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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Reprasentation der raumlichen Umgebung im Gehirn

Navigieren in einer komplexen Umwelt ermdglicht es einem Organismus, sich
zielgerichtet zu orientieren und fortzubewegen. Im Laufe der Evolution haben sich
Orientierungsstrategien auf Basis der verschiedenen sensorischen Modalitaten
entwickelt. Eine zielgerichtete, visuell orientierte Bewegung, eine Orientierung an
olfaktorischen und/oder gustatorischen Merkmalen (Chemotaxis) oder auch eine
akustische Orientierung (z.B. Echoortung). Gerade bei Tieren, die weite Distanzen
zurucklegen ist die Orientierung am Sonnenstand, am magnetischen Feld der Erde oder
auch an polarisiertem Licht weit verbreitet (Muller et al., 2015). Die vorliegende Arbeit
beschéftigt sich mit der visuellen Orientierung bei Drosophila melanogaster. Dabei ist
das Wissen (ber die eigene Position im Raum bzw. die eigenen Bewegungen und
Drehungen in Bezug zu visuellen Umgebungspunkten essentiell. Dies erfordert eine
interne Reprasentation des Raumes. Diese Reprasentation kann als ein dynamisches
Zellcluster betrachtet werden, dessen Aktivitdtsmuster mit den Eigenschaften der
aulleren Welt korreliert (Moser et al., 2014). Bei Vertebraten spielt der Hippocampus
eine Schlusselrolle fur die raumliche Orientierung und das neuronale Netzwerk, welches
die Eigenposition mit der Orientierung im Raum vermittelt, besteht hauptséchlich aus
drei Zelltypen: den Ortszellen (place cells), den Rasterzellen (grid cells) und den
Geschwindigkeitszellen (speed cells). Die Ortszellen vermitteln dem Tier die
Eigenposition im Raum in Bezug zur allozentrischen Umgebung. Dabei hat jede
Ortszelle ein raumlich eingegrenztes rezeptives Feld. Uber die Rasterzellen wird die
Bewegung des Tieres mit der verénderten Position im Raum verrechnet. Die
Geschwindigkeitszellen geben diesem System an, mit welcher Geschwindigkeit sich das
Tier im Raum bewegt. Mit diesen drei Komponenten l&sst sich im Hippocampus eine
raumliche Reprdsentation der Umwelt erkléaren, welche sich mit der Eigenbewegung
und —position des Tieres standig aktualisiert und somit eine Orientierung in der Umwelt
ermoglicht (Moser et al., 2014; Kropff et al., 2015).

Aber auch bei Invertebraten wurde eine rdumliche Orientierung untersucht. In
Ameisen und Bienen hat man bereits bemerkenswerte Orientierungsstrategien entdeckt.
Das Konzept der Pfadintegration wurde schon friih postuliert. Die Forschung an der

Wiistenameise Cataglyphis hat gezeigt, dass diese auf ihren explorativen Wanderungen

1


https://de.wikipedia.org/wiki/Cataglyphis

EINLEITUNG

nach einer geeigneten Futterquelle kontinuierlich ihre Translations- und Rotations-
bewegungen erfassen und speichern, und diese Information anschlieBend zu einem
Vektor verarbeiten, der sie auf dem Rickweg geradewegs zuriick zum Nest fihrt
(Hartmann und Wehner, 1995). Die sozial lebende Honigbiene Apis melifera fuhrt
ebenfalls weite Orientierungs- und Explorationsfliige auf der Suche nach Futterquellen
durch. Mit Hilfe einer internen visuellen Landmarkenreprasentation und durch
Pfadintegration gelangt sie jedoch auf dem direkten Weg zuriick zu ihrem Stock, um
dort diesen direkten Weg zur Futterquelle durch den Schwanzeltanz an ihre Kolleginnen
weiterzugeben (Menzel et al., 2006). Im Flug wird dabei der optische Fluss auf der
Retina in Korrelation zur zuriickgelegten Distanz verrechnet. Bei einem gehenden
Insekt wird die Distanzmessung Uber die Messung der Beinbewegungen bzw. (ber die
Bewegung der Gelenkrezeptoren vermittelt (Collett, 2009).

Auch bei Drosophila kdnnen Strategien zur gezielten Navigation und Orientierung in
der Umwelt beobachtet werden, die in Kapitel 1.4 genauer erldutert werden. Dabei
bieten Insekten mit ihren kleineren Gehirnen und der geringeren Anzahl von Neuronen
ein ideales Modell, um Konzepte zu entwickeln und neuronale Mechanismen zu.
verstehen, die der visuellen Orientierung zu Grunde liegen. Drosophila im Speziellen
bietet durch ein weitreichendes Angebot an experimentellen Manipulationstechniken
eine einzigartige Chance, neuronale und biochemische Prozesse in sehr spezifischen

und gezielten Neuronengruppen zu untersuchen.

1.2. Die Anatomie des Gehirns von Drosophila

Das Gehirn von Drosophila wurde historisch erstmals von Power (1934)
beschrieben. Die Nomenklatur der auffalligen Neuropile wie fir die optischen Loben,
die Antennalloben, die Pilzkérper, der Zentralkomplex und einige wichtige Kommis-
suren hat sich bis heute durchgesetzt (Abb. 1). Vor kurzem wurde versucht, die
Terminologie weiter zu prazisieren und den Groliteil des Gehirns, der bisher als
unstrukturierte Cortexmasse klassifiziert wurde, weiter zu strukturieren und zu

benennen (Ito et al., 2014). Deren Funktion ist aber weitestgehend ungeklart.
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Abb. 1: Schematische Reprasentation der prominenten Neuropile im Drosophila Gehirn. Die
optischen Loben liegen am weitesten lateral. Anterior ventral gelegen erscheinen zuerst die
Antennalloben gefolgt vom suboesophagalen Ganglion. Die axonalen Auswiichse der Kenyonzellen
bilden die Loben der Pilzkdrper, welche zuerst von ventral nach dorsal wachsen (o-Loben) und
anschlieBend nach medial ziehen (B-,y-Loben). Der Zentralkomplex setzt sich aus dem Ellipsoidkorper,
den Noduli, welche ventral vom Ellipsoidkorper sitzen, dem fécherformigen Korper, welcher den
Ellipsoidkorper dorsal-posterior einbettet, und der Protocerebralbriicke, welche im posterioren Teil des
Gehirns liegt, zusammen.

Die optischen Loben (Abb. 1; lila) bestehen aus der Lamina, der Medulla, der Lobula
und der Lobulaplatte und sind fur die priméare Verarbeitung visueller Informationen aus
den neuronalen Supperpositionsaugen zustandig. Dabei wird zwischen Polarisations-
sehen, Farbsehen, Tiefenwahrnehmung und Bewegungssehen unterschieden (Borst,
2009; Zhu, 2013). Die Antennalloben (Abb. 1; hellblau) sind die erste Verarbeitungs-
ebene olfaktorischer Information. Diese gelangt (ber die olfaktorischen Rezeptor-
neurone aus den Antennen oder den Maxillen in die Glomeruli der Antennalloben, wo
synaptische Verbindungen zu lokalen Interneuronen und Projektionsneuronen geformt
werden. Uber die Projektionsneurone wird die verarbeitete olfaktorische Information in
das laterale Horn und zu den Calyces der Pilzkorper weitergeleitet (Masse et al., 2009).
Die Pilzkorper (Abb. 1; blau) sind ein paariges Neuropil, welches aus je ca. 2500
Kenyonzellen besteht. Die dendritischen Eingénge dieser Kenyonzellen bilden die
grolRen Calyces. Die parallelen Axonbiindel dieser Neurone formieren den Pedunculus
und munden in der sogenannten Ferse (heel), bevor sich die axonalen Projektionen in
die vertikalen (o/a'-) Loben und medialen (B/B'- und y-) Loben gabeln (Ito et al., 1997;
Fahrbach, 2006). Die a/B-Loben kénnen weiter funktional in eine Kernschicht (core;
a/Bc) und eine Oberflachenschicht (surface; o/fs) der Kenyonzellen unterschieden
werden und sind bei der olfaktorischen Konditionierung fir die Diskriminierung der

Wertigkeit von Duften verantwortlich (Perisse et al., 2013). Den Pilzkdrpern werden
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aufgrund ihrer vielen sensorischen Eingénge und ihrer extrinsischen Ausgénge zu
anderen Neuropilen des Gehirns weitreichende Funktionen zugeordnet. Allen voran
sind das olfaktorische Lernen und das olfaktorische Gedéchtnis zu nennen (Heisenberg
et al., 1985; Zars, 2000; Davis, 2011). Des Weiteren sind die Pilzkdérper unter anderem
an der Gedé&chtnisbildung bei der Balz-Konditionierung (McBride et al., 1999), bei der
Kontextgeneralisation und dem Entscheidungsverhalten auf visuelle Stimuli im
Flugsimulator (Liu et al.,, 1999; Tang und Guo, 2001), an der Regulation der
Laufaktivitat (Martin et al., 1998) und an der Regulation von Wach- und Schlafphasen
(Joiner et al., 2006; Pitman et al., 2006) beteiligt.

Die Neuroanatomie des Zentralkomplexes wird im folgenden Abschnitt ausfihrlicher
betrachtet, da dieser flr ein Orientierungsgedachtnis bei Drosophila von besonderer
Bedeutung ist und sich die Arbeit intensiv mit dem Zentralkomplex, vor allem dem

Ellipsoidkorper beschéftigen wird.

1.2.1. Der Zentralkomplex

Der Zentralkomplex ist eine unpaarige Struktur im Gehirn, welche in der Mitte
zwischen beiden protocerebralen Hemispharen liegt und aus vier Substrukturen besteht:
dem Ellipsoidkdrper (Abb. 1; orange), dem facherférmigen Koérper (Abb. 1; rot), der
Protocerebralbriicke (Abb. 1; gelb) und den paarig angeordneten Noduli (Abb. 1; braun;
Hanesch et al., 1989). Weitere akzessorische Neuropile (Abb. 2A) sind die lateralen
Triangel (heute Bulb), die Crepine, der Rubus, die Gall und die Ventralkorper (heute
lateralen akzessorischen Loben: Hanesch et al., 1989; Ito et al., 2014; Wolff et al.,
2015). Auch der Zentralkomplex erhalt multimodale Ein- und Ausgénge von vielen
Gehirnregionen und wird als hoheres Zentrum fiir lokomotorische Kontrolle betrachtet
(Strauss und Heisenberg, 1993; Strauss, 2002). AulRerdem scheint der Zentralkomplex
bei Insekten ein Zentrum flr Orientierungsverhalten zu sein. Bei Drosophila ist dieses
Neuropil fir die Orientierung im Gravitationsfeld (Baker et al.,, 2007) und Dbei
Heuschrecken, sowie bei Monarchfaltern fiir die Orientierung am Sonnenkompass
(Heinze und Homberg, 2007; Heinze und Reppert, 2011) verantwortlich. Auch ein
visuelles Ortsgedachtnis (Foucaud et al., 2010; Ofstad et al., 2011) und das visuelle
Orientierungsgedéchtnis (Neuser et al., 2008; Kuntz et al., 2012; Thran et al., 2013;
Dissertation Neuser, 2012) wird dem Zentralkomplex zugeordnet, was von besonderem

Interesse fiir diese Arbeit ist.
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A Zentralkomplex C Ringneurone des Ellipsoidkérpers

R4
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Abb. 2: Aufbau des Zentralkomplexes und des Ellipsoidkdrpers. (A) Der Zentralkomplex besteht aus
den vier Hauptneuropilen Protocerebralbriicke (PB), facherformiger Korper (FK), Ellipsoidkorper (EK)
und den Noduli (No), sowie den akzessorischen Neuropilen Crepine (CRE), Rubus (RUB), Gall (GA)
und den lateralen akzessorischen Loben (LAL). (B) Die Protocerebralbriicke kann in 18 Glomeruli
gegliedert werden und der Ellipsoidkdrper besteht aus 16 radialen Einheiten (Wedges), die jeweils in
Semi-Wedges unterteilt werden kénnen (rechts (R) und links (L)). Es besteht eine funktionale eins-zu-eins
Verknupfung zwischen den Glomeruli und den radialen Einheiten, wobei die &dulRersten Glomeruli der
Brucke ausgelassen sind. (C) Die prominentesten Neurone des Ellipsoidkorpers sind die Ringneurone, die
in vier Subpopulationen (R1, R2, R3 und R4 Neurone) unterteilt werden. Die Zellkorper (ZK) liegen
anterior im Gehirn und bilden ihre dendritischen Verastelungen in der Region des Bulbs (BU), bevor die
axonalen Projektionen medial ziehen und eine ringférmige Struktur um den sogenannten
Ellipsoidkdrperkanal ausbilden. (D) Schematische Darstellung eines einzelnen Ringneurons der R3-
Neuronpopulation. Die axonalen Auswichse im Ring bilden in jeder radialen Einheit synaptische
Strukturen (veréndert nach Martin-Pefia et al., 2014; Wolff et al., 2015).

Die Protocerebralbriicke liegt im caudalen Bereich des Gehirns und kann in 18
funktionelle Glomeruli gegliedert werden. Je Hemisphdare gibt es neun Glomeruli (Abb.
2B; Wolff et al, 2015). Es gibt sowohl horizontale als auch kolumnéare
Informationswege in der Briicke bzw. zu anderen Zentralkomplexneuropilen (Hanesch
et al., 1989). Eine Funktion der Protocerebralbriicke liegt in der Modifizierung der
Schrittlange und wahrscheinlich auch der Schrittfrequenz; sie ist damit essentiell fur
Bewegungskoordination und Richtungssteuerung (Strauss et al., 2002). Des Weiteren ist

die horizontale Orientierung des Kletterverhaltens (Triphan et al., 2010) und das
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KorpergroRengedéchtnis (Dissertation Krause, 2015) bei Drosophila abhangig von der
Protocerebralbriicke.

Der facherformige Koérper wird in 16 vertikale Sdulen und in neun horizontale
Schichten gegliedert. Sowohl die Anzahl der Saulen, als auch die Anzahl der Schichten
kann jedoch nicht eindeutig festgelegt werden (Wolff et al., 2015). Der facherférmige
Kdrper ist bei Drosophila unter anderem essentiell fir die visuelle Konditionierung und
Mustererkennung im Flugsimulator (Liu et al., 2006; Pan et al., 2009), sowie flr das
Schlafverhalten (Donlea et al., 2014). Die Noduli liegen ventral zum fécherférmigen-
und Ellipsoidkdrper und konnen wiederum auch in drei verschiedene Schichten mit
verschieden hoher synaptischer Dichte eingeteilt werden (Wolff et al., 2015). lhre
spezifische Funktion ist jedoch weitestgehend unbekannt. Es gibt Hinweise, dass die
Noduli ebenfalls an der Modulation der Lokomotion oder Aktivitat beteiligt sind
(Bausenwein et al., 1994; Martin et al., 1998).

Der Ellipsoidkorper ist teilweise vom facherformigen Korper eingefasst und liegt
leicht schrdg im Gehirn, so dass der dorsale Teil weiter nach posterior reicht. Bei
Drosophila hat der Ellipsoidkorper eine Toroid-formige Struktur und wird neben
intrinsischen Kleinfeldneuronen auch aus den sogenannten Ringneuronen gebildet
(Hanesch et al., 1989; Renn et al., 1999). Die Zellkorper dieser Ringneurone liegen
weiter anterior im Cortex des Fliegengehirns, die axonalen Auswiichse wachsen nach
posterior und medial, um dann dendritische Verastelungen auf Hohe des Ellipsoid-
korpers zu formen, in der Region der lateralen Triangel (Bulb; Abb. 2C). Schlielich
bilden die Ringneurone eine ringférmige Struktur um den Ellipsoidkdrperkanal aus, wo
sie in radialen Einheiten auswachsen (Abb. 2D). Der Ellipsoidkorper zahlt 16 radiale
Einheiten (Abb. 2B). Die Subpopulationen der Ringneurone bilden eine ringférmige
Struktur unterschiedlichen Durchmessers und unterschiedlicher GroRe. Auf3erdem
variiert die Position im Ellipsoidkorper, so dass klassisch zwischen vier Subtypen von
Ringneuronen unterschieden wird: R1, R2, R3 und R4 Neurone (Abb. 2C; Renn et al.,
1999). Aus der Heuschrecke ist bekannt, dass visuelle Information iber die optischen
Tuberkel zu den lateralen Triangeln (Heuschrecke: lateraler akzessorischer Lobus) und
somit in den Ellipsoidkdrper (Heuschrecke: Zentralkorper) eingespeist werden. Bei
Drosophila wurden ebenfalls Neurone gefunden, welche diese beiden Neuropile
verbinden (Chiang et al.,, 2011; www.flycircuit.tw). Insgesamt gibt es etwa 60
Ringneurone und in jedem der Subtypen scheint es sowohl exzitatorische cholinerge,

glutamaterge und serotonerge Ringneurone zu geben, als auch inhibitorische GABAerge

6
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Ringneurone (Martin-Pefia et al., 2014). In den Ringneuronen kénnen sowohl Marker
fur pré- als auch fur postsynaptische Strukturen gefunden werden (Zhang et al., 2013,;
unpublizierte Daten der AG Strauss). Aullerdem wurden drei verschiedene Klassen von
Synapsen gefunden: Erstens die einfache Synapse, bei der eine aktive Zone der
Présynapse Uber einer postsynaptischen Zelle steht und die néchste benachbarte aktive
Zone > 0,5 um entfernt ist (Abb. 3A). Zweitens eine multiple Synapse, bei der mehrere
nahe aktive Zonen (< 0,5 um) auf eine Postsynapse projizieren (Abb. 3B) und drittens
eine Koinzidenzsynapse, bei der zwei unabhéngige aktive Zonen zweier Neurone exakt
auf dieselbe Position eines dritten Neurons projizieren (Abb. 3C; Martin-Pefia et al.,
2014).

A Einfache Synapse B Multiple Synapse C Koinzidenzsynapse

Abb. 3: Synapsentypen im Ellipsoidkdrper (nach Martin-Pefia et al., 2014). (A) Die einfache Synapse
besteht aus einer aktiven Zone in der Prasynapse und der dazugehdrigen Rezeptororganisation in der
Postsynapse. (B) Bei der multiplen Synapse liegen zwei benachbarte aktive Zonen sehr nah beieinander
(<0,5um) und projizieren auf eine Postsynapse. (C) Die Koinzidenzsynapse besteht aus zwei
unabhéngigen aktiven Zonen zweier Neurone, die exakt auf derselben Position auf ein drittes Neuron
projizieren.

Des Weiteren gibt es intrinsische Neurone, die eine funktionelle eins-zu-eins
Verknupfung der 16 radialen Einheiten des Ellipsoidkdrpers mit einem definierten
Glomerulus der Protocerebralbriicke verbinden. Diese Neurone, deren Dendriten in den
16 radialen Einheiten des Ellipsoidkorpers arborisieren, lassen entweder die auf jeder
Hemisphéare innersten oder duf3ersten Glomeruli der Protocerebralbriicke aus (Hanesch
et al., 1989; Lin et al., 2013; Wolff et al., 2015). Uber diese Kleinfeldneurone ist der
Informationsaustausch ~ zwischen  den  einzelnen  Zentralkomplexneuropilen
gewadhrleistet.

Funktional wurde dem Ellipsoidkdrper ein visuelles Arbeits- (Neuser et al., 2008)
und Ortsgedachtnis (Foucaud et al., 2010; Ofstad et al., 2011), sowie ebenfalls die
visuelle Mustererkennung und -konditionierung im Flugsimulator (Wang et al., 2008;

7
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Pan et al., 2009) zugeordnet. AuBerdem wurde auch eine Gedé&chtnisspur fur das
olfaktorische Mittel- (Zhang et al., 2013) und Langzeitgedéchtnis (Wu et al., 2007) in

den Ringneuronen gefunden.

1.3. Lernen und Gedéachtnis von Drosophila — Koinzidenzdetektion

Um die molekularen und zellularen Grundlagen von Lern- und Gedachtnisprozessen
besser zu verstehen, wurden diverse Tiermodelle zur Erforschung dieser Mechanismen
etabliert. Bei Tieren versteht man im Allgemeinen unter Lernen die anhaltende
Anpassung von Verhaltensweisen aufgrund von Erfahrungen. Diese Verhaltens-
anpassungen werden als Ged&chtnis bezeichnet und kdnnen von kurz- oder langzeitiger
Dauer sein (Dudai, 2002). Informationen werden nicht nur unterschiedlich lange
gespeichert, sondern auch modifiziert, wieder geloscht oder miteinander verkniipft
(Kandel et al., 2014). Diese Veranderungen dauflern sich in Form von zellularen
Veranderungen — z.B. die Anderung des Aktivitatslevels einer Zelle durch vermehrte
Expression oder Modifizierung von lonenkanélen, oder strukturelle Zellverdnderungen
wie Neuritenwachstum und Ausbildung von neuen Synapsen (Davis, 2011). Die
Forschung an einfachen Modellorganismen wie Aplysia oder Drosophila haben bis
heute grofRen Anteil an der Identifizierung molekularer Mechanismen des Lernens und
an dem Verstandnis fur neuronale Plastizitdt (Kandel et al., 2014). Bei Drosophila
wurde als Modell die Bildung olfaktorischer Kurz- und Langzeitgedéchtnisse ausgiebig
untersucht (Tully und Quinn, 1985; Davis, 2005). Um aber die genetische und
neuronale Basis, sowie die verschiedenen Verhaltensebenen des Lernens von
Drosophila weiter zu studieren, wurden auch diverse andere Paradigmen, z.B. fir die
Analyse von visuellen oder rdumlichen Gedachtnissen, entworfen (Kapitel 1.4; Kahsai
und Zars, 2011).

Bei der assoziativen olfaktorischen Konditionierung von Drosophila wird ein Duft
mit einem attraktiven Stimulus (Zuckerbelohnung; Tempel et al., 1983) oder einem
aversiven Stimulus (Elektroschock; Tully und Quinn, 1985) gekoppelt. Anschlielend
wird die Hinwendung oder Abwendung der Fliege zum Duft getestet. Die Verknupfung
des konditionierten und des unkonditionierten Stimulus wird beim olfaktorischen
Gedachtnis den Pilzkdrperneuronen zugeordnet (Abb. 4). Die olfaktorische
Prozessierung eines Duftes gelangt Uber cholinerge Projektionsneurone der
Antenalloben zu den Calyces der Pilzkorper. Die Wertigkeit des unkonditionierten

Stimulus (Zucker oder Elektroschock) wird Uber dopaminerge Neurone vermittelt,
8
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welche den Pilzkorper jeweils an spezifischen Regionen innervieren. Der Abruf eines
aversiven Gedachtnisses und folglich der Ausloser eines Vermeidungsverhaltens wird
von den Oberflachenneuronen der o/B-Neurone (o/Bs) vermittelt, wahrend ein
appetitives Gedachtnis und eine Hinwendungsreaktion von der gesamten Population
(o/Bs- und o/Pe-Neurone) vermittelt wird (Waddell, 2013; Perisse et al., 2013). Die
Koinzidenzdetektion des olfaktorischen und des modulatorischen Reizes wird der
Adenylylzyklase  (kodiert durch rutabaga (rut AC)) zugeschrieben. Die
Neurotransmitter der modulatorischen Neurone binden an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, woraufhin sich die B/y-Untereinheiten von der o-Untereinheit des G-
Proteins abgespalten und die a-Untereinheit die rut AC aktiviert. Gleichzeitig resultiert
die Signaltransduktion des Duftreizes in einer erhdhten Calcium (Ca®*)-Ausschiittung in
der Kenyonzelle und der Verbund von Ca*/Calmodulin (CaM) bindet ebenfalls an die
rut AC. Die gleichzeitige Aktivierung der rut AC durch Ca?*/CaM und ein G-Protein
vermittelt die Koinzidenz zwischen Duft und unkonditioniertem Stimulus. Die Aktivitat
der rut AC fihrt zu einer vermehrten Produktion von zyklischem Adenosinmono-
phosphat (cCAMP), welches wiederum die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Bindet
CAMP an die regulatorischen Untereinheiten der PKA, so durchlduft diese eine
Konformationsénderung, wodurch die katalytischen Untereinheiten dissoziieren und
Zielsubstrate phosphorylieren. Als Kurzzeitkomponente kann PKA lonenkanale durch
Phosphorylierung modifizieren und so das Antwortverhalten der Zelle verandern. Die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (CAMP response element-binding
protein) dient hingegen der Induktion von zusétzlicher Genexpression und wird fir die
Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses bendtigt. Da die Dynamik des cAMP-Levels
fur Lernvorgange entscheidend ist, ist ein weiterer essentieller Bestandteil dieser
beispielhaften cAMP-Lernkaskade die Phosphodiesterase (PDE; kodiert von dunce),
welche cAMP wieder abbaut und somit eine sensitive Regulation des cAMP-Levels
gewadhrleistet (Davis, 2005).
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Abb. 4: Modell der klassischen Duftkonditionierung bei Drosophila. Ein Duft wird tber den Antenno-
glomerular Trakt zu den Calyces der Pilzkorper Ubermittelt. Die Transduktion des olfaktorischen Reizes
resultiert in einer erhdhten Ca*-Ausschiittung, Ca** kann an Calmodulin (CaM) binden. Parallel wird der
unkonditionierte Stimulus (ber ein modulatorisches, dopaminerges Neuron vermittelt. Die Aktivierung
des Dopamin-Rezeptors (DA-R) fiihrt zur Abspaltung einer aktiven Gs-Untereinheit. Die Koinzidenz-
detektion von Duft und Bestrafung/Belohnung erfolgt durch die doppelt regulierte Adenylylzyklase,
welche von rutabaga kodiert wird (rut AC). Sowohl die Gs-Untereinheit als auch Ca**/CaM sind fir die
Aktivierung notwendig und flhren zur vermehrten cAMP-Produktion. Die Bindung von cAMP an die
regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) fuhrt zur Aktivitat der katalytischen Untereinheit,
welche Modulationen in der Zelle vornimmt; z.B. Phosphorylierung von lonenkandlen oder Phosphory-
lierung des Transkriptionsfaktors dCREB zur Induktion von Genexpression. cCAMP wird durch die dunce
Phosphodiesterase (dnc PDE) wieder abgebaut und das cAMP-Signal somit dynamisch reguliert
(verandert nach Waddell und Quinn, 2001).
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Um Gedéachtnisformen verschiedener Dauer zu unterscheiden, gibt es sowohl
anatomische, als auch biochemische Mechanismen zur Differenzierung. Die Ausbildung
eines Kurzzeitgedachtnisses (15 Minuten bis drei Stunden) ist von der Aktivitat der
ao'/B'-Loben und des y-Lobus abhangig, wahrend fir das Langzeitgedachtnis (neun bis
12 Stunden) vor allem die o/p-Loben benotigt werden (Guven-Ozkan und Davis, 2014).
Weiterhin kénnen biochemische Komponenten die Unterschiede zwischen Kurzzeit-
und Langzeitlernen erklaren (Zars, 2010). Einen Beitrag zur weiteren Charakterisierung
der biochemischen Komponenten eines kurzlebigen Arbeitsgedachtnisses bei

Drosophila soll diese Arbeit leisten.

1.4. Visuelle Ortsgedachtnisse von Drosophila

Auch bei Drosophila wurden bereits Experimente zu einem rdaumlichen und/oder
visuellen Ortsgedéchtnis durchgefiihrt. In der sogenannten Heat-Box wird eine Fliege
mit Hilfe der operanten Konditionierung darauf trainiert, dass sie eine Halfte der Box
vermeidet, da sich diese mit unangenehm hohen Temperaturen aufheizt, sobald die
Fliege diese Halfte der Box betritt. Sowohl die Konditionierungs- als auch die
Testphase findet im Dunkeln statt, so dass die Fliege nur auf taktile Information und auf
Pfadintegration als Orientierungsstrategie zurtickgreifen kann (Wustmann und
Heisenberg, 1997; Putz und Heisenberg, 2002). Ein weiteres Ortsgedachtnis wurde in
einem Paradigma beschrieben, welches analog zu dem Morris water-maze fiir Méduse
(Morris, 1984) entworfen wurde. Wahrend Mause durch die Orientierung an visuellen
Objekten eine versunkene Plattform in einem mit Wasser gefiillten Schwimmbecken
wiederfinden kdnnen, so braucht Drosophila als Orientierung visuelle Muster, um einen
kiihlen Fleck als sicheren Ort innerhalb einer erhitzten Arenaplatte wiederzufinden
(Foucaud et al., 2010). Die R1 Neurone des Ellipsoidkdrpers werden fir dieses
Ortsgedachtnis benotigt (Ofstad et al., 2011). Fliegen besitzen auRerdem ein Geddachtnis
fur visuelle Landmarken. Im Flugsimulator kdnnen sie auf Objekte unterschiedlicher
Grolke, Farbe und Orientierung trainiert werden und lernen, den Anflug dieser zu
vermeiden, wenn die Objekte mit einem bestrafenden Hitzereiz verbunden sind. Die
visuelle Mustererkennung wurde den Strukturen des facherférmigen Korpers und den
R2/R4m Neuronen des Ellipsoidkdrpers zugeordnet (Liu et al., 2006; Wang et al., 2008;
Pan et al., 2009).

Die Reprasentation von visuellen Objekten bzw. Landmarken konnte erstmals auch

mit Hilfe der Calcium-Imaging Methode direkt mit neuronaler Aktivitat in der Region
11
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der lateralen Triangel (Bulb) der Ringneurone Kkorreliert werden. In diesem
experimentellen Aufbau wird eine Fliege am Kopf fixiert, lauft jedoch frei beweglich
auf einem schwebenden Ball in einer virtuellen Arena (Buchner-Ball). Der Fliege
kdnnen nun attraktive Landmarken auf einem Monitor gezeigt werden und gleichzeitig
kann parallel die neuronale Aktivitdt mit fluoreszierenden Proteinen und einem zwei-
Photonen-Mikroskop visualisiert werden. Die dendritischen Regionen in den lateralen
Triangeln (Bulb) der individuellen Ringneurone werden durch visuelle Objekte aktiviert
und zeigen ein praferenzielles Antwortverhalten auf Landmarken bestimmter Hohen
und Winkel im visuellen Blickfeld der Fliege, so dass eine Art retinotope Karte fir die
lateralen Triangel erstellt werden konnte (Seelig und Jayaraman, 2013). In einer zweiten
Studie derselben Arbeitsgruppe wurde der experimentelle Aufbau erweitert, indem die
Fliege nun eine vertikale Landmarke unter ihrer eigenen Kontrolle im visuellen
Blickfeld halten kann (closed-loop Experiment), wéhrend gleichzeitig weiterhin die
neuronale  Aktivitat beobachtet wird. Identifiziert wurde eine kolumnére
Neuronenpopulation des Zentralkomplexes (eb-pb-vbo Neurone (Hanesch et al., 1989);
EIP Neurone (Lin et al., 2013); EBw.s-PBg.b-gall.b Neurone (Wolff et al., 2015)),
welche Informationen aus einer radialen Einheit des Ellipsoidkorpers (Wedge) abgreift
und in spezifische Glomeruli der Protocerebralbriicke projiziert (Abb. 2B). Diese
Neurone beinhalten eine Kompass-dhnliche Reprasentation der Orientierung der Fliege
in Relation zu einer visuellen Landmarke. Sie werden nicht nur durch visuelle Stimuli
aktiviert, sondern auch die Eigenbewegung der Fliege induziert Aktivitat in diesen
Neuronen. Verschwindet eine visuelle Landmarke, so behalten diese Neurone die
Reprasentation der Landmarke/die Orientierung Uber einige Sekunden (bis tber 30 s) in
Dunkelheit (Seelig und Jayaraman, 2015).

Fliegen orientieren sich also nicht nur nach den akuten visuellen Eingangen, sondern
sind in der Lage, eine Gedachtnisspur fur vorherige Positionen oder préaferierte
Richtungen anzulegen. Ein visuelles Orientierungsgeddchtnis fir eine Landmarke,
welche aus dem Sichtfeld der Fliege verschwindet, wurde schon friher bei Drosophila
beschrieben (Neuser et al., 2008). Fir diese Art eines visuellen Arbeitsgedéchtnisses
benutzt die Fliege sowohl visuelle als auch ideothetische (also selbst-generierte)
Informationen, um durch Pfadintegration an das ursprungliche Ziel zu gelangen. Die
biochemischen Prozesse, die an diesem Geddchtnis beteiligt sind, sind jedoch
weitestgehend unbekannt. Im Folgenden wird sich die Arbeit mit der lIdentifizierung

biochemischer Komponenten dieses visuellen Orientierungsgedachtnisses beschéaftigen.
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1.5. Das visuelle Orientierungsgedéachtnis von Drosophila

Ein Grolteil des Gehirns von Drosophila dient der Verarbeitung visueller
Informationen. Frihe Experimente zur Orientierung von frei laufenden Fliegen zeigten
bereits, dass dunkle Objekte bzw. Landmarken vor einem hellen Hintergrund die
Aufmerksamkeit der Fliege auf sich ziehen (Go6tz, 1980) und dass die Attraktivitat des
Objekts mit einer kirzeren Distanz steigt (Schuster et al., 2002). Es wurde das
sogenannte Detour-Paradigma entwickelt, um ein visuelles Orientierungsgedéchtnis von
Drosophila zu untersuchen (Dissertation Mronz, 2004; Neuser et al., 2008). Eine Fliege
mit gestutzten Fligeln befindet sich dabei in einer Arena, in der ihr zwei attraktive
Landmarken présentiert werden. L&uft die Fliege flr wenige Sekunden auf einen Balken
zu, so wird dieser ausgeblendet und es erscheint ein Ablenkungsbalken im 90 ° Winkel.
Die Fliege folgt dem neuen sensorischen Input und steuert nun auf den neuen Balken
zu. Dieser verschwindet jedoch nach einer Sekunde ebenfalls und es gibt keine visuellen
Informationen flr die Fliege in der Arena. Wildtypische Fliegen fuihren nun in 80 % der
Falle erneut eine Kehrtwende aus und laufen wieder in die Richtung der urspriinglich
zuerst angesteuerten Landmarke. Dieses Verhalten verdeutlicht, dass die Fliege die
Position des urspriinglichen Ziels gespeichert haben muss (eine detaillierte
Beschreibung des Versuchsaufbaus befindet sich in Kapitel 2.2; Abb. 7). Da der Abruf
dieses Gedachtnisses auch in vollkommener Dunkelheit ohne externe Reize
funktioniert, muss es sich um ein ideothetisches Gedé&chtnis handeln, welches auf
Pfadintegration beruht (Dissertation Neuser, 2012). Dieses Prinzip der Navigation steht
einer Orientierungsstrategie gegeniiber, bei der sich andere Insektenarten auch an
pragnanten Landmarken in der Umwelt orientieren und ein Gedéachtnis in Form einer
visuellen Landkarte der Umwelt ausbilden. Bei dieser Form wird ein externes
Referenzsystem fiir die eigene Navigation genutzt (Menzel et al., 2006; Collett et al.,
2013).

In der vorliegenden Arbeit wird dieses visuelle Orientierungsgedachtnis auch als
Arbeitsgeddchtnis  bezeichnet. Der Begriff des Arbeitsgedachtnisses stammt
ursprunglich aus der Psychologie und wurde Kklassischerweise fur ein Kurzzeit-
gedachtnis, welches Uber eine sehr begrenzte Dauer und Kapazitat verfligt, verwendet.
Das Zurlckgreifen auf die nicht mehr akut vorhandene sensorische Information
ermoglicht weiterhin ein zielgerichtetes Verhalten (Baddeley, 2012; Cowan, 2008; Ma
et al., 2014). Die vortubergehende Bereitstellung und Prozessierung von visueller und

ideothetischer Information, die schliellich durch eine zentrale Verarbeitung trotz
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aulerer Storfaktoren zu einem zielgerichteten Verhalten fuhrt, ist auch im untersuchten
Orientierungsgedachtnis gegeben, so dass im Folgenden auch von Arbeitsgedachtnis
gesprochen werden kann.

Die Analyse mehrerer Strukturmutanten im Detour-Paradigma ergab, dass der
Zentralkomplex im Allgemeinen und vor allem der Ellipsoidkdrper essentiell fir ein
funktionsfahiges visuelles Arbeitsgedéchtnis bei Drosophila sind (Dissertation Neuser,
2012). So weist die Mutante ellipsoid-body-open (ebo), welche einen deformierten
Ellipsoidkorper hat, einen vollstandigen Verlust des Orientierungsgedéchtnisses auf. In
einem weiteren Experiment wurde durch die Expression von Tetanustoxin die
synaptische Transmission jedes Subsystems der Ringneurone ausgeschaltet. Sowohl in
den R1, R3 als auch in den R4 Neuronen fiihrt dies zum vollstandigen Verlust des
visuellen Orientierungsgedachtnisses. Expression von Tetanustoxin in R2 Neuronen
fihrt zur Immobilitat von Fliegen, so dass diese nicht im Detour-Paradigma getestet
werden konnen (unpublizierte Daten der AG Strauss). Die Ringneurone des
Ellipsoidkorpers sind also eine essentielle und notwendige Struktur fur das visuelle
Arbeitsgedachtnis. Im Gegensatz dazu zeigen Experimente, bei denen die Pilzkorper der
Fliegen chemisch ablatiert wurden, dass diese bekannte Lernstruktur bei Drosophila
nicht fiir die Ausbildung dieses Gedachtnisses benotigt wird (Neuser et al., 2008).

Um mehr Uber die biochemische Natur dieses Gedachtnisses zu erfahren, wurden
klassische Drosophila Lernmutanten im Detour-Paradigma getestet. Der cAMP-
Signaltransduktionsweg hat eine fundamentale und zentrale Rolle fur die
Gedachtnisbildung bei Drosophila (Kahsai und Zars, 2011; Waddell und Quinn 2001;
Kapitel 1.3). Die beiden prominentesten Lernmutanten dieses Signalweges sind
rutabaga (rut; Tully und Quinn, 1985) und dunce (dnc; Dudai et al., 1976), welche flr
eine Adenylylzyklase (AC) und eine Phosphodiesterase (PDE) kodieren (Livingstone et
al., 1984; Davis und Kiger, 1981) und deren gegensatzliche Funktionalitat im Auf- bzw.
Abbau von cAMP fur ein dynamisches cCAMP-Level sorgt. Die bisherigen Experimente
zur Beteiligung des cAMP-Signalweges am visuellen Orientierungsgedéchtnis der
Fliege waren nicht eindeutig. Da rut Mutanten keine gerichtete Orientierung auf
Landmarken zeigen, kénnen diese nicht im Detour-Paradigma getestet werden. Die dnc*
Mutante hat zwar in vielen Lernparadigmen fiir assoziatives Lernen (Dudai et al., 1976)
oder operante Konditionierung (Wustmann et al., 1996) einen Phanotyp, jedoch ist dnc’
nur ein hypomorphes Allel, welches immer noch etwa 50 % PDE-Restaktivitat aufweist

(Davis und Kiger, 1981). Testet man die dnc* Mutante im Detour-Paradigma so zeigen
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sie zwar nur 70 % positive Anladufe auf das urspringliche Ziel, unterscheiden sich
jedoch nicht vom Wildtyp (Neuser et al., 2008).

Das ignorant (ign) Gen, welches flr das Drosophila Ortholog der Ribosomalen S6
Kinase 1l (RSKII) kodiert (Wassarman et a., 1994; Putz et al., 2004), ist nicht am
CAMP-Signalweg beteiligt, sondern an der MAP-(mitogen activated protein)-Kinase
Signaltransduktion (Kim et al., 2006; Sweatt, 2001). Die Verhaltensanalyse verschie-
dener ign Allele zeigt, dass das ign Gen sowohl fiir die klassisch aversive als auch fur
die operante Konditionierung bendtigt wird (Putz et al., 2004). Analysiert man im

Detour-Paradigma Fliegen, welche das Nullallel ign®®*

tragen, so weisen diese einen
vollstandigen Verlust des Orientierungsgedéachtnisses auf, welcher durch die adulte
Expression der ign cDNA in den R3/R4d Neuronen gerettet werden kann (Neuser et al.,
2008). Zur weiteren Untersuchung der biochemischen Komponenten wurde die
foraging (for) Mutante im Detour-Paradigma analysiert. For kodiert fiir eine von zwei
cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKG) bei Drosophila (Kalderon und Rubin, 1988)
und das Protein konnte im Ellipsoidkorper und in den lateralen Triangeln lokalisiert
werden (Belay et al., 2007). In weiteren Experimenten wurde die Beteiligung der PKG
an der olfaktorischen assoziativen Konditionierung in Larven (Kaun et al., 2007) und
adulten Tieren (Mery et al., 2007) nachgewiesen. Mutanten dieses Gens haben ebenfalls
ein reduziertes Orientierungsgedachtnis (Diplomarbeit Kuntz, 2010).

Die Analyse der ebo Mutante ergab weitere Einblicke in die Zellbiologie dieses
visuellen Arbeitsgedachtnisses. Das ebo Gen kodiert bei Drosophila fiir Exportin 6
(Thran et al., 2013) und ist fur den Transport von globuldrem Aktin vom Zellkern ins
Zytoplasma verantwortlich (Stliven et al., 2003). In der Mutante akkumuliert Aktin
vermehrt im Zellkern und behindert so vermutlich den Transkriptionskomplex
dSRF/AMRTF (Serum Response Factor/Myocardin-related transcriptional factor)
(Abb. 5; Thran et al., 2013). Der negative Einfluss von globuldarem Aktin auf die
Lokalisation und Aktivitat von MRTF wurde bereits in Sdugerzellen gezeigt (Vartiainen
et al., 2007). Auch bei Drosophila konnte eine Verkniipfung dieser beiden
Komponenten durch eine genetische Interaktion hergestellt werden. Doppelt
heterozygot mutante Tiere fir ebo und dMrtf zeigen einen vollstandigen Verlust des
Orientierungsgedéchtnisses auf. Im Gegensatz zu diesem zellautonomen Prozess der
Regulation des Transkriptionskomplexes dSRF/dMRTF durch globulédres Aktin, weist
die Verhaltensanalyse der ebo Mutante darauf hin, dass das defizitdre Gedachtnis durch

Expression der ebo cDNA in allen vier Ringsystemen gerettet werden kann. Des
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Weiteren kann der defekte Phanotyp der dSrf (kodiert von blistered) Mutante auch in
drei von vier Ringneurontypen (R1, R2 und R3) gerettet werden (Thran et al., 2013).
Dies steht ebenfalls im Gegensatz zu der ign Mutante, welche ausschlieBlich in den
R3/R4d Neuronen bendtigt wird (Neuser et al., 2008). AuRerdem erfolgt die Rettung
des ebo mutanten Gedachtnisphénotyps unabhéngig vom strukturellen Defekt des
Ellipsoidkorpers im Adultstadium (Thran et al., 2013).

Cytoplasma  Nucleus

o
o —
Gene XY

o® —A—>
@ Aktin

diffusibler Faktor .
:. produzierendes Enzym = Exp 6 (ebo) vermllttelter
Transport von Aktin

Abb. 5: ebo vermittelter Transport von Aktin (nach Thran et al., 2013). In der wildtypischen Situation
wird der Export von Aktin aus dem Zellkern (iber Exportin 6 (ebo) vermittelt. Der Transkriptionskomplex
aus dSRF/dMRTF reguliert die Expression verschiedenster Gene. In der ebo Mutante akkumuliert Aktin
im Nucleus und bindet an dMRTF, wodurch die Aktivitat des Transkriptionskomplexes unterbunden
wird. Aufgrund der Redundanz von ebo und dSrf in allen vier Ringsystemen des Ellipsoidkdrpers fiir das
visuelle Orientierungsgedéchtnis wurde die Hypothese formuliert, dass der Genlocus eines diffusiblen
Faktor-produzierenden Enzyms unter der regulatorischen Kontrolle des Transkriptionskomplexes
dSRF/dMRTF steht.

Die Redundanz von ebo und dSrf in allen vier Ringsystemen fuhrt zu der Hypothese,
dass ein diffusibler Faktor an der Bildung des visuellen Arbeitsgedachtnisses von
Drosophila beteiligt sein muss und dass dieser diffusible Faktor von Enzymen
produziert wird, deren Gene unter der Regulation des Transkriptionskomplexes
dSRF/dMRTF stehen.

1.6. Drosophila melanogaster als Versuchsorganismus in der Verhaltens-
neurobiologie
Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde die Taufliege Drosophila
melanogaster als geeigneter Modellorganismus zur Erforschung grundlegender
biologischer Mechanismen erkannt. Die langjahrige Forschung fiihrte unter anderem

dazu, dass es heute vielzdhlige genetische Werkzeuge gibt (siehe Kapitel 1.6.1), das
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Genom vollstdndig sequenziert ist (Adams et al., 2000) und die Taufliege somit fur die
Neurowissenschaften ein ideales System darstellt, um den Zusammenhang zwischen
Genen, neuronalen Strukturen und Verhaltensweisen herzustellen. Das Interesse der
Neuro- und Verhaltensbiologie liegt heutzutage vor allem darin, die verantwortlichen
Mechanismen der steuernden Nervensysteme zu verstehen, sowie weshalb, wann und
wie ein bestimmtes Verhalten ausgel6st wird.

Trotz des vergleichsweise kleinen Nervensystems mit etwa 100 000 — 150 000
Neuronen (Chiang et al., 2011; Jenett et al., 2012) und bisher 17 215 sequenzierten
Genen (dos Santos et al., 2015) stellt die Fliege einen optimalen Modellorganismus zum
Erforschen der Funktionalitdit des Gehirns dar (zum Vergleich: Mensch:
10" Nervenzellen, 30 000 Gene; Seyffert, 2003), da Drosophila viele Gemeinsamkeiten
mit Vertebraten teilt. Dazu zahlt ein dreiteiliges Gehirn (Proto-, Deuto- und
Tritocerebrum vs. Vorder-, Mittel- und Rautenhirn), das vergleichbare Neurotrans-
mittersystem und ein reichhaltiges und vielfaltiges Verhaltensrepertoire (Zordan und
Sandrelli, 2015). Die Verhaltensanalysen und die Analyse des Einflusses von Genen auf
das Verhalten wurde bereits in den 1970 iger Jahren von Seymour Benzer begonnen
(Benzer, 1967) und wurde bis heute ausgeweitet. So wird an Drosophila unter anderem
Balzverhalten (z.B. Yamamoto und Koganezawa, 2013), circadiane Rhythmik (z.B.
Zordan und Sandrelli, 2015); Lernen und Gedachtnis (z.B. Kahsai und Zars, 2011),
Suchtverhalten (z.B. Devineni und Heberlein, 2013) oder Aggression (z.B. Anholt und
Mackay, 2012) studiert. Die einfachere Konnektivitdt des Nervensystems, die guten
Manipulationstechniken und die kurze Generationszeit der Fliege in Verbindung mit
einer niedrigen ethischen Schwelle bieten daher eine Mdglichkeit, komplexe Mechanis-

men zu untersuchen und zu verstehen.

1.6.1. Neurogenetische Manipulationen fur die Verhaltensanalyse

Das UAS/GAL4-System (upstream activating sequence/Transkriptionsfaktor; Brand
und Perrimon, 1993) hat die genetischen Manipulationsmdglichkeiten bei Drosophila
maligeblich beeinflusst. Dabei stellte sich das natirliche Vorkommen von Transposons
als nltzlich heraus. Die bei Drosophila am h&ufigsten verwendeten Transposons heif3en
P-Elemente. Natirliche P-Elemente kodieren fur eine Transposase, ein Enzym welches
es dem P-Element ermdglicht, aus seinem bisherigen Integrationsort herauszuspringen
und an einen anderen Ort der DNA neu zu integrieren. Bei kinstlichen P-

Elementvektoren wird die Sequenz der Transposase entfernt und stattdessen die
17
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gewunschte DNA-Sequenz eingebaut. AnschlieBend wird der Vektor mittels
Keimbahntransformation in das Genom der Fliege integriert (Seyffert, 2003). Auf der
Grundlage eines Transkriptionaktivationssystems aus der Hefe wurde ein bindres
System fiir Drosophila entwickelt, welches eine zielgerichtete Uberexpression, sowie
ektopische oder xenotopische Genexpression ermdglicht. Zum einen wird eine
transgene Linie hergestellt, die in Form eines P-Elements die cDNA des
Transkriptionaktivatorproteins GAL4 enthalt. Wird dieses P-Element nun ins Genom
der Fliege integriert, so gelangt es zuféllig unter die Kontrolle eines endogenen
Enhancers, welcher das Expressionsmuster des GAL4 Proteins (enhancer-trap Linien)
bestimmt. Durch Einkreuzen der A 2, 3-Transposase kann das P-Element an diverse
Stellen im Genom springen und auf diese Weise kdnnen die verschiedensten
Expressionsmuster (GAL4-Treiberlinien) entstehen. Der zweite Teil des binédren
Systems umfasst ein P-Element mit der GAL4-Bindesequenz, die sogenannte UAS-
Sequenz. Hinter das UAS-Fragment kann jede beliebige Sequenz kloniert werden.
Durch Kombination dieser beiden Transgene wird GAL4 in einem definierten Muster
exprimiert und bindet in denselben Zellen an die UAS-Sequenz, welche die Expression
des Gens von Interesse aktiviert (Abb. 6A; Brand und Perrimon, 1993). Die raumlich
kontrollierte Expression wurde um eine zeitlich kontrollierende Komponente erweitert.
Das temperatur-sensitive Protein GAL80" wirkt bei niedrigen Temperaturen (18 °C) als
Repressor des GAL4 Proteins und inhibiert dessen transkriptionelle Aktivitat. Bei
héheren Temperaturen hingegen (30 °C) l6st sich GAL80® von GAL4, was in der
Aktivierung der UAS-Sequenz resultiert (McGuire et al., 2003). Auf diese Weise kann
die Expression eines Transgens zeitlich gesteuert werden, so dass die Kontroll- und

experimentelle Situation in demselben Tier getestet werden kann (Abb. 6B).
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Abb. 6: Das UAS/GAL4 System. (A) Dieses bindre System dient der Gewebe-spezifischen Expression
von Genen in der Fliege. Der Expressionsort der GALA4-Treiberlinie wird entweder von einem
genomischen Enhancer oder von einem Kklonierten Enhancer bestimmt. GAL4 bindet an die UAS-
Sequenz, wodurch die Transkription des Transgens initiiert wird. (B) Die rdumlich gezielte Expression
kann um eine zeitliche Komponente ergdnzt werden. Bei 18 °C bindet der Temperatur-sensitive
Repressor GAL80® an GAL4 und inhibiert so die Transkription des Zielgens. Durch Erhéhung der
Temperatur auf 30 °C 8st sich GAL80" von GAL4 und die Expression des Transgens im spezifischen
Zellmuster findet statt.

Mit dem UAS/GAL4-System konnen diverse Konstrukte in der Fliege gezielt
exprimiert werden. So kann z.B. eine gezielte Uberexpression eines Gens induziert
werden oder im genetischen Hintergrund einer Nullmutante dieses Gen nur in
definierten Gehirnstrukturen zurlickgegeben werden, um den defekten Phanotyp zu
retten und die relevanten Strukturen zu identifizieren. Die Visualisierung des
Expressionsmusters einer GAL4-Linie ist tber Expression eines fluoreszierenden
Proteins moglich.

Eine Erweiterung des UAS/GAL4-Systems stellt die Integration des P-Elements tber
eine PhiC31-Integrase dar, wodurch das P-Element durch eine spezifische Rekombinase
immer an dieselbe definierte Stelle im Genom integriert und Positionseffekte damit

minimiert werden. Das Expressionsmuster von GAL4 wird Uber beliebige
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Promotorsequenzen, die ebenfalls in das P-Element kloniert werden, bestimmt. Mit
Hilfe des split-GAL4-Systems (Luan et al., 2006) kdnnen die Expressionsmuster der
GAL4-Linien weiter eingegrenzt und Einzelzell-Linien generiert werden. Durch
Verwendung eines zweiten  bindren  Transkriptionaktivationssystems,  dem
LexA/LexAop-System (Lai und Lee, 2006) konnen zwei Transgene parallel und
getrennt voneinander induziert werden (Pfeiffer et al., 2010). Des Weiteren wurde in
zwei groflangelegten Projekten eine enorme Menge an GALA4-Linien kreiert, indem
genomische DNA-Bruchstiicke als transkriptionale Enhancer verwendet wurden, um
eine GAL4-Kollektion, die samtliche Neurone umfasst, zu bekommen. Sowohl die
FlyLight-Kollektion (HHMI Janelia Research Campus; Jenett et al., 2012) als auch die
VT-Kollektion (Vienna Drosophila Resource Center) stehen mit jeweils >7 000
verschiedenen GAL4-Linien zur Verfugung.

Uber die gezielte Expression von Transgenen konnen neuronale Strukturen und
somit deren Aktivitat oder Funktion mafRgeblich manipuliert werden (Sivanantharajah
und Zhang, 2015). So existieren verschiedene Konstrukte, um die Aktivitdt von
Neuronen zu reduzieren (silencing). Die Expression von Tetanus-Toxin unterbindet die
Exozytose der Neurotransmitter (Sweeney et al., 1995), Shibire® blockiert temperatur-
sensitiv ebenfalls die synaptische Transmission (Kitamoto, 2001) oder Kir2.1, ein
inwarts gerichteter Kalium-(K*)-Kanal, welcher das Membranpotential weiter senkt und
somit die Ausbildung von Aktionspotentialen unterbindet (Paradis et al., 2001). Durch
die Expression eines einwirts gerichteten Natrium(Na®)-Kanals (NaChBac; Nitabach et
al., 2006) oder eines Hitze-aktivierbaren Kationkanals (TrpAl; Rosenzweig et al, 2005)
kann die Wahrscheinlichkeit der Erregbarkeit eines Neurons erhoht bzw. durch
Temperaturerhdhung die Erregung ausgelost werden Die neuronale Aktivitat kann
durch die Expression eines Ca®*-sensitiven fluoreszierenden Reporters (GCaMP6; Chen
et al., 2013) im lebenden Tier visualisiert und gemessen werden. Ebenfalls kann die
Aktivitat eines Neurons Uber Licht induziert werden. Mit Hilfe von rotwelligem Licht,
welches flr Drosophila nicht sichtbar ist, 6ffnet sich der Chrimson-Kanal und aktiviert
so ausschliellich die Neurone, in denen der Kanal exprimiert wurde (Klapoetke et al.,
2014).

Mutanten kdnnen heutzutage nicht nur tiber Rontgenbestrahlung oder Chemikalien-
basierter Mutagenese erzeugt werden, sondern ebenfalls auch gezielt durch die
Verwendung von verschiedensten Transposons (Venken und Bellen, 2014). Des

Weiteren kann die CRISPR/Cas9-Methode zur gezielten Deletion oder Integration von
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kleineren DNA-Sequenzen verwendet werden und bietet daher eine sehr zielgerichtete
Manipulation des Genoms (Xu et al., 2015).

Ein weiteres genetisches Werkzeug zur Reduzierung eines Genproduktes beruht auf
dem Mechanismus der RNA-Interferenz  (RNAI). Bei diesem natirlichen
Abwehrmechanismus eukaryotischer Zellen wird doppelstrangige RNA (dsRNA)
erkannt und mit Hilfe des Dicer-RISC-Komplexes abgebaut. Das RNAi-Konstrukt zur
Herunterregulierung eines Genprodukts besteht aus einer Gen-spezifischen
palindromischen Sequenz, deren Transkription in der Zelle zur Ausbildung von
doppelstrangigen Haarnadelstrukturen fuhrt. Diese dsSRNA wird vom Dicer-Komplex in
kleine RNA-Abschnitte von etwa 25 Nukleotiden geschnitten und in einzelstrangige
RNA zerlegt. Diese Einzelstrange kénnen nun an ihre komplementéren Strukturen in
der endogenen mRNA (messenger RNA) binden, wodurch erneut dsRNA entsteht,
welche abgebaut wird. Dieser Mechanismus fiihrt zur deutlichen Reduzierung oder zum
kompletten Abbau der mMRNA des Zielgens (Dietzl et al., 2007; Ni et al., 2008).

1.7. Zielsetzung

Der vorliegenden Arbeit liegt die Analyse eines visuellen Orientierungsgedachtnisses
bei Drosophila zu Grunde. Eine Fliege, die beim Anlaufen einer Landmarke durch
einen zweiten, kurzzeitigen visuellen Stimulus von ihrem Weg abgelenkt wird, erinnert
sich nach Ausblenden des Ablenkungsstimulus ohne weitere erneute visuelle Reize an
die Position der urspringlichen Landmarke und kehrt auf diesen Weg zuriick
(Dissertation Mronz, 2004; Neuser et al., 2008). Fir diese Art von Arbeitsgedachtnis
werden der Zentralkomplex und insbesondere die Ringneurone des Ellipsoidkorpers
benotigt. Aullerdem ist bereits bekannt, dass die ign RSKII adult-spezifisch in den
R3/R4d Neuronen des Ellipsoidkdrpers fur dieses Gedachtnis gebraucht wird (Neuser et
al., 2008). Ebenso wurde die Abhangigkeit dieses Gedachtnisses von der for PKG
bereits etabliert (Diplomarbeit Kuntz, 2010). Beide Kinasen sind bei Drosophila fiir die
Beteiligung an Lern- und Gedé&chtnisprozessen bekannt (Putz et al., 2004; Kaun et al.,
2007; Mery et al., 2007; Wang et al., 2008). Mit Hilfe von neurogenetischen Methoden

sollen weitere biochemische Komponenten dieses Signalwegs identifiziert werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation eines diffusiblen Faktors,
welcher fur das visuelle Orientierungsgedéchtnis bei Drosophila bendtigt wird. Die

Hypothese, dass ein diffusibler Faktor an diesem Gedé&chtnis beteiligt ist, ergab sich aus
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der Analyse der ebo Mutante. ebo kodiert fir Exportin 6 (Thran et al., 2013), welches
eine maldgebliche Rolle fur den Export von Aktin aus dem Zellkern einnimmt (Stliven et
al., 2003). Daraus resultiert in der ebo Mutante eine Aktinakkumulation im Zellkern
(Thran et al., 2013), welches einen negativen Einfluss auf den Transkriptionskomplex
SRF/MRTF hat (Vartiainen et al., 2007) und somit deren transkriptionelle Aktivitat
behindert. Aufgrund dieses zellautonomen Prozesses, war es umso erstaunlicher, dass
der ebo mutante Phénotyp im Detour-Paradigma durch Expression der ebo cDNA in
allen vier Ringsystemen des Ellipsoidkdrpers gerettet werden kann (Thran et al., 2013).
Dies steht im Kontrast zu den Ergebnissen, dass ign RSKII fir das
Orientierungsgedachtnis ausschlielich in R3 und/oder R4d Neuronen benétigt wird
(Neuser et al., 2008). Das Rettungsexperiment von ebo weist darauf hin, dass tUber die
Transkriptionsfaktoren dSRF/dMRTF ein Gen reguliert wird, welches fir ein Enzym
kodiert, das einen diffusiblen Faktor produziert. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich
mit der Identifikation des diffusiblen Faktors.

Das dritte Ziel dieser Arbeit ist die Evaluierung einer mdoglichen Rolle des
cAMP/PKA-Signalweges fiir das visuelle Orientierungsgedachtnis. Es ist bekannt, dass
dieser Signalweg fur vielféltige Lern- und Gedachtnisprozesse essentiell ist und er
wurde in diversen Tiermodellen etabliert (Kandel et al., 2014). Die Analyse klassischer
Lernmutanten dieses Signalwegs ergab bisher jedoch keine eindeutigen Ergebnisse
hinsichtlich einer Beteiligung am Orientierungsgedéachtnis (Neuser et al., 2008). Durch
die Analyse weiterer Komponenten dieses Signalweges soll die Beteiligung am

visuellen Arbeitsgedéchtnis eindeutig geklart werden.

Aufgrund der einfachen und vielfédltigen Manipulationsmdglichkeiten des
Modellorganismus Drosophila kann die Analyse biochemischer Signalwege dieses
visuellen Orientierungsgedachtnisses einen Beitrag zum Verstdndnis genereller

Eigenschaften und Mechanismen von Kurzzeit- bzw. Arbeitsgeddchtnissen leisten.
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2. Material und Methoden

2.1. Fliegenhaltung und —stamme

Alle Fliegen wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei einer Raumtemperatur von
25 °C, einer Luftfeuchtigkeit von ~60 % und einem Licht-Dunkel-Zyklus von 14/10h
(Hellphasenbeginn 07:00 Uhr) aufgezogen. Die Tiere wurden in durchsichtigen
Plastikglaschen mit einem Volumen von 80 cm3 gehalten. Die Glaser waren mit
luftdurchléssigen Stopfen verschlossen und enthielten etwa 20 ml Futterbrei. Das Futter
bestand aus Wasser, Hefe, Maismehl, Sojamehl, Malzextrakt, Zuckerriibensirup, Agar
und Nipagin. Falls die Versuchstiere fur ein Experiment auf 30 °C inkubiert wurden, so
erhielten diese vor Beginn des Verhaltensexperiments 15 Minuten Zeit zur Akklimati-
sierung auf die Raumtemperatur.

Als wildtypischer Referenzstamm wurde Canton-Spezial (CS) verwendet. Alle
weiteren verwendeten Mutanten und transgenen Linien, die verwendet wurden, sind in
Tabelle 1 aufgelistet.

Tab. 1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstdmme mit Angabe der betroffenen
Chromosomen, der Bezugsquelle und gegebenenfalls einer Referenz.

Chromo
Stamm Bezugsquelle Referenz
-som
Stammsammlung Institut flr
. Zoologie I11 Neurobiologie,
Canton-Spezial (CS) . J . J
Uni Mainz, AG Roland
Strauly
. Bloomington Stock Center;
blistered? (sp? bs?) I g Donlea et al., 2009
BL 403
Bloomington Stock Center;
CrebBS/FM7a | d Akalal et al., 2010
BL 4720
Cystathionine B-synthase Bloomington Stock Center;
EY04457 (CbSEYO4457) I BL 19839 Bellen et al., 2004
Bloomington Stock Center; .
Eip55E<©0%28 I g Trinh et al., 2008
BL 13752
ellipsoid-body-open®™® o Strauss und Heisenberg, 1993;
pm y-op | Martin Heisenberg g
(ebo®™) Thran et al., 2013
de Belle und Sokolowski,
foraging - Rover (for") 1 Marla Sokolowski
1987
de Belle und Sokolowski,
foraging - sitter (for®) 1 Marla Sokolowski 1087
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foraging - sitter® (for%)

Bloomington Stock Center;
BL 9843

dos Santos et al., 2015

EP2141

Bloomington Stock Center;

h I Di tal., 2002

omer BL 17027 iagana et al., 200
Bloomington Stock Center; .

homer™%? Il " |D tal., 2002

omer BL 9564 iagana et al., 200

ignorant®®* (ign®®") I Martin Heisenberg Putz et al., 2004

Myocardin-related
transcription factor”’
(Mrtf 47

Pernille Rarth

Somogyi und Rgrth, 2004

Nitric oxide synthase?*®
(NOS A15)

Patrick O‘Farrell

Yakubovich et al., 2010

Nos®

Patrick O‘Farrell

Yakubovich et al., 2010

Nose267l

Patrick O‘Farrell

Yakubovich et al., 2010

Phosphodiesterase 60478

(PdeGMi04678)

Bloomington Stock Center;
BL 38573

Pka-C38RH10

Doris Kretzschmar

Proteinkinase A-C12

(Pka-C1"%)/CyO

Bloomington Stock Center;
BL 4101

Lane und Kalderon, 1993

Synapsin® (Syn”")

Erich Buchner

Godenschwege et al., 2004

Bloomington Stock Center;

twins (tws) Il BL 11568
Poeck et al., 2008;
007Y-GAL4 I Douglas Armstrong Renn et al., 1999
http://www.fly-trap.org/
189Y-GAL4 1 Douglas Armstrong Renn etal., 1999

http://www.fly-trap.org/

189Y-GAL4>TubGALSO"

Burkhard Poeck

Rekombiniertes Chromosom

Aso et al., 2009

201Y-GAL4 1 Douglas Armstrong
http://www.fly-trap.org/
Appl-GAL4 1l Laura Torroja Torroja et al., 1999
Renn et al., 1999
c042-GAL4 Il Douglas Armstrong
http://www.fly-trap.org/
Renn et al., 1999
c105-GAL4 | Douglas Armstrong

http://www.fly-trap.org/

c155-GAL4+UAS-
mCD8::GFP

(elav-GAL4)

Stammsammlung Institut fur
Genetik, Uni Mainz, AG
Gerd Technau

Bloomington Stock Center;
BL 5146
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c232-GAL4

Douglas Armstrong

Rennetal., 1999
http://www.fly-trap.org/

elav+Appl-GAL4

Burkhard Poeck

Rekombiniertes Chromosom

elav-GAL4

Bloomington Stock Center;
BL 8760

ftz-ng-GAL4/TM3, Sh

Julie Simpson

Bloomington Stock Center;
BL 8767

Pereanu et al., 2011

R28D01-GAL4

Bloomington Stock Center;
BL 47342

Ofstad et al., 2011

TubGALS80"

Bloomington Stock Center;
BL 7019

McGuire et al., 2003

UAS-GFP;EB1-GAL4

Volker Hartenstein

Young und Armstrong, 2010

VT202672-GAL4

Vienna Drosophila Research
Centre; VDCR 005535

stockcenter.vdrc.at

VT62856-GAL4

Vienna Drosophila Research
Centre; VDCR 204419

stockcenter.vdrc.at

UAS-bs (dSrf)

M. Affolder

Han et al., 2004

UAS-Cbs

Ody Sibon

Kabil et al., 2011

UAS-dCrebB-17A

Bloomington Stock Center;
BL 9232

Perazzona et al., 2004

UAS-dCreb2-b

nicht
bekannt

Ronald Davis

Akalal et al., 2010;
Yuetal., 2006

UAS-dSrf+dMrtf

Burkhard Poeck

Rekombiniertes Chromosom

UAS-forT1

Marla Sokolowski

Belay et al., 2007

UAS-homer’myc’GFP

John Thomas

Diagana et al., 2002

UAS-ign

Martin Heisenberg

Rintelen et al., 2001

UAS-mald (dMrtf)

Penille Rarth

Somogyi und Rgrth, 2004

UAS-mCD8::GFP

Bloomington Stock Center;
BL 5137

Lee und Luo 1999

UAS-Nos;UAS-Nos

Patrick O‘Farrell

Yakubovich et al., 2010

UAS'Syn(CDNAg)

Erich Buchner

Godenschwege et al., 2004

UAS-tdGFP/CyO

Bloomington Stock Center;
BL 35839

UAS-dCreb-B17ARNAI

Vienna Drosophila Research
Centre; VDRC 101512

Akalal et al., 2010;
Dietzl et al., 2007
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Kaun et al., 2007
Belay et al., 2007
Dietzl et al., 2007

Vienna Drosophila Research

UAS-forRNAI 1l
Centre; VDRC GD 38320

Bloomington Stock Center;

UAS-Gyca99BRNAI I
BL 36817

Ni et al., 2008

Bloomington Stock Center;

AS-homerRNA m
UAS-homerRNAI BL 27271

Ni et al., 2008

Vienna Drosophila Research
Centre; VDCR 108433

UAS-NosRNAI 1 Dietzl et al., 2007

Bloomington Stock Center;

AS-Pde6RNAI m
UAS-Pde6RNAI BL 25833

Ni et al., 2008

Vienna Drosophila Research

AS-Pka-C1RNAI 1
UAS-Pka-C I Centre; VDRC 101524

Dietzl et al., 2007

Bloomington Stock Center;
BL 31656

UAS-Pka-C2RNAI Il Ni et al., 2008

Bloomington Stock Center;

AS-Pka-C3RNAI m
UAS-Pka-C3RNAI BL 31656

Ni et al., 2008

Vienna Drosophila Research

UAS-rutRNAI 11 Dietzl et al., 2007
HIRINA Centre; VDRC 5569 ez
Df(1)BSC708/FM7a N Bloomington Stock Center; Cook et al.. 2012
(Deletion fiir CBS) BL 26560 v
Df(2L)ED243/CyO " Bloomington Stock Center; Rvder et al.. 2004
(Deletion fur for) BL 24122 y "
Df(2R)Exel7157/CyO " Bloomington Stock Center; Cook et al.. 2012
(Deletion fir CSE) BL 7894 "
Df(3R)BSC547/TM6c " Bloomington Stock Center; Cook et al.. 2012
(Deletion fir Gyca) BL 25075 "

2.2. Detour-Paradigma

Das Detour-Paradigma dient der Uberprifung eines visuellen Orientierungs-
gedachtnisses der Fliege (Dissertation Mronz, 2004; Neuser et al., 2008). Die Tiere
wurden im Alter von 3 bis 5 Tagen getestet und mindestens einen Tag vor Beginn des
Tests wurden den Fliegen die Fligel mit einer Mikroschere unter Kélteanasthesie bei
4° C auf etwa ein Drittel gekirzt. Die Tiere wurden bis vor dem Test auf Futter gehalten
und kurz vor Beginn des Experiments in ein Glas mit einem wasserdurchtrankten Tuch
gesetzt.

Die Verhaltenstests fanden in einer definierten, kinstlichen Umwelt statt. Der
Aufbau besteht aus einer LED-Arena (LED: light-emitting diode), die aus 180

Kolumnen mit je 32 Leuchtdioden aufgebaut ist, so dass 5760 Bildpunkte entstehen, die
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zylinderformig angeordnet sind (Abb. 7; Strauss et al., 1997). Jeder Bildpunkt hat fur
einen Beobachtungsstandpunkt aus dem Zentrum der Arena eine Ausdehnung von
2° x 2°. Der Offnungswinkel fir ein Ommatidium bei D. melanogaster betragt 4,6°
(Borst, 2009), so dass mehr als 4 Bildpunkte auf ein Ommatidium fallen. Die Plattform
in der Arena besteht aus Plexiglas, hat einen Durchmesser von 26 cm und wird von
einem 2 cm breiten Wassergraben umgeben, so dass die Fliegen nicht entfliehen
konnen. Landmarken werden durch Abstellen mehrerer vertikalen Reihen von LEDs
erzeugt, so dass dunkle Balken von 4 cm Breite entstehen. Die Landmarken haben einen
Abstand von 20 cm vom Zentrum der Arena. Die Arena wird von unten mit Rotlicht
beleuchtet, welches fir die Fliege nicht zu sehen ist, die Plattform jedoch auf eine
warmere Versuchstemperatur bringt (~25 °C). Die Versuche wurden in einem abgedun-
kelten Raum durchgefiihrt, so dass keine externen Lichtquellen die Orientierung der
Fliege beeinflussten. Zusétzlich war der Raum mit einer Klimaanlage versehen, um
starken Temperaturschwankungen von auf’en oder durch Erhitzen des Geréts entgegen-
zuwirken.

Zu Beginn eines Experiments wurde eine Fliege in das Zentrum der Arena gesetzt
und es wurden ihr zwei gegenuberliegende Landmarken présentiert (Abb. 7A). Sobald
die Fliege auf eine Landmarke zusteuerte und dabei die virtuelle Mittellinie Gberquerte,
verschwanden die urspringlichen Landmarken und stattdessen erschien ein
Ablenkungsbalken im 90° Winkel zur Fliege (Abb. 7B). Idealerweise lief die Fliege nun
auf die neue Landmarke zu (+ 15°), welche nach einer Sekunde ebenso verschwand, so
dass die Arena nun wieder vollstandig ausgeleuchtet war und keine visuellen
Orientierungsstimuli enthielt. Anschliefend wurde bestimmt, ob die Fliege sich durch
eine > 45° Drehung zur alten Landmarke zuriickorientierte (positive Entscheidung) oder
ob sie sich von der urspriinglichen Landmarke abwendete (negative Entscheidung; Abb.
7C). Falls die Fliege sich nicht ablenken lieB3, wurden ihr erneut zwei gegentberliegende
Balken présentiert. Nach einer Entscheidung der Fliege erschienen ebenfalls erneut zwei
gegeniiberliegende Balken, nach Uberquerung der Mittellinie wurde die Fliege erneut
abgelenkt. Es wurden zehn Durchldufe pro Fliege gemessen und nach jeder Fliege
wurde die Arena mit Wasser abgewischt, um eine Orientierung an Duftspuren zu
vermeiden.

Das Zufallsniveau fiir positive Entscheidungen zugunsten der urspringlichen
Landmarke liegt bei 58 %, da nach einer Rechtsdrehung die Wahrscheinlichkeit fir eine

anschlieBende Linksdrehung hoher ist als fir eine erneute Rechtsdrehung (und vice
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versa). Dieser Ausgleich der durchgefiihrten Drehbewegungen wird durch die
sogenannte Turn Kompensation vermittelt (Strauss und Pichler, 1998). Entfallt auch die
Turn Kompensation, so zeigen Mutanten nur noch 50 % positive Entscheidungen auf

die Position der ersten Landmarke.

A C

B

--------

Abb. 7: Aufbau des Detour-Paradigmas. (A) In einer LED-Arena werden einer Fliege zwei gegen-
Uberliegende Balken prasentiert, welche zwei attraktive Landmarken fiir die Fliege darstellen. Lauft das
Versuchstier auf einen der Balken zu und erreicht dabei eine imagindre Mittellinie, (B) so werden die
Balken ausgeblendet und es erscheint ein Ablenkbalken im 90° Winkel, auf den die Fliege nun zusteuert.
(C) Auch dieser Ablenkbalken verschwindet nach einer Sekunde, so dass keine visuellen Reize mehr in
der Arena sind. Die Orientierung der Fliege auf die initiale Landmarke (positive Wahl) oder auf den
Ablenkbalken wird ausgewertet.

2.2.1. Pharmakologische Behandlung

Es wurden jeweils zwei parallele Versuchsgruppen getestet. Eine Kontrollgruppe
wurde ausschliellich auf ein Saccharose-haltiges Medium gesetzt (4 % Saccharose in
50 mM Tris pH 8.0), wahrend die Kontrollgruppe zusatzlich zu diesem Medium die
pharmakologische Substanz verabreicht bekommen hat. Alle Fliegen wurden naiv im
Detour-Paradigma getestet und nach der Inkubationszeit auf dem jeweiligen Medium
erneut im Detour-Paradigma auf ihr Orientierungsgedachtnis Uberprift. Die Ver-
suchstiere wurden selektiert: Es wurde nur mit CS Fliegen weitergearbeitet, die im
ersten Messdurchgang eine Gedéachtnisleistung von 80 % zeigten. Ebenso wurde mit
den Mutanten verfahren, welche nur ausgewahlt wurden, wenn sie ein defektes
Gedachtnis <70 % positive Wahlen fur das urspriingliche Objekt zeigten. Die
Experimente wurden kodiert durchgefiihrt, so dass der Experimentator nicht wusste,
welche Gruppe auf dem Kontroll- bzw. experimentellen Medium sal3. Fiir Experimente,
bei denen die Inkubationszeit auf dem Inhibitor weniger als 24 h betrug, wurden die
Fliegen in einem leeren Rohrchen etwa 16 h vorgehungert und vorgedurstet, um die
anschlieRende Flissigkeitsaufnahme mit dem Inhibitor zu erhéhen. Zusétzlich wurde

der Wassergraben in der Detour-Arena mit einer Chinin-Losung versetzt, um
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frihzeitiges Trinken der gedursteten Fliege zu unterbinden und die gezielte
Flissigkeitsaufnahme mit dem Inhibitor zu fordern.

Nachdem die Fliegen naiv im Detour-Paradigma getestet wurden, wurden sie einzeln
in ein 2 ml Eppendorfgefal gesetzt. Die Eppendorfgefalie wurden am Deckel mit einem
kleinen Loch zur Sauerstoffversorgung versehen und enthielten am Boden 10 pl des
Mediums. Die Gefalle mit den Fliegen wurden fir die Inkubationszeit waagerecht auf
25 °C gehalten. Dasselbe Tier wurde nach der Inkubationszeit erneut im Detour-
Paradigma getestet. Zusatzlich wurden die verabreichten Medien mit dem blauen
Farbstoff Patentblau versetzt. Dieser diente als grober Indikator, ob eine Fliege das
verfutterte Medium aufgenommen hatte, was an einer Blaufarbung des Abdomens
beobachtet werden konnte.

Die Details aller verwendeten pharmakologischen Substanzen sind der Tabelle 2 zu

entnehmen.

Tab. 2: Chemikalienliste fur die pharmakologische Behandlung.

. . Konzen- | Inkuba- | Vergleichs- | Stamm-
Name Ziel Firma CAS . . . .
tration tion studie l6sung
Substrat fur | Sigma Paul et al 20 mMin
N-Acetyl- J 20mM | 24h " | Tris
L-Cystein CBS/CSE 616-91-1 2014
pH 8.0
] 100 uM 2h 10 MM in
N,,-Nitro- . . .

o NOS- Sigma 30 min | Miller, 90 %
L-Arginin | ohibitor | 2149-70-4 5min | 1996 EtOH/
(L-NNA) 10 pM 5 min 10 % H,0

200 uM 2h
30 min .
. 10 mM in
Rp- PKA- Santa Cruz 5 min Moore et 100 %
cAMPS Inhibitor 151837-09-1 | 100 uM 5 min al., 1998 H.O
50 UM 5 min 2
10 uM 5 min
Fuse und .
. 10 mMin
) PDE V/VI- | Sigma 100uM o4 h Truman, 100 %
Zaprinast |\ ninitor | 37762-06-4 H 2002: °
EtOH
Day, 2005
Patentblau .
) Sigma
V Soidum 20262-76-4
Salz
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2.3. Das Buridan-Paradigma

Das Buridan-Paradigma dient der Quantifizierung des Lauf- und Orientierungs-
verhaltens auf Landmarken (Bulthoff et al., 1992; Go6tz, 1980). Alle Tiere wurden im
Alter von 3 bis 5 Tagen getestet. Mindestens einen Tag vor Beginn der Tests wurden
den Versuchstieren unter Kélteandsthesie bei 4° C die Fligel mit einer Mikroschere auf
etwa ein Drittel gekurzt und 20 Minuten vor dem Experiment wurden die Tiere in ein
Glas mit feuchtem Filterpapier gesetzt. Verschiedene Genotypen wurden moglichst
alternierend gemessen, um Einflisse von Temperatur-, Tageszeit- oder Luftfeuchtig-
keitsschwankungen zu minimieren.

Die Arena bestand aus einem gleichmaRig beleuchteten Zylinder mit einer Hohe von
16 cm, in der sich eine Plattform mit einem Durchmesser von 8,7 cm befand. Die Fliege
konnte sich frei auf der Plattform, welche von einem Wassergraben umgeben war,
bewegen (Abb. 8). Im 180° Winkel zueinander befanden sich zwei 2 cm breite,
schwarze Balken, die als Landmarken bezeichnet werden und durch den abgrenzenden
Wassergraben fur die Fliege unerreichbar waren. Die Landmarken hatten einen Abstand
von 9cm zum Mittelpunkt der Arena. Das Paradigma nutzt die Eigenschaft, dass
Fliegen dunkle Objekte in einer hellen Umgebung ansteuern. Sind diese Objekte nicht
zu erreichen, zeigen wildtypische Fliegen einen stdndigen Wechsel zwischen Fixation
und Anti-Fixation, so dass sie stundenlang zwischen den beiden Landmarken hin- und
herpendeln (Gotz, 1980).

Die Laufspuren und -daten der Versuchstiere wurden mit Hilfe einer Kamera (CCD-
Kamera 1-89, Kappa) aufgezeichnet. Die Messzeit betrug 900 s. Mit den Programmen
,,buri2.exe* und ,,Buridan070209.exe* (T. Triphan und R. Strauss) wurden die Daten
ausgewertet. Es wurden die Orientierung der Fliege auf die Landmarke, die

Laufgeschwindigkeit, die gesamte Laufstrecke und die Aktivitat berechnet.
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Abb. 8: Schematischer Versuchsaufbau des Buridan-Paradigmas. Die Fliege kann sich auf einer
Plattform, die von einem Wassergraben umgeben ist, frei bewegen. Auf einem hell-erleuchteten
Hintergrund werden der Fliege zwei gegeniberliegende schwarze Balken préasentiert. Das Lauf- und
Orientierungsverhalten der Fliege wird fir 15 min von einer Kamera aufgezeichnet und anschlieBend
ausgewertet.

2.4. Histologie — Ganzpraparate (Whole-Mounts) von Gehirnen

Die Fliegen wurden mit CO, oder mit Hilfe von Kalte anasthesiert und kurz in 70 %
Ethanol auf Eis gekihlt. AnschlieRend wurde in eisgekihltem PBS (Phosphat-
pufferlosung) mit Dumont-Feinpinzetten das Gehirn herausprapariert. Die Gehirne
wurden in einer frischen 4 % Paraformaldehyd (PFA)/(PBS)-L6ésung fur 30 min bei
Raumtemperatur auf dem Schdttler fixiert. AnschlieBend wurden die Gehirne weitere
30min in 4% PFA +0.15% PBTx (PBS mit Triton X100-Anteil) fixiert. Nach der
Fixierung wurde mehrfach mit PBTx gewaschen. Optional wurde bei allen anti-NOS
Farbungen flr eine bessere Permeabilisierung des Gewebes fiir 60 min bei 1% PBTX
inkubiert und anschlieBend mit 0,5 % PBTx fur 5 min gewaschen. Fur das Blocken von
unspezifischen Bindungsstellen wurde 4 % Pferdeserum (Vector Laboratories, S-2000)
in 0,5% PBTx fur eine Stunde verwendet. AnschlieBend wurden die Gehirne uber
Nacht bei 4 °C mit dem ersten Antikorper (Tab. 3) in 4 % Pferdeserum und mit 0,5 %
PBTx versehen. Wurde die Antikorper-Verdinnung fur eine weitere Farbung
aufbewahrt, so wurde sie mit 0,1 % Natriumazid versehen. Nach der Inkubation des
ersten Antikorpers wurde mit 0,5 % PBTx gewaschen und anschlielend erneut fir
30 min mit 4 % Pferdeserum in 0,5 % PBTx geblockt. Der zweite Antikorper (Tab. 3)
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wurde ebenfalls mit 4 % Pferdeserum und 0,5 % PBTx versetzt und tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Betrug die Inkubationszeit vom ersten bzw. zweiten Antikorper weniger als
24 h auf 4 °C, so wurden die Gehirne vor den Waschschritten weitere 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation des zweiten Antikdrpers wurden die
Gehirne ebenfalls mit 0,5 % PBTx gewaschen. Zur Kl&rung der Praparate wurden sie
uber Nacht bei 4 °C in 50 % Glycerin/PBS inkubiert. AbschlieBend wurden die Gehirne
auf Objekttrager in Vectashield (Vector/Linaris) eingedeckelt und mit Nagellack fixiert.
Als Abstandshalter wurden ~1 mm dicke Deckgladschen verwendet. Die Préparate
wurden kiihl gelagert. Der Tabelle 3 sind die verwendeten primdren und sekunddren
Antikorper zu entnehmen.

Tab. 3: Auflistung der priméaren und sekundéaren Antikdrper, die fir die histologischen Praparate
verwendet wurden.

Antikdrper Wirtstier | Firma + Katalognummer Verdinnung | PBTx
priméare Antikorper
anti-GFP Huhn Aves Labs # GFP-1020 1:2000 0.3% PBTx
' 0,5 % PBTX
anti-NOS Kaninchen | O’Farrell 1:200 0,5 % PBTXx
Developmental Studies
anti-Fasciclinll Maus Hybridoma Bank (DSHB) 1:200 0,5 % PBTx
lowa #1D4
sekundare Antikorper
Jackson Immuno Research
i- i Zi 11
anti-rabbit Cy3 iege #111-165-003 000
anti-rabbit A488 Ziege Invitrogen #A11034 1:1000
entsprechend
Jackson Immuno Reasearch
anti-mouse Cy3 Ziege 1:1000 des ersten
anti-mouse A488 | Ziege Sigma #62197 1:1000
anti-chicken A488 | Ziege Invitrogen #A11039 1:1000

Die Praparate wurden mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop TCS SP8
der Firma Leica analysiert. Es wurde mit einer Frequenz von 400-600 Hz gescannt, ein
Bildformat von 1024x1024 und eine Scan-Wiederholung der jeweiligen Schicht von 3
gewdhlt. Die Bildbearbeitung bzw. Quantifizierung erfolgte mit der dazugehdrigen
Software ,,LAS AF“, sowie den Programmen ,,Image J“ und ,,Photoshop CS5“. Bei
Quantifizierungen wurden sowohl die Laserstarke als auch die weitere Verstarkung des
Signals gleich gewahlt und fiir alle zu vergleichenden Praparate beibehalten. Fur die
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Quantifizierung eines Bilderstapels einer z-Projektion (stack) wurden die Graustufen
aller Pixel eines Voxels aufsummiert und anschliefend wurden die Mittelwerte aller
Voxel innerhalb der festgelegten Region (Region of interest) miteinander verglichen.
Die Praparate wurden mit den Objektiven 10x, 40x oder 63x und einer optischen
Schichtdicke von 300 oder 750 nm aufgenommen.

2.5. Western Blot

Fur die Extraktion der Proteine wurden ausschlieRlich die Kopfe der Fliegen
verwendet. Die Tiere wurden bei -20 °C oder -80 °C eingefroren. Die Kopfe wurden auf
einem eisgeklhlten Metallblock mit einer Rasierklinge entfernt, mit einer Nadel in ein
Eppendorfgefal’ Gberflhrt und anschlielend auf Eis geklhlt. Die Anzahl der Kdpfe pro
Probe variierte in den verschiedenen Versuchen und kann der Beschreibung der
einzelnen Blots entnommen werden. Die Kopfe wurden mit einem kleinen Plastikstolel
in Cracking Buffer zerkleinert, bis keine grdfieren Chitinstrukturen mehr zu erkennen
waren. AnschlieBend wurden die Proben fir 10 min bei 95 °C erhitzt und dann bei
14000 U/min fiir 20 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefaly Gberfiihrt und ggf. bei -20 °C weggefroren oder direkt auf das Gel
geladen. Falls die Proben bei -20 °C gelagert wurden, wurden sie vor dem Beladen des
Gels erneut flr 5 min bei 50 °C inkubiert.

Es wurden Polyacrylamidgele im Format 10 x 10 cm verwendet (Tab. 4). Die Gele
wurden mit der spezifischen Probenmenge beladen. Als Marker wurde eine Protein-
Leiter von Thermo Scientific (#26619) benutzt und Laemmli-Puffer wurde wéhrend der
Gelelektrophorese als Laufpuffer verwendet. Die Gelelektrophorese wurde bei einer
konstanten Amperezahl von 6-15 mA durchgefuhrt. Anschlielend wurde das Gel kurz
in ddH,O gewaschen, fir einige Minuten im Transferpuffer equilibriert und
anschlieBend mit Filterpapier und der PVDF-Blotting-Membran (Peglab, #39-4010)
gestapelt. Der Transfer bei wurde bei konstanten 900 mA fur 1 — 2 h (je nach Grolie des
fokussierten Proteins) auf 4 °C im Towbin-Puffer durchgeftihrt. Anschlielend wurde die
Membran kurz in ddH,O gewaschen und mit 0,5 % Ponceau/5 % Essigséure die
Proteinbanden angefarbt, um die Homogenitat bzw. die Qualitdt des Transfers zu
beurteilen. Die Membran wurde in ddH,O entfarbt und zuerst kurz mit TBS (Tris-
buffered Saline) und anschlieBend mit TBST gewaschen. Vor der Inkubation mit
Antikorpern wurde die Membran mit 5% Milchpulver/TBST fir mindestens eine
Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Die ersten Antikorper (Tab. 5) wurden ebenfalls
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in einer 5% Milchpulver/TBST-L6sung verdunnt und bei 4 °C Uber Nacht oder
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde erneut
mit TBST gewaschen und der zweite Antikorper (Tab. 5) wurde ebenfalls bei 4 °C tber
Nacht oder mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver/TBST
inkubiert. Nach der Inkubation wurde ebenfalls mit TBST gewaschen. Zur
Visualisierung und Detektion wurde das Chemilumineszenz-Peroxidase Substrat von
Sigma (CPS160) verwendet. Die Membran wurde mit der Losung 5 min bei Dunkelheit
inkubiert und dann direkt mit dem Kamerasystem von Peqglab (Fusion SL 4.2MP) und
der dazugehorigen Software ,Fusion“ aufgenommen. Die Bearbeitung und

Quantifizierung erfolgte mit der Software ,,BIO1D%, ebenfalls von Peqlab.

Tab. 4: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

Trenngel 6 % 10 %
30% Acryl/0.8% Bisacrylamid (37.5/1) 8,0 ml 13,3 ml
ddH,0 16,6 ml 11,3 ml
1M Tris (pH 8.8); 0.4% SDS 15 ml

Ammoniumpersulfat 10% 300 ul

TEMED 30 pl

Sammelgel

30% Acryl/0.8% Bisacrylamid (37.5/1) 2,0ml

ddH,O 55ml

0.5 M Tris (pH 6.8); 0.4% SDS 2,4 ml

Ammoniumpersulfat 10% 200 pl

TEMED 20 ul
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Tab. 5: Auflistung der priméaren und sekundéaren Antikérper, die fir die immunochemischen
Farbungen der Western Blots verwendet wurden.

Antikdrper Wirtstier Firma + Katalognummer | Verdinnung
primare Antikorper

anti-NOS Kaninchen Patrick O’Farrell, UCSF 1:200
anti-CBS Kaninchen Santa Cruz #67154 1:100
anti-P~CREB (1893-5) | Kaninchen Jerry Yin, UW Madison 1:500
anti-CREB (ATG2) Kaninchen Jerry Yin, UW Madison 1:1000
anti-Aktin Maus DSHB lowa JLA*20 1:1000
anti-HSP90 Kaninchen Cell Signaling #4874 1:1000
sekundare Antikorper

anti-rabbit-HRP Ziege Sigma #A9169 1:10.000
anti-mouse HRP Kaninchen Sigma #A9044 1:10.000

2.6. Messung der Enzymaktivitat in nativen Gelen

Die Extraktion der Proteine erfolgte bei Temperaturen zwischen 0° — 4 °C, um auf
der einen Seite Schadigungen der Funktionalitat der Enzyme und auf der anderen Seite
den Angriff durch Proteasen zu vermeiden. Die gewtinschte Anzahl der Fliegen wurde
mit CO, narkotisiert und in einem Eppendorfgefa gesammelt. AnschlieRend wurde mit
einem Extraktionspuffer und einem Plastikstdf3el ein Homogenat erzeugt. Grobe Zell-
und Chitinreste wurden bei 4 °C abzentrifugiert und anschlieBend sofort auf das native
Gel aufgetragen, ohne die Probe zu erhitzen. Es wurden sowohl 8 als auch 10 % ige
Gele verwendet (Tab. 6). Sowohl die Gele als auch der Laufpuffer enthielten kein SDS,
um die Sekundarstruktur und damit die Funktionalitat der Enzyme nicht zu zerstéren.
Die Gele wurden unter moderaten Bedingungen von konstanten 10 mA fur etwa 4 h
gefahren. Um einer mdglichen Erhitzung entgegenzuwirken, wurden Kihlelemente um
die Apparatur aufgebaut. Das fertige Gel wurde kurz in ddH,O gewaschen und
anschlielend bei 37 °C in der Visualisierungslosung (Tab. 7; Kapitel 2.10) inkubiert.
Die Visualisierungslosung wurde bereits tber Nacht bei 37 °C angesetzt, um die Losung
von Bismuth(lI1)-chlorid zu erleichtern. L-Cystein und L-Homocystein wurden erst
kurz vor der Inkubation des Gels frisch hinzugegeben und anschliefend wieder
auf -20 °C weggefroren, um die Stabilitdit der Aminosduren zu gewahrleisten.
Cystathionin-p-Synthase (CBS) und Cystathionine-y-Lyase (CSE) wandeln die
Aminoséuren L-Cystein und L-Homocystein, welche sich in der Visualisierungsldsung

befanden, um. Das dabei entstehende Schwefelwasserstoff (H,S) reagiert mit
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Bismuthtrichlorid zu Bismuthtrisulfid, was als brauner Farbstoff zu sehen ist und somit
als indirekter Indikator fur die Enzymaktivitat gilt.

Die Gele wurden mehrere Stunden bis zu 24 h inkubiert und es wurden regelmaRig
Aufnahmen mit unterschiedlichen Kamerasystemen (Intas Kamerasystem; Peglab
Fusion SL 4.2MP; Panasonic Lumix DMC-TZ10) gemacht. Fir die Fotoaufnahmen
wurde das Gel auf eine Glasplatte platziert, welche wiederum auf eine LED-
Leuchtplatte (Roth) gelegt wurde. Die Beleuchtung von untern erhdhte den Kontrast der
Banden. Die Gele wurden mit Ponceau S oder Brilliant Blue S gefarbt, um das
gleichmélige Laden des Gels zu beurteilen. Mit ddH,O bzw. mit 10 % Essig-
séure/30 % EtOH wurden die Gele wieder entfarbt. Die Farbungen waren jedoch fur

eine Quantifizierung der geladenen Proteinmenge unzureichend.

Tab. 6: Zusammensetzung der nativen Gele.

Trenngel 8 % 10 %
30% Acryl/0.8% Bisacrylamid (37.5/1) 5,2 ml 6,8 mi
1M Tris-HCI (pH 8.8) 54 ml 4,8 ml
ddH,0 9,8 ml 8,2ml
Ammoniumpersulfat 10% 200 pl

TEMED 20 pl
Sammelgel

30% Acryl/0.8% Bisacrylamid (37.5/1) 0,7 ml

ddH,0 2,7ml

1 M Tris-HCI (pH 8.8) 1,6 ml
Ammoniumpersulfat 10% 50 pl

TEMED 5 pl
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Tab. 7: Chemikalienliste fir die Durchfihrung der Aktivitatsbestimmung der Enzyme CBS und
CSE.

Name CAS Firma
Bismuth(l11)-chlorid 7787-60-2 Sigma
Brilliant Blue S 6104-59-2 Sigma
Triethanolamine 102-71-6 Sigma
Pyridoxal 5°-phosphat (PLP) 853645-22-4 Sigma
L-Cystein 52-90-4 Sigma
L-Homocystein 6027-13-0 Sigma
Protease Inhibitor Cocktail P8340 Sigma
Ponceau S 6226-79-5 Sigma

2.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die DNA-Extraktion wurden 20 Fliegen bei -20°C weggefroren. Eine Fliege
enthalt etwa 300 ng genomische DNA (gDNA), so dass ein Extraktionsansatz ca. 6 g
DNA enthielt. Fur den Gewebeaufschluss wurden die Fliegen mit 500 pg Homo-
genisierungspuffer versetzt und mit einem PlastikstoRel zerdriickt. Anschlieend
wurden fir 30 min bei 68 °C die Proteine denaturiert. Unter Zugabe von 65 pl 8 M
Kaliumacetat wurden die Proben fur 30 min auf Eis gestellt, so dass die denaturierten
Proteine ausfielen. Abschlielend wurden die Proben zweimal fir 10 min bei
14000 U/min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR uberfihrt.
Mit 900 pl 100 % igem Ethanol wurde der Uberstand gemixt und die DNA fiir etwa
10 min auf Eis gefallt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Ethanol abgezogen. Die
DNA wurde nochmal mit 750 ul 70 % igem Ethanol gewaschen, um die Salze des
Homogenisierungspuffers herauszuwaschen. Abermals wurde abzentrifugiert, das
Ethanol entfernt und das DNA-Pellet getrocknet, bis das gesamte Ethanol abgedampft
war. Das Pellet wurde schliellich in 60 ul TE-Puffer gelést und ggf. auf -20 °C
weggefroren. Die Probe enthielt somit etwa 100 ng gDNA/p.

Der Reaktionsansatz fir die PCR wurde, soweit moglich, als Master Mix pipettiert
und anschlielend auf die 0,2 ml Reaktionsgefalie verteilt. Die Reaktion setzte sich aus
folgenden Bestandteilen zusammen: 3 pl gDNA (~60 ng), 2 ul Nukleosidtriphosphate
(dNTPs; 10 mM), je 3 ul 3’Primer und 5’Primer (je 5 uM), 5 ul PCR PufferY (Peglab),
0,5 ul Tag-Polymerase (5U/ul; Peglab) und anschlielend ddH,O, um auf ein Reaktions-
volumen von 50 ul aufzufiillen. Die spezifischen Reaktionsbedingungen wurden in dem
ThermoCycler (Peglab, 96 Universial Gradient) programmiert und ein individuelles
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Programm, welches auf die Primer- und Produktbedingungen angepasst wurde,
gestartet. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Reaktionsgefafle mit 10 pl 5x Stopp-
und Ladepuffer von Roth (+5 % SDS) versetzt und die Proben bei 4 °C gelagert. Zur
Visualisierung wurden die Proben auf ein 1 % iges Agarosegel aufgetragen und in TBE-
Puffer in einem elektrischen Feld entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. Parallel wurde
eine DNA-Leiter (1 kb DNA-Leiter, Invitrogen) zur GrolRenorientierung aufgetragen.
Anschlieend erfolgte eine Farbung der DNA-Banden mit Ethidiumbromid. Mit Hilfe
einer UV-Quelle und einer CCD-Kamera (Intas) konnten die Banden visualisiert und
mit Hilfe der dazugehdrigen Software ,,Intas GDS Capture-Software” dokumentiert
werden.

581 Mutante wurde das Primerpaar ign64_for

Fur den Nachweis der Deletion der ign
und 5664 lac_rev gewdhlt (Tab. 12). Die Aufbereitung der DNA erfolgte ohne RNA-
Verdau und ohne Phenolisierung. Die PCR-Reaktion wurde mit dem ThermoCycler

(Peglab, 96 Universial Gradient) und mit dem Programm 9 (Tab. 8) durchgefiihrt.

Tab. 8: PCR-Programm fiir den Nachweis der ign®®* Deletion.

Programm 9 Zyklen

initiale Denaturierung 1x 10 min 95°C

Denaturierung, Anlagerung, Elongation | 35 x [1 min 95°C; 1 min 52°C; 2 min 72°C]
Denaturierung, Anlagerung, 1x [1 min 95°C; 1 min 52°C; 10 min
Amplifizierung 72°C]

Aufbewahrung w0 4°C

2.8. Inverse PCR (iPCR)

Die Extraktion der DNA erfolgte wie in Kapitel 2.7 beschrieben. Im Anschluss
erfolgte jedoch ein RNA-Verdau und eine Phenolisierung zur Aufreinigung der DNA.
Der Reaktionsansatz fur den RNA-Verdau bestand aus 20 ul DNA-LGsung, was etwa
einer Menge von 2 pg DNA entsprach, 5 pl des entsprechenden 10x Reaktionspuffers
(REACTZ2; Invitrogen) und 1 ul RNase A (10 mg/ml; Invitrogen). Zusatzlich wurden
dem Ansatz spezifische Reaktionsenzyme zugefligt. Es wurde mit Mbol (10 U/ul,
Invitrogen) und Rsa (10 U/ul; Invitrogen) gearbeitet. Mit ddH,O wurde auf ein
Reaktionsvolumen von 50 pl aufgefillt und fur 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 30 ul 3 M Natriumacetat (pH 5.2) und 220 pl ddH,O gestoppt. Vor dem
Ansetzen der PCR wurde die DNA zusétzlich durch eine Phenolisierung aufgereinigt.

Zweimal wurde ein Gemisch aus Phenol und Chloroform/Isoamylalkohol mit der Probe
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vermischt, anschliefend gut gemischt und abzentrifugiert. Die obere, wassrige Phase
enthdlt die DNA und wurde somit abgenommen und in einem neuen Eppendorfgefal
mit Ethanol fur mindestens 30 min bei -80 °C oder Uber Nacht bei -20 °C gefallt.
AnschlieBend wurde das Ethanol entfernt, das Pellet getrocknet und in 100 pl 0,1x TE
geldst, so dass in etwa eine DNA-Konzentration von 20 ng/ul vorlag.

AnschlieBend wurde die Selbstligation angesetzt, um einen Ringschluss der
erzeugten DNA-Bruchstiicke zu erzielen. Der Reaktionsansatz enthielt 20 ul DNA-
Losung (=2 ug DNA), 40 pl 5x T4-Ligase-Puffer (Invitrogen), 1ul T4 DNA-Ligase
(1 U/ul; Invitrogen) und wurde mit ddH,O auf ein Reaktionsvolumen von 200 pl
aufgefillt. Die Inkubationszeit erfolgte tiber Nacht bei 4 °C und wurde am néchsten Tag
bei erneuter Zugabe von 1 ul Ligase bei Raumtemperatur fur eine Stunde fortgesetzt.
Die Reaktion wurde mit 30 pul 3 M Natriumacetat (pH 5.3) gestoppt. Durch Zugabe von
100 % igem Ethanol wurde die DNA bei -80 °C fir eine Stunde gefallt, anschliel3end
mit 70 % igem Ethanol von Salzen freigewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in
100 ul 0,1x TE gel6st und enthielt damit etwa eine DNA-Konzentration von ca.
20 ng/ul.

Zur Identifizierung der vorhandenen P-Elemente fur die Rekombinanten UAS-Pka-
C3+Pkacs™ " und 189Y+homer=#*! wurde die Primer EY.3for und EY.3rev (Tab. 12),
sowie das Programm 4 (Tab. 9) verwendet. Die Rekombinante UAS-dSrf+dMrtf wurde
ebenfalls mit Hilfe der inversen PCR verifiziert. Hier wurden ebenfalls die Primer
EY.3for und EY.3rev (Tab. 12) verwendet, jedoch das Programm 14 (Tab. 9) benutzt.

Aus experimentellen Griinden sollte eine Rekombinante aus ign®®* und UAS-ign
erzeugt werden. Dafiir wurde zuerst das UAS-ign Konstrukt mobilisiert und
verschiedene Insertionen auf dem X-Chromosom ausgewahlt. Anschlieend wurde mit
inverser PCR deren Integrationsort auf dem Chromosom bestimmt, um einen geeigneten
Kandidaten, der mdglichst viele Centimorgan vom Genlocus von ign entfernt lag, fir
die Rekombination zu finden. Diese iPCR wurde ebenfalls mit den Primern EY.3for
und EY.3rev (Tab. 12) und dem Programm 11 durchgefihrt (Tab. 9). Die PCR-
Fragmente der Linien UAS-ign®* und UAS-ign**? wurden mit dem ,,PCR Purification

Kit“ von Quiagen aufgereinigt und anschlieBend von der Firma Eurofins sequenziert.
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Tab. 9: PCR-Programme fir die iPCR.

Programm 4 Zyklen

initiale Denaturierung 1x 10 min 95°C

Denaturierung, Anlagerung, Elongation 35 X [30 sec 95°C; 1 min 53°C; 2 min 72°C]
Amplifizierung 1x 10 min 72°C

Aufbewahrung w0 4°C

Programm 11

initiale Denaturierung 1x 10 min 95°C

Denaturierung, Anlagerung, Elongation 35 x [1 min 95°C; 30 sec 50°C; 2 min 72°C]
Aufbewahrung w4 °C

Programm 14

initiale Denaturierung 1x 10 min 95°C

Denaturierung, Anlagerung, Elongation 24 X [30 sec 95°C; 30 sec 60°C; 1 min 72°C]
Aufbewahrung w4 °C

2.9. Quantitative PCR auf Basis der reversen Transkription (RT-qPCR)

Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem ,,Quick-RNA-Mirco-Prep“ von Zymo
Research. Es wurden finf Koépfe mit 300 pl Lysispuffer versetzt und anschlieRend
entsprechend den Angaben des Herstellers aufgereinigt und extrahiert. Die Extraktion
beinhaltete einen DNA-Verdau auf der S&ule. Eluiert wurde mit 6 ul DNA/RNA-
freiem-H,O und anschlieBend wurde die Konzentration und der Reinheitsgrad per
Nano-DROP-Spektralphotometer (ThermoScientific) bestimmt. Die reverse Trans-
kription erfolgte mit dem ,, iSkript Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR* von
Biorad und es wurden 400 ng RNA per Genotyp und Reaktion eingesetzt. Das
Reaktionsvolumen betrug 20 pl.

Die RT-gPCR wurde mit dem ,,iTaq Universal SYBR Green Supermix® Kit von
Biorad durchgefihrt. Es wurden pro Reaktion (Tab. 10) jeweils drei technische
Replikate erstellt. Die Triplikate wurden fiir jede Kombination der Genotypen (c155 vs.
c155>UAS-dSrf+dMrtf) mit den gewiinschten Primerpaaren (rp49 als Kontrollgen und
Cbs, Cse, Nos als Zielgene) angesetzt. Die Sequenzen der Primer sind der Tabelle 12 zu
entnehmen. Das Reaktionsvolumen betrug 10 pl. Die cDNAs bzw. die Primer und der
SYBR Green Super Mix wurden als Master Mix angesetzt. AulRerdem wurde als
Negativkontrolle bzw. —wert ein Reaktionsansatz ohne cDNA angesetzt (non-template
control). Anschliefend wurden die Reaktionen auf eine 96-Well Platte (Biorad)

pipettiert und mit dem ABI StepOnePlus System (Applied Bio Systems) analysiert. Mit
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der dazugehorigen Software ,,StepOne v2.3“ wurde das Standardprogramm (Tab. 11)

gewahlt und die Daten ausgewertet.

Tab. 10: Zusammensetzung der PCR-Reaktionen fiir die RT-gPCR.

Komponente Endkonzentration
iTaq Universal SYBR Green supermix (2x) 1x
Primer forward (10 uM) 450 nM
Primer reverse (10 pM) 450 nM
cDNA 14 ng/10 pl
Tab. 11: PCR-Programm fur die RT-gqPCR.
Programm RT-gPCR Zyklen
initiale Denaturierung 1x 20 sec 95°C
Denaturierung, Anlagerung/Elongation/Plate Read | 40 x [3 sec 95°C; 30 sec 60°C]

Aufbewahrung

w4 °C

Tab. 12: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer.

Primer S 5-3) Konz. | Produkt- | T
equenz -
1 [uM] |lange | [C]
ign64_for
) GGG GAA TTT AGT CGA GAG TTG G 5 65
(ign_for)
~ 500 bp
5664 lac_rev
) AGG CAA GGG CAT TCA GCA GGG TC 5 75
ign(rev)
EY.3for CCT TTC ACT CGC ACT TAT TG 5 variabel, | 60
EY.3rev GTG AGA CAG CGA TAT GAT TGT 5 IPCR 59
rp49jnc2_for | TAA GCT GTC GCA CAA ATG GC 10 59
- 101 bp
rp49jnc2_rev | TCG ATC CGT AAC CGA TGT TGG 10 60
CBS_forll GAG GCT ATT GCC CTG ATG AAG 10 o 59
114
CBS_revll CAC GAT CTG CGT GAT CAG CGT 10 P 63
CSE_forll CAT GGA GTA CGC GAG GAT ATC 10 o 58
114
CSE_revll GTA CTT GGT CAG GGA GTA GCA 10 P 59
Nos_for7 GAC CGA GTT TTT CTC GCT CTG 10 59
108 bp
Nos_rev7 CTC CTG GAC AAT CAA CTG GTA 10 S7
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2.10. Losungen und Chemikalien
Standardchemikalien wurden von den Firmen AppliChem und Roth bezogen.

PBS

130 mM NaCl

7 mM NayHPO4 x 2H,0
3 mM NaH,PO,4 x H,0

PBT
PBS + (0,1 % Triton X100) entspricht 0,1 % PBTx
PBS + (0,5 % Triton X100) entspricht 0,5 % PBTx

TBS(T):
0,1 M Tris (pH 8.0)

150 mM NaCl
(0,1 % Tween-20)

Cracking Buffer (Western Blot):
0,01 M NaPO, Puffer (pH 7.2)
1% B-Mercaptoethanol

1% SDS

6M Urea

0,01% Bromphenolblau

Gelelektrophorese-Puffer (Laemmli-Puffer):
0,25 M Tris

1,92 M Glycin

0,1 % SDS

Transfer Puffer (Towbin-Puffer):
25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % Methanol
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Homogenisierungspuffer (DNA-Extraktion)

100 mM NaCl

100 mM Tris (pH 8)
50 mM EDTA (pH 8)
0,5% SDS

TE-Puffer
1 M Tris (pH 8.0)
05MEDTA

TBE-Puffer

50 mM Tris (pH 8.0)
50 mM Borat
2,5mMEDTA

Extraktionspuffer (Enzymaktivitit im nativen Gel)

62,5 mM Tris-HCI (pH 6.8)

25% Glycerin

0,02% Bromphenolblau

1:50 Protease Inhibitor Cocktail P8340

Laufpuffer (Natives Gel)
25 mM Tris
192 mM Glycin

MATERIAL UND METHODEN

Visualisierungslosung (Enzymaktivitat im nativen Gel)

100 mM Triethanolamine HCI (pH 7.6)
10 uM Pyridoxal 5’-phosphate (PLP)

0,5 mM Bismuttrichlorid (Léslichkeitsproblem: daher eine Messerspitze pro 100 ml)

10 MM EDTA
5 mM L-Cystein
100 uM L-Homocystein
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2.11. Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen ,,Office Excel
2010 der Microsoft Corporation, ,,Sigma Plot 11.0“ der Firma Systat Software
Incorporation und ,,Statistika 8 der Firma StatSoft. Die graphische Aufbereitung der
Darstellungen erfolgte mit den Programmen ,,Corel Draw X6“ der Microsoft
Corporation und ,,Photoshop CS5“ von Adobe.

Fur den Test auf Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test mit einem auf
a=0,05 festgelegtem Signifikanzniveau verwendet. Waren die Datensatze
normalverteilt, wurden parametrische Tests angewandt. Fur den Vergleich von zweli
Datensdtzen wurde der t-Test gewéhlt. Wurden dieselben Tiere vor und nach einer
Behandlung gemessen, wurde der gepaarte-t-Test benutzt. Fur einen multiplen
Vergleich wurde mit einer One-way-ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur
analysiert. Waren die Daten nicht-normalverteilt, so wurde der nicht-parametrische
Mann-Whitney-U-Test fur den Vergleich zweier Stichproben benutzt. Fir den
paarweisen Vergleich nicht-parametrischer Daten wurde der Wilcoxon-Matched-Pairs-
Test gewahlt. Die Analyse von multiplen Datensatzen wurde mit der Kruskal-Wallis-
ANOVA und einer Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Die statistische Analyse im
Detour-Paradigma gegen das Zufallsniveau von 58 % wurde bei normalverteilten Daten
mit dem Einseitigen-t-Test (single-t-Test) analysiert. Waren die Daten nicht-
normalverteilt, so wurden diese mit Hilfe des Einseitigen-Vorzeichen-Tests (Sign-Test)
analysiert. Dieser Vorzeichentest wurde in Statistika wie im Benutzerhandbuch
beschrieben durchgefiihrt (WeiR, 2005).

Es sind folgende Signifikanzwerte (p-Werte) zur Ablehnung der jeweiligen
Nullhypothese in den Grafiken abgebildet: p <0,05 (signifikant verschieden, *),
p<0,01 (hoch signifikant verschieden, **) und p<0,001 (hochst signifikant
verschieden, ***). Konnte kein signifikanter Unterschied zwischen zwei Datensétzen
gefunden werden, so wurde dies als nicht signifikant (n.s.; p > 0,05) bezeichnet und die
jeweilige Nullhypothese der Gleichheit angenommen.

Die Mittelwerte sind in der graphischen Darstellung mit Standardfehler (+)
angegeben. Die Medianwerte werden innerhalb eines Box-Plots als Querstrich
dargestellt und der Wert wird als Zahl zusétzlich vermerkt. Die Box zeigt den Inter-
Quartils-Abstand vom zweiten bis zum dritten Quartil (25 %- und 75 %-Quartil), die
Whiskers der Boxen stellen die 10- bzw. 90 %-Perzentile der Datensétze dar. Rechts

neben jeder Box ist der statistische Vergleich zum Zufallsniveau von 58 % angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Der Einfluss der Proteinkinase G auf das Orientierungsgedachtnis

Zur ldentifikation der Signalwege, welche das Orientierungsgedéachtnis von
Drosophila ermdglichen, wurde eine Analyse mdéglicher biochemischer Komponenten
durchgefuhrt. Das foraging (for) Gen wurde ausgewahlt, da sowohl mutante Larven, als
auch adulte Fliegen in assoziativen, olfaktorischen Lern- und Gedéachtnisparadigmen
einen Defekt aufweisen (Kaun et al., 2007; Mery et al., 2007). AulRerdem wurde FOR in
den Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers nachgewiesen (Belay et al., 2007). for kodiert
fir eine von zwei bei Drosophila existierenden cGMP-abhé&ngigen Proteinkinasen
(PKG; Kalderon und Rubin, 1988). Fir dieses Gen existieren zwei naturliche Allele -
ein dominantes Allel, welches Rover (for®) genannt wird und das rezessive Allel sitter
(for®). In Kopfextrakten der Fliegen wurde zwischen den beiden Allelen ein Unterschied
von 10 % in der gesamten PKG-Aktivitat gemessen (Osborne et al., 1997).

Da die originalen for™ und for® Stimme auf einem isogenen genetischen Hintergrund
erzeugt wurden (de Belle und Sokolowski, 1987) und keine ausreichende Fokussierung
auf Landmarken zeigen (Diplomarbeit Kuntz, 2010), wurde der genetische Hintergrund
durch eine Cantonisierung ausgetauscht. Bei einer Cantonisierung bleibt das mutante
Allel erhalten, wahrend die restlichen Chromosomen gegen einen genetisch wild-
typischen CS-Hintergrund ausgetauscht werden (de Belle und Heisenberg, 1996). Auf
diese Weise wurde die genetische Variabilitat und somit die Fitness der for Mutanten
verbessert, ohne den for Genlocus zu beeinflussen. AnschlieBend wurden die beiden
Allele auf ihr Orientierungsgedachtnis untersucht. Homozygote for® Tiere weisen ein
wildtypisches Orientierungsgedachtnis auf und laufen, ebenso wie der Wildtyp CS, im
Median zu 80 % auf ihr urspriingliches Ziel zuriick (Abb. 9). Tiere, die hingegen
homozygot fiir das rezessive for® Allel sind, haben kein Orientierungsgedachtnis, da sie
nach einer Ablenkung im Median nur zu 60 % auf die alte Landmarke zurtickkehren.

Es wurde ein weiteres rezessives Allel, for'®Y

, getestet. Diese GAL4-Linie wurde in
einem P{GAL4}-Enhancer-Trap-Screen isoliert und weist ein reduziertes Level an
PKG-Aktivitat auf (Osborne et al., 1997). Der Insertionsort des P-Elements wurde zwar
in dem lilliputian Gen lokalisiert, welches 675 kb downstream des for Gens liegt, es ist
jedoch sowohl das MRNA Level von lilliputian als auch das von for reduziert (Wang et

al., 2008). Diese Analyse deutet darauf hin, dass das P-Element im for Gen eine
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Sekundarmutation erzeugt hat, ein Prozess der durch das mehrmalige Ein- und
Ausspringen eines P-Elements auftreten kann (hit-and-run; Hécker et al., 2003). Auch

im Detour-Paradigma verhalt sich for'®Y

wie ein rezessives, hypomorphes for Allel.
Kreuzt man for'®" tber eine Defizienz, welche das for Gen betrifft (Df(2L)ED243;
Abb. 10; dos Santos et al., 2015; Ryder et al., 2004), so zeigen diese transheterozygoten
Tiere ein reduziertes Orientierungsgedéachtnis von 70 % (Abb. 9). Transheterozygote
Fliegen mit dem dominanten Rover Allel (for*/for'®") zeigen hingegen ein
wildtypisches Orientierungsgedachtnis, wahrend Fliegen, die beide hypomorphen Allele

tragen (for/for'®"), einen intermedidren Phanotyp von 70 % Orientierungsleistung

zeigen.
n.s.
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Abb. 9: Orientierungsgedachtnis verschiedener for Allele. ,Positive Entscheidungen bedeutet Hin-
wendung zum vorherigen, jetzt nicht mehr sichtbaren Zielobjekt nach einem Umweg zu einem
Ablenkobjekt. Homozygote Fliegen, die das dominante for® Allel tragen verhalten sich wie der Wildtyp
CS (80 %), wahrend homozygote Fliegen fiir das for® Allel einen vollstandigen Verlust des Gedachtnisses
aufweisen (60 %). Transheterozygote for*/for’®" Tiere zeigen ein wildtypisches Gedachtnis, wohingegen
Transheterozygote der hypomorphen Allele for*/for'®®" ein stark reduziertes Gedachtnis haben. Kreuzt
man das rezessive for'*°¥ Allel tber die Defizienz Df(2L)ED243 (dos Santos et al., 2015), welche das for
Gen betrifft, so zeigen diese Tiere ebenfalls einen intermediaren Phénotyp (70 %; alle Genotypen n = 24;
eigene Arbeit, veroffentlich in Kuntz et al., 2012). Die statistische Auswertung ist der Tab. 24 im Anhang
zu entnehmen.

Nicht-parametrische Mediandarstellung: Die Box umfasst die 25 %- bis 75 %-Quartile und die
Fehlerbalken geben die 10 %- und 90 %-Perzentile an. Der Medianwert ist durch eine horizontale Linie
und zusatzlich durch die Zahl dargestellt. Das Zufallsniveau von 58 % ist durch eine gestrichelte Linie
verdeutlicht. Die Datenséatze sind sowohl untereinander verglichen als auch jeweils zum Zufallsniveau
(rechts neben jeder Box eingezeichnet). Die relevanten statistischen Ergebnisse sind wie folgt dargestellt:
n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Abb. 10: Die Defizienzlinie Df(2L)ED243 betrifft grofle Teile des for Locus (verdndert nach dos
Santos et al., 2015).

AnschlieBend sollte untersucht werden, in welchen Subtypen der Ringneurone des
Ellipsoidkorpers die Funktion des FOR-Proteins benétigt wird. Hierfir wurden mit
Hilfe des UAS/GAL4-Systems (Brand und Perrimon, 1993) gewebespezifische cDNA
Rettungsexperimente durchgefunhrt.

Als GAL4-Negativkontrolle dienten transheterozygote for*/for'®” Fliegen, die wie
oben bereits beschrieben ein intermedidres Orientierungsgedéchtnis von 70 %
aufweisen (Abb. 11A). Die Kontrolle fur das UAS-forT1 Konstrukt (Belay et al., 2007;
for*/for®; UAS-forT1/I11) weist einen mutanten Phanotyp von 60 % Orientierungs-
leistung auf. Die Expression von FOR mit der GAL4-Linie ¢232 (Renn et al., 1999) in
einem for*/for® mutanten genetischen Hintergrund rettet das Orientierungsgedachtnis
vollstandig. ¢232 exprimiert in den R3 und R4d Neuronen (Renn et al., 1999). Fir eine
weitere Differenzierung der Ringneurone wurde die cDNA von for ebenfalls mit der
GAL4-Linie 189Y getrieben, welche im Ellipsoidkdrper nur in R3 Neuronen exprimiert
(Renn et al., 1999). Das Orientierungsgedachtnis dieser Tiere kann vollstandig auf ein
wildtypisches Niveau gerettet werden. Da 189Y neben der Ellipsoidkdrperexpression
auch eine Expression in den a-, - und y-Loben der Pilzkorper zeigt (Renn et al., 1999;
Kuntz et al., 2012), wurde eine weitere Negativkontrolle durchgefuhrt. FOR wurde mit
201Y-GAL4 (Aso et al, 2009) exprimiert und wurde somit in denselben
Kompartimenten des Pilzkorpers getrieben wie mit der Linie 189Y. Da diese Fliegen
kein verbessertes Orientierungsgedéchtnis aufweisen, kann die Rettung mit der

Treiberlinie 189Y allein auf die Ellipsoidkdrperexpression in den R3 Neuronen
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zurtickgefuhrt werden. Des Weiteren wurde for cDNA in den restlichen Ringsystemen,
in den R1 Neuronen (c105-GAL4; Renn et al., 1999), den R2 Neuronen (c42-GAL4;
Renn et al.,, 1999) und den R4 Neuronen (ftz-ng-GAL4; Pereanu et al., 2011)
exprimiert. Jedoch konnte keine dieser GAL4-Linien den defekten Orientierungs-
phanotyp von for® retten. Dieses Rettungsexperiment zeigt, dass die for PKG
ausschlieflich in den R3 Neuronen des Ellipsoidkorpers fir ein funktionsfahiges
Orientierungsgedachtnis bendtigt wird.

Da for bereits wahrend der Entwicklung exprimiert wird (Belay et al., 2007) und um
Entwicklungsdefizite als Ursache fir das defekte Orientierungsgedachtnis von for®
auszuschlielen, wurde ein konditionales Rettungsexperiment mit dem temperatur-
sensitiven GALS80“-Repressor (McGuire et al., 2003) durchgefihrt. Fliegen des
Genotyps for®/189Y Tub > GAL80® wurden bei 18 °C aufgezogen und auf ihr
Orientierungsgedéchtnis tberpruft (Abb. 11B). Bei 18 °C reprimiert GAL80 die
Aktivitdt von GAL4, so dass keine cDNA transkribiert wird und die Fliegen im
mutanten Zustand von for® aufwachsen und einen defekten Gedachtnisphanotyp zeigen.
AnschlieBend wurden die Fliegen 24 h auf 30 °C gehalten und erneut im Detour-
Paradigma getestet. Bei hohen Temperaturen 16st sich GAL80 von GAL4 und FOR
wird in den R3 Neuronen exprimiert. Dieselben Individuen wurden erneut getestet und
zeigen nun ein wildtypisches Gedachtnis, was auf eine akute Funktion der PKG in den

adulten Ringneuronen schlieRen lasst.
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Abb. 11: for wird in den R3 Neuronen des Ellipsoidkorpers fir das Orientierungsgedachtnis
benétigt. (A) Wird die for cDNA (UAS-forT1) in einem for® mutanten Hintergrund in den Neuronen
R3/R4d (c232-GAL4) oder ausschlieflich in den R3 Neuronen (189Y-GAL4) exprimiert, so rettet diese
den defekten Gedéchtnisphanotyp im Detour-Paradigma. Im Gegensatz dazu weisen sowohl die Kontrolle
fur die GAL4-Linie 189Y (for*/for'®®Y) als auch die UAS-Kontrolle (for/for®; UAS-forT1/111) ein defektes
Gedéchtnis auf. Als weitere Kontrolle wurde die ¢cDNA mit 201Y-GAL4 getrieben, um gegen die
Pilzkdrperstrukturen zu testen, die ebenfalls von 189Y adressiert werden. Diese Fliegen weisen jedoch
auch ein defektes Gedachtnis auf. Auch die Expression in den R1 Neuronen (c105-GAL4), R2/R4m
Neuronen (c42-GAL4) oder R4 Neuronen (ftz-ng-GAL4) kann den defekten Phanotyp nicht retten (alle
Genotypen n = 20-24). (B) for*/189Y Tub > GALS80" Tiere wurden bei 18 °C aufgezogen, um die GAL4-
Aktivitat zu verhindern und anschlieBend auf ihren mutanten Phanotyp getestet. Nach 24 h Induktion auf
30 °C und FOR-Expression in den R3 Neuronen weisen die Fliegen ein wildtypisches Gedéchtnis auf
(alle Genotypen n = 18; eigene Arbeit, verdffentlich in Kuntz et al., 2012). Die statistische Auswertung ist
der Tab. 25 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9. Abkiirzung: RN
(Ringneuron).

Es wurde auRerdem ein knock-down Experiment durchgefihrt. Mit Hilfe einer
RNAI-Linie gegen die for mRNA (Dietzl et al., 2007) wurde FOR in den R3 Neuronen
herunterreguliert (189Y > UAS-forRNAI), was zu einem kompletten Verlust des
Orientierungsgedachtnisses fihrt und eine Phanokopie von for® darstellt (Abb. 12). Das
RNAI-Konstrukt allein zeigt keine unspezifische Leckexpression, da Fliegen des RNAI-
Stammes ein wildtypisches Orientierungsgedachtnis zeigen. Zur Uberpriifung der
GAL4-Kontrolle wurde zusatzlich ein UAS-GFP im Expressionsmuster von 189Y
exprimiert, um durch eine weitere Kopie mini-white, eine adaquate Augenfarbe der
Fliegen zu erzielen. Auch diese Negativkontrolle zeigt ein wildtypisches

Orientierungsgedéachtnis.
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Abb. 12: Knock-down des for Genprodukts
80 in den R3 Neuronen. Die Kontrollen fur das
801 [80] T UAS-Konstrukt und 189Y verhalten sich wie
CS, wiahrend die gezielte Herunterregulierung
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eigene Arbeit, verdffentlich in Kuntz et al.,
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3.2. Die Nitritoxid-Synthase wird flr das Arbeitsgedachtnis benotigt

In diversen Experimenten mit Zellen oder Gehirnschnitten, sowie auch mit Mausen
wurde der enge Zusammenhang von der PKG und Stickstoffmonoxid (NO; Nitric
Oxide) etabliert. PKG wird durch cGMP (Zyklisches Guanosinmonophosphat;
cyclic GMP) aktiviert, welches wiederum vermehrt durch die Guanylylzyklase (GC)
produziert wird. Die Aktivierung der GC ist eine Hauptaufgabe des Gasotransmitters
NO (Wang und Robinson, 1997; Davies, 2006; Cossenza et al., 2014). Aufgrund der
Ergebnisse, dass die for PKG fiir die Ausbildung des Orientierungsgedachtnisses bei
Drosophila in den R3 Neuronen benétigt wird (Kapitel 3.1) und aufgrund der
Hypothese, dass ein diffusibler Faktor an diesem Prozess beteiligt ist (Zielsetzung
Kapitel 1.7), wurde in einem ndchsten Schritt untersucht, ob NO als gasférmiger
Transmitter eine Rolle fur das visuelle Arbeitsgedéchtnis der Fliege spielt.

NO wird im Gehirn und im Gewebe durch die Nitritoxid-Synthase (NOS)
synthetisiert und diverse Funktionen von NO im Nervensystem sind mittlerweile
bekannt, unter anderem eine wichtige Rolle bei Lern- und Gedé&chtnisprozessen. Bei
Vertebraten werden drei verschiedene Isoformen unterschieden: die neuronale NOS
(nNOS), die induzierbare NOS (iNOS) und die endotheliale NOS (eNOS; Garthwaite,
2008). Bereits Anfang der 90iger Jahre wurde auf hippocampalen Gehirnschnitten
beobachtet, dass die pharmakologische Blockade von NOS zu einer Reduktion der

Langzeit-Potenzierung fihrt (Schuman und Madison, 1991). In Verhaltensexperimenten
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mit Mdusen wurde aullerdem gezeigt, dass nNOS an der Bildung eines raumlichen
Gedachtnisses (Majlessi et al., 2008) beteiligt ist. Bei Drosophila existiert nur ein Nos-
Gen (dos Santos et al., 2015), welches die gréRte Homologie zur nNOS der Sduger hat
(~43 %, Regulski und Tully, 1995).

Zuné&chst wurde mit einem Drosophila-spezifischen Antikdrper die Expression von
NOS in adulten Gehirnen untersucht (Abb. 13). Nachdem die Spezifitat des Antikorpers
uberprift wurde (Anhang Kapitel 8.2.1; Abb. 69) und keine Kreuzreaktion gegen andere
Proteine festgestellt werden konnte, wurde die Expression von NOS im Gehirn genauer
untersucht. NOS befindet sich fast im gesamten Gehirn, ist jedoch mit einer starkeren
Expression im optischen System, im suboesophagalen Ganglion und im Zentralkomplex
zu finden (Abb. 13A); vor allem im Ellipsoidkérper (Abb. 13B) und im facherférmigen
Korper (Abb. 13B). In den Pilzkorpern, welche gegen Fasciclin Il angeféarbt wurden und
in grin visualisiert sind, ist keine NOS-Expression zu detektieren (Abb. 13B). NOS st
kaum in Zellkdrpern zu finden und die Farbung erscheint in den meisten Neuropilen
sehr strukturiert (in Pinktchen). Zur genaueren Analyse der Expression im
Ellipsoidkorper wurde eine Gegenfarbung der einzelnen Ringneuron-Subtypen (R1, R2,
R3 und R4) mit GFP angefertigt (Abb. 13C-F). Auffallig bei der NOS Féarbung im
Ellipsoidkorper ist auch hier die strukturierte Farbung im Ring, die jedoch zusétzlich
von einer Art ,,Punktewolke umgeben ist. Die GFP-Férbungen der Ringneurone R1,
R2 und R4 scheinen keine Uberlappung mit dem NOS-Signal zu zeigen. Es kann aber
eine Kolokalisation der GFP-Farbung und des NOS-Signals in den axonalen
Verzweigungen der R3 Neurone festgestellt werden (Abb. 13E). In dieser Aufnahme ist
erneut zu sehen, dass die R3 Neurone eine dichte NOS-Farbung zeigen und dass um die
R3 Neurone eine weitere ,,Punktewolke* von NOS-Strukturen zu beobachten ist, welche
im Bereich der R2 Neurone liegen konnte. Aufgrund der Auflésungsgrenze des
Objektivs kann jedoch nicht zwischen einzelnen Neuronen unterschieden werden, so
dass die Kolokalisation dieser einzelnen Plinktchen schwierig ist. Die Plinktchen zeigen
eine prazise und sehr zielgerichtete Anordnung der Synthase in Clustern.

Um die Kolokalisation zu prazisieren, wurde ebenfalls die NOS-Expression in den
Zellkorpern der Ringneurone untersucht (Abb. 13G-J). Die Zellkorper der vier
Ringneuron-Subtypen wurden mit GFP visualisiert, es kann jedoch keinerlei NOS-
Protein in diesen Zellkorpern detektiert werden. Auch nicht in den Zellkérpern der R3
Neurone, wodurch die oben beschriebene Lokalisation der NOS-Expression nicht

eindeutig den axonalen Ausléufern der R3 Neurone zugeordnet werden kann. Es ist
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ebenfalls keine NOS-Expression in dem Bereich der lateralen Triangel (Bulb) zu finden,
die Region der dendritischen Verastelungen der Ringneurone. Die Expressionsanalyse
von NOS im adulten Gehirn zeigt, dass NOS bei Drosophila vermutlich eher

prasynaptisch lokalisiert ist.

A
a-Lobus

C  anti‘GFP rge E anti-GFP

105 - R . i i | 180y - R3

Abb. 13: NOS-Expression im adulten Gehirn von Drosophila und Kolokalisation mit den
Ringneuronen. (A) Totale z-Projektion des adulten Gehirns mit dem Ellipsoidkorper (EK), dem
Suboesophagalen Ganglion (SoG) und einigen Zellkdrpern (ZK). (B) Kolokalisation von NOS (magenta)
und Fasciclin Il (FASII; grin). Kolokalisation befindet sich im EK nicht aber in den a-Loben der
Pilzkorper; optische Schichtdicke 24 um. Drei Schichten des facherformigen Koérpers (FK) zeigen NOS-
Expression; optische Schichtdicke 36,75 um. (C-F) Kolokalisationsanalyse der NOS-Expression mit den
Ringneuronen, welche mit tdGFP (grun) visualisiert wurden. Es ist keine Kolokalisation von NOS mit R1
Neuronen (c105-GAL4; C), mit R2 Neuronen (EB1-GAL4 (Young und Armstrong, 2010; D) oder R4
Neuronen (ftz-ng; F) zu erkennen, jedoch in den axonalen Projektionen der R3 Neurone (189Y-GAL4;
E); optische Schichtdicken 2 um. (G-J) Kolokalisation der NOS-Expression mit den jeweiligen
Zellkorpern der Ringneurone R1 (G), R2 (H), R3 (1) und R4 (J); optische Schichtdicke 0,75 pm.

Da NOS nur in der ringférmigen Struktur des Ellipsoidkorpers und nicht in den
Ringneuron-typischen dendritischen Verastelungen in den lateralen Triangeln (Bulb)
und nicht in den Zellkdrpern der Ringneurone lokalisiert werden konnte, wurde
aullerdem die Maoglichkeit Gberprift, dass NOS in den Kleinfeldneuronen (small-field
neurons) des Ellipsoidkorpers und eventuell nicht in den Ringneuronen exprimiert ist.

NOS wurde erneut mit dem Drosophila-spezifischen anti-NOS Serum angeféarbt,
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wéhrend beispielhaft die Kleinfeldneurone mit den GAL4-Linien 007Y (Renn et al.,
1999) und VT 62856 (stockcenter.vdrc.at) visualisiert wurden.

Betrachtet man die Farbungen gegen endogenes NOS und GFP, welches mit der
Treiberlinie 007Y getrieben wurde, so ist auffallig, dass Strukturen in unterschiedlicher
Tiefe im Ellipsoidkorper angefarbt werden (Abb. 14). Auf der Hoher der breitesten
NOS-Expression (obere Bildreihe) ist kaum oder gar keine GFP-Expression von 007Y -
GAL4 zu beobachten. Weiter posterior im Ellipsoidkdrper (untere Bildreihe) ist
dagegen eine deutliche Farbung der Kleinfeldneurone von 007Y zu sehen. Auf dieser
Bildebene ist aber kaum noch endogene NOS-Expression zu detektieren. Diese
Expressionsanalyse schlief3t aus, dass es sich bei den NOS-exprimierenden Neuronen
um Kileinfeldneurone des Musters von 007Y handelt. Synaptische Kontakte zwischen
diesen beiden Neuronentypen konnen jedoch aufgrund der Auflésungsgrenze des

Objektivs nicht ausgeschlossen werden.

UAS-tdGFP/11;007Y-GALA4/1lI

Abb. 14: Vergleich des NOS-Expressionsmusters und einer Population von Kleinfeldneuronen
(007Y-GAL4). Die NOS-Expression wurde mit dem Drosophila-anti-NOS Serum erzielt (magenta).
Zusétzlich sind Kleinfeldneurone, welche von 007Y-GAL4 adressiert werden, mit anti-GFP visualisiert
(griin). Dargestellt ist jeweils ein optischer Schnitt von 0,75 pm auf der Hohe der starksten NOS-
Expression (obere Bildreihe) und auf der Hohe der stirksten Expression des GAL4-Musters (untere
Bildreihe).
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Es wurde eine weitere GAL4-Linie zur Visualisierung einer anderen Population von
Kleinfeldneuronen herangezogen. In den adulten Gehirnen der Tiere VT62856 > tdGFP
ist eine breitflichige Expression der Kleinfeldneurone im Ellipsoidkdrper zu sehen
(Abb. 15). Jedoch liegt auch hier die starkste NOS-Expression weiter anterior im Gehirn
(obere Bildreihe), als die breiteste GFP-Expression, welche weiter posterior im Gehirn
liegt (untere Bildreihe). Es gibt keine starke Kolokalisation der beiden Expressions-
muster, jedoch kénnen auch hier synaptische Kontakte aufgrund der Auflésungsgrenze

der Objektive nicht beurteilt werden.

UAS-tdGFP/11;VT62856-GALA4/III

Abb. 15: Vergleich des NOS-Expressionsmusters und einer Population von Kleinfeldneuronen
(VT62856-GAL4). Die NOS-Expression wurde mit dem Drosophila-anti-NOS Serum erzielt (magenta).
Zusatzlich sind Kleinfeldneurone, welche von VT62856-GAL4 adressiert werden, mit anti-GFP
visualisiert (gruin). Dargestellt ist jeweils ein optischer Schnitt von 0,75 um auf der Hohe der stérksten
NOS-Expression (obere Bildreihe) und auf der Hohe der stérksten Expression des GAL4-Musters (untere
Bildreihe).

Da NOS nicht in den untersuchten Kleinfeldneuronen lokalisiert werden konnte,
wurde erneut die Hypothese berprift, dass NOS in den R3 Neuronen exprimiert wird
(Abb. 13). Zur Verifizierung dieser Hypothese wurden histologische Préparate der
knock-down Tiere 189Y > UAS-NosRNAi und ihrer Kontrolle (UAS-NosRNAI)
angefertigt und erneut mit dem anti-NOS Serum angefarbt (UAS-NosRNAI: Dietz| et
al.,, 2007). Die Pixelintensitdt wurde in den gekennzeichneten Bereichen im
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Ellipsoidkorper und im facherformigen Korper gemessen (Abb. 16A) und in Relation
zueinander gesetzt (Abb. 16B). Die Region im facherformigen Korper wurde als
Kontrolle gewéhlt, da sie eine konstante NOS-Expression aufweist, jedoch nicht im
Expressionsmuster der Linie 189Y liegt und somit nicht vom knock-down betroffen ist.
Die NOS-Expression in den R3 Neuronen ist in den 189Y > UAS-NosRNAI Tieren
stark reduziert, wéahrend die Farbung im facherformigen Korper in diesen Tieren nicht
schwécher ausféllt. In den Kontrolltieren liegt sowohl eine deutliche NOS-Expression
im Ellipsoidkorper, als auch im facherférmigen Korper vor. Insgesamt fuhrt die
Herunterregulierung von Nos mRNA mit 189Y-GAL4 zu einer Halbierung der
Expression im Ellipsoidkdrper (Abb. 16B), was eine endogene Expression von NOS in

den R3 Neuronen bestatigt.
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Abb. 16: Histologische Quantifizierung des Nos knock-down Experiments. (A) RNAIi vermittelter
knock-down der Nos MRNA in den R3 Neuronen (189Y-GAL4) im Vergleich zu Kontrolltieren (UAS-
NosRNAI). Die optische Schichtdicke ist 3,75 um und wurde an den breitesten Expressionen im
Ellipsoid- (EK) bzw. im féacherformigen Korper (FK) gemessen. Eine Kontrollfarbung wurde im
facherformigen Korper gemessen, da dieser Bereich nicht von 189Y adressiert wird. Es wurde die
Pixelintensitat in den gestrichelten Bereichen quantifiziert und gegeneinander verglichen (siehe Material
und Methoden, Kapitel 2.4). (B) Der knock-down filhrt zu einer Halbierung der NOS-Expression (alle
Genotypen n = 5). Die statistische Auswertung ist der Tab. 27 im Anhang zu entnehmen. Dargestellt sind
der Mittelwert und der Standardfehler.

Nachdem gezeigt wurde, dass NOS in den R3 Neuronen des Ellipsoidkorpers
exprimiert ist und die Funktionalitat dieses Neuronentyps essentiell flir das visuelle
Orientierungsgedachtnis ist, wurde die Nos Mutante im Detour-Paradigma auf ihr
Gedé&chtnis Uberpruft. Es wurden drei verschiedene Nos Allele getestet. Das Allel

415

Nos” wurde durch eine Deletion erzeugt und ist somit eine Nullmutante (Yakubovich

et al., 2010). Homozygote Nos™ Tiere laufen nur zu 55 % auf die alte Landmarke

55



ERGEBNISSE

zurlck und unterscheiden sich damit nicht vom Zufallsniveau (Abb. 17A). Da die
Deletion Nos™*® auRerdem die Gene CG6508 und CG17134 betrifft (Yakubovich et al.,

€2671 ist durch eine P-Element

2010), wurden weitere Nos Allele getestet. Das Allel Nos
Insertion im ersten nicht-kodierenden Exon charakterisiert und als hypomorphes Allel
beschrieben (Yakubovich et al., 2010). Auch im Detour-Paradigma wird die
hypomorphe Natur des Allels sichtbar, da es heterozygot (ber dem Nullallel
(Nos™®/Nos®*™) zu einem intermedidren Phanotyp von 70 % Gedéchtnisleistung fihrt.
Des Weiteren wurde das Allel Nos® getestet, welches aufgrund einer Punktmutation
ebenfalls keine Enzymaktivitat mehr aufweist (Yakubovich et al., 2010). Heterozygote
Nos”™*/Nos® Tiere zeigen einen kompletten Verlust des Orientierungsgedachtnisses, was
bedeutet, dass die Mutation im Nos Gen fur das defekte Arbeitsgedéachtnis
verantwortlich ist und nicht die Gene CG6508 und CG17134, welche ebenfalls bei der
Deletion Nos™* fehlen.

In der histologischen Expressionsanalyse konnte mit einem knock-down Experiment
der Nos mRNA in den R3 Neuronen gezeigt werden, dass NOS in den R3 Neuronen
endogen exprimiert ist (Abb. 16). Tiere des gleichen Genotyps wurden auch auf der
Verhaltensebene im Detour-Paradigma getestet. Das UAS-NosRNAI Konstrukt zeigt
ohne GAL4-Treiber keine Effekte und die Tiere laufen mit einem wildtypischen Niveau
von 80 % positiven Entscheidungen auf das urspringliche Ziel zu (Abb. 17B). Treibt
man die RNAI jedoch gezielt in den R3 Neuronen (189Y > UAS-NosRNAI), so
verschlechtern sich die Tiere in ihrem Gedéachtnis und erinnern sich nur noch zu 65 %
an die ursprungliche Landmarke. NOS wird also in den R3 Neuronen fir das korrekte
Ausfiihren des Orientierungsgedachtnisses bendtigt. Dieses Ergebnis deckt sich mit den
Ergebnissen der histologischen Expressionsanalyse.

Die Reduktion der Nos mRNA wurde nicht nur mit 189Y-GAL4 (R3 Neurone)
durchgefihrt, sondern auch mit der GAL4 Linie VT202672 (stockcenter.vdrc.at). Das
P-Element dieser GAL4-Linie wurde mit dem phi-Integrase-System an einer defnierten
Stelle (attP2) auf dem dritten Chromosom integriert und steht unter der Kontrolle eines
klonierten Promotors, in diesem Fall dem des Nos Gens. Diese GAL4-Linie wurde mit
der Intention ausgewahlt, dass sie das endogene Expressionsmuster von NOS zum Teil
reprasentiert. Reduziert man die Nos mRNA in diesen Neuronen (VT202672), so
kommt es zu einem starken Verlust des Orientierungsgedachtnisses gegentber der

Kontrolle (Abb. 17B). Die ausreichende Expression von NOS in den Strukturen der
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Linie VT202672 ist also ebenso essentiell fir ein funktionsfahiges visuelles
Arbeitsgedachtnis wie die Expression von NOS in den R3 Neuronen.
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Abb. 17: Orientierungsgedéchtnis der Nos Mutante und knock-down der Nos mRNA. (A) Im

Vergleich zu CS Tieren weisen Nos?*® und transheterozygote Nos’**/Nos® Tiere einen vollstandigen

Verlust des Gedachtnisses auf. Transheterozygote Nos™®/Nos®®”* Fliegen haben einen intermediéren
Phénotyp von 70 % (alle Genotypen n = 17-18). (B) Im Vergleich zur Kontrolle (UAS-NosRNA.) ruft die
Herunterregulierung der Nos mRNA mit 189Y-GAL4 (in den R3 Neuronen) und mit der Treiberlinie
VT202672-GAL4 eine starke Reduzierung des Geddachtnisses hervor (alle Genotypen n = 15-20). Die
statistischen Auswertungen sind der Tab. 28 und der Tab. 29 im Anhang zu entnehmen.
Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.

Zur Uberpriifung des Expressionsmusters von VT202672-GAL4 wurde dieses mit
tdGFP im adulten Gehirn visualisiert und analysiert. Im Ellipsoidkorper, auf Hohe der
starksten Farbung erzielt durch das anti-NOS-Serum, ist fast gar keine Féarbung der
GALA4-Linie zu beobachten (obere Bildreihe; Abb. 18). Im Gegensatz dazu zeigt die
dorsale Schicht (oder die oberen dorsalen Schichten) des facherférmigen Korpers eine
starke GFP-Expression, welche mit der endogenen NOS-Expression teilweise
kolokalisiert (untere Bildreihe). Die Farbung im facherférmigen Korper, welche mit
dem anti-NOS-Serum erzielt wird, ist jedoch wesentlich breiter. Das Expressionsmuster
von VT202672 entspricht nicht der NOS-Expression, die mit dem Drosophila-
spezifischen anti-NOS-Serum dargestellt wird. Die Verwendung von Teilstlicken der
endogenen Promotoren fur die Klonierung der GAL4 P-Elementvektoren erklart die
teilweise Reprasentation des GAL4-Expressionsmusters im Vergleich zur beobachteten

NOS-Expression mit dem Antiserum.
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UAS-tdGFP/11;VT202672-GAL4/1lI

Abb. 18: Vergleich des Expressionsmusters der GAL4-Linie VT202672 (grin) und der
beobachteten NOS-Expression (magenta) mit dem Antiserum. Adulte Gehirne des Genotyps UAS-
tdGFP/I11; VT202672-GALA4/I11 wurden mit einem Antikdrper gegen GFP und gegen NOS angeférbt. Es
ist jeweils ein optischer Schnitt von 0,75 um im Bereich des Ellipsoidkdrpers (obere Bildreihe) und im
Bereich des facherformigen Korpers (untere Bildreihe) dargestellt.

Als néchster Schritt wurde versucht, den defekten Phanotyp der Nos Mutante
gewebespezifisch zu retten. Sowohl das Nos Gen, als auch die Treiberlinie 189Y liegen
auf dem zweiten Chromosom, so dass auf die Treiberlinie c232-GAL4 zuriickgegriffen
wurde, welche in den R3/R4d Neuronen exprimiert (Renn et al., 1999).

Tiere, transheterozygot fir zwei Nos Nullallele (Nos***/Nos®) zeigen einen defekten
Phénotyp im Detour-Paradigma (Abb. 19) und laufen nur zu 60 % auf das urspriingliche
Ziel zuriick, womit sie sich nicht vom Zufallsniveau unterscheiden. Wurde nun in
diesen genetischen Hintergrund das Rettungskonstrukt gekreuzt (Nos’**/Nos®; UAS-
Nos/Il1; Yakubovich et al., 2010), so zeigen die Tiere 70 % positive Entscheidungen fiir
den urspringlichen Weg und sind damit hoch signifikant verschieden zum
Zufallsniveau, was auf eine Leckexpression rickschlieBen l&sst. Dieser Genotyp
unterscheidet sich jedoch nicht zu den transheterozygoten Nos Mutanten. Wird nun die
Expression der cDNA von Nos gezielt in den R3/R4d Neuronen getrieben
(Nos™®/Nos®; UAS-Nos/c232-GAL4), so kann keine weitere Verbesserung der

Orientierungsleistung beobachtet werden. Die Tiere zeigen ebenfalls einen Median von
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70 %, jedoch mit einer leichten Tendenz nach oben. Es kann keine erfolgreiche Rettung
der Nos Mutante erzielt werden, da kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Genotypen besteht. Aus den Ergebnissen der vorangegangenen Expressionsanalysen
und der knock-down Experimente, ist bekannt, dass NOS sowohl in den R3 Neuronen
als auch in der ersten Schicht des facherformigen Korpers exprimiert ist und dort auch
essentiell fir die Ausbildung des Orientierungsgedachtnisses ist (Abb. 16; Abb. 17;
Abb. 18). Das Rettungsexperiment, welches mit der GAL4-Linie ¢232 durchgeflhrt
wurde, treibt jedoch lediglich die Expression von NOS in den R3/R4d Neuronen des
Ellipsoidkorpers und keine Expression im facherférmigen Korper.

100 1 n.s.
9 n.s. Tﬁ Abb. 19: Rettungsexperiment der Nos Mutante.
g 80 1 L I Expression der Nos cDNA in den Kontrolltieren
> =5 (Nos™*/Nos®; UAS-Nos/IIl) erhoht das Gedachtnisniveau
3 60 4] 50 - - der transheterozygoten Mutante bereits leicht von 60 % auf
o 70 %, dieser kann jedoch durch die gezielte Expression in
2 - den R3/R4d Neuronen (c232-GAL4) nicht weiter verbessert
AT 40 1 J_ werden; diese Tendenzen sind nicht signifikant (alle
4 Genotypen n = 18). Die statistische Auswertung ist der Tab.
:‘é 20 - 30 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie
o NOSMS/NOSC in Abb. 9.

0
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Zur weiteren Analyse der Rolle von NO fir das visuelle Arbeitsgedachtnis der Fliege
wurde ein pharmakologischer Ansatz verfolgt. Als Inhibitor fur NOS wurde L-NNA
(N,-Nitro-L-Arginin) ausgewahlt, da dieser in vielen Studien bereits erfolgreich
verwendet wurde (Muller, 1996; Gibbs und Truman, 1998; Champlin und Truman,
2000). Die Tiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Die Kontrollgruppe (erhalt nur die
Zuckerlosung) und die experimentelle Gruppe (erhélt die Zuckerlésung und zusatzlich
das Pharmakon). Die Tiere wurden sowohl vor als auch nach der Inkubationszeit im
Detour-Paradigma getestet und wahrend des Versuchs individuell in Eppendorfgeféalen
gehalten, so dass ein eins-zu-eins Vergleich moglich war.

Der NOS-Inhibitor L-NNA wurde als erstes mit einer Konzentration von 100 uM
und einer Inkubationszeit von 2 h an CS Tiere verfuttert (Abb. 20A). Wéhrend die
Kontrollgruppe, welche 2 h nur auf der Zuckerlésung saB, keine Beeintrachtigung der

Gedé&chtnisleistung zeigt, ist bei der experimentellen Gruppe nach Aufnahme des
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Inhibitors der komplette Verlust des Arbeitsgedichtnisses zu beobachten. Ahnliche
Ergebnisse werden erzielt, wenn die Inkubationszeit des Inhibitors auf 30 min reduziert
wurde (ebenso 100 uM; Abb. 20B). Auch nach der verkirzten Inkubationszeit zeigt sich
der vollstandige Verlust des Gedéchtnisses durch die Aufnahme des Inhibitors. Verkurzt
man die Inkubationszeit auf 5 min bei gleichbleibender Konzentration von 100 puM, so
zeigt sich immer noch eine starke Verschlechterung des visuellen Orientierungs-
gedachtnisses auf 65 %, womit sich die Entscheidungen der Tiere jedoch vom
Zufallsniveau unterscheiden (Abb. 20C). Die Kontrollgruppe ist auch hier unveréndert
nach der Inkubation. Da eine weitere zeitliche Graduierung experimentell schwer
durchfiihrbar ist, wurde als néchster Schritt die Konzentration des Inhibitors auf 10 pM
gesenkt (Abb. 20D). Nach 5 min Inkubationszeit zeigen die Fliegen immer noch ein
reduziertes Gedachtnis auf 70 % positive Entscheidungen, jedoch ist eine deutlich
schwachere Wirkung des Inhibitors aufgrund der verminderten Konzentration zu
beobachten. Die Kontrollgruppe lauft auch nach der Zuckeraufnahme im Median zu
80 % auf das urspriingliche Ziel zurlick, jedoch ist eine signifikante Verschlechterung
des Verhaltens der Einzeltiere zu beobachten. Dies konnte auf die Prozedur der
Mediumsapplikation zurtickzufihren sein, ist jedoch nicht entscheidend, da der Median
von 80 % keine Verschlechterung des Geddchtnisses anzeigt. Die Verfutterung des
NOS-Inhibitors zeigt, dass die Blockade von NOS innerhalb von 5 Minuten zur
deutlichen Verschlechterung des Orientierungsgedachtnisses fihrt und dass NO somit

eine Rolle fir schnelle Prozesse wéhrend der Signaltransduktion zukommt.
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Abb. 20: Pharmakologische Applikation des NOS-Inhibitors L-NNA. Dieselben Individuen wurden
vor und nach der Behandlung ohne Inhibitor (Kontrollgruppe) oder mit Inhibitor (experimentelle Gruppe)
getestet (alle Gruppen n =15). (A) Konzentration des Inhibitors: 100 uM; Inkubation: 2 h zerstort das
Orientierungsgedachtnis vollstandig. (B) Konzentration des Inhibitors: 100 uM; Inkubation: 30 min h
zerstort das Orientierungsgedéchtnis ebenfalls vollstandig. (C) Konzentration des Inhibitors: 100 uM;
Inkubation: 5 min flhrt zu einer starken Reduzierung des Geddchtnisses. (D) Konzentration des
Inhibitors: 10 uM; Inkubation: 5 min reduziert das Orientierungsgedéchtnis auf 70 %. Die statistischen
Auswertungen sind der Tab. 31 bis Tab. 34 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in
Abb. 9.

3.3. Der diffusible Faktor H,S wird flir das Orientierungsgedachtnis benétigt

Als weiterer diffusibler Neuromodulator wurde Schwefelwasserstoff (H,S) als
Kandidat uberprift. Bei Vertebraten wird H,S durch die Enzyme Cystathionin-f-
Synthase (CBS), Cystathionin-y-Lyase (CSE), 3-Mercaptopyruvat-Sulfurtransferase und
der Cystein-Aminotransferase (Kimura 2013) produziert. Im Drosophila Genom findet
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man jedoch nur Orthologe fiir die Enzyme CBS und CSE (dos Santos et al., 2015). Die
Rolle von H,S als neuromodulatorische Substanz wurde lange kontrovers diskutiert und
lange galt das Gas ausschlieBlich als Zellgift. Mittlerweile wurde die endogene
Expression der beiden Enzyme CBS und CSE bei Mausen beschrieben (Paul und
Snyder, 2012; Paul et al., 2014) und auch der Zusammenhang von exogener Zugabe
kleiner Mengen H,S auf Gehirnschnitte und der Steigerung der Langzeit-Potenzierung
wurde etabliert (Abe und Kimura, 1996). Ein Beweis fiir eine endogene Funktion von
H.S an Lern- und Gedachtnisprozessen fehlt jedoch.

Das Allel Chs®"**7 tragt ein P-Element im ersten nicht-kodierenden Exon von Cbs
(dos Santos et al., 2015). Hemizygote Tiere (CbsE'***'/Y:: EB1-GALA4/II1) weisen
einen kompletten Verlust des visuellen Arbeitsgedachtnisses auf. Aufgrund der sehr
hellen Augenfarbe der Mutante wurde EB1 als weiteres mini-white Konstrukt in den
genetischen Hintergrund gekreuzt, um Sehbehinderungen aufgrund zu geringer
Pigmentierung der Augen auszuschlieBen. Die adaquate Kontrolle (w/Y;; EB1-
GAL4/UAS-GFP) lauft hingegen auf wildtypischem Niveau. Um in diesem Genotyp
eine vergleichbare Augenfarbe zu erzielen, wurde ebenfalls ein zweites mini-white
Konstrukt (UAS-GFP) eingekreuzt (Abb. 21A). Um den Einfluss von CSE auf das
Orientierungsgedéchtnis zu testen, wurden Eip5S5E<®°®?® Mutanten im Detour-

EXGO2526 st durch eine P-Element Insertion im

Paradigma getestet. Die Mutante Eip55
ersten, nicht-kodierenden Exon charakterisiert (dos Santos et al., 2015) und weist
lediglich ~40 % des Eip55E Transkripts auf (Trinh et al., 2008). Im Detour-Paradigma
zeigt die Mutante einen vollstdndigen Verlust des Orientierungsgedachtnisses, da sie
nur zu 60 % den Weg auf die urspriingliche Landmarke einschlagt und damit hdchst

signifikant schlechter als der Wildtyp ist (Abb. 21B).
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Abb. 21: H,S wird fir das Orientierungsgedachtnis bendétigt. (A) Mutanten des H,S-produzierenden
Enzyms CBS (Cbs¥%***":: EB1-GALA4) zeigen gegeniiber ihrer Kontrolle (W/Y;; EB1-GAL4/UAS-GFP)
einen vollstandigen Verlust des Gedachtnisses. EB1- und GFP-Transgene wurden fur weitere Kopien des
mini-white Konstrukts benétigt (alle Genotypen n=15). (B) Analyse der Mutanten fur das H,S-
produzierende Enzym CSE, welches bei Drosophila von Eip55E kodiert wird. Eip55E<¢°*%* Mutanten
weisen einen vollstandigen Verlust des Geddchtnisses auf (alle Genotypen n =15). Die statistischen
Auswertungen sind der Tab. 35 und Tab. 36 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in
Abb. 9.

3.4. Verknupfung des EBO/dSRF/dMRTF Signalweges mit NO und H,S

Im Folgenden soll Uberprift werden, ob eins der beiden Gasotransmitter-
produzierenden Enzyme NOS oder CBS unter der regulatorischen Kontrolle des
Transkriptionskomplexes dSRF/dMRTF steht, welche in der ebo Mutante durch erhéhte
Aktinakkumulation im Zellkern unterbunden wird (Abb. 22).

? v @O — N0

ebo 5 dSRF/ -
Mutante dMRTF - _

~

7% @@ — s

Abb. 22: Schematische Darstellung des zu untersuchenden Signalwegs. In der ebo Mutante
akkumuliert Aktin im Zellkern und inhibiert so den Transkriptionskomplex dSRF/dMRTF. Auf
diese Weise wird die Produktion eines diffusiblen Faktors unterbunden, welcher von den Enzymen
NOS oder CBS hergestellt werden kénnte.

Zuerst wurde der Zusammenhang von ebo und CBS mit Hilfe einer genetischen
Interaktion untersucht. Fir die genetische Interaktion wurde die Defizienz Df(1)BSC708
(Df(CBS); dos Santos et al., 2015; Cook et al., 2012) verwendet, welche unter anderem
das Gen Cbs ausschneidet (Abb. 23A).
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Abb. 23: Defizienzlinien fir CBS und CSE. Df(1)BSC708 betrifft den Cbs Locus;
Df(2R)Exel17157 deletiert Eip55E und betrifft CSE (veréndert nach dos Santos et al., 2015).

Einfach heterozygote Tiere (ebo®”®/X und Df(CBS)/X) zeigen ein wildtypisches,
visuelles Orientierungsgedachtnis (Abb. 24A), wohingegen die doppelt heterozygoten
Tiere (ebo®”®/Df(CBS)) einen deutlichen Gedéchtnisverlust aufweisen und nur noch zu
65 % auf die urspriingliche Landmarke zuriickkehren. Das parallele Experiment wurde
ebenso mit CSE durchgefuhrt. Auch hier wurde eine Defizienzlinie Df(2R)Exel7151
(Df(CSE); dos Santos et al., 2015; Cook et al., 2012) verwendet, welches das Eip55E
Gen umfasst (Abb. 23B). Die einfach heterozygoten Tiere (ebo®”®/X und Df(CSE)/I)
zeigen ein wildtypisches Orientierungsgeddchtnis von 80 %. Kreuzt man jedoch doppelt
heterozygote Tiere (ebo®’®/X; Df(CSE)/II), so zeigen diese einen vollstandigen Verlust
des Arbeitsgedachtnisses und laufen nur zu 65 % auf das urspriingliche Ziel zurick.
Diese beiden genetischen Interaktionsexperimente zeigen, dass sowohl CBS als auch

CSE mit ebo in einem Signalweg interagieren.

64




ERGEBNISSE

n.s n.s.
A 100y - : B1ooy - '
kx| dkk
—_ =
= so| a0l 80
80 80
© n.s. 80| J |
2 1 =
3 60 __ 60 .
(5]
ey
@
|_|CJ 40 1 *% *kk 401 * *x
]
=
@ 20 201
o]
o
0 . . . R , e
ebo”® DF(CBS) ebo™* ebo” /X DF(CSE)/Il ebo”’/X;
X X  Df(CBS) Df(CSE)/II

Abb. 24: Genetische Interaktion zwischen ebo®”® und den Defizienzlinien fiir CBS und CSE. (A)
Wahrend die einfach heterozygoten Tiere ein wildtypisches Gedéchtnis von 80 % aufweisen,
unterscheiden sich die doppelt heterozygoten Tiere (ebo®®/Df(CBS) nicht vom Zufallsniveau (alle
Genotypen n = 24). (B) Die heterozygoten Kontrollen zeigen ein wildtypisches Gedachtnis. Die doppelt
heterozygoten Tiere zeigen jedoch ein stark reduziertes Orientierungsgedéchtnis (alle Genotypen n = 20).
Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 37 und der Tab. 38 im Anhang zu entnehmen.
Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.

Nach der Etablierung, dass EBO und die H,S-produzierenden Enzyme CBS und CSE
in einem Signalweg interagieren, sollte in einem nachsten Experiment tberprift werden,

ob ein erhohter H,S-Level den ebo mutanten Gedéachtnisphanotyp verbessern kann.

Dazu wurde im ebo®™

mutanten Hintergrund mit Hilfe eines UAS-Cbs Transgens
(Kabil et al., 2011) CBS uberexprimiert. Die wildtypischen CS Kontrolltiere laufen zu
80 % und die Kontrolltiere fur das UAS-Cbs Transgen im ebo mutanten Hintergrund
(ebo®™®/Y;; UAS-Cbs/IIl) laufen zu 60 % auf die Position der urspriinglichen
Landmarken zuriick (Abb. 25). Wurde Cbs spezifisch in den R3 Neuronen im ebo
mutanten Hintergrund Gberexprimiert, so wird das defekte Orientierungsgedachtnis
vollstandig auf wildtypisches Niveau gerettet. Der defekte ebo Phanotyp wurde
ebenfalls durch eine Uberexpression von Cbs in den R2 Neuronen gerettet. Wie bereits
lange vermutet (Kimura 2010), konnte hier erstmals in einem Verhaltensexperiment

gezeigt werden, dass H,S Uber Zellgrenzen hinweg die Gedachtnisleistung begunstigt.
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Nach dem erfolgreichen genetischen Ansatz, die ebo Mutante durch die
Uberexpression von CBS zu retten, wurde als Nachstes ein pharmakologischer Ansatz
gewdhlt. Die beiden Enzyme CBS und CSE sind an dem Transsulfuration-Signalweg
beteiligt, in dem die schwefelhaltigen Aminosauren Methionin und Cystein
metabolisiert werden und als Nebenprodukt H,S entsteht (Paul und Snyder, 2012). Im
folgenden Experiment soll untersucht werden, ob das Gedé&chtnisdefizit der ebo Mutante
durch vermehrte Verfiitterung einer Vorstufe der Aminosaure Cystein (N-Acetyl-L-
Cystein) verbessert werden kann.

Erneut wurden eine Kontroll- und eine experimentelle Gruppe von ebo®’®/Y Tieren
naiv im Detour-Paradigma getestet. Diese Tiere laufen zu 60 % im Median auf die
urspriingliche Landmarke zurtick (Abb. 26). Anschlieend wurden dieselben Tiere
entweder 24 h Uber Nacht auf ein Saccharose-Medium oder auf ein Cystein-haltiges
Medium (20 MM N-Acetyl-L-Cystein) gesetzt. Nach 24 h hatten alle Fliegen von der
jeweiligen Losung getrunken und wurden erneut im Detour-Paradigma auf ihr
Orientierungsgedachtnis Gberpruft. Die Kontrollgruppe, welche Gber Nacht lediglich auf
Saccharose sal3, zeigt keine wesentlichen Veranderungen in Bezug auf ihr Arbeits-
gedéchtnis, wéhrend die experimentelle Gruppe, welche lber Nacht auf dem Cystein-
haltigen Medium sal3, ein hoch signifikant besseres Gedachtnis zeigt und zu 80 % die
Position der urspringlichen Landmarke erinnert. Der ebo mutante Gedachtnisphanotyp
konnte also durch die einfache Zufutterung einer VVorstufe von Cystein gerettet werden,
was darauf hindeutet, dass durch die Erhdhung des Substrats Cystein der Umsatz von
den verbleibenden CBS- und CSE-Enzymen erhoht wird und dies in einem héheren
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H,S-Level resultiert. Da eine erhohte Menge H,S den Gedachtnisverlust der ebo
Mutante kompensieren kann, unterstutzt dies die Hypothese, dass die Wirkung von H,S

der Funktion von EBO nachgeschaltet (downstream) ist.

Abb. 26: Verfitterung der Aminosdure

1001 —tE —Er Cystein an die ebo Mutante. Dieselben
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. 0 T T T v statistische Auswertung ist der Tab. 40 im
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tionen wie in Abb. 9.

Im letzten Abschnitt wurde die Verknupfung von ebo und CBS/CSE in einem
gemeinsamen Signalweg untersucht. Da jedoch nicht nur der diffusible Neuromodulator
H.S, sondern auch NO als wichtige Komponente des visuellen Orientierungs-
gedachtnisses identifiziert wurde, soll im Folgenden tberprift werden, ob ebo und NOS
ebenfalls Bestandteile eines gemeinsamen Signalweges sind. Entsprechend der
Hypothese (Zielsetzung, Kapitel 1.7) wird in der ebo Mutante Aktin im Zellkern
akkumuliert und inhibiert so den Transkriptionskomplex dSRF/dMRTF, der ein
Gasotransmitter-produzierendes Enzym reguliert (Abb. 22).

Mit Hilfe einer genetischen Interaktionsstudie wurde die Beteiligung von EBO und
NOS an einem gemeinsamen Signalweg utberprift. Sowohl heterozygote Tiere fir ebo
(ebo®”®/X) als auch heterozygote Tiere fir Nos (Nos™/Il) zeigen ein normales
Orientierungsgedachtnis, da sie eine wildtypische Kopie des jeweiligen Gens tragen
(Abb. 27). Doppelt heterozygote Tiere (ebo®®/X; Nos™/1) weisen mit einer
Anlaufhéufigkeit der urspriinglichen Landmarke von 60 % jedoch einen kompletten
Verlust des Arbeitsgedachtnisses auf und unterscheiden sich nicht vom Zufallsniveau.
Die genetische Interaktion zeigt, dass EBO und NOS zusammen in einem Signalweg

agieren.
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Es wurde ebenfalls eine genetische Interaktion zwischen Nos und dMrtf getestet, um
einen  Zusammenhang zwischen den  moglichen  Transkriptionsaktivatoren
(dSRF/dMRTF) und Nos herzustellen. Doppelt heterozygote Tiere dieser beiden Gene
zeigen jedoch kein zielgerichtetes Anlaufverhalten auf eine Landmarke und konnten
deswegen nicht im Detour-Paradigma auf ihr Orientierungsgedachtnis getestet werden.
Um dieses Phdanomen zu dokumentieren, wurden das Lauf- und Orientierungsverhalten
der Tiere im Buridan-Paradigma uberprift. Wahrend die einfach heterozygoten Tiere
ein normales Anlaufverhalten auf die Landmarken zeigen, ist dies bei den doppelt
heterozygoten Tieren deutlich verschlechtert (Anhang Kapitel 8.4.1; Abb. 77). Dieses
Ergebnis zeigt also durchaus eine genetische Interaktion dieser beiden Gene an, jedoch
konnte die Relevanz dieser nicht fur das Orientierungsgedachtnis gezeigt werden.

Parallel zu den Rettungsexperimenten, die mit CBS durchgefiihrt wurden, sollte nun
experimentell untersucht werden, ob das defekte Arbeitsgedachtnis von ebo auch durch
einen erhohten Level von NOS und somit NO gerettet werden kann. Die Kontrolle des
UAS-Nos Konstrukts im ebo mutanten Hintergrund (ebo®’®/Y; UAS-Nos/Il; UAS-
Nos/Ill) ist hoch signifikant schlechter als der Wildtyp CS. Wird Nos in den R3
Neuronen iiberexprimiert (ebo®”®/Y; UAS-Nos/189Y; UAS-Nos/111), so kann jedoch ein
wildtypisches Gedachtnis von 80 % wiederhergestellt werden. Eine vollstandige
Rettung des ebo defizitaren Gedachtnisses kann ebenfalls durch die Uberexpression von
Nos in R2 Neuronen erreicht werden. Dieses Experiment zeigt, dass NO, welches von
NOS in den R2 Neuronen produziert wird, nun uber Zellgrenzen hinweg diffundieren

kann und dort die Ged&chtnisleistung unterstiitzt. Der ebo defekte Phanotyp kann also
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durch die Uberexpression von NOS sowohl in R3 als auch in R2 Neuronen gerettet
werden, was die oben genannte Hypothese, dass dSRF und dMRTF die Transkription

von Nos regulieren, unterstitzt.

. b Abb. 28: Expression der Nos cDNA in einem ebo

100 1 e Tees Tﬁ mutanten Hintergrund. Wahrend die Kontrolle fir
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GAL4 ] ) 189Y EBH Darstellungskonventionen wie in Abb. 9. Abkiirzung:
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Die Rettung des ebo defekten Gedachtnisphanotyps durch die Uberexpression von
NOS unterstitzt die oben genannte Hypothese, dass dSRF/AMRTF die Transkription
von Nos reguliert. Dieser Zusammenhang sollte nun auch auf dem Proteinlevel
untersucht werden, indem der NOS-Expressionslevel in ebo Tieren im Vergleich zum
Wildtyp analysiert wurde.

Als Vergleich zur ebo Mutante (ebo®®/Y; 189Y/Il; mCD8::GFP/III) wurden als
Kontrolle die heterozygoten ebo Tiere (ebo®®/X; 189Y/Il; mCD8::GFP/IIl) gewahlt.
Neben der NOS-Expression (magenta) wurden die R3 Neurone zusétzlich mit GFP
visualisiert (griin; Abb. 29A). Es wurden die Pixelintensitaten fir NOS und GFP in den
R3 Neuronen bestimmt und anschlieend diese in Relation zueinander gesetzt (Abb.
29B). Die heterozygoten Kontrolltiere zeigen die wildtypische Form des Ellipsoid-
korpers und eine deutliche NOS-Farbung der R3 Neurone, wéhrend im ebo mutanten
Hintergrund der Ellipsoidkérper die typische Verformung mit einer ventralen Offnung
(Strauss und Heisenberg, 1993) zeigt, jedoch auch eine deutliche NOS-Farbung des
Ellipsoidkorpers zu erkennen ist. Diese erscheint weniger punktuell und geordnet,
jedoch liegt keine signifikante Reduzierung der NOS-Expression in der Mutante vor
(Abb. 29B; p = 0.051).
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Abb. 29: Analyse der NOS-Expression in ebo®® Mutanten und heterozygoten ebo®®/X
Kontrolltieren. (A) Die GFP-Expression (grin) in den R3 Neuronen wurde als Referenzfarbung fur die
Quantifizierung des NOS-Signals (magenta) genommen; optische Schichtdicke 1,5 um. (B) Die Relation
von NOS/GFP ist in den ebo Mutanten leicht reduziert, jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0.051;
alle Genotypen n = 4). Die statistische Auswertung ist der Tab. 43 im Anhang zu entnehmen. Dargestellt
sind der Mittelwert und der Standardfehler.

Mit der Intention auf einen starkeren Ph&notyp wurden ebenfalls Farbungen der
Mutanten mit den jeweiligen hypomorphen Allelen bs® oder Mrtf*’ angefertigt. Auch
hier ist eine NOS-Farbung im Ellipsoidkdrper zu erkennen. Diese ist jedoch nicht
quantitativ auszuwerten, da die Gehirne dieser Mutanten, deren Gene an der
Aktinregulation mafRgeblich beteiligt sind (Salvany et al., 2014), keine homogene
Farbung aufweisen. Weder die spezifische NOS-Farbung, noch Kontrollfarbungen
gegen Bruchpilot (anti-nC82) oder gegen Fasciclin 11 (anti-1D4) zeigen eine einheitliche
Farbung des Gewebes. AuBerdem ist die strukturelle Beschaffenheit der Gehirne duerst
instabil und daher nicht zuverlassig quantifizierbar.

Um die Hypothese, dass der Komplex aus dSRF/dMRTF an der Regulation von Nos
beteiligt ist, weiter zu Uberprifen, wurde versucht, eine ektopische NOS-Expression
durch die Uberexpression von dSRF oder dMRTF zu induzieren. Die Voraussetzung fiir
eine ektopische Expression ist in den R2 Neuronen (EB1-GAL4) gegeben, da diese
keine endogene NOS-Expression zeigen (Abb. 30A; merge). Uberexprimiert man den
Transkriptionsfaktor dSRF (UAS-dSrf: Han et al., 2004) in den R2 Neuronen, so ist
keine deutliche Zunahme der NOS-Farbung zu sehen (Abb. 30B). Quantifiziert wurden
sowohl ein definierter Bereich der R2 als auch der R3 Neurone. Die Anzahl der Bilder
in der z-Projektion wurde an der gesamten GFP-Farbung in den R2 Neuronen

ausgerichtet. Es wurden zwei verschiedene Auswertungen durchgefuhrt. Der Vergleich
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der Summe aller Pixelintensitaten (siehe Methodenteil Kapitel 2.4) der ,,Punktewolke*
in der Region der R2 Neurone ergab zwischen den Kontrolltieren (EB1 > GFP) und den
Uberexpressionstieren (EB1 > GFP + dSrf) keinen signifikanten Unterschied (je n = 4;
p =0,922; die statistische Auswertung ist der Tab. 44 im Anhang zu entnehmen). Als
Zweites wurde die Intensitat der Gesamtheit der R2 und R3 Neurone in Relation zu den
R3 Neuronen gesetzt [(R2+R3)/R3]. Auch bei dieser Auswertung konnte kein
statistischer Unterschied gefunden werden (je n=4; p=0,640; die statistische
Auswertung ist der Tab. 45 im Anhang zu entnehmen). Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass die ,,Punktewolke (in der Region der R2 Neurone) um die
endogene Expression von NOS in den R3 Neuronen etwas dichter geworden ist. Dies
konnte nicht eindeutig quantifiziert werden, da bei der Messung der Graustufen der
Anteil der schwarzen Pixel (keine Farbung) um ein vielfaches hoher ist als der Anteil
der Pixel mit Grauwerten (NOS-Farbung). Ein zuverlassiges Zahlen der punktuellen
Farbung war ebenfalls nicht mdglich, da aufgrund der Auflésungsgrenze teilweise
einzelne Strukturen nicht zuverlassig voneinander getrennt werden konnten.

Auch die Uberexpression von dMRTF (UAS-dMrtf: Somogyi und Rgrth, 2004) in
den R2 Neuronen ruft keine offensichtlich induzierte NOS-Expression hervor (Abb.
30C). Da die Uberexpression von dMRTF auch keinen offensichtlichen Effekt auf die
NOS-Expression hatte, wurde eine ausfuhrliche Quantifizierung nur am Beispiel der
Uberexpression von dSRF durchgefiihrt. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse,
dass sich keine ektopische oder zusatzliche NOS-Expression durch die Uberexpression
der Transkriptionsfaktoren dSRF oder dAMRTF induzieren lasst.
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anti-GFP

EB1 > dMrtf

Abb. 30: Ektopische Uberexpression von NOS in R2 Neuronen. (A) Visualisierung von R2 Neuronen
(EB1>GFP; grin) und der endogenen NOS-Expression (magenta). Es ist keine Kolokalisation zu
beobachten. (B) Die Uberexpression des Transkriptionsfaktors dSrf induziert keine ektopische NOS-
Expression in den R3 Neuronen. (C) Auch die Uberexpression des Kofaktors dMRTF hat keine
zusdtzliche NOS-Expression in R2 Neuronen zur Folge. Es ist jeweils ein einzelner optischer Schnitt
(0,75 um) auf Hohe der breitesten GFP (R2 Neurone)-Expression zu sehen.

Die panneurale Uberexpression des Transkriptionsfaktors dSRF wurde auch in einer
Western-Blot Analyse untersucht (Abb. 31). Es wurde das NOS-Expressionslevel
visualisiert und als Ladungskontrolle wurde das Protein HSP90 ausgewéhlt.
AnschlieBend wurde das Verhéltnis der Pixelintensitaten von NOS-zu-HSP90 fir jeden
Genotyp berechnet. Das Verhaltnis steigt aufgrund der Uberexpression von dSRF um
etwa 38 % hoch signifikant (n = 5; p = 0,002) gegentber der Kontrolle an.
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Abb. 31: Western-Blot Analyse der panneuralen Uberexpression von dSRF. (A) In einem 6 %igem
Gel wurden Kopfextrakte von 10 Fliegen pro Spur geladen. Sowohl von der Kontrolle (elavAppl-GAL4)
als auch von der Uberexpression (elavAppl-GAL4 > UAS-dSrf) wurden jeweils fiinf unabhingige
Stichproben hergestellt. Immunochemische Féarbungen wurden mit Antikdrpern gegen NOS und HSP90
durchgefiihrt. (B) Quantifizierung des Verhaltnisses NOS/HSP90 in der Pixelintensitat pro Genotyp. Das
Verhéltnis NOS/HSP90 ist durch die Uberexpression von dSRF um etwa 38 % hoch signifikant
angestiegen (p =0,002). Die statistische Auswertung ist der Tab. 46 im Anhang zu entnehmen.
Dargestellt sind der Mittelwert und der Standardfehler.

Da in der Western-Blot Analyse die panneurale Uberexpression von dSRF zu
erhohter NOS-Expression gefiihrt hat (Abb. 31), in der Histologie die gezielte
Uberexpression der einzelnen Transkriptionsfaktoren dSRF oder dMRTF jedoch keine
erhohte NOS-Expression mit sich fuhrte (Abb. 30), wurde zusétzlich eine
Rekombinante dieser beiden Transkriptionsfaktoren hergestellt (Validierung der
Rekombinante: Anhang Kapitel 8.1; Abb. 66). Die beiden Transkriptionsfaktoren
wurden anschlieBend mit Hilfe des panneuralen GAL4 Treiber elav (elav-
GAL4 > UAS-dSrf + dMrtf) Gberexprimiert (Abb. 32). Es wurde die Relation der NOS-
Expression mit der Stirke des GFP-Signals im Ellipsoidkérper verrechnet, um
methodische Variationen in der Qualitat der Antikdrperfarbungen zu minimieren. Die
definierte Region fiir die Bestimmung der Pixelintensitdten umfasste 20 aufeinander-
folgende, optische Schnitte (15 um) mit der breitesten GFP-Expression des Ellipsoid-
korpers. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrolltieren
(elav GFP) und den Uberexpressionstieren (elav GFP > UAS-dSrf + dMrtf) festgestellt
werden (je n =6; p =0,115; die statistische Auswertung ist der Tab. 47 im Anhang zu
entnehmen).

Die histologische Quantifizierung der Praparate ist schwierig, da elav zwar im

gesamten Gehirn exprimiert wird, speziell im Ellipsoidkérper aber kein hohes
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Expressionslevel aufweist. Nach MaBRgabe der Methode kann auch in diesem
Experiment kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und der
Uberexpression gefunden werden. Sowohl die GFP-Kontrollfarbung als auch die
spezifische NOS-Farbung fallen in der Kontrolle wesentlich schwacher aus. Des
Weiteren ist keine auffallige ektopische Expression von NOS im restlichen Gehirn
durch den panneuralen Treiber zu beobachten. Es konnte somit in allen histologischen
Praparaten keine Manipulation des NOS-Levels durch Uberexpression der Transkrip-
tionsfaktoren erzielt werden, was darauf hindeutet, dass Nos nicht unter der transkrip-
tionalen Kontrolle von dSRF/dMRTF steht.

A anti-GFP

Abb. 32: Panneurale Uberexpression des
Transkriptionskomplexes dSRF/AMRTF
fuhrt zu keiner erhohten NOS-Expression.
Die Quantifizierung im Ellipsoidkdrper ergab
elav GFP/Y keinen statistischen Unterschied (p =0,115;
n=6; Anhang Tab. 47) zwischen der Kon-
trolle (elav GFP) und der Uberexpression
(elav GFP > dSrf + dMrtf); optische Schicht-
dicke der dargestellten Bilder ist 3,75 pum.

elav GFP/Y;;UAS-dSrf+dMrtf/1ll

Da auch die Uberexpression des H,S-produzierenden Enzyms CBS das ebo defekte
Arbeitsgedéchtnis retten kann, sollte in einem weiteren Experiment ebenfalls die
Regulation von CBS und/oder CSE durch die Transkriptionsfaktoren dSRF/dMRTF
untersucht werden. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde eine Analyse der
Enzymaktivitaten in einem nativen Gel durchgefuhrt. Proteinextrakte der Genotypen
CS, ebo®”® elav > UAS-Cbs und elav > UAS-dSrf + dMrtf wurden in einem nativen Gel
aufgetrennt und anschlieRend wurde die Aktivitdt der Enzyme CBS und CSE anhand
von einer Farbreaktion verdeutlicht (Abb. 33A). Die Farbreaktion gilt als Mal} fur die
Enzymaktivitét.

Beide H,S-produzierende Enzyme bilden Enzymkomplexe. Eine Analyse der
Kristallstruktur von Drosophila CBS ergab, dass dieses als Dimer vorliegt (Koutmos et
al., 2010). Fur CSE liegt dagegen nur eine Analyse des humanen CSE vor, welches

einen Komplex als Tetramer bildet (Sun et al., 2009). Da im nativen Gel keine
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denaturierenden Substanzen eingesetzt werden, ist die Auftrennung dieser Holoenzyme
schwierig und es ergeben sich keine scharfen Proteinbanden. Eine GrélRenzuordnung
anhand einer Proteinleiter war ebenfalls schwierig, so dass die Uberexpression von CBS
zur ldentifizierung der CBS-Bande genutzt wurde. CSE wurde anhand der Mutante
Eip55E identifiziert (Daten nicht gezeigt). Im dargestellten Beispiel ist zu sehen, dass
im Allgemeinen die Aktivitat von CBS wesentlich hoher ist als die von CSE. AuBerdem

ist bei eba®’®

im Vergleich zum Wildtyp CS sowohl eine leichte Reduzierung der CSE-
als auch der CBS-Aktivitat um etwa 10 % bzw. 20 % zu beobachten (Abb. 33B und C).
Auch die panneurale Uberexpression der Transkriptionsfaktoren dSRF/dMRTF zeigt
Wirkung: Die CSE-Aktivitat steigt um etwa 14 % an, die Aktivitat von CBS steigt um

das 1,6 fache der CS Enzymaktivitat.
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Abb. 33: Enzymaktivitat von CBS und CSE im nativen Gel (8 %0). (A) Es wurden 30 Fliegen (2 Tage
alt) pro Spur geladen. Bei den biologischen Replikaten von CS und ebo®® handelt es sich um
unabhangige Stichproben. Die Spur mit der Uberexpression von CBS (elav > UAS-Cbs) enthalt nur
20 Fliegen. (B) Es wurden die Grauwerte der einzelnen Banden fiir CSE bestimmt und auf die Werte von
CS normalisiert (CS und ebo®”® n=3). (C) Bestimmung der Farbung fiir CBS wie in B. Es sind die
Mittelwerte mit Standardfehlern dargestellt. Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 48 zu
entnehmen.
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Leider zeigten die Versuche zur Enzymaktivitat keine Konstanz und konnten nicht
gleichmé&Rig reproduziert werden. Das exakte Alter der Fliegen, der Hungerzustand und
bei Weibchen eventuell auch der hormonale Zustand scheinen den Aminosdurehaushalt
und damit einhergehend auch die Aktivitat beteiligter Enzyme maligeblich zu
beeinflussen. AuRerdem stellte die kontrollierte und einheitliche Extraktion der Proteine
eine grolle Schwierigkeit dar, da ohne starke Detergenzien der Zellaufschluss in den
Homogenaten nicht einheitlich gelingt und deshalb die Menge der extrahierten Proteine
vermutlich stark variiert. Weder eine Kontrollfarbung von undefinierten Proteinbanden
mit Ponceau S oder Brilliant Blue S fuhrten zu einem befriedigenden Ergebnis, noch der
Einsatz von Extraktionssaulen fur native Gele (,,Total Protein Extraction Kit“, Invent
Biotechnologies Inc., #SN-002). Dieser experimentelle Ansatz zur Quantifizierung der

Enzymaktivitat wurde deswegen nicht weiterverfolgt.

Die Regulation von NOS, CSE und/oder CBS durch dSRF/dMRTF wurde deswegen
auch in einem weiteren, unabhdngigen Experiment auf dem Level der mRNA mit Hilfe
einer quantitativen PCR (RT-gPCR) Uberprift werden. Es wurde der
Expressionsunterschied zwischen der Kontrolle (elav-GAL4) und der panneuralen
Uberexpression des Transkriptionskomplexes dSRF/AMRTF (elav-GAL4 > UAS-
dsrf + dMrtf) analysiert. Als Kontrollgen wurde das ribosomale Gen rp49 gewahlt und
auf dessen Expressionsstarke wurden die Daten normalisiert (Abb. 34). Die Ergebnisse
zeigen grol’e Schwankungen, besonders bei der Analyse der Nos mRNA. Fur CBS und
NOS sind minimale Anstiege zu beobachten, wahrend der mRNA-Level von CSE durch
die Uberexpression von dSRF/dMRTF tendenziell leicht abnimmt. Es sind jedoch keine
statistischen Unterschiede erkennbar, was gegen die regulatorische Kontrolle eines der
drei Gene durch den Transkriptionskomplex dSRF/dMRTF spricht.
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Abb. 34: Analyse der RT-qPCR-Daten nach Uberexpression von dSRF/AMRTF
(elav GFP > dSrf + dMrtf) im Vergleich zu der entsprechenden Kontrolle (elav GFP). Pro Probe
wurde mit 400 ng RNA gearbeitet und es wurden drei unabhéngige biologische Replikate ausgewertet.
Als Kontrollgen wurde rp49 gewéhlt und auf 1 nivelliert. Die normalisierten Daten von CBS, CSE und
NOS zeigen kein erhohtes Expressionslevel nach Uberexpression des Transkriptionskomplexes. Die
statistische Auswertung ist der Tab. 50 im Anhang zu entnehmen. Dargestellt sind der Mittelwert und der
Standardfehler.

In einem weiteren Versuch wurde die Hypothese, ob die panneurale Uberexpression
von dSRF/AMRTF zu einem erhdhten NOS- oder CBS-Level fiihrt, auf Proteinebene
erneut in einem Western Blot-Experiment untersucht. Leider gibt es gegen CBS und
CSE keine Drosophila spezifischen Antikorper. Allerdings zeigt ein Serum gegen das
humane CBS eine Kreuzreaktion mit Drosophila CBS, welches sich fir eine Western
Blot-Analyse eignet (Anhang Kapitel 8.2.2, Abb. 70). Bekannt ist bereits, dass der
SRF/MRTF-Komplex sowohl bei Vertebraten als auch bei Drosophila ein zentraler
Regulator des globuléren Aktins ist (Salvany et al., 2014).

Als Positivkontrolle fiir die Uberexpression (elav-GAL4 > UAS-dSrf + dMrtf) wurde
daher der Aktinlevel bestimmt, welcher im Gegensatz zur Kontrolle (elav-GAL4)
signifikant um 29 % erhoht ist (Abb. 35; p = 0,010). Als weitere Positivkontrolle wurde
der Proteinlevel von HSP90 bestimmt. In einer ChiP-seq Analyse in den Ovarien von
Drosophila waren viele heat shock-Proteine identifiziert worden, die von dMRTF
reguliert werden, darunter auch das Level des Hsp83 Gens (Salvany et al., 2014), das
Drosophila Ortholog zum humanen Hsp90 Gen (dos Santos et al., 2015). In der Western
Blot-Analyse kann eine leichte, aber signifikante Steigerung der HSP83-Expression um
22 % beobachtet werden (Abb. 35; p=0,047). Entsprechend der histologischen
Ergebnisse (Abb. 30, Abb. 32) zeigt das Expressionsniveau von NOS einen Anstieg
(15 %; p = 0,096), der jedoch nicht signifikant durch die panneurale Uberexpression
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von dSRF/dMRTF beeinflusst wurde. Betrachtet man jedoch den CBS-Level, wird eine

hochst signifikante Steigerung von 13 % (p <0,001) induziert. Zur Quantifizierung

(Abb. 35B) wurde nur die Summe der Pixelintensitidten miteinander verglichen, da die

herkémmlichen Ladungskontrollen (Aktin, HSP90) durch die Uberexpression ebenfalls

hochreguliert wurden.
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Abb. 35: Western Blot-Analyse nach panneuraler Uberexpression von dSRF/AMRTF
(elav GFP > dSrf + dMrtf) und der entsprechenden Kontrolle (elav GFP). (A) In einem 10 %igem Gel
wurden Kopfextrakte von 15 Fliegen pro Spur geladen. Jeder Genotyp ist durch vier unabhédngige
Stichproben repréasentiert. Immunochemische Farbungen wurden mit Antikdrpern gegen NOS, HSP90,
CBS und Aktin durchgefiihrt. (B) Quantifizierung der Summe aller Pixelintensititen pro Genotyp und
pro Protein. Die Expression der Kontrollproteine HSP90 und Aktin sind um 29 % (p = 0,010) bzw. 22 %
(p =0,047) signifikant erhoht. Das NOS-Level steigt um 15 % an, zeigt jedoch keine Signifikanz
(p = 0,096), wohingegen CBS nach Uberexpression von dSRF/AMRTF um 13 % hdchst signifikant
ansteigt (p < 0,001). Die statistische Auswertung ist der Tab. 49 im Anhang zu entnehmen. Dargestellt
sind der Mittelwert und der Standardfehler.

Der Zusammenhang des EBO/dSRF/AMRTF Signalweges und NOS bzw. CBS/CSE
kann nicht eindeutig geklart werden. Die genetischen Interaktionen und Rettungs-
experimente im Verhaltensparadigma zeigen einen eindeutigen Zusammenhang
zwischen ebo und NOS (Abb. 27) bzw. ebo und CBS/CSE (Abb. 24). Auch die
Uberexpression von NOS oder CBS kann das Gedachtnisdefizit der ebo Mutante retten
und zeigt aulRerdem, dass sowohl NO als auch H,S tber Zellgrenzen hinweg die
Gedachtnisleitung beglnstigen (Abb. 25; Abb. 28). Ein regulatorischer Zusammenhang
von dSRF/AMRTF auf das Nos Gen kann auf Proteinebene weder in der Histologie
(Abb. 29; Abb. 30; Abb. 32) noch im Western-Blot (Abb. 35) bestatigt werden. Auch
auf der Ebene der mRNA wurde dieser Zusammenhang fiir das Nos Gen nicht sichtbar
(Abb. 34). Die Regulation von Cbs durch dSRF/dMRTF konnte auf Ebene der mRNA

in einem gPCR-Experiment nicht nachgewiesen werden (Abb. 34). Auf Proteinebene
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wurden Experimente zur Enzymaktivitat und eine Western Blot-Analyse durchgefuhrt.
Eine Transkriptionskontrolle von Chs oder Eip55E (CSE) durch dSRF/dMRTF konnte
tendenziell in der Analyse der Enzymaktivitidt beobachtet werden, jedoch war keine
stabile Reproduktion der Ergebnisse maglich (Abb. 33). Die Regulation von Chs durch
dSRF/dMRTF konnte jedoch im Western Blot-Experiment bestatigt werden (Abb. 35).

3.5. Der cGMP-Level in den R3 Neuronen ist essentiell fir das Orientierungs-
gedachtnis

Sowohl die Uberexpression von Nos (Abb. 28), als auch die Uberexpression von Cbs
(Abb. 25) kann den Verhaltensdefekt von ebo®”® retten, was darauf hindeutet, dass der
NO- und der H,S-Signalweg zusammenfiihren. Verfolgt man die postulierten Signal-
wege dieser beiden Gase, so gibt es eine gemeinsame Schnittstelle: Beide Signalwege
kdénnen den cGMP-Level der Zelle modulieren. NO aktiviert maRgeblich die l6sliche
Guanylylzyklase (sGC; soluble guanylyl cyclase) und fordert somit die Zyklisierung
von GMP zu cGMP (Hardingham et al., 2013). Die Rolle von H,S in neuronalen
Netzwerken ist hingegen weniger gut untersucht (Kimura, 2010), jedoch zeigt eine
Studie, dass H,S im kardio-vaskularen System die cGMP-abhéngige Phosphodiesterase
(cGMP-PDE) hemmt (Bucci et al., 2010), welche fiir den Abbau von cGMP
verantwortlich ist. Daraus folgt die Arbeitshypothese, dass die Regulation des cGMP-
Levels entscheidend ist und dass ein adaquater cGMP-Level in den R3 Neuronen
ausschlaggebend fir ein funktionsfahiges Arbeitsgedéachtnis ist. Bei Drosophila gibt es
nur eine cGMP spezifische PDE, die PDE6 (Day, 2005). Das Allel Pde6M%¢"8 tragt ein
Minos-Element im zweiten Intron, jedoch vor dem ersten Exon des Pde6 Gens (dos
Santos et al., 2015). Pde6 wurde in einem RNAI-Screen aufgrund eines reduzierten
olfaktorischen Kurzzeitgedachtnisses von 3 Stunden identifiziert (Walkinshaw et al.,
2015). In einer weiteren Studie wurde Pde6 als Kandidatengen fiir ein reduziertes
aggressives Verhalten von Drosophila beschrieben (Shorter et al., 2015).

Homozygote Pde6™ Fliegen laufen im Detour-Paradigma zu 85 % auf die
urspringliche Landmarke zurtick (Abb. 36A). Damit unterscheiden sie sich nicht vom
Wildtyp CS, zeigen jedoch tendenziell ein leicht verbessertes Orientierungsgedéchtnis
als dieser. Um auch flr Pde6 den Zusammenhang zur ebo Mutante und um die Rolle im
Orientierungsgedachtnis zu kléren, wurden erneut genetische Interaktionen zwischen
den beiden Genen durchgefiihrt. Die einfach heterozygoten Tiere (Pde6™/111) verhalten

sich wildtypisch, da sie zu 80 % auf den urspringlichen Balken zurtickkehren (Abb.
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36B). Als weitere Kontrolle wurden hemizygote ebo®®

Ménnchen getestet, die mit
65 % positiven Entscheidungen ein defektes Orientierungsgedéchtnis aufweisen.
Befindet sich in diesen hemizygot mutanten Mannchen zusatzlich eine Kopie des
mutanten Pde6™' Allels (ebo®®/Y:; Pde6™!/111), so zeigen die Fliegen ein wildtypisches
Orientierungsgedachtnis von 80 %. Die Verminderung der PDE6 Aktivitdt kann also
den ebo Verhaltensdefekt retten. Es wurde ein weiteres &hnliches, aber praziseres
Experiment durchgefiihrt. Im ebo mutanten Hintergrund wurde ein RNAi-Konstrukt
gegen die PDE6 (Ni et al., 2008) ausschlieflich in den R3 Neuronen exprimiert
(ebo®™®/Y; 189Y/II; Pde6RNAI/IIl;  Abb. 36C). Im Gegensatz zur Kontrolle
(ebo®”®/Y; 189Y/II), welche kein Orientierungsgedachtnis aufweist, zeigen die knock-
down Tiere eine hoch signifikante Verbesserung der Orientierungsleistung auf 70 %,
welche sich hdchst signifikant vom Zufallsniveau unterscheidet. Durch den knock-down
von PDE6 in den R3 Neuronen kann zumindest eine partielle Rettung des ebo
Gedachtnisphanotyps erreicht werden. Diese Ergebnisse bestéatigen die Hypothese, dass
der cGMP-Level in den R3 Neuronen essentiell fir ein funktionsfahiges
Arbeitsgedachtnis ist.

A 100; B 1001 —liS C 1001
ok x -l;l* *okk Gk
— — -I
3 = k&
'OE' 80 50 804 = |80 80 4
5 T 2s. 9] 20
- T
3 60 _ 601 6° 1 60 1- 185 -—F--
2 -
E n.s J_ ms.  *%k#*
c 40 40 - 40 -
% * % *
=
'§ 201 20+ o0 4
o eboﬁ?sc;
0 . i 0 678 ., M _, 678 0 ' N
CS Pde6 ebo ~ Pde6 ebo /Y;; 189Y-GAL4 + +
Y ] Pdest/III UAS-Pde6RNAI - +

Abb. 36: Die PDE6 wird in den R3 Neuronen fir das Orientierungsgedéchtnis bendtigt. (A)
Mutanten der PDE6 (Pde6™'***’®) zeigen ein wildtypisches Gedachtnis (alle Genotypen n = 24). (B)
Genetische Interaktion zwischen ebo und Pde6™'. ebo®”® Mutanten unterscheiden sich nicht vom
Zufallsniveau und heterozygote Pde6 Fliegen zeigen ein wildtypisches Orientierungsgedéchtnis.
Eine Kopie des mutanten Pde6™ Allels im hemizygoten ebo®”® Hintergrund rettet den
Gedéchtnisdefekt von ebo vollstandig (alle Genotypen n = 20). (C) Reduzierung der PDE6 mRNA
in R3 Neuronen (189Y-GAL4) im ebo®”® mutanten Hintergrund rettet den Gedachtnisphanotyp im
Vergleich zur Kontrolle (UAS-Pde6RNAI) partiell (alle Genotypen n =20). Die statistischen
Auswertungen sind der Tab. 51 bis Tab. 53 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen
wie in Abb. 9.
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Im Folgenden wurden diese Erkenntnisse durch einen pharmakologischen Ansatz
uberprift. Als Inhibitor gegen die PDE6 wurde das Pharmakon Zaprinast gewahlt,
welches hochspezifisch fur die cGMP-PDE gegentber der cAMP-PDE ist (Day, 2005).

Erneut wurden ebo®’®

Tiere in eine Kontrollgruppe und eine experimentelle Gruppe
eingeteilt. Die Kontrollgruppe hatte als Futterquelle Uber Nacht ausschliellich ein
Saccharose-haltiges Medium zur Verfligung (analog wie in Abb. 26). Dieselben Tiere
wurden naiv und nach 24 h im Detour-Paradigma getestet und zeigen keinerlei
Veranderung in ihrem Arbeitsgedachtnis (Abb. 37A). Der experimentellen Gruppe
wurde Zaprinast (100 uM) verflttert. Nach 24 h hat sich das Orientierungsgedachtnis
signifikant auf 70 % verbessert. Die Kontrollgruppe zeigt keinerlei Veranderungen in
ihrer Orientierungsleistung. Die Hemmung der PDE6 durch die Einnahme von
Zaprinast fluhrt zu einer partiellen Rettung des ebo Verhaltensdefekts mit einer
Gedachtnisleistung von 70 %. Damit konnte der vollstdndige Gedachtnisverlust der ebo
Mutante auf ein Gedachtnisniveau angehoben werden, welches sich hdchst signifikant

vom Zufallsniveau unterscheidet.
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Abb. 37: Pharmakologische Applikation des PDEG6-Inhibitors Zaprinast an ebo®® und Nos*®
Mutanten. Dieselben Individuen wurden vor und nach der Behandlung ohne Inhibitor (Kontrollgruppe)
oder mit 100 uM Inhibitor (experimentelle Gruppe) getestet (beide Gruppen n=15). (A) Die
Kontrollgruppe der ebo Tiere, welche Uber Nacht auf einer Zuckerldsung saflen, zeigt keine Veranderung
des Gedéachtnisses. Die Aufnahme des PDEG6-Inhibitors hat jedoch eine Verbesserung des Orientierungs-
gedachtnisses auf 70 % zur Folge. (B) Die Nos Mutanten in der Kontrollgruppe zeigen keine
Veranderungen, wéhrend die Aufnahme des PDEG6-Inhibitors den Geddchtnisdefekt vollstandig rettet
(beide Gruppen n = 14). Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 54 und Tab. 55 im Anhang zu
entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.
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Ein paralleles pharmakologisches Experiment wurde mit der Nos?* Nullmutante
durchgefuhrt. Es wurden ebenfalls zwei Gruppen getestet — eine Kontrollgruppe und
eine experimentelle Gruppe; diese wurden sowohl naiv als auch nach 24 h im Detour-
Paradigma getestet. Nos Fliegen zeigen sowohl im naiven Zustand als auch nach der
Aufnahme von Zuckerwasser einen vollstandigen Verlust des visuellen Orientierungs-
gedachtnisses, da sie nur zu 60 % auf die urspriingliche Landmarke zulaufen und sich
ihre Entscheidungen somit nicht vom Zufallsniveau unterscheiden (Abb. 37B). Die
experimentelle Gruppe, die tGber Nacht auf dem PDE6 Inhibitor sal3, zeigt eine hoch
signifikante Verbesserung der Orientierungsleistung. Im naiven Zustand l&uft die
Mutante nur zu 60 % auf die Position der ersten Landmarke zurlick, wohingegen sie
nach der Aufnahme des Inhibitors zu 80 % eine positive Wahl dieser Landmarke
aufweist. Auch in den Nos™ Mutanten konnte beobachtet werden, dass die Einnahme
des PDE6 Inhibitors und somit ein verminderter cGMP-Metabolismus zu einer
deutlichen Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses fuhrt.

Die angeflihrten Experimente verdeutlichen, dass ein hoher cGMP-Level in den R3
Neuronen des Ellipsoidkérpers fir das visuelle Orientierungsgedéachtnis essentiell ist

und dass dieser sowohl tiber NO als auch tber H,S moduliert werden kann (Abb. 38).

@0 — *@\
leiil?ﬂe ;GMP—»

SREL—s B9 — <5 — BB
"

Zaprinast

Abb. 38: Schematische Darstellung des postulierten Signalweges. In der ebo Mutante wird durch
Aktinakkumulation im Zellkern der Transkriptionskomplex dSRF/dMRTF inhibiert und somit die
Transkription von Cbs reduziert. CBS produziert H,S, welches wiederum die PDEG6 inhibiert und somit
den cGMP-Level erhoht. NOS aktiviert die sGC ber NO und wirkt auf diese Weise positiv auf den
cGMP-Level. cGMP aktiviert schlieflich die PKG. Der Inhibitor Zaprinast hemmt die PDE6 und erhéht
somit ebenfalls den cGMP-Level in der Zelle. Abkirzungen: dSRF (Drosophila Serum Response Factor),
dMRTF (Drosophila Myocardin-related transcription factor), CBS (Cystathionin-p-Synthase), H,S
(Hydrogensulfid), PDE6 (Phosphodiesterase 6), NOS (Nitritoxid-Synthase), NO (Stickstoffmonoxid),
SGC (l6sliche Guanylylzyklase), cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat), PKG (Proteinkinase G), for
(foraging).
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3.6. Die Beteiligung der l6slichen Guanylylzyklase am Orientierungsgedachtnis

Eine der Hauptaufgaben von cGMP ist die Aktivierung von PKG. Im Folgenden soll
nun dieser Zusammenhang fiir das visuelle Orientierungsgedachtnis tUberprift werden.
Prinzipiell gibt es drei Klassen von Guanylylzyklasen: die Rezeptor-gebundene
Guanylylzyklase, die als Transmembranprotein ein Rezeptor flr extrazellulare Liganden
darstellt; eine l6sliche Guanylylzyklase (sGC) und eine Guanylylzyklase, die an den
aulleren Segmenten der Stdbchen in den Photorezeptoren sitzt. Im Folgenden wird
ausschlieBlich auf die sGC eingegangen, da sie den hauptséchlichen intrazelluldren
Rezeptor fir NO darstellt. Die sGC ist ein Heterodimer und besteht aus einer grof3en a-
und einer kleinen B-Untereinheit, beide Untereinheiten zeigen jedoch katalytische
Aktivitat (Davies, 2006).

Da die Mutanten fir die GCal (Gibbs et al., 2001) leider nicht zur Verfugung
standen, wurde ein RNAi-Konstrukt benutzt (Ni et al., 2008). Reduziert man die mRNA
von GCa99B in den R3 Neuronen des Ellipsoidkdrpers mit der Treiberlinie 189Y, so
verringert sich das Orientierungsgedéchtnis der Fliegen auf 70 % (Abb. 39).
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> -_ 20 Abb. 39: Die sGC wird in den R3 Neuronen flr das
5 60 - J_*** Orientierungsgedachtnis bendtigt. Die Reduzierung der
5  pF=-=-- J_— - MRNA von GCa99B mit Hilfe von RNAI in den R3 Neuronen
5 — (189Y-GAL4) fiihrt zu einem leicht  reduzierten
g 40 J o Gedachtnislevel im Vergleich zur ad&quaten Kontrolle (alle
w Gruppen n = 18). Die statistische Auswertung ist der Tab. 56
_g im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in
‘% 20 4 Abb. 9.
o)
o

0 T L]
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Anschliefend wurde eine genetische Interaktion zwischen der sGC und der Nos
Mutante durchgefiihrt, um die Verknupfung mit den bekannten Komponenten des
NO/cGMP-Signalweges auch fur diese Geddchtnisart herzustellen. Es wurde die
Defizienzlinie Df(3R)BSC547 (Df(sGC); Cook et al., 2012) verwendet, welche unter
anderem das Gen GCa99B deletiert (Abb. 40; dos Santos et al., 2015). Fir den Nos

Locus wurde die Nos® Mutante gewahlt, welche keine enzymatische Aktivitat von NOS
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mehr aufweist (Yakubovich et al., 2010) und im Detour einen defekten Phanotyp zeigt
(Abb. 17A).

29620k 29630k 29640k 29650k Z96E0K 29670k Z9RE0K 29680k 29700k 29710k 29720k 29750k 29740k 29750k 29760k 29770k 28780k 29790k 29800k 29810k Z8EZOF

Gene Span

e s R P P v e S et TR=21] = R TR — I e S 3 e S s
ard Hay-a =g T 4 -aw | 4

Deleted seqment

DF (3R)BSCE47 Gyca99B

Abb. 40: Die Defizienzlinie Df(3R)BSC547 umfasst den Genlocus fir GCa99B (veréndert nach
dos Santos et al., 2015).

Einfach heterozygote Fliegen, sowohl fur die sGC (Df(sGC)/1lI), als auch fur NOS
(Nos®/11) zeigen ein wildtypisches Arbeitsgedachtnis (Abb. 41A). Doppelt heterozygote
Tiere dagegen (Nos®/I1l; Df(sGC)/111) weisen einen kompletten Verlust des visuellen
Gedéachtnisses auf, laufen nur zu 60 % zum urspringlichen Ziel zurick und
unterscheiden sich damit nicht vom Zufallsniveau. Als néchster Schritt wurde eine
genetische Interaktionsstudie von Nos und for durchgefihrt, um zu zeigen, dass NO
nicht nur die sGC, sondern auch die fir das Orientierungsgedachtnis bendtigte PKG
(Kapitel 3.1) aktiviert. Es wurden das Nullallele Nos® und das Letalallel for® (dos
Santos et al., 2015) gewahlt. Die einfach heterozygoten Tiere, Nos“/Il und for®%/1l
zeigen ein wildtypisches Arbeitsgeddchtnis und laufen zu 80 % bzw. 90 % auf die
initiale Landmarke zuriick (Abb. 41B). Doppelt heterozygote Tiere dagegen
(Nos®/for®®) weisen den vollstindigen Verlust des Arbeitsgedachtnisses auf.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die sGC fir das Arbeitsgedachtnis also
nicht nur in den R3 Neuronen ben6tigt wird, sondern dass deren Aktivierung durch NO
essentiell fur das Orientierungsgedéchtnis ist, um anschlieBend Uber einen erhdhten
cGMP-Level die Aktivitat der for PKG zu regulieren.
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Abb. 41: Genetische Interaktion zwischen Nos und sGC, sowie Nos und for. (A) Heterozygote
Kontrollen fir die Defizienzlinie Df(sGC) und flr Nos zeigen ein wildtypisches Orientierungsgedachtnis
von 80 %, wéhrend die doppelt heterozygoten Tiere sich mit ihrer Gedé&chtnisleistung nicht vom
Zufallsniveau unterscheiden (alle Gruppen n = 15). (B) Die heterozygoten Tiere fir Nos und for zeigen
eine wildtypische Orientierungsleistung, wahrend die doppelt heterozygoten den vollstandigen Verlust
des Gedachtnisses aufweisen (alle Gruppen n = 15). Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 57 und
Tab. 58 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9

3.7. Der Einfluss der Ribosomalen-S6-Kinase Il und die Verknupfung mit der
Proteinkinase G

Nach der Etablierung des NO/cGMP/PKG-Signalweges flr das Arbeitsgedéachtnis,
wurde nach weiteren nachgeschalteten (downstream) Faktoren gesucht. Es ist bereits
bekannt, dass die Ribosomale-S6-Kinase Il (RSKII), welche bei Drosophila von
ignorant (ign) kodiert wird, in den R3/R4d Neuronen des Ellipsoidkorpers fur das
visuelle Orientierungsgedachtnis bendtigt wird (Neuser et al., 2008).

Um die Notwendigkeit von IGN auch ausschlielich auf die R3 Neurone zu
beschranken, wurden weitere Rettungsexperimente durchgefiihrt. Dafur wurde eine

58/1

Rekombinante des mutanten ign>~ Allels und des UAS-ign Transgens (Rintelen et al.,

2001) hergestellt. Der Stamm UAS-ign®*ign®**/FM7a (#24) wurde als positive

Rekombinante identifiziert (Anhang Kapitel 8.1.2; Abb. 67). Beim Experimentieren mit

58/1

der ign>"" Mutante wurde mehrfach die Erfahrung gemacht, dass die Tiere tiber mehrere

Generationen ihren Verhaltensphé&notyp verlieren. Aufgrund dessen wurden die Tiere
vor jedem Experiment (iber mehrere Generationen cantonisiert. Das bedeutet, dass der
genetische Hintergrund gegen einen wildtypischen CS Hintergrund ausgetauscht wurde,
ohne das Chromosom mit dem defekten ign®** Allel zu verandern. Nach der

58/1

Cantonisierung wurde anschliefend im ign™" mutanten Hintergrund die cDNA von ign
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in allen vier Ringsystemen exprimiert. Das defekte Orientierungsgedachtnis der ign
Mutante kann durch Expression von ign ausschlieflich in den R3 Neuronen (189Y)
gerettet und das wildtypische Niveau wiederhergestellt werden (Abb. 42). Die
Expression in den R1 Neuronen (R28D01-GAL4; Ofstad et al., 2011), in den R2 + R4m
Neuronen (c42-GAL4), sowie in den R4 Neuronen (ftz-ng-GAL4) hat keine Ver-
besserung des Gedachtnisses zur Folge. ign RSKII wird also ebenfalls ausschlieBlich in

den R3 Neuronen fir ein funktionsfahiges Orientierungsgedéachtnis benétigt.

1 die Expression in R3 Neuronen (189Y-GAL4)

L 2
*k Fekk *Hhk

100 r LR - Abb. 42: Expression der ign cDNA in den
= R3 Neuronen rettet das Orientierungs-
9 50 = gedachtnis der ign®®* Mutante. Wahrend die
c 80 - -F‘S -F15 @ -|:13 Expression von UAS-ign (Rintelen et al.,
=y L = = = 2001) in R1 Neuronen (R28D01-GALA4),
2 60 60 60 60 R2+R4m Neuronen (c42-GAL4) und R4
E Neuronen (ftz-ng-GAL4) keine Verbesserung
§ 40 _I_ des ign defekten Gedachtnisses bewirkt, stellt
LICJ -
(]
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das Gedéchtnis auf wildtypisches Niveau
20 4 wieder her (alle Gruppen n=25). Die
.21, 581 statistische Auswertung ist der Tab. 59 im
UAS-ign” ign
0 CS r — Anhang zu entnehmen. Darstellungskonven-
GAL4 - R28D0O1 c42 189Y ftzng tlo_nen wie in Abb. 9. Abkiirzung: RN
RN - Rl R2+R4m R3 R4 (Ringneuron)

Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass sowohl FOR als auch IGN in den
Subtypen des Ellipsoidkorpers bendtigt werden, wurde eine genetische Interaktions-
studie durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob beide Kinasen auch in derselben
Signalkaskade wirken. Transheterozygote for/for’®® Tiere mit zwei hypomorphen
Allelen zeigen einen intermedidren Phanotyp von 70 % Gedéachtnisleistung im Detour-
Paradigma (Abb. 43). Dies eignet sich besonders fir eine Interaktionsstudie, da sowohl
supprimierende als auch verstarkende Effekte sichtbar gemacht werden kénnen. Wird in
diesem transheterozygoten sitter Hintergrund zusatzlich eine Kopie des ign Gens
reduziert (ign®®'/X; for*/for'®®Y), so zeigen diese Fliegen ein starkeres Gedachtnisdefizit
bzw. einen kompletten Verlust des Orientierungsgedachtnisses im Vergleich zu
transheterozygoten sitter Tieren (for’/for*®). Im Gegensatz zu den Gedéchtnisdefiziten
der sitter Mutanten (for®), zeigen die Rover Tiere (for®) ein wildtypisches
Orientierungsgedachtnis (Abb. 9). Wird nun eine Kopie des ign Gens in einem

heterozygoten for*/for’®" Hintergrund eliminiert, hat dies keinen negativen Effekt auf
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das Gedachtnis (Abb. 43). ign®®/X; for*/for'®Y Tiere zeigen ein wildtypisches
Verhalten, da sowohl von ign als auch von for ein wildtypisches Allel vorliegt. Die
genetische Interaktion zeigt, dass die Kinasen in demselben Signalweg interagieren,

welcher flr die Funktion des Arbeitsgedachtnisses essentiell ist.

— %

1007 —"i.* Abb. 43: Genetische Interaktion zwischen for
< 25 — und ign. Transheterozygote for’/for'®® Tiere zeigen
= 801 P XXX ein intermedidres Gedéchtnis von 70 %. Reduziert
g — man in diesem genetischen Hintergrund jedoch
_% 60+ J_ zusatzlich eine ign Kopie (ign®®*/X; for/for’®®"), so
E ________ m - reduziert sich die  Gedéchtnisleistung auf
2 - Zufallsniveau. Die Reduzierung um eine Kopie ign
= 401 im Hintergrund des dominanten for® Allels
® (ign®/X; for®/for’®")  hat  jedoch  keine
= 204 Beeinflussung des Gedéchtnisses zur Folge (alle
& Gruppen n=27; eigene Arbeit, vertffentlich in

Kuntz et al., 2012). Die statistische Auswertung ist
0  sen ’ s der Tab. 60 im Anhang zu entnehmen. Dar-
ign X/X ign— /X

e stellungskonventionen wie in Abb. 9.

for*ifor’®”" for'tfor”™"  for'lfor

Als néchster Schritt wurde mit einer epigenetischen Studie die Hierarchie der beiden
Kinasen in diesem Signalweg untersucht, indem gepriift wurde, ob eine Uberexpression
von IGN in den R3 Neuronen den for Phanotyp retten kann. Die Uberexpression von
ign mit 189Y-GAL4 in einem transheterozygoten for Hintergrund rettet das defekte
Gedachtnis vollstandig (for*/for'®": UAS-ign/Ill, Abb. 44A). 189Y-GAL4 dient dabei
sowohl als Treiberlinie als auch als for Allel (for***"; Abb. 9). Sowohl die GAL4-
Kontrolle (transheterozygote for/for'®®Y) als auch die Kontrolle fiir das UAS-Konstrukt
(for*/for®; UAS-ign/111) zeigen ein signifikant schlechteres Orientierungsgedachtnis.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass IGN unterhalb von FOR in der Signalkaskade
steht, da durch vermehrte Expression der IGN Kinase der defekte Ph&notyp der for
Mutante aufgehoben werden kann. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurde das

reverse Experiment durchgefihrt. for wurde in einem ign®®*

mutanten Hintergrund
Uberexprimiert. Jedoch konnte weder mit 189Y- noch mit ¢232-GAL4 eine
Verbesserung oder Rettung des ign Phanotyps erreicht werden (Abb. 44B). Dies
unterstitzt ebenfalls die oben genannte Hypothese, dass FOR oberhalb von IGN in der

Signalkaskade agiert.

87



ERGEBNISSE

A 10 X kkk B 100, e e
. n.s. T [
& 80 80 —
- 80 80
o n.s. n.s. Tn.s.
— p = — —
2 @ 65
3 604 ﬂ___ 604 — — == _ _ﬂ_
2 iy
é * k% J_
2 40 404
L
(O]
=
= 20- 20+
E s 58/1
for cS I_"gn_/Y_|
——
0 T T T 0 . T v T
UAS-ign - + + UAS-forTH + + +
GAL4 189Y - 189Y GAL4 - 189Y c232

Abb. 44: Epigenetische Interaktionsstudie zwischen for und ign. (A) Transheterozygote for/for*®”
Tiere zeigen ein intermedidres Gedéchtnis von 70 % und auch die Kontrolle flir die Expression der ign
cDNA im for® Hintergrund zeigt ein defektes Gedachtnis. Die Uberexpression von IGN in R3 Neuronen
(189Y-GALA4) rettet jedoch den for® mutanten Gedéchtnisdefekt. (B) Die Uberexpression der for cDNA in
der ign Mutante in R3 Neuronen (189Y-GAL4) oder in R3/R4d Neuronen (c232-GAL4) hat keinen
Effekt auf das defekte Gedachtnis der ign®®* Mutante (alle Gruppen n=21-24; eigene Arbeit,
verdffentlich in Kuntz et al., 2012). Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 61 und Tab. 62 im
Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.

Um ign RSKII mit weiteren vorgeschalteten (upstream) Komponenten des
Signalwegs zu verknupfen, wurde eine weitere Interaktion zwischen den Genen ign und
Nos getestet. Doppelt heterozygote Tiere (ign®®*/X; Nos™*/Il) zeigen jedoch kein
gerichtetes Anlaufverhalten auf Landmarken, so dass ihr Orientierungsgedéachtnis im
Detour-Paradigma nicht quantifiziert werden konnte. Zur Dokumentation dieses
Phénotyps wurde das Lauf- und Orientierungsverhalten der Tiere im Buridan-
Paradigma analysiert. Dabei zeigte sich eine genetische Interaktion der beiden Gene, da
doppelt heterozygote Tiere eine hoch signifikante Verschlechterung der Orientierung
gegenuber der heterozygoten Kontrolltiere zeigen (Anhang Kapitel 8.4.2; Abb. 78). Die
genetische Interaktion zeigt, dass diese beiden Gene in einem gemeinsamen Signalweg
agieren, jedoch konnte die Relevanz dieses Signalweges aufgrund des schlechten

Anlaufverhaltens nicht fiir das Orientierungsgedachtnis etabliert werden.

3.8. Die Rolle des Transkriptionsfaktors dCREB fuir das Orientierungsgedachtnis
Nachdem eine Interaktion von RSKII und PKG in demselben Signalweg fur das
Arbeitsgedéchtnis etabliert werden konnte, stellte sich die Frage nach weiteren

downstream Komponenten des Signalweges. In einer Zellkulturlinie wurde gezeigt, dass
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ein Phosphorylierungssubstrat der RSKII der Transkriptionsfaktor CREB (cAMP
response element-binding protein) ist (De Cesare et al., 1998). Wird bei der Ausbildung
eines Gedéchtnisses die Expression von neuen Genen angeregt, so geschieht dies Uber
Transkriptionsfaktoren wie z.B. CREB (Kandel et al., 2014). Am Modellorganismus
Aplysia wurde zuerst herausgefunden, dass der Transkriptionsaktivator CREB fir die
langanhaltende synaptische Plastizitat notwendig ist (Dash et al., 1990). Creb -/- knock-
out Mduse zeigen vielfaltige Gedéchtnisdefizite, so z.B. bei der Kontext-bezogenen
Angstkonditionierung oder bei einem raumlichen Ortsgedédchtnis (Morris water-maze).
Auf Gehirnschnitten dieser M&use wurde elektrophysiologisch ebenfalls gemessen, dass
die Langzeit-Potenzierung im Hippocampus deutlich verschlechtert ist (Silva et al.,
1998). Bei Drosophila ist ebenfalls bekannt, dass CREB fir die Konsolidierung eines
olfaktorischen Langzeitgedachtnisses benotigt wird (Yin und Tully, 1996), nicht jedoch
flr kurzere Gedachtnisformen (Kahsai und Zars, 2011). Im Folgenden wurde Uberprift,
ob CREB eine funktionelle Bedeutung fur das Orientierungsgedéchtnis bei Drosophila
hat.

Mit Hilfe einer RNAI-Linie wurde ein gewebespezifischer knock-down von dCREB
in R3 Neuronen durchgefihrt, im Vergleich zur Kontrolle kann jedoch kein spezifischer
Effekt beobachtet werden (Anhang Kapitel 8.3.1, Abb. 71). Daher wurde eine
dominant-negative Isoform von dCREB exprimiert (UAS-dCreb2-b; Yu et al., 2006).
Wird das Transgen einzeln in allen vier Ringsystemen des Ellipsoidkdrpers exprimiert,
so ist in keinem der Falle eine deutliche Verschlechterung des Gedachtnisses im
Vergleich zum Wildtyp zu beobachten (Abb. 45A). Die Expression des dominant-
negativen dCREB in R3 Neuronen mit der Treiberlinie 189Y zeigt jedoch im Vergleich
zum Wildtyp eine leichte Verschlechterung des Gedachtnisses auf 70 %. Um eine
mdogliche Kompensierung der dCREB Regulation wahrend der Entwicklung zu
umgehen, wurde das Experiment unter zeitlich- und r&umlich-kontrollierten
Bedingungen mit dem Temperatur-sensitiven GAL4-Repressor Tub>GAL80" (McGuire
et al., 2003) wiederholt. Fliegen des Genotyps 189Y Tub > GAL80®> UAS-dCreb2-b
wuchsen unter restriktiven Bedingungen bei 18 °C auf und zeigen, ein wildtypisches
Orientierungsgedachtnis (Abb. 45B). Dieselben Tiere wurden nach dem Testen fiir 24 h
auf 30 °C gesetzt und anschlielend erneut im Detour-Paradigma getestet. Bei einer
Temperatur von 30 °C wirkt GAL80 nicht mehr als Repressor von GAL4 und die

dominant-negative Form von dCREB wurde in den R3 Neuronen exprimiert. Die Tiere
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weisen nach der Expression von dCREB2-b einen kompletten Verlust des
Orientierungsgedachtnisses auf.
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Abb. 45: dCREB ist essentiell fir ein funktionsféahiges Orientierungsgedachtnis. (A) Expression
eines dominant-negativen dCreb2-b Konstrukts in allen vier Ringsystemen hat keinen signifikanten
Effekt auf die Gedachtnisleistung im Vergleich zum Wildtyp CS (alle Genotypen n=15). (B)
189Y Tub > GAL80" > UAS-dCreb2-b Fliegen wurden auf 18 °C aufgezogen (Inhibition der GAL4-
Aktivitat) und zeigen ein normales Orientierungsgedachtnis. Nach 24 h Inkubation auf 30 °C (Induktion
der GAL4-Aktivitat) haben dieselben Fliegen das Gedachtnis flr eine Landmarke vollstandig verloren
(n=15). Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 63 und Tab. 64 im Anhang zu entnehmen.
Darstellungskonventionen wie in Abb. 9. Abkiirzung: RN (Ringneuron).

Zur weiteren Verifizierung, dass dCREB in den R3 Neuronen essentiell fir das
Orientierungsgedachtnis ist, wurde ein Rettungsexperiment durchgefiihrt. Da
homozygote Fliegen des Allels CrebB**®? letal sind, wurde mit heterozygoten Tieren
gearbeitet. Allein die Reduzierung einer Genkopie (CrebB*®%/X) hat eine deutliche
Verschlechterung des Arbeitsgedéchtnisses zur Folge (Abb. 46). AnschlieBend wurde in
diesem heterozygoten Zustand in jedem der vier Ringsysteme die cDNA von dCREB
exprimiert (UAS-dCrebB-17A, Perazzona et al., 2004). Der defekte Phanotyp der
Mutante kann nur durch dCREB-Expression in den R3 Neuronen vollstandig auf
Wildtyp-Niveau gerettet werden. Die Expression von dCREB in den R1 Neuronen
(c105-GAL4), in den R2+R4m Neuronen (c42-GAL4) oder in R4 Neuronen (ftz-ng-
GAL4) hat keine Verbesserung des Defekts der CrebB'®?/X Mutante zur Folge. Diese
Experimente zeigen, dass ein erhohter dCREB-Level ausschlielich in den R3
Neuronen das Gedachtnisdefizit der heterozygoten CrebB*!®/X Mutante wieder auf

wildtypisches Niveau herstellen kann.
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& der Mutante, wahrend die Expression in

g t L i 1 R3  Neuronen (189Y-GAL4) den

"é 201 o Phanotyp vollstandig auf Wildtypniveau

o Cremee/X rettet (alle Genotypen n=20). Die

o LGS . . . i . statistische Auswertung ist der Tab. 65

im Anhang zu entnehmen. Darstellungs-

gﬁﬁ;dCrebB ] 014(')5 cjt_2 1&;;)Y ftzTng konver}tionen wie in Abb. 9. Abkurzung:
RN - R1 R2+R4m R3 R4 RN (Ringneuron).

Zur weiteren Analyse des Signalweges wurde der Zusammenhang zwischen
PKG/RSKII und dCREB weiter untersucht, indem ein epistatisches Rettungsexperiment
durchgefuhrt wurde, da alle Komponenten in den R3 Neuronen zur Ausfiihrung eines
Orientierungsgedachtnisses bendtigt werden (Abb. 11, Abb. 42, Abb. 46). Um dCREB
als downstream Faktor von RSKII zu identifizieren, sollte der ign®* Phanotyp durch die
Uberexpression von dCreb cDNA gerettet werden.

Sowohl die GAL4-, als auch die UAS-Kontrolle im ign®**mutanten Hintergrund
weisen einen vollstandigen Verlust des Orientierungsgedachtnisses auf und laufen nur
zu 60 % auf die ursprungliche Landmarke zuriick (Abb. 47). Das Gedéchtnis kann
durch die Uberexpression von dCREB ausschlieRlich in den R3 Neuronen auf
wildtypisches Niveau gerettet werden und zeigt somit, dass dCREB als downstream
Faktor von for PKG und ign RSKII in diesem Signalweg agiert.
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Dieser Gedanke wurde noch einen Schritt weitergefiihrt, indem getestet wurde, ob
die zusatzliche Uberexpression von ign den defekten Gedachtnisphanotyp der ebo
Mutante rettet, um so die Verknupfung von EBO und dem RSKII/CREB-Signalweg
herzustellen. Auch hier wurden sowohl die GAL4-, als auch die UAS-Kontrolle im ebo
mutanten Hintergrund gemessen und diese Tiere zeigen den ebo Mutanten-typischen
Gedachtnisverlust (Abb. 48A). Wird hingegen ign in den R3 Neuronen lberexprimiert,
so l&sst sich ein wildtypisches Gedachtnis von 80 % positiven Entscheidungen auf das
urspringliche Ziel beobachten. Um weiter zu etablieren, dass die Funktion von EBO zu
Beginn des postulierten Signalweges der beiden Gasotransmitter steht, sollte der
Gedéchtnisdefizit der ebo Mutante durch die Uberexpression von dCREB in adulten R3
Neuronen gerettet werden. Erneut wurde hier der Temperatur-sensitive GAL4 Repressor
Tub > GAL80" (McGuire et al., 2003) verwendet. ebo®”® Mutanten wurden bei 18 °C
aufgezogen, so dass die Transkription durch GAL4 nicht initiiert wurde und die Tiere
wurden auf ihren Gedachtnisdefizit im Detour-Paradigma getestet (Abb. 48B). Uber
Nacht wurden dieselben Individuen auf 25 °C gehalten, so dass das Transgen induziert
wurde. Die Inkubation zur Induktion von GAL80"™ wurde bei uniiblichen 25°C
durchgefuhrt, da die Inkubation der Fliegen bei 24 h auf 30 °C entweder zum Tod der
Tiere fuhrte oder zu solch massiven Beeintrachtigungen der Fliegen fiihrte, dass diese
nicht mehr im Detour-Paradigma testbar waren.

Die moderate Uberexpression von dCREB in adulten R3 Neuronen innerhalb von

678

24 h fuhrt zu einer partiellen Rettung des Gedachtnisdefizits der ebo”™® Mutante.
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Abb. 48: Rettung des ebo®”® Gedachtnisphanotyps mit Uberexpression von IGN und dCREB. (A)
Uberexpression der ign cDNA in R3 Neuronen (189Y-GAL4) rettet den ebo®® defekten
Gedachtnisphénotyp im Detour-Paradigma, wéahrend das UAS- und auch das GAL4-Konstrukt im ebo
mutanten Hintergrund Kkein Orientierungsgedachtnis aufweisen (alle Genotypen n=20). (B)
ebo®"%;189Y Tub > GAL80"> UAS-dCrebB Tiere wuchsen bei 18 °C auf und besitzen kein Orien-
tierungsgedachtnis. 24 h Induktion auf 25 °C erlaubt die GAL4-Aktivitadt und somit dCREB-Expression
und resultiert in einer partiellen Rettung des ebo®® defekten Gedachtnisphanotyps (n = 15). Die statis-
tischen Auswertungen sind der Tab. 67 und der Tab. 68 im Anhang zu entnehmen. Darstellungs-
konventionen wie in Abb. 9.

Weitere genetische Interaktionsstudien mit der dCreb®®® Mutante ergaben keine
eindeutigen Ergebnisse. Sowohl die Interaktion zwischen Nos und dCreb (Anhang
Kapitel 8.3.3, Abb. 74), als auch zwischen ebo und dCreb (Anhang Kapitel 8.3.3, Abb.
75) deckte keine additiven Effekte auf. Des Weiteren wurde twins als eine mdgliche
Phosphatase fiir dCREB untersucht. Es wurde jedoch weder eine genetische Interaktion
zwischen twins und dCreb noch zwischen twins und Pka-C1 sichtbar (Anhang Kapitel
8.3.4, Abb. 76). Durch eine mutante Kopie einer moglichen dCREB-Phosphatase ware
eine verzogerte Dephosphorylierung von dCREB zu erwarten gewesen, was sich positiv
auf das Orientierungsgedachtnis hatte auswirken kdnnen.

Obwohl RSKII nur eine der moglichen Kinasen ist, welche CREB phosphorylieren
kénnen (Johannessen et al.,, 2004), wurde im Folgenden untersucht, ob es ein
unterschiedliches Verhaltnis von P~dCREB (phosphoryliertes CREB) und dCREB in
der ign®*" Mutante gibt. Das Drosophila CrebB Gen kodiert fiir verschiedene
Isoformen, die zwischen 29,8 und 34,4 kDa groR sind (dos Santos et al., 2015). Mit
einem Drosophila-spezifischen Phospho-dCREB Antiserum (Fropf et al., 2013) und
einem anti-CREB Serum gegen ein Peptid, welches in der Umgebung des zweiten
Startcodons liegt (anti-ATG2; Fropf et al., 2013) wurde eine vergleichende Western
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Blot-Analyse von Kopfen der ign®®* Mutante und des Wildtyps CS durchgefiihrt. Die
ign®®" Fliegen wurden vor der Herstellung der Proteinextrakte (ber mehrere
Generationen cantonisert (siehe Kapitel 3.7). Es konnten zwei bis drei Banden im
Bereich von 35-40 kDa in beiden Genotypen gefunden werden (Abb. 49A). Das
P~dCREB Expressionslevel wurde auf das Expressionslevel von dCREB normalisiert.
Das Verhéltnis von P~dCREB zu dCREB zeigt eine ~10 % Reduzierung von P~dCREB

in der ign®¥ Mutante (Abb. 49B).
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Abb. 49: P~CREB-Expressionslevel in CS und ign®** Fliegen. (A) Western Blot-Analyse von
Kopfextrakten (10 Kopfe pro Spur) mit einem Drosophila-spezifischen P~CREB- und CREB-Antikdrper.
Die Proben wurden halbiert und die gleiche Menge auf zwei verschiedene Gele aufgetragen, so dass ein
Gel (10 %) gegen P~CREB und das zweite Gel (10 %) gegen CREB gefarbt wurde. Es sind nur die
relevanten Ausschnitte der Gele zwischen 30 und 40 kDa gezeigt. P~CREB wurde im Bereich zwischen
35-40 kDa detektiert und die Intensitaten gegen die Expressionsintensitat des CREB-Levels verrechnet.
Pro Genotyp wurden jeweils neun unabhéngige Proben erstellt. (B) Quantifizierung des Verhaltnisses von
P~CREB-zu-CREB in CS und ign®®" Fliegen. Die Pixelintensititen wurden fiir jeden Genotyp
normalisiert (beide Genotypen n = 9; p = 0,043). Die statistische Auswertung ist der Tab. 69 im Anhang
zu entnehmen. Dargestellt sind der Mittelwert und der Standardfehler.

Zusammenfassend l&sst sich aus den durchgefuhrten Experimenten sagen, dass das
H.S-produzierende Enzym CBS unter der transkriptionellen Kontrolle von
dSRF/dMRTF steht, welche durch den Verlust der EBO-Aktivitét inhibiert wird (Abb.
50). Des Weiteren fuhren die beiden diffundierenden Neuromodulatoren NO und H,S
zu einem erhohten cGMP-Level in der Zelle, wodurch die for PKG und die ign RSKII
aktiviert werden, was schlieBlich zu einer Aktivitatssteigerung von dCREB fihrt.
Betrachtet man jedoch die zeitliche Spanne von Genregulation und Transkription, sowie
ggf. Translation und Modifikation, so wird deutlich, dass diese Mechanismen nicht
innerhalb des untersuchten 4 s Ged&chtnisses ablaufen kdnnen. dCREB als Trans-
kriptionsfaktor wird also nicht akut fir die direkte Entscheidungsfindung bendtigt,
sondern dCREB wird akut innerhalb eines 24 h Fensterns, in dem es exprimiert wurde

(Abb. 45) benétigt. In den R3 Neuronen wird offenbar ein wohl definiertes dCREB-
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Niveau bendtigt, um die Expression von Proteinen, welche fir die synaptische
Plastizitat notwendig sind, gleichmé&fig stabil und hoch zu halten. Diese Proteine, im
Folgenden Kompetenzfaktoren genannt, statten die R3 Neurone dann mit der Fahigkeit
aus, das Arbeitsgedachtnis fir umgebende Landmarken permanent wahrend des Laufens
zu aktualisieren und zu speichern. Reduziert man CREB in diesem System, so stehen
die Kompetenzfaktoren nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung und die prézise,
sowie sehr schnelle Funktionalitdit des Arbeitsgeddachtnisses wird nicht mehr

gewadhrleistet.
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Abb. 50: Schematische Zusammenfassung des postulierten Signalweges. Uber die beiden Gase NO
und H,S wird der cGMP-Level reguliert. Die anschliefende Aktivierung von PKG und RSKII resultiert in
der Phosphorylierung von dCREB, welches wiederum fiir die Zelle notwendige Kompetenzfaktoren
reguliert. Cbs steht unter der transkriptionellen Kontrolle von dSRF/dMRTF und wird in der ebo Mutante
durch Aktinakkumulation im Zellkern inhibiert. Abklrzungen: dSRF (Drosophila Serum Response
Factor), dMRTF (Drosophila Myocardin-related transcription factor), Cbs und CBS (Cystathionin-p-
Synthase), H,S (Hydrogensulfid), PDE6 (Phosphodiesterase 6), NOS (Nitritoxid-Synthase), NO
(Stickstoffmonoxid), sGC (I6sliche Guanylylzyklase), cGMP (Zyklisches Guanosinmonophosphat), PKG
(Proteinkinase G), for (foraging), Ribosomale-S6-Kinase Il (RSKII), ignorant (ign), dCREB~P
phosphoryliertes (aktiviertes) Drosophila cCAMP response element-binding protein).
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3.9. homer als moglicher Kompetenzfaktor

Im folgenden Experiment soll das Gen homer als moglicher Kompetenzfaktor
untersucht werden, der fir die Ausfuhrung des visuellen Orientierungsgedéchtnisses
relevant sein konnte. Die Mitglieder der Familie der Homer Proteine besitzen eine
Protein-bindende Domane und interagieren bei Vertebraten als Geristprotein, um die
strukturelle und damit auch funktionelle Organisation der metabotropen glutamatergen
Rezeptoren, sowie der IP3-Rezeptoren zu steuern (Brakeman et al., 1997; Tu et al.,
1998). Bei Drosophila gibt es ein homer Gen, welches starke Homologie zu den drei
Homer Genen aus der Maus zeigt. AuBerdem ist homer im zentralen, adulten
Nervensystem angereichert und wird vermehrt am Endoplasmatischen Reticulum, sowie
in den optischen Loben und im Zentralkomplex gefunden (Diagana et al., 2002, Urizar
et al., 2007). AulRerdem zeigt die homer Nullmutante ein reduziertes Gedéchtnis in der
Balzkonditionierung (Diagana et al., 2002). In einer anderen Studie wurde der homer
Mutante ein Defekt des olfaktorischen Langzeitgedachtnisses zugeschrieben. Zuséatzlich
zeigten trainierte Fliegen nach der Konditionierung eine stark erhdhte homer-
Expression, welche durch dCREB-AKktivitat vermittelt wurde (Miyashita et al., 2012).

R102

Das Allel homer ist durch das unprézise Entfernen des P-Elements EP2141

entstanden, das benachbarte Gen Liprin-alpha wurde jedoch nicht beschadigt. homer®'%

ist ein Nullallel, wohingegen homer="24!

ein hypomorphes Allel ist und nur eine leichte
Reduzierung des Proteinlevels aufweist, da das P-Element 60 bp upstream des ersten
Exons von homer ins Genom integriert ist (Diagana et al., 2002). Homozygote
homer®™® Fliegen zeigen nicht nur den kompletten Verlust des Orientierungs-
gedachtnisses, sondern zusétzlich auch noch den Verlust der Turn-Kompensation, was
sich an einem Median von 50 % zeigt (Abb. 51). Die Turn-Kompensation beschreibt das
Phédnomen, dass nach einer Rechtsdrehung der Fliege die Wahrscheinlichkeit fur eine
Linksdrehung hoher ist als eine erneute Rechtsdrehung, und umgekehrt. Entféllt diese,
so zeigen die Mutanten nur noch 50 % positive Entscheidungen auf die urspriingliche
Landmarke (siehe Kapitel 2.2). Zusétzlich wurden auch transheterozygote
homer®'%/homer®"?*! Fliegen im Detour-Paradigma getestet. Auch diese Fliegen
zeigen einen vollstdndigen Verlust des Gedachtnisses auf nur 60 % positive

Entscheidungen im Median, die Turn-Kompensation ist jedoch noch vorhanden.
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Fur die weitere Analyse der Mutante wurde versucht, eine Phédnokopie mittels RNAI
zu erzeugen. Der knock-down von homer wurde in allen vier Ringsystemen durch-
gefiihrt (Abb. 52A; UAS-homerRNAI: Ni et al., 2008). Weder die UAS-Kontrolle fur
das RNAI-Transgen, noch die Expression dieses Konstrukts in den R1 Neuronen (c105-
GAL4), R2 Neuronen (EB1-GAL4) oder R4 Neuronen (ftz-ng-GAL4) fihren zu einem
negativen Effekt in Bezug auf das Arbeitsgedachtnis. Allein die Herunterregulierung
der homer mRNA in den R3 Neuronen hat einen deutlichen Effekt und flihrt zum
kompletten Gedachtnisverlust, welcher eine vollstandige Phanokopie der Mutante

homerR1%2

widerspiegelt.

Um Entwicklungsdefekte des Nervensystems in der Mutante als Grund fur das
fehlende Arbeitsgeddchtnis auszuschlielen, wurde zusétzlich ein konditionaler knock-
down durchgefiihrt. Die Tiere (189Y Tub > GAL80"> UAS-homerRNAI) wuchsen
wahrend der Entwicklung unter restriktiven Bedingungen bei 18 °C auf und zeigen
anschlieRend eine wildtypische Geddachtnisleistung von 80 % (Abb. 52B). Dieselben
Tiere wurden 24 h auf 30 °C gehalten, so dass sich der Repressor GAL80 von GAL4
I6st und die Transkription der RNAI erlaubt. AnschlieBend wurden dieselben Tiere
erneut getestet. Die Expression der homerRNAI in adulten Tieren hat einen voll-
stdndigen Verlust des Arbeitsgedachtnisses zur Folge. Auch bei der homer Mutante

wird das Protein in einer adult-spezifischen Funktion bendtigt.
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Abb. 52: homer wird in den R3 Neuronen fir das visuelle Arbeitsgedachtnis benétigt. (A) Der
knock-down der homer mRNA mittels RNAI in R1 Neuronen (c105-GAL4), R2 Neuronen (EB1-GAL4)
und R4 Neuronen (ftz-ng-GAL4) zeigt keinen Einfluss auf das Orientierungsgedéchtnis und unterscheidet
sich somit nicht vom Wildtyp CS. Der knock-down in R3 Neuronen (189Y-GAL4) hat jedoch einen
vollstandigen Verlust des Gedéchtnisses zur Folge und der Genotyp unterscheidet sich nicht mehr zur
Nullmutante (alle Genotypen n = 18). (B) 189Y Tub > GAL80"> UAS-homerRNAI Tiere wuchsen bei
18 °C auf und weisen ein wildtypisches Gedéchtnis auf. Induktion der RNAi durch Inkubation auf 30 °C
fur 24 h fuhrt zum vollstindigen Verlust der Gedé&chtnisleistung (beide Genotypen n=14). Die
statistischen Auswertungen sind der Tab. 71 und der Tab. 72 im Anhang zu entnehmen. Darstellungs-
konventionen wie in Abb. 9. Abkirzung: RN (Ringneuron).

Um die bisherigen Befunde, dass Homer in R3 Neuronen fiir das Arbeitsgedéachtnis
bendtigt wird, weiter zu unterstiitzen, wurde als ndchster Schritt ein Rettungsexperiment
durchgefihrt. Da sowohl homer als auch 189Y-GAL4 (R3 Neurone) auf dem zweiten
Chromosom liegen, wurde mit dem Allel homer="?*! und dem Transgen 189Y-GAL4
eine Rekombination durchgefuihrt (Anhang Kapitel 8.1.3; Abb. 68).

Testet man sowohl die UAS-Kontrolle als auch das rekombinierte homer="?**! Allel

mit 189Y in einem homerR'®

mutanten Hintergrund, so zeigen beide Stdmme ein
defektes Orientierungsgedachtnis (Abb. 53). Der Genotyp homer®'%/homer="?#! 189Y-
GAL4 weist mit einem Median von 50 % erneut keine Turn-Kompensation auf, jedoch
unterscheidet er sich nicht von der UAS-Kontrolle (homer™®/homers%*: UAS-
homer/111), welche bei 60 % lauft. Wird jedoch in diesem genetischen Hintergrund
zusétzlich die cDNA von homer (Diagana et al., 2002) in den R3 Neuronen exprimiert
(homer®%%/homer="?*! 189Y-GAL4; UAS-homer/IIl), so wird das Gedachtnis auf ein
wildtypisches Niveau von 80 % vollstandig wiederhergestellt. Dieses Experiment zeigt,
dass die Funktion von Homer fur das visuelle Orientierungsgedéchtnis ausschlieBlich in

den R3 Neuronen bendtigt wird. AufRerdem konnte hier gezeigt werden, dass homer
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nicht nur fir ein Langzeitgedachtnis (Miyashita et al., 2012), sondern auch fur die
Ausbildung eines Kurzzeitgedachtnisses benétigt wird.
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3.10. Die Rolle des cAMP/Proteinkinase A-Signalweges

Der cAMP-Signaltransduktionsweg hat eine fundamentale und zentrale Rolle fiir die
Gedachtnisbildung von Drosophila (McGuire et al., 2005; Kahsai und Zars, 2011;
Waddell und Quinn, 2001). Jedoch konnte der Einfluss dieses Signalwegs auf das
Ausbilden eines funktionsfahigen Arbeitsgedédchtnisses noch nicht eindeutig geklart
werden (siehe Kapitel 1.5), da die rut Mutante keine gezielte Orientierung auf
Landmarken zeigt und daher nicht im Detour-Paradigma getestet werden kann.
AuRerdem sind die Ergebnisse der dnc' Mutante (Neuser et al., 2008) aufgrund der
50 % PDE-Restaktivitat des Allels (Davis und Kiger, 1981) nicht eindeutig.

Um die Beteiligung der cAMP-Signalkaskade noch einmal genauer zu betrachten,
wurden konditionale RNAI-Experimente gegen rut durchgefuhrt (UAS-rutRNAI; Dietzl
et al., 2007). Die transgenen Tiere (189Y Tub > GAL80™/II > UAS-rutRNAI) wurden
unter restriktiven Bedingungen bei 18 °C aufgezogen und zeigen ein funktionales
Orientierungsgedachtnis (Abb. 54). Halt man dieselben Tiere anschlielend fur 24 h auf
30 °C und induziert so die Expression der rutRNAI ausschlieBlich in den R3 Neuronen,
so zeigen die Tiere erstens noch ein gerichtetes Anlaufverhalten auf die Landmarken,

aber zweitens weisen sie den vollstandigen Verlust des Orientierungsgedachtnisses auf.
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Dieses Experiment zeigt sehr gezielt, dass die rut AC in den adulten R3 Neuronen fur

die Ausfuhrung des visuellen Arbeitsgedachtnisses bendtigt wird.

100+

Orientierungsgedachtnis benétigt. 189Y Tub > GAL80"/Il >
UAS-rutRNAI Fliegen wurden bei 18 °C aufgezogen und zeigen
ein wildtypisches Gedé&chtnis. Induktion des knock-downs der rut
60 1- - . mRNA in R3 Neuronen (189Y-GAL4) durch Inkubation auf
L 30°C fur 24 h fihrt zu einem vollstdndigen Verlust des
Gedachtnisses (beide Genotypen n =12). Die statistische
401 J_ Auswertung ist der Tab. 74 im Anhang zu entnehmen. Dar-
stellungskonventionen wie in Abb. 9.
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Die Aktivitat der Adenylylzyklase (AC) flhrt zu einer vermehrten Produktion von
cAMP, welches wiederum an die regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A
(PKA) bindet und durch eine Konformationsanderung die katalytischen Untereinheiten
aktiviert (Waddell und Quinn, 2001). Bei Drosophila wurden drei Kkatalytische
Untereinheiten (PKA-C1, -C2, -C3) identifiziert (Kalderon und Rubin, 1988). Um zu
Uberprifen, ob auch die PKA fiir das visuelle Arbeitsgedéachtnis benétigt wird, wurden
ebenfalls konditionale knock-down Experimente gegen die drei Kkatalytischen
Untereinheiten der PKA induziert in den R3 Neuronen durchgefiihrt (Abb. 55). Alle
transgenen Tiere wuchsen unter restriktiven Bedingungen auf, da bei 18 °C die
Repressorfunktion von GALS80" aktiv ist (McGuire et al., 2003), keine RNAI induziert
wurde und somit die Fliegen ein wildtypartiges Orientierungsgedéachtnis von 80 %
aufweisen. Reguliert man jedoch die PKA-C1 in den adulten R3 Neuronen herunter
(24 h Induktion auf 30 °C), so zeigen die Fliegen einen kompletten Verlust des
Gedéchtnisses (Abb. 55A; UAS-Pka-C1RNAI: Dietzl et al.,, 2007). Auch die
Transkription der PKA-C2RNAI hat eine leichte, aber nicht signifikante Reduzierung
des Gedachtnisses auf 70 % zur Folge (UAS-Pka-C2RNAI; Ni et al., 2008). Es bleibt
jedoch ein Restgedéchtnis vorhanden (Abb. 55B). Der knock-down von PKA-C3 in

adulten R3 Neuronen fiihrt dagegen zu 60 % positiven Entscheidungen fur die initiale
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Landmarke und somit zu einem vollstdndigen Verlust des Gedachtnisses (Abb. 55C;
UAS-Pka-C3RNAI: Ni et al., 2008).
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Abb. 55: Die Beteiligung der PKA-Untereinheiten. (A) Der adult-induzierte knock-down der Pka-
Cl mRNA in R3 Neuronen (189Y-GAL4) fiihrt zu einem stark reduziertem Orientierungs-
gedachtnis (n=12). (B) Der adult-induzierte knock-down der Pka-C2 mRNA in R3 Neuronen
(189Y-GALA4) zeigt eine leichte Verschlechterung auf 70 % Gedé&chtnisleistung, jedoch ist dies kein
signifikanter Effekt (n=12). (C) Der adult-induzierte knock-down der Pka-C3 mRNA in R3
Neuronen (189Y-GAL4) hat ebenfalls eine deutliche Reduzierung der Gedachtnisleistung zur Folge
(n = 12). Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 75 bis Tab. 77 im Anhang zu entnehmen.
Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.

Die Ergebnisse der RNAi-Experimente wurden mit einer Mutantenanalyse bestatigt
und es wurden heterozygote Tiere des letalen Pka-C1™ Allels (Lane und Kalderon,
1993) getestet. Diese Tiere zeigen ein reduziertes Orientierungsgedachtnis von 70 %
Rickkehr auf das urspriingliche Ziel und sind damit hoch signifikant schlechter als der
Wildtyp CS (Abb. 56A). Zusétzlich wurde eine Pka-C3 Mutante getestet, das
homozygot lebensfahige Pka-C3%*-% Nullallel, welche mit Hilfe einer synthetischen
Deletion hergestellt wurde (Doris Kretzschmar; OHSU Portland). Homozygot mutante
Pka-C3 Fliegen weisen einen vollstandigen Verlust des visuellen Arbeitsgedéachtnisses
auf und schlagen nur zu 60 % den urspriunglichen Weg wieder ein (Abb. 56B). Das
defekte Orientierungsgedachtnis der Pka-C3%**® Mutanten kann jedoch nicht mit der
spezifischen Treiberlinie 189Y-GAL4 gerettet werden. Pka-C3%**° Mutanten mit einer
panneuralen Expression (elav-GAL4; 111. Chromosom) von UAS-Pka-C3 konnten nicht
im Detour-Paradigma getestet werden, da sie kein gerichtetes Anlaufverhalten auf die

Landmarken zeigen.
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Abb. 56: Die Ergebnisse der RNAIi-Experimente zur Beteiligung der PKA-Untereinheiten
kann mit den Mutanten Pka-C1"? und Pka-C3%R" bestatigt werden. (A) Heterozygote Pka-
C1"2/11 Mutanten zeigen ein reduziertes Orientierungsgedachtnis (beide Genotypen n = 15). (B) Die
Mutante Pka-C3°°" weist im Gegensatz zum Wildtyp CS einen vollstdndigen Verlust des
Orientierungsgedachtnisses auf, dieser kann jedoch nicht in R3 Neuronen (189Y-GAL4) gerettet
werden (alle Genotypen n = 12-15). Die statistischen Auswertungen sind der Tab. 78 und der Tab.
79 im Anhang zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.

In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass sowohl heterozygote Pka-C1"%/11 (Abb.
56A) als auch heterozygote CrebB>'%?/X (Abb. 46) Tiere ein intermediares Gedéchtnis
von 70 % im Detour-Paradigma haben und dass die Phosphorylierung von dCREB
durch ign RSKII in den R3 Neuronen essentiell fur das visuelle Arbeitsgedachtnis ist.
Aus anderen Tiermodellen (Aplysia, Apis melifera, Mus musculus) ist bekannt, dass die
Aktivitat der PKA (ber den Transkriptionsfaktor CREB zu induzierter Genexpression
fuhrt, welche wiederum zu synaptischer Plastizitat fuhrt (Kandel et al., 2014).

In  einer genetischen Interaktionsstudie sollte nun auch fir das
Orientierungsgedachtnis untersucht werden, ob PKA und dCREB in einem Signalweg
interagieren, also ob die Phosphorylierung von dCREB durch PKA notwendig flr das
Ausbilden des Gedéchtnisses ist. Wie bereits erwahnt, haben sowohl heterozygote Pka-
C1"2/11 als auch heterozygote CrebB'®?/X einen intermedidren Phanotyp im Detour-
Paradigma (Abb. 57). Doppelt heterozygote Tiere (CrebB%**%/X; Pka-C1"%/11) hingegen
zeigen keinen additiven Effekt, also keine Verschlechterung des Orientierungs-
gedachtnisses. Dieses Ergebnis ergibt keine eindeutige Erkenntnis, da eine genetische
Interaktion nicht unbedingt im Phénotyp sichtbar werden muss. Jedoch gibt es erste

Hinweise darauf, dass PKA und dCREB nicht in demselben Signalweg interagieren.
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Auf der Suche nach einem weiteren Signalweg, der mit CAMP/PKA assoziiert ist und
unabhéngig von dCREB ist, wurde das Synapsen-assoziierte Protein Synapsin
untersucht. Bei Vertebraten ist die Familie der Synapsine gut untersucht - sie binden an
synaptische Vesikel und ebenso an Aktin des Cytoskeletts (Greengard et al., 1993;
Hilfiker et al., 1999), wodurch der sogenannte Reservepool aus Vesikeln
zusammengehalten wird. Durch PKA-Phosphorylierung des Synapsins konnen die
synaptischen Vesikel von diesem Reservepool dissoziieren und zur aktiven Zone
wandern (Hosaka et al., 1999; Akbergenova und Bykhovskaia, 2007 und 2010). Bei
Drosophila gibt es nur ein Gen fir Synapsin (Syn; Klagges et al., 1996) und eine
Nullmutante Syn®”, bei der Teile des Promotors inklusive des wahrscheinlichen
Transkriptionsstarts, das erste Exon und Teile des ersten Introns deletiert sind
(Godenschwege et al., 2004).

Die Syn®” Mutanten zeigen einen deutlichen Verlust des visuellen Orientierungs-
gedachtnisses im Vergleich zum Wildtyp CS (Abb. 58). Dieser l&sst sich jedoch durch
die Expression der cDNA in den R3 Neuronen auf ein wildtypisches Niveau
wiederherstellen (189Y/11; Syn® /UAS-Syn (UAS-Syn: Godenschwege et al., 2004)). Die
UAS- und die GAL4-Kontrolle hingegen zeigen den defekten Phénotyp.
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Als nédchster Schritt sollte die Verknlpfung zum cAMP/PKA-Signalweg untersucht
werden. Heterozygote Tiere (Pka-C1"%/11 und Syn®’/Ill) zeigen einen intermediaren
bzw. einen wildtypischen Gedachtnislevel (Abb. 59). Doppelt heterozygote Tiere
(Pka-C1"%/11; Syn®/1I1) ~ hingegen  weisen einen  vollstandigen  Verlust  des
Orientierungsgedéchtnisses auf, was auf ein Zusammenwirken dieser beiden

Komponenten schlie3en lasst.
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80 1 Abb. 59: Genetische Interaktion zwischen Syn und
Pka-C1. Heterozygote Pka-C1"%/11 Fliegen zeigen ein
intermediédres Orientierungsgedachtnis, wahrend ein-
fach heterozygote Syn®/Il Tiere ein wildtypisches
Gedéachtnis aufweisen. Doppelt heterozygote Fliegen
hingegen zeigen einen additiven Effekt der
Phé&notypen und haben das Orientierungsgedéchtnis
vollstdndig verloren. (alle Genotypen n =25). Die
20 - statistische Auswertung ist der Tab. 82 im Anhang zu
entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.
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Durch die genetische Interaktion von Pka und Syn konnte ein weiterer Hinweis
gesammelt werden, dass CAMP/PKA/SYN in einem Signalweg interagieren, in dem
maoglicherweise eine Kurzzeitkomponente fir das Arbeitsgedachtnis liegt, die tber die

schnelle Verfiigbarkeit von Vesikel reguliert wird. Zur Uberpriifung der Hypothese,

105



ERGEBNISSE

dass der PKA-Signalweg fur eine Kurzzeitkomponente verantwortlich sein konnte,
wurden pharmakologische Experimente mit dem PKA-Inhibitor Rp-cAMPS
(Vergleichsstudie: Moore et al., 1998) durchgefiihrt. Die Tiere wurden in zwei Gruppen
eingeteilt: Eine Kontrollgruppe (erhélt nur die Zuckerlésung) und eine experimentelle
Gruppe (erhalt die Zuckerldsung und zusatzlich das Pharmakon). Die Tiere wurden
sowohl vor als auch nach der Inkubationszeit im Detour-Paradigma getestet. Die Tiere
wurden individuell gehalten, so dass ein eins-zu-eins Vergleich méglich war.

Der PKA-Inhibitor Rp-cAMPS wurde als erstes mit einer Konzentration von 200 uM
und einer Inkubationszeit von 2 h an CS Tiere verfuttert (Abb. 60A). Wéhrend die
Kontrollgruppe, welche 2 h nur auf der Zuckerlosung sal?, keine Beeintrachtigung der
Gedachtnisleistung zeigt, ist bei der experimentellen Gruppe nach Aufnahme des
Inhibitors der komplette Verlust des Arbeitsgedachtnisses zu beobachten. Die Tiere
zeigen sogar nur ein Zurlckkehren auf die alte Landmarke in 50 % der Falle, was
bedeutet, dass die Turn-Kompensation durch den Inhibitor ebenfalls eliminiert wurde.
Wird die Inkubationszeit des Inhibitors auf 30 min reduziert (ebenso 200 uM; Abb.
60B), wird eine &hnliche Wirkung erzielt. Selbst nach der verkirzten Inkubationszeit
zeigt sich der vollstandige Verlust des Gedachtnisses durch die Aufnahme des
Inhibitors. Die Kontrollgruppe zeigt eine leichte Verschlechterung des Orientierungs-
gedachtnisses auf 75 %. Verklrzt man die Inkubationszeit auf 5 min bei gleich-
bleibender Konzentration von 200 uM, so zeigt sich immer noch eine starke
Verschlechterung des visuellen Orientierungsgedéachtnisses auf 55 % (Abb. 60C). Die
Kontrollgruppe zeigt auch hier vor und nach der Zuckeraufnahme im Median ein
Gedachtnis von 80 %, jedoch gibt es eine signifikante Verschlechterung der Einzeltiere.
Da eine weitere zeitliche Graduierung experimentell schwer durchfuhrbar ist, wurde als
nachster Schritt die Konzentration des Inhibitors auf 100 uM gesenkt (Abb. 60D). Nach
5 min Inkubationszeit zeigen die Fliegen ein reduziertes Gedachtnis auf 70 % positive
Entscheidungen, welches sich nicht vom Zufallsniveau unterscheidet. Jedoch ist auch
eine deutlich schwéchere Wirkung des Inhibitors aufgrund der verminderten
Konzentration zu beobachten. Die Kontrollgruppe zeigt das gleiche Phdanomen wie in
Abb. 60C. Reduziert man die Konzentration des PKA-Inhibitors weiter auf 50 uM
(Abb. 60E) bei einer Inkubationszeit von 5 min, so zeigt sich immer noch ein
reduziertes Gedéachtnisniveau von 70 %, jedoch ist hier ein leichter Trend nach oben zu
erkennen und die Entscheidungen der Fliege unterscheiden sich héchst signifikant vom

Zufallsniveau. Die Kontrollgruppe zeigt erneut keine Beeinflussung durch die
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Applikation. Reduziert man die Konzentration von Rp-cAMPS weiter auf 10 pM bei
einer Inkubationszeit von 5 min, so ist kein Einfluss des Inhibitors mehr auf das
Arbeitsgedachtnis der Fliegen zu beobachten (Abb. 60F). Die Kontrollgruppe zeigt
erneut keinen Einfluss der Behandlung.

Die Kontrollgruppen, welche eine Zuckerldsung als Medium verabreicht bekommen
haben, zeigen in einigen Teilexperimenten ebenfalls einen signifikanten Unterschied in
der Gedéachtnisleistung vor und nach der Aufnahme des Mediums. Der Median der
gesamten Kontrollgruppe bleibt jedoch bei 80 % oder fallt nicht unter 75 %, so dass die
Fliegen immer noch ein normales, wildtypisches Gedéachtnis aufweisen. Die leichte
Verschlechterung der Einzeltiere ist vermutlich auf die Handhabung der Fliegen
wahrend des Experiments, sowie wahrend der Inhibitorapplikation oder auf &ufRere
Bedingungen zuruickzufiihren. Die Verfltterung des PKA-Inhibitors an wildtypische
Fliegen zeigt, dass dieser das visuelle Orientierungsgedachtnis nicht nur innerhalb von 2
Stunden, sondern sogar innerhalb von 5 Minuten vollstdndig zerstéren kann. Damit
kann dem cAMP/PKA-Signalweg eine Rolle in der schnellen und kurzfristen

Modulation der Neurone fur dieses 4 s Gedéchtnis zugeordnet werden.
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Abb. 60: Pharmakologische Applikation des PKA-Inhibitors Rp-cAMPS. Dieselben Individuen
wurden vor und nach der Behandlung ohne Inhibitor (Kontrollgruppe) oder mit Inhibitor (experimentelle
Gruppe) getestet (alle Gruppen n = 15-16). (A) Konzentration des Inhibitors: 200 uM, Inkubation: 2 h
zerstort das Orientierungsgedachtnis vollstandig. Die Kontrollgruppe zeigt keinen Effekt. (B)
Konzentration des Inhibitors: 200 pM, Inkubation: 30 min zerstért das Orientierungsgedachtnis
volistdndig. Die Kontrollgruppe zeigt ebenfalls eine leichte Verschlechterung. (C) Konzentration des
Inhibitors: 200 uM, Inkubation: 5 min fiihrt zu einem vollstdndigen Verlust des Geddchtnisses. Die
Kontrollgruppe zeigt nach der Aufnahme von Zuckermedium einen Median von 80 % Orientierungs-
leistung, jedoch haben die Einzeltiere eine Verschlechterung durch die Inkubation erfahren. (D)
Konzentration des Inhibitors: 100 uM, Inkubation: 5 min reduziert das Orientierungsgedachtnis auf 70 %.
Die Kontrollgruppe zeigt die gleichen Effekte wie in (C). (E) Konzentration des Inhibitors: 50 uM,
Inkubation: 5 min reduziert das Orientierungsgedéachtnis auf 70 %. Die Kontrollgruppe zeigt keine
Effekte. (F) Konzentration des Inhibitors: 10 uM, Inkubation: 5 min. Weder in der Kontroll-, noch in der
experimentellen Gruppe sind Effekte durch das Zuckermedium oder den Inhibitor zu beobachten. Die
statistischen  Auswertungen sind der Tab. 83 bis Tab. 88 im Anhang zu entnehmen.
Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Orientierungsverhalten von
Drosophila, welches den Tieren eine ununterbrochene zielgerichtete Bewegung in der
Umwelt ermoglicht. Dabei spielen nicht nur akute sensorische Eingénge eine Rolle,
sondern auch gespeicherte Informationen, auf die zuruickgegriffen wird, wenn Erstere
kurzzeitig nicht zugénglich sind. Mit Hilfe des Modellorganismus Drosophila wurde ein
visuelles Arbeitsgedachtnis flr Zielobjekte untersucht. Wird eine Fliege beim
zielgerichteten Anlaufen einer Landmarke durch ein neues, kurzzeitig sichtbares Objekt
abgelenkt und erhalt anschlieend keinerlei visuelle Information zur Orientierung, so
findet sie trotzdem die Position der ersten Landmarke wieder und kann ihre
zielgerichtete Bewegung fortsetzen. Dieses Orientierungsverhalten beruht auf
Pfadintegration (Dissertation Mronz, 2004; Neuser et al., 2008).

Fur das visuelle Orientierungsgedachtnis konnten in dieser Arbeit zwei beteiligte
Gasotransmitter, Schwefelwasserstoff (H,S) und Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert
werden. Fur H,S wurde dabei erstmals Uberhaupt eine endogene Rolle in Lern- und
Gedachtnisprozessen nachgewiesen. Des Weiteren wurde flr Drosophila erstmals die
Beteiligung von NO an einer Geddachtnishildung gezeigt. Dabei ist die NO-Synthase
(NOS) vermutlich prasynaptisch lokalisiert und auBerdem wurde eine intrazellulare
Wirkung von NO beschrieben. SchlieBlich wurden auch die Proteinkinase A (PKA) und
Synapsin als relevante Faktoren flr kurzzeitige Veranderungen der Ringneurone des
Typs R3 identifiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der biochemische Signalweg flr die Ausbildung des
visuellen Orientierungsgedachtnisses bei Drosophila analysiert (Abb. 61): NO wird
durch die NO-Synthase (NOS) synthetisiert, wahrend die Entstehung von H,S vielseitig
ist und bei Drosophila die beiden Enzyme Cystathionin-p-Synthase (CBS) und
Cystathionin-y-Lyase (CSE) verantwortlich sind. Beide Gase werden bendtigt, um den
cGMP-Level in den R3 Neuronen auf einem hohen Niveau zu halten. NO wirkt dabei
uber die losliche Guanylylzyklase (sGC), welche die Umwandlung von Guanosin-
triphosphat in zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) katalysiert (Davies, 2006).
H,S hat hingegen eine inhibitorische Wirkung auf die cGMP-Phosphodiesterase
(cGMP-PDE; Bucci et al., 2010), welche fiir den Abbau von cGMP verantwortlich ist.
Durch die Freisetzung von H,S wird also die Aktivitdt der cGMP-PDE reduziert,
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wodurch wiederum der Abbau von cGMP verzogert wird. Der erhohte cGMP-Level in
den R3 Neuronen fihrt zur Aktivierung der for PKG und schlie3lich zur Aktivierung
der ign RSKII, welche wiederum die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB
(CAMP response element-binding protein) férdert und somit fur ein permanent erhohtes
CREB-Level in den R3 Neuronen sorgt. Ein erhdhter CREB-Level erlaubt es der Zelle,
permanent das Expressionslevel von Kompetenzfaktoren wie homer auf einem hohen

Niveau zu halten.

Abb. 61: Schematische Darstellung der konzertierten Wirkung von NO und H,S auf die Aufrecht-
erhaltung eines erhéhten cGMP-Levels in den R3 Neuronen des Ellipsoidkérpers. cGMP aktiviert
die PKG, welche wiederum aktivierenden Einfluss auf die RSKII hat. Die Phosphorylierung von dCREB
durch RSKII fiihrt zu einer vermehrten Expression von Kompetenzfaktoren, welche essentiell fir ein
funktionsfahiges visuelles Orientierungsgedachtnis sind. Abkirzungen: NOS (Nitritoxid-Synthase), NO
(Stickstoffmonoxid), sGC (lésliche Guanylylzyklase), cGMP (Zyklisches Guanosinmonophosphat), CBS
(Cystathionin-p-Synthase), H,S (Schwefelwasserstoff), PDE6 (Phosphodiesterase 6), PKG (Protein-
kinase G), RSKII (Ribosomale-S6-Kinase 11), P~CREB (phosphoryliertes (aktiviertes) cAMP response
element-binding protein).

4.1. Die endogene Rolle von H,S bei Lern- und Gedachtnisprozessen

Wahrend die neuronale Funktion von NO als retrograder Botschaftenstoff und als
gasformiger Transmitter ausgiebig erforscht und anerkannt ist, blieb die Rolle von H,S
als Neuromodulator sehr kontrovers. Bereits im 16. Jahrhundert wurde die toxische
Wirkung von H,S beschrieben. Menschen, die eine Sulfidvergiftung tberlebten, zeigten
starke Gedé&chtnisverluste und heute ist bekannt, dass eine akute Intoxikation mit H,S
die Monoamin-Oxidase inhibiert und so enormen Einfluss auf den Neurotransmitter-
Level im Gehirn hat (Warenycia et al., 1989). In elektrophysiologischen Studien wurde
auBerdem gezeigt, dass H,S sowohl Ca®*-Kanale als auch Ca**-abhangige K*-Kanéle in
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serotonergen Neuronen aktiviert und so in die Neurotransmission eingreift (Kombian et
al., 1993). Des Weiteren wurden Fehlfunktionen des H,S-produzierenden Enzyms CBS
mit neurodegenerativen Krankheiten wie dem Down Syndrom und der Alzheimer
Krankheit in Verbindung gebracht. Es wurden jedoch auch neuroprotektive
Eigenschaften von H,S gegen den oxidativen Stress einer Zelle beschrieben, was auch
auf eine physiologische Funktion von endogenem H,S ruckschlieBen lasst. H,S wirkt
sich ebenfalls auf die Relaxation der glatten Muskulatur aus, wirkt als Modulator bei
Entzindungsreaktionen, hat anti-nozizeptive Effekte auf den Gastrointestinal-Trakt und
wurde als Mediator von Nozizeption im peripheren Gewebe beschrieben (ausfihrlicher
Review Kimura, 2010).

Sowohl die Enzyme CBS und CSE, als auch geringe Mengen endogenes H,S wurden
im Gehirn nachgewiesen (Paul und Snyder, 2012; Paul et al., 2014; Bruintjes et al.,
2014). Die Detektion und Messung von frei diffundierenden H,S-Mengen im Gehirn
oder in Gewebe ist duferst schwierig. Die gemessenen Werte unterscheiden sich stark
und sind abhangig von der angewandten Quantifizierungsmethode. Es lasst sich jedoch
festhalten, dass H,S als Neurotransmitter in sehr geringen Mengen im nM- bis uM-
Bereich vorkommt. AufRerdem kommt H,S auch in gebundener Form vor und dient so
als H,S-Speicher (Kimura, 2010). Uber die Wirkungsweise von H,S ist relativ wenig
bekannt, jedoch ist der Mechanismus der Protein-Sulfhydrierung aufgeklart, der an
einem reaktiven Cystein-Aminosaurerest eines Zielproteins angreift. Eine Sulf-
hydrierung konnte den Cystein-Aminosdurerest vor Oxidierung schutzen und auf diese
Weise neuroprotektiv gegen oxidativen Stress wirken (Paul und Snyder, 2012).

In Menschen filhren Defekte im Cbs Gen zu der Aminoséurestoffwechselkrankheit
Homocystinurie, was in weitreichenden Entwicklungsdefiziten und kognitiven Beein-
trachtigungen resultiert. Haufig wird als Therapieform eine aminosaurearme Diat und
eine zusatzliche Aufnahme von Cystein und Vitamin B6 verordnet (Schiff und Blom,
2012). Ahnliches konnte in einer aktuellen Studie mit cse -/- knock-out Mausen gezeigt
werden. Diese Mdause sind durch Phénotypen wie oxidativem Stress und motorische
Defizite charakterisiert. Gleichartige Phanotypen aufgrund von oxidativem Stress
werden auch bei Mdusen gefunden, in denen mutantes Huntingtin exprimiert wird. Und
in der Tat ist die CSE-Expression in den Modellméusen der Huntington-Krankheit bzw.
in erkrankten Patienten deutlich reduziert. Durch einfaches Zufittern von Cystein als
Substrat der CSE konnen in diesen Mausen sowohl die neurodegenerativen Prozesse

abgemildert, als auch motorische Defizite aufgehoben werden. Dies lasst Riickschliisse
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zu, dass Teile der Symptomatik der Huntington-Krankheit auf die verminderte CSE-
Expression und somit verminderte H,S-Produktion zuriickzufiihren ist (Paul et al.,
2014). Wie vermindert H,S den oxidativen Stress in Zellen? In Fibroblastenzellen der
Maus wurde gezeigt, dass H,S zur Sulfhydrierung von Keapl fiihrt. Keapl ist ein
negativer Regulator des Transkriptionsfaktors Nrf2. Durch die Sulfhydrierung von
Keapl dissoziiert dieser Regulator von Nrf2 und fordert somit die Expression der
Zielgene von Nrf2. Zu diesen Zielgenen gehort die Glutathion-Reduktase, welche
Glutathiondisulfid zu Glutathion reduziert. Glutathion wirkt als einer der wichtigsten
Antioxidantien in der Zelle und hat somit positive Effekte auf den oxidativen Stress
einer Zelle (Yang et al., 2012). Auch das Drosophila Homolog zu Nrf2 (cap-n-collar)
ist in der Zellantwort auf oxidativen Stress involviert und reguliert die transkriptionale
Kontrolle von Enzymen, welche in die Glutathion-Synthese involviert sind (Sykiotis et
al., 2011).

Die Rolle von H,S bei der synaptischen Plastizitdt konnte bisher hingegen nicht
eindeutig geklart werden. Zwar wurde auf hippocampalen Gehirnschnitten von Ratten
durch die Zugabe von exogenem H,S die Bildung einer Langzeit-Potenzierung
beglnstigt (Abe und Kimura, 1996), jedoch konnten diese Ergebnisse mit
hippocampalen Gehirnschnitten einer cbs -/- knock-out Maus nicht bestétigt werden
(diskutiert in Boehning und Snyder, 2003). Eine neue Studie zeigt jedoch einen
Mechanismus, wie H,S die Gedachtnisausbildung in einem weiteren Krankheitsmodell
beeinflusst. Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1p induziert die Transkription
von Cbs, was zu einer vermehrten H,S-Produktion fuhrt. In Dendriten modifiziert H,S
Uber den Mechanismus der Sulfhydrierung die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, wodurch die Bindung zu einer Ubiquitin-Ligase gefestigt wird, was
schlieflich zum Abbau von PSD 95 (postsynaptic density protein 95) fuhrt. PSD 95 ist
an der strukturellen Organisation von Synapsen beteiligt und spielt daher eine wichtige
Rolle bei der synaptischen Plastizitat bzw. bei der Stabilisierung von synaptischen
Modifikationen bei der Langzeit-Potenzierung. Dementsprechend wurde bei Méusen,
die einen durch Interleukin-1p induzierten und H,S-vermittelten Abbau von PSD 95
erfuhren, ein verschlechtertes Gedéchtnis beobachtet. Diese Verhaltensdefizite konnten
durch Heterozygositat des Cbs Gens und somit reduzierter H,S-Aktivitat teilweise
aufgehoben werden (Mir et al., 2014). Da jedoch heterozygote cbs +/- Mé&use keine
Defekte im Lernverhalten zeigen, blieb die Frage nach der endogenen Funktion von

neuronaler CBS und H,S offen.
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Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine Funktion von endogenem H,S fir eine
Geddachtnisleistung. Dies zeigt sich am Beispiel des visuellen Orientierungs-
gedachtnisses bei Drosophila, da sowohl CBS-Mutanten, die das hypomorphe Chs®"
Allel tragen, als auch CSE-Mutanten, die mit dem Allel Eip55E® ausgestattet sind,
einen vollstandigen Verlust des Geddchtnisses aufweisen (Abb. 21). Da die

Untersuchungen der ebo®™®

Mutante in der Hypothese zur Beteiligung eines diffusiblen
Faktors resultierten (Thran et al., 2013), wurde ein Zusammenhang zwischen ebo®”® und
H.S mit Hilfe einer genetischen Interaktion Uberprift. Diese konnte positiv bestétigt
werden, da doppelt heterozygote Tiere (ebo®’®/Df(CBS) bzw. ebo®’®/X; Df(CSE)/II)
einen vollstandigen Verlust bzw. eine starke Reduzierung des Orientierungs-
gedachtnisses aufweisen (Abb. 24). Des Weiteren kann das Gedéchtnisdefizit der ebo®’®
Mutante durch die gezielte Uberexpression von CBS in R2 oder R3 Neuronen gerettet
werden (Abb. 25). Dieses erfolgreiche Rettungsexperiment zeigt nicht nur, dass die

Uberexpression von Cbs den ebo®”®

Gedachtnisphanotyp kompensieren kann, sondern
auch dass H,S offenbar tber Zellgrenzen hinweg wirken kann, da die Gedéchtnisspur in
den R3 Neuronen lokalisiert wurde (Abb. 11; Abb. 42; Abb. 46; Abb. 52), eine
Uberexpression in den R2 Neuronen jedoch ebenso die Kompensation des
Gedachtnisdefizits bewirkt. H,S nimmt somit fur die Ausbildung des visuellen
Arbeitsgedachtnisses seine Funktion als Gasotransmitter wahr. Das defekte
Orientierungsgedachtnis der ebo®”® Mutante kann ebenfalls durch die einfache
Zufutterung von Cystein gerettet werden (Abb. 26). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass durch die Erhdhung des Substrats Cystein der Umsatz von den in der ebo®”®
Mutante verbliebenden CBS- und CSE-Enzymen erhoht wird, was wiederum in einem
héheren H,S-Niveau resultiert und schlieBlich tber die Hemmung der PDE6 durch H,S

zu einer Erhéhung der cGMP-Menge in der Zelle fiihrt.

4.2. Eine neue Rolle von NO beim Lernen von Drosophila

Neben dem Gasotransmitter H,S wurde auch NO als relevanter gasformiger
Neuromodulator flr das visuelle Arbeitsgedachtnis identifiziert. NO wurde in den 80er
Jahren bereits als relaxierender Faktor flir das Endothelium identifiziert, 1990 wurde das
erste NOS-Enzym aus dem Cerebellum einer Ratte aufgereinigt und kloniert, und
anschlieRend wurden drei verschiedene Isoformen charakterisiert: Die neuronale NOS
(nNOS), die endotheliale NOS (eNOS) und die induzierbare NOS (iNOS; Cossenza et

al., 2014). NO werden heute vielfaltige Funktionen zugeschrieben: Unter ihnen ein
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normales Lernverhalten und die Ged&chtnisausbildung, Regulation des Ess- und
Schlafverhaltens, Einfluss auf das Reproduktionsverhalten, sowie diverse Rollen bei
sensorischen und motorischen Funktionen (Garthwaite, 2008). Die beriihmteste
neuronale Funktion bt NO wohl als retrograder Botenstoff aus. Dabei werden die
NMDA-Rezeptoren durch Glutamat von der Présynapse erregt, so dass es zu einem
vermehrten Ca?*-Einstrom kommt, welcher NOS aktiviert. NO wirkt interzellular und
diffundiert anschlieBend retrograd zur Présynapse, wo es die Transmitterausschiittung
beeinflusst und auf diese Weise Langzeit-Potenzierung oder Langzeit-Depression
induziert (O’Dell et al., 1991; Garthwaite 2008).

Der Gasotransmitter NO wirkt ebenfalls in niedermolekularen Bereichen von 1 nM
mit einer Halbwertszeit der Aktivitdt von 200 ms und einem Diffusionskoeffizienten
von 0,8 um/100 ps in neuronalem Geweben, so dass eine konstante Diffusion in und aus
dem NO-produzierenden Kompartiment gegeben ist. NO kann also sowohl gleichzeitig
pra- als auch postsynaptisch wirken, je nach Lokalisation des NO-Rezeptors. Die
kanonische Signaltransduktion von NO geht iber den Hauptrezeptor sGC, resultierend
in einem erhdhten cGMP-Level und der anschliefenden Aktivierung der PKG
(Garthwaite 2008). Es wurden jedoch auch viele andere nachgeschaltete Signalwege
identifiziert, sowie der NO-Einfluss auf die Ausschittung diverser Neurotransmitter
berichtet. Unter den vielféltigen Befunden Uber die Beteiligung von NO auf diverse
Lernverhalten (Cossenza et al., 2014) befindet sich auch eine erste Verhaltensstudie mit
nos -/- knock-out Mdusen, die eine frihe Verschlechterung des rdumlichen Gedécht-
nisses im Morris-water-maze-Paradigma der nos -/- knock-out Mause im Vergleich zu
wildtypischen Artgenossen nachweist (Kirchner et al., 2004; Weitzdoerfer et al., 2004).
Der pharmakologische Einsatz von NOS-Inhibitoren hat hingegen zu kontroversen
Aussagen gefuhrt. Bei Ratten wurde eine Verschlechterung des raumlichen Lernens
durch Applikation eines NOS-Inhibitors (7-Nitro Indazole) beschrieben (Holscher et al.,
1996). In einer anderen Studie wurden die Auswirkungen des NOS-Inhibitors L-NNA
(No-Nitro-L-Arginin) nicht als Ursache fir eine Verschlechterung des raumlichen
Ortsgedachtnisses gesehen, da die Ratten trotz Inhibitor z.B. ein Ortsgedachtnis fir die
versunkene Plattform nach nur einem Trainingsversuch ausbilden konnten (Bannerman
et al., 1994). Eine neuere Studie mit Ratten zeigt jedoch, dass die Injektion des NOS-
Inhibitors L-NNA in die CA1-Region des Hippocampus zu einer Verschlechterung des
Ortsgedachtnisses im Morris water-maze-Paradigma flhrt, welche jedoch durch die

Gabe von L-Arginin, der Vorstufe von NO, wieder aufgehoben werden kann (Majlessi
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et al., 2008). Auch bei Invertebraten wurden bisher nur NOS-Inhibitor-Experimente
durchgefihrt. In der Honigbiene Apis mellifera hat die Inhibition der NO-Synthase die
Verschlechterung eines olfaktorischen Langzeitgedéachtnisses zu Folge (Miiller, 1996),
wahrend im Tabakschwérmer Manduca sexta durch NOS-Inhibition die Beeintréch-
tigung eines olfaktorischen Kurzzeitgedachtnisses berichtet wird (Gage et al., 2013).
Bei Grillen wurde auflerdem durch eine pharmakologische Blockade der NOS eine
Reduzierung eines visuellen Mustergedachtnisses beobachtet (Matsumoto et al., 2013).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Nos Mutanten im visuellen
Orientierungsparadigma ein stark verschlechtertes Gedachtnis auf die verschwundene
Landmarke ausbilden (Abb. 17A). Die Lokalisation von NOS wurde im adulten Gehirn
mit einem Drosophila-spezifischen Antikdrper analysiert. NOS ist im gesamten Gehirn
breit exprimiert, mit besonders starker Expression in den optischen Loben, dem
suboesophagalen Ganglion, dem facherférmigen Korper und dem Ellipsoidkorper. Die
Expression tritt stark strukturiert in Clustern auf und es befindet sich kaum Expression
in den Zellkdrpern (Abb. 13). Die ,,Piinktchen” oder Cluster zeigen eine prizise und
sehr zielgerichtete Anordnung der Synthase. In den axonalen Projektionen und den
synaptischen Regionen der R3 Neurone kann eine dichte Packung der NOS-Cluster
beobachtet werden, wahrend um diesen Ring eine Anordnung von einer geringen
Clusterbildung (,,Piinktchenwolke®) detektiert werden kann. Diese punktuellen
Strukturen, welche die R3 Neuronen umgeben, liegen im Bereich der R2 Neurone.
Daher konnte es sich um Cluster handeln, die eine synaptische Verbindung zwischen
R2, R3 Neuronen und/oder Kleinfeldneuronen (small field neurons) ausbilden. Dies
kann aufgrund der Auflésungsgrenze des Objektivs nicht eindeutig beurteilt werden.
Neben der NOS-Lokalisation in den axonalen Projektionen der R3 Neurone kann mit
dem anti-NOS-Serum keine Lokalisation der Synthase in den Zellkérpern der R3
Neurone gefunden werden (Abb. 13). Es sollte hier jedoch beachtet werden, dass NOS
im gesamten Gehirn kaum in Zellkérpern nachgewiesen werden kann, obwohl eine
breite Expression des Proteins im Gehirn vorliegt. Das Fehlen der NOS-Férbung in den
Zellkorpern und die Organisation in strukturierten Clustern kénnten darauf hinweisen,
dass NOS nicht im Zellkorper vorliegt, sondern nach der Translation praferentiell sofort
an die axonalen Endigungen transportiert wird. Die Lokalisation von NOS in den R3
Neuronen bedeutet, dass die Synthase vermehrt prasynaptisch lokalisiert ist, da
hauptsdchlich présynaptische Markerproteine in der axonalen, ringformigen Struktur

dieser Neurone gefunden werden (Zhang et al., 2013; unpublizierte Daten der AG
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Strauss). In den dendritischen Eingéngen der Ringneurone (in der Region der lateralen
Triangel/Bulb) ist keine NOS-Farbung zu sehen, was ebenfalls die Hypothese
unterstitzt, dass NOS im Ellipsoidkorper hauptséchlich présynaptisch lokalisiert ist
(Abb. 61). Es wird hier also eine présynaptische Rolle von NOS und eine intrazellulare
Wirkung von NO beschrieben. Dies steht im Gegensatz zu der bei Vertebraten haufig
untersuchten postsynaptischen Lokalisation von NOS und der interzelluldaren Wirkung
von NO als retrograder Transmitter (Huang, 1997). Es wurden jedoch auch
prasynaptische Funktionen von NO beschrieben, so zum Beispiel der Einfluss von NO
auf die Transmitter-Freisetzung. Die exogene Zugabe einer NO-produzierenden
Chemikalie auf hippocampale Gehirnschnitte von Ratten fihrt zu einer erhéhten
Ausschittung des exzitatorischen Transmitters Glutamat. Auch die Ausschiittung des
inhibitorischen Transmitters GABA (y-Aminobuttersaure) kann in Abhangigkeit der
NO-Konzentration sowohl positiv als auch negativ reguliert werden. Sowohl Glutamat
als auch GABA wurden als Neurotransmitter in den Ringneuronen des Ellipsoidkdrpers
nachgewiesen (Renn et al., 1999; Kahsai und Winther, 2011; Martin-Pefia et al., 2014).
Die Beeinflussung der Freisetzung von Dopamin und Serotonin ist ebenfalls bekannt.
(Cossenza et al., 2014). NO beeinflusst als prasynaptische Funktionen nicht nur die
Transmitter-Freisetzung, sondern hat ebenfalls Effekte auf das Recyceln von Vesikeln
und auf die Bereitstellung der synaptischen Vesikel vom Reservepool zum readily-
releasable-pool (Hardingham et al., 2013). Als Konsequenz der eben genannten
prasynaptischen Funktionen werden die synaptischen Eigenschaften der Zelle
mafgeblich verandert, wodurch die synaptische Plastizitat der Zelle und somit Lern-

und Gedéachtnisprozesse moduliert werden kénnen.

Bei der weiteren Betrachtung des NOS-Expressionsmusters im Drosophila Gehirn ist
auffallig, dass die Pilzkorper als prominente Struktur fur Lernen und Geddachtnis (Davis,
2005) keine NOS-Expression zeigen. Die Aktivitat der for PKG wird hingegen in den
a/B-Loben der Pilzkorper fir das olfaktorische Kurzzeitgedachtnis benotigt (Mery et al.,
2007). Aus diesen beiden Befunden lasst sich riickschliel3en, dass das olfaktorische
Kurzzeitgedachtnis (~15 Min) und das visuelle Orientierungsgedédchtnis (~4s)
vermutlich auf unterschiedlichen biochemischen Mechanismen beruhen. Beide
Gedéachtnisformen bendtigen zwar die for PKG, jedoch scheint die Erfordernis der NOS
spezifisch fur das visuelle Arbeitsgedéachtnis zu sein, da die Synthase nicht in den

relevanten Strukturen fir das olfaktorisches Lernen lokalisiert werden konnte.
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Die Ergebnisse der Nos Mutanten im Detour-Paradigma wurden mit einem RNAI-
Experiment bestatigt. Die Herunterregulierung der Nos mRNA zeigt sowohl in
histologischen Préaparaten als auch im Detour-Verhaltensparadigma, dass NOS in den
R3 Neuronen des Ellipsoidkorpers vorkommt und dort auch fir die vollstandige
Funktionalitat des Gedé&chtnisses bendtigt wird (Abb. 16; Abb. 17B). Der knock-down
der Nos mRNA in den R3 Neuronen fiihrt zu einer deutlichen Reduzierung von NOS im
Ellipsoidkorper, jedoch erscheint die Farbung des facherformigen Kdorpers sogar eher
etwas starker als in den Kontrolltieren. Der facherférmige Korper wurde als interne
Kontrolle fir die Intensitat der Antikorperfarbung gewahlt, da diese Struktur nicht von
der GAL4-Linie 189Y adressiert wird und somit keinen Einfluss des 189Y>NosRNAI
knock-downs zeigen sollte. Die leicht erhohte Farbung im féacherformigen Korper
konnte eine Kompensierung als Folge der fehlenden NOS-Expression im Ellipsoid-
korper sein.

Das defekte Gedéachtnis der Nos Mutanten konnte jedoch nicht durch die gezielte
Expression der cDNA in den R3 Neuronen gerettet werden (Abb. 19). Durch die
Leckexpression des UAS-Nos-Konstruktes wird lediglich eine tendenzielle Ver-
besserung auf einen intermedidren Gedéchtnisphénotyp von 70 % erreicht, der durch die
gezielte Expression in den R3/R4d Neuronen (c232-GAL4) nicht mehr signifikant
gesteigert werden kann. Betrachtet man erneut die NOS-Expression im Zentralkomplex,
so ist nicht nur eine deutliche Ellipsoidkdrperfarbung zu beobachten, sondern auch eine
starke Farbung des facherférmigen Korpers (Abb. 13; Abb. 16). Da auch der
facherformige Korper fir die Ausbildung des visuellen Arbeitsgedéchtnisses von
Bedeutung ist (siehe Kapitel 1.5; Dissertation Neuser, 2012; Dissertation Thran, 2013)
und diese Struktur von der Treiberlinie c232-GAL4 nicht adressiert wird, besteht die
Madglichkeit, dass auch die Verfligbarkeit von NOS im facherférmigen Korper essentiell
flr die Ausbildung des Orientierungsgedéchtnisses ist. Diese Hypothese wird ebenfalls
durch das Expressionsmuster der Treiberlinie VT202672-GAL4 bestatigt, welche durch
die Verwendung von endogenen Enhancer-DNA-Fragmenten das endogene NOS-
Expressionsmuster teilweise widerspiegeln sollte. Diese GAL4-Linie zeigt Expression
in der obersten dorsalen Schicht (oder in den oberen dorsalen Schichten) des
facherformigen Korpers (Abb. 18) und NosRNAI in diesen Neuronen fuhrt zu einem
stark reduzierten Orientierungsgedachtnis (Abb. 17). Dieselbe dorsale Region des
facherformigen Korpers wird von der GAL4-Linie NP2320 (Young und Armstrong,
2010) adressiert, in deren Muster die Expression des gurkenflieger Gens essentiell fur
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das Orientierungsgedéchtnis ist (Dissertation Thran, 2013). Um die Hypothese zu
uberprifen, dass NOS nicht nur im Ellipsoidkdrper, sondern auch im dorsalen Bereich
des facherformigen Korpers fir das Orientierungsgedédchtnis bendtigt wird, mdsste
entweder eine entsprechende GAL4-Linie gefunden werden, die sowohl in den R3
Neuronen des Ellipsoidkdrpers als auch in der ersten Schicht des facherférmigen
Korpers exprimiert oder es mussten zwei GAL4-Linien, die diese beiden Neuropile
adressieren, rekombiniert werden, um anschliefend ein Rettungsexperiment im Detour-
Paradigma durchzufuhren. Der dorsale Bereich des facherformigen Korpers wird bei
Drosophila fir den Parameter ,Hohe® eines visuellen Mustergeddchtnisses Im
Flugsimulator benétigt (Liu et al., 2006). Auflerdem wurde diesen Neuronen eine
Abhangigkeit von der for PKG fir dieses Mustergedachtnis zugeschrieben (Wang et al.,
2008). Des Weiteren wird in dieser dorsalen Region des facherférmigen Korpers die
Formaldehyd-Dehydrogenase (fdh; das Homolog zur S-Nitrosoglutathion Reduktase bei
Vertebraten) fir das Mustergedachtnis bendtigt. Dieses Enzym greift in den NO-
Metabolismus ein und wirkt der Funktion von NO entgegen. Die Uberexpression fiihrt
zu einer Verschlechterung des visuellen Mustergedachtnisses, welche durch
gleichzeitige Expression der for PKG wieder aufgehoben werden kann und somit der
erste Hinweis auf eine Rolle von NO bei Lern- und Gedachtnisprozessen von
Drosophila lieferte (Hou et al., 2011).

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde NO, ebenso wie H,S, als diffusibler Faktor
untersucht, der die Redundanz von EBO in allen vier Ringsystemen erklart. Eine

678 415

genetische Interaktion zwischen ebo”™ und Nos™™ zeigt die Beteiligung der beiden

Gene an einem gemeinsamen Signalweg (Abb. 27). Weiterfithrend konnte der ebo®’®
mutante Gedachtnisphanotyp durch die Uberexpression von NOS in R2 und R3
Neuronen gerettet werden (Abb. 28). Die Erhéhung des Gasotransmitters NO kann also
ebenso wie H,S das Orientierungsgedachtnis der ebo®® Mutante retten. Dieses
Rettungsexperiment zeigt auflerdem, dass NO genauso wie H,S Uber Zellgrenzen
hinweg wirken kann, da die Uberexpression in R2 Neuronen die Gedachtnisspur in den

R3 Neuronen ermdglichen kann.

4.3. Die Regulation durch den Transkriptionskomplex dSRF/AMRTF
Des Weiteren wurde untersucht, ob die Gene Nos und/oder Cbs/Eip55E unter der

transkriptionellen Regulation des dSRF/dMRTF-Komplexes stehen, dessen Aktivitat in

678 Mutante durch die Akkumulation von Aktin im Zellkern inhibiert wird.
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Aufgrund der Redundanz der EBO Funktion in allen vier Ringsystemen wurde die
Hypothese formuliert, dass dieser Komplex die Transkription eines Gasotransmitter-
produzierenden Enzyms reguliert (Abb. 5; Thran et al., 2013).

Die NOS-Expression in den R3 Neuronen ist in der ebo®™®

Mutante gegeniiber der
heterozygoten Kontrolle nicht deutlich reduziert (Abb. 29). Allerdings sollte hier
beachtet werden, dass der knock-down von Exportin 6 (ebo) in Zellkulturexperimenten
dazu fihrt, dass die allgemeine Transkriptionsrate stark reduziert wird (Dopie et al.,
2012). Eine mogliche reduzierte NOS-Expression kdnnte also unentdeckt bleiben, falls
das Expressionslevel von GFP gleichermallen herunterreguliert wird. Es wurden
heterozygote Tiere (ebo®”®/X) als Kontrolle gewahlt, um die Antikorperfarbung der
experimentellen Tiere und der Kontrolltiere zusammen in einem Eppendorfgefal
durchfuhren zu kénnen und somit die Variationen in der Antikérperfarbung maoglichst
zu minimieren. Des Weiteren wurden heterozygote Kontrolltiere aus derselben
Kreuzung gewéhlt, um den gleichen genetischen Hintergrund in den Tieren zu haben
und somit Effekte aufgrund von genetischer Varianz zu minimieren. Auf der Grundlage
des morphologischen Defekts in der Ellipsoidkdrperstruktur wurden die Gehirne fiir die
Quantifizierung wieder getrennt. Die Wahl fur die heterozygote Kontrolle ist jedoch
nicht optimal, da die Funktion von EBO (Exportin 6) dosisabhangig ist (Thran et al.,
2013) und somit im heterozygoten Zustand bereits Veranderungen im Vergleich zur
wildtypischen Situation auftreten kénnen. Dies wirde ebenso das Aufdecken eines

678 Mutante erschweren.

reduzierten Expressionslevels von NOS in der ebo

Durch Expression der Transkriptionsfaktoren dSRF/dMRTF wurde ebenfalls
versucht, eine ektopische NOS-Expression zu induzieren und histologisch zu
quantifizieren. Dies ergab jedoch weder signifikante Ergebnisse mit der Expression der
Einzelfaktoren in den R2 Neuronen, noch mit der panneuralen Expression des
Transkriptionskomplexes dSRF/dMRTF (Abb. 30; Abb. 32). Jedoch kann aufgrund der
Auflosungsgrenze des Objektivs keine Aussage uber die Anzahl der vereinzelten NOS-
Cluster in der Region der R2 Neurone getroffen werden. Die alleinige panneurale
Uberexpression des Transkriptionsfaktors dSRF mit der Treiberlinie elav Appl-GAL4
hatte in der Western Blot-Analyse jedoch einen hoch signifikanten Anstieg des NOS-
Expressionslevels zur Folge (Abb. 31). Da diese induzierte Expression nicht mit dem
Transkriptionskomplex dSRF/dMRTF reproduziert werden konnte (siehe unten), liegt

die Vermutung nahe, dass Nos nur von dSRF allein reguliert wird. SRF kann mit
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verschiedenen Kofaktoren einen Transkriptionskomplex bilden und auf diese Weise die
Expression von unterschiedlichen Genen regulieren (Knéll, 2010).

Sowohl die genetischen Experimente (Abb. 25) als auch der pharmakologische
Ansatz (Abb. 26) unterstutzen die Hypothese, dass das H,S-produzierende Enzym CBS
und/oder CSE unter der regulatorischen Kontrolle des Transkriptionskomplexes
dSRF/AMRTF stehen (siehe Diskussion Kapitel 4.1). Da der Antikorper gegen das
humane CBS nicht nur eine Kreuzreaktion mit Drosophila CBS zeigt, sondern auch mit
weiteren undefinierten Proteinen kreuzreagiert, konnten keine histologischen Farbungen
zur Untersuchung des CBS-Expressionslevels durchgefuhrt werden. In einer Western
Blot-Analyse hingegen wurde sowohl der CBS- als auch der NOS-Expressionslevel
nach panneuraler Uberexpression des Transkriptionskomplexes dSRF/dMRTF bestimmt
(Abb. 35). Entsprechend der histologischen Ergebnisse hatte die Uberexpression von
dSRF/dMRTF keine signifikante Erhohung des NOS-Levels zur Folge, jedoch resultiere
sie in einem um 13 % erhohten CBS-Expressionslevel. Dieser Zusammenhang wurde
zusatzlich in einem unabhangigen RT-gPCR-Experiment analysiert (Abb. 34). Jedoch
erbrachte die Analyse auf dem Level der mRNA (RT-gPCR) nicht die gleichen
Ergebnisse wie auf Proteinebene (Western Blot). Die regulatorische Kontrolle des Cbs
Gens konnte hier nicht bestatigt werden. Allgemein zeigen die Ergebnisse der RT-qPCR
jedoch starke Schwankungen, was die Aussage des Experiments schwécht. Die starken
Schwankungen in der Expression der Enzyme CBS und CSE wurden jedoch auch bei
der durchgefiihrten Aktivitatsbestimmung im nativen Gel beobachtet (Abb. 33). Da
beide Enzyme stark mit dem Aminosaurehaushalt und somit auch mit dem
Futterzustand der Fliege zusammenhadngen, koénnte die Expression der Enzyme im
gesamten Gehirn stark variieren und vor allem vom individuellen Zustand der Fliege
abhangen. Dies konnte eine Ursache fir die starken Schwankungen in der Expression
von CBS und CSE sein. Bruintjes et al. (2014) berichten eine altersabhdngige
Expressionsstarke der CBS. Es ist also durchaus vorstellbar, dass die Expression von
CBS auch erndhrungsbedingt angepasst wird.

Festzuhalten bleibt, dass in den genetischen Ansétzen der Verhaltensanalyse sowohl
die Uberexpression von NOS als auch von CBS den ebo®® defekten Gedachtnis-
phénotyp kompensieren kann. Auf Protein- bzw.- mRNA-Ebene konnte jedoch keine
regulatorische Kontrolle des Transkriptionskomplexes dSRF/dMRTF tber das Nos Gen
nachgewiesen werden. Hingegen wurde auf Proteinebene in der Western Blot-Analyse
eine induzierte CBS-Expression durch dSRF/AMRTF detektiert, was fir eine
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regulatorische Kontrolle spricht. Nos konnte hingegen allein durch dSRF reguliert
werden. Aullerdem ist bereits bekannt, dass bei Vertebraten das Gen Cse iber den
Transkriptionsfaktoren SP1 (specificity protein 1) reguliert wird (Paul et al., 2014).

Die erfolgreiche Rettung des ebo defekten Gedéachtnisphénotyps durch die
Uberexpression von NOS und die verringerte, jedoch nicht signifikante Reduktion der
NOS-Féarbung in der ebo Mutante auf der einen Seite und die nicht erfolgreiche
Modulation der NOS-Expression durch Uberexpression von dSRF/AMRTF auf der
anderen Seite lassen vermuten, dass NOS zwar in der ebo Mutante leicht reduziert ist,
Nos jedoch nicht tber den Transkriptionskomplex dSRF/dMRTF reguliert wird. Die
Reduktion von NOS konnte allein durch eine allgemein geringere Transkriptionsrate in
der ebo Mutante hervorgerufen werden, welche durch die erhéhte Aktinakkumulation
im Zellkern verursacht wird. Die Verringerung der allgemeinen Transkriptionsrate
durch eine Reduktion der Exportin 6 (ebo) mMRNA mittels RNAIi und somit eine erhhte
Aktinakkumulation im Zellkern wurde in Zellkultur nachgewiesen (Dopie et al., 2012).
Diese Beobachtung wird ebenfalls durch einen histologischen Befund in der ebo
Mutante unterstitzt, da in den Riesenchromosomen der Speicheldrisen die
Aktinakkumulationen vor allem an den Interbanden der Chromosomen, also an den
offenen Chromatinstrukturen, zu finden ist, an denen aktive Transkription stattfindet
(Thran et al., 2013).

4.4. Ein hoher cGMP-Haushalt in den R3 Neuronen

Warum rettet sowohl die Uberexpression von H,S, als auch die Uberexpression von
NO den ebo®”® defekten Gedachtnisphanotyp? Sowohl die Freisetzung von NO als auch
die Freisetzung von H,S haben Einfluss auf den cGMP-Level einer Zelle. Der
Hauptrezeptor von NO ist die sGC, deren Aktivierung zu einer vermehrten Produktion
von cGMP fihrt (Davies, 2006). Dieser Rezeptor spielt auch fir das visuelle
Orientierungsgedachtnis eine entscheidende Rolle. Ein knock-down der sGC in den R3
Neuronen fuhrt zu einem reduzierten Gedéchtnis (Abb. 39) und eine genetische
Interaktion bestatigt ebenfalls das notwendige Zusammenspiel von NOS und sGC im
Zusammenhang mit einem funktionsfahigen Orientierungsgedéchtnis (Abb. 41A). H,S
beeinflusst ebenfalls den cGMP-Level einer Zelle als endogener Inhibition der cGMP-
PDE-AKktivitat (Bucci et al., 2010). H,S &ndert vermutlich die Disulfidbriicken, welche
fur die PDE-AKktivitat essentiell sind (Bibli et al., 2015). Auf diese Weise wird durch die

Freisetzung von H,S der cGMP-Level ebenfalls erhéht. Homozygote Pde6™ Fliegen
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zeigen tendenziell ein leicht verbessertes Orientierungsgedéchtnis als der Wildtyp (Abb.
36A). Dies konnte auf ein leicht erhdhtes cGMP-Level in der Pde6 Mutante
zuruckzufiihren sein, da der Abbau von cGMP in dieser Mutante reduziert sein sollte.
Der Gedachtnisdefizit der ebo®”® Mutante kann durch die Reduzierung einer Genkopie
von Pde6 oder durch die Reduzierung der Pde6 mRNA-Menge spezifisch in den R3
Neuronen gerettet werden (Abb. 36). Ein weiterer Beweis, dass ein hoher cGMP-Level
in den R3 Neuronen flr ein funktionsfahiges visuelles Orientierungsgedéchtnis bendtigt

wird, liefert ein pharmakologischer Ansatz. Die Verfutterung des PDE6-spezifischen

678 415

Inhibitors Zaprinast verbessert bzw. rettet das Gedé&chtnis der ebo”™ und der Nos
Mutante durch Inhibition der PDE6 und damit der Erhéhung des cGMP-Spiegels (Abb.
37). Die konzertierte Regulation des cGMP-Niveaus durch NO und H,S wurde bisher
nur fur das kardiovaskulare System beschrieben (Coletta et al., 2012), jedoch zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass dieser Mechanismus ebenfalls fiir die Gedachtnisbildung
eine Rolle spielt.

Der kanonische Signalweg von cGMP fiihrt zur Aktivierung der PKG (Wang und
Robinson, 1997). Die essentielle Rolle der PKG auf vielseitige Lernprozesse bzw.
Gedachtnisbildungen wurde sowohl bei Mé&usen, als auch bei Drosophila ausfihrlich
untersucht. Auf Gehirnschnitten von Mdusen und in Zellkultur wurde beobachtet, dass
die Aktivitdt der sGC und der PKG zu einer erhdhten Langzeit-Potenzierung fihrt
(Zhuo et al., 1994; Arancio et al., 2001). Bei Drosophila wurde die Beteiligung der
for PKG am olfaktorischen Geddachtnis gezeigt (Kaun et al., 2007; Mery et al., 2007).
Zusétzlich wird die Funktion von for im Zentralkomplex auch im visuellen
Mustergedachtnis von Drosophila benétigt (Wang et a., 2008). Die Untersuchungen
dieser Arbeit ergaben, dass for PKG ebenfalls in den R3 Neuronen flr die Ausbildung
des Orientierungsgedachtnisses benotigt wird. Das hypomorphe sitter Allel zeigt einen
vollstandigen Verlust des visuellen Arbeitsgedéchtnisses, wahrend das dominante Rover
Allel ein wildtypisches Gedéchtnis aufweist (Abb. 9). In Kopfextrakten der Fliegen
wurde zwischen den beiden Allelen ein Unterschied von 10 % in der gesamten PKG-
Aktivitat gemessen (Osborne et al., 1997). Da jedoch nur die Gesamtaktivitat beider
PKGs berechnet wurde, kann man davon ausgehen, dass der Unterschied in der FOR-
Aktivitdt wesentlich groRBer ist. Nach der Mutantenanalyse wurde ein gewebe-
spezifischer knock-down der for mRNA in den R3 Neuronen durchgeftihrt, welcher in
einer Phanokopie des defekten Phénotyps der sitter Mutante resultiert (Abb. 12). Dass
die for PKG ausschlieflich in den R3 Neuronen fir die Funktionalitdt des
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Orientierungsgedachtnisses bendtigt wird, zeigt ein Rettungsexperiment, in dem die
Expression der for cDNA ausschlieRlich in den R3 Neuronen das defekte for®
Gedachtnis auf wildtypisches Niveau wiederherstellt und die Expression in den
verbleibenden Ringen ohne Effekt bleibt (Abb. 11). Die beiden for Allele, Rover und
sitter, zeigen keinen Unterschied in einem operanten Ortsgeddchtnis (heat-box), ein
Kurzzeitgedachtnis von wenigen Minuten (Gioia und Zars, 2009). Dies kdnnte auf eine
mdogliche biochemische Abgrenzung der Funktionsweisen dieser unterschiedlichen

Gedachtnisformen hinweisen.

Eine genetische Interaktion zwischen Nos und for zeigt aulRerdem (Abb. 41B), dass
auch fur das Orientierungsgedachtnis die for PKG tber NO bzw. cGMP aktiviert wird.
Aufgrund seiner geringen Aktionsreichweite ist es unwahrscheinlich, dass NO in den
prasynaptischen Strukturen der Ringneurone produziert wird und schliefend bis zum
Zellkern diffundiert, um dort weitere Partner der cGMP/PKG-Transduktionskaskade zu
aktivieren. Studien zur Kinetik der NO-Transmission zeigen, dass die Haltbarkeit von
NO in wassrigen Lésungen sehr gering ist und nach etwa 500 ms das NO-Signal wieder
auf Basisniveau abgesunken ist. Aullerdem erreicht die Konzentration eines NO-Signals
bestenfalls 1 nM (Garthwaite, 2005). Dagegen liegt die for PKG im adulten Drosophila
Gehirn zwar auch in den axonalen Projektionen der Ringneurone des Ellipsoidkdrpers
vor, sie ist aber malgeblich in den Zellkernen dieser angereichert (Belay et al., 2007).
Die Beriicksichtigung der Reichweite von NO und der Lokalisation der for PKG fiihrt
zu der Hypothese, dass cGMP entlang der axonalen Projektionen Richtung Zellkern
bzw. Axonhigel wandert und dort die for PKG aktiviert (Abb. 61).

Die erhohte Aktivitdt der for PKG fuhrt zu einer Phosphorylierung von
Zielproteinen. Da ign RSKII in denselben Neuronen (R3 Neurone; Abb. 42) fir das
visuelle Arbeitsgedéchtnis bendtigt wird wie die for PKG, wurde untersucht, ob die
beiden Kinasen in demselben Signalweg interagieren. Mit Hilfe einer epigenetischen
Interaktionsstudie wurde die ign RSKII als nachgeschaltete (downstream) Komponente
der for PKG identifiziert (Abb. 44). Durch die Beteiligung der ign RSKIlI an dem
beschriebenen cGMP-Signalweg (Abb. 61) grenzt sich dieser von den bisherigen
Modellen des cGMP-Signalwegs zur Ausbildung von Neuroplastizitdt und der damit
verbundenen induzierten Proteinexpression ab. Gallo und ladecola (2011) beschreiben,
dass NO Uber cGMP und PKG den ERK/MAPK (extracellular-signal regulated

kinase)/(mitogen-activated protein kinase)-Signalweg aktiviert, welcher fur die
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Verknlpfung von synaptischen Stimuli und verdnderter Genexpression bekannt ist
(Thomas und Huganir, 2004). Des Weiteren fordert der cGMP-Signalweg uber
ERK/MAPK die Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses (Gallo und ladecole, 2011),
wéhrend der cGMP-Signalweg im Detour-Paradigma eine Funktion fir ein
Kurzzeitgedachtnis Gbernimmt.

Bei Vertebraten gibt es verschiedene RSK-Isoformen, welche mit vielfaltigen
Zellprozessen wie dem Zellwachstum, der Zellmotilitat, der Zell-Uberlebensdauer und
der Zellproliferation in Verbindung gebracht werden. Dabei ist die Aktivierung der
RSKs durch den ERK/MAPK-Signalweg ein gut untersuchtes Phdnomen (Anjum und
Blenis, 2008). Bei Drosophila existiert in der ign RSKII jedoch die Phosphorylierungs-
stelle der MAPK (Drosophila Homolog: rolled) nicht (Carriere et al., 2008). Daraus
resultiert die Hypothese, dass die ign RSKIlI bei Drosophila nicht durch den
ERK/MAPK-Signalweg aktiviert wird. AuBerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass fiur die Ausbildung des visuellen Orientierungsgedédchtnisses eine
Aktivierung der ign RSKII durch den cGMP/PKG-Signalweg erfolgt.

Einen Einfluss der RSKII auf Ortsgedéchtnisse bzw. raumliche Orientierung wurde
auch in einer rsk2 -/- knock-out Maus beobachtet, welche Defizite im raumlichen Kurz-
und Langzeitgedéchtnis zeigt (Poirier et al., 2007). Beim Menschen fuhrt die Mutation
im rsk2 Gen zum Coffin-Lowry-Syndrom, welches neben kdérperlichen Fehlbildungen

aus zu geistiger Beeintrachtigung flhrt (Pereira et al., 2009).

Ziel der beschriebenen Signaltransduktionskaskade ist der Transkriptionsfaktor
CREB (Abb. 61). Die Expression eines dominant-negativen dCreb-Konstrukts in den
R3 Neuronen filhrt zu einem vollstandigen Verlust des Orientierungsgedachtnisses
(Abb. 45B). Dabei wurden entwicklungsbiologische Defekte durch den Gebrauch von
GALBS0" ausgeschlossen. Heterozygote Creb®*®*/X Mutanten zeigen ebenfalls ein stark
reduziertes Orientierungsgedachtnis und die Expression der dCreb cDNA in den R3
Neuronen kann dieses Defizit retten (Abb. 46). Auch die defizitaren

58/1 %% Mutante konnen durch Uber-

Gedé&chtnisphanotypen der ign°"", sowie der ebo
expression von dCREB in den R3 Neuronen volistandig gerettet bzw. deutlich
verbessert werden (Abb. 47, Abb. 48). Dass die Phosphorylierung von dCREB
zumindest in spezifischen Bereichen des adulten Drosophila Gehirns entscheidend von
der ign RSKII vorgenommen wird, zeigen nicht nur die genetischen Ansétze in den

Verhaltensexperimenten, sondern auch die Analyse auf Proteinebene des Verhéltnisses
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P~dCREB-zu-dCREB im adulten Gehirn. Mit einem Drosophila-spezifischen
Antiserum lasst sich in der ign®®* Mutante im Vergleich zum Wildtyp etwa 10 %
weniger P~dCREB detektieren (Abb. 49). In neuronalen Zellen von Vertebraten wurde
RSKII schon friih als Kinase identifiziert, welche CREB phosphorylieren kann (Xing et
al., 1996), jedoch konnte die Relevanz der Phosphorylierung von dCREB durch RSKI|I
noch nicht fir das Gehirn gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde aulRerdem
eine endogene Funktion der dCREB-abhéngigen Phosphorylierung von ign RSKII fur
das visuelle Arbeitsgedachtnis beschrieben.

Bekannt ist CREB fir seine Rolle als Transkriptionsfaktor bei der Ausbildung eines
Langzeitgedéchtnisses, um ber Genregulation neuronale Plastizitdt zu gewéhrleisten
(Kandel et al., 2014). Allerdings zeigen transgene Méuse mit erhhter CREB-Aktivitat
nicht nur ein verbessertes Langzeit-, sondern auch ein verbessertes Kurzzeitgedachtnis.
Die Erhohung der CREB-AKktivitét resultiert in einem hoheren Grundlevel des BDN-
Faktors (brain-derived neurotrophic factor), der wiederum fiir die Verbesserung des
Kurzzeitgedachtnisses verantwortlich ist (Suzuki et al., 2011). Bei Drosophila ist bisher
ebenfalls bekannt, dass dCREB fir die Konsolidierung eines olfaktorischen
Langzeitgedéchtnisses bendtigt wird (Yin und Tully, 1996; Perazzona 2004; Miyashita
et al., 2012), nicht jedoch fur kiirzere Gedachtnisformen (Kahsai und Zars, 2011).

Die konditionale Expression des dominant-negativen dCREB2-b weist darauf hin,
dass dCREB ausschliefflich adult-spezifisch in Neuronen des Subtyps R3 fir die
korrekte Ausfiihrung des Orientierungsgedachtnisses benétigt wird. Wie bereits im
Ergebnisteil (siene Kapitel 3.8) erwahnt, ist die zeitliche Dauer von Genregulation und
damit Transkription, Translation und ggf. Modifikation zu lange, um ein relevanter
Mechanismen innerhalb dieses 4 s Gedéchtnisses zu sein. Die adult-spezifische
Funktion von dCREB als Transkriptionsfaktor in den R3 Neuronen wird offenbar
bendtigt, um die Expression von Proteinen, welche fir die synaptische Plastizitét
notwendig sind, gleichméRig stabil und aufrecht zu halten. Diese Kompetenzfaktoren
statten die R3 Neurone mit der Fahigkeit aus, die Position umgebender Landmarken in
Relation zur eigenen Position wéhrend des Laufens permanent zu aktualisieren und zu
speichern. Reduziert man dCREB in diesem System, so stehen die Kompetenzfaktoren
nicht in ausreichender Menge zur Verfugung und die prézise, sowie sehr schnelle
Funktionalitat des Arbeitsgedachtnisses wird nicht mehr gewahrleistet.

Kompetenzfaktoren kénnten vor allem die synaptische Ausstattung der R3 Neurone

betreffen, so z.B. die ausreichende Expression von lonenkanalen und Neurotransmittern
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oder synaptischen Strukturproteinen. Ein &hnliches Beispiel wurde in den Projektions-
neuronen des Striatums bei M&usen beobachtet, wo Uber NO/cGMP/PKG/CREB-
Signalubertragung die transkriptionale Kontrolle des vesikularen GABA-Transporters
vermittelt wird. Auf diese Weise wird die GABA-Transmission dieser Neurone und

dadurch die Regulation motorischer F&higkeiten beeinflusst (Sagi et al., 2014).

4.4.1. homer als Kompetenzfaktor

Die benétigten Kompetenzfaktoren kénnten einfacherweise dieselben Proteine sein,
die auch bei der Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses von dCREB induziert werden.
Eines dieser Gene, dessen Transkription bei der Konsolidierung eines olfaktorischen
Gedachtnisses von dCREB initiiert wird, ist homer (Miyashita et al., 2012), welches im
Nervensystem der Fliege hauptséchlich als dendritisch lokalisiertes Protein vorkommt
(Rolls et al., 2007). Die homer Mutante zeigt aulRerdem eine reduzierte Plastizitat in der
Balzkonditionierung (Diagana et al., 2002) und Homer wird in den R2 und R4m
Neuronen des Ellipsoidkorpers fur eine normale Alkoholsensitivitdat und —toleranz
benotigt (Urizar et al., 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene homer Allele getestet, welche alle
einen vollstandigen Verlust des visuellen Orientierungsgedachtnisses aufweisen und
deren Gedachtnisdefizit durch die Expression der homer cDNA in den R3 Neuronen
wieder auf wildtypisches Niveau gerettet werden kann (Abb. 51; Abb. 53). Der knock-
down der homer mRNA in allen Ringsystemen des Ellipsoidkorpers zeigt aulRerdem,
dass homer spezifisch in R3 Neuronen benétigt wird (Abb. 52). Zusammenfassend l&sst
sich durch die erhobenen Daten sagen, dass homer am Ende des beschriebenen
Signalwegs ein moglicher Kompetenzfaktor sein konnte, der durch dCREB induziert
werden konnte. Die Induktion erhéhter homer Expression wird beim olfaktorischen
Langzeitgedéachtnis bei Drosophila durch NMDA-Rezeptoraktivitdt und verstarkte
dCREB-Aktivitat vermittelt. Ein Mg®*-lon im NMDA-Rezeptor scheint dabei die
SpleiBaktivitat fiir die dCreb mRNA zu beeinflussen. Ist der Mg?**-Block vorhanden,
wird die Bildung der Repressorform dCREB2-b unterdriickt und somit wird die
dCREB-abhéngige Genexpression, z.B. von homer, fur die Ausbildung eines
Langzeitgedéachtnisses ermdglicht. Bei der olfaktorischen Konditionierung wird homer
weder beim Lernen noch in einem Anéasthesie-resistenten Gedachtnis (ARM) bendtigt,
sondern ausschliellich fir die Bildung eines Langzeitgedachtnisses (Miyashita et al.,

2012). Ergénzend zu Miyashita et al. (2012) zeigen die vorliegenden Experimente
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dieser Arbeit erstmals, dass homer auch fir die Ausfuhrung eines Kurzzeitgedachtnisses
bendtigt wird.

Die Familie der Homer Proteine besitzt eine Protein-bindende Domdne und
interagiert bei Vertebraten als Gerustprotein, um die strukturelle und damit auch
funktionelle Organisation der metabotropen Glutamatrezeptoren, sowie der IP3-
Rezeptoren zu steuern (Brakeman et al., 1997; Tu et al., 1998). In einem knock-out
homer-/- Mausmodell zeigt sich, dass diese Tiere an groRerer Angstlichkeit leiden, dass
die sensomotorische Verarbeitung beeintrachtigt ist und dass die Tiere ein
verschlechtertes Arbeitsgedachtnis aufweisen (Lominac et al., 2005). Homer konnte
also an der synaptischen Organisation in den R3 Neuronen eine entscheidende Rolle

spielen, welche essentiell flr ein funktionsfahiges visuelles Arbeitsgedachtnis ist.

45. NO als Kurzzeitkomponente in einem visuellen Arbeitsgedachtnis von
Drosophila

Der postulierte Signalweg mit der gemeinsamen Wirkung von NO und H,S resultiert
schlieBlich in einer Erhdhung der dCREB-Aktivitat, die zur Aufrechterhaltung des
Expressionslevels von Kompetenzfaktoren dient (Abb. 61). Zwar zeigen die genetischen
Ansitze in der Verhaltensanalyse des visuellen Arbeitsgedachtnisses, dass diese
Faktoren adult-spezifisch innerhalb eines 24 h Stunden-Fensters bendtigt werden,
jedoch kann es sich aus zeitlichen Griinden nicht um Prozesse handeln, die wahrend der
Richtungsentscheidung auf die urspriingliche Landmarke ablaufen. Die Anwendung des
NOS-Inhibitors L-NNA weist hingegen auf eine duale Rolle von NOS hin. Die
Aufnahme des NOS-Inhibitors zerstdrt nicht nur innerhalb von 2 Stunden das
Gedachtnis vollstandig, sondern reduziert dieses auch deutlich bereits 5 Minuten nach
der Aufnahme (Abb. 20). Dieser pharmakologische Ansatz zeigt, dass NOS auch eine
akute Funktion fur das Orientierungsgedachtnis hat, da 5 Minuten nicht ausreichen, um
die beschriebene Signalkaskade zu aktivieren, sowie die Transkription, die Translation
und gegebenenfalls die Modifikation von Kompetenzfaktoren auszufiihren. Selbst wenn
es zu einer kurz- oder mittelfristigen Reduktion der Transkriptionsrate der Kompetenz-
faktoren kommt, so sollte sich dies nicht direkt auf die Geddchtnisleistung auswirken,
da die Lebensdauer und der Abbau der vorhandenen Kompetenzfaktoren bestimmt, ab
wann diese unter ein kritisches Niveau fallen und die volle Funktionalitit des visuellen

Arbeitsgedachtnisses nicht mehr gewahrleistet ist.
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Auch in hippocampalen Gehirnschnitten von Mausen und Ratten wurden zwei
verschiedene Arten von NO-Signalen gefunden. Ein tonisches Signal der eNOS und ein
phasisches Signal der nNOS. Beide NO-Signale scheinen zur Ausbildung einer
Langzeit-Potenzierung im Hippocampus beizutragen (Hopper und Garthwaite, 2006).
Da es bei Drosophila nur eine Isoform der NOS gibt, konnte dieses Enzym beide
Funktionen wahrnehmen: Zum einen eine kontinuierlich schwéachere NO-Produktion
zur Aufrechterhaltung des cGMP-Levels, welcher schlieBlich zur dCREB-gesteuerten
Transkription von Kompetenzfaktoren fuhrt und zum anderen eine kurze, lokale und
Synapsen-spezifische starke NO-Produktion. Ein phasisches NO-Signal und damit die
kurzzeitige Erhohung des cGMP-Levels konnte in der Aktivierung der zyklisch-
Nukleotid-gesteuerten Kanale (cyclic nucleotide-gated ion channel; CNG-Kanale) oder
der Hyperpolarisations-aktivierten-zyklisch-Nukleotid-gesteuerten Kandle
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel; HCN-Kanéle)
resultieren.

CNG-Kandle sind nicht-selektive Kationkanale, die sich durch die Bindung von
zyklischen Nukleotiden 6ffnen. HCN-Kanale haben &hnliche Eigenschaften wie die
CNG-Kandle, jedoch konnen sie ebenso auch von einer Membranhyperpolarisation
aktiviert werden und sind leicht selektiv fir Kaliumionen. Bei Vertebraten werden die
Kandle aus Proteinuntereinheiten aufgebaut, die sowohl Hetero- als auch Homo-
tetramere bilden kénnen (Biel, 2009). In einem RNAI-Screen wurden die Drosophila
CNG-Untereinheiten CNG-A und CNG-L als relevante Komponenten fir das visuelle
Orientierungsgedéachtnis identifiziert. Die konditionale Herunterregulierung der CngA
und der Cngl mRNA in den R3 Neuronen fir 48 h flihrte zu einem vollstandigen
Gedachtnisverlust im Detour-Paradigma (Diplomarbeit Schneider, 2015). Ein
phasisches NO-Signal bzw. cGMP kdnnte neben der Aktivierung der CNG- bzw. HCN-
Kanéle aulerdem die PKG aktivieren. PKG wiederum kann durch die Phosphorylierung
von weiteren lonenkanélen Einfluss auf die neuronale Aktivitat der Zelle nehmen
(Wang und Robinson 1997; Hardingham et al., 2013). Auf Hirnschnitten von Ratten
wurde im Hirnstamm die positive Modulation von Ca?-Kanalen durch die
Phosphorylierung durch PKG beschrieben, welche in einer erhdhten Amplitude des
postsynaptischen Potentials resultiert (Huang et al., 2003). Bei Grillen wurde ebenfalls
der Einfluss von NO auf einen spannungs-abhangigen Ca**-Kanal in dissoziierten
Kenyonzellen der Pilzkdrper nachgewiesen. Dabei wird Uber die Phosphorylierung
durch die PKG die Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanals erhoht (Kosakai et al., 2015).
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In Nervenzellen der Hypophyse konnte gezeigt werden, dass PKG die Aktivitét eines
Ca’*-aktivierten K*-Kanals erhoht. Daraus resultiert eine verstarkte Hyperpolarisations-
phase, was zu einem vermehrten Ca**-Einstrom fiihrt (Klyachko et al., 2001).

Uber ein lokales NO-Signal und somit die zeitlich definierte Aktivierung der
CNG/HCN-Kanéle oder anderer lonenkanale konnte eine anhaltende Aktivitit der R3
Neurone gewahrleistet werden, die bendtigt wird, um die Position der Landmarke auch
nach deren visuellen Verschwinden noch weiter zu erinnern. Bisher wurde gezeigt, dass
die Ringneurone zwar durch visuelle Information einer Landmarke angeregt werden
(Seelig und Jayaraman, 2013), die Hypothese einer anhaltenden elektrische Aktivitat
und damit die Information Uber die Position einer Landmarke musste jedoch uberprift

werden.

4.6. Die Kurzzeitkomponente von Proteinkinase A und Synapsin in einem visuellen
Arbeitsgedachtnis von Drosophila

Fur das visuelle Orientierungsgedachtnis wurde in dieser Arbeit die ign RSKII als
essentielle Kinase identifiziert, welche dCREB phosphoryliert und somit die CREB-
Aktivitat reguliert. Es gibt jedoch mehrere Kinasen, die CREB phosphorylieren kénnen.
Vor allem bei Aplysia wurde die Aktivierung von CREB durch den cAMP/PKA.-
Signalweg und deren Einfluss auf die Ausbildung einer Langzeitpotenzierung ausgiebig
untersucht (Kandel et al., 2014). Bei Drosophila wurden sowohl die cAMP-
produzierende rutabaga-Adenylylzyklase (rut AC; Livingstone et al., 1984), die
Proteinkinase A (PKA; Horiuchi et al., 2008) als auch dCREB (Yin und Tully, 1996;
Perazzona et al., 2004) als wichtige biochemische Komponenten fir die Ausbildung
eines olfaktorischen Langzeitgedachtnisses identifiziert. Damit haben ebenfalls wie bei
Aplysia alle Komponenten des cCAMP-Signalwegs eine Funktion fiir die Gedachtnisaus-
bildung, jedoch konnte bisher bei Drosophila die direkte Phosphorylierung von CREB
durch PKA nie bewiesen werden. Eine erhéhte dCREB-AKktivitat nach erhéhter PKA-
Expression wurde jedoch bei Drosophila beobachtet (lijima-Ando et al., 2005). In
Bezug auf das visuelle Orientierungsgedéchtnis wurde in der vorliegenden Arbeit nun
der Einfluss des klassischen cAMP/PKA-Signalwegs und dessen Aktivitat auf dCREB
untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss der rut AC auf das visuelle
Orientierungsgedachtnis untersucht. Da die Mutante keine zielgerichtete Bewegung auf

Landmarken zeigt, wurde eine RNAIi-vermittelte Herunterregulierung der rut AC
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MRNA spezifisch in den R3 Neuronen vorgenommen, was den vollstdndigen Verlust
des Gedachtnisses zur Folge hat (Abb. 54). Auch die PKA-Untereinheiten C1 und C3
werden fir die Funktionalitdt des Orientierungsgedéchtnisses bendtigt. Dies wurde
sowohl in einem RNAIi-Experiment (Abb. 55) als auch in einer Mutantenanalyse
verifiziert (Abb. 56). Um zu Uberprufen, ob PKA und dCREB in einem Signalweg
wirken, wurde erneut eine genetische Interaktion getestet, die jedoch keinen additiven
Effekt der Phanotypen zeigt (Abb. 57). Dieses Ergebnis ist jedoch kein Beweis, dass
PKA und dCREB in zwei verschiedenen Signalwegen agieren, da additive Effekte bei
einer genetischen Interaktion nicht unbedingt sichtbar werden missen. Allerdings ist an
dieser Stelle anzumerken, dass viele durchgefuhrte Manipulationen bzw. Beeintrachti-
gungen des Signalwegs zu deutlichen Effekten im Detour-Paradigma gefuhrt haben.
Dies gilt auch fir das Testen von heterozygoten Tieren bzw. mehreren genetischen
Interaktionen (Abb. 24, Abb. 27, Abb. 36, Abb. 41, Abb. 43). Die biochemische
Maschinerie dieses Arbeitsgedachtnisses scheint also sehr eng bemessen zu sein, was
dieses Gedéachtnis sehr anfallig fir Stérungen bzw. Beeintrachtigungen macht. Unter
Berlcksichtigung der eben genannten Punkte konnte die nicht-erfolgreiche Interaktion
zwischen PKA und dCREB ein Hinweis sein, dass diese beiden Faktoren in zwei
unterschiedlichen Signalkaskaden wirken. In diesem Zusammenhang ist auch zu
erwéhnen, dass ebenfalls eine genetische Interaktion zwischen der rut AC und der PKA
im Detour-Paradigma beobachtet werden konnte (Masterarbeit Lalotra, 2014). Dies
konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass zwar cCAMP und PKA als
Kurzzeitkomponenten zusammen interagieren, nicht aber mit der Langzeitkomponente
dCREB in einem Signalweg zusammenwirken. Die bisherigen Ergebnisse sprechen
dafir, dass nicht PKA, sondern ign RSKII in diesem System dCREB phosphoryliert und
aktiviert. Diese Hypothese grenzt den untersuchten Signalweg von der klassischen
CAMP/PKA/CREB-Transduktion ab.

CAMP und PKA konnten also in einem zweiten Signalweg agieren, der parallel zu
dem bisher postulierten Signalweg (Abb. 61) existiert und indem kurzzeitige
Verénderungen der Neuroneigenschaften vermittelt werden, die dieses 4 s Gedachtnis
modulieren und eine Reprédsentation der Umwelt und somit der Position der
verschwundenen Landmarke gewéhrleisten. Um die Hypothese zu Uberprifen, dass
PKA als Kurzzeitkomponente fiir das visuelle Orientierungsgedéchtnis von Bedeutung

ist, wurde ein pharmakologischer Ansatz verfolgt. Durch die Aufnahme des PKA-
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Inhibitors Rp-cAMPS wurde das Orientierungsgeddchtnis der Fliegen nicht nur nach
2 Stunden, sondern bereits nach 5 Minuten Wirkungszeit volistandig verhindert (Abb.
60). Mit Verringerung der Inhibitor-Konzentration nimmt auch der negative Einfluss
auf das Gedéchtnis graduell ab. Die sofortige Wirkung des PKA-Inhibitors innerhalb
von 5 min auf das Orientierungsgedachtnis liefert im Gegensatz zu den genetischen
Manipulationen einen Hinweis auf nicht-transkriptionelle Prozesse bzw. einen Hinweis
auf akute und schnelle Prozesse in der Zelle, was die Hypothese unterstutzt, dass der
cAMP/PKA-Signalweg eine Kurzzeitkomponente des Orientierungsgedachtnisses
modulieren konnte.

In diesem Zusammenhang wurde auflerdem das Synapsen-assoziierte Protein
Synapsin untersucht. Synapsine binden an synaptische Vesikel und ebenso an Aktin des
Zytoskeletts, wodurch der sogenannte Reservepool aus Vesikeln zusammengehalten
wird. Durch Phosphorylierung der Synapsine kdnnen die synaptischen Vesikel von
diesem Reservepool dissoziieren und zur aktiven Zone wandern (Greengard et al., 1993;
Cesca et al., 2010) und so eine hoch-frequentierte oder anhaltende Neurotransmission
ermdoglichen. Synapsin wird Klassischerweise von PKA phosphoryliert, jedoch gibt es
auch weitere Kinasedomanen flr eine mogliche Phosphorylierung von Synapsin (Cesca
et al., 2010). Bei Drosophila besitzt Synapsin zwei Konsensusdomanen fur eine
mdgliche PKA-Phosphorylierung (Klagges et al., 1996). Es wurde bisher jedoch nur die
Phosphorylierung durch die CaM-Kinase Il (Calcium/Calmodulin-abhangige Protein-
Kinasen Il) nachgewiesen, welche fur die olfaktorische Kurzzeithabituation eines
Duftes bendtigt wird (Sadanandappa et al., 2013). Die Abh&ngigkeit von Synapsin fir
die Ausbildung einer Kurzzeitplastizitat wurde bei Invertebraten erstmals bei Aplysia
nachgewiesen (Humeau et al., 2001). Die Drosophila Syn”” Nullmutante zeigt keine
offensichtlichen morphologischen Defekte im Gehirn und keine stark abweichenden
Verhaltensweisen, jedoch weisen sowohl Larven (Michels et al., 2005) als auch adulte
Fliegen (Godenschwege et al., 2004) ein reduziertes olfaktorisches Kurzzeitgedachtnis
auf. Es wurde ebenfalls ein leicht defektes Ortsgeddchtnis in der heat-box beobachtet
(Godenschwege et al., 2004).

Die durchgefiihrten Experimente in dieser Arbeit zeigen, dass die Syn®’Mutante unter
dem Verlust des visuellen Orientierungsgedachtnisses leidet und dieser durch die
Expression der cDNA in den R3 Neuronen auf wildtypisches Niveau gerettet werden
kann. Das Zusammenspiel von PKA und Synapsin wurde in der vorliegenden Arbeit

durch eine genetische Interaktion dieser beiden Gene bewiesen (Abb. 59). Damit konnte
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bei Drosophila erstmals ein verhaltensrelevanter Zusammenhang zwischen PKA und
Synapsin gezeigt werden. Die Bereitstellung der synaptischen Vesikel vom Reservepool
zum readily-releasable-pool und somit die Verstarkung der neuronalen Transmission
scheint also ein essentieller Bestandteil der biochemischen Maschinerie des
Arbeitsgedéchtnisses zu sein. AuBerdem konnte durch die gentische Interaktion von Pka
und Syn ein weiterer Hinweis gesammelt werden, dass CAMP/PKA/SYN in einem
Signalweg interagieren, in dem mdglicherweise eine Kurzzeitkomponente fir das
Arbeitsgedachtnis liegt, die Gber die schnelle Verfugbarkeit von Vesikeln reguliert wird.
Diese Hypothese passt zu der Beobachtung an der neuromuskuldren Synapse bei
Drosophila, dass die Rekrutierung von Vesikeln aus dem Reservepool wéhrend einer
tetanischen Stimulation durch einen Inhibitor des cAMP/PKA-Signalwegs reduziert
wird (Kuromi und Kidokoro, 2000).

In einem grol3 angelegten Experiment fiir verstdrkende oder supprimierende
Faktoren, welche gemeinsam mit PKA das visuelle Orientierungsgedachtnis
modulieren, wurde rugose als supprimierender Effektor gefunden (Masterarbeit Lalotra,
2014). Wahrend heterozygote Pka-C1™/I1 Fliegen einen intermediéren Phénotyp von
70 % Gedéachtnisleistung im Detour-Paradigma aufweisen, zeigen die doppelt hetero-
zygoten Tiere (rugose’®/X; Pka-C1™/1l) ein Gedachtnis von 80 % und somit einen
supprimierenden Phanotyp im Vergleich zu den heterozygoten Pka-C1"%/11 Kontrollen
(Masterarbeit Zeyen, 2015). Rugose ist ein Ankerprotein der PKA (A-kinase anchoring
protein; AKAPs), welches durch eine gezielte subzelluldre Lokalisation das
Zusammenspiel der PKA und ihrer Interaktionspartner verbessert (Edwards und Scott,
2000). Wahrend bei Drosophila Trager des hypomorphen rugose” Allels einen Defekt
im olfaktorischen Kurzzeitgedéchtnis zeigen (Volders et al., 2012), zeigen die gleichen
Tiere ein wildtypisches visuelles Orientierungsgedéchtnis im Detour-Paradigma
(Masterarbeit Zeyen, 2015). Die genetische Interaktion zwischen rugose und Pka-C1
zeigt ebenfalls einen verstarkten, defekten Phdnotyp im olfaktorischen
Kurzzeitgedachtnis (Zhao et al., 2013), erneut sind die Ergebnisse kontrar zu den
beschriebenen Ergebnissen aus dem Detour-Paradigma (Masterarbeit Zeyen, 2015).
Wahrend die Verankerung der PKA in der N&he des G-Protein gekoppelten Rezeptors
(GPCR) und der rut AC fur das olfaktorische Gedéchtnis essentiell ist, so scheint diese
Verankerung flr das Orientierungsgedéchtnis eher eine negative Funktion zu haben und

freibewegliche PKA-Enzyme werden fiir die Ausbildung des visuellen Arbeitsgedécht-
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nisses bendtigt (Abb. 62). In diesem Modell fir ein R3 Neuron stehen mehr
freibewegliche PKA-Enzyme in der Ndhe des Reservepools der Vesikel zur Verfligung,
um dort Synapsin zu phosphorylieren und die schnelle und anhaltende Freisetzung der
Vesikel zu garantieren. Die Phosphorylierung von lonenkanalen durch PKA wadre eine
Mdglichkeit der Modulation flr kurzzeitige Plastizitatsveranderungen am Neuron.
Diese ist jedoch weder fiir das olfaktorische Kurzzeitgedachtnis, noch fur das visuelle
Orientierungsgedachtnis bekannt. Es gibt lediglich eine Studie mit primaren Drosophila
Neuronen, in der elektrophysiologisch die Modulation der GABA-Transmission durch
den cAMP-Signalweg berichtet wurde (Ganguly und Lee, 2013). Zumindest bei Aplysia
konnte der direkte Effekt der PKA auf einen K*-Kanal nachgewiesen werden (Kandel,
2001).

Fur die Phosphorylierung von dCREB ist flr das visuelle Orientierungsgedéchtnis
der cGMP/PKG-Signalweg anstelle des klassischen cAMP/PKA-Signalweges
verantwortlich. Im Gegensatz dazu wird fur das olfaktorische Gedachtnis die
Aktivierung von dCREB uber den cAMP/PKA-Signalweg postuliert (Davis, 2005).
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Prasynaptisches Neuron Prasynaptisches Neuron
im Pilzkérper im Ellipsoidkérper

dCREB)~P

dCREB ~P

A
Pl O Synapsin
l: I: PKA \P}I::iﬁtlransmitter-
?r'l E ®® katalytische
/|l ®® Untereinheit der PKA
/I ll ('? ® regulatorische
:( » ,?’l =~ Untereinheit der PKA
SYN %/ Zytoskelett
. ,( lonenkanal

Abb. 62: Modell fur den cAMP/PKA-Signalweg im visuellen Orientierungsgedachtnis im Gegensatz
zum olfaktorischen Kurzzeitgedéachtnis von Drosophila. Wéhrend fiir das olfaktorische Gedé&chtnis
eine feste zelluldre Lokalisation der PKA uber spezifische Ankerproteine notwendig ist, ist flr das
visuelle Orientierungsgedachtnis eine freibewegliche Form der PKA forderlich fur das Gedéchtnis.
Abkiirzungen: GPCR (G-Protein gekoppelter Rezeptor), AC (Adenylylzyklase), AKAP (Ankerprotein der
Proteinkinase A), cCAMP (Zyklisches Adenosinmonophosphat), PKA (Proteinkinase A), R (regulatorische
Untereinheit der PKA), C (katalytische Untereinheit der PKA), SYN (Synapsin), PKG (Proteinkinase G),
RSKII (Ribosomale-S6-Kinase 11), P~dCREB (phosphoryliertes (aktiviertes) Drosophila cCAMP response
element-binding protein).
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4.7. Ein Modell zum visuellen Orientierungsgedachtnis von Drosophila

Die Moglichkeit zur Orientierung auf eine feste Position bzw. ein Objekt im Raum
auch ohne akute visuelle Informationen erfordert die stdndige Speicherung der Ziel-
position eines Objektes und die Speicherung der Eigenbewegung in Relation zu der
festen Raumposition des Objektes. Eine voriibergehende Speicherung der visuellen
Information wahrend diese noch zur Verfligung steht, erlaubt anschlielend fur kurze
Zeit das Zuriickgreifen auf diese Information, wenn die sensorische Information nicht
mehr zugénglich ist. Im Folgenden wird in einem hypothetischen Modell versucht, die
Verarbeitung der visuellen und ideothetischen Information fiir das untersuchte visuelle
Orientierungsgedachtnis zu erkléren.

Als Erstes soll der Weg der visuellen Information und ihre Verarbeitungsstellen im
Zentralkomplex grob skizziert werden (Abb. 63). In den Ellipsoidkdrper gelangt
visuelle Information von den optischen Tuberkeln in die Dendriten der Ringneurone des
Subtyps R2 und R4d, die in der Region der lateralen Triangel (Bulb) liegen. Diese
neuronale Verbindung wurde sowohl anatomisch beschrieben (Lin et al., 2013;
http://www.flycircuit.tw), als auch physiologisch untersucht. In den Dendriten der R2
und R4d Neurone kann ein préaferenzielles Antwortverhalten auf visuelle Landmarken
bestimmter Hohen und Winkel im visuellen Blickfeld der Fliege gemessen werden und
aufgrund dessen eine retinotope Karte fur die Dendriten der Ringneurone erstellt
werden (Seelig und Jayaraman, 2013). Vermutlich gibt es jedoch noch ein weiteres
Projektionssystem der visuellen Information in den Zentralkomplex. Fragmente eines
solchen Projektionssystems von den optischen Tuberkeln in die Protocerebralbriicke
wurden bereits friih beschrieben (Dissertation Hanesch, 1986), jedoch wurde in keiner
genaueren oder aktuelleren anatomischen Analyse weiter nach diesen Neuronen gesucht
und sie daher auch nicht im Detail beschrieben. Es gibt jedoch zahlreiche Verbindungen
vom optischen System zum Zentralhirn bzw. ins ventrolaterale Protocerebrum oder ins
posteriore laterale Protocerebrum (Otsuna und Ito, 2006). Die genauere Weiterleitung
der visuellen Information in den Zentralkomplex fehlt jedoch auch in dieser Studie. In
Heuschrecken wurde die Verbindung des visuellen Systems tber visuelle Tuberkel im
lateralen Bereich des Protocerebrums in den Zentralkomplex jedoch sowohl anatomisch
als auch funktional ausfihrlich beschrieben (Homberg et al., 2003; el Jundi et al., 2014).
Visuelle Information, welche in die Protocerebralbriicke gelangt, kdnnte der direkten
Kopplung eines akuten visuellen Stimulus und der benétigten Schrittlinge zum

Anlaufen des Objektes dienen. Die Protocerebralbriicke ist ein Neuropil, welches fiir die
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Modulation der Schrittlangen und —frequenzen verantwortlich ist (Strauss, 2002).
Zusétzlich bestehen zahlreiche kolumnére Projektionssysteme von der Protocerebral-
bricke zum facherférmigen Korper oder zum Ellipsoidkérper (Lin et al., 2013; Wolff et
al., 2015). In Experimenten im Flugsimulator wurde gezeigt, dass im facherférmigen
Korper ebenfalls visuelle Information hinterlegt ist. So werden Merkmale wie Hohe
uber dem Horizont und Winkellage zur Horizontlinie, sowie die Grof3e eines Objekts in
den verschiedenen Schichten dieses Neuropils verarbeitet (Liu et al., 2006). Im
facherférmigen Kdorper konnte also die Richtung der Fortbewegung moduliert werden,
indem ein Objekt bewertet wird und als Folge eine Hinwendung auf das Objekt erfolgt
oder eine Abwendung.

l LTR
OpTu-. _1
visuetle_< P A PB=— EK < ideothetische
Information ¥ . R Information
visuelle
Systeme

FK
Objektbewertung

\
Modulation Schrittiange

Abb. 63: Ubersichtsmodell zur Verarbeitung von visueller Information im Zentralkomplex bei
einer laufenden Fliege. Die visuelle Information wird tber die visuellen Systeme in den Zentralkomplex
eingespeist. Nachgewiesen ist Weiterleitung visueller Information Uber die optischen Tuberkeln (OpTu)
in die lateralen Triangel (LTR; Bulb) und somit in den Ellipsoidkérper (EK). Es gibt jedoch weitere
visuelle Verarbeitungssysteme im Protocerebrum, welche visuelle Information an die Protocerebralbriicke
(PB) vermitteln konnen. Die Neuropile des Zentralkomplexes sind untereinander stark verkniipft. Die
Bewertung eines visuellen Objektes erfolgt im facherférmigen Korper (FK) und schlielich fuhrt die
Modulation der Schrittlangen zu einer Hin- oder Abwendung zum Objekt.

Die visuelle Information Uber die absolute Position einer Landmarke gelangt tber die
Dendriten in den lateralen Triangeln (Bulb) in die axonalen Projektionen der Ring-
neurone R2 und R4d und wird im Ellipsoidkorper weiterverarbeitet (Seelig und
Jayaraman, 2013; Abb. 64 hellgriines Neuron). In einer neuen Studie wurde eine

nachgeschaltete Neuronenpopulation identifiziert und physiologisch beschrieben,
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welche den Azimut der Fliege relativ zu ihrer Umgebung oder einem Objekt kodiert.
Diese Neurone beinhalten laut Seelig und Jayaraman (2015) keine absolute
Positionszuordnung mehr, sondern kodieren nur noch die relative Lage zwischen der
Eigenposition und einer umgebenden Landmarke. Diese Neurone werden im Folgenden
als Kompassneurone bezeichnet werden (siehe Einleitung Kapitel 1.4; EBw.s in Seelig
und Jayaraman, 2015; EBw.s-PBg.b-gall.b in Wolff et al., 2015; EIP in Lin et al., 2013
und eb-pb-vbo in Hanesch et al., 1989; Abb. 64 rotes Neuron). Diese Kompassneurone
beinhalten eine Kompass-ahnliche Reprasentation der Orientierung der Fliege in
Relation zu einer visuellen Landmarke (Seelig und Jayaraman, 2015). Sie greifen
Informationen aus den radialen Einheiten des Ellipsoidkorpers ab und projizieren
anschlieBend zum einen in spezifische Glomeruli der Protocerebralbriicke und zum
anderen in die Gall. Diese Neurone werden hauptsachlich durch visuelle Stimuli
aktiviert, die Aktivitdt kann aber auch durch die Eigenbewegungen der Fliege, also
durch die ideothetische Information (Abb. 64 hypothetisches blaues Neuron), moduliert
werden. Verschwindet eine visuelle Landmarke, so behalten diese Kompassneurone die
relative Position in Form von neuronaler Aktivitat Uber einige Sekunden bei (bis tber
305s). In dieser Situation wird die Modulation der Kompass-ahnlichen Représentation
nur noch (ber die Eigenbewegung der Fliege gesteuert. Die Kodierung dieser relativen
Position scheint an einer beliebigen Position im Ellipsoidkdrper zu starten und wird
dann entsprechend ihrer Drehbewegungen in den benachbarten radialen Einheiten des
Ellipsoidkorpers an die jeweiligen Kompassneurone weitergegeben (Seelig und
Jayaraman, 2015). Hier besteht die Maoglichkeit, dass es sich tatsdchlich um ein
entkoppeltes Kompasssystem von der AuBenwelt handelt, oder dass diese Kopplung
von der AuBenwelt kinstlich durch den experimentellen Aufbau geschehen ist. Aus
Verhaltensexperimenten mit Bienen und Ameisen ist bekannt, dass diese ihren internen
Kompass sowohl durch Sonnenlicht als auch durch polarisiertes Licht der externen
Aulenwelt angleichen konnen. In der Heuschrecke ist die Eichung eines solchen
Kompasssystems mit Hilfe des Polarisationslichts besonders gut erforscht. Das
Polarisationsmuster des Himmels wird tber den dorsalen Rand (dorsal rim area), einem
spezialisierten Teil des Komplexauges wahrgenommen (el Jundi et al., 2014). Dieser
spezifische Bereich existiert auch in Drosophila (Wernet et al., 2012), so dass dieser
prinzipiell auch zur Eichung des inneren Kompass an die Weltkoordinaten dienen
konnte und somit auch ein absolutes und kein relatives Positionssystem in der Fliege

herrschen konnte.
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Zusétzlich muss der Ellipsoidkorper ideothetische Informationen tber die Lauf- und
Drehbewegungen der Fliege bekommen. Die Existenz der Information Uber die
eigengenerierte Lokomotion in Form einer Efferenzkopie wurde schon frih im
sogenannten Reafferenzprinzip postuliert (von Holst und Mittelstaedt, 1950). Uber die
Art der Neurone, die diese ideothetische Information vermitteln, liegen jedoch keinerlei
experimentelle Daten vor. Denkbar sind hier Projektionssysteme, die aus der Proto-
cerebralbriicke oder aus dem féacherformigen Korper kommen. Aber auch ein
Projektionssystem zur Vermittlung der ideothetischen Information, welches direkt aus
dem Ventralganglion aufsteigt und auf die Neurone des Ellipsoidkorpers verschaltet,
ware moglich. Dies wére dann nach von Holst und Mittelstaedt (1950) eine Exafferenz.
Dieses ideothetische System ist nicht topographisch mit absoluten Positionszuord-
nungen organisiert, sondern beinhaltet ausschlieflich relative Positionsdnderungen tiber
die Eigenbewegung der Fliege. Die ideothetischen Neurone missten jedoch gezielt in
die einzelnen radialen Einheiten des Ellipsoidkorpers (wedges) projizieren. Da die
Kompassneurone relative und nicht absolute Positionen kodieren, kann das Einspeisen
der ideothetischen Information in den Ellipsoidkorper in einer beliebigen radialen
Einheit starten und wird anschlieend entsprechend der Drehbewegung der Fliege in die
benachbarten radialen Einheiten weiterverschoben. Da bisher nichts Uber die Lage eines
solchen Satzes von Neuronen bekannt ist, wurden nur die Projektionen in die radialen
Einheiten des Ellipsoidkorpers eingezeichnet (Abb. 64; blau skizziertes Neuron).

Im vorgeschlagenen Modell wird die neuronale Aktivitat in den Kompassneuronen
(Abb. 64; rotes Neuron) sowohl durch visuelle als auch durch ideothetische Information
hervorgerufen (Seelig und Jayaraman, 2015). Diese Aktivitat ist punktuell zu
beobachten und wird von einer radialen Einheit des Ellipsoidkdrpers zur néchsten
radialen Einheit verschoben, so dass hier die aktuelle, relative Positionszuordnung
kodiert ist. Wandert ein visuelles Objekt Uber das Blickfeld der Fliege, so wandert auch
diese Aktivitat in Abh&ngigkeit von der Relation der Fliege zum Objekt durch die
radialen Einheiten des Ellipsoidkorpers. Diese Positionsinformation ist nur relativ und
nicht absolut zur Landmarke (Seelig und Jayaraman, 2015). L&uft eine Fliege nun eine
Landmarke an, so wird entsprechend des visuellen Winkels ein spezifisches Ringneuron
durch die visuelle Information angeregt. Aufgrund der ringférmigen Struktur des
Ringneurons (hier vom Subtyp R2 + R4d), welches in alle 16 radialen Einheiten des
Ellipsoidkorpers projiziert, kann dieses Neuron keine relative Positionsinformation

weiterleiten. Diese wird in dem vorgestellten Modell Gber das ideothetische Neuron
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vermittelt. Dieses Neuron konnte die relative Position der Eigenbewegung wiedergeben.
Lauft die Fliege nun geradeaus auf den Balken zu, so wirde ein ideothetisches Neuron
feuern, welches wiederum in eine spezifische radiale Einheit des Ellipsoidkorpers
projiziert und dort eine lokale Erregung des Ringneurons hervorrufen konnte (Abb.
64A). Eine allgemeine graduierte Aktivitat des Ringneurons in allen radialen Einheiten
durch die visuelle Information konnte somit in einer radialen Einheit durch die
zusétzliche Aktivitat eines ideothetischen Neurons lokal verstarkt werden. Verschiebt
sich eine Landmarke, z.B. um 15° (Abb. 64B), so wirde ecin ,benachbartes
ideothetisches Neuron eine Drehung um 15° melden und eine lokale Aktivitat des
Ringneurons in der benachbarten radialen Einheit erzeugen. In dieser benachbarten
radialen Einheit befindet sich das néchste Kompassneuron, so dass die Aktivitat (die
Information Uber die relative Positionsdnderung um 15°) im Ellipsoidkorper um eine

radiale Einheit weiterverschoben wirde.

Die Beobachtungen von Seelig und Jayaraman (2015) (ber die neuronalen
Eigenschaften der Kompassneurone beschreiben die Orientierung bei akuter visueller
Information und ermdglichen aufRerdem die anhaltende Orientierung auf ein Objekt,
falls dieses nicht mehr zu sehen ist. Das Phdnomen des Weiteranlaufens eines Objektes
uber mehrere Sekunden, obwohl dieses Objekt bereits verschwunden ist, wurde als
persistence of orientation beschrieben (Strauss und Pichler, 1998). Dieses Phanomen
gleicht der Situation bei Seelig und Jayaraman (2015), wenn das Licht in der Arena
ausgeschaltet wird und in den Kompassneuronen die zuvor fixierte Landmarke
reprasentiert wird und das Ca®*-Signal eine leichte ideothetische Modulation erfahrt.
Durch diese ideothetische Modulation konnte die Fliege merken, wenn sie von ihrem
Kurs auf die urspriinglich fixierte Position abkommt. Dabei kann der beschriebene
Kompass eine relative Karte reprasentieren, oder durch den experimentellen Aufbau
einer artifiziellen relativen Darstellung unterliegen. Die Ereignisse des Detour-
Paradigmas konnen mit diesem System jedoch nicht erklart werden, weil mit dem
Ablenkbalken der Fliege eine weitere Landmarke prasentiert wird und sie nach einer
Abbiegung von ihrem urspriinglichen Laufweg entscheidet, ob sie die erste oder zweite
Landmarke anlduft. Daher wird im Folgenden ein zweites Modell vorgeschlagen,
welches eine Orientierung trotz VVerschwinden der visuellen Information ermdglicht und
welches zusatzlich nicht nur das letzte fixierte Objekt, sondern auch ein vorheriges

Objekt reprasentiert.
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Abb. 64: Modell eines Kompassneurons zur Informationsibertragung in einem relativen
Positionssystems von Drosophila. (A) Die R3 Neurone (hellgriin) haben ihre Dendriten in den Bulbs
(BU; laterale Triangel) und bilden synaptische Ausgange in allen radialen Einheiten des Ellipsoidkdrpers
(EK). Das Kompassneuron (rot) greift durch seine Dendriten im Ellipsoidkdrper Informationen ab und
leitet diese Uber synaptische Ausgénge an die Protocerebralbriicke (PB) und die Gall (GA) weiter. Ein
weiteres Neuron (blau) fuhrt ideothetische Information in den Ellipsoidkérper ein. Wahrend die visuelle
Information das R3 Neuron in allen radialen Einheiten aktiviert, sorgt die ideothetische Information fir
eine lokale spezifische Erregung und aktiviert als Folge die NOS. Der Synergismus von visueller und
ideothetischer Stimulation fuhrt zur lokalen NO-Produktion und einem anhaltenden Signal an das
Kompassneuron. Diese lokale Aktivitdt spiegelt die relative Positionsinformation wider. (B) Dreht sich
die Fliege um 15°, so fiihrt dies zu einer Verschiebung der lokalen Aktivitét in eine benachbarte radiale
Einheit des Ellipsoidkdrpers. Weitere Abkirzungen: FK (facherformiger Korper), NO (Stickstoff-
monoxid), ZK (Zellkdrper der Ringneurone).
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Die Analyse der biochemischen Komponenten, welche zur Ausbildung des
untersuchten visuellen Orientierungsgeddchtnisses bendtigt werden, legt nahe, dass
dieses Gedachtnis in den R3 Neuronen des Ellipsoidkdrpers gebildet wird. Dieses
Gedachtnis benotigt ebenfalls die visuelle Information Uber ein Objekt und die
ideothetische Information der Eigenbewegung. In einem hypothetischen Modell zur
Funktionalitat des Orientierungsgedachtnisses konnte die visuelle Information an die R3
Neurone von einem R2 Partnerneuron stammen, welches ein Objekt meldet (Abb. 65A).
Da ein Ringneuron 16 Ausgénge in alle radialen Einheiten des Ellipsoidkdrpers hat,
muss eine spezifische, lokale Aktivitat in einer radialen Einheit durch eine dritte
Information bestimmt werden. In dem vorgestellten Modell wird dies durch das
ideothetische Neuron vermittelt. Die Koinzidenz von ideothetischer und visueller
Information konnte das R3 Neuron aktivieren und somit die NOS, welche in den
axonalen Ausgéngen der R3 Neurone exprimiert ist, ebenfalls aktivieren. Auf diese
Weise konnte eine lokale NO-Produktion entstehen, die proportional zur L&nge der
Anlaufzeit auf eine Landmarke akkumulieren kénnte. Die R3 Neurone haben jedoch
ebenfalls eine dendritische Region in der Bulb und sind somit anatomisch dhnlich
aufgebaut wie die R2 oder R4d Neuronen, welche die visuelle Information tber ein
Objekt kodieren. Denkbar ware hier, dass die R3 Neurone ein off-Signal kodieren
konnten. Entsprechend ihres R2 Partnerneurons konnten sie ihr rezeptives Feld
ebenfalls in einem definierten Blickwinkel der Fliege besitzen, jedoch kdnnten sie auf
das Verschwinden von Objekten reagieren. Verschwindet nun der urspriingliche Balken
im durchgefuhrten Detour-Experiment, so konnte dieser in einer durch visuelle und
ideothetische Information definierten radialen Einheit eine Aktivitdt im R3 Neuron
hinterlassen, die die bereits ausgeldste neuronale Aktivitat (Uber die Position des
Balkens und der Eigenbewegung) verldngern kénnte. Diese langer anhaltende oder
verstarkte lokale Aktivitat eines R3 Neurons in einer radialen Einheit kdnnte tber NO
und cGMP und dann weiter tber die CNG-Kanéle vermittelt werden. Die prazise und
lokal begrenzte Expression von NOS in den axonalen Ausgdngen der R3 Neurone
unterstltzt diese Hypothese. Die vermehrte Produktion von NO und cGMP im R3
Neuron durch die lokale Aktivierung kénnte eine langere Offnungswahrscheinlichkeit
der CNG-Kanale erzeugen und somit in einer anhaltenden Transmission resultieren.
Gleichzeitig erscheint der Ablenkbalken im 90° Winkel der Fliege und es konnte
entsprechend eines weltzentrierten Koordinatensystems eine andere radiale Einheit

eines R3 Neurons angeregt werden, in der ebenfalls eine NO-Produktion initiiert wird
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(Abb. 65B). Dieser Ablenkbalken wird jedoch nach 1 s wieder ausgeblendet, so dass die
zeitliche Integration sehr viel geringer ausfallt als in der Situation des urspriinglichen
Balkens, welcher tber mehrere Sekunden fixiert und angelaufen wurde. AnschlieRend
gibt es keine weiteren visuellen Stimuli fur die Fliege in der Arena. Die neuronale
Aktivitat Gber die Position der beiden verschwundenen Landmarken kénnte tber ein
weiteres Projektionssystem in die Briicke kopiert werden. Die l&ngere Anlaufzeit auf die
Position des urspriinglichen Anlaufbalkens héatte eine héhere NO-Produktion zur Folge
als in der entsprechenden radialen Einheit welche den Ablenkbalken kodiert, und
Erstere konnte somit auch ein starkeres Signal an die Protocerebralbriicke weiterleiten.
Dieses Signal in der Bricke hatte die Erhdhung der Schrittlange auf einer Seite zur
Folge und wirde somit in der Drehung auf das zuerst angelaufene Objekt resultieren.
Die Modulation der Schrittlinge durch die Protocerebralbriicke wurde bereits
beschrieben (Triphan et al., 2010). Erscheint ein Objekt auf der rechten Seite des Tieres,
so wird dieses Objekt auch auf der rechten Seite der Protocerebralbriicke représentiert
und Uber das horizontale Fasersystem werden die Ventralkdérper (ventral bodies) auf der
kontralateralen Seite aktiviert. Die kontralaterale Projektion erhéht die Schrittlange auf
der anderen Seite des Tieres (im Vergleich zum Objekt) und fiihrt somit zu einer
Hinwendung auf das Objekt. Im Detour-Paradigma wiirde dies in einer Hinwendung auf

das ursprungliche Objekt resultieren.
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Abb. 65: Modell eines neuronalen Netzwerkes zur Informationsiibertragung in einem
visuellen Orientierungsgedachtnis von Drosophila. (A) Die R3 Neurone (schwarz) integrieren die
visuelle Information der R2 Neurone (hellgriin) und die ideothetische Information, welche uber ein
unbekanntes Neuron (blau) vermittelt wird. Der Synergismus von visueller und ideothetischer
Stimulation fuhrt zur lokalen NO-Produktion. Diese initiale Aktivierung fiihrt zu einem weiteren,
anhaltenden Signal in den R3 Neuronen, wenn diese durch das Verschwinden eines zuvor fixierten
Objekts aktiviert werden. (B) Die lokale Aktivierung durch das Anlaufen und Verschwinden eines
Objekts hinterldsst eine lokale NO-Produktion im Ellipsoidkérper (EK), welche Uber die Anlauf-
und Fixationsdauer integriert wird und somit groRer fir das zuerst angelaufene Objekt ist. Dieses
Aktivitatsmuster wird an die Protocerebralbriicke (PB) weitergeleitet. Das starkere Signal auf einer
Seite der PB lost die Erhéhung der Schrittlange auf der kontralateralen Seite aus, so dass eine
Drehung erfolgt. Weitere Abkirzung: NO (Stickstoffmonoxid).

Die Verknupfung des Kompassneurons und des R3 Neurons ist auch hypothetisch
kaum darstellbar, da zu wenige Daten vorliegen. Die genaue Lage der pré- und post-
synaptischen Strukturen dieser Kompassneurone ist nicht eindeutig beschrieben.
Wiéhrend Wolff et al., (2015) diesen Neuronen ausschlieflich Dendriten im Ellipsoid-
korper zuordnen, wurden in einer anderen Anatomiestudie jedoch auch prasynaptische
Markerproteine in diesen Kompassneuronen im Bereich des Ellipsoidkdrpers detektiert
(Lin et al., 2013). Die Ausbildung von Pra- und/oder Postsynapsen im Ellipsoidkdrper

ist entscheidend fir die Modellierung der Funktionalitat dieses Neurons und hétte
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mafRgebliche Konsequenzen fiir seine Rolle in einem hypothetischen Modell. Die
genaue Verschaltung der visuellen und ideothetischen Information auf diese
Kompassneurone ist ebenfalls nicht geklart. Eine einfache Annahme waére die
synaptische Verknipfung des ideothetischen Neurons auf ein visuelles Ringneuron und
anschlieBend die Projektion auf die Kompassneurone, welche die relative

Positionsinformation an nachgeschaltete Systeme weiterleitet.

Dem System der Orientierung aufgrund von gespeicherter visueller Information und
relativer Positionsdnderung muss ein System der direkten visuellen Informations-
verarbeitung Ubergeordnet sein. Steht akute visuelle Information zur Verfigung, so wird
diese vorrangig zur Orientierung benutzt. Nur im Falle von nicht vorhandener visueller
Information wird auf die gespeicherten Daten und Eigenbewegungen zuriickgegriffen,
um so eine Orientierung an verschwundenen Objekten zu ermdglichen. Zur Verein-

fachung wurde dies im Modell nicht berlicksichtigt.

Folgende direkte Fragestellungen missten als néchste Schritte bearbeitet werden, um
den Ubergang des topographischen Systems in ein relatives System zu erklaren und das

vorgeschlagene Modell zu Gberprifen:

1) Physiologischer Nachweis (Calcium Imaging; Diegelmann et al., 2002) der
postulierten anhaltenden Aktivitadt des R3 Neurons nach Ausschalten des akuten
visuellen Eingangs (Landmarke). Physiologischer Nachweis eines postulierten
off-Signals der R3 Neurone bei Verschwinden eines visuellen Objektes.

2) Wird das visuelle Orientierungsgedachtnis zerstért, wenn die synaptische
Aktivitdt der Kompassneurone durch die Expression von Tetanus Toxin
stillgelegt wird?

3) ldentifizierung der synaptischen Verschaltung der Neurone im Ellipsoidkdrper:
Gibt es eine direkte synaptische Verbindung der R3 Neurone zu den
Kompassneuronen? Gibt es synaptische Verbindungen der Ringneuronsysteme
untereinander? Histologische Analysen unter Verwendung der GRASP-Methode
(Rekonstruktion eines GFP-Signals ber den synaptischen Kontakt zweier
Neurone; GFP reconstitution across synaptic partners; Gordon und Scott, 2009).

4) Analyse der pra- und postsynaptischen Strukturen der Kompassneurone.

5) Wirkt NO ausschlielich intrazellular in den R3 Neuronen, oder auch inter-

zelluldr in den Kompassneuronen (oder in einem anderen Projektionssystem
145


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0896627307010203

DISKUSSION

zwischen Protocerebralbriicke und Ellipsoidkérper)? Wird die Funktionsféhigkeit
des Orientierungsgedéachtnisses durch die Expression eines RNAi-Konstrukts
gegen die sGC in den Kompassneuronen (oder in einem anderen Projektions-
system zwischen Protocerebralbriicke und Ellipsoidkorper) gestort?

6) Identifizierung des neuronalen Netzwerks der ideothetischen Information.
Welche Neurone fiihren Informationen tber Lauf- und Drehbewegungen in den
Ellipsoidkorper ein, wenn keine Landmarke visuell sichtbar ist? Physiologischer
Nachweis (Calcium Imaging) der ideothetischen Neurone auf dem Buchner-Ball
(Seelig et al., 2010).

7) Welcher Neuronentyp integriert die visuelle und ideothetische Information — die
R3 Neurone und/oder die Kompassneurone? ldentifikation der synaptischen
Verbindungen der visuellen Informationstrager (Ringneurone) und der
ideothetischen Informationstrager auf das Kompassneuron.

8) ldentifizierung der beteiligten Neurone der Koinzidenzsynapse (siehe Einleitung
Kapitel 1.2.1; Martin-Pefia et al., 2014) durch eine sehr aufwendige Elektronen-

mikroskopie. Einordnung der Koinzidenzsynapse in das vorgeschlagene Modell.

Die Experimente zur Beantwortung dieser Fragestellungen konnten dieses
Basismodell essentiell weiterentwickeln und gegebenenfalls zu neuen Modifikationen
oder Korrekturen fiihren, um das neuronale Netzwerk, welches dem visuellen

Orientierungsgedachtnis zu Grunde liegen, zu entschlisseln.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Beitrag zur Identifizierung der benétigten
Signalwege fur ein visuelles Orientierungsgedéchtnis bei Drosophila geleistet. Dieses
Gedachtnis hat eine Dauer von etwa 4 Sekunden und dient der ununterbrochenen
Navigation auf eine spezifische Landmarke, auch wenn diese kurzzeitig nicht mehr
sichtbar ist. Das Gedachtnis bendtigt die Struktur des Zentralkomplexes, vor allem die
R3 Ringneurone des Ellipsoidkdrpers. Fir die Ausbildung dieses Gedéchtnisses sind
zwei Gasotransmitter, Stickstoffmonoxid (NO) und Schwefelwasserstoff (H,S),
erforderlich. Erstmals wurde hier eine Funktion von endogenem H,S fur die Ausbildung
eines Gedachtnisses nachgewiesen. NO aktiviert die 16sliche Guanylylzyklase, welche
fur die vermehrte Produktion von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP)
verantwortlich ist. H,S hat dagegen eine inhibitorische Wirkung auf die cGMP-
Phosphodiesterase, welche fur den Abbau von cGMP verantwortlich ist und deren
Inhibition somit ebenfalls zu einer Erhéhung des cGMP-Niveaus in der Zelle fiihrt. Die
gemeinsame Regulation von cGMP hat die Aktivierung der foraging Proteinkinase G
(PKG) und der ignorant Ribosomalen S6 Kinase 1l (RSKII) zur Folge. Die resultierende
dCREB-Phosphorylierung durch RSKII ist essentiell fir diese Gedé&chtnisleistung.
dCREB-AKktivitiat gewahrleistet die stetige Expression von sogenannten Kompetenz-
faktoren, welche die R3 Ringneurone des Ellipsoidkorpers mit der Fahigkeit ausstatten,
dieses visuelle Arbeitsgeddchtnis auszubilden. Ein tonisches NO- und H,S-Signal wird
also fur die Expression dieser Kompetenzfaktoren bendtigt. Die pharmakologische
Inhibition der NO-Synthase beschreibt die zuséatzliche Bedeutung eines phasischen NO-
Signals flr die Funktionsfahigkeit dieses Gedachtnisses. Dieses phasische NO-Signal
kdnnte zur kurzfristigen Modulation von lonenkanalen durch cGMP/PKG fiihren und
die Offnungsdauer dieser um 4 Sekunden verlangern. Des Weiteren wurde eine Rolle
des cAMP/PKA (zyklisches Adenosinmonophosphat/Proteinkinase A)-Signalwegs fur
das Orientierungsgedachtnis mit einer Mutantenanalyse und pharmakologischen
Experimenten gefunden. Mdéglicherweise reguliert der cAMP/PKA-Signalweg weitere
kurzzeitige synaptische Modulationen, die fiir das Orientierungsgedéchtnis bendtigt
werden. Die Ergebnisse fiihren zu der Hypothese, dass PKA nicht fur die
Phosphorylierung von dCREB verantwortlich ist, sondern fur die Phosphorylierung von
Synapsin und damit eine schnelle und anhaltende Verfugbarkeit von Neurotrans-
mittervesikeln sicherstellt.
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6. Summary

The present study contributes to the identification of signalling pathways required for
the visual orientation memory of Drosophila. This kind of memory lasts about
4 seconds and enables the animals’ uninterrupted navigation to a defined landmark even
though the landmark gets out of sight. This memory is localized in the central complex,
specifically in the R3 ring neurons of the ellipsoid body. This short-term memory
requires two kinds of gaseous transmitters: nitric oxide (NO) and hydrogen sulfide
(H2S) revealing for the first time a functional role of endogenously produced H,S in
memory formation. NO and H,S are produced by Nitric Oxide Synthase (NOS) and
Cystathionin-p-Synthase/Cystathionine-y-Lyase, respectively. NO activates the solouble
Guanylylclyclase which produces cyclic guanosine monophosphate (cGMP). On the
other hand, the cGMP-dependent Phosphodiesterase which metabolises cGMP, is
inhibited by H,S resulting in elevated cGMP levels in these cells. The concerted
regulation of cGMP abundance leads up to the activation of the foraging Protein
Kinase G (PKG) and subsequently the activation of the ignorant Ribosomal S6
Kinase Il (RSKII). The resulting dCREB phosphorylation by RSKII is essential for this
memory task. dCREB activity ensures a persistent expression of so-called competence
factors which endow the R3 ring neurons of the ellipsoid body to establish the visual
working memory. Thus, a tonic NO and H,S signal is required for the expression of
these competence factors. Furthermore, a pharmacological inhibition of NOS revealed
an additional requirement of phasic NO signalling to enable this visual memory. This
phasic NO signalling might be necessary to modulate ion channels in a cGMP/PKG-
dependent manner. This short-termed modulation of ion channels might prolong ion
channel activity to encode a memory of 4 seconds. Furthermore, mutant analysis and
pharmacological experiments elucidated a role of the cAMP/PKA (cyclic adenosine
monophosphate/Protein Kinase A)-signalling pathway in the R3 ring neurons for the
visual orientation memory. cAMP/PKA-signalling might regulate additional short-
termed synaptic modulations required for this memory. It is hypothesized, that PKA is
not involved in dCREB phosphorylation, but instead is needed for the phosphorylation
of Synapsin and whereby it ensures the availability of vesicles for fast and continuous

synaptic release.
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8. Anhang

8.1. Validierung rekombinanter Chromosome mittels PCR

8.1.1. Rekombination von UAS-dSrf und UAS-dMrtf
Es wurde ein rekombinantes Chromosom der Transgene UAS-dSrf und UAS-dMrtf
hergestellt, da beide Transgene auf dem dritten Chromosom liegen. Die mdglichen
Rekombinanten wurden per Augenfarbe vorselektiert (zwei Kopien mini-white) und die
Rekombinante #2 wurde positiv fiir beide Transgene mit Hilfe einer iPCR bestatigt
(Abb. 66). Die Bedingungen und Primer sind der Tab. 9 und der Tab. 12 im
Methodenteil zu entnehmen.
Marker L
0,5kb | S R#2 UAS-dMrtf Abb. 66: Validierung der Rekombinante UAS-
UAS-dSrf dSrf+dMrtf mit Hilfe einer iPCR. Die Rekom-
binante #2 (R#2) wurde als positive
Rekombinante identifiziert, da beide UAS-

Konstrukte durch ein PCR-Produkt nachgewiesen
werden konnten.

[ 3
[ =

0,1kb

8.1.2. Rekombination von UAS-ign und ign®®"*

Es wurde eine Rekombinante des ign®®" Allels und des UAS-ign (Rintelen et al.,
2001) Transgens hergestellt. Einzeltiere wurden anhand des mini-white des Transgens
identifiziert und in einer Einzelkreuzung als mdgliche Rekombinanten etabliert. Der
Nachweis der Mutation ign®®** wurde anschlieRend mit Hilfe einer PCR erbracht (Abb.
67). Die PCR-Bedingungen und Primer sind der Tab. 8 und der Tab. 12 im
Methodenteil zu entnehmen. Als positive Rekombinanten wurden #24, #45 und #55

identifiziert und es wurde mit der Rekombinante #24 weitergearbeitet.

Abb. 67: Validierung der Rekombinaten UAS-ign ign®®*/FM7a (#24) mit Hilfe einer PCR. Der
Nachweis der ign®®* Mutation erfolgt iiber ein PCR-Produkt von 500 bp sowohl in der Rekombinanten
#24 als auch in der Positivkontrolle.

178



ANHANG

8.1.3. Rekombination von 189Y-GAL4 und homer®F2*4

Da sowohl homer als auch 189Y-GAL4 (R3 Neurone) auf dem zweiten Chromosom
liegen, wurde mit dem Allel homer®"* und dem Transgen 189Y-GAL4 eine
Rekombination durchgefihrt. Anhand der Augenfarbe wurden die Fliegen vorselektiert
und mit Einzelkreuzungen verschiedene moégliche Rekombinanten etabliert. Mit Hilfe
einer IPCR (Tab. 9, Tab. 12 im Methodenteil) wurden beide Transgene in der
Rekombinanten #3 erfolgreich nachgewiesen (Abb. 68) und anschliefend mit dieser

Linie Rettungsexperimente durchgefihrt.

Marker

Abb. 68: Validierung der Rekombination
von 189Y-GAL4 und homer="#* In der
Rekombinanten #3 (R#3) konnten beide
transgenen Konstrukte durch ein PCR-Produkt
nachgewiesen werden.

8.2. Validierung von Antikdrpern

8.2.1. Antikdrper gegen NOS

Zur Validierung des Drosophila-spezifischen Antikdrpers gegen NOS wurden
sowohl Ganzpréparate (whole-mounts) von wildtypischen Gehirnen (CS) als auch von
Gehirnen der Nos”*® Nullmutante angefertigt (Abb. 69; NOS dargestellt in magenta).
Parallel wurde eine Farbung gegen Fasciclin Il (dargestellt in griin) durchgefiihrt, um
Referenzstrukturen im Gehirn wiederzuerkennen. Wahrend das wildtypische Gehirn
eine breite NOS-Expression aufweist, sind in der Nullmutante Nos*® keinerlei
Strukturen angefarbt (linke Bildreihe). Der Antikorper zeigt also keine Kreuzreaktion zu
weiteren Proteinen, sondern ist sehr spezifisch fiir NOS. Eine stérkere Expression von
Fasciclin 11 ist in den o/p/y-Loben der Pilzkorper (Xu et al., 2014) zu sehen und eine
schwéchere Féarbung des Ellipsoidkorpers ist ebenfalls detektierbar (rechte Bildreihe).
Fasciclin I11-Expression ist im Gegensatz zur NOS-Expression in beiden Genotypen

deutlich zu erkennen.
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merge
anti-Fasll

Abb. 69: Validierung des Drosophila-spezifischen NOS-Antikorpers. Totale z-Projektion eines
adulten, wildtypischen Gehirns (obere Bildreihe) und eines Gehirns der Nos™® Nullmutante (untere
Bildreihe). NOS ist stark im wildtypischen Gehirn exprimiert, wohingegen in der Mutante keine Féarbung
zu erkennen ist (linke Bildreihe; NOS dargestellt in magenta). Die zusatzliche Farbung gegen Fasciclin 11
(dargestellt in grin) zeigt die Expression in den a/p/y-Loben der Pilzkérper und eine schwache
Expression im Ellipsoidkdrper.

8.2.2. Antikdrper gegen CBS

Da es leider keinen Drosophila-spezifischen Antikorper gegen CBS gibt, wurde die
Eignung eines Serums gegen das humane CBS in einem Western Blot-Experiment
uberprift (Abb. 70). Drosophila CBS lauft bei einer elektrophoretischen Auftrennung
mit 522 Aminosauren etwa auf der Hohe von 60 kDa. Im wildtypischen Proteinextrakt
tritt eine deutliche Bande auf H6he von etwa 60 kDa hervor. In Proteinextrakten mit
einer panneuralen Uberexpression von CBS (elav>UAS-Cbs) tritt diese Bande verstarkt
auf, so dass sichergestellt werden konnte, dass es sich bei der Bande auf H6he von etwa
60 kDa um Drosophila CBS handelt. Es sind jedoch ebenfalls viele Kreuzreaktionen
mit anderen Proteinen zu beobachten, weshalb der Einsatz des Antikdrpers in der
Histologie fragwirdig ist. Zusétzlich wurde eine Ladungskontrolle mit einer Farbung

gegen Aktin durchgefihrt (~43 kDa). Die Féarbung féllt jedoch sehr schwach aus und die
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Beleuchtungszeit wurde aufgrund der starken Farbung der Uberexpression von CBS
gering gehalten.

elav>
CS UAS-Cbs kDa

100
Abb. 70: Validierung des Antikdrperserums gegen
70 humanes CBS in einer Western Blot-Analyse. In einem
CBS 10 %igem Gel wurden Kopfextrakte von je 15 Fliegen pro
55 Spur (CS und elav>UAS-Cbs) geladen. Immunochemische

Farbungen wurden mit Antikdérpern gegen CBS und Aktin
durchgefiihrt. Es ist eine deutliche Bande von Drosophila

actin
40 CBS zu erkennen.

8.3. Detour-Paradigma

8.3.1. Knock-down von dCREB

Die Reduktion der mRNA von dCreb in den R3 Neuronen des Ellipsoidkdrpers mit
189Y-GAL4 hat keinen spezifischen Effekt auf das Orientierungsgedéachtnis, da die
Kontrolltiere (UAS-dCrebRNAI ohne Treiberlinie) ebenfalls ein Gedéchtnis von 70 %
aufweisen (Abb. 71; UAS-dCrebRNAI: Dietzl et al., 2007). Die Verschlechterung des
Gedachtnisses ist daher auf eine Leckexpression des UAS-Konstruktes zuriickzufuihren

und kann durch die Gewebe-spezifische Expression mit 189Y nicht verstarkt werden.

1001 22

Tﬂ Hx
80 1
70 70

Abb. 71: Der Knock-down der dCreb mRNA mit 189Y-

J_ GAL4 (R3 Neuronen) fihrt zu einem Orien-
601— — _J__ - tierungsgedachtnis von 70 %. Dies unterschiedet sich
jedoch nicht zu den Kontrolltieren, die ebenfalls einen

401 Median von 70 % aufweisen (alle Genotypen n = 15). Die

statistischen Auswertungen sind der Tab. 13 zu entnehmen.

20 Darstellungskonventionen wie in Abb. 9

Positive Entscheidungen [%]

0 T '
UAS-dCrebRNAi  + +
+

UAS-mCD8::GFP -
189Y-GAL4 + -

181



ANHANG

Tab. 13a: Statistische Analyse flir Abb. 71: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test:
U =95; Z = 0.725866.

N/n Genotypen UAS-dCreb-B17ARNAI/189Y

150/15 | UAS-dCreb-B17ARNAI/189Y

150/15 | UAS-dCreb-B17ARNAI/UAS-mCD8::GFP p =0.467921

Tab. 13b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 70). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung _SI_Za}st:stlscher p-Wert

150/ 15 | UAS-dCreb-B17ARNAI/189Y | p = 0.03506 Sign-Test p = 0.001946
UAS-dCreb-B17ARNAI/UAS- _ . _

150/15 mCD8::GEP p=0.17289 single-t-Test p =0.006749

8.3.2. GAL4-Kontrollen fir das Rettungsexperiment von ebo®”® durch die
Uberexpression von Cbs und Nos
Wie bereits in Kapitel 3.4 beschrieben, kann das defekte Orientierungsgedachtnis der

678

ebo®”® Mutante durch die Uberexpression von Nos und Chs (sowohl in R3 als auch in

R2 Neuronen) gerettet werden (Abb. 25; Abb. 28). 189Y- und EB1-GAL4 wurden fur

diese Experimente in den ebo®”®

mutanten Hintergrund gekreuzt und sowohl
histologisch als auch im Verhalten auf den ebo®’® Phanotyp tberpriift. Sowohl bei den
Ausgangsstammen, ebo®’®; 189Y-GAL4 und ebo®’®;; EB1-GAL4, als auch bei den
Rettungstieren konnte die ebo phanotypische Deformierung des Ellipsoidkorpers
beobachtet werden. In der Verhaltensanalyse unterscheidet sich die GAL4-Kontrolle
von EB1 (ebo®”®/Y;; EB1-GAL4/III) signifikant von den jeweiligen Rettungstieren
(ebo®”®/Y; UAS-Nos/Il; EB1-GAL4/UAS-Nos, Abb. 72A und ebo®”®/Y;; EB1-

GAL4/UAS-Cbs, Abb. 72B.).
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Abb. 72: Die Kontrollen der GAL4-Linie EB1 im ebo®’® mutanten Hintergrund. Die GALA4-
Kontrolle mit der hemizygoten ebo®® Mutation zeigt ein defektes Orientierungsgedachtnis von
60 % und unterscheidet sich zur Rettung mit Nos (ebo®”®/Y; UAS-Nos/Il; EB1-GAL4/UAS-Nos)
und zur Rettung mit Cbs (ebo®’®/Y:; EB1-GAL4/UAS-Cbs) (alle Genotypen n =24). Die
statistischen Auswertungen sind der Tab. 14 und der Tab. 15 zu entnehmen. Darstellungs-
konventionen wie in Abb. 9.

Tab. 14a: Statistische Analyse fur Abb. 72A: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U =185.5; Z=-2.11351.

N/n Genotypen ebo®®/Y;;EB/III
240/ 24 ebo®®/Y;;EB1/1NI
240/ 24 ebo®®/Y;UAS-Nos/II;EB1/UAS-Nos p = 0.033683

Tab. 14b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 71A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

240/ 24 | ebo®®/Y;;EBL/INI p = 0.63506 single t-Test p = 0.409897
ebo®"®/Y;UAS-Nos/Il; _ : _

240/ 24 EBL/UAS-NoS p = 0.03240 Sign-Test p = 0.002200

Tab. 15a: Statistische Analyse fir Abb. 72B: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-

Test: U =139.5; Z =-3.06202.

N/n Genotypen ebo®’/Y:EB1/III
240/ 24 ebo®’8/Y:EB1/III
240/ 24 ebo®®/Y:;UAS-Chs/EB1 0.001739
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Tab. 15b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 71B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
240/ 24 | ebo®®/Y;;EBL/III p = 0.63506 single-t-Test p = 0.409897
240/ 24 | ebo®®/Y;;UAS-Cbs/EB1 | p =0.00122 Sign-Test p = 0.000018

Auch die GAL4-Kontrollen fur die Linie 189Y (ebo®’®/Y; 189Y/I1) unterscheidet
sich hochst signifikant von den jeweiligen Rettungstieren (ebo®®/Y; UAS-
Nos/189Y; UAS-Nos/I11, Abb. 73A und ebo®’®/Y; 189Y/II; UAS-Cbs/I1I, Abb. 73B).

—rxx B * ¥ ¥
100 1 100+ f 7
ok Tk
g 80 80
c 80 80 -
o
o
S n.s n.s. J__
2 80 -8 — 601 = | —-
<
3 I T
T 40 40 A
[11]
)
=
E 20 20 -
eboﬁm{‘Y eb0673/Y
0 y - 0 —
UAS-Nos - + UAS-Cbs - +
GAL4 189y 189Y GAL4 189Y 189Y
RN R3 R3 RN R3 R3

Abb. 73: Die Kontrollen der GALA4-Linie 189Y im ebo®® mutanten Hintergrund. Die GAL4-
Kontrolle mit der hemizygoten ebo®”® Mutation zeigt ein defektes Orientierungsgedéchtnis von 60 % und
unterscheidet sich zur Rettung mit Nos (ebo®”®/Y; UAS-Nos/189Y; UAS-Nos/Ill) und zur Rettung mit
Cbs (ebo®™®/Y; 189Y/11; UAS-Cbs/III) (alle Genotypen n = 24). Die statistischen Auswertungen sind der
Tab. 16 und der Tab. 17 zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie in Abb. 9.

Tab. 16a: Statistische Analyse fur Abb. 73A: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U =66 Z =-4.57756.

N/n Genotypen ebo®®/Y;189Y/I1I
240 / 24 ebo®’8/Y:189Y/II
240 / 24 ebo®’®/Y:UAS-Nos/189Y:UAS-Nos/III p = 0.000003
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Tab. 16b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 72A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

240/ 24 | ebo®®/Y;189Y/1l p = 0.00571 Sign-Test p = 0.153042
ebo®®/Y :UAS- ~ )

240/ 24 Nos/189Y:UAS-Nos/I1| p =0.09998 single t-Test p <10-5

Tab. 17a: Statistische Analyse fiir Abb. 73B: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U = 66.5 Z = -4.56725.

N/n Genotypen ebo®®/Y;189Y/II
240/ 24 ebo®8/Y;189Y/1I
240 / 24 ebo®®/Y;189Y/11;UAS-Cbs p = 0.000003

Tab. 17b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 72B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
240/ 24 | ebo®®/Y;189Y/1I p = 0.00571 Sign-Test p = 0.153042
240/ 24 | ebo®®/Y;189Y/1I;UAS-Cbs | p = 0.03049 Sign-Test p = 0.000105

8.3.3. Genetische Interaktionen von dCREB

Es kann keine genetische Interaktion zwischen Creb®*®? und Nos"*> gemessen werden
(Abb. 74). Einfach heterozygote Creb™®/X Tiere zeigen einen intermedidren
Gedachtnisphanotyp von 70 %, wiahrend einfach heterozygote Nos?*/Il Tiere ein
Gedéachtnis von 80 %

(Creb®®/X: Nos™/II) zeigen ebenfalls ein Gedachtnislevel von 70 % und somit ist

wildtypisches aufweisen. Doppelt heterozygote Tiere
kein additiver Effekt gegeniiber den einfach heterozygoten Creb®®/X Tieren zu

beobachten.
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s 801 ns. T** Abb. 74: Genetische Interaktion zwischen Creb**** und
2 70_ l 70_ Nos™®. Einfach heterozygote Tiere zeigen 70 %
3 60+ o (Creb™®%/X) bzw. 80 % (Nos™®/Il) Orientierungsleistung.
% J_ Das Gedéchtnis der doppelt heterozygoten Tiere
2 40- - — (Creb™®%/X; Nos*™/Il) zeigt hingegen keinen Unterschied
i zu dem der heterozygoten Creb®®/X Fliegen (alle
_g n.s. Genotypen n=15). Die statistischen Auswertungen sind
'g 20 1 der Tab. 18 zu entnehmen. Darstellungskonventionen wie
o in Abb. 9.
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Tab. 18a: Statistische Analyse fur Abb. 74: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: One-way
ANOVA: MS =113,97; df = 42.

N/n Genotypen Creb-B¥%/X Nos*"*/1
150/15 | Creb-B*%4/X

150/15 | Nos™"/lI 0.000322

150/15 | Creb-B**¥/X:Nos™™/Il | =1.0 0.0025651

Tab. 18b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 73). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | Creb-B*%4/X p = 0.14337 single t-Test p = 0.057158

150/15 | Nos*”/ll p = 0.05890 single t-Test p = 0.000001

150 /15 | Creb-B*'%/X;Nos**/II p = 0.06992 single t-Test p = 0.003987
Es kann ebenfalls keine genetische Interaktion zwischen Creb®®? und ebo®”

gemessen werden (Abb. 75). Die einfach heterozygoten Tiere laufen zu 60 %
(Creb®®4/X) bzw. zu 80 % (ebo®”®/X) die urspriingliche Landmarke an, wahrend die
doppelt heterozygoten Tiere einen intermedidren Phénotyp von 70 % Orientierungs-
leistung zeigen. Die Genotypen zeigen keine signifikanten Unterschiede, so dass keine

genetische Interaktion beobachtet werden konnte.
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= T (Creb™®?/X) bzw. 80 % (ebo®’®/X) Orientierungsleistung.
2 ol W -+~ | Das Gedachtnis der doppelt heterozygoten Tiere
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? I Unterschied zu dem der einfach heterozygoten Fliegen
,E 401 ns (alle Genotypen n = 11). Die statistischen Auswertungen
o n.s. sind der Tab. 19 zu entnehmen. Darstellungskonven-
% 201 tionen wie in Abb. 9.
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Tab. 19a: Statistische Analyse fur Abb. 75: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 33) = 7.782654 p = 0.0204.

N/n Genotypen Creb-B¥%/X ebo®®/X
110/11 | Creb-B*®/X
678 0.027825
110/11 ebo”°/X 2 601746
5162 678 ~1.0 0.173806
110/11 | Creb-8~"/ebo 0.705558 1.896188

Tab. 19b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 74). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

110/11 | Creb-B*%4/X p=0.21719 single t-Test p =0.070718
110/11 | Nos*“/lI p = 0.04197 Sign-Test p = 0.002569
110/11 | Creb-B*'%/X;Nos**/II p = 0.02437 Sign-Test p = 0.227800

8.3.4. Twins - eine mogliche Phosphatase fir dACREB

Es wurde ein weiteres Experiment zu einer moglichen dCREB Phosphatase twins

(tws) durchgefiihrt. Wie bereits oben gezeigt, haben die heterozygoten Pka-C1™/11
Fliegen und die heterozygoten CrebB®'°%/X Fliegen ein intermediares Gedéchtnis von
70% (Abb. 76). Weder Genotyps
CrebB®%%/X;; tws/111 noch Pka-C1™/I1; tws/Ill zeigen eine signifikante Verschlech-

doppelt  heterozygote Fliegen des
terung des Gedé&chtnislevels, also keine genetische Interaktion. Falls tws eine relevante
Phosphatase fiir dCREB wadre, dann wére durch die reduzierte Kopienanzahl der

Phosphatase zu erwarten gewesen, dass CREB langer in der aktiven Form bleibt und
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somit den Gedachtnisdefizit der heterozygoten CrebB>***/X oder Pka-C1"%/1l Fliegen

verbessert. Dies konnte in beiden Féallen nicht beobachtet werden. Jedoch ist keine

genetische Interaktion kein eindeutiges Ausschlagkriterium flr diese Hypothese. Im

Falle von Pka-C1"%/I1: tws/I1l konnte dies ein weiterer Hinweis sein, dass PKA und

dCREB nicht in einem gemeinsamen Signalweg interagieren.

. Nn.S.
100 1 n.s.
2 oy Tk
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LE 40 1
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crebB %X - + + -
tws/lll - - + +

Abb. 76: Genetische Interaktion zwischen
Creb™® und tws, sowie Pka-C1™ und tws.
Einfach  heterozygote ~ Pka-C1"%/Il  und
CrebB*®?/X Tiere zeigen ein intermedidres
Gedachtnis von 70 %, welches in beiden Fallen
durch Einkreuzen von tws nicht signifikant
verdndert wird (alle Genotypen n=15). Die
statistischen Auswertungen sind der Tab. 20 zu
entnehmen. Darstellungskonventionen wie in
Abb. 9.

Tab. 20a: Statistische Analyse fiir Abb. 76: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(4, N = 75) = 24.33087 p = 0.0001.

N/n Genotypen Pka-C1"/1I Creb-B*®%/X Creb-B¥®%/X:tws/I1
150/ 15 Pka-C1"/II

150/ 15 Creb-B>%4/X gggggg

150/15 | CrebBIX;tws/ill | 352000 o a0

150/15 | Pka-CL™/Il;tws/lll (?.é?oesso ﬁ'102683 ﬁjﬁgiggé

Tab. 20b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 75). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/ 15 | Pka-C1"/11 p = 0.03038 Sign-Test p = 0.000301
150/ 15 | Creb-B¥®%/X p = 0.14337 single t-Test p =0.057158
150/ 15 | Creb-B¥®%/X;tws/III p=0.07176 single t-Test p =0.057158
150/15 | Pka-C1"/11;tws/III p =0.22351 single t-Test p = 0.005378
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8.4. Buridan-Paradigma:

8.4.1. Genetische Interaktion zwischen Nos und dMrtf

Zur Uberprifung der Hypothese, ob dSRF/dMRTF die Transkription von Nos
reguliert, wurde ebenfalls eine genetische Interaktion mit einem der beiden
Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt. Das Allel Mrtf'’ ist eine Deletionsmutation des
ersten kodierenden Exons von Mrtf (Somogyi und Rgrth, 2004) und ist ein hypo-
morphes Komplementationsallel zu einer Nullmutante (Han et al., 2004).Weder die
doppelt heterozygoten Tiere mit dem Nos?™ Allel (Nos™**/11; Mrtf*’/111), noch mit dem
Allel Nos®™ (Nos®™/I1; Mrtf’/111) zeigen ein gezieltes Anlaufverhalten auf die
Landmarken. Da dies die Voraussetzung fir das Abfragen des Orientierungs-
ged&chtnisses ist, konnten die erwédhnten Genotypen nicht auf ihr Arbeitsgeddchtnis im
Detour-Paradigma berprift werden und wurden daher im Buridan-Paradigma auf ihr
Anlaufverhalten auf eine Landmarke untersucht.

Heterozygote Fliegen fiir die Gene Nos und Mrtf (Nos™*/Il und Mrtf*’/111) laufen die
Landmarken mit einem Fehlerwinkel von 23,0° bzw. 20,8° an, wohingegen die doppelt
heterozygoten Tiere (Nos?**/Il; Mrtf"’/Il1) eine signifikante Verschlechterung des
Fehlerwinkels auf 27,6° zeigen (Abb. 77A). In Abb. 77B sind die Verteilungen
aufgetragen wie hadufig die Genotypen die Landmarke unter dem jeweiligen
Fehlerwinkel anlaufen. Nos?**/II; Mrtf"’/111 Tiere fixieren die Landmarke direkt (0 °)
mit der geringsten Haufigkeit an und zeigen die breiteste Verteilung Uber alle
Anlaufwinkel. Die Verschlechterung der doppelt heterozygoten Fliegen im
Anlaufverhalten auf die Landmarke im Vergleich zu den einfach heterozygoten
Kontrollen zeigt eine genetische Interaktion zwischen Nos und Mrtf an. Dieses Ergebnis
konnte in einem weiteren Experiment bestatigt werden, dass mit dem Allel Nos®%*™
durchgefiihrt wurde. Die Kontrollen Nos®?*"/I1 und Mrtf’/111 laufen jeweils mit einem
Fehlerwinkel von 20,3° bzw. 20,8° die Landmarke an, wéhrend sich die doppelt
heterozygoten Tiere (Nos®™*"Y/II; Mrtf"/111) deutlich verschlechtern und einen
Fehlerwinkel von 25,6° aufweisen (Abb. 77C). Dies zeigt sich auch, wenn man die
Verteilung uber die Fehlerwinkel des Anlaufverhaltens gemaél ihrer Haufigkeit anschaut
(Abb. 77D). Die direkten Anlaufe (0 °) waren bei den Nos®®™/II; Mrtf’/111 Fliegen am
seltensten, wahrend die Kontrollen ein deutliches Maximum im Bereich der geringen
Fehlerwinkel (-20 ° bis 20 °) zeigen. Auch die genetische Interaktion mit dem Allel

Nos®?®™ pestatigt das Zusammenspiel von Nos und dMrtf in einem Signalweg.
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Abb. 77: Genetische Interaktion zwischen Nos und Mrtf im Buridan-Paradigma. (A) Fehlerwinkel
im Anlaufverhalten auf eine Landmarke: Die doppelt heterozygoten Tiere (Nos™**/11; Mrtf*/I11) zeigen
einen groReren Fehlerwinkel als die einfach heterozygoten Tiere. (B) Relative Haufigkeit der
Fehlerwinkel, unter denen die Fliegen die Landmarken angelaufen sind. Grundlage der Berechnung fur A.
(C) Fehlerwinkel im Anlaufverhalten auf eine Landmarke: Auch die doppelt heterozygoten Tiere
(Nos®®®™/11; Mrtf"’/Il1) zeigen einen groBeren Fehlerwinkel als die einfach heterozygoten Tiere. (D)
Relative Haufigkeit der Fehlerwinkel, unter denen die Fliegen die Landmarken angelaufen sind.
Grundlage der Berechnung fiir C; (alle Genotypen n = 20). Die statistischen Auswertungen sind der Tab.
21 und der Tab. 22 zu entnehmen. Darstellungskonventionen fiir (A) und (C) wie in Abb. 9.
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Tab. 21a: Statistische Analyse fiir Abb. 77A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 60) = 18.48492 p = 0.0001.

n Genotypen Nos?"*/1 Mrte /111

20 Nos?*/1

20 Mrtf7/111 g'égéggz

20 e 0.027367 0.000060
Nos™ /11 Mrtf7/11 2.607429 4.264234

Tab. 21b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 76A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

n Genotypen Normalverteilung
20 Nos“%’/11 p = 0.80323
20 Mrtf7/111 p = 0.00602
20 Nos?**/11;Mrtf*7/111 p = 0.36037

Tab. 22a: Statistische Analyse fir Abb. 77C: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte

(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 60) = 18.48492 p = 0.0001.

n Genotypen Nos®™/11 Mrte /111
20 Nos®2e™4|
20 7 ~1.0
Mrtf/111 0.624607
20 26T 17 0.000042 0.000595
Nos™ /1Mt /111 4.345716 3.721019

Tab. 22b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 76C). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

n Genotypen Normalverteilung
20 Nos®™/11 p = 0.75240
20 Mrtf7/I11 p = 0.00602
20 Nos®2/11; Mrtf*7/111 p=0.38140

8.4.2. Genetische Interaktion zwischen Nos und ign

Es wurde ebenfalls eine genetische Interaktionsstudie zwischen den Genen Nos und

ign durchgefihrt. Da Fliegen des Genotyps ign®®/X; Nos?”*/Il jedoch keine
ausreichende Fixierung der Balken im Detour-Paradigma zeigen, wurde ihr
Anlaufverhalten im Buridan-Paradigma untersucht. Heterozygote ign®®%/X und

Nos?”’/1l Tiere laufen die Landmarke mit einem Fehlerwinkel von 23,3 ° bzw. 23,5 ° an,
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wahrend die doppelt heterozygoten Tiere ign®®*/X; Nos?*/11

Fehlerwinkels auf 28,6 ° zeigen (Abb. 78A). Dies lasst sich auch an der Verteilung tUber
die Fehlerwinkel des Anlaufverhaltens gemalR ihrer Haufigkeit beobachten (Abb. 78B).

eine Verschlechterung des

Die doppelt heterozygoten Tiere zeigen die geringste Anlaufhéufigkeit im Bereich der
kleinen Fehlerwinkel (-20 ° bis 20 °) im Vergleich zu den Kontrollgenotypen. Die
Ergebnisse dieses Experiments decken eine genetische Interaktion der beiden Gene Nos

und ign auf.
A 40 1 B 7 1 _ ignﬁajT/X
— N
35 - 6 - .58/ A5
n.s. - _ -— jgn" " /X; Nos /i

30 1 T &
5 T L= S 7
— i o
% 25 J_ :\‘? 4
E 20 1 :%
9 1 T L 34
5 151 *k 'g
w T o

10 - 2 2

5 1 17

0 1z
ignsaﬁ X Nos™ i ignssh X: -120 -80 -40 0 40 80 120
A5 Fehlerwinkel [°]

Nos /Il

Abb. 78: Genetische Interaktion zwischen Nos und ign im Buridan-Paradigma. (A) Die doppelt
heterozygoten Tiere (ign®®*/X; Nos?/Il) weisen einen deutlich gréReren Fehlerwinkel als die
heterozygoten Kontrollen auf. (B) Relative Haufigkeit der Fehlerwinkel, unter denen die Fliegen die
Landmarken angelaufen sind. Grundlage der Berechnung fiir A; (alle Genotypen n = 20). Die statistischen
Auswertungen sind der Tab. 23 zu entnehmen. Darstellungskonventionen fur (A) sind wie in Abb. 9.

Tab. 23a: Statistische Analyse fir Abb. 78: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: One-way
ANOVA: MS = 20.740; df = 57.

n Genotypen ign®®/x Nos?"*/Il
20 ign®®/x

20 Nos”"*/ll ~1.0

20 ign®®/X ;Nos?*/11 0.001124 0.002531
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Tab. 23b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 77). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

n Genotypen Normalverteilung
20 ign®®/x p =0.22261
20 Nos?/II p = 0.80323
20 ign®®/X;Nos? /I p=0.71267
8.5. Statistik

Tab. 24a: Statistische Analyse fiir Abb. 9: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Test: H(5, N = 144) = 52,95278 p = 0,0000.

N/n Genotypen cs for® for® for®/for'®" | for*/for'®"
240124 | CS
R ~1,0
240/24 | for 0,325261
; 0,000002 | 0,000012
240/ 24 | for 5264737 | 4,939476
Reo 189 ~1,0 ~10 0,000038
240724 | for'/for 0560557 | 0235296 | 4.704180
o 10y 0000814 | 0,003095 | =10 0.007640
240/24 | forifor 4036356 | 3711095 | 1228381 | 3475799
240 24 for'®"/ 0,014096 | 0,042855 | 0,755637 | 0,090099 | ~1,0
Df(2L)ED243 | 3,307978 | 2,982717 | 1,956759 | 2,747421 | 0,728378

Tab. 24b Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 9). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test p-Wert
240/24 | CS p =0,00043 Sign-Test p<10®
240/ 24 | for® p = 0,00242 Sign-Test p<10®
240/ 24 | for® p =0,46531 single t-Test p = 0,584387
240/ 24 | for®/for'®" p = 0,01354 Sign-Test p<10®
240/ 24 | forffor'®®Y p =0,12590 single t-Test p = 0,004377
240/ 24 | for*®®Y/Df(2L)ED243 | p = 0,00157 Sign-Test p<10°
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Tab. 25a: Statistische Analyse fiir Abb. 11A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(8,

N = 188) = 93,98333 p = 0,0000.

N/n Genotvpen s for*/for® for®; for’/for’201Y; | for’;UAS- for*/189Y:; c105/Y:for®; for®:UAS-
yp UAS-forT1 UAS-forT1/1ll | forT1/c232 UAS-forT1/111 | UAS-forT1/11l | forT1/c042
240/ 24 | CS
S /¢ 1. 189Y 0,009894
240/ 24 | for’/for 3.637944
. 0,000198 =10
200/ 20 | for’;UAS-forT1 4545276 1076632
200/ 20 for*/for°201Y:; <10° 0,391103 =10
UAS-forT1/111 6,015687 2,547044 1,407812
200/ 20 for>;UAS-forT1/ | =~1,0 0,053891 0,001686 0,000002
c232 0,293374 3,175269 4,070886 5,478698
200/ 20 for/189Y; ~1,0 0,009488 | 0,000218 <10° ~1,0
UAS-forT1/111 0,180071 3,648714 4524175 5,931987 0,453289
200/ 20 | CL05/Y;for; 0,001003 | =1,0 ~1,0 ~1,0 0,006868 0,001030
UAS-forT1/111 4,190192 0,721549 0,339967 1,747779 3,730919 4,184208
200/ 20 for®;UAS-forT1/ | 0,000629 ~1,0 ~1,0 ~1,0 0,004591 0,000659 ~1,0
c042 4,294896 0,826253 0,239720 1,647532 3,831166 4,284455 0,100247
200/ 20 for*;UAS-forT1/ | 0,000002 ~1,0 ~1,0 ~1,0 0,000026 0,000002 ~10 ~1,0
ftz-ng 5,467887 1,999244 0,883333 0,524479 4,954219 5,407508 1,223300 1,123053
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Tab. 25b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 11A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
240/24 | CS p = 0,00043 Sign-Test p<10°
240/ 24 | forffor'®® p =0,12590 single t-Test p = 0,004377
200/ 20 | for’;UAS-forT1 p = 0,27690 single t-Test p =0,511089
200/ 20 | for’for’201Y;UAS-forT1/11I p = 0,00345 Sign-Test p =0,238
200/ 20 | for’;UAS-forT1/c232 p =0,14741 single t-Test p<10°
200/ 20 | for®/189Y;UAS-forT1/11I p = 0,00081 Sign-Test p<10°
200/20 | c105/Y:for’;UAS-forT1/11 p =0,01077 Sign-Test p =0,028
200/ 20 | for®; UAS-forT1/c042 p =0,00398 Sign-Test p = 0,002
200/ 20 | for®; UAS-forT1/ftz-ng p =0,05689 single t-Test p =0,707548

Tab. 25c: Statistische Analyse fur die Abb. 11B. Die abhé&ngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp Z-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80"/for*;UAS-forT1/1I _ _
180/18 18°C vs 30°C Z=2,698272 p = 0,006970

Tab. 25d: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 11B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGALS80“/for®;UAS-forT1/IIl wurde bei
unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
180/18 | 18° p =0,00289 Sign-Test p =0,280
180/18 | 30° p =0,01551 Sign-Test p =0,001

Tab. 26a: Statistische Analyse fur Abb. 12: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(3, N = 66) = 26,08882 p = 0,0000.

N/ Genotvoen cs UAS-mCD8::GFP/II; | UAS-mCD8::GFP/
yp UAS-forRNAI/III 189Y
180/18 | CS
UAS-mCD8::GFP/II: ~10
150715 | AS-forRNAW/II 1,370035
. ~1,0 ~10

180/18 | UAS-MCDB:GFP/IBYY | 30oaar | o ioeang

, . —10,000000 | 0,005995 0,002180
150/15 | 189Y/UASHOrRNAIIL | Joooe | 2oa07ea 3565402
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Tab. 26b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 12). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
180/18 | CS p = 0,00139 Sign-Test p<10°
UAS-mCD8::GFP/II;UAS- _ . 4

150/ 15 forRNAI/II p = 0,08152 single t-Test p<10

180/18 | UAS-mCD8::GFP/189Y p = 0,02519 Sign-Test p<10°

150/ 15 | 189Y/Il; UAS-forRNAI/III p = 0,03350 Sign-Test p=0,773
Tab. 27a: Statistische Analyse fur Abb. 16B: Vergleich zweier Gruppen mit dem t-Test: t = 5,281386.

n Genotypen p-Wert

5 UAS-NosRNAI/II

. p = 0,000745
5 UAS-NosRNAIi/189Y

Tab. 27b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 16B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

n Genotypen Normalverteilung
5 UAS-NosRNAI/II p = 0,53682
5 UAS-NosRNAIi/189Y p =0,65114

Tab. 28a: Statistische Analyse fur Abb. 17A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(3, N = 71) = 25,27400 p = 0,0000.

N/n Genotypen CS Nos”"® Nos”/*/Nos®?¢™
180/18 | CS

180/18 | Nos™’ 2:2(2)(1)833

170/17 | Nos™*/Nos®*™ 2;382822 12,(1)’5?2439

180/18 | Nos™/Nos® 2;8@2222 ; :1),%?7414 g,é’:oslz

Tab. 28b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %;
wurde auf Normalverteilung getestet.

Abb. 17A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test p-Wert

180/18 | CS p =0,02183 Sign-Test p = 0,000062
180/18 | Nos™” p=0,12410 single t-Test p =0,777509
170/17 | Nos™*/Nos**™ p=0,03172 Sign-Test p = 0,003609
180/18 | Nos™’/Nos® p = 0,08465 single t-Test p = 0,746093

196




ANHANG

Tab. 29a: Statistische Analyse fiir Abb. 17B: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 55) = 23,04675 p = 0,0000.

N/n Genotypen UAS-NosRNAI/II UAS-NosRNAI/189Y
200/20 | UAS-NosRNAI/II
. 0,000185
200/20 | UAS-NosRNAIi/189Y 4.006926
e 0,000191 ~1,0
150/15 | UAS-NosRNAI/Il; VT202672/111 3.999036 0,289344

Tab. 29b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 17B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
200/20 | UAS-NosRNAI/II p =0,06453 single t-Test p <10-5
200/20 | UAS-NosRNAI/189Y p =0,01095 Sign-Test p = 0,000796
150/15 | UAS-NosRNAI/II;VT202672/111 | p =0,08553 single t-Test p =0,017975

Tab. 30a: Statistische Analyse fur Abb. 19: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 54) = 3,911374 p = 0,1415.

N/n Genotypen Nos”"*/Nos® Nos™**/Nos®;UAS-Nos/II
180/18 | Nos?”’/Nos®
415 c. 0,791124
180/ 18 Nos“"/Nos~;UAS-Nos/IlI 1117670
A15 C. _ 0,165516 21,0
180/ 18 Nos“/Nos~;UAS-Nos/c232 1917519 0,799849

Tab. 30b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 19). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

180/18 | Nos**/Nos® p = 0,08465 single t-Test p = 0,746093
180/ 18 Nos”*%/Nos®;UAS-Nos/I1 p =0,05845 single t-Test p =0,001974
180/ 18 Nos?*5/Nos®;UAS-Nos/c232 p =0,01726 Sign-Test p =0,002183

Tab. 3la: Statistische Analyse fur die Abb. 20A: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
150/15 | CS naiv

Z =0,591608 p =0,554114
150/15 | CS + 2 h Saccharose
150/15 | CS naiv

Z=3,407771 p = 0,000655
150/15 | CS+2hL-NNA
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Tab. 31b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 20A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert

150/15 | CS naiv p = 0,00003 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS + 2 h Saccharose p =0,12410 single t-Test p = 0,000301
150/15 | CS naiv p = 0,00001 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS+2hL-NNA p =0,04983 Sign-Test p =0,301700

Tab. 32a: Statistische Analyse fur die Abb. 20B: Die abhéngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
150/15 | CS naiv

- Z =0,943456 p = 0,345448
150/15 | CS + 30 Min Saccharose
150/15 | CS naiv

- Z =3,407771 p = 0,000655
150/15 | CS+ 30 Min L-NNA

Tab. 32b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 20B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert

150/15 | CS naiv p<10° Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS + 30 Min Saccharose p = 0,00020 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS naiv p = 0,00003 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS + 30 Min L-NNA p = 0,02992 Sign-Test p =0,121335

Tab. 33a: Statistische Analyse fur die Abb. 20C: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
160/16 | CS naiv

- Z=0,533114 p = 0,593955
160/16 | CS + 5 Min Saccharose
160/16 | CS naiv

- Z =3,516196 p = 0,000438
160/16 | CS+5 Min L-NNA (100 pM)

Tab. 33b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 20C). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

160/16 | CS naiv p =0,00001 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS +5 Min Saccharose p =0,03620 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS naiv p =0,00001 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS+5Min L-NNA (100 uM) | p=0,01643 Sign-Test p =0,001154
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Tab. 34a: Statistische Analyse fur die Abb. 20D: Die abhangigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
160/16 | CS naiv

- Z =2,201398 p =0,027709
160/16 | CS+5 Min Saccharose
160/16 | CS naiv

- Z =3,059412 p =0,002218
160/16 | CS +5 Min L-NNA (10 uM)

Tab. 34b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 20D). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

160/16 | CS naiv p =0,00003 Sign-Test p = 0,000301
160/16 | CS + 5 Min Saccharose p =0,00277 Sign-Test p = 0,000301
160/16 | CS naiv p =0,00018 Sign-Test p = 0,000301
160/16 | CS+5 Min L-NNA (10 uM) | p=0,00139 Sign-Test p = 0,000301

Tab. 35a: Statistische Analyse flr Abb. 21A: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U = 95; Z = 2,820509.

N/n Genotypen p-Wert
150/ 15 w/Y;;UAS-mCD8::GFP/EB1

EY04457 p = 0’003674
150/ 15 Chs 1Y;;EB1/1I

Tab. 35b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 21A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert
150/ 15 | w/Y;;UAS-mCDS8::GFP/EB1 p=0,11201 single t-Test p = 0,000012
150/ 15 | CbsE"™*571y::EB1/III p = 0,03267 Sign-Test p = 0,605577

Tab. 36a: Statistische Analyse fur Abb. 21B: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U = 95; Z = 3,427030.

N/n Genotypen p-Wert
150/ 15 CS i
150/ 15 Eip55E«C02>10 p =0,000478

Tab. 36b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 21B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert
150/15 | CS p=0,21632 single t-Test p<10-5
150/ 15 | Eip55E<®0%% p =0,02144 Sign-Test p = 0,301700
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Tab. 37a: Statistische Analyse fiir Abb. 24A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 72) = 20,74925 p = 0,0000.

N/n Genotypen ebo®8/X DFf(X)BSC708/X
240 /24 | ebo®®/X
~1,0
240/ 24 | Df(X)BSC708/X 0762087
678 0,001873 0,000086
240/ 24 | ebo®”®/ Df(X)BSC708 3420771 4813536

Tab. 37b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %;Abb. 24A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

240/ 24 ebo®"8/X p =0,02214 Sign-Test p = 0,000003
240/ 24 Df(X)BSC708/X p =0,00772 Sign-Test p =0,000018
240/ 24 | ebo®® Df(X)BSC708 p = 0,03003 Sign-Test p = 0,066193

Tab. 38a: Statistische Analyse fir Abb. 24B: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 60) = 12,86436 p = 0,0016.

N/n Genotypen ebo®8/X X/X;Df(2R)Exel7157/11
200/20 | ebo®™®/X
: ~1,0
200/20 | X/X;Df(2R)Exel7157/Il 0285188
678 . 0,013607 0,005362
200/20 | ebo®”®/X;Df(2R)Exel7157/II 2838296 3126483

Tab. 38b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %;Abb. 24B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

200/20 | ebo®®¥/X p = 0,00767 Sign-Test p = 0,000022
200/20 | X/X; Df(2R)Exel7157/1l p = 0,00230 Sign-Test p = 0,000144
200/20 | ebo®®/X; Df(2R)Exel7157/I1 p =0,18267 single t-Test p =0,012993
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Tab. 39a: Statistische Analyse fir Abb. 25: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(3, N = 96) = 27,82890 p = 0,0000.

ebo®¥/Y:; ebo®®/Y;189Y/II;

N/n | Genotypen cs UAS-Cbs/III UAS-Cbs/II
240/24 | CS

ebo®8/Y:; 0,001323
240724 | As-Chs/lll 3.694350
240/ 24 ebo®®/Y:189Y/II; ~1,0 0,003386

UAS-Chs/11I 0,246117 3,448233
240/ 24 ebo®8/Y:; ~1,0 0,000478 ~1,0

UAS-Cbs/EB1 0,251299 3,945649 0,497416

Tab. 39b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 25). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

240/24 | CS p = 0,00293 Sign-Test p = 0,000003
240 /24 | ebo®®/Y;;UAS-Chs/IlI p = 0,02412 Sign-Test p = 0,024745
240/24 | ebo®®/Y;189Y/11; UAS-Cbs/I1l | p = 0,03049 Sign-Test p = 0,000105
240/24 | ebo®®/Y;;UAS-Cbs/EB1 p =0,00122 Sign-Test p = 0,000018

Tab. 40a: Statistische Analyse fur die Abb. 26. Die abh&ngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
150/ 15 | ebo®®/Y naiv

&8 Z =1,260252 p =0,207579
150/15 | ebo’®/Y + 24 h Saccharose
150/ 15 | ebo®®/Y naiv

8 - Z = 2,896605 p = 0,003772
150/15 | ebo’®/Y + 24 h Cystein

Tab. 40b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 26). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert

150/ 15 | ebo®®/Y (Kontrolle, naiv) p = 0,00022 Sign-Test p = 0,038867
150/ 15 | ebo®®/Y (24h Saccharose) p = 0,00689 Sign-Test p=0,121335
150/ 15 | ebo®®/Y (Experiment, naiv) p =0,02338 Sign-Test ~1,0

150/ 15 | ebo®®/Y (24h Cystein) p = 0,06436 single t-Test p = 0,000019
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Tab. 4la: Statistische Analyse fur Abb. 27: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 54) = 19,63765 p = 0,0001.

N/n Genotypen ebo®®/X Nos*"*/II
180/18 | ebo®"®/X

A15 ~1,0
180/ 18 Nos™* /I 0,715097

6787 - N[ el 15 0,002846 0,000174
180/ 18 ebo’°/X;Nos /Il 3.305337 4.020434

Tab. 41b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 27). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test p-Wert
180/18 | ebo®®¥/X p = 0,02626 Sign-Test p = 0,000062
180/18 | Nos’”/ll p = 0,08407 single t-Test p < 10-5
180/18 | ebo®¥/X;Nos"*/l p = 0,10652 single t-Test p = 0,432706

Tab. 42a: Statistische Analyse fur Abb. 28: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(3, N = 96) = 26,48007 p = 0,0000.

ebo®"®/Y;UAS-

ebo®’®/Y:UAS-Nos/

N/n | Genotypen S Nos/I1:UAS-Nos/I1l | 189Y:UAS-Nos/Il1
240/24 | CS
ebo®”®/Y:UAS-Nos/Il; | 0,001170
240124 1 () As-Nos/I1I 3725439
240/ 24 ebo®"®/Y;UAS-Nos/ ~1,0 0,008112
189Y:UAS-Nos/I1| 0,520732 3.204706
240/ 24 ebo®®/Y;UAS-Nos/Il; | ~1,0 0,025200 ~10
UAS-Nos/EB1 0,862706 2.862733 0,341974

Tab. 42b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %;Abb. 28). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
240/24 | CS p =0,00293 Sign-Test p = 0,000003
240/ 24 Etf:_a{\l\g;/’lﬁs"\'“’ I D = 0,05468 single t-Test 0 = 0,020801
240/ 24 Ebgzm\g?/’lﬁs"\'oy 189Y; p = 0,09998 single t-Test p < 10-5
240/ 24 E%:S’N\g;f?;l Nos/I; b = 0,03240 Sign-Test 0 = 0,002200
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Tab. 43a: Statistische Analyse fur Abb. 29B: Vergleich zweier Gruppen mit dem t-Test: t = 2,427662.

n Genotypen p-Wert
4 ebo®*/X;189Y/UAS-mCD8::GFP

8 p = 0,051325
4 ebo”"°/Y;189Y/UAS-mCD8::GFP

Tab. 43b: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (Abb. 29B).

n Genotypen Normalverteilung
4 ebo®®/X;189Y/UAS-mCD8::GFP p = 0,95975
4 ebo®”*/Y;189Y/UAS-mCD8::GFP p = 0,61922

Tab. 44a: Statistische Analyse fiir Abb. 30; Quantifizierung von R2 Neuronen: Vergleich zweier

Gruppen mit dem tTest: t =-0,102189.

n Genotypen p-Wert
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/III

p =0,921936
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/UAS-dSrf

Tab. 44b: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (Abb. 30).

n Genotypen Normalverteilung
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/IlI p =0,27955
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/UAS-dSrf p = 0,93260

Tab. 45a: Statistische Analyse fur Abb. 30; Quantifizierung von (R2+R3)/R3: Vergleich zweier

Gruppen mit dem tTest: t = 0,491344.

n Genotypen p-Wert
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/III

p = 0,640638
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/UAS-dSrf

Tab. 45b: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (Abb. 30).

n Genotypen Normalverteilung
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/III p =0,23334
4 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/UAS-dSrf p =0,86610

Tab. 46a: Statistische Analyse fur Abb. 31: Vergleich zweier Gruppen mit dem t-Test.

n Genotypen p-Wert
5 elavAppl/TM3, Sb

p =0,002270
5 elavAppl/UAS-dSrf
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Tab. 46b: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (Abb. 31).

n Genotypen Normalverteilung
5 elavAppl/TM3, Sb p =0,72883
5 elavAppl/UAS-dSrf p =0,32621

Tab. 47a: Statistische Analyse fur Abb. 32; Quantifizierung der Relation NOS/GFP: Vergleich

zweier Gruppen mit dem t-Test: t = 1,728603.

n Genotypen p-Wert
6 elav UAS-mCD8::GFP;;UAS-/1II

p =0,114573
6 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/UAS-dSrf + dMrtf

Tab. 47b: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (Abb. 32).

n Genotypen Normalverteilung
6 elav UAS-mCD8::GFP;;UAS-/1lI p =0,29703
6 EB1-GAL4;UAS-mCD8::GFP/UAS-dSrf + dMrtf p =0,12877

Tab. 48: Statistische Analyse fir Abb. 33: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %). Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet. Vergleich zweier Gruppen mit dem t-Test:
t = 2.956035. Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test: U = 0; Z = 1,992633.

n Genotypen (CSE) Normalverteilung t-Test
3 CS p =0,69304
678 p=0,041718
3 ebo p =0,35155
n Genotypen (CBS) Normalverteilung Mann-Whitney-U-Test
3 CS p = 0,28626
678 p = 0,049535
3 ebo p <0,00001
Tab. 49a: Statistische Analyse flir Abb. 35: Vergleich zweier Gruppen mit dem t-Test.
n Genotypen Protein t-Wert p-Wert
4 c155 .
actin t=-3,69184 p =0,010186
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf
4 c155
HSP90 t=-2,48901 p = 0,047225
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf
4 €155
CBS t=-6,35787 p =0,000710
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf
4 €155
NOS t=-1,96970 p =0,096391
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf

204




ANHANG

Tab. 49b: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (Abb. 35).

N/n Genotypen Protein Normalverteilung
4 c155 actin p =0,21386
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf actin p = 0,59727
4 c155 HSP90 p =0,12822
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf HSP90 p =0,92919
4 c155 CBS p =0,64327
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf CBS p =0,66758
4 c155 NOS p =0,54689
4 c155>UAS-dSrf+dMrtf NOS p =0,80110

Tab. 50: Statistische Analyse auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test und anschlieBender
einseitiger t-Test (Abb. 34). Die Expression des Kontrollgens rp49 wurde auf 100% normalisiert. Die
AACt-Werte der anderen Expressionsstarken wurden gegen rp49 gerechnet.

n Genexpression (AACt) Normalverteilung Statistischer Test p-Wert

3 CBS vs 1 (100 %) p = 0,92507 single t-Test p = 0,740905
3 CSE vs 1 (100 %) p=0,16344 single t-Test p =0,691430
3 NOS vs 1 (100 %) p =0,18913 single t-Test p =0,787503

Tab. 51a: Statistische Analyse fiir Abb. 36A: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U =212,5; Z =-1,55678.

N/n Genotypen p-Wert
240/ 24 CS )
240/ 24 Pdeg"i04678 p =0,119523

Tab. 51b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 36A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
240/ 24 CS p =0,00293 Sign-Test p = 0,000003
240 /24 | PdegMo*7® p = 0,03940 Sign-Test p = 0,000003

Tab. 52a: Statistische Analyse fir Abb. 36B: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 60) = 12,64977 p = 0,0018.

N/n Genotypen ebo®8/X X/Y;Pde6™ /Il
200/ 20 ebo®®y
.. Mi 0,004248
200/ 20 X/Y;:Pde6™/1lI 3191385
678\ .. Mi 0,016797 ~1,0
200/ 20 ebo”°/Y;;Pde6™ /11l 2770394 0,420991
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Tab. 52b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 36B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test p-Wert

200/20 | ebo®¥Y p = 0,16096 single t-Test p=0,167834
200/20 | X/Y; Pdes™/llI p =0,01689 Sign-Test p = 0,000022
200/20 | ebo®/Y;; Pde6™/IIl | p=0,23812 single t-Test p = 0,000003

Tab. 53a: Statistische Analyse fiir Abb. 36C: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-
Test: U =83,5; Z = -3,27254.

N/n Genotypen p-Wert
200/ 20 ebo®’/Y;189Y/11

678 : p =0,001160
200/ 20 ebo°"°/Y;189Y/II;UAS-Pde6RNAI/III

Tab. 53b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 36C). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

200/ 20 | ebo®8/Y;189V/II p=0,01182 Sign-Test p = 0,502335
ebo®"*/Y;189Y/II; _ . _

200/ 20 UAS-Pde6RNAI/II p =0,08132 single t-Test p = 0,000566

Tab. 54a: Statistische Analyse fiir die Abb. 37A. Die abhéngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
150/15 | ebo®/Y naiv _ _

78 Z=0,444544 p = 0,656642
150/15 | ebo’™/Y + 24 h Saccharose
150/ 15 | ebo®®/Y naiv

8 - Z =2,548236 p = 0,010827
150/15 | ebo”®/Y + 24 h Zaprinast

Tab. 54b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 37A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert

150/ 15 | ebo®”*/Y naiv p = 0,00107 Sign-Test p = 0,605577
150/ 15 | ebo®”®/Y + 24 h Saccharose p=0,13371 single t-Test p=0,317696
150/ 15 | ebo®”*/Y naiv p = 0,00729 Sign-Test p=0,121335
150/ 15 | ebo®”®/Y + 24 h Zaprinast p = 0,02535 Sign-Test p = 0,000301
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Tab. 55a: Statistische Analyse fiir die Abb. 37B. Die abhéngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
140/ 14 | Nos™”IY naiv

YIG Z=0,800198 p = 0,423597
140/14 | Nos"/Y + 24 h Saccharose
140/ 14 | Nos™”IY naiv ~ _

VTG - Z =3,138824 p = 0,001696
140/ 14 | Nos™ 1Y + 24 h Zaprinast

Tab. 55b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 37B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung Statistischer Test | p-Wert

140/ 14 | Nos””IY (Kontrolle, naiv) p = 0,00279 Sign-Test p =0,016157
140/ 14 | Nos"”IY (24h Saccharose) p = 0,05501 single t-Test p = 0,046548
140/ 14 | Nos"”IY (Experiment, naiv) p =0,01481 Sign-Test p = 0,422678
140/ 14 | Nos’”IY (24h Cystein) p = 0,00134 Sign-Test p = 0,003283

Tab. 56a: Statistische Analyse fr Abb. 39: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test:
U =100; Z=2,012757.

N/n Genotypen p-Wert
180/ 18 UAS-GycaRNAI/III

- p =0,044141
180/ 18 189Y/11;UAS-GycaRNAI/III

Tab. 56b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 39). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
180/ 18 | UAS-GycaRNAI/III p =0,01257 Sign-Test p = 0,000407
180/ 18 | 189Y/II;UAS-GycaRNAI/III p =0,23010 single t-Test p =0,002677

Tab. 57a: Statistische Analyse fur Abb. 41A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 45) = 28,94256 p = 0,0000.

N/n Genotypen Df(3R)BSC>*'/111 Nos®/11
150/ 15 Df(3R)BSC**'/1I

c 0,334383
150/ 15 Nos~/ll 1591660

chr. 547 0,001243 0,000001
150/ 15 Nos/ILDFBRBSC™ /N | Jcana 5122504

207




Tab. 57b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb.

wurde auf Normalverteilung getestet.

ANHANG

41A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | Df(3R)BSC**'/1lI p = 0,00433 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | Nos*/ll p = 0,03425 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | Nos*/II;Df(3R)BSC>*/III p =0,01256 Sign-Test p = 0,301700

Tab. 58a: Statistische Analyse fiir Abb. 41B: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 45) = 19,55176 p = 0,0001.

N/n Genotypen Nos®/11 for®/11
150/ 15 Nos®/II
02 ~10
150/ 15 for'I| 0.069505
Cre 02 0,000653 0,000495
150715 | Nos/for 3.697656 3,767160

Tab. 58b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 41B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | Nos“/Il p = 0,03425 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | for®/Il p = 0,02875 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | Nos®/for® p=0,58731 single t-Test p = 0,365430
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Tab. 59a: Statistische Analyse Abb. 42: Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H (4, N = 125) =
54,90819 p = 0,0000.

N/n Genotypen CS UAS-ign®* ign®®/Y;189Y/1l | UAS-ign?* ign®®*/Y;c42/11l | UAS-ign** ign®®/Y;R28D01/11I
250/25 | CS
250/ 25 | UAS-ign®*ign®**/Y;189Y/II ~1,0
’ 0,634335

TR ISP 0,000006 | 0,000135
250/25 | UAS-ign“ ign™"7/Y;c42/1ll 4,936849 4.352514

91 S8p. 0,000004 | 0,000092 ~1,0
250/25 | UAS-ign®*ign®®*/Y;R28D01/111 5068825 | 4434490 0.081976

oa 8. 0,000008 | 0,000171 ~1,0 ~1,0
250/25 | UAS-ign™ ign™ /Y tz-ng/lil 1 )'gs4151 | 4299816 0,052699 0,134674

Tab. 59b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 42). Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test p-Wert

250/25 | CS p = 0,04348 Sign-Test p = 0,000002
250/25 | UAS-ign®*ign®®*/Y; 189Y/II p =0,02517 Sign-Test p = 0,000011
250/25 | UAS-ign®*ign®®/Y; ca2/1ll p = 0,04927 Sign-Test p = 0,230139
250/25 | UAS-ign®tign®®*/Y; R28DO1/III p = 0,00364 Sign-Test p = 0,423711
250/25 | UAS-ign** ign®®/Y; ftz-ng/1ll p = 0,08692 single t-Test p = 0,202827
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Tab. 60a: Statistische Analyse fir Abb. 43: Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer
Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H (2, N = 81) = 30,38261 p = 0,0000.

N/n Genotypen ign®®/X;for®/for'®” X/IX;for*/for'®"
270127 | ign®®'/X;forR/for'®"
£ S /f A 180V 0,018336
270/ 27 XIX;for*[for 2741717
8By Sy 189 <10° 0,025697
270/ 27 ign>*~/X;for’/for 5,370642 2628925

Tab. 60b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 43). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

270/27 | ign®®*/X;for®/for'®®” p =0,01818 Sign-Test p = 0,000004
270/ 27 | XIX;for*/for'®” p = 0,00078 Sign-Test p = 0,000004
270/27 | ign®®*/X;for*ffor®Y p =0,01829 Sign-Test p =0,123658

Tab. 6la: Statistische Analyse fir Abb. 44A: Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer
Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H (2, N = 72) = 21,32828 p = 0,0000.

N/n Genotypen for/for'®" for’;UAS-ign/IlI
240/ 24 | forffor'®”
s. : 0,333385
240/ 24 for’;UAS-ign/Ill 1593141
Sre. 189V, r 0,012901 0,000026
240/ 24 for’/for="";UAS-ign/Ill 2855240 4,448382

Tab. 61b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 44A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

240/ 24 | for’/for'®" p =0,12590 single t-Test p = 0,002200
240/ 24 | for’;UAS-ign/IlI p =0,00342 Sign-Test p =0,066193
240/ 24 | for'ffor'®":UAS-ign/lll | p=0,00913 Sign-Test p = 0,000018
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Tab. 62a: Statistische Analyse fir Abb. 44B: Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer
Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H (3, N = 90) = 33,64177 p = 0,000.

o Senotypen s Uiggs-gf/;/r\/(l;l;l ui,(‘ilxrjc,s.gflcl)/r\/(l;|f ] o
240/24 | CS

210/21 | ign®"/Y;;UAS-for/lII 2:383%3

240124 uiggs-s;;/;; i Frmm ' 31295331 1:,;,701002

210/21 | ign®*'/Y;;UAS-for/c232 ggggggg 3&1102222 gigéggi

Tab. 62b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 44B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
240/24 | CS p =0,00043 Sign-Test p<10®
210/21 ign58’1/Y;;UAS—for/III p =0,00341 Sign-Test p = 0,029096
240/ 24 | ign®®/Y;for®/11;UAS-for/1ll | p = 0,07542 single t-Test p = 0,000520
210/21 | ign®®*/Y;;UAS-for/c232 p = 0,05215 single t-Test p=~1,0

Tab. 63a: Statistische Analyse fir Abb. 45A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(4, N = 75) = 5,161951 p = 0,2711.

c105 > c42 > 189Y >

N/n Genotypen Cs dCreb2-b dCreb2-b dCreb2-b
150/15 | CS
150/15 | c105>dCreb2-b | =10

0,330895

~1.0 ~1.0
150/ 15 c42 >dCreb2-b 0,917290 0,586395

0561366 ~10 ~1.0
150715 | 189Y >dCreb2-b | 1'g5997, 1,579079 0,092684

~1.0 ~1.0 ~1.0 0750548
150/15 | ftz-ng >dCreb2-b | 159545 0,201050 0,787445 1,780129

Tab. 63b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 45A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | CS p =0,01204 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | ¢105 >dCreb2-b p =0,00766 Sign-Test p =0,038867
150/15 | c42 >dCreb2-b p =0,26431 single t-Test p = 0,000098
150/ 15 | 189Y >dCrebh2-b p=0,33271 single t-Test p = 0,005259
150/ 15 | ftz-ng >dCreb2-b p = 0,04088 Sign-Test p = 0,001946
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Tab. 64a: Statistische Analyse fiir die Abb. 45B: Die abhéngigen Daten wurden mit dem gepaarten t-
Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp t-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80" > UAS-dCreb2-b _ _
150/ 15 18°C vs 30°C t = 4,490096 p = 0,000509

Tab. 64b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 45B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGALS80ts > UAS-dCreb2-b wurde bei
unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
150/15 | 18° p =0,13359 single t-Test p = 0,000003
150/15 | 30° p =0,24607 single t-Test p =0,243425
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Tab. 65a: Statistische Analyse fur Abb. 46: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(5,
N = 120) = 45,74372 p = 0,0000.

s162 Creb™®%/c105;; Creb™/X:; Creb™®%/X;189Y/II;

N/n | Genotypen CS Creb™™/X UAS-Creb17a/lll | UAS-Crebl7a/ca2 | UAS-Crebi7a/lll
200/20 |CS

5162 0,001097
200/20 | CrebS®/x 3.96590

$162 . 0,000632 ~1,0
200/20 | Creb®™®%/c105::UAS-Creb17a/lll 1095455 0.129545

5162y .. 0,000791 =10 =10
200/20 | Creb™®¥/X;;UAS-Crebl7a/c42 1043182 0.077273 0.052273

s162n. , ~1,0 0,019505 0,012322 0,014859
200/20 | Creb™/X;189Y/ILUAS-Crebi7a/lll | o000 3215908 3345055 3293182

162/t (A ] 0,000003 ~1,0 ~1,0 ~1,0 0,000129
200/20 | Creb™™/X;;UAS-Crebl7a/ftz-ng 5.200000 1,234001 1,104545 1156818 4,450000

Tab. 65b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 46). Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test p-Wert
200/20 |CS p =0,05323 single t-Test p<10°
200120 | cpepsiozyy p = 0,37534 single t-Test p = 0,034499
200720 | crepsio?c105::UAS-Creb17allll p = 0,02186 Sign-Test p = 0,117525
200/20 | crepsiozx;:UAS-Crebl7alca? p=0,17607 single t-Test p =0,020118
200720 | crepsiezx:189Y/I1;UAS-Creb17a/lll p =0,14741 single t-Test p<10°
200/20 | crepsiozx;:uAS-Crebl7alftz-ng p = 0,03069 Sign-Test p = 0,823063

213




ANHANG

Tab. 66a: Statistische Analyse fur Abb. 47: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 45) = 16,16458 p = 0,0003.

N/n Genotypen ign®®/X;189Y/11; TM3, Sb/IIl | ign®*/X;; UAS-Creb17a/Ill
F 5871
ign>*+/X;189Y/Il;

150715 i3 sy
- 5871
ign>/X;; ~1,0

150715 1 jas-Creb17ai 0,208514

150/ 15 ign>'/X;189Y/II; 0,002958 0,001380
UAS-Creb17a/lll 3,294528 3,503042

Tab. 66b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 47). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
150/15 | ign®®*/X;189Y/II; TM3, Sb/lll | p = 0,06789 single t-Test p = 0,405613
150/ 15 | ign®®*/X;;UAS-Creb17a/Ill p =0,01480 Sign-Test p = 0,605577
s 0871
ign>*-/X;189Y/Il; _ . i _
150/15 UAS-Crebl7a/lll p =0,15343 single t-Test p = 0,000009

Tab. 67a: Statistische Analyse fir Abb. 48A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 60) = 18,70663 p = 0,0001.

N/n Genotypen ebo®8/X;;UAS-ign/Il ebo®"8/X;189Y/1I
200/20 | ebo®®/X;;UAS-ign/IlI
678 . ~1,0
200/20 | ebo®®/X;189Y/II 0737866
200/ 20 ebo®"¥/X;189Y/II; 0,003628 0,000212
UAS-ign/IlI 3,236653 3,974519

Tab. 67b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 48A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test

wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

200/20 | ebo®®/X;;:UAS-ign/Ill p = 0,14465 single t-Test p = 0,353452
200/20 | ebo®"¥/X;189Y/II p = 0,00970 Sign-Test p=0,177525
200/20 | ebo®"®/X;189Y/1;UAS-ign/ll | p = 0,04393 Sign-Test p = 0,000144

Tab. 68a: Statistische Analyse fiir die Abb. 48B: Die abhdngigen Daten wurden mit dem gepaarten t-

Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp t-Wert p-Wert
578/ - SITE _ -
150/ 15 ebg) /Y,1809Y>TubGAL80 /11;UAS-CrebB-17A/I11 t=-3.74166 b = 0,002813
18°C vs 25°C
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Tab. 68b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 48B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp ebo®’®/Y:189Y>TubGALS0™/II;UAS-CrebB-17A/l1I
wurde bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
150/15 | 18° p=0,12170 single t-Test p=0,713181
150/15 | 25° p=0,12170 single t-Test p =0,000198

Tab. 69a: Statistische Analyse fuir Abb. 49B: Vergleich zweier Gruppen mit dem t-Test: t = 2,192496.

n Genotypen p-Wert
9 CS _
5 ~— p =0,043474

Tab. 69b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 49B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

n Genotypen Normalverteilung
9 CS p =0,13283
9 ign®¥* p =0,09733

Tab. 70a: Statistische Analyse fiir Abb. 51: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 51) = 28,07779p = 0,0000.

N/n Genotypen CS homer®'%
180/ 18 CS

R102 0,000001
180/ 18 homer 5162764

R102 EP2141 0,003668 0,273695
150/ 15 homer™“/homer 3.233565 1688937
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Tab. 70b: Normalverteilung Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 51). Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

180/18 | CS p = 0,04028 Sign-Test p = 0,000062
180/18 | homer®'® p = 0,08463 single t-Test p = 0,087684
150/ 15 | homer®%/homer="** p=0,26771 single t-Test p=0,167109

Tab. 71a: Statistische Analyse fur Abb. 52A: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte (oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse:
H(6, N = 1263) = 53,91400 p = 0,0000.

N/ Genotypen cs homer2 UAS-homerRNAI/ | c105/Y;; | EBUUAS- | 189Y/Il; /UAS-
UAS-dsRed J/UAS-homerRNAIi | homerRNAI | homerRNAI/lII

180/18 | CS

180/ 18 homer™® g:ggggig

180/ 18 UAS-homerRNAI/UAS-dsRed (? é’80999 4 Zgg%gé

180/ 18 | c105/Y;;UAS-homerRNAI/III ; 411605535 Z:gggég ; 411’204 458

180/18 | EB1/UAS-homerRNA (?,%’509918 2:(2)2233? (?,1’300076 (?,;’904382

180/18 | 189Y/1l; UAShomerRNAIN | 3pcc0n | 7as00 | 3.336338 31760793 360411

180718 | ftz-ng/UAS-homerRNA o163 | 48oased | 0773610 034151 064353 | 410094
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Tab. 71b: Normalverteilung Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 52A). Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

180/ 18 | CS p = 0,04028 Sign-Test p = 0,000062
180/ 18 | homer®'% p = 0,08463 single t-Test p = 0,087684
180/ 18 | UAS-homerRNAIi/UAS-dsRed | p =0,03344 Sign-Test p = 0,000062
180/ 18 | c105/Y;; UAS-homerRNAI/IIl | p = 0,01053 Sign-Test p = 0,000062
180/ 18 | EB1/UAS-homerRNAI p =0,01928 Sign-Test p = 0,000407
180/ 18 | 189Y/Il; UAS-homerRNAI /Il | p = 0,19883 single t-Test p = 0,954521
180/ 18 | ftz-ng/lUAS-homerRNAI p =0,07106 single t-Test p = 0,000001

Tab. 72a: Statistische Analyse fur die Abb. 52B: Die abh&ngigen Daten wurden mit dem gepaarten t-
Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp t-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80™/11;UAS-homerRNAI/III _ _
140/ 14 18°C vs 30°C t = 5,094945 p = 0,000206

Tab. 72b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 52). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGALS80%/Il; UAS-homerRNAI/IIl wurde
bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung _?_Ze}stgstlscher p-Wert
150/15 | 18° p =0,21727 single t-Test p = 0,000073
150/15 | 30° p =0,19034 single t-Test p = 0,389649

Tab. 73a: Statistische Analyse fur Abb. 53: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(3, N = 72) = 39,38438p = 0,0000.

N/ Genotvoen cs homer™®/homer=***; | homer™%/

yp UAS-homer/Il1 homerEP24L 189y
180/18 | CS

homer™%/homer=*'*; | 0,000094
180/18 UAS-homer/IlI 4,320275

homer®'%/ p<10° ~1,0
180/18 homer=F24! 189y 5,534731 1,214455

homer™ ™/ 0,600448 0,044733 0,000601

EP2141 y y ]

180718 | nomer | 18Y: | 16aade0 | 2675784 3.890239
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Tab. 73b: Normalverteilung Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 53). Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

180/18 | CS p = 0,04028 Sign-Test p = 0,000062
180/ 18 B‘X“;_f;i/:mframp; p=0,11746 single t-Test p = 0,298748
180/ 18 Egﬂﬁﬁiﬁu 180y p = 0,05478 single t-Test p = 0,162649
180/ 1g | homer™*/homer™180Y; | |_ 5161 Sign-Test b = 0,000407

UAS-homer/Ill

Tab. 74a: Statistische Analyse fiir die Abb. 54: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp Z-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80™/II;UAS-rutRNAI/III _ _
120/ 12 18°C vs 30°C Z=2,711781 p = 0,006693

Tab. 74b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 54). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGAL80™/II; UAS-rutRNAI/Ill wurde bei
unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
120/12 | 18° p =0,01099 Sign-Test p = 0,043308
120/12 | 30° p =0,78683 single t-Test p=0,787196

Tab. 75a: Statistische Analyse fur die Abb. 55A: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp Z-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80"/II; UAS-Pka-C1RNAI/III _ _
120/ 12 18°C vs 30°C Z =2,000494 p = 0,045448

Tab. 75b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 55A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGALS80/II; UAS-Pka-C1IRNAI/IIl wurde
bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
120/12 | 18° p =0,01526 Sign-Test p = 0,001496
120/12 | 30° p = 0,05882 single t-Test p = 0,048668
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Tab. 76a: Statistische Analyse fiir die Abb. 55B: Die abhéngigen Daten wurden mit dem gepaarten t-
Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp t-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80"/II; UAS-Pka-C2RNAI/III | , _ _
120/12 18°C vs 30°C t =1,483240 p = 0,166087

Tab. 76b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 55B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGALS80"/II; UAS-Pka-C1IRNAI/IIl wurde
bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
120/12 | 18° p=0,13432 single t-Test p = 0,000023
120/12 | 30° p =0,35624 single t-Test p = 0,006035

Tab. 77a: Statistische Analyse fur die Abb. 55C: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotyp Z-Wert p-Wert
189Y>TubGALS80"/Il; UAS-Pka-

120/12 | C3RNAI/III Z=2,073221 p = 0,038153
18°C vs 30°C

Tab. 77b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 55C). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet. Der Genotyp 189Y>TubGALS80/II; UAS-Pka-C1IRNAI/IIl wurde
bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen getestet.

N/n Genotyp Temperaturbedingung | Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
120/12 | 18° p =0,07350 single t-Test p =0,000123
120/12 | 30° p=0,01104 Sign-Test p = 0,026500

Tab. 78a: Statistische Analyse flir Abb. 56: Vergleich zweier Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test:
U =46; Z = 2,856579.

N/n Genotypen p-Wert
150/ 15 CS

p = 0,004283
150/ 15 Pka-C1"/11

Tab. 78b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 56A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
150/ 15 CS p =0,05176 single t-Test p<10°
150/15 | Pka-C1"%/11 p = 0,03038 Sign-Test p = 0,000301
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Tab. 79a: Statistische Analyse flir Abb. 56B: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: One-way
ANOVA: MS = 148,68; df = 39.

N/n Genotypen cs PKA-C3BR-0
150/15 |CS
150/15 | PKA-C3BRH0 0,000007
189Y/I1;PKA-C3®*-Y
120/12 | DA C3ERI0 | AS-Pka-C3 0,001958 0,411555

Tab. 79b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 56B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

PKA-C35R“% UAS-Pka-C3

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | CS p =0,05163 single t-Test p<10°

150/15 | PKA-C3®R-0 p = 0,05900 single t-Test p = 0,838813
. _(~~BRLI0

120/12 | LBIY/ILPRA-C3 = | b =0,81129 single t-Test 0 = 0,074809

Tab. 80a: Statistische Analyse fiir Abb. 57: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(3, N = 60) = 23,08845 p = 0,0000.

N/n Genotypen CS Pka-C1™/1I CrebB®*'%%/X
150/15 | CS

150/15 | Pka-C1"2/1I 2:32‘5‘1‘2‘3

omons o7

150/15 | CrebB*®/X;Pka-C1"I| gggg’g; ;ééo%o A g,éé)ssss

Tab. 80b: Normalverteilung Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 57). Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert
150/15 | CS p =0,05176 single t-Test p<10°
150/ 15 | Pka-C1"/11 p = 0,03038 Sign-Test p = 0,000301
150/ 15 | CrebB®®%/X p = 0,14337 single t-Test p =0,057158
150/ 15 | CrebB*®/X;Pka-C1"/II p = 0,00024 Sign-Test p = 0,001946
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Tab. 8la: Statistische Analyse fir Abb. 58: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(4, N = 90) = 45,60347 p = 0,0000.

N/n Genotypen CS Syn”’ lSJ;\ﬁI Syn®” 189Y/11;Syn”
150/15 | CS

150/15 | syn” 3060992

200/20 | UAS-Syn/ll;Syn®" g:gggigf N s

200/ 20 | 189Y/11;Syn®’ g:g??ggg 2;;32388 2;?23133

200/20 | UAS-Syn/189Y;Syn” ; (1)’200525 g:géﬁgg 2;3828‘;? 2,125178

Tab. 81b: Normalverteilung Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %;Abb. 58). Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | CS p =0,21632 single t-Test p = 0,000001
150/ 15 | Syn*’ p =0,01356 Sign-Test p = 0,009823
200/20 | UAS-Syn/Il;Syn” p =0,07511 single t-Test p=0,273142
200/20 | 189Y/II;Syn®’ p = 0,24035 single t-Test p = 0,080606
200/20 | UAS-Syn/189Y;Syn”’ p = 0,00959 Sign-Test p = 0,000022

Tab. 82a: Statistische Analyse fur Abb. 59: Multipler Vergleich mit Bonferroni-Korrektur: p-Werte
(oberer Wert), z-Werte (unterer Wert). Kruskal-Wallis Analyse: H(2, N = 75) = 31,37427 p = 0,0000.

N/n Genotypen Pka-C1"/11 Syn¥/lI
250/ 25 Pka-C1™/1I
97 0,014580
250/ 25 Syn*/lll 2816164
M2 e 07 0,024098 <10”
250/ 25 Pka-C1™/11;Syn”"/111 2650698 5 466862

Tab. 82b: Normalverteilung Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %;Abb. 59). Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test p-Wert

250/ 25 | Pka-C17/11 p =0,00311 Sign-Test p = 0,000002
250/ 25 | Syn’/1I p =0,02715 Sign-Test p = 0,000002
250/ 25 | Pka-C1™/11;Syn /1 p = 0,03869 Sign-Test p = 0,109599
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Tab. 83a: Statistische Analyse fur die Abb. 60A: Die abhangigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
150/15 | CSnaiv

Z =1,943855 p =0,051914
150/15 | CS + 2 h Saccharose
160/16 | CSnaiv

Z=3,407771 p = 0,000655
160/16 | CS+2hRp-cAMPS

Tab. 83b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 60A). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung Statistischer Test p-Wert

150/15 | CS naiv p =0,00130 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS + 2 h Saccharose p=0,01199 Sign-Test p =0,001946
160/16 | CS naiv p = 0,00003 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS + 2 h Rp-cAMPS p =0,36269 single t-Test p = 0,095905

Tab. 84a: Statistische Analyse fur die Abb. 60B: Die abhéngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
160/16 | CS naiv

- Z=2222771 p = 0,02632
160/16 | CS + 30 Min Saccharose
180/18 | CS naiv

- Z =3,337337 p = 0,000846
180/18 | CS + 30 Min Rp-cCAMPS

Tab. 84b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 60B). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test p-Wert

160/16 | CS naiv p =0,00358 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS + 30 Min Saccharose | p =0,02381 Sign-Test p =0,001154
180/18 | CS naiv p = 0,00069 Sign-Test p = 0,000062
180/18 | CS + 30 Min Rp-cAMPS | p =0,00496 Sign-Test p =0,813664

Tab. 85a: Statistische Analyse fur die Abb. 60C: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
160/16 | CS naiv

- Z =2,366432 p =0,017961
160/16 | CS+ 5 Min Saccharose
160/16 | CS naiv

- Z = 3,464488 p = 0,000531
160/16 | CS+5 Min Rp-cCAMPS (200 uM)
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Tab. 85b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 60C). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

160/16 | CS naiv p = 0,00009 Sign-Test p =0,000177
160/ 16 | CS+ 5 Min Saccharose p = 0,01332 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS naiv p = 0,00001 Sign-Test p =0,000177
160/16 | CS + 5 Min Rp-cAMPS (200 uM) | p = 0,01611 Sign-Test p =0,802587

Tab. 86a: Statistische Analyse fur die Abb. 60D: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
100/10 | CS naiv

- Z =2,022600 p = 0,043115
100/10 | CS + 5 Min Saccharose
100/10 | CS naiv

- Z =2,803060 p = 0,005062
100/10 | CS +5 Min Rp-cCAMPS (100 uM)

Tab. 86b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 60D). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

100/ 10 | CS naiv p = 0,00005 Sign-Test p = 0,004427
100/10 | CS + 5 Min Saccharose p<10® Sign-Test p = 0,004427
100/10 | CS naiv p =0,00022 Sign-Test p = 0,004427
100/10 | CS + 5 Min Rp-cAMPS (100 uM) | p = 0,03586 Sign-Test p = 0,004427

Tab. 87a: Statistische Analyse fur die Abb. 60E: Die abhdngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
150/15 | CS naiv

- Z =1,540308 p =0,123486
150/15 | CS + 5 Min Saccharose
150/15 | CS naiv

- Z =2,665570 p = 0,007686
150/15 | CS +5 Min Rp-cCAMPS (50 uM)

Tab. 87b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 60E). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

150/15 | CS naiv p =0,00002 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS + 5 Min Saccharose p=0,17073 single t-Test p = 0,000003
150/15 | CS naiv p =0,00001 Sign-Test p = 0,000301
150/15 | CS + 5 Min Rp-cAMPS (50 uM) | p =0,08240 single t-Test p = 0,000020
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Tab. 88a: Statistische Analyse fiir die Abb. 60F: Die abhéngigen Daten wurden mit dem Wilcoxon
Matched Pairs Test gegeneinander getestet.

N/n Genotypen Z-Wert p-Wert
100/10 | CSnaiv

- Z =1,690309 p =0,090970
100/10 | CS+ 5 Min Saccharose
100/10 | CSnaiv

- Z =1,213560 p = 0,224917
100/10 | CS+5 Min Rp-cCAMPS (10 pM)

Tab. 88b: Statistischer Vergleich zum Zufallsniveau (58 %; Abb. 60F). Mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung getestet.

N/n Genotypen Normalverteilung | Statistischer Test | p-Wert

100/10 | CS naiv p =0,00022 Sign-Test p = 0,004427
100/10 | CS + 5 Min Saccharose p =0,01669 Sign-Test p = 0,004427
100/10 | CS naiv p<10® Sign-Test p = 0,004427
100/10 | CS + 5 Min Rp-cAMPS (10 pM) | p = 0,03586 Sign-Test p = 0,004427
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