Differenz im wildtypischen
Verhalten —keine Differenz zwischen zwei Versuchsdurchlaufen der Fliegen ablesen; ihr
Differenzwert zwischen beiden Lidufen liegt daher bei null. Somit zeigen die Fliegen mit
Inhibition der chemisch-synaptischen Weiterleitung der a-/B-Loben trotz eines attraktiven
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Stimulus ein identisches Verhalten zum Vortag ohne Stimulus und es ist keine Modulation in
ihrem Verhalten mehr auszumachen.

Dieser Phanotyp in den motivationsbedingten Kletteranstrengungen kann nicht mit
einer generellen Rickgang der Kletteraktivitdit bei den Tieren, deren synaptische
Transmission in den a-/B-Loben Gber TNT ausgeldscht wurde, erklart werden. Die Tiere, in
denen die Transmission der a-/B- und y-Loben unterbrochen wurde (mb247-GAL4), zeigten
dementgegen eher ein signifikant erhohtes inhdrentes Kletterverhalten, wenn sie ohne
Reizeinfliisse auf die Liicke trafen; bei den Tieren in denen die chemische Transmission der
a-/B-Loben unterbunden wurde, war das Verhalten dagegen wildtypisch (Abbildung 31).
Daher kann ausgeschlossen werden, dass ein Ausbleiben des Motivationsanstiegs im
Kletterverhalten mit einem Unvermogen oder einer generellen Abschwachung im Klettern
begriindet ist.

Dariber hinaus ist der Wegfall der reizbedingten Motivationssteigerung nicht

entwicklungsbedingt. Tests mit temperaturgesteuerter Expression von TNT nur im
Adultstadium zeigten, dass sowohl bei visueller als auch bei olfaktorischer Reizung sich die
motivationsbedingte Steigerung in den Kletteranstrengungen liber eine akute Blockade der
Transmission der a-/B-Loben ausléschen lieB (Abbildung 32 und Abbildung 33).
Der zusatzliche Einbau von bakteriellen Natrium-Kanalen in die Kenyonzellen (NaChBac;
NITABACH M. et al., 2006) der a-/B- und y-Loben, der zu einer starkeren Erregbarkeit und
damit zu einer generell hoheren Transmissionsrate fuhrt, konnte die Klettermotivation der
Fliegen nicht zu einem Hochstwert in ihren Kletteranstrengungen nach Prasentation eines
attraktiven Reizes fuhren. Die Tiere des Genotyps +;;UAS-NaChBac/mb247-Gal4 zeigten
jedoch gegeniber ihren Kontrollgruppen eine Intensivierung ihres spontanen
Kletterverhalten (Abbildung 34). Dies konnte bedeuten, dass die Tiere von sich heraus, also
bereits ohne duBere Reize, einen hoch signifikant verstarkten Antrieb zeigen, die andere
Seite der Liicke zu erreichen. Dies kdme einer leichten Erh6hung der intrinsischen Motivation
gleich, wahrend auf die extrinsische Motivation auf diese Art kein Einfluss moglich war.

Es konnte bewiesen werden, dass die visuellen Informationen liber die Pilzkérper das
Kletterverhalten steigern konnen. Dies beschreibt erstmalig, dass unterschiedliche
sensorische Bedingungen im Pilzkorpers verarbeitet werden. Die Verarbeitung von
olfaktorischen und visuellen Informationen lasst sich bei der Motivationssteuerung im
Pilzkorper lokalisieren und findet dabei sogar in denselben Kompartimenten des Pilzkorpers,
den a-/B-Loben, statt. Es lassen sich allerdings anhand der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erzielten Ergebnisse keine Aussagen liber unterschiedliche Beteiligungen funktioneller
Subpopulationen von Neuronen in a-/B-Loben in der Motivationssteuerung machen; deren
unterschiedlicher Einflisse sind in konditionierten Lernen von aversiven entgegen
appetitiven Reizen bekannt (PerIsse E. et al., 2013).

In einer Studie von WoLF R. et al (1998) wurden die Pilzkdrpern bei der visuellen
Informationsverarbeitung zuerst nicht in den Fokus genommen, er postulierte, dass sie an
visueller Mustererkennung und Farbunterscheidungen bei Lernprozessen im Flugsimulator
nicht beteiligt seien (WoLF R. et al., 1998). Bereits ein Jahr spater erschien jedoch eine
Veroffentlichung von Liu L. et al. (1999), in der sie im Verhalten von Drosophila eine visuelle
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Verarbeitung in den Pilzkérpern nachwiesen (Liu L. et al., 1999). Zudem konnten TANG S. UND
Guo A. (2001) zeigen, dass die Pilzkdrper beim visuellen Entscheidungsverhalten im
Flugsimulator gebraucht werden (TANG S. UND Guo A., 2001). In Untersuchungen zum
Balzverhalten konnten dagegen keine Verbindungen zwischen einem visuellen Informations-
eingang in die Pilzkdrper und einer Beeinflussung des Verhaltens gefunden werden (JOINER
M. UND GRIFFITH L., 2000). Im Gegensatz zu anderen Insekten konnte eine direkte neuronale
Verbindung zwischen optischen Loben und Pilzkérpern bis heute in Drosophila nicht
beschrieben werden (OTsunA H. unD ITo K., 2006; Mu L. et al.,, 2012). Mehrere Studien
untermauerten in den ndchsten Jahren jedoch die ersten verhaltensphysiologischen
Nachweise von Liu L et al. und TANG S. UND GuOo A., dass eine Verarbeitung visueller
Informationen im Pilzkorper stattfindet. Es lieR sich nachweisen, dass die a-/B-Loben des
Pilzkorpers in der Auffalligkeitsverarbeitung visueller Reize entscheidend beteiligt sind und
dabei einen grof3en Einfluss auf die selektive visuelle Aufmerksamkeit der Fliegen haben (VAN
SWINDEREN B. UND GREENSPAN R., 2003). ZHANG K. et al. analysierten diese Funktion und zeigten
endgultig, dass der Pilzkorper (iber dopaminerge Eingange das visuelle Objektauffalligkeits-
basierte Entscheidungsverhalten von Drosophila steuert (ZHANG K. et al., 2007). 2014 wurde
erstmals ein visuelles Gedachtnis mit Sitz in den Pilzkdrpern von Drosophila beschrieben
(VoGT K. et al., 2014). Es liel8 sich zeigen, dass die Vermittlung eines visuellen wie auch eines
olfaktorischen Gedachtnisses in dem Pilzkorper (iber dieselben Untergruppen dopaminerger
Neuronen erfolgt. Sie postulieren, dass eine "Zentralisierung dhnlicher Gehirnfunktionen"
(VoGgT K. et al., 2014) eine evolutionar konservierte Art der Informationsprozessierung
darstelle, da es Energie spare, wenn ahnliche Verarbeitungen nicht in unterschiedlichen
Gehirnregionen unterhalten werden missen. Es vermitteln, ihrer Studie zufolge, je nach Art
des sensorischen Eingangs sowohl tGberlappende, wie auch unterschiedliche Teilgruppen von
dopaminergen Neuronen den Eingang in die Kenyonzellen. Im olfaktorischen Gedachtnis
sorgen ihrer Vermutung nach dabei mehr dopaminerge Neurone (beispielsweise spezifisch
MB-M3 Neurone im PAM-Cluster) fiir Informationseingang in die Pilzkérper als im visuell-
gesteuerten. Dies ist demnach die Begriindung, dafiir dass das olfaktorische Gedachtnis im
Vergleich langer anhalt (VoGT K. et al., 2014). Durch Inaktivierung unterschiedlicher Gruppen
von Kenyonzellen (mittels shi®) kénnen VoaT K. et al. (2014) nachweisen, dass die y-Loben
eine zentrale Rolle in der Gedachtnisbildung beider Sinnesmodalitdten spielen und vermuten
daher, dass visuelle als auch olfaktorische Informationen in den y-Loben reprasentiert
werden. Dementgegen sind die a'-/B'-Loben selektiv einzig an der olfaktorischen
Gedachtnisbildung beteiligt, dies erklart sich aber durch die von TURNER G. et al. 2008
beobachtete praferentielle Reprdsentation von olfaktorischen Eingédngen in diese Region.
Wenig spater konnten sie in einer weiteren Veroffentlichung hierzu zeigen, dass dieselben
Ausgangs-Neurone der Pilzkérper des Zelltyps MBON-ylpedc>a/B sowohl fur ein
olfaktorisches als auch fiir ein visuelles aversives Gedachtnis gebraucht werden; ebenso wie
es auch zu Uberschneidungen zwischen den beiden sensorischen Reizen bei den benétigten
Ausgangs-Neuronen in der appetitiven Gedachtnisbildung kommt (Aso Y. et al., 2014). Dies
weist Parallelen zu den hier vorliegenden Ergebnissen zur Motivationssteuerung auf, da
ebenfalls vermutet wird, dass die Verarbeitung sowohl der visuellen als auch der
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olfaktorischen Sinnesmodalitdten in denselben Pilzkérper-Regionen, den a-/B-Loben,
ablauft.

Eine kirzlich erschienene Untersuchung zu motiviertem Verhalten im Flugverhalten
von Drosophila legt dar, dass ein Beibehalten des unmittelbaren Flugverhaltens in den
Fliegen Uber die synaptische Aktivitait in den a'-/B'-Loben gesteuert wird. Eine
Unterbrechung der synaptischen Transmission oder ein Knockdown des Dop1R2-Rezeptors
in den a'-/B'-Loben flhrten zu einer Verklrzung der Flugphasen und einem weniger
konsistenten Flugverhalten (AGRAWAL T. UND HASAN G., 2015). Da im Kletterverhalten die a-/pB-
Loben die zentrale Schaltstelle darstellen, konnte dies bedeuten, dass die
Motivationssteuerung fiir unterschiedliche Verhaltensweisen in unterschiedlichen
Lobensystemen der Pilzkérper verarbeitet und gesteuert wird.

Interesse erweckt natirlich die Frage, welche Molekiile an der Vermittlung der
Motivationssteuerung im Kletterverhalten beteiligt sind. Dieses Thema wurde mit einer
Versuchsreihe angeschnitten, da Neuropeptid F (NPF) ein moglicher Kandidat zur
Motivationssteigerung des Kletterverhaltens sein konnte. Dieser Signalstoff — das Ortholog in
Saugern ist Neuropeptid Y — wird primar mit der Vermittlung von Stress und Emotionen in
Verbindung gebracht (BEvILACQUA L. UND GOLDMAN D., 2011). Eine Literaturrecherche bezogen
auf Drosophila zeigt jedoch zusatzlich, dass dieses Peptid eine Rolle im Futtersuch- und
Fressverhalten der Tiere spielt, und das sowohl im Larven- als auch im Adultstadium. Wird
die Leistungsfahigkeit der Fliegen im olfaktorischen, appetitiven Lernen mittels der Tully-
Quinn-Maschine (TuLLy T. UND QUINN W., 1985) abgefragt, missen die Tiere sich in einem
vorgehungerten Zustand befinden, um Gedachtnisleistungen aufzuzeigen. Eine Stimulation
der NPF-Neurone 16st eine vergleichbare Leistung bereits in satten Tieren aus, daher lasst
sich mithilfe einer artifiziellen Stimulation der NPF ein Hungerzustand in den Tieren
nachahmen (KrasHes M. et al., 2009). Ahnliche Ergebnisse zeigen Studien zu larvalem
Fressverhalten, eine erhohte Signalaktivitat von NPF 16st eine Futteraufnahme in eigentlich
satten Larven aus, selbst wenn das Futter oder die AuBenbedingungen widrig sind (Wu Q. et
al., 2005; LINGO P. et al., 2007). Dem Pilzkorper wird in diesem Verhalten eine zentrale Rolle
zugeschrieben; Hunger lasst den NPF-Spiegel steigen und NPF wirkt wiederum enthemmend
auf dopaminerge Neurone, die den a-Lobus des Pilzkdrpers innervieren. Diese Innervierung
bewirkt, dass die Neurone des Pilzkoérpers, die von dem Duft angesprochen werden, ein
Signal weiterleiten kdnnen und dadurch ein konditioniertes Verhalten auslésen (KRASHES M.
et al., 2009).

Diese Verknlipfung von NPF mit hungerinduzierter Verhaltensverstarkung ist
interessant, da bei Experimenten mit Kletterverhalten im Rahmen dieser Arbeit die Fliegen
ebenfalls in einem vorgehungerten Zustand die besseren Ergebnisse erzielten. Aullerdem
zeigten die Tiere schon bei alleinigem Vorhungern ohne externen Duft die Tendenz zu
verstarkten Kletterbemihungen; an der 3,5 mm Liicke pragte sich dies besonders stark aus
(Abbildung 20). Der Einfluss des intrinsischen Motivators Hunger wird daher genutzt, um
eine Reaktion auf ein extrinsisch gesteuertes Verhalten zu verstarken, dhnlich wie im
appetitiven Lernen in der Tully-Quinn-Apparatur. Ein Knockdown der Expression von npf in
NPF-exprimierenden  Neuronen zeigt allerdings keine  Auswirkung auf die
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Motivationserhéhung im Kletterverhalten bei Prdsentation einer attraktiven Landmarke.
Basierend auf den Kenntnissen zu der Verhaltensverstarkung durch NPF im Fressverhalten
ware zu erwarten gewesen, dass eine Absenkung des NPF-Spiegels den Anstieg in den
Bemihungen ausloscht, allerdings fiihrt die kiinstliche Absenkung des NPF-Spiegels in den
Fliegen nicht zu einer Unterdrickung des motivierten Verhaltens in Reaktion auf die
Landmarke. Bei der Auswertung dieses Ergebnisses muss allerdings beachtet werden, dass in
den Versuchen zur visuellen Landmarken-Motivation mit Knock-down von npf, die Fliegen
nicht vorgehungert waren (Abbildung 36). Daher besteht die Moglichkeit, da der Parameters
"Hunger" ein ausschlaggebender Faktor ist, sich die Wahl der attraktiven Landmarke als Reiz
bei den vorliegenden Ergebnissen als unglnstig erwies. Eine Modulation des
Kletterverhaltens im Zusammenhang mit einer Anhebung oder Absenkung des NPF-Spiegels
hatte sich daher besser unter dem Einfluss von Futterduft in Kombination mit Vorhungern
der Fliegen nachweisen lassen.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Unterscheidung in der Bedeutung des Parameters
Hungers bei visueller oder olfaktorischer Motivationssteuerung kénnte im Modell von
KrRAsHES gefunden werden. KRASHES postuliert, dass durch Hunger modulierte NPF-sensitive,
dopaminerge Neurone (B-MP-Neurone) in den a-/B-Loben eine Desinhibition verursachen
und dazu fiihren, dass eine Verhaltensverstarkung im Sinne eines konditionierten Verhaltens
moglich wird. Sie nehmen dabei allerdings keinen direkten Einfluss auf die sensorische
Reprdsentation des Duftes im Pilzkérper: eine alleinige Stimulation dieser Neurone ohne
einen Duft reicht nicht fiir eine Konditionierung.

Der beobachtete Motivationsanstieg im Kletterverhalten, der durch eine
Prozessierung visueller Landmarken-Stimuli im Pilzkdrper ausgeldst wird, wiirde den
vorliegenden Experimenten nach nicht Uber NPF-sensitive Neurone beeinflusst. Diese
Beobachtung lieBe sich eventuell durch eine Abwandlung des bestehenden Modells von
KRrAsHES erkldaren, wenn ein Input in die Kenyon-Neurone der a-/B-Loben der Pilzkérper tber
grundlegend verschiedene Neurone erfolgen wiirde (Abbildung 73). Dies wiirde bedeuten,
dass durch visuelle Informationen im Vergleich zu olfaktorischem Input eine unterschiedliche
Teilmenge Kenyon-Neurone in den a-/B-Loben durch die dopaminergen Neurone aktiviert
wird (Abbildung 73B). Diese Kenyon-Zellen liegen zwar in den gleichen Loben, weisen
allerdings keine oder nur eine geringe Uberlappung mit der Untergruppe von Kenyon-
Neuronen auf, die durch die Projektionsneurone mit Duftinformationen aktiviert werden
und hierbei lber NPF modulierbar sind (Abbildung 73A). Unterstiitzt wird diese Hypothese
von KRASHES' Feststellung, dass in bisherigen Studien die dopaminergen Neurone, die den
Pilzkorper innervieren, stets als Gesamtheit angesprochen wurden, seinen Daten nach aber
diese dopaminergen Neurone eher individuell oder in kleinen Gruppen behandelt werden
sollten.
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Abbildung 73: Modell der Reizverarbeitung hin zur Aktivitatsverstarkung bei attraktiven
olfaktorischen oder visuellen Anreizen.

Die beiden linken Einzelbilder zeigen die inhibitorische Wirkung dopaminerger Neurone (MB-MP-
Neurone) im satten Zustand bei Drosophila, die beiden Einzelbilder auf der rechten Seite zeigen, wie
ein erhdhter NPF-Spiegel im Hungerzustand diese Inhibition aufhebt.

Ein Verhaltenseffekt wird durch NPF allerdings nur bei einem olfaktorischen Stimulus ausgeldst. Das
Signal der durch den Duft aktivierten Projektionsneurone kann nur weitergeleitet werden, wenn die
Hemmung der MB-MP-Neurone durch NPF aufgehoben ist. Nur im Falle von disinhibierten MB-MP-
Neuronen kann eine Verhaltensverstarkung weitergeleitet und motorisch umgesetzt werden (A). Bei
einem visuellen Stimulus wird ein anderes Subset an Kenyon-Zellen durch die Projektionsneurone
angesprochen; die Zellen dieses Subsets werden nicht Gber MB-MP-Neurone gehemmt. Daher kann
sich eine Verhaltensverstarkung bereits bei satten Fliegen manifestieren. Durch Hunger kann diese nur
noch leicht verstarkt werden (B). MB:Pilzkérper; PN: Projektionsneurone: MB-MP:Pilzkérper-
innervierende (Mediale Loben und Pedunculus) dopaminerge Neurone; NPF: Neuropeptid F.

(modifiziert nach KRASHES M. et al., 2009)

Ein Unterschied liegt natirlich in der Tatsache, dass in dem Modell nach KrasHEs die Fliegen
im Zuge der Konditionierung eine konkrete Belohnung erfahren, dabei ist es moglich, dass
die Starke der Belohnung in den Tieren Gber NPF moduliert wird. In dem Kletterparadigma
dieser Arbeit erfahren die Tiere jedoch keine konkrete Belohnung, da die gegeniberliegende
Seite unerreichbar bleibt. Daher besteht die Moglichkeit, dass Hunger zwar die
Klettermotivation steigert, dies aber nicht tber den NPF/MB-MP-Pfad reguliert wird.

Dieses Modell bietet aber einen interessanten Ansatz fiir weitere Experimente, da
KRASHES die Vermutung duliert, dass die MB-MP-Neurone generell das Explorationsverhalten
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fordern konnten und modulierend in voneinander unabhdngigen Kreislaufen fir
verschiedene Aspekte des Futtersuch-Verhaltens eingreifen.

Zusammenfassend lassen sich einige Ubereinstimmungen zwischen der humanen
Motivations- und Entscheidungssteuerung und der Modulation in Drosophila melanogaster
erkennen. Der Kernbefund der erzielten Ergebnisse zur Motivationssteuerung ist, dass die
motivationsbeeinflusste Entscheidung von Drosophila, ein bestimmtes Verhalten trotz hoher
Energiekosten einzuleiten, sowohl von visuellen als auch von olfaktorischen Stimuli ausgeldst
werden kann und sie in den a-/B-Loben der Pilzkérper verarbeitet wird. Uber die hierbei
involvierten Neurotransmitter-Systeme sind dabei nur Spekulationen méglich.

Wie bei Beobachtungen im Tierreich wird auch in humanen Modellen dargestellt,
dass Motivation durch Belohnung die Leistung Uber die Ublichen Grenzen hinaus treiben
kann (ESTERMAN M. et al., 2015). Gerade in den motorischen Systemen humaner Probanden
zeigen bestimmte Modelle, dass eine Belohnungsaussicht sowohl die Geschwindigkeit als
auch die Prazision der Auslibung verbessert. Entscheidungen werden mit steigender
Belohnung ebenfalls schneller und akkurater (MANOHAR S. et al., 2015). Als weitere Parallele
ist bekannt, dass bei einer durch externe Faktoren angetriebenen Motivation, das ventrale
Striatum eine wichtige Rolle spielt und dieses durch dopaminerge Neurone des
mesolimbischen Systems innerviert wird. Die Vermittlung von Motivation Uber den
Neurotransmitter Dopamin ist daher in Vertebraten wie in Invertebraten von zentraler
Bedeutung (CooLs R., 2008). Ebenso bemerkenswert ist eine weitere Parallele: der
Neurotransmitter NPY nimmt auch in Vertebraten in essensmotiviertem Verhalten eine
wichtige Rolle ein. Studien belegen, dass eine Interaktion zwischen NPY und Dopamin auf
der Ebene der Area tegmentalis ventralis im limbischen System die Motivation fir
Futterbelohnung steuert (PANDITR. et al., 2013).

Diese groRBen Ubereinstimmungen zwischen Vertebraten- und Invertebraten-
Systemen verdeutlichen einmal mehr die grundlegende Bedeutung der Forschung in
Drosophila, gerade auch dahingehend, wie aufschlussreich eine weitere Charakterisierung
eines "limbischen Systems" in der Taufliege sein kann.

143




4., Diskussion

4.2 Charakterisierung eines depressionsahnlichen Verhaltens von Drosophila als

Antwort auf konstante Stressreizung

4.2.1 Verhaltensanalyse von Drosophila bei unkontrollierbaren
Vibrationsreizen

Die psychische Erkrankung Depression lasst sich durch vegetative und motorische Symptome
wie Appetitlosigkeit, Mudigkeit, Antriebslosigkeit, Energieverlust und eine geringe
Aktivitatsrate kennzeichnen (WITTCHEN H. et al., 2010). Aufgrund der hohen Pravalenz dieser
Krankheit (Schatzungen zufolge litten im Jahr 2011 18,4 Mio. Menschen in Europa an
Depression) findet eine intensive Forschung in diesem Bereich statt (BEesbo-BAum K. UND
WITTCHEN H., 2011). Die unmittelbare Betrachtung von Patienten steht dabei im Mittelpunkt,
allerdings kénnen auch Tiermodelle aufschlussreiche Grundlagenerkenntnisse liefern. Selbst
wenn das gesamte Krankheitsbild mit all seinen Facetten sich in Tieren nicht nachbilden
lasst, konnen doch einige aktuelle Tierparadigmen Einblick in neurobiologische
Hauptkomponenten und -signalwege gewahren, besonders in Bezug auf verhaltensrelevante
Faktoren (BErTON O. et al., 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein depressionsartiger Zustand in Drosophila
melanogaster erzeugt. Hierbei sind besonders die Merkmale Antriebslosigkeit, kraftloses
Verhalten und die geringe Aktivitdtsrate von Interesse, da die sich bei den Tieren leicht
beobachten lassen. Erste Experimente dazu entwickelte BROWN G. (1996) nach dem Prinzip
des Learned Helplessness-Modells in Drosophila. In seinen Untersuchungen wurden Fliegen
in einer Y-Labyrinth-Apparatur mithilfe eines Vortex-Schiittlers bestraft. Im Anschluss wurde
ihr Fluchtverhalten zwolf Stunden spater in einer "Shuttle-Box" liberprift, wobei die Tiere,
die unkontrollierbaren Schiittelbestrafungen in der Apparatur ausgesetzt waren, eine starker
verlangerte Latenzzeit zur Flucht zeigten, als die Fliegen, die ihre Bestrafungen Uber ihr
Verhalten kontrollieren konnten. Aus den Aufzeichnungen ist jedoch leider nicht ersichtlich,
ob diese Versuchsreihe mit mannlichen oder weiblichen Tieren durchgefiihrt wurde. Jahre
spater wurden diese Experimente von YANG Z. et al. (2013) wieder aufgenommen, bei ihnen
erfolgte die Bestrafung jedoch (iber einen Hitzereiz von 37°C. YAnG und Kollegen
beobachteten bei den Fliegen, die eine unkontrollierbare Bestrafung erhalten hatten, sowohl
eine kognitive Verhaltenskomponente als auch ein Learned Helplessness-Verhalten. Die
kognitive Komponente beschrieben sie als erlernte Unkontrollierbarkeit, da die Tiere mit der
Zeit keine unmittelbare Reaktion mehr auf den Bestrafungsreiz zeigten, wenn sie ihn nicht
beeinflussen konnten. Als Learned Helplessness-Komponente beschrieben sie dagegen eine
durch die unkontrollierbaren Bestrafungen ausgeldste verminderte Grundaktivitdt der Tiere,
die sich in einer verminderten Laufgeschwindigkeit und -aktivitat ablesen lieR. Interessant ist
hierbei, dass dieser Verhaltensphanotyp geschlechtsspezifisch in einer unterschiedlichen
Auspragung auftrat. Weibliche Tiere zeigten eine hochst signifikant verminderte
Laufgeschwindigkeit, wahrend sich bei den Mannchen lediglich eine Tendenz in den Daten
erkennen lieR. Dies ist wenig (berraschend, da bekannt ist, das weibliche Tiere
artlibergreifend eine starkere Anfalligkeit gegeniber Depressionsverhalten zeigen (KOKRAS N.
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et al., 2012). Bei Menschen sind Frauen doppelt so haufig von Depressionen betroffen wie
Manner (25% versus 12.3%) (BEEsSDO-BAUM K. UND WITTCHEN H., 2011).

Bei der Konzeption des in dieser Arbeit zur Erzeugung depressionsartiger Zustdande
verwendeten Versuchsaufbaus kam es zu einer grundlegenden Veranderung in der Art der
Stressverabreichung. Nach bisherigen Vorgehensweisen im Sinne des Learned Helplessness-
Protokolls erfolgte die Bestrafung der Tiere stets gekoppelt ("Triadic Design"; DURGAM R.,
2001). Ein Tier kontrollierte sowohl seine eigene, als auch die Bestrafung eines weiteren
Individuums, was einen direkten Vergleich der Datensdtze méglich macht. Andererseits kann
es den Stresslevel der beteiligten Tiere reduzieren, da das sogenannte "Master-Tier" die
Bestrafung weitestgehend vermeidet und somit auch die Bestrafung des angekoppelten
Tieres verringert wird. Diese Senkung der Stressreizung in dem Tier, das der
unkontrollierbaren Bestrafung unterworfen ist, kdnnte einen verminderten, instabileren
Phanotyp hervorrufen. Dies konnte die Ursache dafiir sein, dass YANG Z. und Kollegen in
ihren Experimenten nur einen Phdnotyp in weiblichen und nicht in mannlichen Tieren
belegen konnten. Daher flieBt in die Vorgehensweise dieser Arbeit auch das Modell des
"Chronic Mild Stress" mit ein. Der Stress wird den Tieren lGber mehrere Tage etliche Stunden
am Stlick und in festgelegten Intervallen verabreicht, da sich dementsprechend die
Behandlungen der Tiere nicht voneinander unterscheiden und dies keinen Einfluss auf den
Phanotyp nimmt. Der Stressreiz wird in Form von mechanischer Vibration bei einer
unangenehmen Frequenz produziert; diese Frequenz wurde bei vorhergehenden
Untersuchungen auf Grund von Vermeidungsreaktionen festgelegt (Ries A., 2011). Ein
Schitteln hat sich in vorhergehenden Studien bei Insekten als stressauslosend bestatigt; die
ersten Ergebnisse zu Drosophila wurden 1996 mithilfe von Schiittelreizen auf einem Vortex-
Schiittler erzielt (BROWN G., 1996). Ebenso lieR sich in einer spateren Studie aufzeigen, dass
Bienen nach einem ein-minltigen heftigen Schiittelreiz zu einer pessimistischen
Urteilsverzerrung in Entscheidungen neigen. Die Bienen bewerteten einen neutralen Reiz
tendenziell verstarkt als negativ, zusatzlich lieR sich in der Himolymphe der geschiittelten
Tiere ein signifikant verminderter Level an Serotonin, Dopamin und Octopamin messen; die
Behandlung hat daher nachweisbare physische Auswirkungen auf die Tiere gezeigt (BATESON
M. et al., 2011).

Die in dieser Arbeit verwendete Apparatur erfillt ein wichtiges Kriterium, das sowohl
bei Versuchen des Learned Helplessness-Modells, sowie dem "Chronic Mild Stress"-Modell
gefordert wird: die unkontrollierbare Bestrafung der Tiere sollte in einem anderen Umfeld
erfolgen als ihre anschlieBende Testung. Dies zeigt einerseits, dass eine nachhaltige
Beeintrachtigung der Tiere stattgefunden hat, die nicht nur einer ortsgebundenen
Konditionierung entspricht. Andererseits wird so eine Vergleichbarkeit zu den
urspringlichen Studien zu Learned Helplessness und "Chronic Mild Stress" in
unterschiedlichen Organismen hergestellt, da diese immer mit einer Kontextianderung
verknipft waren (OVERMIER J. UND SELIGMAN M., 1967; MAIER S. UND WATKINS L., 2005). Daher
wurde die — anschliefend an die Vibrationsreize — durchgefiihrte Testung der Aktivitat der
Fliegen mehrheitlich im Kletterparadigma vorgenommen, das bereits bei den
Verhaltensversuchen in Bezug auf Motivationssteigerung bei Drosophila verwendet worden
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war. Aufgrund der dabei erzielten Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass sich
in diesem Paradigma die intrinsische Motivation der Tiere und ihre Aktivitat gut ablesen
lassen. Die Wahl des Kletterparadigmas bedingte allerdings, dass die Versuche durchgehend
mit mannlichen Versuchstieren durchgefiihrt wurden. Weibliche Tiere eignen sich fir diese
Testung weniger gut, da sie starken hormonellen und Gewichtsschwankungen aufgrund ihrer
Eiproduktion und ihrem Eiablageverhalten unterworfen sind. In Untersuchungen wird
deutlich, dass sich das Verhalten der weiblichen Tiere nach der Paarung verandert, sie zeigen
nach der Kopulation beispielsweise ein verdandertes Schlafverhalten und eine erhdhte
Lokomotion bedingt durch die Ubertragung des "Sex Peptides" (Isaac R. et al., 2010). Dies
macht deutlich, wie stark Schwankungen im Hormonhaushalt der Weibchen ihr Verhalten
beeinflussen, daher wird es schwierig eine Aussage zu machen, ob sich ihr Verhalten
aufgrund der duBeren oder der inneren Faktoren verandert. Zudem verandert sich ihr
Kérpervolumen im Rahmen ihrer Eireifung sichtlich, sodass sie abhangig von ihrem
Eiablagezyklus korperlich die Licken moglicherweise schlechter iberwinden kénnen. Da
Weibchen tendenziell einen starkeren Phanotyp in dem Learned Helplessness-Verhalten
aufzeigten (YANG Z. et al., 2013), lasst sich spekulieren, dass angewandte Prozedur bei ihnen
einen dhnlichen, wenn nicht sogar starker ausgepragten Phanotyp hervorrufen wiirde.

Das bendétigte Ausmall der Stressbelastung wurde durch eine Versuchsreihe zur
Entwicklung des depressionsartigen Phanotyps festgelegt (Abbildung 37). Wurden die
Fliegen den Stressreizen in unterschiedlich lang andauernden Zeitabschnitten ausgesetzt,
lieR sich klaren, dass eine Zeitspanne von drei Tagen nétig ist, um einen ausreichenden
Stressspiegel in den Tieren zu erzeugen, der sich dann in ihrem Verhalten niederschlagt.
Daher wurde diese Dauer von drei Tagen Stress fir alle weiteren Experimente zu Erzeugung
eines Depressionsphdnotyps definiert. Neben der bendétigten zeitlichen Komponente liel3
sich in diesem Experiment gut beobachten, dass es im Rahmen der mehrtagigen
kontrollierten Stressbeeintrachtigung zu einer linearen Aktivitatsabnahme der Fliegen kam,
die in gewissem Sinne antiparallel zu der linearen Zunahme der Stressdosis steht. Es fand
kein plotzlicher Verhaltensumschlag ab einem gewissen Schwellenwert statt, sondern der
Stress |0oste eine additive Verhaltensverdanderung in den Tieren aus. Hierbei entstanden
dosisabhangig intermediare Zustdnde, in denen die Tiere sich in einem Stadium zwischen
ihrer Ausgangsaktivitdt und der depressionsartig-verminderten Aktivitat befanden. Diese
lineare Aktivitatsabnahme lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass die Fliegen wahrend
der Vibrationsreize keine Verletzungen erleiden, denn solch eine verletzungsbedingte
Behinderung wiirde sich schlagartig in dem Verhalten durch plotzliche Inaktivitdat bemerkbar
machen (MADABATTULAS. et al., 2015).

Unter den festgelegten Bedingungen zeigte die Messung der Auswirkung
andauernder, unkontrollierbarer Stressreize auf die Aktivitdt von Drosophila, dass die Tiere
nach mehreren Tagen eine hoch bis hochst signifikant verminderte Aktivitdt sowohl in der
Kletter- als auch in der Laufaktivitat erkennen lassen (Abbildung 38 und Abbildung 39).
Zudem lasst sich auch deutlich eine Verzégerung in ihrem Balzbeginn ablesen (Abbildung
40). Die mannlichen Tiere wurden bei einer Testung im Balzparadigma sexuell unerfahren
abgesammelt, analog zu dem Versuchsprotokoll der Balzfrustration. Nach einer mehrtagigen
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Stressreizung begannen sie hoch signifikant spater mit dem typischen Balzverhalten
gegenlber einem Weibchen, als die Fliegen aus der Kontrollgruppe ohne Stresseinwirkung.
Der Verhaltensphdnotyp lasst sich bei Betrachtung der Latenzzeit mit dem der mannlichen
Drosophila vergleichen, die Gber eine identische Zeitspanne mit verpaarten Weibchen eine
erlernte Balzkonditionierung erfahren haben (Abbildung 40). Die groRere Streuung der
Datensatze in der Kontrollgruppe der Fliegen mit Vibrationsstress im Vergleich zu der
Kontrollgruppe der Balzkonditionierung lasst sich dadurch erklaren, dass die zum ersten Mal
in die Balzkammer eingesetzten mannlichen Tiere sich erst orientieren und an die fur sie
unbekannte Umgebung gewdhnen missen. Die Tiere der Balzkonditionierungs-
Kontrollgruppe dagegen werden immer synchron zu den Tieren der Testgruppe in die leeren
Balzkammern eingesetzt; daher ist ihnen das Paradigma vertraut, sie reagieren sofort auf das
hinzugesetzte Weibchen.

Insgesamt lassen die gesammelten Daten zur Reaktion von Drosophila auf
unkontrollierbare, andauernde Stressreize durch Vibration eine starke Veranderung im
Verhalten der Fliegen nach der Vibrationseinwirkung erkennen. Die neu entwickelte
Vibrations- Stressbehandlung zeigte in Drosophila Auswirkungen auf ganz unterschiedliche
Lebensbereiche der Tiere. Da diese Auswirkungen sich dabei durchgangig durch eine
deutliche Verminderung ihrer Aktivitdt manifestierten, lasst dies darauf schlieen, dass es
sich hierbei um eine depressionsartige Reaktion auf die vorherige konstante Stresssituation
handelt.

Aufgrund dieser starken Verhaltensauswirkung wurde die Verhaltensreaktion der
Tiere wahrend der unmittelbaren Applikation der Vibrationen bei 300 Hertz beobachtet. Die
Aufnahmen der Hochgeschwindigkeitskamera (CD im Anhang) zeigen, dass die Tiere
unmittelbar auf das Einsetzen des Schiittelns reagieren. Sie zeigen ein hektisches
Fluchtverhalten und versuchen aus der Kammer zu entfliehen. Dabei klettern sie an der
Innenwand des kleinen Plexiglas-Rohrchen hinauf, woraufhin sie haufig den Halt verlieren
und auf den Riicken fallen. Dieser fiir sie ungewohnten, stressreichen Position versuchen sie
durch starke Bewegung zu entkommen und sich wieder aufzurichten. Eine Verscharfung der
Situation wird dadurch erreicht, dass etliche Fliegen zusammen in einem kleinen Réhrchen
auf engen Raum gedriangt werden. Dadurch rempeln sie sich bei ihren hektischen,
desorientierten Fluchtversuchen standig an, reiflen im Fallen andere Tiere mit oder stilirzen
auf Artgenossen. Dies flhrt zu zusatzlichen sozialen Stress in Form von Aggression, erkennen
lasst sich dies in den Videoaufnahmen durch das mehrmalige Anzeigen von ,,Wing threats”
einzelner Fliegen. "Wing threats" sind ein typisches Anzeichen fir wachsende Aggression,
die bei Konkurrenz um Weibchen oder um knappe Futterressourcen zu Kampfhandlungen
flhrt. Ein mannliches Tier lasst bei Beginn der Aggressionsinteraktion beide Fliigel in einen
Winkel von 45° hochschnellen, um den Gegner einzuschiichtern (CHEN S. et al., 2002).

Dieser zusatzliche soziale Stress hat sich in Vorversuchen als entscheidend fir die
Entwicklung des depressionsartigen Verhaltens gezeigt. Eine Einzelhaltung der Tiere in den
Rohrchen lieR den Phanotyp stark abgeschwacht ausfallen.

Es wurden mehrere Videos liber die viertelstliindige Vibrationssequenz aufgezeichnet,
um das Verhalten der Tiere Uber eine groBere Zeitspanne zu beobachten. Ebenso wurden
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die Tiere an unterschiedlichen Tagen der Sequenz, sowie zu unterschiedlichen Tageszeiten
betrachtet. Es zeigte sich, dass wahrend einer viertelstiindigen Einheit von Vibrationsreizen
die Tiere gegen Ende weniger stark auf die Vibrationsreize reagieren, sie werden ruhiger und
klammern sich an bestimmten Stellen fest. Es |asst sich spekulieren, dass die Tiere aufgrund
der Ausweglosigkeit der immer wiederkehrenden Reizung ihre Aktivitat drosseln, in der
Situation ausharren und die Vibrationen erdulden. Nach einer halbstiindigen Pause zeigen
sie am Beginn einer neuen Vibrationseinheit dann wiederum erneut ein starkes
Stressverhalten.

Uber die gesamte Zeitspanne mehrerer Tage wurde an jedem Tag die Reaktion der
Tiere auf den ersten Vibrationsreiz beobachtet. Die Tiere zeigten an allen Tagen ein
hektisches, aufgeschrecktes Verhalten, sie waren dulerst aktiv, fast panisch. Daher ist nicht
davon auszugehen, dass die Fliegen sich an die immer wiederkehrenden Stressreize in
bestimmter Form gewohnen. Die Reize erwiesen sich jeden Tag erneut als eine grofle
Stressbelastung. Nur im Verlauf eines Tages ist eine Abschwachung des Panikverhaltens zu
erkennen, die Tiere zeigen nach mehrstiindigen Zyklen an Vibrationsreizen weniger Aktivitat
in ihrer Kammer. Dennoch kommt es auch zu einem spateren Zeitpunkt noch zu aggressivem
Verhalten; die Tiere verdrdangen sich gegenseitig von vermeintlich guten Pldatzen durch
Schieben und Treten. Das Verhalten der Tiere wird aber insgesamt weniger hektisch und
aufgeregt. Es ware moglich, dass die Tiere eine gewisse Apathie entwickeln. Da es kein
Entkommen und kein Vermeiden der Stresssituation gibt, versuchen sie scheinbar die
Situation durchzustehen und nicht mehr ldanger unnoétige Energie auf erfolglose
Fluchtversuche zu verschwenden. Soziale Interaktionen mit anderen Mannchen fiihrten aber
bei nahem Kontakt dennoch dazu, dass sie sich wehren und aggressiv reagieren. Dies lasst
deutlich werden, dass sie nicht in dem MaRe geschwacht werden, dass sie sich nicht mehr
wehren oder Reaktionen zeigen konnen. Die Fliegen zeigten in den langeren
Erholungspausen, in denen keine Vibrationen stattfanden, spater am Tag ein deutlich
ruhigeres Verhalten. Wahrend sie morgens wahrenddessen agiles Explorationsverhalten
zeigten und die Wande des Rohrchens erklommen, verhielten sie sich nachmittags ruhig und
langsam. |hr Verhaltensspektrum nimmt ab und reduziert sich grofStenteils auf
Putzverhalten, die Tiere wirken teilnahmslos. Dies konnte bedeuten, dass — wie schon im
Laufe einer viertelstiindigen Vibrationseinheit - die Tiere mit zunehmenden,
wiederkehrenden Stressreizen eine Antriebs- und Teilnahmslosigkeit erkennen lassen. Eine
Verringerung einer Vermeidungsreaktion konnte auf erste Ansdtze eines Learned
Helplessness-Verhaltens schlieBen lassen. Die Tiere zeigen aufgrund der Ausweglosigkeit
keine Versuche mehr, den unangenehmen Einwirkungen zu entkommen, nur ein
vermeintlicher Angriff eines Artgenossen kann noch Verteidigung hervorrufen.

Ein weiteres Argument fir die Aktivitatsverminderung der Tiere in den
unterschiedlichen Versuchsaufbauten ware allerdings auch eine vollkommene Erschopfung
der Tiere. Dies hatte ihre motorische Agilitdt eingeschrankt und sich auch bei
Verhaltensweisen wie beispielsweise Klettern negativ auf die Verhaltensablaufe und dadurch
bedingt die Aktivitdt ausgewirkt. Die Beobachtung von Tieren im Anschluss an die
mehrtagige Stressbelastung in einem weiteren Paradigma, der schnellen Phototaxis (BENZER
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S., 1967; Abbildung 41) zeigte, dass die Tiere sich bei diesem Fluchtverhaltenstest ganzlich
normal verhalten. Es gelingt ihnen dank hoher Laufgeschwindigkeit und gerichtetem
Laufverhalten die Seite der Phototaxis-Rohren zu erreichen, die dem Licht zugewandt sind.
Das Phototaxis-Paradigma wird fir multiple Lauf- und Reaktionsgeschwindigkeitsanalysen
gebraucht, es lasst daher zuverldssige Aussagen Uber die lokomotorische Fahigkeit der Tiere
zu (STRAUSS R. UND HEISENBERG M., 1993). Der Unterschied in diesem Paradigma zu den
vorherigen Aktivitatsanalysen besteht darin, dass in den Tieren durch das Schitteln eine
Fluchtreaktion ausgeldst wird, ihre Aktivitat wird durch diese Erschltterungen erzwungen.
Diese Fluchtreaktion stellt in den Fliegen ein instinktives Verhalten dar, dieses ist unabhangig
von ihrem intrinsisch motivierten Bewegungsverhalten. Diese Abgrenzung der
Verhaltensanalyse von dem inneren Zustand und der intrinsischen Motivation machte es
moglich, die rein korperliche Leistungsfahigkeit der Tiere zu ermitteln. Mogliche
Verletzungen oder auch eine starke Erschopfung der Fliegen hatte sich in diesem Paradigma
sofort erkennen lassen, da diese Faktoren die Laufgeschwindigkeit der Tiere beeintrachtigt
hatten.

Somit ldsst sich festhalten, dass es moglich ist, in Drosophila melanogaster ein
depressionsartiges Verhalten Uber andauernden, unkontrollierbaren Stress in Form von
Vibrationsreizen zu erzeugen. Dieses depressionsartige Verhalten zeigt sich in einer starken
Abnahme der Aktivitdt der Tiere auch in anderen, als den zur Erzeugung benutzten
Verhaltenszusammenhdngen, sofern diese Aktivitat auf einer intrinsischen Motivation zu
Bewegungen beruht. Der angeborene Fluchtreflex der schnellen Phototaxis ist dabei nicht
beeintrachtigt.

Als nachstes stellte sich die Frage, ob es nach einer gewissen Phase ohne
Stresseinwirkung wieder zu einer Erholung von dem depressionsartigen Zustand kommt.
Nach einer Erholungsphase von drei Tagen, in der gestresste Fliegen keinen externen
Einflissen mehr ausgesetzt wurden und unbegrenzt Zugang zu Futter hatten, trat eine
leichte (jedoch nicht signifikante) Verstarkung ihrer Kletteraktivitdt ein. Dieser tendenzielle
Wiederanstieg in der Aktivitat der Tiere wird in den Ergebnissen dadurch deutlich, dass ihre
Kletteraktivitat nach der Erholungsphase intermediar zwischen dem Zustand nach Stress und
dem Zustand von Kontrollfliegen ohne Stress anzusiedeln ist (Abbildung 42).

Dies deutet darauf hin, dass es wahrscheinlich eine langsame Entwicklung zuriick zu
ihrem normalen Verhalten gibt, sobald die gestressten Fliegen einen gewissen Zeitraum von
externen Stressfaktoren verschont bleiben; eine solche Erholung kénnte daher eine
langsame Wiederkehr in den urspriinglichen Grundzustand verursachen. Dies deckt sich mit
Aufzeichnungen zu dem Learned Helplessness-Phdnomen bei Mausen und Ratten in der
Shuttlebox oder in deren Schwimmuverhalten. Hier konnte eine Verringerung in der Aktivitat
nur dann nachgewiesen werden, wenn eine Testung der Tiere 48 bis 72 Stunden nach der
Erfahrung des unkontrollierbaren Stresses erfolgte (MaIER S. UND WATKINS L., 2005). Als
Begrindung dieses zeitlichen Verlaufs wird angefiihrt, dass die verringerte Aktivitdt durch
eine motivationale/emotionale Zustandsverdnderung gesteuert wird und dieser
transitorische Wandel im Verhalten der Tiere alleine durch die Stresseinfllisse bedingt ist.
Dies steht im Gegensatz zu einer assoziativen Konditionierung, die durch bestimmte
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Umweltreize ausgelost werden kann, wie beispielsweise die Angstkonditionierung
(GReenwooD B. et al., 2010). Bei einer motivational/emotional von innen heraus bedingten
Verhaltensveranderung ist abzusehen, dass sie sich langsam abbaut, wdhrend eine
Angstkonditionierung Uber einen langen Zeitraum stabil anhalt (MAIER S. UND WATKINS L.,
2005).

4.2.2 Vergleich zwischen dem depressionsartigen Verhalten und dem nach
erlernter Balzkonditionierung erzeugten Frustrationszustand in
Drosophila

Der oben beschriebene Zustand verminderter Aktivitit lasst Ahnlichkeiten zu dem Phinotyp
vermuten, der in der Balzfrustration von Mannchen durch bereits verpaarte Weibchen
ausgelost wird. In der Balzfrustration minimiert das mannliche Tier nach verstarkter
Zurickweisung und stetig erfolgloser Balz sein Balzverhalten weiblichen Tieren gegeniiber
(SIEGEL R. UND HALLJ., 1979). Das Absinken der Balzaktivitat kann sowohl bei spaterem Kontakt
zu weiteren verpaarten als auch zu jungfraulichen Tieren beobachtet werden (KAMYSHEV N. et
al., 1999). Dieses Verhalten ist allerdings eindeutig als assoziativer Lernprozess anzusehen,
da die Mannchen lernen, dass ihr gezeigtes Verhalten keinen Erfolg bringt und sie daraufhin
ihre Bemihungen verringern. Daher ist dieses Verhalten ein oft gebrauchtes Beispiel fir
operante Konditionierung, da die Tiere lernen, ihre eigenen Handlungen an die bestehende
Situation anzupassen (DIsseL S. et al., 2015). Tiere mit Defekten in der cAMP-Lernkaskade
kénnen diese Assoziation zwischen ihrem Balzverhalten und dem Misserfolg nicht bilden und
zeigen trotz Zurilickweisungen ein unverdandertes Balzverhalten (GRIFFITH L. UND EJIMA A.,
2009). Auch wenn anhand dieser Beobachtungen Parallelen zum olfaktorisch erlernten
Verhalten klar hervortreten (PITMAN J. et al. 2009), entsteht in den Tieren zuséatzlich eine
Frustration, bedingt durch ihren andauernden Misserfolg in ihrem Fortpflanzungsverhalten.
Dieser zunehmende Frustrationslevel lasst sich messbar darstellen, wenn den mannlichen
Tieren im Anschluss an ihre missgliickten Balzversuche Alkohol bereitgestellt wird (SHOHAT-
OPHIR G. et al., 2012). Die sexuell frustrierten Mannchen zeigen im Vergleich zu den
Kontrollgruppen eine deutlich messbare Zunahme in ihrem Alkoholkonsum. In Verbindung
gebracht wurde diese Veranderung in der Alkoholpraferenz mit dem Neuropeptid F (NPF).
Sexuell frustrierte Mannchen zeigen in der Histologie einen nachweislich erniedrigten NPF-
Spiegel im Gehirn einhergehend mit erhohter Alkoholpraferenz. Eine kiinstliche Erh6hung
des intrakraniellen NPF-Spiegels lasst den Alkoholkonsum wieder auf den Level der
Kontrollgruppen absinken. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde ein Modell
konzipiert, dass dem NPF/NPFR-System auf neuronaler Ebene die Rolle des
Belohnungssystems zuschreibt (SHOHAT-OPHIR G. et al., 2012). Es ist naheliegend, dass diese
Befunde auch fir den depressionsartigen Zustand interessant sein kénnten, da in beiden
Fallen ein Frustrationszustand in den Tieren bedingt wird. Anhand einer Versuchsreihe
wurde daher Uberpriift, ob es Parallelen zwischen diesen beiden Frustrationszustanden in
Drosophila gibt oder ob sich die Verhaltensphdnotypen klar voneinander abgrenzen lassen.
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Zu diesem Zweck wurden die Hauptmerkmale der Balzfrustration herausgearbeitet und mit
dem Phanotyp der Tiere nach mehrtagiger Stresseinwirkung durch Vibrationen verglichen.
Ein zentrales Merkmal der Balzfrustration ist die Bindung des Verhaltens an das Paradigma,
in dem es erzeugt wurde. Die Verminderung der Aktivitat im Verhalten der mannlichen
Fliegen wird stets nur in Bezug auf ihren Kontakt zu den weiblichen Tieren und innerhalb der
Balzkammern beschrieben (KamysHev N. et al., 1999). Bei einer Uberpriifung der
Ubertragbarkeit der Balzfrustration auf andere Verhaltensbereiche in dieser Arbeit zeigte
sich, dass die Tiere in anderen Paradigmen keinerlei Verminderung in ihrem Verhalten
erkennen lassen. Nach mehrtagiger Frustration durch verpaarte Weibchen im Balzparadigma
zeigten sie weder eine Abnahme in ihrer Kletteraktivitat noch eine Verminderung in ihrer
Laufaktivitdt (Abbildung 43). Dies bestdtigt die Vermutung, dass es sich bei der
konditionierten Balzfrustration um eine orts- und situationsgebundene Verhaltensform
handelt, die sich nicht auf unterschiedliche Lebensbereiche von Drosophila Gibertragt.
Ebenfalls von Bedeutung ist die oben beschriebene Auswirkung des
Frustrationszustands auf den NPF-Spiegel in den Gehirnen der Tiere. Das Ausmal} der
sexuellen Frustration korreliert direkt mit dem NPF-Level im Gehirn von Drosophila, sexuelle
Frustration flhrt zu einem hochst signifikanten Absinken des NPF-Levels im Gehirn der Tiere
(SHOHAT-OPHIR G. et al., 2012). In einer kiirzlich erschienen Studie lieR sich die Verdanderung
des NPF-Spiegels liber einen transkriptionalen Reporter von intrazellularem Calcium genauer
lokalisieren, der NPF-Spiegel verandert sich durch das Auftreten einer Balzfrustration in
einer oberen Schicht des Facherférmigen Korpers (GAao X. et al.,, 2015). Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass sexuelle Frustration Uber langere Zeitrdume bei mannlichen
Fliegen dazu fihrt, dass die Tiere weniger gut Fett einlagern kdnnen, eine verminderte
Stressresistenz zeigen und eine héhere Sterberate aufweisen. Auffallig war hierbei, dass eine
Blockade der synaptischen Transmission der npf-Neurone Uber shi® diese zuvor
beobachteten Effekte aufhob. Nach einer lang anhaltenden Phase der sexuellen Frustration
wurde in den Tieren ein Anstieg an NPF um 30% verzeichnet und bereits eine bloRe
Aktivierung der npf-Neurone verkirzte die Lebensspanne der mannlichen Fliegen stark
(GENDRON C. et al., 2014). Da all diese Ergebnisse darauf schlieRen lassen, dass eine sexuelle
Frustration in direkter Korrelation mit einer Verdanderung des NPF-Levels im Gehirn von
Drosophila steht, wurde Uberprift, ob eine Veranderung der Aktivitat der npf-Neurone auch
eine Auswirkung auf den durch Vibrationen ausgelosten depressionsartigen Zustand
verminderter Aktivitdt zeigt. Sowohl eine Verstirkung der npf-Expression durch eine
Uberexpression mittels einer npf-GAL4- Treiberlinie, als auch eine Reduktion der NPF-
Konzentration durch gezielte Expression eines RNAi-Konstrukts veranderte die Reaktion der
Tiere auf die andauernde Stresseinwirkung nicht (Abbildung 44). Bei einem Einfluss von NPF
auf diesen depressionsartigen Zustand ware einerseits zu erwarten gewesen, dass die Tiere
durch Erhohung des NPF-Spiegels unempfanglich fiir die Stressreize werden und keine
Verhaltensveranderung am Ende der Zeitspanne mit Vibrationsreizen mehr aufzeigen.
Andererseits hatte eine Erniedrigung des NPF-Spiegels eine Verstdarkung der
Aktivitatsminderung auslésen koénnen. Da sich keine Wirkung als Reaktion auf
Veranderungen der NPF-Regulierung zeigte, lasst sich davon ausgehen, dass die hier
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betrachtete Aktivitdtsminderung nicht durch NPF gesteuert wird. Dies bildet einen weiteren
grundlegenden Unterschied zu dem Zustand konditionierter Frustration durch sexuellen
Misserfolg.

Von zentraler Bedeutung in der Balzfrustration ist, dass es sich hierbei um einen assoziativen
Lernprozess handelt. Die mannlichen Fliegen benétigen eine intakte Funktion der cAMP-
Lernkaskade, um eine Verbindung zwischen der Zuriickweisung des Weibchens und dem
eigenen Balzverhalten herstellen zu kénnen (DisseL S. et al., 2015). Bei den bekannten
Lernmutanten in Drosophila, wie beispielsweise Mannchen der Stamme rut’ und dnc’ kann
diese Assoziation nicht gebildet werden und die Tiere verandern ihr Verhalten auch nach
andauerndem Misserfolg in der Balz nicht. Eine Uberpriifung unterschiedlicher
Trainingsprotokolle zeigt, dass diese Tiere weder ein Kurzzeit- noch ein Langzeitgedachtnis
ausbilden kénnen und gleichbleibend stark die Weibchen bebalzen (GRIFFITH L. UND EJIMA A.,
2009). Dies wirft die Frage auf, ob der Zustand verminderter Aktivitdt nach den mehrtagigen
Vibrationseinfliissen ebenfalls einer assoziativen Gedachtnisleistung bedarf. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die Tiere eine Form der Assoziation bilden kdnnen, ist relativ
gering, da sie nach den andauernden Stressreizen in eine vollkommen neue Umgebung
eingebracht werden, in der es keine Verknipfungspunkte zu ihrer bisherigen Stresssituation
gibt. Um diese Vermutung zu untermauern, wurden rut’- ebenso wie dnc’-mutante Staimme
auf ihr Verhalten nach mehrtagiger Stresseinwirkung Uberpriift. Es lasst sich eindeutig
nachweisen, dass sich bei den Lernmutanten kein weniger reduziertes Verhalten als in
wildtypischen Tieren manifestiert (Abbildung 45). Beide Linien zeigen im Kletterverhalten
einen hochst signifikanten Riickgang ihrer Aktivitat, genau wie die dnc’ mutanten Tiere in der
Laufaktivitit. Die rut’ mutanten Tiere konnten nicht auf ihre Laufaktivitit Uberprift werden,
da sie sich im Buridan's Paradigma nicht auf die Landmarken orientieren. Diese Ergebnisse
belegen eindeutig, dass das depressionsartige Verhalten von Drosophila nicht mit cAMP-
abhangigen  assoziativen  Lernprozessen einhergeht, sondern als emotional/
motivationsbedingte Verhaltensanderung anzusehen ist.

Anhand von Ergebnissen, die im Rahmen einer weiteren Versuchsreihe spater
diskutiert werden, war zu sehen, dass Saccharose-Aufnahme sich positiv auf den
Depressionsphanotyp in Drosophila auswirkt. Die Verfltterung einer 5%igen Saccharose-
Loésung bewirkte, dass sich in den Fliegen die Kletteraktivitdt ihres Ausgangszustands vor
dem andauernden Stress wieder einstellte (Abbildung 49). Da diese Versuche belegen, dass
Zuckeraufnahme demnach eine Aufhebung der Aktivitatsminderung bewirkt, soll die
Wirkung von Saccharose auch auf die konditionierte Balzfrustration tberprift werden. Beide
Testgruppen wurden zeitlich parallel iber mehrere Tage der jeweiligen Stresssituation
unterworfen; die einen Tiere bekamen {iber drei Tage Vibrationsreize, die anderen
erduldeten ebenfalls an drei Tagen zweimal taglich die Balzfrustration. Bei allen Tieren
wurde anschliefend zum gleichen Zeitpunkt im Test die Latenzzeit zur ersten Balzaktivitat in
der Balzkammer abgefragt. Bei beiden Gruppen trat unabhdngig von der Art der
Stressvorbehandlung eine vergleichbar hoch bzw. hochst signifikante Verzégerung in der
Latenzzeit bis zum Balzbeginn auf. Allerdings flihrte die anschlieBende Verfiitterung einer
Saccharose-Losung Uber 16 Stunden mit erneuter Stressbehandlung zu einer Divergenz in
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den Verhaltensphanotypen der beiden betrachteten Gruppen (Abbildung 46). Bei Tieren, die
eine mehrmalige sexuelle Frustration erfahren hatten, blieb die Latenzzeit bis zum Auftreten
des Balzverhaltens weiterhin trotz Zuckeraufnahme in fast unveranderter Form verzogert.
Dagegen war diese Verzogerung in der Testgruppe, die unkontrollierbare Vibrationsreize
erhalten hatte, wieder aufgehoben und ihre Latenzzeit entsprach den Werten der Tiere, die
keine Stressreizung erfahren hatten.

Es zeigt sich, dass die Zuckeraufnahme die beiden unterschiedlich erzeugten
Balzverzégerungen verschiedenartig beeinflusst, daher lasst sich die Wirkung von Zucker als
weiterer Unterschied zwischen konditionierter Frustration und Depressionsphanotyp
festhalten. Auf die Wirkung von Saccharose im Depressionsverhalten wird spater noch
genauer eingegangen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Frustration, die im Zuge der
konditionierten Balzunterdriickung entsteht, in keinem der untersuchten Aspekte mit dem
Depressionsverhalten nach mehrtagigen Stressreizen durch Vibrationen (ibereinstimmt.
Daher ist davon auszugehen, dass es sich um zwei verschiedene Verhaltensmechanismen
handelt, die nicht miteinander verwechselt werden dirfen.

4.2.3 Auswirkung von Serotonin auf den depressionsartigen
Verhaltensphanotyp

Serotonin ist einer der Schliissel-Neurotransmitter in der Erforschung von Depression und
Angstverhalten (CANLI T. UND LEscH K., 2007). Im Menschen ist bekannt, dass Serotonin bei
Depression, Manie und bipolaren Stérungen modulierend wirkt und diese zumindest
teilweise durch eine verminderte Verfligbarkeit von Serotonin im ZNS bedingt werden.
Daher basieren viele handelsiibliche Antidepressiva auf einer Erhéhungen des Serotonin-
Spiegels an zerebralen Synapsen (MOHAMMED-ZADEH L. et al., 2008). Besonders interessant
wird Serotonin dadurch, dass es omniprasent im Tierreich ist. Es tritt sowohl in Vertebraten
als auch Invertebraten auf und moduliert zentrale Aspekte des Verhaltens (HaINER C. et al.,
2015). So ist aus der Forschung an Tiermodellen zu dem Learned Helplessness-Verhalten in
etlichen Studien ein Einfluss von Serotonin auf das depressionsartige Verhalten berichtet
worden. In Tieren lieR sich nach Stresseinfluss eine Absenkung des Serotoninlevels in
wichtigen kortikalen Arealen verzeichnen und sie sprechen gut auf humane Antidepressiva
an (Petty F. et al., 1992). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen dem depressionsartigen Verhalten in Drosophila und dem
Neurotransmitter Serotonin besteht. Eine Serotonin-Vorstufe wurde den Fliegen hierbei oral
verabreicht, denn es muss beachtet werden, dass Serotoninmolekiile die Blut-Hirn-Schranke
in Organismen nicht passieren konnen (LIMMER S. et al., 2014). Auch in Drosophila existiert
eine Blut-Hirn-Schranke, sie separiert das Nervensystem von der Hamolymphe, isoliert es so
von potenziell schadlichen Komponenten, die in der Himolymphe transportiert werden und
erhdlt so die sensible Homoéostase im Gehirn aufrecht. Die Blut-Hirn-Schranke wird in
Drosophila von Gliazellen in zwei Schichten gebildet, den perineuralen und den
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subperineuralen Gliazellen. Anhand von evolutiondren Grundlagen wird vermutet, dass viele
der wichtigen Transport- und Bezugssysteme der Blut-Hirn-Schranke in Sdugern auch bei
Invertebraten vorkommen (ScHIRMEIER S. UND KLAMBT C., 2015). Daher musste in allen
Experimenten, in denen eine Serotonin-Aufnahme der Fliegen betrachtet wurde, eine
Synthesevorstufe des Serotonins, das L-5-Hydroxytryptophan (5-HTP), zugefiihrt werden.
Von dem Molekiil ist bekannt, dass es die Blut-Hirn-Schranke leicht passieren kann und im
zentralen Nervensystem messbar die Synthese von Serotonin erhéht (TURNER E. et al., 2006).
In Drosophila konnte eine messbare Veranderung der Serotoninkonzentration in den Képfen
der Tiere nach einer 24-stlindigen Verfltterung von in Wasser mit Saccharose geléstem 5-
HTP mittels ELISA belegt werden, die Konzentration steigt um das 4-fache (RiTze Y., 2007).
Zudem beschreiben weitere Studien Verhaltensveranderungen bei Drosophila, wenn den
Tieren Gber 24 Stunden 5-HTP verabreicht worden war (YUAN Q. et al., 2005). Daher ist davon
auszugehen, dass sich eine Verfitterung (ber 16 Stunden erhdohend auf den
Serotoninspiegel in den Gehirnen der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere
auswirkt.

Tatsachlich zeigen die Daten der Verfiitterung lber Nacht, dass die Serotonin- und
Zuckergabe sich in ihrer Wirkung nicht voneinander trennen lassen. Sowohl 5-HTP plus
Saccharose in Wasser gelost, sowie Saccharose alleine als Kontrolle lbten eine positive
Wirkung auf die Aktivitat der Fliegen trotz vorheriger Stresseinwirkung aus. |hre Aktivitat
erhohte sich signifikant im Vergleich zu ihrem Depressions-Verhalten vor der Futterzugabe
(Abbildung 47). Der Stoff 5-HTP wurde den Tieren mit Saccharose in Wasser geldst
angeboten, da davon ausgegangen wird, dass sich durch diesen schmackhaften Zusatz die
Aufnahmerate erhoht. Dies erfolgte angelehnt an die Daten von RiTze Y. (2007), die das 5-
HTP ebenfalls im Rahmen ihrer Konzentrationsmessungen zusammen mit Saccharose
verfltterte. Die Kontrollgruppe erhielt daher eine reine 5%ige Saccharose-Losung, um die
Futterbedingungen zu berlcksichtigen. Da diese Gruppe ebenfalls trotz Stress eine Zunahme
ihrer Aktivitat nach der Zuckeraufnahme zeigte, kann anhand dieses ersten Experiments
(Abbildung 48) keine Aussage zur Wirkung von Serotonin auf den depressionsartigen
Zustand der Fliegen getroffen werden. Es besteht die Mdglichkeit, dass die beigemischte
Saccharose die beschriebene Wirkung tber einen unbekannten Signalweg auslost und somit
die Wirkung des Serotonins lberlagert. Um zu klaren, ob tatsachlich Serotonin der Ausldser
fir die wiedergewonnene Aktivitat ist, wurde daher die Wirkung eines Inhibitors der
Serotoninsynthese auf die Aktivitat der Tiere analysiert. In diesem Experiment bestatigte
sich, dass Saccharose trotz Stresseinfluss positiv auf die Aktivitat einwirkt und sie stark
anhebt. Bei einer Zugabe des Serotoninsynthese-Inhibitors a-Methyltryptophan (aMTP) in
die Saccharose-Losung, blieb die Aktivitat hingegen auf dem gleichen Niveau wie am Vortag
der Verfitterung (Abbildung 49).

oaMTP ist ein Inhibitor der Tryptophan Hydroxylase, das "Schllisselprotein" der
Serotoninsynthese, da es sehr spezifisch fiur Tryptophan und somit ratenlimitierend fir
Serotonins ist (MOHAMMAD-ZADEH L. et al.,, 2008). Es ist bekannt, dass die Tryptophan
Hydroxylase durch verschieden Faktoren inhibiert wird, zu denen auch Stress gehort (TURNER
E. et al., 2006). Seine Wirkung in Invertebraten ist belegt, da Untersuchungen an Drosophila
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zeigen, dass aMTP zu einem Abfall der Serotoninkonzentration in den Fliegen fihrt (DIErICK
H. UND GREENSPAN R., 2007).

Die Ergebnisse der hier aufgefiihrten Versuchsreihe zeigen, dass aMTP einen inhibierenden
Einfluss auf den Anstieg der Aktivitat nach Saccharose-Aufnahme der Tiere nimmt. Dies lasst
den direkten Rickschluss zu, dass die aktivitatsfordernde Wirkung von Saccharose (iber
Serotonin vermittelt wird. Somit findet sich in diesem Experiment die entscheidende
Bestadtigung, dass Serotonin einen maBgeblichen Einfluss auf den Depressionszustand von
Drosophila hat.

Eine Uberpriifung der Wirkung des Inhibitors auf die Aktivitit der Tiere bereits ohne
Stresseinfluss und bei einer einmaligen Verfltterung zeigt hingegen keine
Verhaltensveranderung (Abbildung 80). In einem weiteren Ansatz wurde deshalb aMTP
haufiger verfiittert; statt nur eine Nacht erhalten die Tiere die Losungen Uber vier Nachte, da
in der Studie von DIERICK H. eine lineare Abnahme der Serotoninkonzentration in den Képfen
der Tiere gemessen wurde und nach vier Tagen eine hochst signifikante Abnahme gefunden
worden war. Bei dieser haufigeren Verfiitterung liel sich eine hochst signifikante Abnahme
der Aktivitat der Tiere bei einer Verabreichung von aMTP in Kombination mit Saccharose
dokumentieren (Abbildung 50). Dies liefert einen Hinweis darauf, dass ein Serotoninmangel
auch ohne Stress zu depressionsartigem, vermindertem Verhalten fiihrt.

Eine Verfltterung des Inhibitors aMTP alleine in Wasser gel6st, zeigte allerdings nur
eine tendenzielle Aktivitatsabnahme, die Daten liegen intermediar zwischen der
Kletteraktivitat der aMTP/Saccharose-Mischung und der Saccharose alleine. Dies konnte mit
der Menge an aufgenommener Substanz zusammenhadngen. Die Vermischung mit
Saccharose dirfte dazu fiihren, dass die Losung fiir die Tiere schmackhafter wird und sie
daher groflere Mengen davon aufnehmen, wahrend sie von dem puren Losungsgemisch nur
verhdltnismaRig wenig aufnehmen. Es wadre wiinschenswert, diese Hypothese
mengenanalytisch zu Gberprifen, allerdings war dies im Rahmen dieser Untersuchungen
nicht moglich. Hier bieten sich Moglichkeiten der Analyse in spateren Arbeiten.

Der Serotoninspiegel in den Koépfen der Tiere lie sich allerdings anhand der
Quantifizierung von Antikorperfarbungen mittels konfokaler Mikroskopie gut darstellen. Eine
Antikorperfarbung gegen Serotonin macht anschaulich, dass durch die Verfiitterung von
Saccharose der Serotoninspiegel im gesamten Gehirn von Drosophila stark ansteigt
(Abbildung 51). Es liel8 sich quantitativ eine signifikante Erhéhung des Serotoninlevels in den
Gehirnen der Tiere nachweisen, die Saccharose zu sich nehmen durften (Abbildung 52). Dies
war bei den Tieren, die entweder nur Wasser bekamen oder bei denen die Saccharose mit
aMTP vermengt war, nicht feststellbar. Daher bietet diese Darstellung einen anschaulichen
Nachweis, dass Saccharose-Zufuhr zu einer Erhéhung des Serotonins im gesamten Gehirn
fuhrt. Andererseits wird ebenfalls deutlich, dass aMTP ein wirksamer Inhibitor ist, der die
Wirkung der Saccharose zu einem Anstieg des Serotoninspiegels vollstandig unterbindet,
wodurch seine pharmakologische Wirkung unterstrichen wird. Eine dhnliche Beobachtung
wurde 2011 von LEe P. et al. veroffentlicht; auch er konnte mittels konfokaler Mikroskopie
dokumentieren, dass die Verfiitterung einer 5%igen Saccharose-Losung tGber Nacht zu einem
Anstieg der Serotoninkonzentration im Gehirn von Drosophila fihrt. Er verwendete jedoch
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einen anderen Inhibitor (DL-p-Chlorophenyl-Alanin (pCPA)), um diesen durch die Saccharose
hervorgerufenen Effekt zu unterbinden.
Um die Einwirkung des Serotonins auf die Verhaltensanalysen endgiiltig zu belegen, wurde
die synaptische Transmission der Mehrzahl der serotonergen Neurone im Gehirn von
Drosophila durch TNT inhibiert. Die serotonergen Neurone lassen sich hierbei durch die
Treiberlinie Trh-GAL4 adressieren (BIRMAN S., 2012), wobei ihr Expressionsmuster 73% + 6%
der serotonergen Neurone in den Gehirnhemisphdren der Fliegen umfasst (PecH U. et al.,
2013). Es lasst sich erkennen, dass diese Inhibition der serotonergen Neurone, den durch die
Saccharose hervorgerufenen Aktivitatsanstieg verhindert. Die Tiere verbleiben trotz Zucker-
Aufnahme in dem Zustand des depressionsartigen Verhaltens, da die Saccharose im Gehirn
der Tiere keine verstarkte Ausschiittung von Serotonin auslésen kann (Abbildung 53).

Diese Ergebnisse belegen, dass der Serotoninspiegel im Phanotyp des
Depressionsverhaltens in Drosophila melanogaster eine mafgebliche Rolle spielt und die
Modulation der Verhaltensaktivitat steuert.

4.2.4 Rolle der serotonergen Neurone der Pilzkérper im depressionsartigen
Verhalten von Drosophila melanogaster

Eine Rolle der Pilzkdrper bei Steuerung der lokomotorischen Aktivitat ist schon mehrmals
beobachtet und beschrieben worden (MARTIN J. et al., 1998; HELFRICH-FORSTER C. et al., 2002;
SERWAY C. et al., 2009). Auch bei der Betrachtung der Kletteraktivitdit im Rahmen dieser
Arbeit zeigt sich, dass die Tiere bei einer Blockade der a-/B- und y-Loben (w*;UAS-
TNT/I;mb247-GAL4/11l) eine Erh6hung ihrer Kletteraktivitat aufweisen (Abbildung 31). Daher
ist von groBem Interesse, ob die Pilzkdrper auch einen Einfluss auf die Verminderung der
Kletteraktivitat im Depressionsphanotyp haben und inwiefern sich Serotonin (5HT) in dieses
Bild einpasst.

Um der Hypothese nachzugehen, dass die Pilzkérper eine maligebliche Rolle in
diesem Depressionsverhalten spielen kénnten, wurde — dhnlich wie zur Uberpriifung der
Wirkung des Serotoninsynthese-Inhibitors — der 5HT-Level in Tieren nach mehrtagiger
Stressein-wirkung mit Hilfe einer 5-HT-Antikoérperfarbung quantifiziert (Abbildung 51). In
einer ersten Berechnung zeigt sich bei einem Vergleich mit Képfen von Fliegen ohne Stress,
dass der Stressfaktor Vibration den 5HT-Spiegel in den Loben des Pilzkdrpers stark
erniedrigt. Hierbei hat der Stress allerdings nicht automatisch eine Auswirkung auf den
generellen 5HT-Spiegel im Gehirn der Tiere, denn bei einer Messung im Ellipsoidkorper liel
sich keine signifikante Veranderung quantifizieren (Abbildung 57). Dies ldsst darauf
schlieen, dass eine selektive Absenkung des Serotoninspiegels in den Pilzkdérpern
stattfindet. Eine anschlieRende Verfeinerung der histologischen Quantifizierung durch eine
interne Verrechnung der 5HT-Intensitdt des Ellipsoidkorpers mit den 5HT-Intensitdaten der
einzelnen Lobensysteme der Pilzkérper in jeder einzelnen Fliege macht deutlich, dass es in
den Fliegen nach Stresseinwirkung zu einem signifikanten Abfall der 5HT-Konzentration in
den a-Loben der Pilzkérper kommt. In den B- und y-Loben der Fliegen lasst sich nach
Stresseinwirkung dagegen keine Absenkung des 5HT-Spiegels quantifizieren (Abbildung 58).
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Der Stress senkt den 5HT-Spiegel demnach spezifisch nur in dem Bereich der a-Loben der
Pilzkorper und hat nicht automatisch eine Auswirkung auf den generellen 5HT-Spiegel in den
Pilzkorpern der Tiere. Somit lasst sich schlussfolgern, dass anhand des 5HT-Levels eine
Ubermittlung des Stresszustands der Tiere an die Pilzkérper — insbesondere im Bereich der
a-Loben — stattfindet und diese Information von den Pilzkdrpern verarbeitet wird. Eben
diese Verarbeitung hat eine konkrete Verhaltensveranderung hin zu einem passiveren
Verhalten zur Folge.

Diese besondere Bedeutung der Pilzkorper lieR sich durch ein Verhaltensexperiment

darstellen, denn eine synaptische Blockade der a-/B- und y-Loben — mittels Tieren des
Genotyps w*;UAS-TNT/Il;mb247-GAL4/ll — verhinderte eine Verminderung ihrer
Kletteraktivitdat als Reaktion auf den Stresseinfluss (Abbildung 59). Die Tiere kdnnen
demnach die Giber Serotonin vermittelten, einkommenden Stressinformationen nicht mehr
verarbeiten und reagieren daher nicht mit einer Verhaltensanderung.
Die bedeutende Rolle der Pilzkoérper in der Auswertung und Verarbeitung von duReren
Stresszustanden lasst sich demnach histologisch und verhaltensphysiologisch nachweisen
und weist den Pilzkérpern eine Schlisselfunktion in dem depressionsartigen Verhalten der
Fliegen zu.

Da Serotonin ein entscheidender Neurotransmitter in der Vermittlung
depressionsartiger Zustande ist und die Pilzkorper als Gehirnstruktur einen grofRen Einfluss
auf dieses Verhalten haben, kann ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Faktoren
angenommen werden. Entscheidend fiir diese Untersuchung ist, dass die serotonergen
Neurone in den Pilzkorpern spezifischer angesprochen werden kénnen, ohne dabei den
Groliteil aller serotonerger Neurone im Gehirn gleichzeitig zu aktivieren. Tatsachlich ist es
moglich, spezifische Teilgruppen serotonerger Neurone im Gehirn von Drosophila mittels
verschiedener GAL4-Linien anzusprechen, denn das Expressionsmuster der Trh-GAL4-
Treiberlinie wurde in mehrere Teilmuster aufgegliedert (LI H. et al., 2000). Eine dieser
spezifischen Linien zeigt ein distinktes SHT-immunoreaktives Expressionsmuster in den
Pilzkérperneuronen (LEe P. et al., 2011). Antikorperfarbungen, bei denen gleichzeitig jeweils
eine Gegenfarbung mit Fasciclin (Fasll) und Trio durchgefiihrt wurde — da diese aufgrund
ihrer bekannten Proteinexpressionsmuster eine Orientierungshilfe in den Pilzkdrpern sind
(XuS. et al., 2014) — belegen diese Angaben. Die Farbungen dokumentieren, dass die Trh493-
GAL4 Neurone ein distinktes Expressionsmuster in den a- und y-Loben der Pilzkérper
aufweisen (Abbildung 60). In den B-Loben fillt die Farbung der Trh493-GAL4-Linie nach den
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Antikorperfarbungen dagegen nur schwach aus
(Abbildung 82). Durch ihr insgesamt aber sehr ausgepragtes, distinktes Expressionsmuster in
den Pilzkérpern konnte diese GAL4-Linie genutzt werden, um die Rolle der serotonergen
Neurone im Pilzkérper genauer zu analysieren.

Eine Inaktivierung der chemischen Synapsen dieser speziellen serotonergen Neurone
anderte nichts an dem depressionsartigen Zustand, in dem sich die Tiere nach mehrtagigem
Stresseinfluss befanden. Allerdings war eine maRgebliche Wirkung auf den von Zucker
hervorgerufenen  Aktivitatsaufschwung  abzulesen. Die  Tiere zeigten  keine
Verhaltensverbesserung mehr, die eine Wirkung des Zuckers erkennen liel}, sondern sie
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verharrten in dem Depressionsverhalten (Abbildung 61). Im Gegensatz dazu bewirkte eine
Erhohung der Aktivitat derselben Neurone mittels Expression von NaChBac eine
Verhinderung der Entstehung des depressionsartigen Verhaltens. Der mehrtagige Stress
schien keinen Einfluss mehr auf die Aktivitdt der Fliegen zu haben (Abbildung 62). Eine
Kontrolle mithilfe einer Inhibition der 5HT-Synthese Giber aMTP bestatigte, dass dieser Effekt
ausschlieBlich durch die 5HT-Ausschittung dieser Neurone bedingt wird, da eine
Verfitterung von aMTP und die dadurch bedingte Unterbindung des 5HT-Nachschubs
wieder ein Depressionsverhalten ausldste.

Da mithilfe einer gezielten Manipulation dieser serotonergen Neurone in den
Pilzkorpern die Auspragung des Depressionsverhaltens der Tiere mit beiderlei Vorzeichen
manipuliert werden kann, lasst sich folgern, dass diese Neurone fiir den relevanten
serotonergen Input in die Pilzkérper verantwortlich sind. Somit bindelt sich in ihnen die
Information Uber den jeweiligen Stresszustand des Tieres und sie leiten diese Informationen
weiter, indem ihre 5HT-Ausschittung den 5HT-Spiegel in den Loben der Pilzkdrper anhebt
oder senkt.

Dieser Schritt der Ausschiittung von Serotonin der Trh493-Neurone in die Pilzkérper
lasst sich daher als ein ausschlaggebender Faktor fiir die Verarbeitung der Stresseinflisse in
den Tieren identifizieren.

4.2.5 Rolle der Serotoninrezeptoren 5HT-1A  und 5HT-1B im
depressionsartigen Verhalten von Drosophila melanogaster

Mithilfe der bisherigen experimentellen Ergebnisse lassen sich einige Einblicke in das
Depressionsverhalten von Drosophila gewinnen:

e Die a-/B- und y-Neurone der Pilzkérper vermitteln das depressionsartige Verhalten,
da ihr Output nétig ist, um einen Aktivitatsabfall auszulosen.

e Die Linderung des Depressionszustands wird von Serotonin verursacht, denn
Saccharose induziert eine Ausschittung von Serotonin im Gehirn der Fliegen.
Entscheidend ist hierbei die Transmitterfreisetzung der Neurone im Trh493-GAL4-
Expressionsmuster im Bereich der Pilzkorper.

Auf welche Art und Weise die Stressinformation als Signal zu den Kenyonzellen gelangt, ist
damit noch nicht geklart, es lasst sich aufgrund der anatomischen Praparate vermuten, dass
ein Mangel an 5HT im Bereich der Pilzkérper ausschlaggebend ist. Da allerdings allein die
TNT-vermittelte Blockade der synaptischen Transmission in den Trh493-GAL4 Neuronen die
Aktivitat der Fliegen nicht senken konnte, wurden die 5HT-Rezeptoren in den Fokus
genommen um diesen scheinbaren Widerspruch zu klaren.

Aus der Literatur ist ersichtlich, dass sowohl der Rezeptortyp 5HT-1A als auch 5HT-1B im
Pilzkorper exprimiert werden (Yuan Q. et al., 2006; YuaN Q. et al., 2005), daher werden diese
beiden Rezeptortypen genauer analysiert. Zu beachten ist hierbei allerdings, dass die
Bezeichnung der 5HT-Rezeptoren in Drosophila nicht mit der Annotation der humanen
Ubereinstimmt. Aufgrund von Sequenzhomologien werden sowohl die 5HT-1A- als auch die

158




4., Diskussion

5HT-1B-Rezeptoren von Drosophila dem menschlichen 5HT-1A-Rezeptor zugeordnet (SAubou
F.etal., 1992).

Besonders fallt ins Auge, dass ein Knockdown jeweils einer der beiden Rezeptortypen
im Pilzkorper mittels RNAi gegensatzliche Verhaltensweisen bei Stresseinwirkung ausloste
(Abbildung 63 und Abbildung 64). Ein Knockdown von 5HT-1A in den Pilzkérpern iber RNAI
(mittels der Treiberlinie mb247-GAL4) bedingte keine Veranderung im depressionsartigen
Verhalten als Antwort auf den Stress an sich. Jedoch wurden die liber Saccharose vermittelte
Linderung des Zustands und der damit verbundene Wiederanstieg der Aktivitat der Tiere
verhindert. Die Tiere verblieben somit trotz Verflitterung von Saccharose unverdndert in
ihrem depressionsartigen Zustand der verminderten Aktivitat. Dementgegen war als Folge
eines Knockdowns von 5HT-1B im Pilzkérper mit derselben Treiberlinie (mb247-GAL4) zu
beobachten, dass der unkontrollierbare Stress keinen Effekt mehr auf die Aktivitat der Tiere
ausiben konnte. Sie blieben trotz mehrtagigem Stresseinfluss auf demselben Niveau ihrer
Kletteraktivitat und lieBen keinerlei Beeinflussung durch das Stresssignal erkennen.

Dieser scheinbare Widerspruch im Verhalten lasst darauf schliefen, dass eine
Aktivierung der beiden Rezeptortypen jeweils eine unterschiedliche Verhaltensmodulation in
den Tieren auslost. Eine Aktivierung des 5HT-1B-Rezeptors vermittelt vordergriindig eine
Aktivitdatsverminderung, wahrend die Aktivierung des 5HT-1A-Rezeptors eine
Aktivitatszunahme bedingt.

Um dieser Annahme genauer auf den Grund zu gehen, wurde die Lokalisation der
beiden Rezeptortypen in den Pilzkdrpern betrachtet. Hierbei lag das Interesse bei der Frage,
ob die beiden Rezeptortypen gleichmaRig in den Pilzkérpern verteilt sind oder ob sich eine
gewisse Kompartimentierung erkennen lieRe. In einer Studie von GNERER J. et al. (2015) sind
die Expressionsmuster dieser beiden Rezeptortypen einander gegeniibergestellt worden;
eine deutliche Auftrennung der unterschiedlichen Expressionsmuster fallt ins Auge. Die
Farbung der 5HT-1A-GAL4-Linie ist markant in den a-/B-Loben zu erkennen und beschrankt
sich dartiber hinaus auf diese beiden Loben. Dem gegenliber ist eine starke Expression der
5HT-1B-GAL4-Linie in den y-Loben, sowie eine leichte Farbung in den a'-/B'-Loben zu
lokalisieren. In den a-/B-Loben wird den abgebildeten Farbungen zufolge dieser Rezeptortyp
allerdings nicht exprimiert.

Nach Betrachtung der anatomischen Analysen von GNERER J. et al. wurde mit den im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten GAL-Treiberlinien ebenfalls eine Antikérperfarbung
durchgefiihrt. Zur Lokalisation der Expressionsmuster wurden dabei wiederum
Gegenfarbungen mit Fasciclin, Trio (XU S. et al., 2014) und 5HT durchgefihrt. Es lasst sich in
den histologischen Praparaten der Linie w*;;UAS-mCD8::GFP/5HT1B-GAL4 deutlich
erkennen, dass sich — den Ergebnissen von GNERER J. et al entsprechend — der 5HT-1B
Rezeptortyp fast ausschlieBlich in den y-Loben der Pilzkdrper lokalisieren lasst. Zudem ist
eine schwache Farbung in den a'-/B'-Loben auszumachen. Die Gegenfarbung mit 5HT stellt
zudem heraus, dass in den y-Loben eine starke Co-Lokalisation mit Serotonin zu finden ist
(Abbildung 65). Dies versichert, dass eine direkte Einwirkung des Neurotransmitters auf
diesen Rezeptor erfolgt.
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Bei der Betrachtung der Lokalisation der 5HT-1A-Rezeptoren wird sich aufgrund von
Schwierigkeiten bei der Antikérperfarbung auf die Darstellung der Farbung in der Literatur
berufen, hier ist eine Lokalisation der S5HT-1A-Rezeptoren in den a-/B-Loben deutlich zu
erkennen (GNERERJ. ET AL., 2015).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expression der beiden Rezeptortypen in
unterschiedlichen Kompartimenten der Pilzkorper lokalisiert ist und es keine Bereiche mit
Uberlappungen gibt.

Eine Unterbrechung der synaptischen Transmission in unterschiedlichen Loben der
Pilzkdrper mittels TNT spiegelt diese histologischen Beobachtungen anschaulich wider, denn
diese Experimente reproduzierten die Ergebnisse der RNAi-Knockdowns der beiden 5HT-
Rezeptoren (Abbildung 66). Eine Inhibition der y-Loben (H24-GAL4) fihrte zu einer
gleichbleibenden Kletteraktivitat trotz Stress, wie es auch ein Knockdown des 5HT-1B-
Rezeptors hervorrief. Dagegen war bei einer Inhibition der a-/B-Loben (c739-GAL4) ein
normales Depressionsverhalten als Reaktion auf Stress zu beobachten, die Verfiitterung von
Zucker zeigte allerdings keine Wirkung; dies ist der gleiche Effekt wie bei einem Knockdown
des 5HT-1A-Rezeptors. Diese Beobachtungen verbinden die Ergebnisse der RNAi-
Experimente mit den histologischen Auswertungen und bestdtigen eine Bedeutung der klar
differenzierten Aufteilung der verschiedenen 5HT-Rezeptoren in den Pilzkorpern.

Die unterschiedlichen Wirkungsweisen der beiden Rezeptortypen wurden durch eine
weitere Methode analysiert, indem die Membranerregbarkeit in den Neuronen des
Expressionsmusters der jeweiligen Rezeptoren erhoht wurde (Abbildung 67 und Abbildung
68). Der artifizielle Einbau von NaChBac-Kanadlen je nach 5HT-Rezeptor-Treiberlinie rief
wiederum unterschiedliche Verhaltensverdanderungen im Depressionsverhalten der Tiere
hervor. Wahrend die Verminderung des Membranpotentials in den Neuronen der UAS-5HT-
1A-Linie die Reaktion der Fliegen gegeniber Stress ausloschte, rief eine verstarkte
Membranerregbarkeit in den Neuronen der UAS-5HT-1B-Linie eine beschleunigte
Depressionsreaktion der Tiere auf Stress hervor. Eine kinstliche Aktivierung der 5HT-1A-
Neurone fiihrt demnach dazu, dass Stress keine Auswirkung mehr auf die Tiere ausiben
kann, wahrend eine Aktivierung der 5HT-1B-Neurone eine Sensibilisierung gegenliber dem
Stressreiz hervorruft.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Aussage, dass die jeweiligen Rezeptortypen eine
unterschiedliche Wirkung auf das Depressionsverhalten in Drosophila melanogaster haben.
Wadhrend der 5HT-1B-Rezeptor die Information (iber empfangenen Stress weiterleitet und
dabei die Passivitat im depressionsartigen Verhalten vermittelt, scheint der 5HT-1A-Rezeptor
in einem antagonistischen System zu wirken und kénnte dadurch die Reaktion der Tiere bei
schwachen oder kirzeren Stresseinfliissen — wie nach einem Tag Stress in Abbildung 37 —im
Gleichgewicht zu halten. Eine unterschiedliche, wenn auch nicht antagonistische Wirkung
dieser beiden Rezeptortypen in Drosophila wurde schon von YanGg Q. et al. (2005)
beschrieben. Sie beobachteten, dass die Wirkung von Serotonin auf die circadiane Rhythmik
nur durch den 5HT-1B-Rezeptor moduliert wird, wahrend der 5HT-1A-Rezeptor sich auf die
Schlafregulation auswirkt. Da keiner der beiden Rezeptortypen einen Einfluss auf das
Verhalten hat, das durch den wiederum anderen Rezeptortyp moduliert wird, stellten sie die
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Hypothese auf, dass unterschiedliche von 5HT beeinflusste Verhalten in Drosophila von 5HT-
1A- und 5HT-1B-Rezeptoren in getrennten Gehirnregionen bearbeitet werden (YUAN Q. et al.,
2006).

Zudem war fir die Untersuchungen der Rollen der beiden Rezeptortypen die direkte
Beeinflussung der 5HT-Rezeptoren sehr interessant, um die Erkenntnisse aus den
genetischen Manipulationen mit pharmakologischen Daten untermauern zu kénnen. Daher
wurden Rezeptor-Agonisten verfiittert, die die unterschiedlichen Subtypen der 5HT-
Rezeptoren ansprechen und eine Aktivierung bewirken sollen. In der Literatur lassen sich zu
humanen Wirkstoffen viele Angaben finden, da Agonisten der Serotonin-Rezeptoren sowohl
zur Bekampfung von Migrane, als auch in der neurogastroenterologischen Forschung (5HT-
1B-Agonisten), sowie bei Angststorungen (5HT-1A-Agonisten) eingesetzt werden (TEPPERS. et
al., 2002; TeBBE J. UND ARNOLD R., 2004; CELADA P. et al., 2013).

Basierend auf Studien an Vertebraten wurden Rezeptor-Agonisten ausgewahlt,
einerseits die 5HT-1A-Agonisten Tandospiron und 8-Hydroxy-2-(di-n-Propylamino)Tetralin
(8-OH-DPAT), andererseits der 5HT-1B-Agonist Naratriptan (SHIMIzu S. uND OHNO Y., 2013;
LAMBERT G., 2005). Auffallig ist, dass sowohl 8-OH-DPAT als auch Naratriptan in Drosophila
die gleiche Wirkung auf das Verhalten der Fliegen zeigten (Abbildung 69 und Abbildung 70),
einzig Tandospiron schien sich in der verwendeten Konzentration nicht auf die Tiere
auszuwirken. Eine Verfitterung von Naratriptan/8-OH-DPAT fiihrte zu einem starken Abfall
der Kletteraktivitat in der Kontrollgruppe ohne Stressreizung, wahrend das Verhalten der
Tiere mit Vibrationsstress unbeeinflusst blieb. Diese Wirkung auf Stress-unbelastete Fliegen
lieR sich bestatigen, dadurch dass einer Gruppe von Fliegen {iber 16 Stunden jeweils eine der
beiden Substanzen erneut verfiuttert wurde; diese Tiere zeigten ebenfalls eine
Aktivitaitsabnahme. Die Aktivitdt von wildtypischen Fliegen im Klettern wurde folgerichtig
einzig infolge der Losungsaufnahme und ohne Stress signifikant (8-OH-DPAT) bis hdchst
signifikant (Naratriptan) verringert. Dies lasst schlieBen, dass in Drosophila — in Gegensatz zu
den Erkenntnissen aus Vertebraten — beide Agonisten an denselben Rezeptor binden. Die
Literatur zeigt, dass beide Rezeptoren aus Drosophila eine starke Sequenzhomologie zu dem
5HT-1A-Rezeptor in Saugern aufweisen. Hierbei wird flir den dro5HT-1B die hochste
Homologie mit 43% zu dem Vertebraten-Rezeptor angegeben; untereinander sind die
beiden Drosophila-Rezeptoren zu 84,3% homolog. Zudem ist fiir den agonistischen Wirkstoff
8-OH-DPAT bei beiden Rezeptortypen in Drosophila ein Einfluss beschrieben, wobei der
dro5HT-1B-Rezeptor im direkten Vergleich allerdings eine doppelt so hohe
Bindungswahrscheinlichkeit fiir 8-OH-DPAT aufweist wie der dro5HT-1A-Rezeptor
(Ki(dro5HT-1B): 27; Ki(dro5HT-1A): 43) (Saubou F. et al., 1992). In Verhaltensexperimenten
zum Aggressionsverhalten und der circadianen Anpassung bestatigte sich diese duale
Wirkung. Einerseits wurden nach Verabreichung von 8-OH-DPAT in Fliegen eine Zunahme
des Aggressionsverhaltens beschrieben, das dem 5HT-1A-Rezeptor zugeordnet wurde
(JoHNnson O. et al., 2009), andererseits beschrieb Yuan Q. 2005, dass der dro5HT-1B-Rezeptor
in Zellkultur sensitiv auf den Agonisten reagiert. Wichtig ist hierbei, dass 8-OH-DPAT keine
generellen Defekte des lokomotorischen Systems in Drosophila bedingt, da es in der Studie
von JOHNSON O. et al (2009) keine Auswirkungen auf das Laufverhaltens zeigte.
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Basierend auf diesen Aussagen ist anzunehmen, dass bei den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Verfitterungs-Experimenten sowohl 8-OH-DPAT als auch Naratriptan
verstarkt auf den dro5HT-1B-Rezeptor eingewirkt haben. Eine unvermittelt erhdhte
Aktivierung des dro5HT-1B-Rezeptors |6st demnach ein depressionsartiges Verhalten in
Tieren aus, die ansonsten keinerlei duBere Einfllisse erfahren. Dies steht in Einklang zu den
vorherigen Ergebnissen, da eine NaChBac-bedingte Aktivierung der 5HT-1B-Neurone in
Drosophila ein beschleunigtes Auftreten des Depressionsphanotyps bei Stress bewirkt,
wahrend die RNAi gegen 5HT-1B ein depressionsartiges Verhalten verhindert.

Eine unvermittelte, verstarkte Stimulation des 5HT-1B-Rezeptors in Drosophila kann eine
depressionsartig verminderte Aktivitat ohne vorherige Stressfaktoren auslésen.

4.2.6 Ein Modell fiir das Depressionsverhalten in Drosophila melanogaster

Die aufgefiihrten Ergebnisse lassen die Entwicklung eines Modells zu, das komprimiert die
Entstehung des Depressions-Phanotyps in Drosophila veranschaulicht. Als zentrale
Schaltstelle des Verhaltens bilden die Pilzkdrper das Zentrum des Modells (Abbildung 74). In
diese Gehirnstrukturen werden die einkommenden Informationen beziglich des
Stresszustands eingebracht, dort verarbeitet und schliefRlich als Output an die motorischen
Zentren weitergeleitet.

Ein Cluster von serotonergen Neuronen (Trh493) liefert die Information (iber den

Stresszustand mittels einer synaptischen Transmitterausschittung an die Pilzkérper. In den
Pilzkorperloben wird der freigesetzte Neurotransmitter Giber Serotoninrezeptoren rezipiert.
Diese 5HT-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren; eine Stimulierung bewirkt
eine Inhibierung der Adenylat-Zyklase und infolgedessen ein Absenken des cAMP-Levels in
den Neuronen. Die Rezeptoren bewirken allerdings einen dualen Effekt, denn gleichzeitig
flihrt die Rezeptorstimulierung zu einer Aktivierung der Phospholipase C; dies verursacht
einen 1,5 bis zweifachen Anstieg an Inositolphosphat (IP3) in der Zelle (Saubou F. et al.,
1992). Die Aktivierung des Inostiolphosphat-Signalwegs filihrt zu einem verstarkten
Calciumeinstrom, dies beeinflusst die Signalweiterleitung dieser Neurone an die motorischen
Zentren entscheidend und kann so eine Modulation der Aktivitat in Drosophila bewirken.
Es sind zwei Typen von Serotoninrezeptoren in den Pilzkérpern zu finden, 5HT-1A und 5HT-
1B. Sie sind in unterschiedlichen Kompartimenten der Pilzkorper zu finden, der Rezeptortyp
5HT-1A ist vorwiegend in den a-/B-Loben, der Typus 5HT-1B dagegen in den y-Loben
lokalisiert. Neben der Unterteilung in der Lokalisierung ist ein weiterer wichtiger Unterschied
zwischen den beiden Rezeptoren, dass der 5HT-1B-Rezeptortyp im Vergleich zu 5HT-1A in
Drosophila eine achtfach hohere Affinitat flir den Neurotransmitter Serotonin aufweist
(TiIERNEY A., 2001). Die unterschiedlichen Loben der Pilzkorper wirken sich dabei
unterschiedlich auf die motorische Aktivitat der Fliegen aus; wahrend der y-Lobus die initiale
Aktivitat hemmt, erzielen die a-/B-Loben eine Verstarkung der initialen Aktivitat.

Im Grundzustand, d.h. ohne dullere Stressfaktoren, findet eine regulierte Serotonin-
Freisetzung durch die Trh493-Neuronen im Bereich der Pilzkérper statt. Dies bewirkt einen
konstanten, definierten Serotoninspiegel in diesem Gehirnbereich, wodurch die

162




4., Diskussion

Serotoninrezeptoren in den Pilzkérperloben stimuliert werden. Die erhéhte Sensitivitdt des
5HT-1B-Rezeptors gegeniiber Serotonin erregt Uber Inositolphosphat (IP3) eine verstarkte
Calciumantwort in den entsprechenden Kenyonzell-Neuronen (GAsQUE G. et al., 2013). Daher
ist davon auszugehen, dass die y-Loben gegeniiber den a-/B-Loben eine starkere Aktivierung
erfahren. Die Verschaltung der y-Loben wirkt inhibierend auf die nachfolgenden Strukturen,
deshalb erfahrt die initiale Aktivitat von Drosophila im Grundzustand stetig eine leichte
Inhibierung, was in einem definierten Aktivitatsgleichgewicht resultiert. Somit wird die
Grundaktivitdt der Fliegen in dieser Balance trotz leichter Inhibierung zu einem gewissen
MalRe konstant gehalten (Abbildung 74A). Die Einwirkung der Stressreize bewirkt in
sukzessivem Male eine Reduktion der Transmitterfreisetzung des Trh493-Neuronenclusters,
wodurch es zu einer lokal begrenzten Absenkung des Serotoninspiegels in den Loben der
Pilzkdrper kommt, besonders im Bereich der a-Loben. Eine einmalige oder zeitlich kurz
begrenzte Stresssituation hat keine nachhaltige Auswirkung auf den Serotoninspiegel im
Bereich der Pilzkoérper. Vielmehr missen die Tiere sich in einem zeitlich langer anhaltenden
Zustand erhohten Stresses befinden, bis eine so maRgebliche Absenkung des
Serotoninspiegels erreicht wird, die sich im Verhalten niederschlagt (Abbildung 37).
Befinden die Tiere sich in solch einer anhaltenden Stressepisode, flihrt die dauerhaft
verminderte Transmitterfreisetzung durch die Trh493-Neurone im Bereich der
Pilzkorperloben zu einem signifikant herabgesetzten Serotoninspiegel im Bereich dieser
Gehirnstruktur, besonders in Bereich des a-Lobenssystems. Dieses schwache Serotoninsignal
kann nur noch von den 5HT-1B-Rezeptoren in den y-Loben — aufgrund ihrer starken Affinitat
gegenilber Serotonin — in ausreichendem Malie rezipiert werden, zudem ist im Bereich der
v-Loben die Absenkung des Serotoninspiegels weniger deutlich als im Bereich der a-Loben.
Die a-/B-Loben erhalten daher einen deutlich verringerten Input von den S5HT-1A-
Rezeptoren, ihre Weiterleitung an nachfolgende motorische Systeme ist dementsprechend
deutlich reduziert. Das Gleichgewicht verschiebt sich so stark auf die Seite der
inhibitorischen Signalwirkung der y-Loben, die initiale Aktivitat wird gehemmt und die Tiere
zeigen den Depressionsphanotyp mit verringerter Aktivitat (Abbildung 74B).

Eine Verfiitterung von Saccharose verursacht in Drosophila im gesamten Gehirn
einen messbaren Anstieg des Serotoninspiegels, da ein GroRteil der serotonergen Neurone
zu einer verstarkten Neurotransmitterausschiittung angeregt wird. Die Neurone des Trh493-
Clusters sind ebenfalls von dieser Anregung betroffen, wodurch es zu einem unvermittelt
starken Anstieg des Serotoninspiegels in den Pilzkérpern kommt. Eine solche Erhéhung der
Transmitterkonzentration bewirkt, dass der Serotoninspiegel im Bereich der a-Loben wieder
ansteigt, die 5HT-1A-Rezeptoren wieder ausreichend stimuliert werden und eine Aktivierung
der a-/B-Loben verursachen. Das Gleichgewicht in der Signalwirkung in den Pilzkrperloben
verschiebt sich demnach wieder zu Gunsten der a-/B-Loben, sie kdnnen der durch die y-
Loben bedingten Inhibition entgegenwirken und die initiale Aktivitdt anheben. Der Zustand
depressionsartiger Inaktivitat wird dadurch aufgehoben und die Tiere lassen keine
Veranderung mehr in ihrem Verhalten erkennen (Abbildung 74C).

Die Wirkung der Saccharose kann allerdings durch die Beimischung des
Serotoninsynthese-Inhibitors aMTP unterbunden werden. Durch eine Unterbrechung der
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Serotoninsynthese wird der Anstieg des Serotoninspiegels infolge der Saccharose-Zufuhr
unterbunden, die Pravalenz der y-Loben kann nicht eingeschrankt werden und die Fliegen
verbleiben in ihrem depressionsartigen Zustand verminderter Aktivitat (Abbildung 74C).
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Abbildung 74: Modell zur Entstehung des Depressions-Phdnotyps.

Die SignallUbertragung in den Loben der Pilzkorper wirkt sich unterschiedlich auf die initiale Aktivitat
(y-Loben inhibierend; a-/B-Loben aktivierend) der Fliegen aus und daher herrscht im Grundzustand ein
Gleichgewicht (A). Durch eine Unterdriickung der Serotonintransmission verschiebt sich dieses
Gleichgewicht zu Gunsten der y-Loben, da ihr Serotoninrezeptor eine hohere Affinitat fir Serotonin
aufweist. Die daraus resultierende Inhibition der initialen Aktivitdt bedingt die depressionsartige
Aktivitdatsverminderung (B). Saccharose stimuliert eine vermehrte Serotoninausschittung im gesamten
Gehirn, dies bringt den Einfluss der Loben wieder ins Gleichgewicht und die urspriingliche Aktivitat
stellt sich erneut ein (C). Eine Blockade der Serotoninsynthese durch a-Methyl-L-Tryptophan (a-MTP)
verhindert die Wirkung der Saccharose (C).

Die detaillierte Betrachtung des Modells zeigt, dass sich die Ergebnisse beziglich der
Manipulation des Subsets der Trh493-Neurone gut darin einordnen lassen; diese Neurone
melden den Stresszustand des Tiers im Gehirn an die Pilzkérper. Kommt es zu einer
Unterbrechung der Vesikelfreisetzung dieser serotonergen Neurone mithilfe von TNT, kann
die aktuelle Information lber eine Verminderung des Stresspegels nicht Gbermittelt werden.
Eine Verfltterung von Saccharose kann sich nicht Gber Nacht manifestieren, da die
serotonergen Neurone des Trh493-GAL4-Clusters nicht mit einer verstarkten
Serotoninausschiittung reagieren. Daher bleibt der Serotonin-Spiegel im Bereich der
Pilzkorper, insbesondere der a-Loben nahezu unverandert niedrig und die Tiere verharren in
ihrem depressionsartigen Zustand der verminderten Aktivitat. Dieser Verhaltensphanotyp
manifestiert sich in ahnlicher Weise, wenn 73% * 6% aller serotonergen Neurone im Gehirn
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von Drosophila mithilfe der Trh-GAL4 Treiberlinie (PEcH U. et al., 2013) wiederum durch TNT
inhibiert werden. Daher lasst sich bestatigen, dass es sich bei der Gruppe von Neuronen, die
durch die Trh493-GAL4-Linie adressiert wird, um eine Untergruppe der Trh-GAL4 Linie
handelt. Beide Treiberlinien liefern gleiche Verhaltensergebnisse, in der Trh493-GAL4-Linie
ist die Menge der adressierten Neurone allerdings deutlich verringert (25-30 Neurone) und
lokal im Gehirn auf die Pilzkérper begrenzt (LEe P. et al., 2012). Trotz der unterschiedlichen
Menge an Neuronen, liefern die Linien Trh- und Trh493-GAL4 die gleichen Verhaltens-
ergebnisse, da die 25-30 Neurone serotonergen Neurone, die die Pilzkérper innervieren,
hinreichend sind, um Veranderungen des Depressionsphanotyps zu bewirken.

Ein kontrares Verhalten zeigt sich, wenn es mithilfe eines kiinstlichen Einbaus von
NaChBac-Kanalen zu einer verstarkten Aktivierung der Trh493-Neurone kommt. Eine
Meldung der Stressreize entfillt in diesem Fall, da die Neurone trotz Vibrationen aufgrund
ihrer Erregungsverstarkung weiterhin Serotonin ausschiitten und den Serotoninspiegel auf
einem hohen Level halten. Aufgrund dieser lokal begrenzten Erhhung des Serotoninspiegels
im Bereich der Pilzkdrperloben kénnen die 5SHT-1A-Rezeptoren den Neurotransmitter binden
und ihre Aktivierung erhéht den Calciumspiegel in den a-/B-Loben. Auf diese Weise kann das
Gleichgewicht zwischen den beiden Pilzkorperloben aufrechterhalten werden und ein
depressionsartiger Phanotyp bleibt aus. Erst eine Verfitterung des Syntheseinhibitors aMTP
greift entscheidend in diese Balance ein, da ein ausreichender Nachschub an Serotonin fir
eine wirksame Vesikelausschiittung fehlt. Die Neuronen kénnen trotz erhohter Erregung
keine Signalmolekiile ausschitten, der Serotoninspiegel sinkt ab, und die 5HT-1A-
Rezeptoren in den a-/B-Loben kdnnen Serotonin nicht mehr rezipieren. Daher dominieren
die y-Loben, da deren 5HT-1B-Rezeptoren besetzt sind (5HT-1B achtmal affiner als 5HT-1A;
Saubou F. et al., 1992) und inhibieren die initiale Aktivitat. Dies spiegelt sich im Depressions-
Phanotyp der Fliegen.

Der Wirkmechanismus anhaltender Stressreize auf die Transmission der
unterschiedlichen Pilzkérperloben wird auch durch Experimente mit einer artifiziellen
Blockade der chemischen Synapsen in differenten Subsets von Pilzkorperloben bestatigt
(Abbildung 74). Ein Wegfall der Signalvermittlung von bestimmten Lobensystemen der
Pilzkérper (a-/B- und y-Loben tber TNT in mb247-GAL4) bedingt in den Fliegen eine erhohte
Grundaktivitat im Klettern und verhindert ein depressionsartiges Verhalten. Da die
Pilzkdrperloben im Grundzustand der Tiere (Abbildung 74A) ein leicht inhibitorisches Signal
an die initiale Aktivitat vermitteln, fihrt ein Ausfall der Signalvermittlung aus den a-/B- und
v-Loben der Pilzkérper zum Verlust dieser Aktivitatsunterdriickung und die Tiere zeigen eine
leichte Erhohung in ihrer initialen Aktivitat (Abbildung 75A). Dieser Effekt ist aus der
Literatur bekannt, jedoch halt diese Aktivitditszunahme in der Laufaktivitat nur Uber eine
gewisse Zeitspanne an (SERWAY C. et al., 2009). Da die Fliegen beim Klettern im Vergleich zum
Laufverhalten nur Gber eine relativ kurze Zeit betrachtet werden, kann hierbei keine Aussage
Uber ein Anhalten der Aktivitdtserhohung getroffen werden. Es ist aber gut vorstellbar, dass
bei einer Blockade der a-/B- und y-Lobensysteme der Pilzkorper eine Erhéhung der initialen
Aktivitat nach einer gewissen Eingewohnung wieder herunterreguliert wird, um Energie zu
sparen. Ein Depressionsphanotyp ldsst sich in den Fliegen nicht erzeugen, da das
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Serotoninsignal, das Uber die Trh493-Neurone vermittelt wird, nicht verarbeitet werden
kann. Die Stresssignale laufen daher ins Leere (Abbildung 75A). Ein dhnlicher Effekt entsteht,
wenn die Signaltransmission der y-Loben unterbunden wird. Die Inhibition der initialen
Aktivitat kann nicht vermittelt werden und damit ist keine Beeinflussung der Fliegen durch
mehrtagigen Dauerstress zu beobachten. Ohne die Aktivitat der y-Loben kann demnach kein
Depressionsphanotyp in Drosophila erzeugt werden, sie sind der ausschlaggebende
Vermittler des Serotoninspiegels in diesem Gehirnbereich (Abbildung 75B).
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Abbildung 75: Erlauterung der Beteiligung unterschiedlicher Pilzkdrperloben zur Entstehung des
Depressions-Phdnotyps nach TNT-Expression in a-/B- und y-Loben.

Eine Blockade der synaptischen Transmission der a-/B- und y-Loben in den Pilzkérpern (mb247-
GAL4>TNT) fihrt dazu, dass die Gber die Transmitterfreisetzung an den Pilzkérper vermittelten
Signale nicht weitergeleitet werden konnen. Da die Pilzkérper im Grundzustand leicht inhibierend
auf die initiale Aktivitat einwirken, fihrt dieser Ausfall zumindest zeitweise zu einer Anhebung der
initialen Aktivitdt in den Fliegen (A). Eine Verhinderung der Transmission einzig in den y-Loben
(H24-GAL4>TNT) zieht ebenfalls eine Erhéhung der initialen Aktivitdt nach sich. Da die y-Loben
normalerweise eine Inhibition der initialen Aktivitat bedingen, flihrt der Wegfall ihrer synaptischen
Funktion dazu, dass einzig die a-/B-Loben ein schwach aktivierendes Signal weiterleiten. Daher
erfahrt die initiale Aktivitat der Fliegen durch Stress keine Drosselung (B).

In diesem Modell stehen die beiden unterschiedlichen 5HT-Rezeptoren im Fokus, da anhand
ihrer Aktivierung die Informationen zur Stressbelastung und Stresslinderung im Pilzkérper
verarbeitet werden kdnnen. Die groRe Differenz in ihrer Affinitat (SHT-1B achtmal affiner als
S5HT-1A; SAubou F. et al., 1992) ermoglicht es schon bei leichten Veranderungen im
Serotoninspiegel (iber das Ausmal ihrer jeweiligen Aktivierung disparate Zustande im
Verhalten der Fliegen zu erzeugen. Mithilfe des beschriebenen Modells lasst sich diese
zentrale Verarbeitung eines lokalen Serotoninlevels veranschaulichen (Abbildung 76 und
Abbildung 77).
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Die a-/B-Loben bewirken durch eine Aktivierung des 5HT-1A-Rezeptors eine Anhebung der
initialen Aktivitat. Wichtig ist hierbei vor allem, einer Inhibierung durch die y-Loben
entgegenzuwirken und so ein optimales Gleichgewicht in der Aktivitdit der Fliegen zu
erzeugen. Deutlich wird diese Rolle des Rezeptors durch einen Knockdown der 5HT-1A-
Expression im Pilzkdrper mittels RNAi (mb247-GAL4), da hier der Einfluss der Saccharose auf
einen Wiederanstieg des Serotoninlevels in den Pilzkérpern nicht rezipiert und weitergeleitet
werden kann. Die Fliegen bleiben trotz einer starken Erh6hung des Serotoninspiegels im
Zustand der depressionsartig-verminderten Aktivitdt, da die Sensoren zur Detektion dieser
Erhéhung fehlen, keine Aktivitat der a-/B-Loben bedingt wird und das Gegengewicht zu den
y-Loben ausbleibt (Abbildung 76A). Wird hingegen die Erregbarkeit der 5HT-1A-
exprimierenden Neurone kiinstlich durch den Einbau von NaChBac verstarkt, so bleibt die
Aktivitdt der Neurone auch bei einem abgesenkten Serotoninlevel erhalten und sie
verhindern ein Absinken der initialen Aktivitat. Stress kann daher von den Fliegen nicht als
solcher wahrgenommen und verarbeitet werden; ihre Aktivitdt erfahrt trotz massiver
externer Stresseinflisse keine Veranderung (Abbildung 76B).
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Abbildung 76: Die Rolle des 5HT-1A-Rezeptors in der Stressverarbeitung bei Drosophila melanogaster.
Der 5HT-1A-Rezeptor bewirkt Gber die IP;-Signalkaskade eine Aktivierung der o-/B-Loben; diese wirken
sich positiv auf die initiale Aktivitdt der Fliegen aus und gleichen im Grundzustand die Inhibition der y-
Loben aus. Wird die Expression des 5HT-1A-Rezeptors unterdriickt, bleibt die Aktivierung der a-/B-Loben
aus und die Inhibition durch die y-Loben fiihrt zu einer niedrigen initialen Aktivitat in Drosophila; ein
Anstieg des Serotoninlevels kann von den 5HT-1A-Rezeptoren nicht rezipiert werden (A). Eine Aktivierung
der 5HT-1A-Neurone bewirkt dagegen eine starke Signalweiterleitung der a-/B-Loben, unanhingig davon,
ob die Hohe des Serotoninspiegels hoch genug fiir eine Aktivierung der 5HT-1A-Rezeptoren liegt. Externe
Stresseinfllisse bedingen keine Veranderung in der Signalgebung der Pilzkérperloben und kdnnen die
initiale Aktivitat der Fliegen nicht beeinflussen (B).
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Die 5HT-1B-Rezeptoren sind fir die Vermittlung der depressionsartigen Aktivitatsver-
minderung als Antwort auf anhaltende externe Stresseinfliisse verantwortlich. Wird ihre
Expression in den y-Loben verhindert, so wird Drosophila immun gegen die Einwirkung von
Stress (Abbildung 77A). Dementgegen fiihrt eine kiinstliche Erregungsverstarkung der 5HT-
1B-Neurone dazu, dass sich das Gleichgewicht in der Signalweiterleitung bereits bei
minimaler Absenkung des Serotoninspiegels zugunsten der Inhibition der y-Loben
verschiebt. Daher zeigen die Fliegen nach einer erheblich verkiirzten Phase des
Stresseinflusses bereits einen depressionsartigen Verhaltensphdanotyp mit stark
verminderter Aktivitat (Abbildung 77B). In den Kontrollfliegen stellt sich eine vergleichbare
Aktivitatsabsenkung erst nach mehreren Tagen Stress ein (Abbildung 67).
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Abbildung 77: Die Rolle des 5HT-1B-Rezeptors in der Stressverarbeitung bei Drosophila melanogaster.
Der 5HT-1B-Rezeptor bewirkt Uber die IPs-Signalkaskade eine Aktivierung der y-Loben. Diese wirken
inhibierend auf die initiale Aktivitdt der Fliegen ein und setzen die Aktivitdt der Tiere wahrend anhaltender
Stressperioden herab.

Wird die Expression des 5HT-1B-Rezeptors unterdriickt, bleibt die Aktivierung der y-Loben aus und die
Inhibition der initialen Aktivitat in Drosophila findet nicht statt. Die Aktivitat der Fliegen bleibt daher trotz
Stress unbeeinflusst, ein Absinken des Serotoninlevels kann nicht rezipiert werden (A). Eine kinstliche
Aktivierung der 5HT-1B-Neurone durch NaChBac bewirkt dagegen eine starke Signalweiterleitung der y-
Loben; schon ein leichtes Absinken des Serotoninlevels fiihrt zu einer starken Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen den Einflissen der Pilzkdrperloben zugunsten der y-Loben. Externe
Stresseinfliisse bedingen in kiirzester Zeit eine starke Absenkung der initialen Aktivitdt und die Fliegen
zeigen einen depressionsartigen Phdnotyp (B). Die 5HT-Rezeptoragonisten weisen vermutlich eine
erhohte Affinitat fiir den 5HT-1B-Rezeptor auf, der pharmakologische Eingriff durch die Antagonisten
(Naratriptan/8-OH-DPAT) in das Signalgebungsgleichgewicht fiihrt zu einem depressionsartigen Verhalten
in Fliegen ohne externe Stressfaktoren. Die unvermittelt starke Aktivierung der S5HT-1B-Rezeptoren mittels
des Antagonisten bedingt eine Inhibition der initialen Aktivitat, ohne dass weitere externe Faktoren fir die
Auspragung des Depressions-Phanotyps erforderlich sind (C).

Auf den ersten Blick Gberraschend prasentieren sich die Ergebnisse der Verfiitterung von
5HT-Rezeptoragonisten. Es wurden zwei unterschiedliche Agonisten verabreicht, die in
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humanen Studien fiir verschiedene Rezeptortypen eingesetzt werden (Naratriptan: humaner
5HT-1B-Rezeptoragonist (LAMBERT G., 2005); 8-OH-DPAT: humaner 5HT-1A-Rezeptoragonist
(SHIMIzU S. UND OHNO Y., 2013)). Beide Substanzen zeigen bei Drosophila die gleiche Wirkung
und anhand des resultierenden Verhaltensphanotyps lasst sich darauf schlieen, dass in
beiden Fallen der 5HT-1B-Rezeptor in den Fliegen verstarkt aktiviert wird.

Von 8-OH-DPAT ist bekannt, dass es die 5HT-1B-Rezeptoren in Drosophila im
Gegensatz zu Vertebraten aktiviert. YuAN Q. zeigte 2005 in einer S2-Zellkultur, dass 8-OH-
DPAT eine Aktivierung der 5HT-1B-Rezeptoren auslést und dies wiederum in den Zellen zu
einer MAPK-Aktivierung fihrt. Eine dhnliche Wirkung zeigte sich auch im Kriechverhalten
von Drosophila Larven, wo beobachtet werden konnte, dass eine Verfiitterung von 8-OH-
DPAT (5mM) eine Riickzugsbewegung abschwacht, die durch den 5HT-1B-Rezeptor
moduliert wird. Ein Knockdown des Rezeptors erzielte in dieser Studie — und damit auch
passend im Gegensatz zur Aktivierung durch 8-OH-DPAT — eine Verstarkung dieser
Rickzugsbewegung (OKusaAwA S. et al., 2014). In Verbindung mit den Werten zur Affinitat der
beiden Rezeptoren gegentiber 8-OH-DPAT aus der Studie von SAUDOU F. et al. ist daher davon
auszugehen, dass vornehmlich der 5SHT-1B-Rezeptor mittels 8-OH-DPAT aktiviert wird. Da zu
Naratriptan Wirkungen keine Beobachtungen in Drosophila vorliegen, muss anhand der
Verhaltensdaten spekuliert werden, dass Naratriptan eine dhnliche Wirkpraferenz innehat.
Dies ist Uberraschend, da diese beiden Agonisten in Vertebraten jeweils einen
unterschiedlichen Rezeptortyp ansprechen.

Bei Drosophila jedoch zeigt der pharmakologische Eingriff in den Fliegen bei beiden
Substanzen als Resultat der Aufnahme ein depressionsartiges Verhalten in Tieren, die
keinerlei externen Stressfaktoren ausgesetzt sind (Abbildung 69 und Abbildung 70). Durch
die orale Aufnahme der beiden mutmallichen SHT-1B-Agonisten kommt es abrupt zu einer
verstarkten Aktivierung des 5HT-1B-Rezeptors und das Gleichgewicht der Signalgebung der
Pilzkorper verschiebt sich unmittelbar zugunsten der y-Loben. Daher wird ohne Veranderung
des Serotoninspiegels eine Inhibition der initialen Aktivitat ausgeldst, die Tiere zeigen ohne
sichtbaren Stressfaktor eine depressionsartig verminderte Aktivitat (Abbildung 77).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine langer andauernde Stressphase
Drosophila in einen Zustand verminderter Aktivitdt versetzt, der sich in vielen Eigenschaften
mit den Symptomen der humanen Depression vergleichen lasst. Die stressbedingte
Aktivitatsregulierung wird durch den Neurotransmitter Serotonin vermittelt, einerseits der
Depressionszustand nach Stress, andererseits auch der durch Zucker vermittelte
Wiedergewinn der Aktivitat. Die Vibrationen senken die Serotoninausschittung der Trh493-
Neurone und damit verbunden den Serotoninspiegel im Bereich der Pilzkorper,
insbesondere im Bereich der a-Loben der Pilzkérper. Eine Absenkung des 5-HT-Spiegels fuhrt
zu einer Dominanz der y-Loben, einerseits da der Serotoninspiegel in ihrem Bereich weniger
stark abgesenkt wird und andererseits da ihr 5HT-1B-Rezeptor eine hdhere Aktivitat zu
Serotonin aufweist; beides fiihrt dazu das der 5HT-1B-Rezeptor weiterhin aktiviert wird.
Durch Zucker wird die Ausschiittung von Serotonin wieder angeregt, der Serotoninspiegel an
den Pilzkérperloben wird durch die Trh493-Neurone wieder erhdht, die SHT-1A-Rezeptoren
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werden ausreichend aktiviert und die a-/B-Loben kdnnen die Aktivitdt wieder nach oben
treiben.

4.3 Die Wirkung von Lithium im Depressionszustand von Drosophila melanogaster

Nach der Entwicklung eines komplexen Modells zum stressbedingten Depressionsverhalten
in Drosophila lasst sich dieses Verhaltens unter weiteren Blickwinkeln betrachten. Klinische
Studien belegen, dass sich in besonders schweren Fallen der Depression bei einer
Behandlung mit Selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern (SSRIs) keine Verbesserung
des Krankheitsbildes einstellt (EDWARDS S. et al., 2013). Eine zusatzliche Behandlung mit
Lithium ist in diesen Fallen ein Therapieansatz, der bei schweren Formen von Depression
und bipolaren Stérungen eine positive Wirkung auf Patienten zeigt (RyBakowski J., 2014).
Obwohl Lithium seit mehr als 60 Jahren erfolgreich in der Therapie bei affektiven Stérungen
und Depressionen verabreicht wird und etliche Effekte einer Lithiumverabreichung bekannt
sind, ist der zugrundeliegende biochemische Wirkmechanismus noch nicht vollstandig
aufgeklart. Ein Forschungsansatz basiert auf der Beobachtung, dass Lithium die Glykogen-
Synthase-Kinase-3 (GSK-3B) Uber eine Phosphorylierung inhibiert (BEUREL E. et al., 2015).
GSK-3R hat breit geficherte Funktionen, sie reguliert beispielsweise die Uberlebensdauer
von Neuronen, hat Einfluss auf den Insulin-Signalweg und hormonell bedingte
Zellantworten. AuRerdem wirkt sich eine Inhibition der GSK-3[ positiv stabilisierend auf den
Gemitszustand depressiver Patienten aus (GouLd T. uND MANJI H., 2005). Zudem ist bekannt,
dass Lithium eine Hemmung des Inositol-Phophosphatase-Signalwegs bedingt (Quiroz J. et
al., 2004) und in unterschiedlichen Hirnregionen den intrazellularen cAMP-Spiegel stabilisiert
(MAarRmoL F., 2008). AuBerdem ist beschrieben, dass Lithium die serotonerge
Neurotransmission steigert und prasynaptisch eine verstarkte Serotoninausschittung
bedingt (LENOX H. UND HAHN C., 2000). Auch eine spezifische Hemmung des 5HT-1B-Rezeptors
durch die Interaktion mit Lithium wurde beobachtet (MAssoT O. et al., 1999).

Sowohl die beschriebene Wirkung einer verstdrkten Serotoninfreisetzung durch
Lithium, als auch eine spezifische Hemmung des 5HT-1B-Rezeptors bilden
Anknlpfungspunkte in Bezug auf die Ergebnissen in der hier vorgelegten Arbeit. Die
Betrachtung des Modells aus Abbildung 74 zeigt, dass die beschriebene Steigerung der
prasynaptischen Serotoninausschiittung (LENox H. unD HAHN C., 2000) die unmittelbare
Aktivitatssteigerung der Fliegen nach Lithiumaufnahme erklaren konnte (Abbildung 76). Im
Fall einer gesteigerten prasynaptischen Serotoninfreisetzung kdme es zu einer Aktivierung
der a-/B-Loben durch den 5HT-1A-Rezeptor, was sich wie im Modell dargestellt positiv auf
die initiale Aktivitat der Tiere auswirkt.

Ebenso passt die Hypothese einer Inhibition des 5HT-1B-Rezeptors in das
ausgearbeitete Modell zur Entstehung des Depressionsphanotyps, da auf diese Weise die y-
Loben blockiert wiirden, was eine Disinhibition der initialen Aktivitat in den Fliegen zur Folge
hatte. Allerdings muss bei dieser hypothetischen Erdrterung beachtet werden, dass die
Lithiumdosierung in dem ersten, vorliegenden Experiment nicht optimal ausfiel. Die
Verfltterung orientierte sich an einer vorhergehenden Studie, bei der die Auswirkung von
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Lithiumchlorid-Aufnahme von zwolf Stunden in einer Konzentration von 80 mM auf das
Gedachtnis von Drosophila im Flugsimulator geprift wurde (XA S. et al., 1997). Im Rahmen
der Untersuchungen von XIA S. wurden keine motorischen Ausfalle im Verhalten der Fliegen
beschrieben; in den Experimenten zur Kletter- und Laufaktivitat dieser Arbeit traten solche
Stérungen jedoch auf, ebenso wie eine erhohte Sterberate. Dies konnte durch eine
ausgepragte Phase des Vorhungerns der Fliegen bedingt gewesen sein. Die Tiere nahmen
aufgrund der Phase ohne Futter und Wasser in der Vibrationsapparatur verhaltnismaRig
mehr Lithiumlésung auf als in den Experimenten von XA S., in denen keine Phase des
Vorhungerns beschrieben ist. Die beschriebenen motorischen Stérungen kénnten auf eine
Uberdosierung von Lithium hindeuten, denn aus klinischen Studien an Ratten ist bekannt,
dass eine kurzzeitige hochdosierte Verabreichung von Lithium zu dem sogenannten
Serotonin-Syndrom fiihren kann. Dabei wird durch die gesteigerte Serotoninausschittung
eine Hyperaktivitat ausgelost (BAUER M. et al., 2003). Die in der Literatur beschriebenen
Symptome des Serotonin-Syndroms passen sehr gut auf den beobachteten Zustand der
Tiere: kognitive Verwirrung/Desorientierung, Agitation, krampfartige Muskelzuckungen und
Tremor. Dies flihrte im Rahmen der Kletterbemihungen zu einer hohen Rate an Abstiirzen
von dem Kletterblock. Die Hypothese der Uberdosierung lieR sich durch die Durchfiihrung
eines weiteren Experiments mit Lithiumverfiitterung in niedrigerer Dosierung (50 mM)
bestatigen. Motorische Ausfalle lieBen sich bei diesem Experiment nur bei einem Tier
beobachten, alle anderen getesteten Tiere verhielten sich normal (Abbildung 72).

Auffallend in den Verhaltensmessungen nach Gabe von Lithium ist, dass sich bei
beiden Experimenten im Verhalten der Fliegen erstmalig eine Steigerung des Verhaltens
Uber ihre Grundaktivitat hinaus auch in der nicht gestressten, aber mit Lithium gefiitterten
Kontrollgruppe beobachten lasst. Eine derartige Aktivitatssteigerung iber das Normalmald
hinaus konnte bei einer bloflen Anhebung des Serotoninspiegels in den Kopfen der Fliegen
nie beobachtet werden, weder nach Verfiitterung der Serotonin-Vorstufe 5-HTP plus
Saccharose (RIES A., 2011), noch nach Verfitterung von Saccharose alleine. Diese Substanzen
konnen zwar eine Erholung der Aktivitdt nach Stress bewirken, nicht aber in unbehandelten
Tieren vermehrte Aktivitat Gber ihre bisher gezeigte Leistung hinausgehend verursachen.
Daher kann vermutlich einzig die Anhebung des Serotoninspiegels nicht der alleinige Faktor
sein, der diese gesteigerte Aktivitat auslost. Eine mogliche Erklarung ware, dass Lithium mit
weiteren serotonergen Neuronen im Gehirn von Drosophila hemmend interagiert, die
ebenfalls die Aktivitat der Fliegen modulieren (POORYASIN A. UND FIALA A., 2015) und dadurch
einen synergistischen Effekt auslost. Zudem koénnte ein direktes Zusammenspiel von
Dopamin und Serotonin fir die Aktivitat von Drosophila hierbei entscheidend sein. Es ist fir
die Fliege bekannt, dass Dopamin entscheidend an der Aktivitatserregung beteiligt ist und
auch, dass Dopamin und Serotonin in der Aktivitatsregulierung kompensierend aufeinander
wirken konnen (RIEMENSPERGER T. et al., 2011). Auch wenn bislang in Drosophila noch keine
Wirkung von Lithium auf Dopamin belegt ist, in Sdugermodellen sind Wirkungen von Lithium
auf den Dopamin-Signalweg belegt, ebenso wie sich Hinweise auf Lithium-bedingte
Interaktionen zwischen den Signalwegen dieser beiden Neurotransmitter in psychischen
Stoérungen finden lassen (BEAULIEU J., 2012).
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Daher ergeben sich aus diesen weiterfliihrenden Experimenten der Wirkung von Lithium auf
das Depressionsverhalten von Drosophila viele interessante Fragestellungen, in Bezug auf
Interaktionen zwischen Dopamin und Serotonin ebenso wie zur Wirkungsweise von Lithium
in diesem Verhalten. In folgerichtiger Konsequenz der bisher erarbeiteten Ergebnisse ware
es daher vorstellbar und spannend, weiterfiihrende Studien mit Lithium an Drosophila

durchzufiihren.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kontrolle der Verhaltensaktivitdit durch das
Nervensystem in Reaktion auf Umwelteinflisse und innere Zustande bei Drosophila
melanogaster analysiert. Eine Erhohung der Verhaltensaktivitat durch positive Reize wird
anthropomorph auch als erhohte Motivation bezeichnet. Demgegeniiber kann langer
anhaltender Stress oder Versagenserfahrung zu einer allgemeinen Verringerung der Aktivitat
fihren, woraus langfristig eine Depression entstehen kann.

Der Motivationszustand einer Fliege kann anhand ihrer Bereitschaft breite Licken im
Laufweg kletternd zu Uberwinden quantifiziert werden. Von einer normalen Aktivitat
ausgehend (satt, keine duBeren Reize) erhdhen Fliegen ihre Bereitschaft zu klettern, wenn
attraktive olfaktorische (Futterduft) oder visuelle Reize (Fluchtmaoglichkeit) jenseits der Liicke
prasentiert werden. Diese Effekte sind additiv und kénnen durch innere Zustande (Hunger)
weiter verstarkt werden. Durch Experimente, in denen spezifisch Neurone des Pilzkdrpers
von Drosophila inaktiviert wurden, konnte gezeigt werden, dass deren a-/B-Neurone sowohl
die Duft-, als auch die visuelle Motivation vermitteln. Es ist damit gelungen nachzuweisen,
dass unterschiedliche sensorische Einflisse in denselben Schaltkreisen des Pilzkorpers
integriert werden, um Motivation zu kontrollieren.

Andererseits erniedrigt ,erlernte Hilflosigkeit, ein anerkanntes Tiermodell fir
Depression, die Motivation der Fliegen zu klettern. Erlernte Hilflosigkeit entsteht durch
wiederkehrende, nicht kontrollierbare Stressereignisse, wofiir ein zuverldssiges Paradigma
zur Erzeugung dieses Zustandes in dieser Arbeit entwickelt wurde. Erlernte Hilflosigkeit
wurde durch mehrtédgige Behandlung mit wiederholten, nicht vorsehbaren und nicht
vermeidbaren Vibrationsreizen von 300 Hz fiir 20s in 15-Minuten-Bldcken tber acht Stunden
taglich ausgelost. Es konnte gezeigt werden, dass die Vibrationsbehandlung nicht nur die
Klettermotivation, sondern auch die Verhaltensaktivitat in Lauf- und Balzparadigmen
erniedrigt, was die Bezeichnung eines depressionsahnlichen Zustandes als zuldssig
erscheinen lasst.

Dieser Zustand kann klar von der Balzfrustration von Fliegenmannchen nach
Anbalzen nicht-rezeptiver Weibchen abgegrenzt werden, da diese keine Aktivitatsreduktion
im Kletter- oder Laufparadigma bewirkt. Darlber hinaus ist Balzfrustration von den
Lerngenen dunce und rutabaga abhangig, die vibrationsverursachte erlernte Hilflosigkeit
dagegen nicht.

Die gegeniliber Kontrollfliegen reduzierte Kletteraktivitdit ging einher mit einer
reduzierten Serotoninkonzentration im Bereich der a-Loben der Pilzkérper. Durch Gabe von
Saccharose Uber Nacht lieR sich der depressionsahnliche Zustand aufheben. Sowohl in
histologischen als auch in pharmakologischen Experimenten konnte eine Verbindung
zwischen Zuckeraufnahme und der vermehrten Ausschittung des Neurotransmitters
Serotonin im ganzen Gehirn hergestellt werden. Im Folgenden wurde nachgewiesen, dass
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Vibrationsstress eine verminderte Serotoninfreisetzung durch einen Teil der serotonergen
Neurone bewirkt, welche die a-Loben der Pilzkdrper innervieren. Eine Blockade der
chemischen Synapsen der Kenyonzellen des a-/B-Lobus, oder eine Reduktion der Expression
des 5-HT1A Rezeptors in diesen Zellen, verhindert die Reversion der erlernten Hilflosigkeit
durch anschlieRende Saccharose-Gabe.

Im Gegensatz dazu verhindert eine Blockade der Synapsen der Kenyonzellen des y-
Lobus, welche den 5HT1B Rezeptor exprimieren, eine reduzierte Kletteraktivitdt durch
Vibrationsstress. Die gleiche Resilienz konnte auch durch eine RNA-Interferenz vermittelte
Reduktion des 5-HT1B Rezeptors in den y-Neuronen erreicht werden. Diese Ergebnisse
werden gestitzt durch Experimente, in denen die Erregbarkeit der Neurone mit 5-HT1A oder
5-HT1B Rezeptoren durch Expression des bakteriellen Natriumkanals NaChBac erhoht
wurde. Expression im 5-HT1A Muster bewirkt, dass sich die Kletteraktivitdt der
entsprechenden Tiere durch Vibrationsbehandlung nicht mehr vermindern Iasst,
wohingegen Expression im 5-HT1B Muster dafiir sorgt, dass die Aktivitat der betroffenen
Tiere bereits bei wenigen Stresseinheiten absinkt. Verflitterung von mutmaRlichen
Agonisten des 5-HT1B Rezeptors fiihren zu erlernter Hilflosigkeit ganz ohne Stress
Einwirkung.

Auf Grundlage dieser experimentellen Ergebnisse wird ein Modell der
Aktivitatsregulierung in den Pilzkérpern vorgeschlagen: Vibrationsvermittelter Stress wird
durch reduzierte Ausschittung von Serotonin in die a-Loben des Pilzkérpers vermittelt und
positive Ereignisse, wie Zuckergabe, dagegen durch vermehrte Ausschiittung. Der y-Lobus ist
beziglich der Aktivitatskontrolle der Gegenspieler zum a-Lobus, denn bei kiinstlicher
Aktivierung der y-Kenyonzellen mit 5-HT1B Rezeptoren sind die Tiere schneller , depressiv”
und bei kiinstlicher Inaktivierung derselben Kenyonzellen lassen sie sich nicht mehr
,depressiv’ machen. Ein von auBen kommender Grund fir eine Modulation der Serotonin-
Ausschittung in die y-Loben ist bisher nicht bekannt. Die Modulation der Aktivitat durch
attraktive olfaktorische oder visuelle Reiz erfolgt jedenfalls (iber die a-/B-Loben, denn nur
dort konnte die Modulation durch Blockade der chemischen Synapsen unterbunden werden.
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5.2 Summary

It was the aim of this thesis to analyze the control of behavioral activity in response to
environmental and internal stimuli in Drosophila melanogaster. An increase in behavioral
activity in response to positive stimuli is anthropomorphically called enhanced motivation,
whereas repeated or long-lasting stress or failure may lead to a decrease in behavioral
activity and in the long run to major depression.

The motivational state of a fly can reliably be quantified by its willingness to
overcome broad gaps in a narrow catwalk by a complex climbing action. Starting from a
normal activity level (fly saturated, no external stimuli) flies increase their willingness to
climb the gap, whenever attractive olfactory (food odor) or visual stimuli (means of escape)
are presented beyond the gap. These effects are additive and can be further enhanced by
internal states (hunger). By neuronal inactivation experiments of specific mushroom body
sub-compartments in Drosophila it was shown, that the a-/B-neurons convey olfactory- as
well as visual motivation. Therefore sensory cues of different modalities are integrated in
the same neuronal circuits of the mushroom bodies in order to control the motivational
state of the fly.

On the other hand “learned helplessness”, an accepted animal model of major
depression diminishes the motivation of flies to climb the gap. Learned helplessness can
emerge by repeated stressful events unavoidable to the animal. A robust paradigm to
generate learned helplessness in flies has been developed in the current study. Learned
helplessness was reliably elicited by repeated, not foreseeable, unavoidable vibrations of
300 Hz and 20s duration during 8h per day and over the course of several days. In
comparison to control flies not just the climbing activity of the treated flies was reduced but
also their behavioral activity in walking and courtship; the term “depression-like state”
seems therefore justified.

This state can be distinguished from the courtship frustration state of male flies after
having courted unreceptive females; the latter does neither reduce their climbing nor their
walking activity. Moreover, courtship frustration is dependent on the learning genes dunce
and rutabaga, whereas this is not the case for learned helplessness.

Reduced climbing activity of vibration-treated flies was accompanied by a reduced
concentration of the neurotransmitter serotonin in their brains, specifically in the region of
the mushroom body a-lobes. The depression-like state could be reverted by feeding sucrose
to the flies overnight. A combination of histological and pharmacological experiments
connected the sugar intake with increased serotonin levels in the entire fly brain. Following
experiments elucidated that the vibration treatment causes reduced serotonin release by a
subset of serotonergic neurons, which innervate the a-lobes of the mushroom bodies.
Blocking the chemical synapses of the a-/B-lobe Kenyon cells or reducing expression of the
5-HT1A receptor in these cells prevented the reversion of learned helplessness by
subsequent sucrose intake. Conversely, blocking the synapses of y-lobe Kenyon cells, which
express the 5-HT1B receptor, prevented the reduction of the climbing activity by the
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vibration treatment. The same resilience was found when the expression of the 5-HT1B
receptor in the y-neurons had been down-regulated by RNA interference.

These results are supported by the outcome of experiments, in which the excitability
of either the neurons - with 5-HT1A receptor or those with 5-HT1B receptor - had been
increased by expression of the bacterial sodium ion channel NaChBac. Expression of this
channel in the pattern of 5-HT1A prohibits that the climbing activity of flies can be reduced
by the harsh vibration treatment. On the contrary, expression in the pattern of 5-HT1B leads
to increased sensitivity for vibrational stress so that less punishment trails are effective to
reduce climbing activity. Feeding putative agonists of the 5-HT1B receptor leads to learned
helplessness entirely without stress treatment.

A model for the regulation of behavioral activity by the mushroom bodies has been
developed on basis of the experimental results. Vibrational stress is mediated by reduced
release of serotonin into the a-lobes of the mushroom bodies, whereas positive events, like
sugar intake, are signaled by an overall increased release of this neuromodulator. The y-
lobes act antagonistically to the a-lobes, because artificial activation of the y-Kenyon cells
with their 5-HT1B receptors let the animals become ,depressive” more easily, whereas
artificial inactivation of the same y-Kenyon cells let the flies resist the depression-like state.
A natural cause for the modulation of the serotonin release into the y-lobes has yet to be
found. Modulation of activity by attractive olfactory or visual stimuli, however, acts through
the a-/B-Lobes, because only there the modulation could be stopped by blocking the
chemical synapses.
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7 Anhang

7.1 Abbildungen

Laufverhaltens der Fliegen Wildtyp CS im Buridan'schen Paradigma nach mehrtagiger
Stresseinwirkung: gemessene Parameter Distanz und Laufgeschwindigkeit
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Abbildung 78: Laufverhalten von mannlichen Drosophila in der Buridan'schen Arena
nach mehrtagiger Stresseinwirkung im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Stressfaktor,
ausgewertete Parameter: Distanz (A) und Laufgeschwindigkeit (B).

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abb.1, N=46/51;
Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolgomorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro
Wilk-Test); Mann-U-Test. Vollstéandige Auflistung aller angewandten statistischen Tests
fur alle Teilabbildungen im Anhang Tabelle 68.

Nach vier tidgigem Stresseinfluss (orange/grau) zeigen die Fliegen eine hoch signifikante
Abnahme in ihrer gelaufenen Strecke (Parameter Distanz) im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (grau) (p=0,0052) (A). In der Laufgeschwindigkeit kommt es zu keinem
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,1164) (B).

Ergdnzend zur Laufaktivitdat (Abbildung 39) sind in Abbildung 78 die Parameter Distanz und
Laufgeschwindigkeit aufgetragen. Ebenso wie in der Laufaktivitat zeigen die mannlichen CS-
Fliegen nach einer Periode anhaltender Stressreize eine verminderte Laufstrecke, den ihre
zurlickgelegte Distanz ist hoch signifikant kirzer als die der Kontrollgruppe, die tber den
selben Zeitraum ohne Stressreize gehalten wird (p=0,0052; Abbildung 78A). In der
Laufgeschwindigkeit lasst sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen,
die CS Fliegen nach Stresseinfluss zeigen nur tendenziell eine langsamere
Laufgeschwindigkeit (p=0,1164). Die widerspricht nicht den Ergebnissen der
hochsignifikanten Distanz oder Aktivitdt, da die Tiere hoch signifikant weniger laufen
kénnen, dabei aber nicht zwingend signifikant langsamer laufen mussen. Es bestatigt sich in
Verbindung mit den Ergebnissen aus Abbildung 39, dass die Tiere ihre Aktivitat als Reaktion
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auf unkontrollierbaren Stress verringern und somit ein depressionsahnliches Verhalten
zeigen.

Laufverhaltens der Lernmutanten dnc’ im Buridan'schen Paradigma nach mehrtagiger

Stresseinwirkung: gemessene Parameter Distanz und Laufgeschwindigkeit
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Abbildung 79: Laufverhalten von mannlichen Lernmutanten dnc' in der Buridan'schen Arena
nach mehrtagiger Stresseinwirkung im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Stressfaktor,
ausgewertete Parameter: Distanz (A) und Laufgeschwindigkeit (B).

Nicht parametrische Median- Darstellung; Konventionen wie in Abb.1, N=48/47;

Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolgomorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
Mann-U-Test. Vollstindige Auflistung aller angewandten statistischen Tests fur alle
Teilabbildungen im Anhang Tabelle 69.

Nach vier tdgigem Stresseinfluss (orange/grau) zeigen die dnct Fliegen eine hochst signifikante
Abnahme in ihrer gelaufenen Strecke (Parameter Distanz) im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(grau) (p=0,0004) (A). In der Laufgeschwindigkeit kommt es zu einem hoch signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,0072) (B).

Die Abbildung 79 ist erganzend zu den Ergebnissen aus Abbildung 45 aufgetragen, es sind
sowohl die zuriickgelegte Distanz als auch die Laufgeschwindigkeit der Lernmutante dnc’ zu
sehen. Die dnc'-Fliegen zeigen eine hochst signifikante Verringerung ihrer zuriickgelegten
Strecke (Parameter Distanz), wenn sie Uiber einen vier tagigen Zeitraum unkontrollierbarem
Stressunterworfen waren im Vergleich zu einer ungestressten Kontrollgruppe (p=0,0004;
Abbildung 79A). Ebenso ist die Laufgeschwindigkeit der Fliegen nach Stress hoch signifikant
geringer als in der Kontrollgruppe (p=0,0072; Abbildung 79B).
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Einfluss einer 16 stlindigen Verfiitterung des 5HT-Syntheseinhibitors auf das Kletterverhalten
von Drosophila

Pretest 3 days Test 1 day Test 2
| | | |

H20f+ Abbildung 80: Auswirkung von Saccharose, a-
H0+‘m TR/ Methyl-L-Tryptophan (aMTP) und einer Mischung
Sucrose+ aMTP beider Substanzen auf das Kletterverhalten von
100 s Dr"oso.phila ar.r. der 4,5 mm Licke nach 16
90 - stiindiger Verfiitterung.
80 - Sy Nicht  parametrische  Median-  Darstellung;
Konventionen wie in Abb.1, N(Pretest)=82,
=70 1 N(Test=(78), N(Test2)=20/19/18/20;
2 60 - Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolgomorov-
550 i Smirnov-Test, Lilliefors- und Shapiro Wilk-Test);
"g Kruskal-Wallis-Test. Vollstandige Auflistung aller
£ 40 - angewandten  statistischen Tests fir alle
£ 30 - Teilabbildungen im Anhang Tabelle 70.
020_ Es ist keine Beeinflussung der Kletteraktivitat
durch eine 16 stiindige Verfiitterung von aMTP,
10 - Saccharose oder der Mischung beider Substanzen

- an der 4,5 mm Lucke festzustellen. Die
Pretest Test Test2

@sStress — - - — — - Kletteraktivitdt der mannlichen CS Fliegen andert
H,0 - - b o= 4 = sich Uber den gesamten Zeitraum der Messungen
Sucrose = = = 4+ — 4 nicht signifikant.
aMTP - - - - 4+ +

Eine 16 stiindige Verfltterung von aMTP als 5HT-Syntheseinhibitor zeigt bei mannlichen CS
Fliegen keine Auswirkung auf das Kletterverhalten an der 4,5 mm Liicke (Abbildung 80). Die
die Fliegen lber den Zeitraum von vier Tagen keinen Stress erfahren und einzig tagsiber
zehn Stunden ohne Futter und Wasser in den Plexiglas-Rohrchen gehalten werden,
verandert sich ihre Kletteraktivitat nach vier Tagen im Vergleich zum Verhalten im Pretest
nicht (p= -1,0000). Nach einer 16 stindigen Verfiitterung von Saccharose, aMTP und einer
Mischung von aMTP mit Saccharose tritt ebenfalls keine Anderung in ihrem Kletterverhalten
auf, die Gruppen unterschieden sich in ihren Kletterversuchen nicht signifikant voneinander
(jeweils p=-~1,0000).
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Uberpriifung des depressionsdhnlichen Verhaltens nach viertigiger Stressbelastung vor der

Erstellung der histologischen Praparate

4 days Test

Stress and Control (no Stress)

CJ
100 7
90
80

Pretest

E70
£ 60
E
£ 50
m
240 1
=]
E 30 4
[&]
20
10

IS S E— E—

Pretest Test
Stress — + -

Abbildung  81: Kletterinitiation von
mannlichen Drosophila an einer
uniiberwindbaren Liickenbreite von 4,5 mm
vor und nach viertagiger Stresseinwirkung.
Nicht parametrische Median- Darstellung;
Konventionen wie in Abb.1, N(Pretest)=46,
N(Test)=23/22;

Uberpriifung auf Normalverteilung
(Kolgomorov-Smirnov-Test, Lilliefors- und
Shapiro  Wilk-Test); Kruskal-Wallis-Test.

Vollstandige Auflistung aller angewandten
statistischen Tests fiir alle Teilabbildungen im
Anhang Tabelle 71.

Die Tiere zeigen nach vier
Stresseinfluss den
Verhaltensphanotyp der
Kletteraktivitat (p<107).

tagigem
bekannten
verminderten

Es ist die bereits bekannte, hochst signifikante Abnahme der Kletteraktivitat bei den CS
Fliegen zu beobachten, die vier Tage unkontrollierbaren Stress ausgesetzt waren (p<107).
Die Stressbelastung lasst die Klettermotivation der Fliegen um 30 % absinken, wahrend die

Kontrollgruppe ohne Stressbelastung keine Veranderung in ihrem Kletterverhalten erkennen

lasst (p= -~1,0000). Da die Fliegen nach dem Stresseinfluss den bereits beschriebenen

(Abbildung 38) depressionsartigen Verhaltensphanotyp zeigen, kann am nachsten Tag nach

erneuter Stressgabe die histologische Praparation vorgenommen werden (s.2.2.8.2, S.56).
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Abbildung 82: Konfokale Darstellung der serotonergen Neurone der Linie Trh493-GAL4, die die
Loben der Pilzkérper in drei bis fiinf Tage alten Drosophila-Mannchen innervieren.

(A) Objekttrager 05.09.2014; Trh493>mCD8::GFP aSHT (IV); 0,75 um virtuelle Schichtdicke;
40-faches Objektiv; Zoom: 1.

(B) Objekttrager 21.08.2014; Trh493>mCD8::GFP aTrio (lll); 0,75 pum virtuelle Schichtdicke;
40-faches Objektiv; Zoom: 1.

Mithilfe der unterschiedlichen Antikorper-Gegenfarbungen lassen sich die Innervierung der
serotonergen Neurone der Trh493-Gal4-Linie (a-GFP, griin) gut erkennen. Es ist sowohl in (A) als
auch in (B) eine starke Co-Lokalisation in den y-Loben zu sehen. In (A) ist sichtbar, dass die
Trh493-GAL4-Linie in fast allen Lobensystemen des Pilzkérpers exprimiert, es ist sowohl eine
Farbung in den o-/a'- sowie den B'- und den y-Loben sichtbar. In all diesen Bereichen ist
ebenfalls eine Farbung des a5HT-Antikorpers (a-5HT, magenta) zu erkennen. Nur im Bereich der
B-Loben ist wie in (A) recht gut zu sehen keine distinkte Farbung der Trh493-Linie zu sehen, diese
Beobachtung war in allen angefertigten Farbungen konsistent. In (B) ist eine Expression der
Trh493-GAL4 Linie durch die Expression von Trio (a-Trio, magenta) in den a-/a'-Loben gut
auszumachen.

Die Farbungen aus Abbildung 82 bestatigen die Beobachtung aus Abbildung 60, dass die
Linie Trh493-GAL4 bei drei bis funf Tage alten, mannlichen Drosophila (CS) in
unterschiedlichen Lobenssystemen der Pilzkérper exprimiert. In Abbildung 82(A&B) lasst
sich anhand der Antikorperfarbung a-5HT (magenta, A) und aTrio (magenta, B) ablesen, dass
in den a-/a'-/B'- und y-Loben sowohl eine Farbung von 5HT als auch der Trh493-GAL4-Linie
(a-GFP, griin) vorliegt. Dies bestatigt die Beschreibung von LEe P. et al. (2012), nach deren
Angaben, die Linie 25-30 serotonerge Neurone im Pilzkorper treibt. In (A) ist zu erkennen,
dass in den B-Loben zwar eine Farbung von 5HT auftritt, allerdings nur eine schwache
Farbung von Trh493-GAL4 vorkommt. Da dies in allen Praparaten der Fall war, ldasst sich
vermuten, dass die B-Loben nur sehr schwach durch die Trh493-Neurone innerviert werden.
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7.2 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Ergebnisse zur Beeinflussung des Kletterverhaltens durch externe Reizzufiihrung

Einfluss durch visuelle, externe Reize

Tabelle 10:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 18 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

‘ N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Climbing attempts
CS Vis. Obj. 25 1,1590 <0,15 <0,01 =0,0110
CS no Ob;. 25 0,7789 <0,10 <0,01 =0,0028
Successful transitions
CS Vis. Ob;. 25 2,2271 >0,20 < 0,05 =0,0132
CS no Ob;. 25 2,0058 >0,20 >0,20 =0,6880

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 18 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in
der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

N | Group | P
Climbing attempts K-Wallis-Test: H(1,N=50)=15,5315 p=0,0001
25 CS Vis. Obj. (1) --
R: 33,380
25 CS no Obj. (2) 0,00013
R:17,620 3,8224
Successful transitions K-Wallis-Test: H(1,N=50)=9,9695 p=0,0016
25 CS Vis. Obj. (1) -
R: 31,960
25 CS no Obj. (2) 0,00172
R: 19,040 3,1336
Tabelle 11:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 19 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

Climbing attempts N Std.Dev. p KS p KS pSW
CS Vis. Obj. 23 0,0337 <0,15 <0,01 =0,0601
CS no Ob;. 23 1,4285 <0,20 <0,01 =0,0112

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 19 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in
der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

N ‘ Group ‘ p
Climbing attempts K-Wallis-Test: H(1,N=46)=10,9320 p=0,0009
23 CS Vis. Obj. (1) --

R: 29,913
23 CS no Obj. (2) 0,0012

R: 17,087 3,2405
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Einfluss durch olfaktorische, externe Reize

Tabelle 12:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 20 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

| N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Climbing attempts
CS no Ob;j. 12 1,3484 <0,15 <0,01 =0,0390
CS Odor 12 1,8647 <0,20 <0,20 =0,2876
CS Hunger 12 0,7930 <0,20 >0,01 =0,0766
CS Odor+Hunger 12 0,9374 <0,20 > 0,05 =0,0113
Successful transitions
CS no Ob;j. 12 2,6400 <0,20 <0,10 =0,0104
CS Odor 12 1,9228 <0,20 <0,20 =0,1332
CS Hunger 12 3,2706 <0,20 <0,20 =0,2772
CS Odor+Hunger 12 2,4433 <0,20 <0,20 =0,2594

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 20 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in
der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

N | Group | (1) | (2) | (3)
Climbing attempts K-Wallis-Test: H(3,N=48)=23,2242 p< 10
12 CS no Obj. (1) -- - -
R: 11,208
12 CS Odor (2) 0,6429 - -
R: 20,417 1,6111
12 CS Hunger (3) 0,0061 0,5615
R: 30,000 3,2879 1,6767
12 CS Odor+Hunger (4) <10” 0,0314 ~1,0000
R: 36,375 4,4032 2,7921 1,1154
Successful transitions K-Wallis-Test: H(3,N=48)=11,8451 p=0,0079
12 CS no Obj. (1) -- - -
R: 11,208
12 CS Odor (2) 0,1856 - -
R: 20,417 2,1579
12 CS Hunger (3) ~1,0000 ~1,0000 --
R: 30,000 1,2976 0,8602
12 CS Odor+Hunger (4) 0,0056 ~1,0000 0,2653
R: 36,375 3,3097 1,1518 2,0121
Tabelle 13:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 21 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

| N |  std.Dew. p KS | plLilif | p SW
Climbing attempts
CS no Ob;. 13 1,9742 >0,20 > 0,20 =0,3283
CS Odor 13 1,6093 > 0,20 <0,20 =0,2947
CS Hunger 13 1,3205 > 0,20 > 0,20 =0,3250
CS Odor+Hunger 13 1,1209 >0,20 > 0,05 =0,0344
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b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 21 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in
der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

N | Group | (1) | (2) | (3)
Climbing attempts K-Wallis-Test: H(3,N=52)=16,4646 p=0,0009

13 CS no Obj. (1) - - -
R:17,231

13 CS Odor (2) ~1,0000 - -
R: 22,115 0,8217

13 CS Hunger (3) 0,6261 ~1,0000 -
R: 26,885 1,6241 0,8023

13 CS Odor+Hunger (4) 0,0009 0,0179 0,1811
R: 39,769 3,7917 2,9699 2,1676

Einfluss durch die Kombination aus olfaktorischem und visuellem Reiz

Tabelle 14:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 22 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erhéhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

| N | std.Dev. p KS | pLillif p SW
Climbing attempts
CS no Ob;j. 29 0,9285 <0,10 <0,01 =0,0130
CS Vis.Obj. 28 0,7935 < 0,05 <0,01 =0,0014
CS Odor 28 0,9201 < 0,05 <0,01 =0,0036
CS Vis. Obj.+Odor 28 0,8698 <0,10 <0,01 =0,0028

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 22 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in
der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group | N | (1) | (2) | (3)
Climbing attempts K-Wallis-Test: H(3,N=113)=73,7944 p< 10”
CS no Obj. (1) 29 - - -
R: 17,276
CS Vis.Obj. (2) 28 <10” - -
R: 62,554 5,2158
CS Odor (3) 28 <10” ~1,0000 --
R: 60,429 4,9710 0,2427
CS Vis.Obj.+Odor (4) 28 <10” 0,0143 0,0062
R: 89,161 8,2809 3,0385 3,2812
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Uberpriifung des Einflusses des Pilzkdrpers auf das Duftpraferenzverhalten von Drosophila
melanogaster

Tabelle 15:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 23 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erhhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Minute 1 7 0,2736 >0,20 >0,20 =0,4119
Minute 2 7 0,2506 >0,20 <0,20 =0,1198
Minute 3 7 0,2166 >0,20 >0,20 =0,2987
Minute 4 7 0,2798 >0,20 <0,10 =0,0761
Minute 5 7 0,3135 >0,20 >0,20 =0,3506
Minute 8 7 0,3038 >0,20 >0,20 =0,3773
Minute 10 7 0,3211 >0,20 >0,20 =0,4418
Minute 15 7 0,2380 >0,20 >0,20 =0,5530
Minute 20 7 0,2040 >0,20 >0,20 =0,7444

b) Vergleich der median dargestellten Daten aus Abbildung 23 aufgrund der Normalverteilung aller Datensétze mittels
des One-Sample-t-Tests (OT) gegen ein Zufallsniveau (Wert 0)

N pOTvs.0
Minute 1 8 =0,9577
Minute 2 8 =0,8510
Minute 3 8 =0,2616
Minute 4 8 =0,1778
Minute 5 8 =0,1653
Minute 8 8 =0,0904
Minute 10 8 =0,0784
Minute 15 8 =0,0090
Minute 20 8 =0,0017

c) Vergleich der medianen Daten aus A

bbildung 23 zum unmittelbaren Vergleich zu den Datensdtzen Abb.3.7 (HU-Tiere;

nicht normalverteilt) mittels des Sign-Tests (SN) gegen ein Zufallsniveau mit dem Wert 0

N pPSNvs.0
Minute 1 8 =0,6831
Minute 2 8 =0,4497
Minute 3 8 =0,2207
Minute 4 8 =0,2207
Minute 5 8 =0,2207
Minute 8 8 =0,2207
Minute 10 8 =0,2207
Minute 15 8 =0,0412
Minute 20 8 =0,0233

Tabelle 16:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 24 auf Normalverteilung unter Verwendung des KOLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Minute 1 8 0,1786 >0,20 <0,15 =0,4835
Minute 2 8 0,1516 >0,20 >0,20 =0,4193
Minute 3 8 0,1352 >0,20 >0,20 =0,8383
Minute 4 8 0,2012 >0,20 >0,20 =0,5631
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Minute 5 8 0,2114 >0,20 >0,20 =0,9020
Minute 8 8 0,2316 >0,20 >0,20 =0,2940
Minute 10 8 0,2210 >0,20 <0,05 =0,0323
Minute 15 8 0,2714 >0,20 <0,10 =0,1239
Minute 20 8 0,2595 >0,20 >0,20 =0,3891

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 24 zum unmittelbaren Vergleich zu den Datensitzen Abb.3.7 (HU-Tiere;
nicht normalverteilt) mittels des Sign-Tests (SN) gegen ein Zufallsniveau mit dem Wert 0

N pSNvs.0
Minute 1 8 ~1,0000
Minute 2 8 =0,2207
Minute 3 8 =0,1306
Minute 4 8 =0,2207
Minute 5 8 =0,2207
Minute 8 8 =0,1306
Minute 10 8 =0,0412
Minute 15 8 =0,0412
Minute 20 8 =0,0412
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Ergebnisse zur Beeinflussung des motivierten Kletterverhaltens bei externer
Reizzuflihrung durch die Struktur des Pilzkorpers

Modulation des motivierenden Einflusses von externen, olfaktorischen Reize durch distinkte
Loben der Pilzkorper in Drosophila

Tabelle 17:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 27 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
CS Lauf 1 ohne Reiz 24 1,5598 >0,20 <0,15 =0,0941
(Gruppe 1)
CS Lauf 1 ohne Reiz 23 1,5616 >0,20 <0,10 =0,2649
(Gruppe 1)
CS Lauf nach 24 h 24 1,0734 <0,10 <0,01 =0,0061
mit Duft
CS Lauf nach 24 h 23 1,4904 <0,10 <0,01 =0,0043
kein Duft
H24>TNT Lauf 1 ohne 27 1,5021 >0,20 <0,10 =0,1796
Reiz (Gruppel)
H24>TNT Lauf 1 ohne 22 1,7563 >0,20 <0,01 =0,1867
Reiz (Gruppe ll)
H24>TNT nach 24 h 27 1,6486 >0,20 < 0,05 =0,0876
mit Duft
H24>TNT nach 24 h 22 1,3266 <0,20 <0,01 =0,0261
kein Duft
¢305a>TNT Lauf 1 ohne 23 1,1995 >0,20 <0,01 =0,0208
Reiz (Gruppel)
¢305a>TNT Lauf 1 ohne 24 1,2959 >0,20 <0,01 =0,0163
Reiz (Gruppe ll)
¢305a>TNT nach 24 h 23 1,3817 >0,20 <0,15 =0,0335
mit Duft
¢305a>TNT nach 24 h 24 1,2504 >0,20 < 0,05 =0,0827
kein Duft
mb247>TNT Lauf 1 21 1,8860 >0,20 < 0,05 =0,0588
ohne Reiz (Gruppel)
mb247>TNT Lauf 1 20 1,4681 >0,20 >0,20 =0,1738
ohne Reiz (Gruppe Il)
mb247>TNT nach 24 h 21 1,8297 >0,20 <0,15 =0,1487
mit Duft
mb247>TNT nach 24 h 20 1,5044 >0,20 < 0,05 =0,1704
kein Duft
c739>TNT Lauf 1 ohne 21 1,3990 >0,20 < 0,05 =0,1623
Reiz (Gruppel)
c739>TNT Lauf 1 ohne 21 1,1019 <0,20 <0,01 =0,0248
Reiz (Gruppe ll)
c739>TNT nach 24 h 21 1,8746 >0,20 <0,10 =0,1290
mit Duft
c739>TNT nach 24 h 21 1,8949 >0,20 <0,10 =0,1100
kein Duft
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b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 27 (gepaart) mittels des Wilcoxon-Matched-Pairs-Test (WMP)

Genotyp N T z p
CS (Gruppe Il) Lauf 1 ohne Reiz 23 21,00 2,6273 0,0086
vs.
CS nach 24 h ohne Duft
H24>TNT (Gruppe ll) Lauf 1 ohne Reiz | 22 84,00 0,7840 0,4330
vs.
H24>TNT nach 24 h ohne Duft
¢305a>TNT (Gruppe Il) 24 88,00 0,2817 0,7782
Lauf 1 ohne Reiz vs.
c305a>TNT nach 24 h ohne Duft
mb247>TNT (Gruppell) 20 48,00 1,3491 0,1773
Lauf 1 ohne Reiz vs.
mb247>TNT nach 24 h ohne Duft
c739>TNT (Gruppe ll) Lauf 1 21 35,50 1,3915 0,1641

ohne Reiz vs.

¢739>TNT nach 24 h ohne Duft

Tabelle 18:

Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 28 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-Tests
(KS) und des LiLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit.
Zusitzlich werden die Datensdtze mittels des Sign-Tests (SN) gegen ein Zufallsniveau mit dem Wert 0 getestet.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW pPSNvs.0
Delta CS 24 1,4738 >0,20 <0,10 =0,2486 =0,0001
Lauf Duft-Lauf 1
Delta CS 23 1,9691 <0,15 <0,01 =0,0323 =0,0153
Lauf Luft-Lauf 1
Delta H24>TNT 27 1,8187 >0,20 >0,20 =0,5062 =0,0056
Lauf Duft-Lauf 1
Delta H24>TNT 22 1,7777 <0,20 <0,01 =0,0188 =0,8231
Lauf Luft-Lauf 1
Delta c305a>TNT 22 1,2968 <0,20 <0,01 =0,1208 =0,0008
Lauf Duft-Lauf 1
Delta c305a>TNT 24 1,5857 >0,20 <0,10 =0,2712 ~1,0000
Lauf Luft-Lauf 1
Delta mb247>TNT 21 1,7403 <0,10 <0,01 =0,0226 =0,6056
Lauf Duft-Lauf 1
Delta mb247>TNT | 20 1,4681 <0,15 <0,01 =0,1379 =0,1456
Lauf Luft-Lauf 1
Delta c739>TNT 21 1,7688 >0,20 <0,20 =0,2706 =0,8026
Lauf Duft-Lauf 1
Delta c739>TNT 21 1,4359 >0,20 <0,15 =0,3092 =0,3017
Lauf Luft-Lauf 1
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Modulation des motivierenden Einflusses von externen, visuellen Reize durch distinkte
Loben der Pilzkérper in Drosophila

Tabelle 19:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 29 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des Liurors-Test (Lilliff und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhéhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
CS Lauf 1 ohne Reiz 25 0,9363 <0,10 <0,01 =0,0051
(Gruppe 1)
CS Lauf 1 ohne Reiz 25 1,2356 <0,20 <0,01 =0,0252
(Gruppe 1)
CS Lauf nach 24 h 25 1,1136 >0,20 < 0,05 =0,0032
mit Landmarke
CS Lauf nach 24 h 25 1,3229 <0,15 <0,01 =0,0670
ohne vis.Reiz
H24>TNT Lauf 1 ohne 17 0,9034 <0,10 <0,01 =0,0106
Reiz (Gruppel)
H24>TNT Lauf 1 ohne 18 0,9003 < 0,05 <0,01 =0,0028
Reiz (Gruppe Il)
H24>TNT nach 24 h 17 1,0146 >0,20 <0,05 =0,0252
mit Landmarke
H24>TNT nach 24 h 18 0,8264 >0,20 <0,01 =0,0234
ohne vis.Reiz
¢305a>TNT Lauf 1 ohne 23 0,9679 >0,20 <0,01 =0,0311
Reiz (Gruppel)
¢305a>TNT Lauf 1 ohne 23 0,9960 <0,20 <0,01 =0,0278
Reiz (Gruppe Il)
¢305a>TNT nach 24 h 23 1,2175 >0,20 <0,05 =0,0524
mit Landmarke
¢305a>TNT nach 24 h 23 1,3644 >0,20 <0,15 =0,3714
ohne vis.Reiz
mb247>TNT Lauf 1 15 0,8619 >0,20 <0,01 =0,0502
ohne Reiz (Gruppel)
mb247>TNT Lauf 1 15 1,1255 <0,20 <0,01 =0,0568
ohne Reiz (Gruppe Il)
mb247>TNT nach 24 h 15 1,0556 <0,10 <0,01 =0,0149
mit Landmarke
mb247>TNT nach 24 h 15 0,8619 <0,20 <0,01 =0,0028
ohne vis.Reiz
c739>TNT Lauf 1 ohne 20 1,5183 >0,20 < 0,05 =0,1106
Reiz (Gruppe 1)
¢739>TNT Lauf 1 ohne 20 1,1821 <0,20 <0,01 =0,0429
Reiz (Gruppe Il)
¢739>TNT nach 24 h 20 1,5009 >0,20 <0,10 =0,1099
mit Landmarke
¢739>TNT nach 24 h 20 1,6376 >0,20 >0,20 =0,5225
ohne vis.Reiz
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b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 29 (gepaart) mittels des Wilcoxon-Matched-Pairs-Test (WMP)

Genotyp

N T

Z

p

CS (Gruppe ll) Lauf 1 ohne Reiz vs.
cs
nach 24 h ohne Landmarke

25 73,5

0,5226

0,6023

H24>TNT (Gruppe Il)
Lauf 1 ohne Reiz vs.
H24>TNT nach 24 h ohne Landmarke

18 33,00

0,4707

0,6378

NP1131>TNT (Gruppe Il)
Lauf 1 ohne Reiz vs.
NP1131>TNT nach 24 h ohne Landmarke

23 51,00

0,0942

0,9250

mb247>TNT (Gruppell)
Lauf 1 ohne Reiz vs.
mb247>TNT nach 24 h ohne Landmarke

15 39,00

0,8475

0,3967

c739>TNT (Gruppe ll)
Lauf 1 ohne Reiz vs.
¢739>TNT nach 24 h ohne Landmarke

20 49,50

0,9566

0,3388

Tabelle 20:

Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 30 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-Tests
(KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit.
Zusitzlich werden die Datensdtze mittels des Sign-Tests (SN) gegen ein Zufallsniveau mit dem Wert 0 getestet.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW pPSNvs.0
Delta CS 25 1,2871 > 0,20 < 0,05 =0,0756 <10”
Lauf LM-Lauf 1
Delta CS 25 1,3013 <0,20 <0,01 =0,0116 =0,8137
Lauf kein Reiz-Lauf 1
Delta H24>TNT 17 1,2976 > 0,20 < 0,05 =0,2122 =0,0003
Lauf LM-Lauf 1
Delta H24>TNT 18 1,3827 >0,20 <0,15 =0,0564 =0,7728
Lauf kein Reiz-Lauf 1
Delta NP1131>TNT 23 1,3557 <0,15 <0,01 =0,0247 =0,0023
Lauf LM-Lauf 1
Delta NP1131>TNT 23 1,4917 <0,10 <0,01 =0,0180 =0,7893
Lauf kein Reiz-Lauf 1
Delta mb247>TNT 15 1,2984 >0,20 < 0,05 =0,4697 =0,5050
Lauf LM-Lauf 1
Delta mb247>TNT 15 1,2910 >0,20 < 0,05 =0,0111 =0,7893
Lauf kein Reiz-Lauf 1
Delta c739>TNT 20 1,4690 >0,20 <0,15 =0,0906 =0,4533
Lauf LM-Lauf 1
Delta c739>TNT 20 1,7800 >0,20 >0,20 =0,2818 =0,8026
Lauf kein Reiz-Lauf 1

Tabelle 21:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 31 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
CS >TNT 36 1,1585 >0,20 <0,01 =0,0256
mb247-GAL4 >TNT 31 1,2589 >0,20 < 0,05 =0,0086
c739- GALA >TNT 30 1,5643 >0,20 <0,10 =0,1931
H24-GAL4 >TNT 27 1,1209 <0,15 <0,01 =0,0273
NP1131 >TNT 35 1,3884 <0,15 <0,01 =0,0131




b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 31 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in

der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | N | (2) ‘ (3) | (4) | (5)
K-Wallis-Test: H(4,N=159)=21,1316 p=0,0003
CS >TNT (1) 36 0,0015 ~1,0000 ~1,0000 ~1,0000
R: 69,889 3,7854 0,6262 0,1912 0,0580
mb247 >TNT (2) 31 0,0261 0,0086 0,0015
R: 112,23 3,0098 3,3332 3,7904
€739 >TNT (3) 30 ~1,0000 ~1,0000
R: 77,017 0,4001 0,6734
H24 >TNT (4) 27 ~1,0000
R: 72,130 0,2426
NP1131 >TNT (5) 35
R: 69,250
Tabelle 22:

Anhang XV

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 32 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erhéhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
CS Lauf 1 (18°C) 15 1,0142 >0,20 < 0,05 =0,0381
(Gruppe I; ohne Reiz)
CS Lauf 1 18°C 15 1,1872 >0,20 < 0,05 =0,0827
(Gruppe II; ohne Reiz)
CS Lauf 2 15 1,2228 >0,20 < 0,05 =0,0074
(Duft) 18°C
CS Lauf 2 15 1,2536 >0,20 <0,15 =0,1263
(Duft) 30°C
GAL80“mb247-GAL4>TNT (18°C) 15 1,2799 >0,20 <0,10 =0,0936
(Gruppe I; ohne Reiz)
GAL80“mb247-GAL4>TNT (18°C) 15 0,9904 <0,20 <0,01 =0,0286
(Gruppe II; ohne Reiz)
GAL80" mb247-GAL4A>TNT 15 1,3558 >0,20 <0,10 =0,0254
(Duft) 18°C
GAL80" mb247-GAL4A>TNT 15 1,5337 >0,20 <0,10 =0,3431
(Duft) 30°C
GAL80" c739-GAL4>TNT (18°C) 22 0,9081 <0,10 <0,01 =0,0109
(Gruppe I; ohne Reiz)
GAL80" c739-GAL4>TNT (18°C) 22 1,0320 >0,20 < 0,05 =0,0099
(Gruppe Il; ohne Reiz)
GAL80" c739-GAL4>TNT 22 0,9501 <0,05 <0,01 =0,0002
(Duft) 18°C
GAL80" c739-GAL4A>TNT 22 0,9580 <0,10 <0,01 =0,0274
(Duft) 30°C
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b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 32 (gepaart) mittels des Wilcoxon-Matched-Pairs-Test (WMP)

Genotyp N T Z 0]
CS (Gruppe |) Lauf 1 18°C ohne Reiz vs. 15 2,50 3,0050 0,0027
cs
nach 24 h 18°C
CS (Gruppe ll) Lauf 1 18°C ohne Reiz vs. 15 23,00 1,8519 0,0640
cs
nach 24 h 30°C
GAL80® mb247-GAL4>TNT (Gruppe I) 15 14,50 2,5842 0,0098

Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80” mb247-GAL4>TNT nach 24 h 18°C

GAL80"” mb247-GAL4>TNT (Gruppe II) 15 8,00 2,7936 0,0052
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80” mb247-GAL4>TNT nach 24 h 30°C

GAL80" c739-GAL4>TNT (Gruppe I) 22 5,00 3,6218 0,0003
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GALS80" ¢739-GAL4>TNT nach 24 h 18°C

GAL80" c739-GAL4>TNT (Gruppe I1) 22 75,50 0,4355 0,6632
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80" ¢739-GAL4>TNT nach 24 h 30°C

c) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 32 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der
verschiedenen Genotypen untereinander

Group U Z 2*1 sided exact p
cs 103,50 0,3733 0,7130
18°Cvs. 30 °C
GAL80" mb247-GAL4A>TNT 9,50 4,2722 <10°
18°Cvs. 30 °C
GAL80" c739-GAL4>TNT 44,00 4,6476 <10°
18°Cvs. 30 °C

Tabelle 23:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 33 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
CS Lauf 1 (18°C) 22 0,9501 >0,20 <0,01 =0,0573
(Gruppe I; ohne Reiz)
CS Lauf 1 (18°C) 22 1,0455 >0,20 < 0,05 =0,0745
(Gruppe I; ohne Reiz)
CS Lauf 2 22 1,4355 >0,20 >0,20 =0,1328
(Landmarke) 18°C
CS Lauf 2 22 1,4445 >0,20 <0,15 =0,4216
(Landmarke) 30°C
GAL80“mb247-GAL4>TNT (18°C) 22 1,4325 >0,20 <0,10 =0,1770
(Gruppe I; ohne Reiz)
GAL80“mb247-GAL4>TNT (18°C) 22 1,1925 <0,10 <0,01 =0,0143
(Gruppe II; ohne Reiz)
GAL80" mb247-GALA>TNT 22 1,0650 >0,20 <0,10 =0,0770
(Landmarke) 18°C
GAL80" mb247-GAL4A>TNT 22 1,2527 >0,20 <0,15 =0,0541
(Landmarke) 30°C
GAL80" c739-GAL4>TNT (18°C) 23 1,1246 <0,10 <0,01 =0,0219
(Gruppe I; ohne Reiz)
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GAL80" c739-GAL4>TNT (18°C) 22 1,4241 >0,20 <0,01 =0,0311
(Gruppe I; ohne Reiz)
GALS80" c739-GAL4A>TNT 23 0,9283 <0,05 <0,01 =0,0056
(Landmarke) 18°C
GALS80" c739-GAL4A>TNT 22 1,2247 >0,20 <0,01 =0,2250
(Landmarke) 30°C

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 33 (gepaart) mittels des Wilcoxon-Matched-Pairs-Test (WMP)

Genotyp

N

T

Z

p

CS (Gruppe I) Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
cs
nach 24 h 18°C

22

15,00

3,2194

0,0013

CS (Gruppe Il) Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
(o)
nach 24 h 30°C

22

17,50

2,6113

0,0090

GAL80" mb247-GAL4>TNT (Gruppe 1)
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80" mb247-GAL4>TNT nach 24 h 18°C

22

22,00

2,9377

0,0033

GAL80” mb247-GAL4>TNT (Gruppe Il)
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80" mb247-GAL4>TNT nach 24 h 30°C

22

30,00

1,9649

0,0494

GAL80" c739-GAL4>TNT (Gruppe 1)
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80" c739-GAL4>TNT nach 24 h 18°C

23

38,50

2,4826

0,0130

GAL80" c739-GAL4>TNT (Gruppe II)
Lauf 1 18°C ohne Reiz vs.
GAL80" c739-GAL4>TNT nach 24 h 30°C

22

69,00

0,7186

0,4724

c) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 33 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der

verschiedenen Genotypen untereinander

Group U Z 2*1 sided exact p
CS 30°Cvs. 18 °C 235,0 0,1643 0,8799
GAL80" mb247-GAL4 >TNT 59,0 4,2955 <107
30°Cvs. 18 °C
GAL80" c739-GAL4 >TNT 80,5 3,9167 <10”

30°Cvs. 18 °C

Tabelle 24:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 34 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhéhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
mb247-GAL4>NaChBac (Lauf 1) 25 1,1790 <0,15 <0,01 =0,0641
(Gruppe I; ohne Reiz)
mb247-GAL4>NaChBac (Lauf 1) 25 0,9967 <0,15 <0,01 =0,0124
(Gruppe lI; ohne Reiz)
mb247-GAL4>NaChBac (Lauf 2) 25 1,0198 >0,20 < 0,05 =0,0395
LM
mb247-GAL4>NaChBac (Lauf 2) 25 0,7371 <0,01 <0,01 =0,0001
keine LM
NaChBac/+ (Lauf 1) 26 1,2184 <0,10 <0,01 =0,0004
(Gruppe I; ohne Reiz)
NaChBac/+ (Lauf 1) 26 1,0495 <0,20 <0,01 =0,0041
(Gruppe II; ohne Reiz)
NaChBac/+ (Lauf 2) 26 0,8918 < 0,05 <0,01 =0,0019
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LM
NaChBac/+ (Lauf 2) 26 0,9381 <0,05 <0,01 =0,0093
keine LM

+/mb247-GAL4 (Lauf 1) 25 0,8327 <0,10 <0,01 =0,0008

(Gruppe I; ohne Reiz)
+/mb247-GAL4 (Lauf 1) 25 0,9713 <0,20 <0,01 =0,0159

(Gruppe I; ohne Reiz)
+/mb247-GAL4 25 0,9574 <0,15 <0,01 =0,0302

(Lauf 2/LM)
+/mb247-GALA 25 0,8888 <0,10 <0,01 =0,0180
(Lauf 2/keine LM)

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 34 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der

verschiedenen Genotypen untereinander

1) mb247-GAL4>NaChBac
Group U Z 2*1 sided exact p

mb247-GAL4>NaChBac 175,5 2,8562 0,0071

Lauf 2 LM vs. Lauf 2 keine LM
NaChBac/+ 104,5 4,2733 <10°

Lauf 2 LM vs. Lauf 2 keine LM
+/mb247-GAL4 111,0 3,9097 <10°

Lauf 2 LM vs. Lauf 2 keine LM

c) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 34 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in

der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

1) Lauf 1 ohne Reiz
Genotyp ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(8, N=304)=95,6050 p< 10
mb247-GAL4>NaChBac ohne Reiz (1) 0,4457 0,0057
R: 168,18 2,5011 3,7758
NaChBac/+ ohne Reiz (2) ~1,0000
R: 124,63 1,3115
+/mb247-GAL4 ohne Reiz (3) - -
R: 101,80
1) Lauf 2 mit Landmarke
Genotyp ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(8, N=304)=95,6050 p< 10
mb247-GAL4>NaChBac mit Landmarke (1) ~1,0000 ~1,0000
R: 243,3 1,5157 2,0465
NaChBac/+ mit Landmarke (2) ~1,0000
R: 205,98 0,5508
+/mb247-GAL4 mit Landmarke (3) - -
R: 192,42
1) Lauf 2 ohne Landmarke
Genotyp ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(8, N=304)=95,6050 p< 10°
mb247-GAL4>NaChBac ohne Landmarke (1) 0,0033 0,0018
R: 199,46 3,9106 4,0608
NaChBac/+ mit Landmarke (2) -- ~1,0000
R: 103,17 0,1898




+/mb247-GAL4 mit Landmarke (3)

R: 98,50

Tabelle 25:
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a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 35 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhohung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW

mb247-GAL4>NaChBac 75 0,9931 <0,01 <0,01 <10°
NaChBac/+ 78 1,0697 <0,01 <0,01 <10°
+/mb247-GAL4 75 0,8928 <0,01 <0,01 <10°

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 35 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in

der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=228)=38,5496 p< 10°
mb247-GAL4>NaChBac <10” <10’
R: 151,12 4,5488 5,6501
NaChBac/+ - 0,7425
R: 102,60 1,1564
+/mb247-GAL4 - -
R: 90,26

Neuropeptid F (NPF) im Paradigma des motivierten Kletterverhaltens

Tabelle 26:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 36 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des LiuiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhéhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
npf > npf RNAi 21 1,4007 <0,01 <0,01 =0,0001
Lauf 1: ohne Reiz (Gruppe 1)
npf > npf RNAi 21 0,8701 <0,05 <0,01 =0,0013
Lauf 1: ohne Reiz (Gruppe 1)
npf > npf RNAi 21 1,2649 <0,20 <0,01 =0,0457
Lauf 2: Landmarke
npf > npf RNAI 21 0,9562 <0,10 <0,01 =0,0158
Lauf 2: keine Landmarke
or83b > npf RNAI 18 0,9235 <0,15 <0,01 =0,0236
Lauf 1: ohne Reiz (Gruppe l)
or83b > npf RNAI 18 0,9984 <0,20 <0,01 =0,0084
Lauf 1: ohne Reiz (Gruppe Il)
or83b > npf RNAI 18 1,0432 >0,20 < 0,05 =0,0494
Lauf 2: Landmarke
or83b > npf RNAI 18 1,2113 >0,20 < 0,05 =0,0966
Lauf 2: keine Landmarke
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b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 36 (gepaart) mittels des Wilcoxon-Matched-Pairs-Test (WMP)

Genotyp N T Z p

npf > npf RNAi Lauf 1 (Gruppe I) 21 24,00 2,4853 0,0129
vs.
npf > npf RNAi nach 24 h (Landmarke)

npf > npf RNAi Lauf 1 (Gruppe 11) 21 25,50 2,1976 0,0280
vs.
npf > npf RNAi nach 24 h (keine LM)

or83b > npf RNAi Lauf 1 (Gruppe 1) 18 12,00 2,5424 0,0110
vs.
or83b > npf RNAi nach 24 h (Landmarke)

or83b > npf RNAi Lauf 1 (Gruppe 1) 18 27,00 0,0510 0,9594
vs.

or83b > npf RNAIi nach 24 h (keine LM)

npf > npf RNAi nach 24 h (Landmarke) 21 32,50 2,0829 0,0373
vs.
npf > npf RNAi nach 24 h (keine LM)

or83b > npf RNAi nach 24 h (Landmarke) 18 9,00 2,7308 0,0063
vs.
or83b > npf RNAIi nach 24 h (keine LM)
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Erzeugung eines depressionsahnlichen Zustands in Drosophila melanogaster

Charakterisierung eines depressionsahnlichen Verhaltens von Drosophila als Antwort auf

konstante Stressreizung

Tabelle 27:

a) Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 37 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMOGOROV-SMIRNOV-
Tests (KS) und des Liuirors-Test (Lilliff und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhéhung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 50 0,7825 <0,01 <0,01 <10°
Gruppe Stress
Pretest 50 0,7071 <0,01 <0,01 <10°
Gruppe Kontrolle
Test a 20 1,3018 <0,20 <0,01 =0,0606
Gruppe Stress
Test a 20 1,1743 <0,15 <0,01 =0,1166
Gruppe Kontrolle
Testb 15 1,7182 >0,20 >0,20 =0,7916
Gruppe Stress
Testb 14 0,9972 >0,20 < 0,05 =0,1737
Gruppe Kontrolle
Test 15 1,5523 <0,20 <0,01 =0,0382
Gruppe Stress
Test 15 1,3558 >0,20 <0,15 =0,1543
Gruppe Kontrolle

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 37 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) an

verschiedenen Tagen untereinander

Group U Z 2*1 sided exact p
Pretest 1159,00 -0,6273 0,5343
Stress vs. Kontrolle
Testa 195,50 -0,1217 0,9042
Stress vs. Kontrolle
Testb 79,00 -1,1347 0,2703
Stress vs. Kontrolle
Test 37,00 -3,1316 0,0012
Stress vs. Kontrolle

c) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 37 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in

der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | (2 | B [ @ | & [ ® | @ [ (8
K-Wallis-Test: H(7,N=199)=37,4259 p< 10°
Pretest/Stress (1) |~ 1,0000 | ~ 1,0000 ~1,0000 0,2633 ~1,0000 <10” ~1,0000
R:111,93 0,5444 0,6337 0,4745 2,5970 1,4234 4,6516 0,6270
Prestest/Kontr (2) -- ~1,0000 ~1,0000 0,0843 ~1,0000 <10” ~1,0000
R: 118,20 1,0452 0,8860 2,9668 1,7835 5,0214 0,9968
Test a/Stress (3) - -- ~1,0000 ~1,0000 ~1,0000 0,0122 ~1,0000
R:102,28 0,1332 1,7475 0,7540 3,5183 0,0496
Test a/Kontr (4) -- -- - ~1,0000 ~1,0000 0,0076 ~1,0000
R: 104,70 1,8708 0,8749 3,6416 0,1728
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Genotyp (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
Test b/Stress (5) -- -- - -- ~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
R: 67,90 0,8991 1,6564 1,5883
Test b/Kontr (6) -- - - -- -- 0,3223 ~1,0000
R: 87,143 2,5268 0,6615
Test/Stress (7) -- - - -- -- -- 0,0329
R: 33,067 3,2447

Test/Kontr (8) -- - - -- -- -- --

R: 101,30
Tabelle 28:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens aus Abbildung 38 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW

Pretest 154 1,2645 <0,01 <0,01 <10”
Stress 70 1,2179 < 0,05 <0,01 =0,0011
Kontrolle 79 1,2946 <0,05 <0,01 =0,0021

b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitdt aus Abbildung 38 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group ‘ (2) (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=303)=149,7581 p< 10

Prestest (1) <10” 0,1140

R: 176,24 10,5571 2,0747

Stress (2) -- <10”

R:42,914 11,0202
Kontrolle (3) -- --

R: 201,40

Tabelle 29:

a) Uberpriifung der Datensitze des Laufverhaltens aus Abbildung 39 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen

durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Stress 46 13,3221 >0,20 <0,15 =0,0224
Kontrolle 51 12,0736 >0,20 >0,20 =0,7206

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 39 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen Stress vs. Kontrolle im Laufverhalten

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 772,00 -2,8971 0,0035
vSs.
Gruppe ohne Stress




Tabelle 30:
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a) Uberpriifung der Datensitze des Balzverhaltens aus Abbildung 40A auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGoRrov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensédtzen

durchgefiihrt.
N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Stress 33 233,4105 < 0,05 <0,01 =0,0001
Kontrolle 34 189,6690 <0,05 <0,01 <107

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 40A (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden

Gruppen Stress vs. Kontrolle im Balzverhalten

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 314,50 3,0914 0,0017
vs.
Gruppe ohne Stress

Tabelle 31:

a) Uberpriifung der Datensitze des Balzverhaltens aus Abbildung 40B auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGoRrov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen

durchgefiihrt.
N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Stress (Balz) 35 250,9198 <0,01 <0,01 <10”
Kontrolle (Balz) 31 147,9609 <0,01 <0,01 <10°

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 40B (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen nach Balzstress vs. Kontrolle im Balzverhalten

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress (Balz) 157,00 4,9523 <10’
vs.
Gruppe ohne Stress (Balz)

Tabelle 32:

a) Uberpriifung der Datensitze des Phototaxisverhaltens aus Abbildung 41 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen

durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Stress 63 24,5805 <0,01 <0,01 <10’
Kontrolle 74 19,1411 <0,01 <0,01 <107

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 41 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen Stress vs. Kontrolle im Phototaxisverhalten

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 2231,50 0,4297 0,6684
vs.
Gruppe ohne Stress




Anhang  [IXXIVERINEN

Tabelle 33:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens aus Abbildung 42 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen

durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 46 0,8879 <0,01 <0,01 =0,0001
Test 41 1,2611 <0,10 <0,01 =0,0129
Gruppe Stress
Test 44 1,3068 <0,15 <0,01 =0,0078
Gruppe Kontrolle
Test 2 20 1,1910 >0,20 <0,05 =0,0157
Gruppe Stress
Test 2 18 1,0966 >0,20 <0,10 =0,0447
Gruppe Kontrolle

b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitdt aus Abbildung 42 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple

Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp ‘ (2) ‘ (3) (4) ‘ (5)
K-Wallis-Test: H(4,N=169)=90,7414 p< 10™

Pretest (1) <10° ~1,0000 <10” 0,0740
R: 121,00 7,0326 0,8540 4,9415 2,6783
Test/Gr.Stress (2) - <10° 0,9071 0,0057
R: 32,598 5,3452 1,6917 3,4479
Test/Gr.Kontrolle (3) -- -- 0,0036 0,9971
R: 107,97 3,5674 1,6463
Test 2/Gr.Stress (4) - - - 0,7476
R: 58,150 1,7819

Test 2/Gr.Kontrolle (5) - - - -

R: 86,056




Anhang [IXXVARIN

Untersuchung auf Divergenzen des depressionsdhnlichen Verhaltens von Drosophila zu der
erlernten Balzfrustration

Tabelle 34:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens aus Abbildung 43A auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LittiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW

Pretest 45 0,7804 <0,01 <0,01 <10’
Stress 41 1,0927 <0,20 <0,01 =0,0138
Kontrolle 41 0,9500 <0,01 <0,01 =0,0002

b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitat aus Abbildung 43A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group ‘ (2) (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=127)=4,0942 p=0,1291

Pretest (1) 0,4257 0,2191
R: 55,633 1,4688 1,7926
Stress (2) -- ~1,0000
R: 67,305 0,3165

Kontrolle (3) -- --

R: 69,878

Tabelle 35:

a) Uberpriifung der Datensitze des Laufverhaltens aus Abbildung 43B auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen

durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Stress 45 12,3822 >0,20 >0,20 =0,4436
Kontrolle 43 12,1138 >0,20 >0,20 =0,6549

b) Vergleich der normalverteilten Daten der Laufaktivitit aus Abbildung 43B mittels des Student'schen t-Tests fiir

unabhangige Stichproben.

Group t F ¢]
Gruppe Balzstress -0,6840 1,0448 0,8883
vs.
Gruppe ohne Balzstress
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Tabelle 36:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens aus Abbildung 44A auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 17 1,0880 >0,20 <0,01 = 0,0064
npf-GAL4> UAS-npf™™"*
Pretest 16 0,9309 <0,15 <0,01 =0,0203
Ccs
Test 34 1,5786 >0,20 < 0,05 =0,1648
npf-GAL4> UAS-npf™"*
Test 31 1,6017 <0,15 <0,01 =0,0635
Ccs

b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitdt aus Abbildung 44A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group | (2) | (3) | (4)
K-Wallis-Test: H(3,N=98)=48,2537 p< 10”
Pretest/npf-GAL4> UAS-npf " (1) ~1,0000 <10” <10~
R: 78,412 0,3129 4,7428 5,3445
Pretest/CS (2) - 0,0001 <10~
R: 38,353 4,2875 4,8858
Test / npf-GAL4> UAS-npf™"" (3) - - ~1,0000
R: 75,313 0,8220
Test/CS (4) - - -
R: 32,548

Tabelle 37:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens aus Abbildung 44B auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGoRrov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest _ 43 1,1191 <0,15 <0,01 =0,0012
npf-GAL4> UAS-npf™~
Pretest _ 43 1,1157 <0,10 <0,01 =0,0016
0r83b-GAL4> UAS-npf™A
Test/Stress _ 42 1,1088 <0,15 <0,01 =0,0091
npf-GAL4> UAS-npf™~
Test/Stress _ 42 1,7539 >0,20 <0,10 =0,3305
0r83b-GAL4> UAS-npf™™™
Test/Kontrolle _ 43 1,3753 <0,10 <0,01 =0,0269
npf-GAL4> UAS-npf™~
Test/Kontrolle _ 42 1,4191 <0,20 <0,01 =0,0741
0r83b-GAL4> UAS-npf™A
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b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitit aus Abbildung 44B mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | 2] @& | @ [ (6)
K-Wallis-Test: H(5,N=255)=95,3927 p< 10™
Pretest/npf-GAL4> UAS-npf™"~ (1) ~1,0000 | <10 | <10 | 0,0988 |~ 1,0000
R: 169,91 0,1067 | 7,2547 | 4,9604 | 2,7172 | 0,8312
Pretest/or83b-GAL4> UAS-npf™™ (2) -- <10” | <10 | 0,0712 |~ 1,0000
R: 50,655 7,5588 | 5,0665 | 2,8239 | 0,9373
Test(Stress)/ npf-GAL4> UAS-npf~~ (3) - - 0,1983 | <10” <107
R: 126,69 2,4779 | 4,7516 | 6,5830
Test(Stress)/or83b-GAL4> UAS-npf ™™ (4) - - -- 0,3580 | 0,0006
R: 171,60 2,2592 4,1051
Test(Kontr)/npf-GAL4> UAS-npf™™ (5) - - - - 0,9224
R: 90,536 1,8699
Test(Kontr)/or83b-GAL4> UAS-npf™"* (6) - - - - -
R: 156,61

Tabelle 38:

a) Uberpriiffung der Datensitze des Kletterverhaltens von rut' aus Abbildung 45A auf Normalverteilung unter
Verwendung des KoLmoGorov-SMIRNOv-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-
Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den

Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest (rut') 51 1,0167 <0,01 <0,01 =0,0002
Stress (rut') 46 1,1583 <0,10 <0,01 =0,0111
Kontrolle (rut’) 42 1,2605 <0,15 <0,01 =0,0155

b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitdt von rut' aus Abbildung 45A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W).
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group

(2) |

(3)

K-Wallis-Test: H(2,N=139)=50,5958 p< 10

Pretest (rut') (1) <10” ~1,0000
R: 84,206 5,8313 0,6295
Stress (rut') (2) -- <10”
R: 36,457 6,1704
Kontrolle (rut?) (3) -- -
R: 89,488

Tabelle 39:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens von dnc' aus Abbildung 45B auf Normalverteilung unter
Verwendung des KoLmoGorov-SmiRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-
Test (SW) zur Erhhung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den

Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest (dnc’) 49 1,1173 <0,15 <0,01 =0,0024
Stress (dnc’) 24 1,3805 >0,20 <0,15 =0,1513
Kontrolle (dnc1) 24 0,9237 <0,10 <0,01 =0,0093
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b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitdt von dnc’ aus Abbildung 45B mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W).
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group | (2) | (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=97)=51,3956 p< 10°
Pretest (dnc’) (1) <10” 0,2076
R: 64,347 7,0282 0,6295
Stress (dnc’) (2) - <10”
R: 15,063 4,4975
Kontrolle (dnc') (3) - -
R: 51,604

Tabelle 40:

a) Uberpriifung der Datensitze des Laufverhaltens von dnc’ aus Abbildung 45C auf Normalverteilung unter Verwendung
des KoLmoGorov-SMIRNoOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Stress (dnc’) 48 13,0373 >0,20 < 0,05 =0,0007
Kontrolle (dnc') 47 17,1251 > 0,20 > 0,20 =0,7066

b) Vergleich der medianen Daten des Laufverhaltens von dnc! aus Abbildung 45C (ungepaart) mittels des Mann-
Whitney-U-Test (MannU) der beiden Gruppen Stress vs. Kontrolle im Laufverhalten

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress (dnc’) 698,00 -3,2008 0,0012
Vs.
Gruppe ohne Stress (dnc?)

Tabelle 41:

a) Uberpriifung der Datensitze des Balzverhaltens bei einer Kombination aus Stress und Saccharose aus Abbildung 46A
auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirNov-Tests (KS) und des Liuirors-Test (Lillif) und mit
Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der
nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW

Stress 33 233,4105 <0,05 <0,01 =0,0001
Kontrolle 34 189,6690 <0,05 <0,01 <10°
Stress mit Sacc. 14 146,1605 <0,05 <0,01 <10°
Kontrolle mit Sacc. 15 211,2935 <0,05 <0,01 <10°
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b) Vergleich der medianen Daten des Balzverhaltens bei einer Kombination aus Stress und Saccharose aus Abbildung 46A
mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group | (2) | (3) | (4)
K-Wallis-Test: H(3,N=96)=15,1978 p=0,0017
Stress (1) 0,0127 0,0825 0,0086
R: 63,424 3,0738 2,4635 3,1883
Kontrolle (2) -- ~1,0000 ~1,0000
R:42,50 0,1090 0,7798
Stress mit Sacc. (3) -- -- ~1,0000
R: 41,536 0,5573
Kontrolle mit Sacc. (4) -- - -
R: 35,767

Tabelle 42:

a) Uberpriifung der Datensitze des Balzverhaltens bei einer Kombination aus Balzstress und Saccharose aus Abbildung
46B auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirRNOv-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit
Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLK-Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der
nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW

Balzstress 35 250,9198 <0,01 <0,01 <10”

Kontrolle 31 147,9609 <0,01 <0,01 <10°
Balzstress mit Sacc. 14 262,4861 >0,20 <0,01 =0,0025

Kontrolle mit Sacc. 10 182,4128 <0,05 <0,01 <10”

b) Vergleich der medianen Daten des Balzverhaltens bei einer Kombination aus Balzstress und Saccharose aus Abbildung
46B mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren

Reihe.
Group | (2) | (3) | (4)
K-Wallis-Test: H(3,N=90)=33,3661 p< 10~
Stress (1) <10” ~1,0000 0,0007
R: 60,857 4,8416 0,4626 3,8599
Kontrolle (2) -- 0,0068 ~1,0000
R: 29,661 3,2541 0,5222
Stress mit Sacc. (3) -- - 0,0168
R: 57,036 2,9894
Kontrolle mit Sacc. (4) -- - -
R: 24,70
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Einfluss des Neurotransmitters Serotonin auf das depressionsahnlichen Verhaltens von
Drosophila

Tabelle 43:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Verfiitterung von 5HTP und Saccharose nach Stress aus
Abbildung 47 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirRNOv-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif)
und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte
wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 29 0,8408 <0,01 <0,01 =0,0004
Test 29 1,2653 >0,20 <0,05 =0,1232
Test 2 mit 5SHTP 14 1,3927 >0,20 >0,20 =0,6943
Test 2 mit Saccharose 14 1,3114 >0,20 >0,20 =0,1666

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Verfiitterung von 5HTP und Saccharose nach Stress aus
Abbildung 47 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der

unteren Reihe.

Group | (2) | (3) | (4)
K-Wallis-Test: H(3,N=86)=42,6507 p< 10~
Pretest (1) <10° 0,2866 0,0153
R: 64,121 6,3366 1,9794 3,0166
Test (2) - 0,0104 0,2161
R: 22,569 3,1339 2,0967
Test 2 mit 5HTP (3) - - ~1,0000
R: 48,036 0,8931
Test 2 mit Saccharose (4) -- - -
R: 39,607

Tabelle 44:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Verfiitterung von SHTP und Saccharose nach Stress aus
Abbildung 48 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirNov-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif)
und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte
wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Stress + H,0 19 1,1081 >0,20 <0,05 =0,0092
Stress + 5HTP 19 1,3892 >0,20 <0,05 =0,0064
Stress + 5HTP + Sacc. 14 1,3927 >0,20 >0,20 =0,6943
Stress + Sacc. 14 1,3114 >0,20 >0,20 =0,1666
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Verfiitterung von SHTP und Saccharose nach Stress aus
Abbildung 48 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der

unteren Reihe.

Group | (2) | (3) | (4)
K-Wallis-Test: H(3,N=66)=16,2516 p=0,0010
Pretest (1) 0,1007 0,0012 0,0337
R: 64,121 2,3915 3,7092 2,7689
Test (2) - 0,7920 ~1,0000
R:22,569 1,5062 0,5660
Test 2 mit SHTP (3) - - ~1,0000
R: 48,036 0,8762
Test 2 mit Saccharose (4) -- - -
R: 39,607

Tabelle 45:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Verfiitterung eines 5HT-Inhibitors und Saccharose nach
Stress aus Abbildung 49 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGoRov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LiLLIFORS-
Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6éhung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW

Pretest 105 1,1105 <0,01 <0,01 <10°
Test 103 1,3691 <0,01 <0,01 =0,0003
Test 2 mit H,0 24 1,3486 <0,10 <0,01 =0,0123
Test 2 mit Sacc. 25 1,1180 <0,15 <0,01 =0,0275
Test 2 mit aMTP 26 1,5616 <0,20 <0,01 =0,0802
Test 2 mit aMTP & Sacc. 26 1,0325 >0,20 <0,01 =0,0295

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung eines 5HT-Inhibitors und Saccharose nach Stress
aus Abbildung 49 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der

unteren Reihe.

Genotyp @2 ] e [ @ [ e (6)
K-Wallis-Test: H(5,N=309)=208,8431 p< 10™
Pretest (1) <10” <10” |~1,0000 <10” <107
R: 242,53 11,2570 | 8,6472 | 0,7840 8,0892 7,8190
Test (2) - ~1,0000 | <10 | ~1,0000 | ~1,0000
R: 103,05 1,7441 | 6,2195 0,9606 0,6909
Test 2 mit H,0 (3) - - <10” | ~1,0000 | ~1,0000
R: 67,729 6,2356 | 0,6517 0,8608
Test 2 mit Sacc. (4) - - - <10° <107
R: 226,94 5,7031 5,4918
Test 2 mit aMTP (5) - - - - ~1,0000
R: 84,212 0,2431
Test 2 mit aMTP & Sacc. (6) -- -- -- -- --
R: 89,50
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Tabelle 46:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer mehrtigigen Verfiitterung eines SHT-Inhibitors und
Saccharose ohne Stress aus Abbildung 50 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGoRov-SMIRNOV-Tests (KS)
und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhhung der Genauigkeit. Auf Basis
der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW

Pretest 86 1,0722 <0,01 <0,01 <10”
Test mit H,0 38 1,2681 <0,05 <0,01 =0,0095
Test mit Sacc. 38 1,1252 <0,15 <0,01 =0,0249
Test mit aMTP 41 1,5496 <0,10 <0,01 =0,0509
Test mit aMTP & Sacc. 40 1,6132 <0,15 <0,01 =0,0112

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei mehrtégiger Verfiitterung eines 5HT-Inhibitors und
Saccharose ohne Stress aus Abbildung 50 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der
oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp ‘ (2) ‘ (3) | @ | (5)
K-Wallis-Test: H(4,N=243)=44,2417 p< 10
Pretest (1) ~1,0000 0,5917 |~1,0000 <107
R: 129,76 1,1431 1,8869 1,5677 4,8386
Test mit H,0 (2) - ~1,0000 | 0,2088 <10°
R: 145,41 0,6315 2,3102 5,0709
Test mit Sacc. (3) -- -- 0,0314 <10’
R: 155,59 2,9536 5,7105
Test mit aMTP (4) -- -- -- 0,0468
R: 108,84 2,8281
Test mit aMTP & Sacc. (5) -- -- -- --
R: 64,662

Tabelle 47:

a) Uberpriifung der Datensitze der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit in den Ellipsoidkdrpern von Drosophila aus
Abbildung 52 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif)
und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte

wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Gruppe Saccharose 8 0,4711 >0,20 <0,15 =0,0245
Gruppe H,O 8 0,4244 >0,20 >0,20 =0,9998
Gruppe Saccharose mit 11 0,2603 >0,20 >0,20 =0,5193
aMTP




Anhang  [IXXXTIR

b) Vergleich der normalverteilten Daten der Quantifizierung der Serotonin-Intensitdt aus Abbildung 52 mittels des
Student'schen t-Tests fiir unabhangige Stichproben.

Group ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=27)=8,2273 p=0,0163
Gruppe Saccharose (1) 0,0421 0,0305
R: 20,750 2,4568 2,5697
Gruppe H,0 (2) - ~1,0000
R: 11,00 0,0739

Gruppe Saccharose + aMTP (3)

R: 11,273

Tabelle 48:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission mittels des Trh-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 53 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGoRrov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen

durchgefiihrt.
N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 54 0,8150 <0,01 <0,01 <10°
Trh-GAL4> UAS-TNT
Pretest 25 0,8124 <0,10 <0,01 =0,0026
UAS-TNT/+
Pretest 49 0,8912 < 0,05 <0,01 =0,0001
(&
Test 25 1,1547 >0,20 <0,01 =0,0833
Trh-GAL4> UAS-TNT
Test 23 1,1672 <0,15 <0,01 =0,0038
UAS-TNT/+
Test 25 1,0770 >0,20 <0,01 =0,0182
(&)
Test 2 mit Sacc. 25 1,2247 >0,20 <0,10 =0,1494
Trh-GAL4> UAS-TNT
Test 2 mit Sacc. 25 0,8524 <0,10 <0,01 =0,0060
UAS-TNT/+
Test 2 mit Sacc. 25 0,8206 <0,05 <0,01 =0,0014
cs
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission mittels des Trh-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 53 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp (2) B | @ [ 6 | ©® | @ | ® |
K-Wallis-Test: H(8,N=277)=189,9790 p< 10~
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 | <10 | <10~ <10” <10 | 0,9360 |~1,0000
Trh>UAS-9T NT 1,0992 | 0,3953 | 6,4278 | 7,9663 | 7,6064 | 6,6992 | 2,2262 | 0,0475
R: 111,93
Prestest (2) - |~1,0000 | 0,0002 | <10® <10” 0,0001 |~ 1,0000 |~ 1,0000
UAS-TNT/+ 1,3991 | 4,5574 | 5,9084 | 5,5654 | 4,7895 | 0,9639 | 0,8995
R: 118,20
Pretest (3) - - <10° | <10° <10” <10” | 0,4366 |~1,0000
Cs 6,6437 | 8,1571 | 7,8038 | 6,9109 | 2,5084 | 0,3640
R: 102,28
Test (4) - - - |~1,0000 | ~1,0000 |[~1,0000 | 0,0117 | <10°
Trh>UAS-TNT 1,3977 | 1,0080 | 0,2322 | 3,5935 | 5,4569
R: 104,70
Test (5) - - - - ~1,0000 |~1,0000 | <10 | <10~
UAS-TNT/+ 0,4000 | 1,1680 | 4,9543 | 6,7986
R: 67,90
Test (6) - - - - - ~1,0000 | 0,0002 | <10’
cs 0,7759 | 4,6015 | 6,4649
R: 87,143
Test 2 mit Sacc. (7) - - - -- -- - 0,0047 <10”
Trh>UAS-TNT 3,8256 5,6890
R: 33,067
Test 2 mit Sacc. (8) - - -- - - -- - ~1,0000
UAS-TNT/+ 1,8634
R: 101,30
Test 2 mit Sacc. (9) -- - -- - - -- - --
CS
R: 101,30
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Rolle des Pilzkorpers in dem depressionsartigen Verhalten von Drosophila melanogaster

Tabelle 49:

A.a) Uberpriifung der Datensitze der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit in den a-Loben des Pilzkérpers von
Drosophila aus Abbildung 55A auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirRNOV-Tests (KS) und des
Liuirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhhung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Gruppe Kontrolle 24 0,4629 >0,20 >0,20 =0,0458
Gruppe Stress 26 0,4158 >0,20 <0,10 =0,0209

A.b) Vergleich der medianen Daten der Quantifizierung der Serotonin-Intensitdt in den a-Loben des Pilzkorpers aus
Abbildung 55A (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden Gruppen Stress vs. Kontrolle

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 181,00 2,5438 0,0104
vSs.
Gruppe ohne Stress

B.a) Uberpriifung der Datensitze der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit in den B-Loben des Pilzkérpers von
Drosophila aus Abbildung 55B auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmMoGorov-SmirNOv-Tests (KS) und des
LiLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Gruppe Kontrolle 24 0,3900 >0,20 <0,10 =0,0343
Gruppe Stress 26 0,2644 >0,20 <0,10 =0,1862

A.b) Vergleich der medianen Daten der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit in den B-Loben des Pilzkorpers aus
Abbildung 55B (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden Gruppen Stress vs. Kontrolle

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 181,00 2,5438 0,0104
Vs,
Gruppe ohne Stress

Tabelle 50:

a) Uberpriifung der Datensitze der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit in dem Ellipsoidkdrper von Drosophila aus
Abbildung 57 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirNov-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif)
und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte
wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Gruppe Kontrolle 12 0,2386 >0,20 <0,05 =0,1307
Gruppe Stress 12 0,2441 >0,20 >0,20 =0,6657

b) Vergleich der medianen Daten der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit in dem Ellipsoidkdrper von Drosophila aus
Abbildung 57 (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden Gruppen Stress vs. Kontrolle

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 49,00 -1,3279 0,1978
VS,
Gruppe ohne Stress
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Tabelle 51:

a) Uberpriifung der Datensitze der Quantifizierung der Serotonin-Intensitit zwischen den Gehirnstrukturen in
Einzelkopfen Drosophila aus Abbildung 58 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMoGorRov-SMIRNOV-Tests (KS)
und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis
der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Gruppe Kontrolle 12 0,4265 > 0,20 <0,15 =0,0632
Gruppe Stress 13 0,1856 >0,20 <0,20 =0,0653

b) Vergleich der normalverteilten Daten der Quantifizierung der Serotonin-Intensitdt aus Abbildung 58 mittels des
Student'schen t-Tests fiir unabhdngige Stichproben.

Group t F 0]
Gruppe mit Stress 2,3142 5,2771 0,0297
vs.
Gruppe ohne Stress

c) Vergleich der medianen Daten der Quantifizierung der Serotonin-Intensitidt aus Abbildung 58 (ungepaart) mittels des
Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden Gruppen Stress vs. Kontrolle

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 40,00 -2,0669 0,0398
vSs.
Gruppe ohne Stress

Tabelle 52:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission mittels des mb247-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 59 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 46 0,9631 < 0,05 <0,01 =0,0012
mb247-GAL4> UAS-TNT
Pretest 25 0,8124 <0,10 <0,01 =0,0026
UAS-TNT/+
Pretest 41 1,2147 < 0,05 <0,01 =0,0001
(oY
Test (Stress) 42 1,1527 <0,01 <0,01 =0,0028
mb247-GAL4> UAS-TNT
Test (Stress) 24 1,1672 <0,15 <0,01 =0,0038
UAS-TNT/+
Test (Stress) 41 1,1991 > 0,15 <0,01 =0,0102
Cs
Test (Kontrolle) 35 1,0025 < 0,05 <0,01 =0,0053
mb247-GAL4> UAS-TNT
Test (Kontrolle) 35 1,2244 > 0,20 <0,01 =0,0715
CS
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission mittels des mb247-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 59 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W).
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | (2 [ @ | @ [ 6 | ® | ™ | @®
K-Wallis-Test: H(7, N=283)=167,9219 p< 10
Pretest (1) ~1,0000 | 0,0355 | ~1,0000 <10” <10 | ~1,0000 0,4049
mb247>UAS-TNT 1,7512 | 3,2231 1,7012 7,9754 9,3722 0,3000 2,4456
R: 199,75
Pretest (2) - |~1,0000 | ~1,0000 <10” <10° | ~1,0000 | ~1,0000
UAS-TNT/+ 1,0133 | 0,2852 5,5048 6,2180 1,9186 0,5304
R: 164,14
Pretest (3) - - ~1,0000 <10’ <10” 0,0270 | ~1,0000
cs 1,4993 5,1204 5,9797 3,3004 0,4631
R: 143,10
Test/Stress (4) - - - <10” <10° | ~1,0000 | ~1,0000
mb247>UAS-TNT 6,4294 7,5149 1,8804 0,8979
R: 170,04
Test/Stress (5) - - - -- ~1,0000 <10’ <10”
UAS-TNT/+ 0,0182 7,8315 5,1762
R: 35,396
Test/Stress (6) - - - - - <10° <10~
cs 9,0392 5,9062
R: 35,012
Test/Kontrolle (7) -- - - -- -- -- 0,2788
mb247>UAS-TNT 2,5773
R: 205,26
Test/Kontrolle (8) -- - - - -- -- -
cs
R: 152,29
Tabelle 53:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission mittels des Trh493-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 61 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen
durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 23 0,8528 <0,01 <0,01 =0,0003
Trh493-GAL4> UAS-TNT
Pretest 25 0,8124 <0,10 <0,01 =0,0026
UAS-TNT/+
Test (Stress) 23 1,3112 >0,20 <0,05 =0,1251
Trh493-GAL4> UAS-TNT
Test (Stress) 24 1,1672 <0,15 <0,01 =0,0038
UAS-TNT/+
Test (Sacc.) 23 1,2777 >0,20 <0,01 =0,0310
Trh493-GAL4> UAS-TNT
Test (Sacc.) 25 0,8524 <0,10 <0,01 =0,0060
UAS-TNT/+
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission mittels des Trh493-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 61 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W).
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp I @2 [ 6 | @ | 6 (6)
K-Wallis-Test: H(5, N=143)=103,5219 p< 10
Pretest (1) ~1,0000 <10’ <10” <10’ ~1,0000
R: 107,24 0,2374 | 5,7749 | 6,2262 | 15,3425 0,6032
Test (2) - <10’ <10” <10’ ~1,0000
R: 110,08 6,1314 | 6,5974 | 5,6900 0,8586
Test 2 mit H,0 (3) - - ~1,0000 | ~1,0000 <10°
R: 36,696 0,3902 | 0,4325 5,2908
Test 2 mit Sacc. (4) - - - ~1,0000 <10’
R: 31,979 0,8272 5,7476
Test 2 mit aMTP (5) - - - - <10’
R: 41,978 4,8495
Test 2 mit aMTP & Sacc. (6) -- -- -- -- --
R: 100,02

Tabelle 54:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Erhdhung der Membranerregbarkeit in serotonergen
Neuronen im Muster des Trh493-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 62 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGoRrov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LiLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen

durchgefiihrt.
N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 45 0,7433 <0,01 <0,01 =<10”
Trh493-GAL4> UAS-NaChBac
Pretest 44 0,9634 <0,01 <0,01 =0,0005
UAS-NaChBac/+
Test (Stress) 43 1,1206 < 0,05 <0,01 =0,0021
Trh493-GAL4> UAS-NaChBac
Test (Stress) 44 1,2449 <0,15 <0,01 =0,0212
UAS-NaChBac/+
Test (Sacc.) 20 0,8645 <0,10 <0,01 =0,0055
Trh493-GAL4> UAS-NaChBac
Test (Sacc.) 22 1,1622 >0,20 < 0,05 =0,0622
UAS-NaChBac/+
Test (Sacc. + aMTP) 21 1,0282 >0,20 < 0,05 =0,0215
Trh493-GAL4> UAS-NaChBac
Test (Sacc. + aMTP) 21 0,9636 >0,20 < 0,05 =0,0531
UAS-NaChBac/+
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Erh6hung der Membranerregbarkeit in serotonergen
Neuronen im Muster des Trh493-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 62 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W).
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp L@ | e | @ [ e | e | @ | ®
K-Wallis-Test: H(7, N=260)=152,0367 p< 10
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 | ~1,0000 | ~1,0000 | ~1,0000 <10” <10”
Trh493>UAS-TNT 0,8737 | 1,0494 | 6,9851 0,1835 1,1466 5,7413 6,2661
R: 167,43
Pretest (2) -~ |~1,0000 | <10° ~1,0000 | ~1,0000 <10” <10°
UAS-NaChBac/+ 1,9075 | 7,8150 0,8698 0,4329 6,4191 6,9420
R: 181,36
Test (3) - - <10’ ~1,0000 | ~1,0000 <10” <10~
Trh493>UAS-TNT 5,8625 0,6446 1,9916 4,8587 5,3796
R: 150,60
Test (4) - - _ <10” <10 | ~1,0000 | ~1,0000
UAS-NaChBac/+ 5,3086 6,8138 0,1371 0,6600
R: 56,068
Test (Sacc.) (5) - - - - ~1,0000 | 0,0001 <10”
Trh493>UAS-TNT 1,1250 4,6984 5,1423
R: 163,72
Test (Sacc.) (6) - - - - - <10° <10~
UAS-NaChBac/+ 5,9511 6,4057
R: 189,86
Test (Sacc.+aMTP) (7) - -- -- - -- -- ~1,0000
Trh493>UAS-TNT 0,4494
R: 53,33
Test (Sacc.+aMTP) (8) - -- -- - -- -- --
UAS-NaChBac/+
R: 42,905
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Rolle der Serotoninrezeptoren 5HT-1A und 5HT-1B im Pilzkérper in dem depressionsartigen
Verhalten von Drosophila melanogaster

Tabelle 55:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einem Knockdown der SHT-1A-Expression in Neuronen des
Pilzk6rpers (mb247-GAL4) aus Abbildung 63 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmIRNOV-Tests (KS)
und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis
der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest _ 52 0,8042 <0,01 <0,01 <10°
mb247-GAL4> UAS-5HT-1ARNA
Pretest . 52 0,7794 <0,01 <0,01 <10°
UAS-5HT-1ARA /4
Pretest 52 0,8975 <0,01 <0,01 =0,0001
+/mb247-GAL4
Test . 26 1,3633 >0,20 <0,10 =0,1371
mb247-GAL4> UAS-5HT-1ARNA
Test 26 1,2026 >0,20 <0,05 =0,1197
UAS-5HT-1AA /4
Test 26 1,5237 <0,15 <0,01 =0,0795
+/mb247-GAL4
Test 2 mit Sacc. _ 26 1,2508 <0,10 <0,01 =0,0645
mb247-GAL4> UAS-5HT-1ARNA
Test 2 mit Sac_c. 24 1,1034 >0,20 <0,01 =0,0185
UAS-5HT-1AA /4
Test 2 mit Sacc. 26 1,2102 <0,10 <0,01 =0,0174
+/mb247-GAL4

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einem Knockdown der 5HT-1A-Expression in Neuronen des
Pilzkorpers (mb247-GAL4) aus Abbildung 63 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der
oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | (2 | @ | @ [ & [ ® | @™ [ ® [ (9
K-Wallis-Test: H(8, N=310)=152,6476 p< 10~
Pretest (1) |~ 1,0000 |~1,0000 | <10° | <10~ <10’ <10” |~1,0000 |~1,0000
mb247>5HT-1A™ | 05773 | 0,9354 | 51991 | 55073 | 5,5555 | 5,6475 | 1,3627 | 0,7284
R: 187,84
Prestest (2) —  |~10000 | <10° | <10 <10” <10° [~1,0000 |~ 1,0000
UAS-5HT-1A™""/+ 0,6580 | 5,4255 | 57337 | 57819 | 58739 | 1,1423 | 0,5020
R: 192,71
Pretest (3) - - <10° | <10 <10~ <10” |[~1,0000 |~1,0000
+/mb247-GAL4 59628 | 6,2710 | 6,3193 | 6,4112 | 0,6194 | 0,0353
R: 204,28
Test(4) ~ - —~  |~1,0000 | ~1,0000 [~1,0000 | <10° | <10°
mb247>5HT-1A™ 0,2669 | 0,3087 | 0,3883 | 55996 | 5,1334
R: 75,904
Test (5) - - - - ~1,0000 [~1,0000 | <10° | <10
UAS-5HT-1A™"/+ 0,0418 | 0,1215 | 5,8611 | 5,4003
R: 69,269
Test (6) - - - - - ~1,0000 | <10° | <10
+/mb247-GAL4 0,0797 | 5,9020 | 5,4420
R: 68,231
Test 2 mit Sacc. (7) - - - - -- - <10° <10~
mb247>5HT-1AMA 59801 | 5,5217
R: 66,250
Test 2 mit Sacc. (8) -- - -- - -- - - ~1,0000
UAS-5HT-1AA /4 0,5699
R: 217,98
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Genotyp (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9)

Test 2 mit Sacc. (9) -- -- - - - - - -
+/mb247-GAL4
R: 203,52

Tabelle 56:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einem Knockdown der SHT-1B-Expression in Neuronen des
Pilzk6rpers (mb247-GAL4) aus Abbildung 64 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmIRNOV-Tests (KS)
und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis
der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 50 0,7890 < 0,05 <0,01 <107
mb247-GAL4> UAS-5HT-1B™A
Pretest 50 0,7273 <0,01 <0,01 <107
UAS-5HT-1B™A /4
Pretest 52 0,8975 <0,01 <0,01 =0,0001
+/mb247-GAL4
Test 24 1,0206 <0,10 <0,01 =0,0206
mb247-GAL4> UAS-5HT-1B™A
Test 26 1,2006 > 0,20 < 0,05 =0,1340
UAS-5HT-1B™A /4
Test 26 1,5237 <0,15 <0,01 =0,0795
+/mb247-GAL4
Test 2 mit Sacc. 24 1,3270 >0,20 <0,15 =0,1000
mb247-GAL4> UAS-5HT-1B™A
Test 2 mit Sacc. 25 1,0985 >0,20 <0,01 =0,0075
UAS-5HT-1B"A /+
Test 2 mit Sacc. 26 1,2102 <0,10 <0,01 =0,0174
+/mb247-GAL4

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einem Knockdown der 5HT-1B-Expression in Neuronen des
Pilzkorpers (mb247-GAL4) aus Abbildung 64 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der
oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe. Aufgespalten nach Tagen:

1) Pretest
Group | (2) | (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=152)=30,7643 p< 10”
Pretest (1) <107 0,8535
mb247-GAL4> UAS-5HT-1B™A 4,9849 1,0702
R: 94,130
Pretest (2) -- 0,0002
UAS-5HT-1B™A /4 3,9633
R: 50,240
Pretest (3) -- -
+/mb247-GAL4
R: 84,798




Il) Test
Group ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=76)=28,0599 p< 107
Test (1) <10° 0,0065
mb247-GAL4A> UAS-5HT-1B™"A 5,1855 3,0659
R: 56,146
Test (2) - 0,0915
UAS-5HT-1B™* /+ 2,1633
R: 23,731
Test (3) -- -
+/mb247-GALA
R: 36,981
Il) Test 2 mit Sacc.
Group ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=75)=7,3992 p=0,0247
Test 2 mit Sacc. (1) ~1,0000 0,0339
mb247-GAL4> UAS-5HT-1B"A 0,7220 2,5332
R: 31,083
Test mit Sacc. (2) -- 0,2947
UAS-5HT-1B™A /4 1,8234
R: 35,580
Test mit Sacc. (3) -- -
+/mb247-GALA
R: 46,712

Tabelle 57:
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a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission in den y-Loben des Pilzkérpers mittels des H24-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 66A auf
Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest
durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der

nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 22 0,9726 >0,20 <0,05 =0,0097
H24-GAL4> UAS-TNT
Pretest 25 0,8124 <0,10 <0,01 =0,0026
UAS-TNT/+
Pretest 22 0,7799 <0,10 <0,01 =0,0059
+/H24-GAL4
Test (Stress) 22 1,2239 >0,20 <0,10 =0,0290
H24-GAL4> UAS-TNT
Test (Stress) 24 1,1672 <0,15 <0,01 =0,0038
UAS-TNT/+
Test (Stress) 22 0,2868 <0,15 <0,01 =0,0548
H24-GAL4> UAS-TNT
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission in den y-Loben des Pilzkorpers mittels des H24-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 66A mittels des

Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp I @2 [ 6 | @ | 6 (6)
K-Wallis-Test: H(5, N=137)=83,3922 p< 10
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 |~ 1,0000 <10° ~1,0000
H24-GAL4> UAS-TNT 0,3358 | 0,2906 | 1,6047 | 6,3635 4,8596
R: 94,636
Pretest (2) - ~1,0000 |~ 1,0000 <10’ <10’
UAS-TNT/+ 0,6355 | 1,3193 6,2290 4,6765
R: 90,740
Pretest (3) - - 0,8709 <10’ <10’
+/H24-GAL4 1,8952 6,6603 5,1502
R: 98,114
Test (Stress) (4) - - - <107 0,0170
H24-GAL4> UAS-TNT 4,7243 3,2550
R: 75,432
Test (Stress) (5) -- -- -- -- ~1,0000
UAS-TNT/+ 1,3993
R: 20,083
Test (Stress) (6) - - - - -
+/H24-GAL4
R: 36,477

Tabelle 58:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission in den ap-Loben des Pilzkérpers mittels des c739-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 66B auf
Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LiLLirors-Test (Lillif) und mit Gegentest
durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erhéhung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der
nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 21 1,1402 <0,15 <0,01 =0,0220
¢c739-GAL4> UAS-TNT
Pretest 25 0,8124 <0,10 <0,01 =0,0026
UAS-TNT/+
Pretest 21 0,8891 <0,15 <0,01 =0,0074
+/c739-GAL4
Test 21 1,1792 >0,20 <0,05 =0,0850
¢c739-GAL4> UAS-TNT
Test 25 1,1672 <0,15 <0,01 =0,0038
UAS-TNT/+
Test 21 0,9487 <0,20 <0,01 =0,0712
+/c739-GAL4
Test 2 mit Sacc. 21 1,3002 >0,20 < 0,05 =0,0671
¢c739-GAL4> UAS-TNT
Test 2 mit Sacc. 25 0,8524 <0,10 <0,01 =0,0060
UAS-TNT/+
Test 2 mit Sacc. 21 0,8647 <0,15 <0,01 =0,0032
+/c739-GAL4
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Blockade der Weiterleitung der synaptischen
Transmission in den ap-Loben des Pilzkorpers mittels des H24-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 66B mittels des

Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.
Genotyp | (2) B | @ [ 6 | ©® | @ | ® |
K-Wallis-Test: H(8, N=310)=152,6476 p< 10
Pretest(1) |~ 1,0000 [~1,0000 | <10° | <10” <10” <10” |[~1,0000 |~1,0000
mb247>58HT-1A“"A' 0,3482 | 0,3292 | 5,7504 | 6,0430 | 54892 | 52279 | 0,4842 | 0,6718
R: 187,84
Prestest (2) -~ |~1,0000 | <10° | <10® <10° <10 [~1,0000 |~1,0000
UAS-5HT-1A"""/+ 0,6914 | 6,3434 | 6,6792 | 6,0710 | 57986 | 0,8711 | 1,0486
R: 192,71
Pretest (3) - — <10° | <10° <10° <10” |[~1,0000 |~1,0000
+/mb247-GAL4 54212 | 5,7030 | 5,1600 | 4,8987 | 0,1409 | 0,3426
R: 204,28
Test(4) - - -~ [~1,0000 | ~1,0000 [~1,0000 | <10° | <10°
mb247>5HT-1A™ 0,1039 | 0,2613 | 0,5225 | 5,5111 | 5,0786
R: 75,904
Test (5) - - - - ~1,0000 [~1,0000 | <10° | <10
UAS-SHT-1A™/+ 0,3738 | 0,6436 | 58171 | 5,3491
R: 69,269
Test (6) - - — - - ~1,0000 | <10° | <107
+/mb247-GAL4 0,2613 | 5,2387 | 4,8174
R: 68,231
Test 2 mit Sacc. (7) - - - -- -- - <10” 0,0002
mb247>5HT-1A™"A 4,9663 | 4,5561
R: 66,250
Test 2 mit Sacc. (8) - - -- - - -- - ~1,0000
UAS-5HT-1A"A/+ 0,2162
R: 217,98
Test 2 mit Sacc. (9) - - - - - - - -
+/mb247-GAL4
R: 203,52
Tabelle 59:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer Erhdhung der Membranerregbarkeit in Neuronen im
Muster des 5HT-1B-GAL4-Treibers bei mehrtdgigen Stressphasen aus Abbildung 67 auf Normalverteilung unter
Verwendung des KoLmoGorov-SmiRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-
Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den
Datensadtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 63 0,8957 <0,01 <0,01 <10”
5HT-1B-GAL4 > NaChBac
Pretest 64 0,8858 <0,01 <0,01 <10”
UAS-NaChBac/+
Pretest 60 0,7702 <0,01 <0,01 <10”
+/5HT-1B-GAL4
Testa 21 1,5675 <0,20 <0,01 =0,0924
5HT-1B-GAL4 > NaChBac
Testa 23 0,7777 < 0,05 <0,01 =0,0035
UAS-NaChBac/+
Testa 20 0,9881 <0,15 <0,01 =0,0436
+/5HT-1B-GAL4
Testb 20 1,0311 <0,15 <0,01 =0,0056
5HT-1B-GAL4 > NaChBac
Testb 21 1,1233 >0,20 <0,01 =0,0336
UAS-NaChBac/+
Testb 19 1,0976 >0,20 <0,10 =0,0114
+/5HT-1B-GAL4
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Test 20 0,9403 <0,05 <0,01 =0,0022
5HT-1B-GAL4 > NaChBac
Test 20 1,0311 <0,10 <0,01 =0,0114
UAS-NaChBac/+
Test 19 1,6490 <0,20 <0,01 =0,1887
+/5HT-1B-GAL4
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Erh6hung der Membranerregbarkeit in serotonergen Neuronen im Muster des 5HT-1B-GAL4-Treibers bei mehrtégigen
Stressphasen aus Abbildung 67A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp @ [ 6 | @ [ e [ e [ @& [ & [ @ [ @w | @ [ (@
K-Wallis-Test: H(8, N=310)=152,6476 p< 10°
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 | 0,0003 |~1,0000 |~1,0000 | <10® |~1,0000 | ~1,0000 <10” <10” 0,0001
5HT-1B-GAL4>NaChBac 2,2699 | 0,2500 | 4,5905 | 1,5812 | 0,8088 | 6,4990 | 0,1793 | 1,7290 6,3752 5,1311 4,9384
R: 187,84
Pretest (2) - |~1,0000 | <10® [~1,0000 |~1,0000 | <10®° [~1,0000 | 0,0670 <10° <10” <10”
UAiNfgczhgich 1,9909 | 6,2014 | 0,0726 | 2,3829 | 8,0839 | 1,4222 | 3,2741 7,9598 6,7134 6,4893
Pretest (3) - - 0,0001 |~1,0000 |~1,0000 | <10” |~1,0000 | ~1,0000 <10” <10° <10°
+/5:1-2-(§§-2GSAL4 4,7399 | 1,3869 | 0,9786 | 6,6349 | 0,0004 | 1,8903 6,5118 5,2751 5,0813
Testa (4) - - - <10” | 0,1573 |~1,0000 | 0,0065 | ~1,0000 | ~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
5HT-1B-GAL4>NaChBac 5,1087 | 3,0378 | 1,6365 | 3,8946 | 2,2240 1,5348 0,5129 0,4290
R: 75,904
Testa (5) - - - - ~1,0000 | <10° |~1,0000 | 0,4546 <10° <10° <10°
UAS-NaChBac/+ 1,9389 | 6,7156 | 1,1266 | 2,7022 6,6116 5,5673 5,4118
R: 69,269
Testa (6) - - — — - 0,0003 |~1,0000 | ~1,0000 | 0,0004 0,0298 0,0467
+/5HT-1B-GAL4 4,6183 | 0,8090 | 0,7646 4,5178 3,5081 3,3866
R: 68,231
Testb (7) - - - - - - <10° 0,0098 | ~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
5HT-1B-GAL4>NaChBac 54833 | 13,7942 0,1005 1,1102 1,1721
R: 66,250
Test b (8) - - - - - - - ~1,0000 <10° 0,0009 0,0016
UAS-NaChBac/+ 1,5720 5,3816 4,3597 4,2250
R: 217,98
Testb (9) - - - - - - — - 0,0145 0,4601 0,6351
+/5HT-1B-GAL4 3,6949 2,6982 2,5891
R: 203,52
Test (10) - - - - - - - - - ~1,0000 ~1,0000
5HT-1B-GAL4>NaChBac 1,0097 1,0729
R: 66,250
Test (11) -- -- -- -- - - -- - - -- ~1,0000
UAS-NaChBac/+ 0,0762
R: 217,98
Test (12) -- -- -- -- - - -- - - -- -
+/5HT-1B-GAL4
R: 203,52
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c) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Erh6hung der Membranerregbarkeit in serotonergen
Neuronen im Muster des 5HT-1B-GAL4-Treibers bei mehrtagigen Stressphasen aus Abbildung 67B mittels des Kruskal-
Wallis-Test (K-W). In dieser Tabelle sind nur Tiere des Genotyps 5HT-1B-GAL4> NaChBac zu direkten Vergleich ohne

Kontrollen aufgefiihrt. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group | (2) | (3) | (4)
K-Wallis-Test: H(3,N=124)=85,0630 p< 107
Pretest (1) <10” <10” <10”
5HT-1B-GAL4 > NaChBac 4,7430 6,9163 6,7103
R: 90,048
Test a (2) - 0,3804 0,5494
5HT-1B-GAL4 > NaChBac 1,8564 1,6872
R: 47,095
Test b (3) -- -- ~1,0000
5HT-1B-GAL4 > NaChBac 0,1672
R: 26,250
Test (4) - - -
5HT-1B-GAL4 > NaChBac
R: 28,150

Tabelle 60:

a) Uberpriifung der Datensiitze des Kletterverhaltens bei einer Erhdhung der Membranerregbarkeit in Neuronen im
Muster des 5HT-1A-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 68 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMoGOROV-
SMIrRNOV-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erh6hung der
Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 26 0,8038 <0,01 <0,01 <10°
5HT-1A-GAL4 > NaChBac
Pretest 21 0,8891 < 0,05 <0,01 =0,0003
UAS-NaChBac/+
Pretest 20 0,9787 > 0,20 <0,05 =0,0464
+/5HT-1A-GAL4
Test 26 1,0763 <0,15 <0,01 =0,0009
5HT-1A-GAL4 > NaChBac
Test 21 1,2611 > 0,20 <0,05 =0,1032
UAS-NaChBac/+
Test 19 1,1161 <0,15 <0,01 =0,0271
+/5HT-1A-GAL4

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei einer Erh6hung der Membranerregbarkeit in serotonergen
Neuronen im Muster des 5HT-1A-GAL4-Treibers bei Stress aus Abbildung 68 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W).
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp @ | e | @ | e (6)
K-Wallis-Test: H(5, N=133)=72,9694 p=0,0000
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 |~1,0000 <10° 0,0001
5HT-1A-GAL4 > NaChBac 0,8175 | 0,3382 | 1,0579 | 4,9017 4,4686
R: 78,923
Pretest (2) - ~1,0000 |~ 1,0000 <10° <10’
UAS-NaChBac/+ 0,4457 | 0,1826 | 5,4374 5,0172
R: 88,167
Pretest (3) - - ~1,0000 <107 0,0001
+/5HT-1A-GAL4 0,6483 | 4,9249 4,5239
R: 82,800
Test (Stress) (4) - - -- <107 <107
5HT-1A-GAL4 > NaChBac 5,9018 5,4408
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R: 90,231

Test (Stress) (5)
UAS-NaChBac/+
R: 23,50

~1,0000
0,2825

Test (Stress) (6)
+/5HT-1A-GAL4
R: 26,947

Tabelle 61:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten Naratriptan bei
Stress aus Abbildung 69A auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirRNOV-Tests (KS) und des LiLLIFORs-
Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhéhung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 29 0,8064 <0,05 <0,01 <10°
Gruppe Stress
Pretest 25 0,9000 <0,01 <0,01 <10°
Gruppe Kontrolle
Test 26 1,8745 > 0,20 < 0,05 =0,0142
Gruppe Stress
Test 20 1,0501 <0,20 <0,01 =0,0558
Gruppe Kontrolle
Test 2 + Naratriptan 19 1,6614 >0,20 <0,10 =0,3340
Gruppe Stress
Test 2 + Naratriptan 19 1,6667 >0,20 < 0,05 =0,0464
Gruppe Kontrolle

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten Naratriptan
bei Stress aus Abbildung 69A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-

Werte in der unteren Reihe.

Genotyp [ @ [ @ [ @ [ 5 | (@
K-Wallis-Test: H(5, N=133)=72,9694 p< 10”
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 |~1,0000 <10’ 0,0001
Gruppe Stress 0,8175 0,3382 1,0579 4,9017 4,4686
R: 78,923
Pretest (2) - ~1,0000 |~ 1,0000 <10” <10°
Gruppe Kontrolle 0,4457 0,1826 5,4374 5,0172
R: 88,167
Test (3) - - ~1,0000 <10’ 0,0001
Gruppe Stress 0,6483 4,9249 4,5239
R: 82,800
Test (4) -- -- -- <10’ <10’
Gruppe Kontrolle 5,9018 5,4408
R: 90,231
Test + Naratriptan (5) -- -- -- -- ~1,0000
Gruppe Stress 0,2825
R: 23,50
Test + Naratriptan (6) -- -- -- -- --
Gruppe Kontrolle
R: 26,947
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c) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten Naratriptan
bei Stress aus Abbildung 69B mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-

Werte in der unteren Reihe.

Group \ (2) | (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=64)=25,7076 p< 10
Pretest (1) 0,5539 <10’
Gruppe Kontrolle 1,3266 4,8412
R: 42,960
Test (2) - 0,0024
Gruppe Kontrolle 3,3570
R: 35,550
Test + Naratriptan (3) -- --
Gruppe Kontrolle
R: 15,526

Tabelle 62:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten Naratriptan bei
Stress aus Abbildung 69C auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMoGorov-SmiRNOV-Tests (KS) und des LiLLIFORs-
Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6éhung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 24 0,9631 <0,10 <0,01 =0,0003
Test + Naratriptan 23 1,6776 >0,20 < 0,05 =0,1903

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens vor und nach Gabe von Naratriptan aus Abbildung 69C
(ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU)

Group U Z 2*1 sided exact p
Pretest 97,00 3,8094 0,0001
vs.
Test + Naratriptan

Tabelle 63:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT bei
Stress aus Abbildung 70A auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLMmoGorRov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LiLLIFORs-
Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 20 1,0195 < 0,05 <0,01 =0,0001
Gruppe Stress
Pretest 20 0,6863 <0,01 <0,01 <10°
Gruppe Kontrolle
Test 20 2,1374 >0,20 <0,10 =0,1696
Gruppe Stress
Test 16 1,5275 >0,20 <0,01 =0,0364
Gruppe Kontrolle
Test 2 + 8-OH-DPAT 18 2,0934 >0,20 <0,15 =0,5749
Gruppe Stress
Test 2 + 8-OH-DPAT 16 1,4818 >0,20 <0,20 =0,2551
Gruppe Kontrolle
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b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT
bei Stress aus Abbildung 70A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-

Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | @ | B3 | @ | ) (6)
K-Wallis-Test: H(5, N=110)=47,6340 p=0,0000
Pretest (1) ~1,0000 0,0012 0,2754 0,0300 <10”
Gruppe Stress 0,3965 3,9506 2,3583 3,7208 5,4602
R: 81,950
Pretest (2) -- 0,0057 0,7081 0,0128 <107
Gruppe Kontrolle 3,5540 1,9844 3,3349 5,0863
R: 77,950
Test (3) -- -- ~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
Gruppe Stress 1,3664 0,1244 1,7356
R: 42,100
Test (4) -- -- -- ~1,0000 0,0488
Gruppe Kontrolle 1,2162 2,9427
R: 56,719
Test + 8-OH-DPAT (5) - - - - ~1,0000
Gruppe Stress 1,8118
R: 43,389
Test + 8-OH-DPAT (6) - - - - -
Gruppe Kontrolle
R: 23,531

c) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT bei
Stress aus Abbildung 70B mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-

Werte in der unteren Reihe.

Group ‘ (2) ‘ (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=52)=29,0198 p=0,0000

Pretest (1) 0,1118 <10”

Gruppe Kontrolle 2,0829 5,2060
R: 37,900

Test (2) - 0,0091

Gruppe Kontrolle 2,9629
R: 27,313

Test + 8-OH-DPAT (3)
Gruppe Kontrolle
R: 11,438

Tabelle 64:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei Verfiitterung des Serotonin-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT bei
Stress aus Abbildung 70C auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SMIRNOv-Tests (KS) und des LILLIFORs-
Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erhéhung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 20 0,9881 <0,15 <0,01 =0,0006
Test + 8-OH-DPAT 18 1,0432 >0,20 < 0,05 =0,1268

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens vor und nach Gabe von 8-OH-DPAT aus Abbildung 70C
(ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU)

Group

U

Z

2*1 sided exact p

Pretest
vs. Test + Naratriptan

81,50

2,2833

0,0210
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Die Auswirkung von Lithium auf das depressionsartige Verhalten von Drosophila
melanogaster

Tabelle 65:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei Verfiitterung von Lithium (80mM) bei Stress aus Abbildung 71A
auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGcorov-SmirNov-Tests (KS) und des Liuirors-Test (Lillif) und mit
Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der

nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 21 0,8944 < 0,05 <0,01 =0,0010
Gruppe Stress
Pretest 10 0,7379 >0,20 <0,10 =0,0359
Gruppe Kontrolle
Test 18 1,1448 <0,20 <0,01 =0,0130
Gruppe Stress
Test 10 0,8433 > 0,20 < 0,05 =0,1716
Gruppe Kontrolle
Test 2 + Lithium 13 0,8006 >0,20 < 0,05 =0,0096
Gruppe Stress
Test 2 + Lithium 8 0,7440 > 0,20 < 0,05 =0,0270
Gruppe Kontrolle

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung von Lithium (80mM) bei Stress aus Abbildung
71A mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren

Reihe.
Genotyp . @ | B | @ | (5 (6)
K-Wallis-Test: H(5, N=80)= 62,9340 p< 10~
Pretest (1) ~1,0000 0,0003 |~ 1,0000 0,0094 0,2581
Gruppe Stress 0,1288 4,2313 0,9912 3,4190 2,3822
R: 42,00
Pretest (2) -- 0,0135 |~1,0000 0,0424 0,4269
Gruppe Kontrolle 3,3205 0,7409 2,9862 2,1909
R: 40,850
Test (3) - - 0,1968 <10’ <10”
Gruppe Stress 2,4804 7,0491 5,5279
R: 10,417
Test (4) -- -- -- 0,0024 0,0579
Gruppe Kontrolle 3,7740 2,8895
R: 33,150
Test + Lithium (5) -- -- -- -- ~1,0000
Gruppe Stress 0,4825
R: 70,038
Test + Lithium (6) -- -- -- -- --
Gruppe Kontrolle
R: 65,00
Tabelle 66:

Uberpriifung der Datensitze aus Abbildung 71B auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLM0OGOROV-SMIRNOV-Tests
(KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit.
Zusitzlich werden die Datensdtze mittels des Sign-Tests (SN) gegen ein Zufallsniveau mit dem Wert 0 getestet.

N

Std.Dev.

p KS

p Lillif

p SW

PSNvs.0

Fall bei der Bewegung 21

Nach Lithium-Verfiitterung

2,5672

>0,20

<0,10

=0,2555

<10”
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Tabelle 67:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei Verfiitterung von Lithium (40mM) bei Stress aus Abbildung 72
auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmIRNOV-Tests (KS) und des LiLiFors-Test (Lillif) und mit
Gegentest durch den SHAPIRO-WILK-Test (SW) zur Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der

nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Pretest 19 0,8377 <0,15 <0,01 =0,0163
Gruppe Stress
Pretest 18 0,8556 <0,20 <0,10 =0,0279
Gruppe Kontrolle
Test 17 0,8489 >0,20 <0,05 =0,0332
Gruppe Stress
Test 17 0,8703 <0,15 <0,01 =0,0295
Gruppe Kontrolle
Test 2 + Lithium 40 mM 14 1,0510 > 0,20 <0,10 =0,0516
Gruppe Stress
Test 2 + Lithium 40 mM 15 1,1339 > 0,20 < 0,05 =0,0050
Gruppe Kontrolle

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei Verfiitterung von Lithium (40mM) bei Stress aus Abbildung 72

mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Genotyp @ [ e [ @ [ ® (6)
K-Wallis-Test: H(5, N=100)= 73,6387 p< 10~
Pretest (1) ~1,0000 0,0061 |~ 1,0000 0,0029 0,0010
Gruppe Stress 0,3190 3,5373 0,3922 3,7254 3,9995
R: 42,00
Pretest (2) -- 0,0022 |~ 1,0000 0,0106 0,0039
Gruppe Kontrolle 3,8020 0,0769 3,3878 3,6513
R: 40,850
Test (3) - - 0,0020 <10° <10”
Gruppe Stress 3,8247 6,9078 7,2332
R: 10,417
Test (4) - - -- 0,0160 0,0062
Gruppe Kontrolle 3,2729 3,5300
R: 33,150
Test + Lithium (5) -- -- -- -- ~1,0000
Gruppe Stress 0,1864
R: 70,038
Test + Lithium (6) -- -- -- -- --
Gruppe Kontrolle
R: 65,00
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Tabelle 68:

a) Uberpriifung der Datensitze des Laufverhaltens in der Buridan Arena bei Stress (Distanz und Laufgeschwindigkeit) aus
Abbildung 78 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGorov-SmirNov-Tests (KS) und des LiLLiFors-Test (Lillif)
und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte
wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif p SW
Gruppe Stress 46 231,7811 >0,20 <0,05 =0,0036
Distanz (A)
Gruppe Kontrolle 51 208,1170 >0,20 >0,20 =0,2935
Distanz (A)
Gruppe Stress 46 5,2976 >0,20 >0,20 =0,1021
Laufgeschwindigkeit (B)
Gruppe Kontrolle 51 4,6633 >0,20 <0,15 =0,2512
Laufgeschwindigkeit (B)

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 78A (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen Stress vs. Kontrolle im Laufverhalten (Distanz)

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 789,00 -2,7743 0,0052
Vs,
Gruppe ohne Stress

c) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 78B (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen Stress vs. Kontrolle im Laufverhalten (Laufgeschwindigkeit)

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 955,50 -1,5714 0,1164
vs.
Gruppe ohne Stress

Tabelle 69:

a) Uberpriifung der Datensitze des Laufverhaltens der dnc'-Mutante in der Buridan Arena bei Stress (Distanz und
Laufgeschwindigkeit) aus Abbildung 79 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGoRrov-SmiRNOV-Tests (KS) und
des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WiLk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis der
angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensatzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
dnc’ Gruppe Stress 48 182,0256 >0,20 <0,01 =0,0202
Distanz (A)
dnc’ Gruppe Kontrolle 47 283,8259 >0,20 >0,20 = 0,5402
Distanz (A)
dnc’ Gruppe Stress 48 3,6585 >0,20 >0,20 =0,4471
Laufgeschwindigkeit (B)
dnc’ Gruppe Kontrolle 47 4,6539 >0,20 >0,20 =0,0073
Laufgeschwindigkeit (B)

b) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 79A (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen (dncl) Stress vs. Kontrolle im Laufverhalten (Distanz)

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 661,00 -3,4762 0,0004
vS.
Gruppe ohne Stress
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c) Vergleich der medianen Daten aus Abbildung 79B (ungepaart) mittels des Mann-Whitney-U-Test (MannU) der beiden
Gruppen (dnc’) Stress vs. Kontrolle im Laufverhalten (Laufgeschwindigkeit)

Group U Z 2*1 sided exact p
Gruppe mit Stress 769,00 -2,6723 0,0072
vSs.
Gruppe ohne Stress

Tabelle 70:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens bei einer eintdgigen Verfiitterung eines 5HT-Inhibitors und
Saccharose ohne Stress aus Abbildung 80 auf Normalverteilung unter Verwendung des KoLmoGoRov-SMIRNOV-Tests (KS)
und des LiLLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WILk-Test (SW) zur Erh6hung der Genauigkeit. Auf Basis
der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen durchgefiihrt.

N Std.Dev. p KS p Lillif pSW

Pretest 82 0,9656 <0,01 <0,01 <10
Test 78 1,0489 <0,01 <0,01 =0,0001
Test mit H,0 20 1,3803 >0,20 >0,20 =0,3717
Test mit Sacc. 19 0,9703 >0,20 < 0,05 =0,1122
Test mit aMTP 18 1,1010 >0,20 < 0,05 =0,0882
Test mit aMTP & Sacc. 20 1,2927 <0,10 <0,01 =0,0138

b) Vergleich der medianen Daten des Kletterverhaltens bei eintagiger Verfiitterung eines SHT-Inhibitors und Saccharose
ohne Stress aus Abbildung 80 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-

Werte in der unteren Reihe.

Genotyp | @ | @& [ @ [ @ (6)
K-Wallis-Test: H(5,N=237)=4,2651 p=0,5119
Pretest (1) ~1,0000 |~1,0000 |~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
R: 121,65 0,0758 0,4798 0,1968 0,7227 1,6315
Test (2) -- ~1,0000 |~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
R: 122,47 0,4296 0,2427 0,7652 1,6712
Test 2 mit H,0 (3) -- -- ~1,0000 | ~1,0000 ~1,0000
R: 129,85 0,5299 0,9473 1,6651
Test 2 mit Sacc. (4) -- -- -- ~1,0000 ~1,0000
R: 118,21 0,4195 1,1137
Test 2 mit aMTP (5) -- -- -- -- ~1,0000
R: 108,75 0,6734
Test 2 mit aMTP & Sacc. (6) -- -- -- -- --
R: 93,750

Tabelle 71:

a) Uberpriifung der Datensitze des Kletterverhaltens aus Abbildung 81 auf Normalverteilung unter Verwendung des
KoLmoGorov-SMIRNOV-Tests (KS) und des LitLiFors-Test (Lillif) und mit Gegentest durch den SHAPIRO-WIiLk-Test (SW) zur
Erhohung der Genauigkeit. Auf Basis der angegebenen Werte wird der nachfolgende Test zwischen den Datensdtzen

durchgefiihrt.
N Std.Dev. p KS p Lillif pSW
Pretest 46 0,9168 <0,05 <0,01 =0,0001
Stress 23 1,0798 >0,20 <0,10 =0,0511
Kontrolle 23 1,2834 <0,15 <0,01 =0,0944
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b) Vergleich der medianen Daten der Kletteraktivitdt aus Abbildung 81 mittels des Kruskal-Wallis-Test (K-W). Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe.

Group ‘ (2) (3)
K-Wallis-Test: H(2,N=91)=47,3423 p< 10~
Prestest (1) <10° ~1,0000
R: 57,554 6,4505 0,3366
Stress (2) - <107
R: 14,043 5,2313
Kontrolle (3) - -
R: 55,250







