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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit einem moglichen Kérpermodell bei einem
Invertebraten-Versuchsorganismus. Mittels neurogenetischer Methoden wurden mo-
torische Anpassungen der Taufliege Drosophila melanogaster analysiert. Von Pick &
Strauss (2005) konnte gezeigt werden, dass Fliegen ein vor ihnen liegendes Hindernis
in Form einer Liicke im Laufsteg visuell vermessen und darauffolgende Uberquerungs-
versuche auf kletterbare Luckenbreiten beschranken. Basierend auf diesen Erkennt-
nissen konnten wahrend meiner Diplomarbeit dargestellt werden, dass grof3e und
kleine Vertreter derselben wildtypischen Drosophila-Population in der Lage sind die
Kletterversuche an ihre unterschiedlichen Kérperabmessungen anzupassen (Krause,
2009). Die kleinen Individuen stoppten an Luckenbreiten, die ihre groReren Artgenos-
sen durchaus noch versuchten. Es konnten aulerdem zwei Lernmutanten (dunce? und
rutabaga’) gefunden werden, die nicht zu einer Grofeneinschatzung in der Lage wa-
ren. Es sollte geklart werden, auf welche Weise die Fahigkeit zur Reichweiteneinschat-
zung erlernt wird und welche biochemischen Grundlagen ihr zu Grunde liegen. Ein
weiteres Ziel lag darin, die fur diese Verhaltensanpassung verantwortlichen Gehirn-
strukturen zu finden. Mittels genomischer Rettungen durch das UAS-GAL4-System
wurde eine Kartierung der Korperreprasentation denkbar, wie sie bei Saugetieren
schon hinsichtlich der Funktionen des Somatosensorischen Cortex beschrieben wurde
(Penfield & Rasmussen, 1950). Es konnte zusatzlich gezeigt werden, dass Fruchtflie-
gen durch wiederkehrendes Training in der Lage waren motorisch zu Lernen (Kienitz,
2010). Diese lokomotorischen Programme stellten sich sogar als so plastisch heraus,
dass die Versuchstiere auch Strategien entwickeln konnten, um den herbeigefuhrten
Verlust von Gliedmalden zu kompensieren. Diese Arbeit stellt die Hypothese auf, dass
auch im vermeintlich einfach strukturierten Nervensystem der Insekten die Abmessun-
gen des Korpers reprasentiert seien. AbschlieRend wurde ein Model zur Diskussion
gestellt, in dem mittels eines Schrittzahlers und der wahrgenommenen Parallaxenver-
schiebung auf der Retina eine Eichung der mittleren Schrittlange erfolgt. Dieses Modell
bietet eine Erklarung, warum Drosophila die individuelle Kérperreichweite einschatzen
kann. Das Korpergréliengedachtnis hat sich als das stabilste Langzeitgedachtnis in
Drosophila und damit in Insekten Uberhaupt herausgestellt. Es bietet nun die einmalige
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Chance, die zellularen Mechanismen der Gedachtniskonsolidierung mit den modernen

Mitteln der Drosophila-Neurogenetik zu erforschen.

1.2 Der Versuchsorganismus

Wenn dieselben Fragen auch bei der Maus oder sogar bei Affen studiert werden kénn-
ten, warum sollte man sich dann auf die Fliege konzentrieren? Die Antwort stellte sich
in diesem Fall als ziemlich trivial heraus: Bei Drosophila existiert eine viel hOhere Wahr-
scheinlichkeit, dass die Neurone, welche fur die Verhaltensanpassungen verantwort-
lich sind, von geringer Anzahl sind und identifiziert werden kdnnen. Mit den bestehen-
den genetischen Manipulationstechniken kénnen sie daraufhin aktiviert und inaktiviert
werden, um die biochemischen Mechanismen des Lernens nur in den relevanten Neu-
ronen zu manipulieren (Kristan, 2014). Aul3erdem zeigen selbst die Taufliegen ein er-
staunliches Repertoire an Verhaltensweisen wie z.B. Balz (Siegel & Hall, 1979), asso-
ziatives Lernen (Davis, 1993), Orientierungsleistungen (Strauss & Pichler, 1998)
(Neuser et al., 2008) und Aggression gegen arteigene Rivalen (Chen et al., 2002).
Damit bietet Drosophila melanogaster der Neurobiologie genau die Vorteile, welche
sie bereits der klassischen Genetik und Entwicklungsbiologie liefert. Namentlich sind
das kurze Generationszeiten, eine grof3e Anzahl an Nachkommen pro Generation,
niedrige Haltungskosten, sowie ein geringer Platzbedarf, da Fruchtfliegen eine Korper-
gréflke von ca. 2,5 mm aufweisen (Benzer, 1967). Fur die funktionelle und strukturelle
Analyse des Nervensystems steht eine Menge an eleganten neurogenetischen Metho-
den zur Verfligung (Strauss, 2002; Venken et al., 2011; Venken & Bellen, 2014).

1.3 Die Manipulationsmoglichkeiten

Eine der bahnbrechendsten Methoden in Drosophila ist das GAL4-UAS-System, wel-
che ektopische Genexpressionen ermdglicht, um das Schicksal einer Zelle maligeblich
zu verandern (Brand & Perrimon, 1993). Auf diese Weise kann ein Zielgen in spezifi-
schen Zellen oder Geweben exprimiert werden. Der GAL4-Transkriptionsfaktor
stammt wie die dazugehdrige UAS-Aktivierungssequenz aus der Hefe (Abbildung 1).
Das hinter die UAS-Sequenz geschaltete Hefegen wird erst abgelesen, wenn GAL4
an UAS bindet. Mittels der P-Element-Insertionstechnik werden GAL4 und UAS in ver-

schiedenen Fliegenstammen inseriert und somit transgenetisch getrennt. Auf diese
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Weise wurde mittlerweile eine grof3e Anzahl von Stammen mit einem GAL4-Transkrip-
tionsfaktor unter die Kontrolle eines Gens in Drosophila gestellt. Es bestehen tausende
von GAL4-Linien mit spezifischen Expressionsmustern, die weltweit bestellt werden
kénnen (z.B. im Bloomington Stock Center). Dazu gibt es eine Fllle an UAS-Repor-
tern, mit denen die Expression des GAL4-Elements visualisiert werden kann z.B. Gber
ein grun fluoreszierenden UAS-GFP-Effektor; (Clyne et al., 2003), chemische Synap-
sen mittels UAS-TNT inaktiviert werden kdnnen (Sweeney et al., 1995), oder Gende-
fekte in kleinen Bereichen des Nervensystems zu Kartierungszwecken gerettet werden
kdnnen (z.B. rut?980; UAS-rutabaga*; Zars et al., 2000). Letzteres erlaubt die Frage, ob
Hirnstrukturen notwendig und hinreichend fur eine bestimmte Verhaltensleistung sind.
Da dieses binare System aus einem artfremden Organismus stammt, fuhrt GAL4 al-
leine in Drosophila zu keinem Effekt. Wenn allerdings eine GAL4-Treiberlinie und ein
UAS-Effektorstamm klassisch gekreuzt werden, steht das Zielgen in der F1-Genera-
tion unter der gewtnschten Kontrolle (Phelps & Brand, 1998). Probleme treten mit die-
ser Methode jedoch auf, wenn ein Gen im adulten Verhalten beurteilt werden soll, das
aber eine essentielle Rolle bei der Entwicklung spielt. In diesem Fall ist nicht mehr zu
differenzieren, welchen Grund die Verhaltensauffalligkeit besitzt. Sie entsteht entwe-
der durch das Fehlen eines akut bendtigten Syntheseprodukts, oder wegen eines min-
der entwickelten Gehirns. Die Losung liegt in der Erweiterung mit so genannten Schal-
terkonstrukten, welche es ermdglichen nicht nur eine raumliche, sondern auch eine
zeitliche Trennung zu realisieren (Leung & Waddell, 2004). Die zeitliche und raumliche
Trennung des Systems ermdglicht z.B. der temperatursensitive GAL80'-Hemmfaktor.
Dieser unterdrickt bei geringen Temperaturen die Expression des Zielgens indem er
an GAL4 bindet. Bei 30 °C spaltet sich dieser Hemmfaktor jedoch ab. Das Gen wird
dementsprechend erst bei hohen Temperaturen transkribiert (McGuire et al., 2003).
Andere Methoden beruhen auf der Temperatursensitivitat des Effektors (z.B. Inaktivie-
rung chemischer Synapsen durch UAS-shibirets! (Kitamoto, 2001) oder Aktivierung
von Neuronen durch UAS-trpA1 (Rosenzweig et al., 2005) Eine weit verbreitete Me-
thode in der Neurogenetik liegt aullerdem in der Runterregulierung von Genprodukten
mittels RNA-Interferenz (RNAI). Kurze, doppelstrangige RNA- Molekile kdnnen belie-
bige Gene selektiv stilllegen (Fire et al., 1998). Dieser Gegenspielermechanismus be-
ruht auf der Hybridisierung zwischen der injizierten RNA oder genetisch exprimierten
RNA und der endogenen mRNA. Somit wird die Zerstérung der spezifischen mRNA
vermittelt und die Translation zum Peptid verhindert (Kennerdell & Carthew, 1998). Um
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diese Methode gewebespezifisch zu nutzen, wurde eine genomweite Bibliothek trans-
gener Drosophila-RNAis kreiert, welche die Inaktivierung beliebiger Gene im intakten
Organismus ermoglicht. Die kurzen als Inverted Repeats klonierten Genfragmente
kénnen Uber das binare GAL4-UAS-System in den gewlinschten Bereichen exprimiert
werden (Dietzl et al., 2007). Ein Nachteil der ersten GAL4-Kollektionen war, dass diese
auf der Enhancer-Trap-Methode basierten. Dabei wird ein GAL4-tragendes Transpo-
son in eine Vielzahl zufalliger genomischer Loci inseriert. Das GAL4-Element gelangt
unter die Kontrolle eines endogenen, lokalen Promoter. Jedoch kann der Insertionsort
eines Transposons leider nicht kontrolliert werden, was in variablen Positionseffekten
resultiert. Die eindeutige Sequenz der Elemente, welche fur die Expression verant-
wortlich ist, bleibt verborgen. Die Weiterentwicklung erfolgte durch die Verwendung
einer ®C31-Bakteriophagen-Integrase. Sie vermittelt die ortsgenaue Insertion eines
Plasmids, welches die bakterielle Erkennungssequenz (attB) enthalt, an die attP-Stelle
der entsprechenden Injektionslinie (Groth et al., 2004) Durch die Ortsgebundenheit der
Konstrukte konnen die Effekte der genomischen Umgebung konstant gehalten wer-
den. Der Vorteil liegt darin, dass ein Gen, dessen Expression von einem spezifischen
Enhancer getrieben wird, ohne die Veranderung des Expressionsmusters ausge-
tauscht werden kann. Der Wechsel zwischen den Treibern (z.B. GAL4, GAL80' oder
LexA) wird stark vereinfacht (Pfeiffer et al., 2008; Jenett et al., 2012). Das hauptsach-
liche Ziel der mit dieser Methode kreierten GAL4-Kollektionen war die Identifizierung
und die spezifische Klassifizierung kleiner Neuronengruppen. Da die Expressionsmus-
ter nicht in allen Linien die erhofften, auf einzelne Neurone beschrankten Markierungen
lieferten, werden diese nach und nach Uber das Split-GAL4-System vereinzelt. Bei
dieser Methode besteht der GAL4-Transkriptionsfaktor aus zwei Hemispharen, eine
enthalt die DNA-Bindedomane und die andere enthalt die Aktivierungsdomane. Es ist
maoglich jeden der beiden Teiltreiber Uber die Kontrolle unterschiedlicher Enhancer zu
treiben. Nur an den Orten wo die Expressionsmuster Uberlappen, fusionieren die bei-
den Halften zu einem funktionellen GAL4, was die Expression des verwendeten Re-
portergens bewirkt. Dadurch kénnen Treiberlinien auf kleine Neuronenpopulationen
verfeinert werden (Pfeiffer et al., 2010; Venken & Bellen, 2014)
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Zielgen
HEi1fiill
endogener rutabaga
Promoter GAL4 UAS g
GAL4 wird in spezi- UAS- Zielgen bewirkt keinen Effekt
fischen Zellen exprimiert in der Abwesenheit von GAL4

v

Nachkommen der Kreuzung
F1- Generation

044 ¢ 0000 "

GALA4 treibt die Expression des UAS- Zielgens in zell- oder gewebespezifischen Bereichen

Abbildung 1: Das GAL4-UAS-System

GAL4 wurde zufallig im Genom inseriert, um transgenetische Linien zu generieren,
welche diesen Transkriptionsfaktor in spezifischen Geweben in Abhangigkeit genomi-
scher Enhancer exprimieren. Das GAL4-getriebene Zielgen wird erst transkribiert,
wenn die entsprechenden Fliegen mit welchen gekreuzt werden, die den Effektor unter
UAS-Kontrolle inseriert haben. In diesem Beispiel wird rutabaga kontrolliert und in den
Nachkommen der Kreuzung wird das Genprodukt, die Adenylylzyklase (AC), syntheti-
siert (verandert nach Brand & Perrimon, 1993; Phelps & Brand, 1998).

1.4 Lernen und Gedachtnis

Das Lernen wird auch als Gedachtnisbildung bezeichnet. Es resultiert aus einer Ver-
haltensanderung aufgrund von Erfahrungen. Die Dauerhaftigkeit dieser Anpassung
fuhrt zu einem Gedachtnis (Davis, 2005). Die strukturellen Veranderungen, die mit den
Lernprozessen einhergehen, entstehen aus vielschichtigen Modifikationen des Ner-
vensystems. Dazu gehdren Veranderungen in Signaltransduktionswegen der bendtig-
ten Neuronen, in der Aktivitat von lonenkanalen, in der Struktur von Synapsen oder
anderer Zell- Zellverbindungen (Davis, 1996). Vor 40 Jahren wurde in der Arbeits-
gruppe von Seymor Benzer zum ersten Mal die Fahigkeit zu Lernen bei Drosophila
beschrieben. Sie zeigten, dass Fliegen einen neutralen Geruch meiden, wenn dieser
im vorherigen Training mit Elektroschocks gepaart wurde. Da die assoziative Vermei-
dungsreaktion durch neue Trainingsreize wieder umkehrbar war, konnten Geruchspra-

ferenzen, Habituation oder Sensitivierung ausgeschlossen werden (Quinn et al.,
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1974). Ein Langzeitgedachtnis mit einer Dauer von mehreren Tagen wird formiert,
wenn hungrigen Fliegen ein neutraler Duft mit einer Zuckerbelohnung anstatt eines
Elektroschocks assoziiert wird (Tempel et al., 1983). Eine komplexere und ethologisch
begrindete Form des Lernens besteht in der konditionierten Balzunterdrickung
(Siegel & Hall, 1979). Das Verstandnis dieser Interaktion zwischen Individuen bené-
tigte einen Ansatz, bei dem eine Verhaltenssequenz in einzelne Segmente aufgeteilt
wurde, um die sensorischen Reize zu differenzieren. Die Frustration eines Mannchens,
welches zuvor bei einem verpaarten, nicht rezeptiven Weibchen gebalzt hatte, be-
schreibt eine sehr eindeutige Abweichung des fixierten Verhaltensmusters (Quinn &
Greenspan, 1984). Wenn dieselbe mannliche Fliege nun zu einem jungfraulichen
Weibchen gesetzt wird, bewirkt der Balzfrust, eine 25 % geringere Balzaktivitat. Diese
,oepression“ kann bis zu 2 Stunden andauern. Fruchtfliegen verwerten jedoch nicht
nur die zeitlichen Verbindungen der Ereignisse ihrer Umwelt (klassischen Konditionie-
rung), sondern sind ebenfalls in der Lage ihr Verhalten den resultierenden Konsequen-
zen der eigenen Handlungen anzupassen (Putz et al., 2004). Einen Aufbau mit dem
diese operante Art des Lernens quantifiziert werden kann, wurde als ,Hitze- Box* be-
schrieben. In der langlichen Box wurde eine frei laufende Fliege konditioniert, eine
Seite der Kammer zu vermeiden, indem diese sich unangenehm aufgeheizte, wann
immer das Insekt die entsprechende Seite betrat (Wustmann et al., 1996). Anschlie-
Rend wurde diese hitzeassoziierte Seite weiterhin vermieden, obwohl kein Tempera-
turschock mehr stattfand. In den 1970er Jahren begannen Kandel und Kollegen einen
simplen defensiven Reflex an einer Meeresschnecke zu untersuchen und fanden di-
verse Lernformen: Habituation, Sensitivierung und auch assoziative Konditionierung
(Mayford & Kandel, 1999). Nachdem die molekularen Grundlagen flir die Formierung
eines Gedachtnisses anhand des Kiemenriuckzugsreflexes der Meeresschnecke Ap-
lysia aufgedeckt worden waren, entstand ebenfalls ein Modell fir das assoziative Duft-
lernen bei Drosophila (Davis, 1993). Dabei fungiert ein neutraler Duft als konditionierter
Stimulus (CS), der tber eine cAMP-abhangige Kaskade mit dem unkonditionierten Be-
strafungsreiz in Verbindung gebracht wird (Abbildung 2). Der unkonditionierte Stimulus
(US) wird Uber ein neuromodulatorisches, dopaminerges Neuron vermittelt. Die aver-
sive Konditionierung lauft Gber den in den Pilzkérperneuronen exprimierten, G-Protein
gekoppelten Dopaminrezeptor (Da-R). Der Weg des USs flr die appetitive Konditio-
nierung fungiert Uber beide G-Protein gekoppelten Rezeptoren fur Oktopamin und Do-
pamin (Schwaerzel et al., 2003). Die Koinzidenzdetektion findet letztendlich tUber die

doppelt regulierte, durch rutabaga kodierte Adenylylzyklase (AC) statt. Obwohl die
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meisten darauffolgenden Ergebnisse die Grundlagen dieses Modells bestatigt hatten,
zeigten neuere Studien, dass die Information, welche verschiedenen Typen von Pilz-
korperneuronen prasentiert wird, zusatzlich in den anterioren gepaarten lateralen Neu-
ronen (APLn), den dorsalen gepaarten medialen Neuronen (DPMn) und in Teilen von

dopaminergen Neuronen prozessiert wird (Guven-Ozkan & Davis, 2014).

Pilzkorper
Neuron

Nucleus

Calyx

\ ca2+

Modulatorisches
Neuron

olfaktorischer
Eingang

/f
‘ AGT
b ¢

AT (AN

Pramotorisches
Neuron

Abbildung 2: Modell fiir aversives olfaktorisches Lernen.

Ein duftspezifisches Pilzkérperneuron bekommt sensorischen Eingang aufgrund der Duftpra-
sentation Uber Interneurone des Antennoglomerular-Traktes (AGT), die Uber Synapsen den
Calyx verbinden. Diese Transduktion des Duftreizes resultiert in einer vermehrten Ca?*-Aus-
schittung, welche auf Calcium-Calmodulin (CaM) wirkt. Die gleichzeitige Elektroshockbestra-
fung bewirkt in einem modulatorischen Neuron die Ausschittung von Dopamin (DA), was an
den G-Protein-gekoppelten Dopaminrezeptor (DA-R) bindet. Dieser aktiviert die doppelt regu-
lierte, durch rutabaga kodierte Adenylylcyclase (rut AC). Wenn an der AC sowohl CaM, als
auch das G-Protein gebunden sind, entsteht eine Koinzidenz zwischen dem unkonditionierten
Stimulus (US) und dem Duft. Es wird Uberproportional viel zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) synthetisiert, was die regulatorische Doméane (R) der
Proteinkinase A (PKA) bindet, welche anschlieRend mit ihrer katalytischen Untereinheit (C)



Einleitung 8

entweder lonenkanale phosphoryliert, oder die Aktivitdt von CREB (cAMP response-element
binding protein) heraufsetzt. Die erste Phosphorylierung fiihrt zu einem Kurzzeitgedachtnis,
wohingegen CREB als Transkriptionsfaktor Prozesse zu einem Proteinsynthese-abhangigem
Langzeitgedachtnis moduliert. In Zukunft reicht der bestimmte Duft allein aus, um die Vermei-
dungsreaktion auszulésen. Als Gegenspieler baut das dunce-Genprodukt, die Phosphodies-
terase (PDE), cAMP wieder ab. (verandert nach Waddell & Quinn, 2001)

1.5 Die Konsolidierung

Die Dauer eines Gedachtnisses hangt von der Intensitat und den Wiederholungen
wahrend der Trainingsphase ab. Damit ein Langzeitgedachtnis erreicht werden kann,
muss es von einer anfanglichen, storungsanfalligen in eine andauernde stabile Form
Uberfihrt werden (Tully et al., 1994). Es bendtigt neue Proteinsynthese und ist resis-
tent gegen anasthetische Stérungen. Die langanhaltende Form des Gedachtnisses
weist eine Abhangigkeit von dem Transkriptionsfaktor CREB auf (Yin et al., 1994). Da-
bei treten vier funktionell unterscheidbare Phasen auf, die bestimmten Laufzeiten un-
terliegen. Das Kurzzeitgedachtnis (STM), das Mittelzeitgedachtnis (MTM), das anas-
thesie-resistente Gedachtnis (ARM) und das Langzeitgedachtnis (LTM) werden in Ab-
hangigkeit des sich wiederholenden Trainings der Reihe nach durchlaufen (Abbildung
3). Dabei dauert das STM eine Stunde, das MTM bis zu funf Stunden und das ARM
Uber 24 Stunden an (Dubnau & Tully, 1998). Verhaltensgenetische Studien von dunce
und rutabaga haben gezeigt, dass einzelne Genmutationen das assoziative Lernen
stéren kénnen (Dudai et al., 1976; Livingstone et al., 1984). Doch selbst Nullmutatio-
nen dieser Gene sind nicht in der Lage, Lernen vollstandig zu verhindern (Tully &
Quinn, 1985). Eine Mutantenlinie wird auffallig, wenn die Laufzeit einer messbaren
Gedachtnisphase kirzer ist, als die wildtypischer Fliegen. Nach dieser Definition wer-
den z.B. latheo und linotte als Lern-Gene bezeichnet. Mutationen, die das Kurzzeitge-
dachtnis betreffen sind solche, welche unmittelbar nach dem Training eine geringere
Gedachtnisleistung zeigen und bei denen sich auch wahrend der ersten 30 Minuten
kirzere Verfallszeiten beobachten lassen, was auf dunce und rutabaga zutrifft. Bei
Genen, die fur ein MTM verantwortlich sind, wie z.B. amnesiac, erscheint die Dauer
der Gedachtnisabschnitte direkt nach dem Training und sieben Stunden nach dem
Training wildtypisch, jedoch stellt sich das Leistungsniveau zwischen den beiden Pha-
sen als geringer dar. Das radish-Gen betrifft das ARM und zeichnet sich durch gerin-
gere Gedachtnisleistungen wahrend aller Zeitintervalle aus. Aulierdem ist eine

schwerwiegende Einschrankung des kalteschockresistenten Gedachtnisses zu be-
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obachten. AbschlielRend stellt sich ein LTM als proteinsyntheseabhangiges Gedacht-
nis dar, welches nur durch Trainingsreize mit regelmafigen Abstanden erreicht werden
kann. CREB-Mutationen und der Translationsinhibitor Cycloheximid (CXM) sind in der
Lage, das Langzeitgedachtnis zu blockieren (Tully et al., 1994).

dCREB2-b LTM
latheo dunce CXM
linotte rutabaga amnesiac

m==="> | RN == STM ==> MTM

ra dm

ARM

Abbildung 3: Wege der Gedachtnisbildung nach assoziativem Lernen.

In Drosophila unterbrechen einzelne Genmutationen die Gedachtnisphasen selektiv zu. An-
hand dieser Mutantenlinien kann ein genetischer Pfad arrangiert werden. LRN: Lernen, einen
bestimmten Duft durch Paarung mit einem Elektroschock zu meiden; STM: Kurzzeitgedachtnis
(short-term memory); MTM: Mittelzeitgedachtnis (middle-term memory); ARM: Anasthesie re-
sistentes Gedachtnis (anesthesia-resistant memory); LTM: Langzeitgedachtnis (long-term
memory); CXM: Cycloheximid (pharmakologischer Proteinsyntheseinhibitor); dCREB2-b: do-
minant negative Isofom des Enhancers CREB (verandert nach Tully et al., 1994).

1.6 Das Zentralnervensystem von Drosophila melanogaster

Damit ein Insekt in der Lage ist, zielgerichtet Laufen zu konnen, befinden sich lokale
regulatorische Netzwerke in den thorakalen Ganglien, welche die rhythmische Se-
quenz der Schritte garantieren (zentrale Mustergeneratoren). Diese lokalen neurona-
len Verschaltungen besitzen ahnliche Aufgaben wie das Rickenmark bei Vertebraten.
Das Startsignal, Informationen uber die Richtung und die Geschwindigkeit werden vom
Gehirn Ubermittelt (Strauss, 2002). Das Fruchtfliegengehirn ist ein komplexes Ober-
schlundganglion und wurde eingeteilt in Protocerebrum, Deutocerebrum und Tritoce-
rebrum. Die beiden erst genannten sind tber dorsal zum Osophagus gelegene Kom-
missuren miteinander verbunden (Power, 1943). Es besteht aus ungefahr hunderttau-
send Neuronen, die in einer Vielzahl von Neuropilen wie den optischen Loben, den
Antennalloben, den Pilzkdrpern, oder dem Zentralkomplex zusammengeschlossen
sind. Diese basale Neuroarchitektur existiert hoch konserviert Uber alle Insektenspe-
zies hinweg (Boyan & Reichert, 2011). Der Zentralkomplex (CX) liegt als ein hoheres
Steuerzentrum in der Mitte zwischen den beiden Protocerebrumhemispharen. Er ver-
einigt die Protocerebralbriicke (PB), den Facherformigen Korper (FB), den Ellip-
soidkorper (EB) und die paarigen Noduli (NO) zu einer Neuropilstruktur (Abbildung 4).
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Zwei weitere Bereiche sind Uber Projektionen von Kleinfeldneuronen sehr eng mit dem
CX verbunden: Die lateralen Triangeln (LTR) und die Ventralkdrper (VBO). Groffeld-
neurone projizieren zwischen dem CX und dem Zentralhirn (Hanesch et al., 1989);
(Young & Armstrong, 2010). Als Integrationszentrum kontrolliert der CX Verhaltens-
muster, die Sehen und Lokomotion erfordern. Dabei wird der PB eine topografische
Reprasentation der zenitalen E-Vektor Orientierung polarisierten Lichtes in Heuschre-
cken (Heinze & Homberg, 2007) und die Schrittlangen Kontrolle bei der Zielausrich-
tung laufender Taufliegen zugeschrieben (Triphan et al., 2010). Der FB wird fur das
Erlenen von Objekteigenschaften bendtigt, die Fliegen bei der Orientierung im Flug als
Landmarken benutzen kdnnen (Liu et al., 2006). Die Ringneurone des Ellipsoidkdrpers
sind notwendig, um ein Orientierungsgedachtnis auszubilden. Sowohl Fliegen mit
strukturellen Defekten im EB, als auch solche mit Defekten im FB sind in der Lage,
sich anhand von Landmarken zu orientieren, wenn diese sichtbar sind. Im Gegensatz
zur wildtypischen Form verlieren diese Fliegen jedoch sofort ihre Ursprungsrichtung,

wenn die Landmarken verschwinden (Neuser et al., 2008)

\/,3
) &
O, ()
s/@/./b [}

s

PB

NO

Abbildung 4: Die Anatomie des Zentralkomplexes

Die vier Substrukturen werden in die Protocerebralbriicke (PB in rot), den Facherféormigen Koér-
per (FB in gelb), den Ellipsoidkérper (EB in griin) und die paarigen Noduli (NO in blau) unterteilt
(verandert nach Hanesch et al., 1989).
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1.7 Das Kletterverhalten von Drosophila melanogaster

Es werden beim Klettern gerichtete und anpassungsfahige Muskel-Koordinationen
verlangt, um ein entferntes Ziel zu erreichen. Das Luckenuberwindungsparadigma eig-
net sich, um mit neurogenetischen Methoden die Frage zu klaren, welche Untereinhei-
ten des Zentralnervensystems an dieser neuronalen Motorkontrolle beteiligt sind (Pick
& Strauss, 2005). Frei laufende Fliegen werden mit einem Spalt konfrontiert, den sie
typischer Weise in sieben Stufen Uberqueren: 1.) Sie schreiten mit ihren Vorderbeinen
ins Leere 2.) und stoppen, wenn die halbe Korperlange uber dem Abgrund hangt. 3.)
Nach einer kurzen Verweildauer in dieser Position werden die Vorderbeine weit uber
den Kopf gehoben, um mit Suchbewegungen die gegentiberliegende Klippe zu errei-
chen. Dieses ,Bein-Uber Kopf-Verhalten® wird als Indikator fur einen Kletterversuch
benutzt, weil es beim normalen Laufen nicht zu finden ist (Abbildung 5). Wahrend der
Beinschlage wird die Reichweite durch eine Schwerpunktverlagerung, einen direkte-
ren Winkel und durch eine Ful3stellung, die sich naher an der Liicke befindet, erfolg-
reich verbessert. 4.) Sobald die Vorderbeine die andere Seite erreichen, wird der Kor-
per an dieser aufgerichtet. 5.) Daraufhin ziehen die Fliegen das Mittelbeinpaar nach.
6.) Es folgen schlieBlich auch die Hinterbeine und die Schwerkraft schaukelt den Kor-
per Uber die Liicke an die gegenuberliegende Wand. 7.) Ohne Verzdgerung laufen die
Fliegen die vertikale Klippe nach oben, uberwinden die Kante und setzen das normale
Laufen fort. Mit diesem motorischen Ablauf ist Drosophila melanogaster in der Lage,
Licken bis zu einer Breite von 4,3 mm zu Uberqueren. Die Kletterversuche nehmen
enorm ab, sobald die Licken breiter als 4,0 mm werden, da intakte Fliegen Entfernun-
gen visuell abschatzen. Fur die Einschatzung der Lickengréfie sind die Photorezep-
toren R1-R6 notwendig und hinreichend, welche das Bewegungssehen realisieren.
Horizontale und vertikale Kopfbewegungen kénnen durch Versuche, bei denen der
Kopf am Thorax mit Kleber fixiert wird, ausgeschlossen werden. Die Breite der Licke
muss somit wahrend des Anlaufes eingeschatzt werden. Dieses geschieht entweder
mittels der optischen Expansion bei Annaherung eines Objektes auf der Retina, oder
durch die Parallaxen-Bewegung, welche aus den latero-lateralen Oszillationen des
Korpers beim Laufen resultiert. Dafiir spricht, dass sich der Klettererfolg enorm ver-
bessert, wenn die gegenuberliegende Seite der Liicke ein vertikal gestreiftes Muster
aufweist. Die Kletter-Bemuhungen der wildtypischen Fliegen werden somit weitgehend
auf uberwindbare Spaltmalle beschrankt (Pick & Strauss, 2005). Zusatzlich konnte

gezeigt werden, dass Protocerebralbriickenmutanten zwar die Entscheidung treffen zu
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klettern, dabei jedoch dramatisch die Richtung verlieren. Aufgrund dessen halt die PB
vermutlich eine Reprasentation des Azimuts (Horizontalwinkel) des Ziels vor (Triphan
et al., 2010). Wenn wildtypische Fliegen in einem speziellen Intervalltraining das Lu-
ckeniiberwinden haufig wiederholen, sind sie in der Lage ihre Uberquerungsrate zu
steigern. Diese Steigerung kann am folgenden Tag noch als Langzeitgedachtnis nach-
gewiesen werden. Lernmutanten wie rutabaga?%é% und dunce’ zeigen diese motorische
Lernform nicht (Kienitz, 2010).

W

Abbildung 5: Drosophila an Liicken

a) Die Fliege Uberquert eine 3,5 mm breite Lucke indem sie eine Bricke zwischen den Vor-
derbeinen und den Hinterbeinen bildet. Das Mittelbeinpaar stabilisiert den Kdrper und driickt
diesen aus der Spalte heraus.

b) Typisches Beispiel fir eine Fliege, die ihre eigene Kérperreichweite nicht einschatzen kann:
Mit Ruderschlagen der Vorderbeine versucht sie vergeblich eine 4,5 mm breite Licke zu Uber-
queren. Diese nur beim Klettern auftretenden ,Bein-Uber-Kopf-Suchschlage® werden als Indi-
kator fur einen Versuch verwendet. Dadurch lasst sich die Entscheidung zu erfolglosen Ver-
suchen quantifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Sowohl die Drosophila melanogaster-Labor-Wildtypstamme, die Mutantenlinien, als
auch die Kreuzungen wurden in zylindrischen Plexiglasern mit einer Hohe von 81 mm,
einem Durchmesser von 36 mm, bei einer konstanten Temperatur von 24°-26° C und
einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 14h/10h in einer S1-Klimakammer gezichtet. Alle
Zuchtglaser waren zu ca. 1/5 mit einem Futterbrei aus Maisgries, Backerhefe, Agar-
Agar, Sojamehl, Zuckerrubensirup, Malzextrakt und Wasser gefullt. Fur den Feuchtig-
keitshaushalt wurden spezielle Pappstreifen, betraufelt mit Nipagin und einer Hefesus-
pension, in den Futterbrei hineingesteckt. Die Versuchstiere wurden unter Kalteanas-
thesie auf extreme Grof3en durchsucht und in die Klassen ,grof3” und ,klein“ unterteilt.
AuRerdem wurde Ihnen mittels einer Iridektomieschere einen Tag vor dem Verhalten-
sexperiment die Fligel auf einen Drittel Lange gestutzt. Wenn nicht ausdricklich an-
ders beschrieben, waren die getesteten Fliegen mannlich und in einem Alter von 3
Tagen. Nach absolvierten Verhaltensparadigmen wurde den Fliegen post mortem ihre
Vorderbeine abgeschnitten. Unter hundertfacher Vergrof3erung konnte die Lange der
Tarsi und Tibiae mittels einer elektronischen Schublehre an einem Monitor vermessen
werden. Die tatsachliche Grélke wurde Uber ein Objektmikrometer an diesem Aufbau

geeicht (1 mm entsprach 117, 6 mm).

2.2 Aufzucht im Dunkeln

Um zu erfahren, wie Drosophila lernt die individuelle Koérpergrélie einzuschatzen,
wurde ihnen ab dem Zeitpunkt des Puppenstadiums die visuelle Information genom-
men. Dazu wurden die Zuchtglaser in der Klimakammer mit einem Licht undurchlassi-
gen Synthetikstoff umwickelt. Das Fligelschneiden und Sortieren erfolgte unter einer
fur Drosophila nicht detektierbaren Rotlichtglihbirne (Philips PF712E * MO).

2.3 Visuelle Stimulation in einer LED-Arena

Das Bewegungssehen einer Fliege kann durch verschiedene Parameter manipuliert

werden. Die Interferenz zwischen dem physiologischen Komplexaugenraster und ei-
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nem entsprechend gestreiften Zylinder, welcher das Insekt umgibt, kann zur Tau-
schung der wahrgenommenen Richtung fuhren. Eine Auflosung des Bewegungsstim-
ulus tritt auf, wenn die Raumfrequenz doppelt so grol} ist wie der interommatidiale
Winkel von 4,8°. Eine Umkehr der Richtung wird hingegen wahrgenommen, wenn die
Raumfrequenz sich zwischen dem doppelten und dem einfachen interommatidialen
Winkel befindet. Die optomotorische Antwort der gereizten Fliege fallt bei einer funf-
bis sechsfachen Raumfrequenz des Interommatidienwinkels am starksten aus. Des-
wegen wurden dunkel gehaltene Drosophila drei Tage nach dem Schlupfen verschie-
denen optischen Parametern ausgesetzt (vertikale Streifenmuster mit 24°, 10°, 8°
raumlicher Wellenlange, Kontrast ¢ = 0,94). Die Sensitivitat des Bewegungssehsys-
tems wurde nach Experimenten im Flug berechnet (Heisenberg & Wolf, 1984). Die
einzelne Fliege mit gektrzten Fligeln war in der Lage fir 10 Minuten auf dem Boden
eines leeren Polystyrolglases mit 20 mm Durchmesser frei zu laufen. Diese Beschran-
kung auf 20 mm in einer Arena mit 400 mm Durchmesser garantiert, dass die wahrge-
nommene Raumfrequenz nicht zu sehr variiert (graue Bereiche in Abbildung 6) Die
Wand dieses Glases wurde dreifach mit SigmaCote beschichtet, um das Hochklettern
zu verhindern. Die visuelle Stimulation erfolgte in einer Arena bestehend aus 5760
einzelnen Leuchtdioden (Strauss et al., 1997). Es war zu vermuten, dass die bei dem
Laufen generierten Parallaxenbewegungen, welche proportional zur durchschnittli-
chen Schrittlange auftreten, es dem Individuum erméglichen seine eigene Korperreich-

weite einzuschatzen.
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Abbildung 6: Geometrische Interferenz

a: Die Sensitivitat des Bewegungssehens wurde nach Experimenten im Flug von Heisenberg
und Wolf (1984) berechnet. Diese ist nahezu optimal bei einer Raumfrequenz von 24°. Auf
Grund der Geometrischen Interferenz zwischen dem Ommatidienraster und dem Umgebungs-
muster liegt bei 9,6° die Sensitivitat im Bereich von null. Eine Raumfrequenz von 8° sorgt hin-
gegen fur eine scheinbare Umkehr der wahrgenommenen Bewegungsrichtung. Die in der
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Arena vorkommenden Blickwinkel der Fliege auf das Muster sind durch die grauen Zonen
gekennzeichnet.

b: Die Fliege befindet sich in der Mitte einer LED-Arena. Die Plattform auf der sie sich frei in
der Ebene bewegen kann ist durch ein mit Sigmacote beschichtetes Plexiglasréhrchen auf
einen Durchmesser von 20 mm begrenzt.

2.4 Stimulation in einem visuellen Reizungsparadigma

Es wurde ein Versuchsaufbau gestaltet, mit dessen Hilfe den Fliegen unterschiedliche
Parallaxenbewegungen eingespielt werden konnten. Dieses sollte dem Zweck dienen,
ihnen eine veranderte Korpergrolie zu suggerieren. Ein einzelnes Versuchstier wurde
unmittelbar aus dem Dunkeln kommend auf einen wippe-ahnlichen Laufsteg mit dem
Aspirator gesetzt. Zwei 10,5 cm hohe und 11,5 cm breite gleich geschaltete Monitore
flankierten diesen Laufsteg im Abstand von 10 cm. Die Wippe war auf beiden Seiten
in einem Winkel von 10° verstellbar und wurde eingerichtet, um eine Schrage entste-
hen zu lassen, welche die negative Geotaxis von Drosophila ansprechen sollte. Wenn
das Versuchstier am Ende des Stegs angekommen war, wurde die Wippe mit einem
Pinsel gekippt, was das Tier zur Umkehr bewegte (Abbildung 7). Auf den Bildschirmen
(Tektronix-ldentifikationsnummern: 23-24-25 & 21-22-24-25-28-52) befanden sich
schwarze und grune Streifen mit einer Breite von jeweils 2,1 cm, was in Anbetracht
des 10 cm Abstandes dem optimalen Reizmuster von 24° entsprach. Wenn das Strei-
fenmuster mittels des gesteuerten Frequenzgenerators (Picasso CRT Image Synthe-
sizer) in Laufrichtung mit der Halfte der durchschnittlichen Laufgeschwindigkeit einer
Drosophila bewegt wurde, sollte die Fliege weniger Parallaxen wahr genommen haben
und die individuelle KdpergroRe dementsprechend danach kleiner einschatzen. In der
Verrechnung mit der Umwelt entstand so der Eindruck fur die Fliege einer geringeren
mittleren Schrittlange. Bei umgekehrten Parametern, wenn die Streifen gegen die
Laufrichtung liefen, sollte die Fliege sich danach groRer ,flihlen®. Das Streifenmuster
bewegte sich mit 7 mm/s, welches bei der durchschnittlichen Drosophila melanogas-
ter-Laufgeschwindigkeit von 15 mm/s einer Kompensation zwischen 40 und 50 % ent-
sprach (Strauss & Heisenberg, 1990). Das Training eines Individuums erfolgte mit ei-
ner Dauer von 15 Minuten. Der gesamte Aufbau befand sich in einem Dunkelraum mit
einer Rotlichtquelle (Leuchtstoffrohre OsramL36W60 Rot, umwickelt mit einer dunkel-

roten Folie von StrandFilters).
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mmmmdp Kompensation

Abbildung 7: Versuchsaufbau des visuellen Reizungsparadigmas

Ein Laufsteg in Form einer Wippe zwischen 2 antiparallel geschalteten Bildschirmen lasst sich
auf beiden Seiten in einem Winkel von 10° verstellen. Die leichte Schrage dient der negativen
Geotaxisreizung. Die Bewegung des Streifenmusters kann mittels eines Frequenzgenerators
variiert werden. Die Kompensation der Parallaxen wurde so eingestellt, dass sie sich mit der
Halfte der mittleren Laufgeschwindigkeit in dieselbe Richtung bewegen. Wenn die Fliege an-
halt, oder die Richtung wechselt, muss ebenso der Experimentator die Kompensation stoppen,
oder umkehren.

2.5 Durchfuhrung des Kletterparadigmas

Dieses Paradigma erlaubte es, das Verhalten der Fruchtfliegen an Luckenweiten von
2,0 mm; 2,5 mm; 3,0 mm; 3,5 mm; 4,0 mm; 4,5 mm; 5,0 mm; 5,5 mm und 6,0 mm mit
Hilfe einer Stereolupe (Zeiss OPMI 1-F) zu beobachten. Die Beleuchtung erfolgte mit
einer einarmigen Kaltlichtquelle (Schott KL1500). Pro Liickenweite wurden jeweils 15
grofl3e und 15 kleine Individuen getestet. Die Grof3e wurde per Augenmal} klassifiziert
und nach dem Verhaltensversuch quantifiziert. Die Fligel wurden immer am vorheri-
gen Tag geschnitten (wie in Abschnitt 2.1 beschrieben). Pro Individuum sind zehn An-
laufe erforderlich. Dabei gibt es die moglichen Aktionen der Fliege: Umkehren (U),
Runterlaufen (R), Klettern (X) und Fallen (F). Aulerdem werden die Aktionen mit ei-
nem + komplettiert, sofern das Bein-Uber-Kopf-Verhalten stattfindet. Es handelt sich
um einen Indikator fir einen Kletterversuch (Pick & Strauss, 2005). Immer wenn diese
Suchschlage auftraten, obwohl danach keine Uberquerung stattfand, wurde der Klet-
terversuch als erfolglos bewertet. Diese von dem gewdhnlichen Laufen abgegrenzten
Suchbewegungen erlaubten also eine Quantifizierung der Kletter-Entscheidungen.

Das Experiment wurde entwickelt, um motorische Fertigkeiten und die lokomotorische
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Kontrolle an einer komplexen Verhaltensweise zu studieren (Triphan et al., 2010). Ein
PVC-Kletterblock mit der zu Uberquerenden Lucke befindet sich auf einer Plattform,
die von einem Wassergraben in einer Petrischale umgeben ist (Abbildung 8). Damit
der Laufsteg flr die Fliege schneller und leichter zu erklimmen ist, befinden sich noch
45° steile Rampen aus Plexiglas an den Enden des Kletterblocks. Wegen des naturli-
chen Explorationsverhaltens von Drosophila, welches bewirkt, dass die Umgebung er-
kundet wird (z.B. auf der Suche nach Nahrung), kommen im Versuchsaufbau ausrei-

chend Anlaufe zustande.

a /
Zylinder
aus Pappe

R

2-6 mm $10mm

4 mmf

14 mm

A4

34 mm

Ausschnitt fur die Petrischale mit
Seitenkamera Wasser gefiillt

Abbildung 8: Kletter-Versuchsaufbau

a: Ein PVC-Block mit der gewtinschten LickengréRe befindet sich in einer Petrischale, welche
mit demineralisiertem Wasser gefullt ist. Durch einen Ausschnitt in dem Pappzylinder kann
entweder mittels einer Hochgeschwindigkeitskamera oder direkt per Stereolupe die Fliege
wahrend ihrer Aktionen beobachtet werden.

b: Abmessungen der PVC-BIlocke mit variierenden Luckenbreiten.

2.6 Das Motorische Lernen

In diesem Verhaltensparadigma wurden Fliegen mit gekurzten Fligeln darauf trainiert
schneller und erfolgreicher Llicken zu Uberqueren (Kienitz, 2010). Auf einem 8 Liicken
umfassenden Ring mit einem Durchmesser von 70 mm wurde ein einzelnes Indivi-

duum fur eine Minute pro Durchgang platziert. Ein Wassergraben umzog den Laufring,



Material und Methoden 18

welcher die Flucht des Insektes verhindern sollte. Dieser befand sich auf einer Dreh-
scheibe, welche mit 3 Umdrehungen pro Minute rotierte. Eine Fliege musste also exakt
24 Uberquerungen absolvieren, um die Rotation komplett auszugleichen. Zwecks ei-
ner optomotorischen Stimulation wurde der gesamte Aufbau von einem schwarz-wei-
Ren Streifenzylinder mit einer Raumfrequenz von 24° umrahmt (Abbildung 9). Die Be-
leuchtung erfolgte mit einer einarmigen Kaltlichtquelle (Schott KL1500). Jedes Ver-
suchstier musste 5 ein-minutige Trainingseinheiten in 20 Minuten Intervallen durchlau-
fen. Nach 24 Stunden erfolgte ein weiterer Testlauf, um ein motorisches Langzeitge-
dachtnis zu lberpriifen. Die erfolgreichen Uberquerungen wurden durch direkte Be-
obachtung vom Experimentator protokolliert. Die Breite der Lucken bestimmte die Ver-
haltensweise im ersten Lauf. Das Training wurde nur fortgesetzt, wenn die naive Fliege
zwischen 8 und 16 Uberquerungen geschafft hatte. Wahrend der Entwicklung des Pa-
radigmas konnte gezeigt werden, dass fur die Ausbildung eines motorischen Langzeit-
gedachtnisses mindestens 50 Uberquerungen von Néten waren. Jedoch musste die
Herausforderung in Form der Lickengréfe so ausgewahlt werden, dass weiterhin
Steigerungspotential existierte (Kienitz, 2010). Je nach individueller Kérpergrofle wur-

den deswegen Lucken zwischen 2,7 und 3,4 mm getestet.

Abbildung 9: Aufbau fiir motorisches Lernen an Liicken

Eine Fliege wird auf einem Ring von 70 mm Durchmesser trainiert. Der Laufsteg befindet sich
in einer Hohe von 10 mm, welcher durch 8 gleich breite, 5 mm tiefe Licken unterbrochen wird.
Auferdem befinden sich diese in dem gleichen Abstand zueinander. In Abhangigkeit der Kor-
pergrofRe der Fliegen kénnen Lickenbreiten von 2,7- 3,4 mm getestet werden. Der gesamte
Versuchsaufbau wird umrahmt von einem Streifenzylinder mit einer Raumfrequenz von 24°.

2.6.1 Motorisches Lernen auf einer Kletterschiene

Dieser Versuchsaufbau wurde entwickelt, um die einzelnen Parameter, welche sich fir

die motorische Verbesserung beim Luckenuberwinden verandern, zu analysieren. Es



Material und Methoden 19

entstanden enorme Schwierigkeiten die Fliege dauerhaft im Fokus der Hochgeschwin-
digkeitskamera zu halten, wahrend sich diese auf dem Ring bewegte. Deswegen
wurde eine Losung bevorzugt bei der die linear angeordneten 24 Lucken Uber einen
Motor wie auf einem Laufband bewegt wurden, sodass die Laufgeschwindigkeit der
Fliege mit der des Hindernisses Ubereinstimmt (Abbildung 10). Dadurch konnte das
kletternde Individuum auf Hohe des festen Standpunktes der Kamera gehalten wer-
den. Aufgrund des negativen gravitaktischen Verhaltens wurde eine Schrage von 20°
fur die Kletterschiene gewahlt. Die vierkantige Kletterschiene beinhaltete 24 gleich-
breite 5 mm tiefe Licken mit unterschiedlichen Breiten in den Ausfihrungen von 2,9 -
3,4 mm in 0,1 mm-Schritten. Wie bei der Durchfuhrung auf dem Ring absolvierte jede
Fliege mit gekirzten Flugeln funf Trainingsdurchgange in 20 minttigen Abstanden und
einen Testlauf nach 24h. Im Hintergrund befand sich eine Tapete mit 7 schwarzen-
und 7 weil3en vertikalen Streifen (3 mm breit, 28 mm hoch). Auf der Hohe des Kam-
meraufnahmebereichs blieb ein weilles Rechteck (10 mm breit, 7 mm hoch) im Hinter-
grund frei von Streifen. Die Hochgeschwindigkeitskamera, welche sich auf einem Sta-
tiv vor der Kletterschiene befand, wird im nachsten Abschnitt beschrieben. Es wurde
die Zeit gemessen bis das Versuchstier am Ende der Kletterschiene angekommen
war. Es wurden nur Fliegen trainiert, die im naiven Lauf schon achtmal erfolgreich ge-
klettert hatten.

Abbildung 10: Versuchsaufbau der Kletterschiene

In diesem Verhaltensparadigma kann eine Fliege bei der LickenlUberquerung auf der Hohe
des Fokus der Hochgeschwindigkeitskamera gehalten werden. Eine Kletterschiene befindet
sich auf einem Schlitten, der von einem Motor angetrieben wird. a: Sockel, b: Scharnier, c: 24
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V Motor, d: Motorbefestigung, e: Kupplung, f: 2 Schienen aus zylindrischen Edelstahlstangen,
g: Basisplatte aus Aluminium, h: 20° Keil als Platzierungsplateau, i: Kurbelwelle aus Edelstahl,
j: PVC-Kletterschiene, k: Schlitten, I: Messingring zur Fixierung auf der Welle, m: optische
Bank, n: Schraubzwinge, welche einen zylindrischen Eisenstab (o) als Stativ fixiert (Eckert,
2013).

2.7 Verhaltensanpassungen an Verletzungen

In diesem Experiment bekamen Taufliegen mittels einer Iridektomieschere die Seg-
mente eines Mittelbeintarsuses entfernt. Die verletzten Individuen wurden 10 Minuten
nach der Operation mit einer Hochgeschwindigkeitskamera gefilmt wahrend sie ver-
suchten an einer Uberquerbaren Licke zu klettern. Die monochrome Kamera vom Typ
Pulnix JAI TM-6740 GE der Firma Stemmer Imaging stellt eine Bildfrequenz von 200
Bildern pro Sekunde zur Verfugung. Sie hat 640 x 480 Pixel bei einer Pixelgrof3e von
7,4 ym und wird per Ethernet mit dem Computer verbunden. Das eingehende Signal
wird mit einer Software namens Common Vision Blox bearbeitet. Ein besonderes
Werkzeug dieser Software, CVB Movie diente der Aufnahme der Filme als AVI-Da-
teien. Die Kamera war mit einem Makroobjektiv der Firma Jos. Schneider Optische
Werke GmbH (Variogen 1,8/ 12,5-75) bestuckt. Anhand der resultierenden Videose-
quenz wurden in dem Programm ImageJ die Bewegungen des ladierten Beins verfolgt
und somit eine Laufspur visualisiert. An dem folgenden Tag wurde dasselbe Tier aber-
mals mit der Lucke konfrontiert, um eine mdgliche Anpassung an den verletzten Kor-
perzustand zu dokumentieren. Zusatzlich zu den Laufspuren wurden die Erfolgsraten

der Kletterversuche verglichen.

2.8 Histologie

Die getesteten Strukturmutanten-Linien wurden nach den Verhaltensexperimenten in
neuroanatomischen Praparaten untersucht, um die Grobmorphologie der prominenten
Neuropile im Gehirn zu analysieren. Es wurden sowohl Paraffinschnitte, als auch neu-

roanatomische Praparate hergestellt.

2.8.1 Paraffinschnitte nach der Autofluoreszenzmethode

Die 7 uym dunnen Gehirnschnitte wurden nach der Kragenmethode angefertigt

(Heisenberg & Bohl, 1979). Es wurden immer zehn Individuen (ein weiRaugiges
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Markertier, zwei Wildtypen, ein baraugiges Markertier und sechs Fliegen der jeweiligen
Mutantenlinie) auf einen Kragen gefadelt. Hierzu werden die herunter gekuhlten und
somit betaubten Fliegen am Fligelansatz mit einer Feinpinzette gegriffen, um sie am
Thorax in den Spalt des Kragens zu schieben. Nach dieser “Beladung“ erhalten die
Kragen eine vierstundige Carnoy-Fixierung (30ml Ethanol, 15ml Chloroform, 5ml Ei-
sessig). Anschlielend werden sie zweimal fur jeweils 30 Minuten in Ethanol (98%)
uberfuhrt, um die Flussigkeit aus dem Gewebe der Fliegen zu entziehen. Die Behand-
lung wird mit Ethanol-Trocken fir eine Stunde fortgesetzt. Anschlie3iend werden die
Kragen mindestens uber Nacht und bis hin zu einer Woche im Intermedium Methyl-
benzoat aufbewahrt. Alle bisherigen Schritte erfolgen bei Zimmertemperatur. Die fol-
genden Schritte werden in einem Warmeschrank bei 64°C durchgefiihrt. Nach einem
50%-igen Methylbenzoat-Paraffin-Gemisch-Zwischenschritt fir eine Stunde werden
die Kragen achtmal tber 20 Minuten mit Paraffin inkubiert, um abschliel3end in einer
Silikonform in Blocke gegossen zu werden. Die ausgeharteten Paraffinblocke werden
mit einer Rasierklinge abgesprengt, wodurch die Fliegenkdpfe im Paraffin verbleiben
und die Korper im Kragen verworfen werden. Ein Trimmen der Blécke erfolgt an der
Kopfreihe, um sie an einem Mikrotom in 7 ym dunne Schnitte zu schneiden und auf
einen mit Eiweilglycerin bestrichenen Objekttrager zu Uberfuhren. Die Schnitte wer-
den bei 60° C mit Xylol entparaffiniert und zur Konservierung mit Entellan eingedeckelt.
Aufgrund der Eigenfluoreszenz durch den Augenfarbstoff konnten die Schnitte an ei-
nem UV-Lichtmikroskop Olympus BX-FLA ausgewertet und mit einer Digitalkamera

fotografiert werden. Die Zellkorper fluoreszieren gelblich, das Neuropil grunlich.

2.8.2 Immunhistologische Farbung ganzer adulter Drosophila-Gehirne

Die Fliegengehirne wurden in eisgekihltem PBS (Tabelle 1)aus der Kopfkapsel mittels
jeweils einer Feinpinzette in jeder Hand prapariert. Anschlieiend wurde das Gehirn
von dem Russel, Luftsacken und Tracheen befreit. Die Fixierung erfolgte in 4 prozen-
tigem Paraformaldehyd-PBS-Gemisch fur 30 Minuten auf einem Schuttler bei Raum-
temperatur (RT) und abermals in 4-prozentigem Paraformaldehyd-Gemisch, allerdings
wurde dieses mit 0,3 % PBT angesetzt. Es folgten Waschungen der Praparate in 0,5
%iger PBT-LOsung zunachst 2-mal fur 5 Minuten, danach 3-mal fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Daraufhin wurde das Gewebe mit 4 %igem Pferdeserum- 0,3%
PBT-Gemisch fir eine Stunde geblockt, um eine unspezifische Bindung mit der an-

schliellenden Antikdrperreaktion zu verhindern. Dieser primare Antikdrper (Anti-GFP
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aus chicken IgY der Firma Aves, 1:3000) inkubierte in 4 prozentigem Pferdeserum-
PBT-Gemisch fur 48h bei 4°C. Nach dieser Prozedur wurde erneut in 0,5%igem PBT
fur 2-mal 5 min und fur 6-mal 20 min bei RT gewaschen. Nach dem 30 minltigem
Blocken folgte eine weitere Immunreaktion fur 48h mit dem sekundaren Antikoérper
(Goat Anti-Chicken IgY H & L Alexa Fluor 488 der Firma Invitrogen, 1:2000) in dem
Pferdeserum-PBT-Gemisch bei 4°C. Zuletzt erfolgten die gleichen Waschschritte wie
nach der Inkubation des primaren Antikorpers mit dem Unterschied, dass zusatzlich
zwei Mal fur finf Minuten in PBS gewaschen wurde, bevor die Gehirne in 1:1 PBS-
Glycerin mindestens 12 h absinken sollten, um in Vectashield auf Objekttrager uber-
tragen zu werden. Als Abstandhalter dienten 2 mit Nagellack fixierte Deckglaschen.
Zwecks Herstellung eines Dauerpraparates wurde das abschlieende Deckglas eben-
falls mit Nagellack umrandet. Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe eines konfokalen
Leica SP8 Laser-Mikroskops und der Bedienungssoftware LAS AF Lite. Es wurden die
Objektive Leica HC PL APO 20x/0,75 IMM CORR CS2 und Leica HC PL APO 40x/1,30
OIL CORR CS2 mit dem Leica Type F Immersion Liquid verwendet. Das Ubereinan-
derlegen der Z-Projektionen erfolgte nach maximaler Intensitat in der Software

Imaged.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Standardlésungen

Losung Konzentration
PBS (pH 7,4) |3,8 g NaCl /0,625 g Na2HPOa4 / 0,207 g NaH2PO4in 500 ml H20
PBT 0,1% 5 ml 10%ige Triton X-11-ddH20 (Merck) in 500 ml PBS

2.9 Fliegenstamme

Es wurden sowohl die wildtypischen Stamme Canton-Spezial (CS) als auch Wildtyp-
Berlin (WTB) als Kontrollen verwendet, da die getesteten Lern- bzw. Strukturmutanten
jeweils auf einem der beiden genetischen Hintergriinde basierten. In der folgenden
Tabelle 2 wurden alle fur diese Dissertation verwendeten Fliegen-Linien aufgelistet.
Die Stamme stammten entweder aus der Mainzer Sammlung, wurden in Bloomington

(BL) bzw. Wien (VDRC) bestellt oder kamen von einer anderen Arbeitsgruppe.
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Tabelle 2: Herkunft der verwendeten Fliegenlinien

Stamme Chromosom | Donor

Wildtyp CS Laborwildstamm | Strauss (JGU Mainz)
Wildtyp Berlin Laborwildstamm | Strauss (JGU Mainz)
amnesiac [1] / FM7a X BL5954

CrebB [S162] X BL4720

dunce [1] X Strauss (JGU Mainz)
homer [R102] Il BL9564

ocelliless [1] XattX X Strauss (JGU Mainz)
pka-C1[H2]/ CyO Il BL4101

rutabaga [1] X Strauss (JGU Mainz)
rutabaga [2080] X Strauss (JGU Mainz)
leonardo [P1375] / CyO Il BL9403

leonardo [2-3] / CyO Il BL9573
Treiberlinien

007Y-GAL4 1] BL30812
201Y-GAL4 Il BL4440

210Y-GAL4 1] Poeck (JGU Mainz)
217YY-GAL4 1] Poeck (JGU Mainz)
c305a-GAL4 Il BL30829
c309-GAL4 Il BL6906

c739-GAL4 Il BL7362

H24-GAL4 1] BL51632
Hsp70-GAL4 1] BL1799
mb247-GAL4 i Heisenberg (JMU Wirzburg)
NP2320-GAL4 Il Poeck (JGU Mainz)
OK107-GAL4 v BL854
R55G08-GAL4 1] BL50422
R65A06-GAL4 1 BL39330
R73D06-GAL4 1] BL46692
Tub-GALS8O [ts] Il BL7108

Tub-GALS8O [ts] 1] BL7018
Effektorlinien

dnc [1] ; UAS- dnc [+] / Cyo X; I Schwaerzel (FU Berlin)
rut [1]1/ Fm7a;; UAS- rut [+] / TM3, Sb X; i Heisenberg (JMU Wirzburg)
rut [2080] ; UAS- rut [+] X; BL9405
UAS-AC39E [RNAI] 1 BL28626
UAS-ACACC [RNAI] (CG43373) Il VDRC102057KK
UAS-ACCG32305 [RNAI] Il VDRC101103KK
UAS-AC76E [RNAI] Il VDRC106232KK
UAS-AC78C [RNAIi]/ CyO Il VDRC51978GD
UAS-AC35C [RNAI] Il VDRC110750KK
UAS-ACXA [RNAI] Il VDRC104283KK
UAS-ACXB [RNAI] Il VDRC104248KK
UAS-ACXD [RNAI] 1 BL35589
UAS-CREB [17a] 1] BL9232
UAS-d-CREB [2-b] X Davis (Stanford University)
UAS-dnc [RNAI] Il VDRC107967KK
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UAS-mCD8::GFP Il Poeck (JGU Mainz)
UAS-PDE1c [RNAI] I BL28728

UAS-PDEG6 [RNAI] 1 BL25828

UAS-PDES [RNAI] Il VDRC101413KK
UAS-PDE9 [RNAI] 1 BL32412

UAS-PDE11 [RNAI] I BL34611

UAS-PKA-C1 [RNAI] Il VDRC101524KK
UAS-PKA-R1 [RNA]] Il VDRC103720KK
UAS-PKA-C1 [F5.9] /Tm3, Sb 1] Kalderon (Columbia N.Y.)
UAS-PKA-C3 [RNA]] I Kalderon (Columbia N.Y.)
UAS-rut [RNAI] 1 VDRC5569GD
UAS-CD4-tdGFP / CyO Il BL35839

2.10 Kreuzungen

Es wurden Kreuzungen mit GAL4-Treiberlinien und UAS-Effektorlinien angesetzt, um
Gehirn-Kartierungen mittels partieller Rettungen, Uberexpressionen und RNA-Interfe-
renzen durchzuflhren. Pro Ansatz wurden 20 jungfrauliche Weibchen aus den jewei-
ligen Fliegenstammen unter Kohlendioxid-Anasthesie gesammelt und mit mindestens
5 mannlichen Fliegen zusammengebracht. Die Aufzucht erfolgte bei 25°C in 81mm
hohen Futterglasern. Die Konstrukte, welche Temperaturschalter wie GAL80' oder
Hsp70 enthielten, erforderten eine Aufzucht bei 17°C. Nach finf Tagen wurde die
Parentalgeneration entfernt, um sicherzustellen, dass alle adulten Tiere aus der F1-

Generation stammten.

2.11 Statistik

Die Rohdaten wurden mithilfe des Programmes Microsoft Excel 2007 ausgewertet. Die
statistische Auswertung erfolgte in Statistica 8.0 (2007). Die Daten wurden mittels der
Tests Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors und Shapiro-Wilk‘'s W auf Normalverteilung ge-
testet. Wenn die Uberquerungen, als auch die erfolglosen Versuche nicht normalver-
teilt waren, wurde der Mann-Whitney U Test fur die Signifikanz-Berechnungen verwen-
det. Es konnten nicht alle Datensatze zur gleichen Zeit alternierend getestet werden,
deswegen wurde der Kruskal-Wallis-Test fur Multiple Vergleiche verwendet. Dieser
basiert auf Medianen und berechnet post-hoc-Wahrscheinlichkeiten fur einen zweisei-
tigen Signifikanztest auf Grund multipler Vergleiche der mittleren Range fur jedes Paar

von Gruppen. Da die Vorderbeinlangen jedoch normalverteilt waren, wurden diese mit
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dem ungepaarten Student'schen t-Test verglichen. Wenn der Lernerfolg derselben In-
dividuen Uberpruft werden musste, wurde bei Normalverteilung der gepaarte Stu-
dent‘sche t-Test verwendet und flr nicht parametrische Verfahren der Wilcoxons W-
Test. In den Medianen Haufigkeitsdarstellungen werden die signifikanten Unter-
schiede mit Sternchen dargestellt (*: signifikant, **: hoch signifikant, ***: hochst signi-

fikant, n.s. nicht signifikant).
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3. Ergebnisse

3.1 Das Kletterverhalten

Wenn fligellose Fliegen mit einer Licke konfrontiert werden, lassen sich verschiedene
komplexe Verhaltensweisen analysieren. Auf das visuelle Vermessen der vor ihnen
liegenden Lucke folgt ein Entscheidungsprozess, ob sie einen Kletterversuch starten
wollen. Es gibt erfolgreiche Uberquerungen, erfolglose Versuche und das Verlassen
der Licke ohne einen Kletterversuch. Ein Versuch wird dadurch definiert, dass die
Fliegen anlaufen und die Vorderbeine tastend nach vorne strecken, um die andere
Seite der Lucke zu erreichen. Das ,Bein-uber-Kopf-Verhalten“ wurde als Indikator fur
einen Kletterversuch gewertet, da es im normalen Laufverhalten nicht vorkommt.
Durch die Suchschlage mit den Beinen lassen sich also die Entscheidungen quantifi-
zieren. An unuberwindlich breiten Lucken kehren die Fliegen ohne ein solches ,Bein-
Uber-Kopf-Verhalten® um oder sie laufen in die Liicke hinein, um sie zu durchschreiten.
Eine Lickenbreite, die groRer als 4 mm ist, kann von Drosophila melanogaster prak-
tisch nicht Gberklettert werden (1%-ige Chance bis maximal 4,3 mm). An dieser gerade
noch oder nicht mehr Gberwindbaren Liickenbreite finden die meisten erfolglosen Klet-
terversuche statt (Pick & Strauss, 2005). Je groR3er die Luckenbreite wird, desto selte-
ner kommt es noch zu Kletterversuchen. Diese energieaufwendigen, motorisch kom-
plexen Bewegungsablaufe werden von wildtypischen Fliegen nicht sinnlos initiiert. Die
individuelle KorpergroRe wird bei der Entscheidung zu Klettern in Betracht gezogen
(Krause, 2009). Mit den folgenden Versuchen sollen die Fragen beantwortet werden
auf welche Weise diese adaptive Anpassung gelernt wird, wo im Zentralnervensystem
das Verarbeitungszentrum liegt und Uber welche biochemischen Prozesse diese Plas-
tizitat erreicht wird. Abschlie3end wird zur Diskussion gestellt, ob ein Koérperzustands-

gedachtnis bei Insekten existiert.

3.2 Gewabhlte Darstellungsformen

Die Haufigkeit der Aktionen an der Licke war selten normalverteilt, weswegen diese
mit medianen Boxplots dargestellt wurden. Die Boxen zeigen die 25%- und 75%-Quar-
tile der Verteilung an, wahrend ein Quadrat in der Box den Medianwert darstellt. Die

Fehlerbalken beschreiben 5 %- und 95 %-Perzentile der Daten. Ausreifer und Ext-
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remwerte wurden nicht grafisch dargestellt. Die Vorderbeinlangen waren normalver-
teilt, weswegen sie in Saulendiagrammen mit Standardabweichung dargestellt wur-

den.

3.3 Das wildtypische Kletterverhalten

Aus der breiten wildtypischen Canton Spezial- (CS) Population wurde per Augenmal}
auf GroRenunterschiede selektioniert, um sie in die Klassen ,grof3“ und ,klein“ einzu-
ordnen. Diese beiden verschiedenen Gruppen wurden mit unterschiedlich breiten LU-
cken konfrontiert. Dabei stieg die Breite in 0,5 mm Schritten von 2,0 mm bis 6,0 mm
an. Die geringe Breite von 2,0 mm stellt fur eine durchschnittliche Drosophila melano-
gaster keine starkere Herausforderung als die eines grof3en Schritts dar. Die grofite
getestete Breite von 6,0 mm entspricht hingegen einer unuberwindlichen Spalte. Flie-
gen versuchen Licken zu Uberqueren, welche breiter als ihre maximale Schrittlange
sind. Wahrend des Anlaufs wird die GroRe des Hindernisses mittels Parallaxenver-
schiebungen auf der Retina eingeschatzt. Wenn die Lucke unuberwindlich erscheint,
wird kein Uberquerungsversuch initiiert (Pick & Strauss, 2005). Kleinere Fliegen kehr-
ten an Lickenbreiten um, die von gréReren Individuen durchaus noch probiert wurden.
Die nachtragliche Vermessung der Vorderbeine bewies einen 14 prozentigen GroRen-
unterschied zwischen den eingeteilten Fliegen. Ein durchschnittliches ,gro3es” Vor-
derbein wies eine Lange von 1,07 mm auf, wahrend ein durchschnittliches ,kleines®
Vorderbein 0,93 mm lang war (Abbildung 11). Die kleinen wildtypischen CS-Mannchen
versuchten erheblich weniger haufig die 4,0 mm breite Licke zu Gberwinden (mediane
Haufigkeit erfolgloser Versuche = 30 %) als ihre groReren Artgenossen desselben ge-
netischen Hintergrunds (medianer Anteil = 60 %). An der untUberwindbaren 4,5 mm
breiten Spalte zeigten die kleinen Individuen uberhaupt keine Suchschlage. Die gro-
Ren Fliegen hingegen versuchen noch mit einer medianen Haufigkeit von 20 % diese
zu Uberschreiten. An der zwar Uberquerbaren 3,5 mm Lucke, welche jedoch eine mo-
torische Herausforderung darbietet, konnte ein groRenbedingter Vorteil aufgezeigt
werden. Die kleineren Fliegen liefen mit einer Haufigkeit von 80 % hdchst signifikant
erfolgloser als ihre grofieren Artgenossen. Diese absolvierten namlich nur bei 10 %
der Anlaufe einen erfolglosen Kletterversuch. Die entstehende Kurve des Datensatzes
der kleinen Exemplare verschiebt sich im Vergleich zu der Kurve groRer Mannchen in
die Richtung schmaler Licken. Diese erstaunlichen Ergebnisse zeigten auf, dass wild-

typische Fliegen ihre individuelle Reichweite einschatzen kdnnen.



Ergebnisse 28

ml
100f @ WT b
*kk '*' klein 1,15}
*
80 + groRd 1,10 1T

(@]
()

Vorderbeinldnge [mm]
=
o

Anteil erfolgloser Versuche [%]

40 0,95}
0,90} 1
20
0,85}
of » / 0,80}
L 'r 1 1 1 1 1'
2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 grofd klein

LUckenbreite [mm]

Abbildung 11: CS-Mannchen an unterschiedlichen Liickenbreiten

a: Vergleich besonders groer und kleiner Fliegen hinsichtlich ihrer Kletterversuche. Die
schwarze Kurve verbindet die mediane Haufigkeit erfolgloser Versuche der kleinen Individuen,
wahrend die rote Kurve das Kletterverhalten der groRen Tiere abbildet. Pro Lickenbreite klet-
terten jeweils 15 kleine bzw. 15 groRe Fliegen desselben Genotyps. Die einzelne Fliege hatte
10 Anlaufe zu absolvieren. Die Daten der kleinen Fliegen (schwarz) sind zur besseren Dar-
stellung um 1 % nach oben verschoben; die Kurve der grof3en Fliegen ist um 1 % nach unten
verschoben. Die Fehlerbalken liegen zwischen den 25 % bis 75 % Quartilen. Die signifikanten
Unterschiede werden mit Sternchen dargestellt: *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001.

b: Grollenkontrolle der post mortem vermessenen Vorderbeine. N= 75. Saulendia-

gramme mit Mittelwerten und Standardabweichung. Der Grofdenunterschied liegt bei
15,8 %.

3.4 Das Kletterverhalten der Strukturmutanten ocelliless’-Fliegen

Adulte Fliegen, welche die Strukturmutation ocelliless’ (oc?) tragen, weisen eine unter-
brochene Protocerebralbriicke im Zentralhirn auf. Es sind nur noch die beiden auf3eren
Glomeruli vorhanden (Abbildung 13). Allerdings wird eine intakte PB bendtigt, damit
die Fliege mittels der visuellen Information die gegenuberliegende Seite der Licke
zZielgerichtet erreichen kann (Hirth et al., 1995; Triphan et al., 2010). In der Tat fihrte
dieser Strukturdefekt zu einer geringeren Uberquerungsrate an Uberwindbaren Li-
cken. Es stellte sich anschliel3end die Frage ob dieses Neuropil ebenfalls bei der Kor-

pergroReneinschatzung eine Rolle spielt. Deswegen wurden grofe und kleine oc’-
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Mannchen mit unterschiedlich breiten Licken konfrontiert. Die nachtragliche Beinver-
messung ergab einen hochst signifikanten GréRenunterschied zwischen den oc’-Flie-
gen von 12,2 %. Das durchschnittliche Vorderbein der groen Exemplare hatte eine
Lange von 0,98 mm, wahrend das der kleinen Fliegen nur 0,87 mm aufwies (Abbildung
12b). Bei den wildtypischen Mannchen waren an den geringen Lickenbreiten 2,0 und
2,5 mm alle Versuche erfolgreich (Abbildung 11a). Unabhangig von der individuellen
GroRe der getesteten oc’-Fliegen traten an der schmalen 2,0 mm-Liicke erfolglose
Versuche mit einer Haufigkeit von 20 % auf (Abbildung 12a). Es gab keine signifikan-
ten Unterschiede hinsichtlich der erfolglosen Versuche zwischen den kleinen und den
grolRen Fliegen an den unuberwindlichen Lucken 5,0 und 5,5 mm. Die 5,0 mm breite
Spalte wurde sowohl von den kleinen als auch von den gro3en Exemplaren mit einer
medianen Haufigkeit von 50 % erfolglos versucht. Bei den wildtypischen Mannchen
traten ab dieser Breite nahezu keine Kletterbemihungen mehr auf (Abbildung 11a).
Selbst die grofite Liickenbreite im Experiment (6,0 mm) wurde von den kleinen oc’-
Mannchen noch zu 50 % versucht. Die grof3en Individuen versuchten diese Licken-
breite mit 30 % etwas weniger haufig. Es lasst sich schlussfolgern, dass der PB-Struk-
turdefekt in einer defizitaren KorpergroReneinschatzung resultiert. oc’-Fliegen besit-

zen keine Kenntnis Uber ihre Kdrperreichweite.
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Abbildung 12: ocelliless’-Mannchen an unterschiedlichen Liickenbreiten
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a: Vergleich besonders grofRer und kleiner oc’-Fliegen hinsichtlich ihrer Kletterversuche. Die
schwarze Kurve verbindet die medianen Haufigkeiten erfolgloser Versuche der kleinen Indivi-
duen, wahrend die rote Kurve das Kletterverhalten der gro3en Tiere abbildet. Pro Liickenbreite
liefen jeweils 15 kleine bzw. 15 groRe Fliegen desselben Genotyps. Konventionen wie in Ab-
bildung 11.

b: Grélkenkontrolle der post mortem vermessenen Vorderbeine. N= 75. Sdulendiagramme mit
Mittelwerten und Standardabweichung. Der GréRenunterschied liegt bei 12,2 %.

Abbildung 13: Frontale Paraffinschnitte mannlicher oc’- und WTB-Fliegen

Die 7um Schnitte wurden unter einem Fluoreszenz-Mikroskop fotografiert. Der Augenfarbstoff
sorgt dafur, dass Zellkorper in gelber Ténung und neuropile Strukturen als griine Farbung er-
scheinen.

a&b: oc': Die Calices (Ca) der Pilzkorper sind in beiden Ebenen deutlich zu erkennen. Die
Protocerebralbricke (PB) fehlt fast vollstandig. Das Protocerebrum ist durch eine Furche me-
dian unterbrochen, sodass nur die caudalen Enden der Pb vorhanden sind. Die anderen nicht
dargestellten Bereiche des oc’-Gehirns weisen eine wildtypische Struktur auf.

c&d: WT-B (Wildtyp-Berlin): Die beiden Calices und die Protocerebralbriicke zeigen sich in
den gewahlten Ebenen deutlich. Die Schnitte befinden sich auf demselben Objekttrager wie
a&b

3.5 Das Kletterverhalten lernmutanter rutabaga’-Fliegen

Fliegen des Stamms rutabaga’ (rut’) absolvieren die meisten Aufgaben mit einer
schlechteren Lern- und Gedachtnisleistung als ihre wildtypischen Artgenossen. Sie
haben einen geringeren Lernindex bei der Assoziation eines konditionierten Duftes
(Tempel et al., 1983) oder bei der Vermeidung einer aufgeheizten Kammerseite in ei-
nem Auswahltest (Wustmann et al., 1996). Die rut’-Mannchen zeigen ebenfalls einge-
schrankte Lernleistungen in der konditionierten Balzunterdrickung (Gailey et al.,
1984). Die Punktmutation fuhrt zu einem Aminosaureaustausch, welcher die Enzym-
aktivitat der Adenylylzyklase lahm legt (Levin et al., 1992). Die Funktion dieses Enzyms
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liegt in der Koinzidenzdetektion zwischen dem konditionierten- und dem unkonditio-
nierten Stimulus (Tomchik & Davis, 2009). Es war zu vermuten, dass die rut’-Fliegen
sich beim KorpergroRenlernen ebenfalls eingeschrankt verhalten konnten. Besonders
kleine und grol3e Exemplare dieser Lernmutationslinie wurden mit unterschiedlich brei-
ten Licken als Hindernisse konfrontiert (Abbildung 14a). Die nachtragliche Beinver-
messung ergab einen relevanten GréRenunterschied zwischen den rut’-Fliegen von
15,9 %. Das durchschnittliche Vorderbein der gro3en Exemplare hatte eine Lange von
1,06 mm, wahrend das der kleinen Fliegen nur 0,92 mm aufwies (Abbildung 14b). An
den schwer Uberquerbaren, bzw. unuberwindlichen Lucken ab 4,0 mm gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchen der grof3en und der kleinen rut’-
Fliegen. Da die grolRen Exemplare an der Uberwindbaren 3,5 mm breiten Licken er-
heblich mehr Uberquerungen schafften, hatten sie mit einer medianen Haufigkeit von
20 % hdochst signifikant weniger erfolglose Versuche als die kleineren Artgenossen
desselben Stammes mit einem Anteil von 80 %. Unabhangig von ihrer individuellen
Korpergrofde, versuchten wildtypische Fliegen keine Lucken zu Uberqueren, welche
breiter als 5,0 mm waren (Abbildung 11a). Sowohl die grof3en als auch die kleinen rut’-
Fliegen versuchten diese 5,0 mm breite Licke mit einer Haufigkeit von 80 % erfolglos
zu Uberklettern. Selbst die 6,0 mm breite Spalte wurde von beiden Gruppen noch mit
einem medianen Anteil von 40 % erfolglos versucht. Aus diesem Verhalten lie sich
schliel3en, dass rut’-Fliegen ihre individuelle Korperreichweite nicht einschatzen kon-

nen.
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Abbildung 14: rutabaga’-Mannchen an unterschiedlichen Liickenbreiten

a: Vergleich besonders groBer und kleiner rut'- Fliegen hinsichtlich ihrer Kletterversuche. Die
schwarze Kurve verbindet die medianen Haufigkeiten erfolgloser Versuche der kleinen Indivi-
duen, wahrend die rote Kurve das Kletterverhalten der grof3en Tiere abbildet. Pro Liickenbreite
liefen jeweils 15 kleine bzw. 15 grofRe Fliegen desselben Genotyps. Die einzelne Fliege hatte
10 Anlaufe zu absolvieren. Konventionen wie in Abbildung 11.

b: Grollenkontrolle der post mortem vermessenen Vorderbeine. N= 75. Saulendia-
gramme mit Mittelwerten und Standardabweichung. Der GroRenunterschied liegt bei
15,9 %.

3.6 Das Kletterverhalten lernmutanter dunce’-Fliegen

Ahnlich der im vorherigen Abschnitt beschriebenen rut'-Linie absolvieren Fliegen des
Stamms dunce’ (dnc’) die meisten Aufgaben mit einer schlechteren Lern- und Ge-
dachtnisleistung als ihre wildtypischen Artgenossen. Sie sind nicht in der Lage die
Kombination zwischen einem Elektroschock und einem neutralen Duft zu lernen. Dem-
entsprechend vermeiden sie den mit Bestrafung assoziierten Duft anschlie3end nicht
(Dudai et al., 1976). Die dnc’-Mannchen lassen sich im Gegensatz zu wildtypischen
Exemplaren auch nicht durch den Misserfolg bei verpaarten Weibchen balzkonditio-
nieren (Gailey et al., 1984). Die Punktmutation flhrt zu einer hypomorphen, verringer-
ten Phosphodiesterase-Aktivitat (Nighorn et al., 1991). Fliegen dieses Stammes ver-

suchten ebenfalls unuberwindbare Luckenbreiten zu Uberqueren. Am haufigsten von
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den nicht kletterbaren Licken wurde die 5,0 mm-LUcke probiert. Die kleinen Exemp-
lare probierten diese bei 80 % der Anlaufe zu Uberqueren, wahrend die groRen Fliegen
sogar in 90 % der Beobachtungen Kletterversuche zeigten (Abbildung 15a). Dieser
GréRenunterschied von 20,2 % war der starkste wahrend des gesamten Zeitraums flr
diese Doktorarbeit (Abbildung 15b). Unabhangig von ihrer Kérpergrdlie versuchten die
wildtypischen Individuen nur in Ausnahmefallen unuberwindbare Licken ab einer
Breite von 5,0 mm zu Uberschreiten (Abbildung 11a). An Uberkletterbaren Luckenbrei-
ten erwies sich ein wildtypahnliches Verhalten. Auch die groRen dnc’-Mannchen nutz-
ten ihren GroRRenvorteil, um hdchst signifikant weniger erfolglos an den Uberquerbaren
Licken mit einer Breite von 3,0 mm bzw. 3,5 mm zu klettern. Aus dem Verhalten an
unlberwindbaren Licken kann geschlossen werden, dass dnc’-Fliegen ihre Korper-

reichweite bei einem Kletterversuch nicht in Betracht ziehen.
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Abbildung 15: dunce’-Mannchen an unterschiedlichen Liickenbreiten

a: Vergleich besonders groRer und kleiner dnc'- Fliegen hinsichtlich ihrer Kletterversuche. Die
schwarze Kurve verbindet die medianen Haufigkeiten erfolgloser Versuche der kleinen Indivi-
duen, wahrend die rote Kurve das Kletterverhalten der grof3en Tiere abbildet. Pro Lickenbreite
liefen jeweils 15 kleine bzw. 15 grofRe Fliegen desselben Genotyps. Die einzelne Fliege hatte
10 Anlaufe zu absolvieren. Konventionen wie in Abbildung 11.

b: GréRenkontrolle der post mortem vermessenen Vorderbeine. N= 75. Sdulendiagramme mit
Mittelwerten und Standardabweichung. Der Grélenunterschied liegt bei 20,2 %.
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3.7 Das Kletterverhalten ohne visuelle Erfahrungen

Es trat die Fragestellung auf, ob die Einschatzung der individuellen Korperreichweite
erlernt wird oder genetisch determiniert ist. Das eingeschrankte Verhalten der lernmu-
tanten Fliegen gab Hinweise fur ein erlerntes Kérpergréoliengedachtnis. Es wurde ver-
mutet, dass eine Taufliege, die wahrend ihrer adulten Entwicklungsphase keinerlei
Moglichkeiten zu visuellen Erfahrungen hatte, kein KorpergroRengedachtnis besitzt.
Dazu wurden wildtypische CS-Fliegen ab der Puppenphase in die vollkommene Dun-
kelheit Uberfuhrt. Drei Tage alte mannliche, wildtypische Fliegen, welche in der Dun-
kelheit aufgezogen wurden, versuchten unuberwindliche Licken zu uberqueren (Ab-
bildung 16a). Es traten erfolglose Versuche mit einer medianen Haufigkeit von 50 %
auf. Es ergab sich somit ein hochst signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Flie-
gen, welche unter den normalen Beleuchtungsbedingungen aufgezogen wurden.
Diese verschwenden nahezu keine Kletterversuche an der unuberwindbaren 5,0 mm
breiten Lucke. Die dunkel aufgezogenen Insekten verbesserten sich hochst signifikant,
wenn sie nach 10 absolvierten Anlaufen an dem Lickenhindernis und einer anschlie-
Renden Dunkelphase, am folgenden Tag ein weiteres Mal getestet wurden. Dabei
spielte es Uberraschenderweise keine signifikante Rolle, ob die Erfahrung an einer un-
Uberwindbaren 5,0 mm Licke (Median = 30 %) oder an einer Uberquerbaren 3,5 mm
breiten Licke (Median = 20 %) gesammelt wurde. Es ware denkbar gewesen, dass
die Fliegen bei erfolgreichen Uberquerungen mehr Uber ihre Kérperreichweite gelernt
hatten, als bei dem Anlauf an eine zu breite Spalte. Die dunkel aufgezogenen Fliegen
waren an der Uberwindbaren 3,5 mm breiten Lucke nicht weniger erfolgreich als ihre
Artgenossen aus dem Tag-Nacht-Rhythmus. Beide Gruppen schafften Uberquerun-
gen mit einer medianen Haufigkeit von 40 % (Abbildung 16b). Der 50 %-Anteil erfolg-
loser Versuche an der 5,0 mm breiten Licke von dunkelaufgezogenen CS-Fliegen
spricht dafur, dass die KorpergroRe mittels visueller Erfahrungen gelernt wird. Die 10
Anlaufe als Trainingsmdglichkeiten reichten zwar nicht aus, um genauso wenig erfolg-
lose Versuche wie die Tag-Nacht-Rhythmus-Exemplare zu absolvieren, jedoch ver-
hielten sie sich hdochst signifikant erfolgreicher als Fliegen, welche keine visuellen Er-
fahrungen sammeln konnten. Die Fahigkeit die Korperreichweite einschatzen zu kon-

nen ist somit nicht angeboren.
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Abbildung 16: Das Kletterverhalten dunkel aufgezogener CS-Mannchen

a: Vergleich der erfolglosen Versuche wildtypischer CS-Mannchen an einer 5,0 mm breiten
Licke mit unterschiedlichen vorherigen visuellen Erfahrungen. Als Kontrolle dient eine Gruppe
Fliegen, welche zu Standard Beleuchtungsbedingungen aufgezogen wurde (14 / 10 h). Die
nachste Gruppe hatte keine Beleuchtung mehr zur Verfligung ab der Puppenphase bis zum
Verhaltensexperiment (24 h). Zwei weitere Gruppen wurden ebenfalls in der Dunkelheit gehal-
ten, hatten aber schon den Tag zuvor eine Trainingserfahrung tUber 10 Anlaufe an einer un-
Uberwindbaren (5,0 mm) oder einer kletterbaren 3,5 mm breiten Licke. Pro Datensatz: N= 30,
n= 10; nicht parametrische Median-Darstellung; die Quadrate reprasentieren den Median; die
Boxen zeigen die 25 % - 75 % Quartile; Die Fehlerbalken geben die 5 % - 95 % Perzentile der
Verteilung an. Die signifikanten Unterschiede werden mit Sternchen dargestellt: *, p< 0,05; **,
p< 0,01; ***, p< 0,001.

b: Vergleich der erfolgreichen Uberquerungen wildtypischer CS-Mannchen an einer 3,5 mm
breiten Lucke. Die Fliegen, die unter normalen Beleuchtungsbedingungen aufgezogen wurden
(14 / 10 h), schaffen nicht signifikant mehr Uberquerungen als diejenigen, welche aus der
Dunkelheit kommen (24 h). Pro Gruppe: N= 15, n= 10. Darstellung wie in a.

Da das Training an einer Licke nicht zu einer wildtypischen KoérpergroReneinschat-
zung gefluhrt hatte, sollte in einem weiteren Verhaltensexperiment die eventuelle Not-
wendigkeit sozialer Interaktionen fur die Bildung eines Korpergrofiengedachtnisses
Uberprift werden. Dazu wurden Drosophila- Puppen isoliert und anschlieRend in
schmalen Rohrchen, jedoch unter normalen Beleuchtungsbedingungen, bis unmittel-
bar vor dem Experiment gehalten. Die isolierten Fliegen, die keine Moglichkeiten zum
Sozialkontakt hatten, absolvierten an der 5,0 mm breiten Licke ahnlich viele erfolglose
Versuche wie dunkel aufgezogene Artgenossen. Selbst die Mannchen, welche zu zwei

weiteren Mannchen in Kontakt standen, versuchten mit einer medianen Haufigkeit von
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20 % nicht signifikant weniger die 5,0 mm Llcke zu dberwinden (Abbildung 17a). Das
spricht dafur, dass ein KérpergroRengedachtnis nicht mittels sozialer Kontakte formiert
wird. Allerdings absolvierten isolierte Fliegen, die einen schwarz-weil3en Streifenzylin-
der um das Roéhrchen befestigt hatten, kaum erfolglose Versuche. Deren mediane
Haufigkeit von 10 % unterschied sich nicht signifikant von dem Kletterverhalten aus
einem gangigen Zuchtglas stammender Fliegen. Das Ergebnis, dass im Streifenzylin-
der aufgewachsene Fliegen weniger Versuche an unuberwindbaren Licken zeigten,
flhrte zu einer gewagten Hypothese: Das Koérperreichweitengedachtnis kdnnte Gber
die Eichung zwischen der Schrittlange und der resultierenden Parallaxenbewegung
beim Laufen gebildet werden. Die Uberpriifung dieser These schloss ein definiertes
Trainingsexperiment an (Abbildung 6). Dunkelaufgezogenen Fliegen wurden definierte
Streifenmuster in einer LED-Arena zehn Minuten lang prasentiert (berechnet fir den
Interommatidien-Winkel einer Drosophila, die sich am Mittelpunkt der Arena befindet).
Nur die Gruppe, welche das mit 24° ,optimale“ Muster als Parallaxen-Erfahrung zur
Verfugung hatte, zeigte am darauffolgenden Tag hdchst signifikant weniger erfolglose
Versuche (mediane Haufigkeit = 10 %) als die dunkel aufgezogenen Fliegen, die kei-
nen visuellen Stimulus prasentiert bekamen (Abbildung 17b). Diese versuchten mit ei-
ner Haufigkeit von 50 % die unuberwindbare Lucke zu Uberschreiten. Sowohl die
Mannchen, die das Null-Muster, als auch diejenigen, die das Ruckwarts-Muster zu vi-
suellen Erfahrungen nutzen konnten, versuchten haufig die 5,0 mm breite Licke zu
klettern (60 % bzw. 50 % der Anlaufe). Damit unterschieden sich beide Gruppen nicht
signifikant von den Fliegen, die Uberhaupt keinen visuellen Stimulus zur Verfugung
hatten. Das konnte nur bedeuten, dass Drosophila das KorpergroRengedachtnis tat-

sachlich mittels Parallaxen bildet.



Ergebnisse 37

100} @ 100tb x| :
n.s. . n.s. .

80 * k% 80 -|_

60 60 [ |

40 40 J_
- Il
20 | 20

Anteil erfolgloser Versuche [%]

Zucht Isolation Kontakt Streifen Optimal ~ Null Rickwarts Keine
Glas 24 Parallaxen - Erfahrung

Abbildung 17: Die GroBeneinschatzung durch visuelle Trainingsmaoglichkeiten

a: Vergleich unterschiedlich aufgezogener CS-Mannchen an einer 5,0 mm breiten Liicke. Als
Kontrolle dient eine Gruppe von wildtypischen Fliegen, die in einem standardisierten Zuchtkul-
turglas aufgezogen wurden. Als ,Isolation” wird eine Gruppe bezeichnet, deren Individuen als
Puppen einzeln in schmale Réhrchen Uberfihrt wurden. Andere Fliegen wurden ebenfalls
schon ab dem Puppenstadium isoliert, bekamen aber jeweils den ,Kontakt* zu zwei weiteren
Mannchen. Die letzte Gruppe dieses Vergleichs wurde ebenfalls ab der Puppe in Réhrchen
isoliert, hatte aber Uber den gesamten Zeitraum ein schwarz-weifles Querstreifenmuster um
dieses geklebt. Alle Fliegen wurden unter Zucht- Beleuchtungsbedingungen gehalten. Pro Da-
tensatz: N=30, n=10.

b: Vergleich dunkel aufgezogener CS-Mannchen an einer 5,0 mm breiten Liicke, welchen am
vorherigen Tag fur 10 Minuten unterschiedliche Streifenmuster in einer LED-Arena prasentiert
wurde. Das ,Optimal“-Muster hat einen Winkel von 24°; bei dem ,Null“-Muster betragt der Win-
kel 10° und der ,Rickwarts“-Streifenzylinder wird mit einem 8° Winkel prasentiert. Die Fliegen,
die keine Moglichkeit zu Parallaxen-Erfahrungen bekamen, verlassen die Dunkelheit erst un-
mittelbar vor dem Test an der Liicke. Pro Datensatz: N=15, n=10; nicht parametrische Median-
Darstellung wie in Abbildung 16.

Daraufhin trat die Fragestellung auf wie stérungsanfallig die KoérpergréReneinschat-
zung nach dem Lernen mittels der optimalen Stimulation sei. Es wurden Individuen
einzeln in der LED-Arena ,optimal“ visuell gereizt und unmittelbar im Anschluss in ein
Gemeinschaftsglas Uberfuhrt, welches auf einem Laborschiittler in der Dunkelheit hin
und her rollte. Diese Storung der Konsolidierung dauerte bis zu dem Verhaltenstest an
der 5,0 mm breiten Licke am Folgetag an (Abbildung 18a). Mit einer medianen Hau-
figkeit von 50 % versuchten diese Fliegen hoch signifikant mehr erfolglose Versuche
als die Gruppe, welche ohne Stérung in der Dunkelheit gehalten wurde. Diese ver-
suchte mit einer medianen Haufigkeit von 10 % nur selten die uniberwindbare Liicke

zu klettern. Die Formierung des Korperreichweitengedachtnisses bedarf somit einer
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Konsolidierungsphase. Die Gedachtnisbildung bei der konditionierten Balzunterdri-
ckung kann ebenfalls durch Schlafentzug verhindert werden (Ganguly-Fitzgerald et al.,
2006). Weitere Mannchen wurden erst zwei Stunden nach der ,optimalen® visuellen
Stimulation auf dem Schuttler gestort. Diese wurden ebenfalls bis zu der Beobachtung
an der 5,0 mm Licke am darauf folgenden Tag durchgangig in der Dunkelheit gerollit.
Allerdings versuchten diese mit 10 % nicht haufiger die Lucke zu Uberqueren als die
Fliegen ohne Konsolidierungsstérung. Das Korpergrofiengedachtnis scheint innerhalb
dieser zwei Stunden konsolidiert zu werden ohne den typischen Nachtschlaf zu ben6-
tigen. Zusatzlich wurde eine Gruppe mannlicher Fliegen eine Minute lang kalteanas-
thesiert, direkt nachdem sie in der LED-Arena die visuelle Stimulation erhalten hatte.
Es traten jedoch mit 10 % erfolglosen Versuchen keine signifikanten Unterschiede zu
dem Verhalten der Fliegen auf, die ohne Stérung gehalten wurden. Das assoziative
Duftgedachtnis kann unmittelbar nach dem Training mittels Kalteanasthesie gestort
werden. Es wird erst zwischen 10 bis 30 min nach der Trainingsphase in eine anas-
thesieresistente Gedachtnisform Uberfuhrt (Quinn & Dudai, 1976). Das Korperreich-
weitengedachtnis stellte sich als stabiler heraus, da es durch unmittelbare Kalteanas-
thesie Uberhaupt nicht gestort werden kann. Da Drosophila nach der visuellen Erfah-
rung anhand eines 24°-Musters vergebliche Versuche an der 5,0 mm breiten Licke
vermeidet, wird ein Lernen der individuellen KorpergroRe mittels Integration der mitt-
leren Schrittlange und der wahrgenommenen Parallaxen vermutet (Abbildung 17b).
Dementsprechend sollte die partielle Kompensation der Parallaxenbewegung in der
Lernphase groRe Fliegen dazu veranlassen, sich wie kleine Exemplare zu verhalten.
Es wurden dunkel gehaltene, naive Fliegen auf einer Wippe zwischen zwei Oszillogra-
fen-Monitoren fur 15 Minuten trainiert. Auf diesen Bildschirmen lief ein hell-dunkles
Muster vertikaler Streifen mit der halben mittleren Laufgeschwindigkeit einer Droso-
phila melanogaster in Laufrichtung der Fliege mit. Wenn die Fliege stoppte, hielt auch
das Driften des Musters an. Ein Richtungswechsel des Insekts fuhrte ebenfalls zu dem
Richtungswechsel der Streifen (Abbildung 7). Die trainierten Fliegen kamen anschlie-
Rend zurtck in die Dunkelheit und wurden am Folgetag an der gerade nicht mehr
Uberwindbaren 4,5 mm breiten Licke getestet (Abbildung 18b). Diese absolvierten mit
20 % hdchst signifikant weniger haufig Kletterversuche als die Fliegen, welche das
stationare Muster bei dem Laufen auf der Wippe zur Verfigung hatten. Diese kletterten
mit einer medianen Haufigkeit von 50 % erfolglos. Die Hypothese, dass sich dunkel-
aufgezogene Fliegen, die mit einem kompensierten Muster trainiert wurden, sich wie
kleine Individuen verhalten, bestatigte sich. Sechzehn Mannchen hatten die Moglich-

keit, nachdem sie mit dem kompensierten Muster trainiert wurden, am folgenden Tag
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nochmals an dem stationaren Muster umzulernen. Sie zeigten jedoch daraufhin an der
4,5 mm breiten Lucke nicht signifikant mehr Kletterversuche mit einer Haufigkeit von
10 %. Als Kontrolle diente eine Gruppe Mannchen, die keine visuellen Erfahrungen vor
dem Verhaltenstest sammeln konnte. Diese Fliegen versuchten zu 70 % am haufigsten
die unuberwindbare Lucke zu uberqueren. Das Umlernen anhand des stationaren
Musters fuhrte erstaunlicherweise nicht dazu, dass sich Fliegen wieder grof3er ,fuhlen®.
Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass mit einer langeren Trainingsdauer

ein Umlernen moglich ware.
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Abbildung 18: Die Stérung und die Kompensation visueller Trainingsmoglichkeiten

a: Die erfolglosen Versuche an einer 5,0 mm breiten Licke der dunkel gehaltenen CS-Mann-
chen. Alle Gruppen wurden den vorherigen Tag in einer LED-Arena ,optimal® visuell stimuliert,
allerdings unterschieden sich die Moglichkeiten zur Konsolidierung. Die ,Kalte“-Gruppe wurde
unmittelbar nach der visuellen Erfahrung in ein Réhrchen Uberfuhrt, welches fur eine Minute
in Eiswasser fixiert wurde. Andere Fliegen rollten direkt im Anschluss oder 2 Stunden nach der
Stimulation in einem Zuchtglas auf einem Laborschuttler. Sie wurden erst unmittelbar vor dem
Kletterverhaltensexperiment dem Schiittler und der Dunkelheit enthommen. Pro Datensatz:
N= 15, n= 10; nicht parametrische Median- Darstellung wie in Abbildung 16.

b: Die partielle Kompensation der wahrgenommenen Parallaxenverschiebung. Alle Fliegen
wurden im Dunkeln gehalten und hatten vor dem Verhaltenstest keine Erfahrung mit Licken-
Uberwindung. Sie wurden mit der gerade nicht mehr Gberwindbaren 4,5 mm breiten Liicke
konfrontiert. Das Training erfolgte am vorherigen Tag mit jeweils einer einzelnen Fliege fur 15
min auf einer Wippenkonstruktion. Die Parallaxenbewegung, welche das Insekt wahrnimmt,
wurde teilweise kompensiert, indem die hellen und dunklen Streifen auf zwei Oszillografen-
Bildschirmen mit der halben mittleren Laufgeschwindigkeit in Laufrichtung drifteten. Als Kon-
trollgruppe dienten Fliegen, die ebenfalls auf der Wippe trainiert wurden, jedoch das stationare
Muster zur visuellen Stimulation erhalten hatten. Fir die Vergleichbarkeit wurden zusatzlich
Mannchen direkt aus der Dunkelheit (keine Stimulation) an der 4,5 mm breiten Licke getestet.
Zusatzlich hatte eine Gruppe, nachdem sie mit den kompensierten Streifen trainiert wurde, die
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Méglichkeit am folgenden Tag umzulernen, indem sie nochmals mit dem stationaren Muster
stimuliert wurde. Pro Datensatz: N= 16, n= 10.

Die vorherigen Experimente mit dunkel aufgezogenen Fliegen wiesen darauf hin, dass
sich nach einer 2-stiindigen Konsolidierungsphase ein stabiles Kérpergréengedacht-
nis ausbilden lielRe, was zu der brennenden Frage flhrte, wie lange dieses Gedachtnis
andauern konnte. Dafur wurden einen Tag alte, adulte Fliegen aus dem gewohnlichen
Beleuchtungszyklus fur 21 Tage in die Dunkelheit Uberfuhrt. Anschlie®end wurden sie
mit der untberwindbaren Spalte konfrontiert (Abbildung 19a). Erstaunlicherweise ver-
hielten sie sich nicht signifikant unterschiedlich zu den normal beleuchteten Fliegen.
Es traten nahezu keine erfolglosen Versuche auf. Der eine Tag im Licht schien somit
fur genug Erfahrungen ausgereicht zu haben, um trotz fehlender visueller Rickmel-
dung die Korperreichweite 3 Wochen lang nicht mehr zu vergessen. Die Exemplare,
welche als Vergleichsgruppe 22 Tage lang nie Licht zu Gesicht bekam, verhielten sich
mit 40 % Versuchen hochst signifikant erfolgloser. Als Kontrolle der Aktivitat wurden
dunkel gehaltenen 3 Tage alte Tiere mit ihren 22 Tage alten Artgenossen an einer
kletterbaren, 3,5 mm breiten Licke. verglichen (Abbildung 19b). Beide Gruppen uber-
querten mit einer medianen Haufigkeit von 40 % die Uberwindbare Licke. Die alteren
Fliegen waren noch in der Lage diese Aufgabe zu bewaltigen. Eine generelle Vermei-
dung von Kletterversuchen aufgrund von Altersschwache kann also ausgeschlossen
werden. Die Fliegen, die einmal ihre Korperreichweite erlernt haben, vergessen diese
auch Uber 21 Tage ohne visuelle Ruckmeldung nicht mehr. Es handelt sich bei der
Fahigkeit einer Kérperreichweiteneinschatzung um eine aufierst lang andauernde Ge-

dachtnisform.
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Abbildung 19: Die Bestandigkeit des KorpergroBengedachtnisses

a: Die erfolglosen Versuche an einer 5,0 mm breiten Licke der dunkel aufgezogenen CS-
Méannchen wurden mit unterschiedlichen vorherigen visuellen Erfahrungen verglichen. Als
Kontrolle dient eine Gruppe 3 Tage alter Fliegen, welche zu Standard-Beleuchtungsbedingun-
gen aufgezogen wurde (14 / 10 h). Die nachste Gruppe war in demselben Alter, hatte aber ab
der Puppen-Phase bis zum Verhaltensexperiment keine Beleuchtung mehr zur Verfugung. Die
folgenden Exemplare hatten nur einen Tag Licht zur Verfigung und befanden sich anschlie-
Rend bis zu ihren Anlaufen 21 Tage in der Dunkelheit. Die letzte Fraktion wurde 22 Tage lang
Uberhaupt keinem Licht ausgesetzt. Pro Datensatz: N=15, n=10.

b) Dieses Experiment diente einer Aktivitatskontrolle fur das Alter der Fliegen. Es wurden dun-
kel gehaltenen 3 Tage alte Tiere mit ihren 22 Tage alten Artgenossen an einer kletterbaren,
3,5 mm breiten Licke verglichen. Pro Datensatz: N=15, n=10; nicht parametrische Median-
Darstellung wie in Abbildung 16.
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3.8. Die Rettung des KorpergroBenlernens mittels cDNA

Das Verhalten von rut’-, dnc’- und oc’-Fliegen an uniiberwindbaren Liicken flihrte zu
der Vermutung, dass eine regulierte cAMP/PKA-Kaskade in der Protocerebralbriicke
fir das Lernen bzw. das Gedachtnis der eigenen KorpergrofRe benétigt wird. Es wur-
den deswegen Rettungsexperimente in rut’- und dnc’-mutierten Fliegen mittels GAL4-
Treiberlinien durchgefuhrt, die in verschiedenen Abschnitten von Protocerebralbri-
ckenneuronen exprimieren. Der urspringliche publizierte UAS-rutabaga*-Rettungs-
stamm befand sich im rut?08%-mutierten Hintergrund (Zars et al., 2000). Allerdings ab-

solvierten rut?%80-Fliegen im Gegensatz zu rut’-Exemplaren kaum Kletterversuche an
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unUberwindbaren Lickenbreiten (Abbildung 20). Am deutlichsten wurde der unter-
schiedliche Verhaltensphanotyp der beiden rut-Allele an der 5,0 mm breiten Llcke.
Wahrend die rut’-Weibchen mit einer medianen Haufigkeit von 60 % versuchten, die
zu breite Licke zu Uberschreiten, absolvierten die rut?%%-Fliegen sowie die wildtypi-
schen Weibchen mit einem Anteil von 10 % kaum erfolglose Kletterversuche. Der An-
teil an den erfolglosen Versuchen der F1-Nachkommen der rut2%9/rut’-Kreuzung lag
mit 40 % zwischen den Phanotypen parentaler Stamme. Selbst an der grofdten Licke
im Test (6,0 mm) setzte sich dieses Bild fort. Die rut’-Weibchen versuchten mit 30 %
hoch signifikant haufiger zu klettern als die Nachkommen der rut2089/rut’-Kreuzung mit
10 %. Sowohl die wildtypischen, als auch die rut?%8%-Fliegen absolvierten mit einer me-
dianen Haufigkeit von 0 % nur in Ausnahmefallen einen Kletterversuch an der untber-

windbaren 6,0 mm breiten Llcke.
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Abbildung 20: Das Kletterverhalten weiblicher Fliegen zweier rutabaga-Allele

Weibchen des Stammes CS, rut’, rut?®®® und rut?®®® gekreuzt mit rut’ wurden mit den uniiber-
windbaren Llckenbreiten 4,5-, 5,0-, 5,5- und 6,0 mm konfrontiert. Pro Datensatz: N= 10, n=
10; nicht parametrische Median-Darstellung der erfolglosen Versuche wie in Abbildung 16. Der
Ubersicht halber ist die zu Grunde liegende statistische Auswertung in Tabelle 15 zu finden.
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3.8.1 Die Kartierung des KorpergroRBenlernens mittels rut-Rettung

Es wurde versucht das KorpergrofRengedachtnis im rut'-mutanten Hintergrund in je-
weils kleinen Neuronenpopulationen zu retten. Dazu wurden rut’;;UAS-rut*-Weibchen
mit Mannchen verschiedener gewebespezifischer GAL4-Linien gekreuzt. Aufgrund
des eingeschrankten KérpergroRengedachtnisses der oc’-Strukturmutanten wurde die
Protocerebralbricke als relevantes Neuropil vermutet (Abbildung 12). Deswegen wur-
den GAL4-Linien ausgewahlt, welche in der PB exprimieren. 007Y-GAL4 treibt in ko-
lumnaren Neuronen, den sogenannten w-, x-, y- und z-Bundeln, die zwischen der Pro-
tocerebralbricke und dem Facherformigen Korper projizieren. Die Linie 210Y-GAL4
fuhrt zu einer Expression in anderen, latero-lateral orientierten Neuronen (Poeck et al.,
2008). Die Linie 217YY-GAL4 steht fir die Rekombination beider zuvor genannten
Treiber. Aufgrund des Expressionsmusters in den Kolumnarneuronen des Facherfor-
migen Korpers, fungierte das NP2320-Konstrukt als Negativkontrolle (Liu et al., 2006).
Die rut’/Y;;UAS-rut*/210Y-GAL4-Fliegen absolvierten nicht signifikant mehr erfolglose
Kletterversuche als die wildtypischen Mannchen (Abbildung 21a). Sie versuchten mit
einer medianen Haufigkeit von 10 % kaum die unliberwindbare 5,0 mm breite Licke
zu Uberqueren. Die KorpergroReneinschatzung konnte also mit dem Expressionsmus-
ter von 210Y gerettet werden. Die rut’/Y;;UAS-rut*/007Y-GAL4-Fliegen versuchten
zwar mit einer Haufigkeit von 30 % signifikant seltener die 5,0 mm Licke zu Uberque-
ren als die Mannchen der NP2320-Kreuzung. Sie versuchten es jedoch signifikant ofter
als ihre wildtypischen Artgenossen. Erstaunlicherweise zeigten rut'/Y;;UAS-
rut*/217YY-GAL4-Fliegen, welche die Rekombination von 210Y und 007Y in sich ver-
einten, einen signifikanten Unterschied zu den wildtypischen Tieren. Sie versuchten
bei 20 % der Anlaufe eine aussichtslose Uberquerung. Mit einem Anteil von 60 % er-
folglosen Versuchen verhielten sich die rut’/Y;;UAS-rut*/NP2320-GAL4-Mannchen
ohne Korperreichweiteneinschatzung. Fliegen von keinem der in diesem Experiment
beobachteten Stamme unterschieden sich signifikant an der Gberquerbaren 3,0 mm
breiten Licke. Zwischen 70 % und 90 % der Anlaufe endeten erfolgreich. Eine vermin-
derte Anzahl der Kletterversuche wegen motorischer Einschrankungen, oder aufgrund

inaktiver Fliegen konnte somit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 21: Die Rettung des rutabaga’-Hintergrunds.

rut’;; UAS-rut*-Weibchen wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen, welche in neu-
ronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. a: Die erfolglosen Versu-
che der Mannchen unterschiedlicher Rettungskonstrukte wurden an einer untberwindbaren
5,0 mm breiten Liicke quantifiziert. b: Die mannlichen Fliegen desselben genetischen Hinter-
grundes wie in a) wurden an einer 3,0 mm breiten Liicke hinsichtlich ihrer erfolgreichen Uber-
querungen verglichen. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Median-Darstellung
wie in Abbildung 16.

3.8.2 Die Kartierung des KorpergroRenlernens mittels dnc-Rettung

Es wurde versucht das KérpergroRengedachtnis im dnc’-mutanten Hintergrund zu ret-
ten. Dazu wurden dnc’;UAS-dnc*-Weibchen mit Mannchen der gewebespezifischen
GAL4-Linien gekreuzt, welche auch schon bei der rutabaga-Rettung im vorherigen Ab-
schnitt zum Einsatz kamen. Allerdings versuchten die dnc'/Y;UAS-dnc*/+;210Y-
GAL4/+-Fliegen hoch signifikant haufiger die 5,0 mm breite Licke zu Uberschreiten
(20% erfolglose Versuche) als die wildtypischen Artgenossen (Abbildung 22a). Das
Expressionsmuster von 210Y, welches in der Lage war den rut’-Phanotyp zu retten
(Abbildung 21a), loste also keinen Rettungsphanotyp im dnc’-Hintergrund aus. Als
Rettungen konnten hingegen die Konstrukte mit 007Y- und 217YY-Gal4 bezeichnet
werden, da die Mannchen dieser Genotypen sich nicht signifikant erfolgloser als die
CS-Fliegen verhielten. Es wurde nur mit einem Anteil von 10 % versucht die unuber-
windbare Licke zu klettern. Die Genprodukte von dunce und rutabaga werden somit
in unterschiedlichen Neuronengruppen benétigt. Die dnc’/Y;UAS-dnc*/NP2320-GAL4;
+/+-Fliegen erwiesen sich mit 50 % erfolglosen Versuchen als Negativkontrolle. Keine
der getesteten Kreuzungen zeigte irgendwelche Auffalligkeiten an der Gberquerbaren

3,0 mm breiten Lucke. Eine verminderte Anzahl der Kletterversuche wegen inaktiver
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Fliegen konnte ausgeschlossen werden. Die unterschiedlichen Gruppen kletterten mit

einer Erfolgsquote zwischen 70 % und 90 %.
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Abbildung 22: Die Rettung des dunce’-Hintergrunds.

dnc’:UAS-dnc*-Weibchen wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen, welche in neu-
ronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. a: Die erfolglosen Versu-
che der Mannchen unterschiedlicher Rettungskonstrukte wurden an einer untberwindbaren
5,0 mm breiten Licke quantifiziert. b: Die mannlichen Fliegen desselben genetischen Hinter-
grundes wie in a) wurden an einer 3,0 mm breiten Liicke hinsichtlich ihrer erfolgreichen Uber-
querungen verglichen. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Median-Darstellung
wie in Abbildung 16.

3.8.3 Die Kartierung mittels distinkter Linien

Wahrend des Verlaufs dieser Dissertation entstanden die GAL4-Linien der Rubin-Kol-
lektion, welche erheblich spezifischere Expressionsmuster als die zuvor verwendeten
lieferten (Jenett et al., 2012). In Folge dessen wurden die Rettungsexperimente mit
vielversprechenden PB-Linien dieser Kollektion wiederholt. Der R55G08-Treiber ex-
primiert in den lateralen Neuronen der PB, weswegen er als Ersatz fur 210Y verwendet
wurde. R65A06- und R73D06-GAL4 flhren zu einer Expression in kolumnaren Neuro-
nen der PB, welches sie zu einem Ersatz fur 007Y klassifizierte. Jedoch zeigte sich bei
der immunhistologischen Farbung, dass R65A06 auch in lateralen Neuronen der PB
treibt. Erfolgte die rut'-Rettung mit R55G08, kletterten die Fliegen mit 20 prozentiger
Haufigkeit nicht signifikant erfolgloser als die wildtypischen Exemplare, die nahezu
keine Kletterversuche an der untiberwindlichen Lucke unternahmen. Es bestatigte sich
also auch in diesem Verhaltensversuch eine Rettung der KdrpergroReneinschatzung
in den lateralen Neuronen (LN) der Protocerebralbriicke. Allerdings war R65A06, wel-

che sowohl in LN als auch in PFN treibt, nicht in der Lage, den rutabaga- Phanotyp zu
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retten. Es erfolgte keine rut’-Rettung in den kolumnaren PB-Neuronen, da R65A06
und R73D06 nicht zu einem wildtypischen Phanotyp fuhrten. Die Fliegen mit diesen
Konstrukten versuchten in 40 % bzw. 60 % die unuberquerbare Licke erfolglos zu
klettern. Allerdings fungierten diese Treiber als Rettungslinien des dnc’-Hintergrunds.
Die Nachkommen dieser beiden Kreuzungen versuchten mit 10 % nicht signifikant
haufiger die 5,0 mm breite Lucke zu klettern als die wildtypischen Fliegen mit 0 %. Eine
defizitare Einschatzung der Korperreichweite hatten Fliegen, bei denen dunce mit
R55G08 getrieben wurde. Diese versuchten nach 50 % der Anlaufe die zu breite Licke
erfolglos zu klettern. Also bestatigte sich, dass der dnc’-Phanotyp nicht in den lateralen

PB- Neuronen gerettet werden kann.
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Abbildung 23: Die Rettung von rutabaga’ und dunce’

rut';:UAS-rut*-Weibchen wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen, welche in neu-
ronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. a: Die erfolglosen Versu-
che der Mannchen unterschiedlicher Rettungskonstrukte wurden an einer untberwindbaren
5,0 mm breiten Liicke quantifiziert. b: dnc';UAS-dnc*-Weibchen wurden mit den GAL4-Trei-
bermannchen (wie in a) gekreuzt. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Median-
Darstellung wie in Abbildung 16.
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R55G08

Abbildung 24: Gemeinsame Expression von 210Y und R55G08

Immunhistochemische Farbung gegen GFP. a) Ubereinander gelegte 0,75 um breite konfo-
kale Schnitte der Protocerebralbriickenregion eines +/+;UAS-mCD8::GFP/+;210Y-GAL4/+-
Weibchens in der Z-Projektion (13 optische Schnitte). Die Zellkérper (CB) der intrinsischen
lateralen Neuronen (LN), welche die Protocerebralbricke (PB) durchziehen sind mit einem
gestrichelten Kreis umrandet. In dieser sich posterior befindenden Ebene existiert zusatzlich
eine GFP-Expression in den Calices (Ca) der Pilzkérper. b) 95 libereinander gelegte konfokale
Schnitte der PB-Region eines +/+;UAS-CD4-tdGFP/+;R55G08-GAL4/+-Weibchens. Das Ex-
pressionsmuster dieser Linie stellt sich erheblich spezifischer dar. Die GFP-Farbung be-
schrankt sich nahezu auf die Lateralneuronen der PB.

R73D06
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R73D06

Abbildung 25: Gemeinsame Expression von 007Y und R73D06

Immunhistochemische Farbung gegen GFP. a) Ubereinander gelegte 0,75 pym breite konfo-
kale Schnitte der Protocerebralbriickenregion eines +/+;UAS-CD4-tdGFP/+;007Y-GAL4/+-
Weibchens in der Z-Projektion (70 optische Schnitte). Kolumnare Neurone durchziehen die
Protocerebralbricke (PB). In dieser sich posterior befindenden Ebene existiert zusatzlich eine
GFP-Expression in den Calices (Ca) der Pilzkorper. b) 55 Ubereinander gelegte konfokale
Schnitte der PB-Region eines +/+;UAS-CD4-tdGFP/+;R73D06-GAL4/+-Weibchens. Das Ex-
pressionsmuster dieser Linie stellt sich erheblich spezifischer dar. Die GFP-Farbung be-
schrankt sich nahezu auf das kolumnare PFN-System, welches die PB mit dem facherformigen
Koérper (FB) und den Noduli (No) verbindet. ¢ ) 35 optische konfokale Schnitte der mit 007Y
exprimierten FB-Region d) 23 optische konfokale Schnitte der mit R73D06 exprimierten FB-
Region. In neuronalen w-, x-, y-, und z-Bindeln wird die PB mit dem FB verbunden. Die PFN-
Verbindungen kreuzen sich zwischen PB und FB. e) 60 optische konfokale Schnitte der mit
007Y exprimierten No-Region f) 60 optische konfokale Schnitte der mit R73D06 exprimierten
No-Region. Die PFN-Neurone enden in dem jeweils contralateralen Nodulus. Jedes PFN-Neu-
ron hat einen spiegelsymmetrischen Partner auf der gegenseitigen Hemisphare.
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Abbildung 26: Expressionsmuster von R65A06.

Immunhistochemische Farbung gegen GFP. a) Ubereinander gelegte 0,75 um breite konfo-
kale Schnitte der Protocerebralbriickenregion eines +/+;UAS-CD4-tdGFP/+;R65A06-GAL4/+-
Weibchens in der Z-Projektion (100 optische Schnitte). Laterale Neurone (LN) durchziehen die
Protocerebralbricke (PB) in dieser sich posterior befindenden Ebene. b) 30 Ubereinander ge-
legte konfokale Schnitte der sich weiter anterior befindlichen Ebene desselben Tiers sind ko-
lumnare PFN-Neurone dargestellt, welche die PB mit dem facherférmigen Kérper (FB) und
den Noduli (No) verbinden.

3.9 Die Regulierung des KorpergroBenlernens mittels RNAi

Es wurde versucht die Kartierung des KorpergroRengedachtnisses mittels entspre-
chender RNA-Interferenz-Linien zu komplettieren. Dazu wurden UAS-rutfNAL- bzw.
UAS-dncRNA-Weibchen mit Mannchen der GAL4-Treiber gekreuzt, welche schon im
Rettungsexperiment zum Einsatz kamen. Die Relevanz der unterschiedlichen PB-Neu-
rone flr das KorpergréRengedachtnis bestatigte sich ebenfalls in diesem Experiment
(Abbildung 27). Als die rutRNA mit 210Y getrieben wurde, entstand in den Nachkommen
ein defizitares KorpergroRengedachtnis. Sie versuchten mit einer medianen Haufigkeit
von 30 % die unlberquerbare Licke zu klettern. Mannchen bei denen die ruffNA so-
wohl mit 210Y als auch mit 007Yexprimiert wurde (217YY-GAL4), absolvierten eben-
falls hochst signifikant haufiger erfolglose Versuche als die wildtypischen Artgenossen.
Die +/Y;;UAS-ruffNA /007Y-GAL4-Mannchen zeigten keine Defizite in der Korpergro-
Reneinschatzung. Sie versuchten mit einem Anteil von 10 % (nicht signifikant unter-
schiedlich zu dem wildtypischen Verhalten mit einem O prozentigen Anteil) kaum aus-
sichtslose Versuche an der uniberwindbaren Licke. Die Fliegen verhielten sich an der
5,0 mm breiten Licke nahezu komplementar, wenn in den relevanten Neuronen mittels
dncRNA reguliert wurde. Die Expression von 007Y rief somit das defizitdre Korpergro-

Rengedachtnis hervor. Diese Mannchen versuchten mit einem Anteil von 30 % die
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Licke erfolglos zu Uberwinden. Auch die +/Y;UAS-dncRNA /+:217YY-GAL4/+-Mann-
chen versuchten zu 20 % hoch signifikant erfolgloser zu klettern als die wildtypischen
Exemplare mit einem Anteil von 0 %. Die Regulierung mittels dnc®NA'in 210Y-Neuro-
nen resultierte in keiner eingeschrankten Kérpergrélieneinschatzung. Kaum ein Indi-

viduum mit diesem Konstrukt versuchte die untiberwindbare Liucke zu meistern.
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Abbildung 27: Die Regulierung von rutabaga und dunce mittels RNAI.

Die Weibchen der RNAi-Linien wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen, welche in
neuronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. a: Die erfolglosen Ver-
suche der UAS-rutffNA-Mannchen wurden an einer 5,0 mm breiten Liicke quantifiziert. b: Die
erfolglosen Versuche der UAS-dncfNA-Mannchen wurden ebenfalls an der unliberwindbaren
5,0 mm breiten Licke beobachtet. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Median-
Darstellung wie in Abbildung 16.

3.10 Die spatio-temporale Induzierung des KorpergrofRenlernens

Das rutabaga’-Rettungsexperiment wurde mittels des temperatursensitiven Transkrip-
tionsfaktors GAL80'* erweitert. Dieser bindet GAL4 bei niedrigen Temperaturen und
hindert somit die Expression des entsprechenden Effektors unter UAS- Kontrolle. Bei
hohen Temperaturen kann diese Hemmung nicht mehr stattfinden, was die Expression
des kontrollierten Effektors (UAS-rutabaga) zur Folge hat (McGuire et al., 2003). Diese
Methode wurde verwendet, um rutabaga wahrend der gesamten Entwicklung bis zum
adulten Insekt nicht zu exprimieren, sodass es darauf erst akut vor dem Verhaltensex-
periment in den relevanten Neuronen durch einen Wechsel der Temperatur zur Verfu-
gung gestellt wurde (Abbildung 28). Es befahigt nicht nur zu einer ortlichen, sondern
auch zu einer zeitlichen Trennung. Die rut’/Y;GAL80'/+;UAS-rut*/210Y-Mannchen

zeigten bei 17°C ein Defizit in der KorpergroReneinschatzung. lhre Anlaufe endeten



Ergebnisse 51

zu 60 % mit einem erfolglosen Versuch an der unuberwindbaren Licke. Nach dem
Temperaturwechsel auf 31°C verhielten sich dieselben Individuen hoch signifikant er-
folgreicher als am vorherigen Tag. Sie versuchten nur noch in 10 % der Falle die zu
grofde Licke zu uUberschreiten. Somit fand eine notwendige und hinreichende spatio-
temporale Rettung mit dem Expressionsmuster von 210Y statt. Deswegen wurden die
rut'lY;GAL80S/+;UAS-rut*/210Y-Mannchen darauf getestet, ob sie, wenn rutabaga
nicht mehr translatiert wird, ihr Kérpergroliengedachtnis wieder vergessen. Dazu wur-
den diese bei 25°C aufgezogen und zunachst auch bei dieser Temperatur mit der 5,0
mm breiten Lucke konfrontiert. Bei diesen Bedingungen zeigten sie mit 10 % erfolglo-
sen Versuchen keine defizitare Korpergrofieneinschatzung. Unmittelbar nach dem
Verhaltenstest erfolgte der Temperaturabfall auf 17°C. Nach der 5-tagigen Inkubation
bei dieser Temperatur wurden dieselben Fliegen erneut mit der 5,0 mm breiten Spalte
konfrontiert. Selbst nach 15 Tagen bei 17°C verhielten sich diese mannlichen Fliegen
nicht signifikant erfolgloser als bei 25°C. Bei allen Temperaturbedingungen und zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten waren nur 10 % der Versuche erfolglos. Es kam also zu
keinem Vergessen der Korperreichweite, wenn rutabaga nicht mehr exprimiert wurde.
Wenn das Korpergrofiengedachtnis erst einmal konsolidiert worden ist, wird rut fur den
Abruf anscheinend nicht mehr bendtigt. Eine nicht wildtypische Kérpergrolieneinschat-
zung wiesen die dnc’/Y;GAL80"/+;UAS-dnc*/007Y-Mannchen bei 17°C auf. Sie ver-
suchten mit einer medianen Haufigkeit von 50 % die 5,0 mm breite Spalte erfolglos zu
Uberklettern. Nach dem Anstieg auf 31°C zeigten dieselben Fliegen nur noch bei 10 %
der Anlaufe einen vergeblichen Versuch. Diese enorme Verbesserung erwies sich als
hdchst signifikant unterschiedlich. Es konnte also von einer hinreichenden Rettung in

dem Expressionsmuster von 007Y ausgegangen werden.
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Abbildung 28: Die spatio-temporale Rettung von rutabaga’ und dunce’
rut';;UAS-rut*-Weibchen wurden mit 210y-Gal80'-Treibermannchen, welche in lateralen Neu-
ronen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. a: Die erfolglosen Versuche der Mann-
chen des Rettungskonstrukts wurden an einer untiberwindbaren 5,0 mm breiten Licke quan-
tifiziert. Der Temperaturwechsel erfolgte mit denselben Individuen Gber Nacht b: Die mannli-
chen Fliegen desselben genetischen Hintergrundes wie in a) wurden an einer 5,0 mm breiten
Licke hinsichtlich ihrer erfolglosen Versuche verglichen. Der Temperaturwechsel erfolgte un-
mittelbar nach dem ersten Test. Die letzte Verhaltensabfrage fand 15 Tage spater statt. c):
dnc';UAS-dnc*-Weibchen wurden mit 007y-Gal80'-Treibermannchen, welche in kolumnaren
PFN-Neuronen exprimieren, gekreuzt. a: Die erfolglosen Versuche der Mannchen des Ret-
tungskonstrukts wurden an einer unuberwindbaren 5,0 mm breiten Licke quantifiziert. Der
Temperaturwechsel erfolgte mit denselben Individuen Gber Nacht. Pro Datensatz: N= 15, n=
10; nicht parametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.11 Die Regulierung der Proteinkinase A

Die folgenden Experimente dienten dazu die Fragestellung zu beantworten, ob das
KérpergroRenlernen ahnlich assoziativer Lernformen Uber die cAMP/PKA-abhangige
Lernkaskade realisiert wird. Mutationen im DCO-Gen, welches flr die katalytische Un-
tereinheit der PKA kodiert, resultieren in starken Einschrankungen des Duftgedacht-
nisses (Skoulakis et al., 1993). Deswegen wurden Fliegen mit der uniberwindbaren
5,0 mm breiten Licke konfrontiert, deren PKA-Expression auf unterschiedliche Weise
manipuliert wurde (Abbildung 29). Wenn die katalytische Untereinheit der PKA-C1 in
den lateralen Neuronen der PB mittels RNAi herunter reguliert wurde (+/Y;UAS-PKA-
C1RNA/+:210Y-GAL4/+), unterschieden sich die erfolglosen Versuche nicht signifikant
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zu denen wildtypischer Fliegen. Geschah dieses hingegen in den kolumnaren Neuro-
nen, versuchten die +/Y;UAS-PKA-C1R~RNA/+:210Y-GAL4/+-Mannchen mit einer medi-
anen Haufigkeit von 20 % signifikant erfolgloser die 5,0 mm breite Licke zu Uberque-
ren. Gene flr verschiedene katalytische Untereinheiten und ein Gen flr die regulatori-
sche Untereinheit wurden aufgrund ihrer Homologien zu den Saugetier-PKA-Kompo-
nenten geklont und charakterisiert. Das Gen welches fur die katalytische Komponente
der Serin-Threonin-PKA-C3 kodiert, wird als DC2 bezeichnet (Kalderon & Rubin,
1988). Die Verminderung der PKA-C3-Expression sorgte sowohl mit der Treiberlinie
210Y-, als auch mit 007Y-GALA4 fir héchst signifikant mehr erfolglose Versuche als bei
den Anlaufen wildtypischer Fliegen. Die +/Y;;UAS-PKA-C3RNAI210Y-GAL4- und die
+/Y;;UAS-PKA-C3RNAI007Y-GAL4-Exemplare kletterten mit 40 % erfolglosen Versu-
chen. Auch bei Verhaltensanalysen mit PKA-R177%- und PKA-R17"P4-Fliegen konnte
eine reduzierte assoziative Lernleistung gezeigt werden (Goodwin et al., 1997). Die
Expression der PKA-R1-regulatorischen Untereinheit wurde ebenfalls mittels RNAI
blockiert. Geschah dieses in den lateralen Protocerebralbriicken-Neuronen (+/Y;UAS-
PKA-R1RNAI+;210Y-GAL4/+), fihrte das zu keiner Verhaltensauffalligkeit bei der Kor-
pergroReneinschatzung. Die +/Y;UAS-PKA-R1RNA//+:007Y-GAL4/+-Fliegen, absolvier-
ten hingegen mit 10 % signifikant mehr erfolglose Versuche als ihre wildtypischen Art-
genossen. Die Uberexpression der PKA-C1 in den 007Y-Neuronen resultierte eben-
falls in einer defizitaren KérpergroReneinschatzung. Diese +/Y;;UAS-PKA-C1F-9/007Y-
GAL4-Fliegen versuchten mit einer medianen Haufigkeit von 40 % die zu breite Llicke
zu klettern. Im Gegensatz dazu versuchten die +/Y;;UAS-PKA-C1r-9/210Y-GAL4-
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Mannchen mit einer PKA-C1-Uberexpression in den lateralen PB-Neuronen, nicht sig-

nifikant haufiger erfolglos zu klettern als die wildtypischen Exemplare.
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Abbildung 29: Die Regulierung verschiedener PKA-Untereinheiten

Die Weibchen der UAS-Linien wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen, welche in
neuronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. Die erfolglosen Versu-
che der a) UAS-PKA-C1RNAL der b) UAS-PKA-C3RNAL der ¢) UAS-PKA-R1RNAL und der d)
UAS-PKA-C1*-Mannchen wurden an einer 5,0 mm breiten Liicke quantifiziert. Pro Datensatz:
N= 15, n= 10; nicht parametrische Median- Darstellung wie in Abbildung 16.

3.12 Die Regulierung des Transkriptionsfaktors CREB

Das konsolidierte assoziative Duftgedachtnis bendtigt Genexpression, welche Uber
den Transkriptionsfaktor CREB vermittelt wird. Die induzierte Expression einer domi-
nant-negativen Form dieses Transkriptionsfaktors (dCREBZ2-b) storte die Bildung eines
Langzeitgedachtnisses (Yin et al., 1994). Die folgenden Experimente dienten dazu die
Fragestellung zu beantworten, ob die Gedachtnisbildung der Korperreichweite Uber
den Transkriptionsfaktor CREB realisiert wird (Abbildung 30). Im ersten Schritt wurde
die dominant-negative Form in den relevanten PB-Neuronen exprimiert. In den latera-
len Neuronen resultierte die Expression in Fliegen, die ihre KorpergréfRe nicht ein-
schatzen konnten. Die UAS-dCREB2-b/Y;;210Y-GAL4/+-Mannchen versuchten in 40
% der Anlaufe die zu breite Lucke zu Uberwinden. Das dominant-negative CREB be-
wirkte in kolumnaren PB-Neuronen keinen Verhaltensphanotyp. Diese UAS-dCREB2-
b/Y;;007Y-GAL4/+-Mannchen waren nicht signifikant erfolgloser als die wildtypischen
Artgenossen. Es wurde zusatzlich versucht diese dominant-negative Form von CREB

erst im adulten Tier zu induzieren. Allerdings schien bei 17 °C schon so viel exprimiert
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zu werden, dass die UAS-dCREB2-b/Y;;210Y-GAL80/+-Fliegen ebenfalls eine mu-
tante Korpergro3eneinschatzung zeigten. Sie versuchten mit 60 % genauso haufig die
unuberwindbare Lucke zu klettern, wie die bei 31 °C induzierten Fliegen. Daraufhin
wurde versucht mit Hsp70-GAL4 temperatursensitiv zu induzieren. Die UAS-dCREB2-
b/Y;;Hsp70-GAL4/+-Fliegen wurden in der Dunkelheit bei 17 °C gehalten bis sie den
,optimalen® visuellen Stimulus erhielten. Die Kontrollen wurden nicht visuell gereizt.
Nach diesem optischen Training wurden die Fliegen zuruck in die Dunkelheit dberfuhrt.
Eine Gruppe kam zurtick auf 17 °C, wahrend die andere bei 31 °C induziert wurde.
Nur die Fliegen, welche ,optimal“ trainiert wurden und zusatzlich bei 17 °C geblieben
waren, konnten eine wildtypahnliche KérpergroReneinschatzung mit 10 % erfolglosen
Versuchen entwickeln. Die Fliegen, die das ,optimale” Training erhielten, danach je-
doch bei 31 °C induziert wurden, verhielten sich mit 40 % Versuchen nicht erfolgreicher
als die Exemplare, welche kein Training erhalten hatten. Die temperaturabhangige Ex-
pression von dCREB2-b storte die Bildung eines Korpergréoiengedachtnisses. Daraus
folgt, dass fur die Konsolidierung des KorpergroRengedachtnisses CREB nach dem
Training bendtigt wird. In den kolumnaren 007Y-Neuronen sollte zusatzlich noch
CREB Uberexprimiert werden. Dieses funktionierte nur mit der értlichen und zeitlichen
Trennung mittels des temperatursensitiven GAL80'. Geschah die Expression von Be-
ginn der Entwicklung unter GAL4-Kontrolle war dieses fur adulte +/Y;;UAS-CREB*-
17a/007Y-GAL4/+-Tiere lethal. Die induzierte Uberexpression bei 31 °C resultierte in
einer eingeschrankten Reichweiteneinschatzung. Die +/Y;;UAS-CREB-17a/007Y-
GAL80'/+-Mannchen versuchten zu 60 % die uniiberwindbare Liicke zu klettern. Vor
der Temperaturerhdhung verhielten sich dieselben Individuen mit 20 % Versuchen
noch hochst signifikant erfolgreicher in ihrer Einschatzung. Das dominant-negative
CREB bewirkte in 007Y-Neuronen jedoch einen wildtypahnlichen Verhaltensphanotyp
(Abbildung 30a). Es ware mdglich, dass die 007Y-Neurone nur geringe Mengen an
CREB fir das KérpergroRengedachtnis bendtigen und deswegen die Uberexpression

fur die Bildung des Gedachtnisses schadlich ist.
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Abbildung 30: Die unterschiedliche Regulierung von CREB

a) Die UAS-dCREBZ2-b/+-Weibchen der Linie wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermann-
chen, welche in neuronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. Die er-
folglosen Versuche der Nachkommen wurden an einer 5,0 mm breiten Licke quantifiziert b)
temperatursensitive Induzierung der dominant negativen Form des Transkriptionsfaktors mit-
tels GAL80" c) UAS-dCREB2-b/Y;;Hsp70/+- Mannchen wurden in der Dunkelheit aufgezogen.
Es folgten visuelle Trainingsmaoglichkeiten mittels optimaler Stimulation. Unmittelbare nach
dem Training erfolgte die Induzierung des Temperaturwechsels d) Akute Uberexpression von
CREB in kolumnaren 007Y-Neuronen. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Me-
dian-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.13 Die genetischen Interaktionen moglicher cAMP-Ziele

Eine Verhaltensstudie mit doppelt heterozygoten Mutanten sollte die Abhangigkeit zwi-
schen mdoglichen cAMP-Zielgenen aufdecken. Wegen der Korrelation zwischen der
Auspragung eines Phanotyps und der Starke eines Signals bewirkt die Mutation einer
der beiden diploiden Kopien eines ,downstream“-Gens eine zweifache Reduktion der
Signalstarke und somit ebenfalls eine Modifizierung des Phanotyps (Karim et al.,
1996). Die Mutation einer CrebBS'62-Kopie, welche in der Signalkaskade unterhalb von
PKA-C1 liegt, sollte die Signalstarke unterdriicken und somit auch das Korpergroen-
gedachtnis reduzieren. Es wurden heterozygote bzw. doppelt heterozygote Weibchen
mit einer unidberwindbaren 5,0 mm breiten Licke konfrontiert und hinsichtlich ihrer
Kletterversuche verglichen (Abbildung 31). Die heterozygoten CrebBS?62/+- und Pka-

C1"2/+-Tiere unternahmen mit einer medianen Haufigkeit von 0% nahezu keine Klet-
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terversuche. Beide einfach heterozygoten Genotypen verhielten sich mit einer wildty-
pischen KorpergrofReneinschatzung. Die CrebBS62/Pka-C 12-Exemplare mit dem dop-
pelt heterozygoten Genotyp versuchten nach 20 % der Anlaufe vergeblich die Lucke
zu klettern. Mit diesem Verhalten waren sie signifikant erfolgloser als die CrebBS762/+-
Weibchen, was die Hypothese einer genetischen Interaktion stutzen wirde. Jedoch
verhielten sich die doppelt heterozygoten nicht signifikant schlechter als die einfach
heterozygoten Pka-C1/2/+- Fliegen, was die Vermutung einer genetischen Interaktion
widerlegt. Bei dem Interaktionsvergleich zwischen rut und Pka-C1 absolvierten die
doppelt heterozygoten rut’/Pka-C1H2-Weibchen den Test mit einem auRerst defizitaren
KorpergroRengedachtnis. Sie versuchten die zu breite Lucke in 60 % der Anlaufe ver-
geblich zu Uberqueren. Somit kletterten sie hdchst signifikant erfolgloser als die Pka-
C1M2/+-Fliegen, die mit medianen 0 % kaum Versuche unternahmen. Dieses Ergebnis
spricht daflir, dass die durch rut-kodierte AC die PKA aktiviert, um ein Korperreichwei-
tengedachtnis zu formieren. Allerdings versuchten auch die heterozygoten rut!/+-
Weibchen in 30 % der Falle einen vergeblichen Anlauf. Sie waren nicht signifikant er-
folgreicher als die rut’/Pka-C1"2-Gruppe. Dieses Verhalten widerlegte die vermutete
genetische Interaktion zwischen rut” und Pka-C1M2. In der Vergleichsstudie zischen rut
und CREB kamen ebenfalls keine eindeutigen Ergebnisse, die flir eine Interaktion
sprachen, zu Stande. Die rut’/CrebBS'62-Weibchen verhielten sich mit medianen 30 %
zwar hochst signifikant erfolgloser als der heterozygote CrebBS'62-Genotyp, lagen je-
doch auf dem gleichen Niveau wie die rut’/+-Weibchen. Die einzige eindeutige Inter-
aktion stellte sich zwischen rut’ und dnc’ dar. Die rut’/+- und dnc’/+-Fliegen versuch-
ten zwar mit medianen 30 % bzw. 40 % die nicht passierbare Lucke zu Uberqueren,
zeigten sich mit diesem Verhalten trotzdem erfolgreicher als ihre doppelt heterozygo-
ten rut’/dnc’-Artgenossen, welche in 60 % der Anlaufe vergeblich versuchten zu tber-
queren. Es blieb nach diesen Experimenten mit den doppelt heterozygoten Mutanten
weiterhin die Frage offen, inwiefern rut, Pka-C1 und CrebB genetisch interagieren, um

ein KorpergrofRengedachtnis zu formieren.
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Abbildung 31: Heterozygote und doppelt heterozygote cAMP-Zielgene
Weibliche doppelt heterozygote Fliegen wurden mit einer unuberwindlichen 5,0 mm

breiten Lucke konfrontiert. Fur die einfach heterozygoten Kontrollen wurden Mannchen
der Mutationslinien mit jungfraulichen CS-Weibchen gekreuzt. Die erfolglosen Versu-
che der Nachkommen wurden quantifiziert. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht para-
metrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.14 Die Auswirkung verschiedener Adenylylzyklasen

Die Vielzahl an vorherigen erstaunlichen Ergebnissen, die darauf hinwiesen, dass rut
und dnc fur das Korpergroienlernen in unterschiedlichen Neuronengruppen der PB
bendtigt werden, zog die Frage nach sich, ob andere ACs und PDEs in denselben
Neuronen beteiligt waren. In den M-Schrittmachern, die fur die circadiane Rhythmik
verantwortlich sind, wurde mittels RNAi-Experimenten ein Beispiel fur einen rut-unab-
hangigen Anstieg der cAMP-Konzentration gefunden (Duvall & Taghert, 2012). Es wur-
den mittels RNAI die weiteren Enzyme mit AC-Aktivitat in den 210Y- und den 007Y-
Neuronen herunter reguliert. Die Reichweiteneinschatzung der entsprechenden Flie-
gen wurde wie in den vorherigen Abschnitten an der uniberwindbaren 5,0 mm breiten
Licke getestet. Als Kontrollen dienten Tiere, bei denen in denselben Neuronen
mcD8::GFP exprimiert wurde. Die +/Y;UAS-mCD8::GFP/+;210Y-GAL4/+- und die
+/Y;UAS-mCD8::GFP/+;210Y-GAL4/+-Mannchen sollten sich dementsprechend wild-
typisch verhalten. Mittels RNAi wurde rut in den PB-Neuronen herunter reguliert (Ab-
bildung 32a). Das KorpergroRengedachtnis war nur bei den +/Y;;UAS-ruffRNA/210Y-

GAL4-Fliegen eingeschrankt. Sie versuchten zu 30 % die 5,0 mm breite Licke zu
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Uberqueren. Die Artgenossen, bei denen in denselben Neuronen mCD8::GFP expri-
miert wurde, zeigten sich in ihrer Einschatzung hochst signifikant erfolgreicher. Sie
versuchten mit einer medianen Haufigkeit von 0 % die uniberwindbare Liucke zu klet-
tern. Die +/Y;;UAS-rutRNAI007Y-GAL4-Expression fihrte zu keinem auffalligen Verhal-
tensphanotyp. Sie kletterten mit 10 % der Anlaufe nicht signifikant erfolgloser als die
GFP-Kontrolle mit 0 %. Eine geringe Einschrankung des KorpergroRengedachtnisses
trat auf, wenn die Expression der ACCG43373 mittels RNAi vermindert wurde (Abbil-
dung 32b). Diese Adenylylzyklase wird auch als ACACC bezeichnet und weist Homo-
logien mit den Vertebraten ACs 5 & 6 auf (Heindorff et al., 2012). Sowohl die +/Y;UAS-
ACCG4337RNA[+:210Y-GAL4/+-Fliegen, als auch die +/Y;UAS-ACCG4337RNA/+;
007Y-GAL4/+-Mannchen kletterten mit 20 % erfolglosen Versuchen die unuberwind-
bare Lucke vergeblich. Allerdings wies nur der statistische Vergleich des 210Y-Daten-
satzes mit der entsprechenden GFP-Kontrolle einen hoch signifikanten Unterschied
auf. Eine eindeutige Einschrankung der Reichweiteneinschatzung lieferte die Expres-
sion von AC78CRNAi mit dem 007Y-Treiber (Abbildung 32c). Diese mannlichen
+/Y;UAS-AC78CRNA+;007Y-GAL4/+-Fliegen versuchten bei 40 % der Anlaufe die un-
Uberwindliche Licke zu Uberqueren, was sich mit einem hochst signifikanten Unter-
schied zur Negativkontrolle darstellte. Der +/Y;UAS-AC78CRNA+;210Y-GAL4/+-Geno-
typ fuhrte zu keinem auffalligen Kletterphanotyp. Die AC78C gilt als Homologie zur
Vertebraten-AC8 (Heindorff et al., 2012). Ein &hnliches Verhalten resultierte in der Ex-
pression von AC39ERNA’ (Abbildung 32d). Die +/Y;;UAS-AC39ERNA/007Y-GAL4-Flie-
gen absolvierten 30 % der Versuche erfolglos. Sie trafen somit hdchst signifikant mehr
,Fehlentscheidungen® als die GFP-Kontrolltiere. Wenn diese RNAI jedoch mit 210Y
getrieben wurde, unternahmen die +/Y;;UAS-AC39ERNA/210Y-GAL4-Insekten nahezu
keine Kletterversuche an der uniberwindbaren Liicke. Es traten keine signifikanten
Effekte auf, wenn RNAIi der AC76E in der Protocerebralbriicke exprimiert wurde (Ab-
bildung 32e). Die AC76E weist Homologien zu der Vertebraten-AC2, 4, und 7 auf
(Heindorff et al., 2012). Die +/Y;UAS-AC76ERNA/+;210Y-GAL4/+- und die +/Y;UAS-
AC76ERNAI+;007Y-GAL4/+-Fliegen verhielten sich wildtypahnlich an der 5,0 mm brei-
ten Licke. Der Genotyp von +/Y;UAS-ACCG32305R~NAi/+;007Y-GAL4/+ hatte hingegen
einen geringen Effekt auf die erfolglosen Kletterversuche, welche bei 20 % lagen und
signifikant haufiger auftraten als bei der GFP-Kontrolle in denselben Neuronen (Abbil-
dung 32f). Die +/Y;UAS-ACCG32305RNA+;210Y-GAL4/+-Mannchen wiesen keinen
signifikant unterschiedlichen Verhaltensphanotyp auf. Erfolglose Versuche kamen nur
bei 10 % der Anlaufe vor. Die ACCG32305 wurde allerding genauso wie die ACXA als

gonadenspezifisch eingestuft (Duvall & Taghert, 2012). Es konnte sich somit auch um
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,off-target-Effekte“ handeln. Die ACCG32305 ist bislang zu keiner Adenylylzyklase bei
Vertebraten als homolog eingestuft worden (Duvall & Taghert, 2013). Bei dem
+/Y;UAS-AC35CRNA+;:007Y-GAL4/+-Genotyp resultierten ebenfalls Individuen mit ei-
ner eingeschrankten Koérpergrofleneinschatzung (Abbildung 32g). Sie versuchten
hoch signifikant unterschiedlich zur GFP-Kontrolle bei 30 % der Anlaufe die unuber-
windbare Liicke zu erklimmen. Die +/Y;UAS-AC35CRNAi/+:210Y-GAL4/+-Fliegen ver-
hielten sich mit 10 % erfolglosen Versuchen wildtypahnlich. Die AC35C gilt als homo-
log zur Vertebraten-AC9 (Heindorff et al., 2012). Das offene Leseraster der ACX-Gene
reprasentiert eine Genfamilie im Drosophila-Genom, welche keine Homologien zu den
Vertebraten-ACs aufweist (Cann et al., 2000). Die meisten erfolglosen Versuche aller
verwendeten RNAis der ACs erzielten die +/Y;;UAS-ACXDRNAI210Y-GAL4-Fliegen,
die 50 % erfolglose Versuche absolvierten (Abbildung 32h). Auch bei dem +/Y;;UAS-
ACXDRNAI007Y-GAL4-Genotyp resultierten Fliegen, die an der uniberwindbaren LU-
cke mit 30 % signifikant erfolgloser kletterten als die GFP-Kontrollen. Die +/Y;UAS-
ACXARNAi[+:210Y-GAL4/+-Exemplare hatten ebenfalls eine eingeschrankte Reichwei-
teneinschatzung (Abbildung 32i). Sie unternahmen bei 30 % der Anlaufe einen erfolg-
losen Kletterversuch. Der Genotyp von +/Y;UAS-ACXARNA/+:007Y-GAL4/+ bewirkte
Fliegen mit 20 % erfolglosen Versuchen an der zu breiten Licke. Allerdings war dieses
Verhalten nicht signifikant unterschiedlich zu dem der GFP-Kontrolltiere. Eine komple-
mentare Verhaltensweise stellte sich bei der Expression von ACXBRNA dar (Abbildung
32j). Die +/Y;UAS-ACXBRNAI[+;007Y-GAL4/+-Fliegen absolvierten 30 % erfolglose Ver-
suche, wahrend die +/Y;UAS-ACXBRNA/+:210Y-GAL4/+-Individuen nur 10 % der An-
laufe erfolglos hinter sich brachten. Die Hypothese, dass in den 007Y-Neuronen, in
denen die defizitare KorpergroReneinschatzung der dnc’-Fliegen gerettet werden
konnte, nur eine andere Adenylylzyklase als die durch rut-kodierte AC eine Rolle spie-
len wirde, bestatigte sich nicht. Die Regulierungen mittels RNAi verschiedener ACs in
diesen Neuronentypen bewirkten sowohl Verhaltensphanotypen wie rut?NAi| als auch

welche, die sich wie dncRNA/ verhielten (zusammengefasst in Tabelle 3).
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Abbildung 32: Die Verminderung der Expression verschiedener ACs

a-j) Die Weibchen der UAS-ACR""-Linien wurden mit verschiedenen GAL4-Treiberménnchen,
welche in neuronalen Systemen der Protocerebralbricke exprimieren, gekreuzt. Als Kontrolle
wurde die Expression von UAS-mCD8::GFP in denselben Neuronen gewahlt. Die erfolglosen
Versuche der Nachkommen wurden an einer 5,0 mm breiten Liicke quantifiziert. Pro Daten-
satz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.15 Die Auswirkung verschiedener Phosphodiesterasen

Die Vielzahl an vorherigen Ergebnissen, die darauf hinwiesen, dass rut und dnc fur
das Korpergrof3enlernen in unterschiedlichen Neuronengruppen der PB bendtigt wer-
den, fuhrte zu der Hypothese, dass in den rut-abhangigen 210Y-Neuronen eine andere
PDE als die dnc-kodierte PDE4 fur die cAMP-Hydrolyse verantwortlich sein kdnnte.
Von den bekannten PDEs bei Drosophila gelten die PDE1c und die PDE11 als dual
spezifisch fur cAMP und cGMP. Die PDEG6 zeigt hingegen spezifische Hydrolyseakti-
vitat von cGMP. Die PDE4 (dnc), PDES8 und PDE9 arbeiten jedoch spezifisch flir cAMP
(Day et al., 2005). In den folgenden Experimenten wurden die verschiedenen PDE-
Aktivitaten mittels RNAI in den fur das Korpergroliengedachtnis relevanten Neuronen-
gruppen reguliert. Bei dem Genotyp von +/Y;UAS-dncRNA+;007Y-GAL4/+ resultierten
Fliegen, welche mit 30 % die unuberwindbare Licke erfolglos anliefen (Abbildung 33a).
Sie verhielten sich hoch signifikant unterschiedlich zu den Kontrolltieren, bei denen
GFP in denselben Neuronen getrieben wurde. Die +/Y;UAS-mCD8::GFP/+;007Y-
GAL4/+-Mannchen vollfuhrten mit 0 % nahezu keine Kletterversuche an der zu breiten
5,0 mm Licke. Die +/Y;UAS-dncRN4i/+;210Y-GAL4/+-Fliegen hatten einen wildtypahn-
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lichen Kletterphanotyp mit 0 % erfolglosen Versuchen. Es traten ebenfalls keine signi-
fikanten Effekte auf, wenn RNAI der PDE1c in der Protocerebralbricke exprimiert
wurde (Abbildung 33b). Sowohl die +/Y;;UAS-PDE1CRNA/210Y-GAL4-, als auch die
+/Y;;UAS-PDE1CRNAJ007Y-GAL4-Fliegen unternahmen kaum Versuche an der un-
uberwindbaren Lucke. Als Resultat der RNAi-Expression von PDEG stellte sich hinge-
gen ein ahnliches Bild wie bei dncRNAi dar (Abbildung 33c). Der +/Y;;UAS-
PDEG6~NAI007Y-GAL4-Genotyp bewirkte 30 % erfolglose Kletterversuche, wahrend die
+/Y;;UAS-PDE6R~N/210Y-GAL4-Mannchen sich nicht signifikant unterschiedlich zur
GFP-Kontrolle verhielten. Im Gegensatz dazu bewirkte die Expression der PDE8RNA!
mittels 210Y eine eingeschrankte KorpergroReneinschatzung (Abbildung 33d). Die
+/Y;UAS-PDE8RNA/I+;210Y-GAL4/+-Insekten versuchten mit 40 % hochst signifikant
erfolgloser die 5,0 mm breite Licke zu Uberqueren als die Individuen, bei denen GFP
in denselben Neuronen exprimiert wurde. Der Genotyp von +/Y;UAS-
PDE8RNA/+:007Y-GAL4/+ fihrte hingegen zu einem wildtypahnlichen Kletterphanotyp.
Die meisten erfolglosen Kletterversuche bei der Regulierung der Phosphodiesterasen
entstanden jedoch bei der Expression von PDE9RNA/ (Abbildung 33e). Die +/Y;;UAS-
PDE9RNA210Y-GAL4-Mannchen versuchten nach 60 % der Anlaufe hochst signifikant
haufiger die unuberwindliche Licke zu klettern als die GFP-Kontrollfliegen. Der
+/Y;;UAS-PDE9RNAI007Y-GAL4-Genotyp resultierte zwar mit 20 % erfolglosen Versu-
chen in einer leicht eingeschrankten Koérpergréieneinschatzung, jedoch stellte sich
diese als nicht signifikant unterschiedlich zu den entsprechenden Kontrolltieren her-
aus. Die Expression der PDE11RNAiin der PB fiihrte mit beiden Treiberlinien zu Fliegen
mit eingeschrankter Korpergrolieneinschatzung (Abbildung 33f). Die +/Y;;UAS-
PDE11RNAI210Y-GAL4- und die +/Y;;UAS-PDE9RNA/007Y-GAL4-Mannchen versuch-
ten in 50 % der Falle die uniberwindbare Liicke zu Uberqueren, was sich in einem
hochst signifikanten Unterschied zu den Exemplaren mit GFP-Expression manifes-
tierte. Somit spielen in den 210Y-Neuronen, in denen die defizitare KorpergroRenein-
schatzung der rut’-Fliegen gerettet werden konnte, sowohl die PDE8 als auch die
PDE9 eine relevante Rolle. Diese zeigten bei der RNAi-Regulierung einen komple-
mentaren Verhaltensphanotyp zu dnc. Die Hypothese, dass in den 210Y-Neuronen,
nur eine andere PDE als die durch dnc-kodierte PDE4 eine Rolle spielen wurde, be-
statigte sich nicht. Die Regulierungen mittels RNAi verschiedener PDEs in diesen Neu-
ronentypen bewirkten sowohl Verhaltensphanotypen wie rut?NAi| als auch welche, die

sich wie dncRV4 verhielten (zusammengefasst in Tabelle 3).
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Abbildung 33: Die Verminderung der Expression verschiedener PDEs

a-f) Die Weibchen der UAS-PDER"A-Linien wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermann-
chen, welche in neuronalen Systemen der Protocerebralbriicke exprimieren, gekreuzt. Als
Kontrolle wurde die Expression von UAS-mCD8::GFP in denselben Neuronen gewahlt. Die
erfolglosen Versuche der Nachkommen wurden an einer 5,0 mm breiten Liicke quantifiziert.
Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische Median- Darstellung wie in Abbildung 16.

3.16 Die Rolle von amnesiac beim KorpergroRBenlernen

Der amnesiac’-Stamm ging aus einer Ethylmethansulfonatbehandlung hervor und war
einer der ersten, welcher als lernmutant beschrieben wurde. Diese Fliegen sind zwar
in der Lage ein kurzzeitiges assoziatives Duftgedachtnis auszubilden, vergessen es
jedoch innerhalb einer Stunde nach dem Training wieder (Quinn et al., 1979). Es stellte
sich somit die Frage, welche Auswirkungen dieses durch amn-kodierte PACAP
(Pituitary adenylate cyclase- activating polypeptide) ahnliche Neuropeptid auf das Ler-
nen der Korperreichweite hat (Hashimoto et al., 2002). Es lag die Vermutung nahe,
dass amn’-Fliegen zwar in der Lage sind ihre Korpergrofie zu lernen, diese jedoch
nicht in ein Langzeitgedachtnis formieren kdnnen. Es wurden unter Standard-Beleuch-
tungsbedingungen aufgezogene adulte Fliegen in die komplette Dunkelheit Gberfuhrt,
um ihnen die visuelle Rickmeldung zu verwehren (Abbildung 34a). Die CS-Fliegen,
die sich fur einen Tag im Dunkeln befunden hatten, versuchten die zu breite Liicke
nicht signifikant haufiger zu Uberqueren als diejenigen, welche direkt aus dem Hellen
kamen. Mit 10 % der Anlaufe traten nur wenige erfolglose Versuche auf. Die direkt aus

dem Licht genommenen amn’-Fliegen absolvierten zwar bei 20 % der Anlaufe einen
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Kletterversuch, damit verhielten sie sich jedoch lange nicht so erfolglos wie ihre Artge-
nossen desselben genetischen Hintergrundes nach einem Tag Dunkelheit. Diese
amn’-Mannchen versuchten mit 70 % hochst signifikant haufiger die uniiberwindbare
Liicke zu klettern. Es schien so, als waren amn’-Fliegen durchaus zu der Bildung eines
Korpergrolengedachtnisses in der Lage, vergalen dieses allerdings ohne visuelle
Ruckmeldung wieder. Deswegen wurde ein definiertes Trainingsexperiment ange-
schlossen. Dunkel aufgezogene Fliegen wurden mit einem ,optimalen® 24°-Streifenzy-
linder 15 min lang visuell stimuliert. Die dazugehorige Kontrolle hatte einen kontrastlo-
sen weillen Zylinder zur Verfigung. Die ,optimal“ stimulierten CS-Fliegen zeigten 10
min spater an der 5,0 mm breiten Licke hoch signifikant weniger erfolglose Versuche
als die Individuen der wildtypischen Gruppe, die sich vorher in dem weifl3en Zylinder
befanden. Die letzteren versuchten bei 50 % der Anlaufe die uniberwindbare Licke
zu Uberqueren, wahrend die ,optimal“ stimulierten Insekten nur in 20 % der Falle einen
aussichtslosen Versuch absolvierten. Die amn’-Fliegen konnten mittels visueller Sti-
mulation ihre Kdrperreichweite nicht innerhalb von 15 min lernen. Sie verhielten sich
mit 60 % versuchten Uberquerungen 10 min nach der Reizung nicht signifikant erfolg-
reicher als die Artgenossen, die vorher in dem weilden Zylinder trainiert wurden. Im
Gegensatz zu der uneingeschrankten Lernleistung beim Dufttraining, scheint das Ler-
nen der Korperreichweite von amn’ eingeschrankt zu sein. Die amn’-Fliegen, welche
unter normalen Beleuchtungsbedingungen aufgezogen wurden, kénnen ihre Kérper-
reichweite jedoch bei einem Kletterversuch berticksichtigen. Sie benoétigen vermutlich
ein langer andauerndes Training und eine Wiederholungsrate, um ein kurzzeitiges Kor-
perreichweitengedachtnis zu bilden, welches nicht in ein Langzeitgedachtnis formiert

wird.
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Abbildung 34: Die Auswirkungen von amn’ auf das Kletterverhalten

Adulte, unter normalen Beleuchtungsbedingungen gehaltene, drei Tage alte CS- bzw. amn’-
Mannchen wurden mit einer 5,0 mm breiten Licke konfrontiert. Verglichen wurden sie mit Flie-
gen, die genauso gehalten wurden, sich jedoch einen Tag vor dem Experiment in der komplet-
ten Dunkelheit befunden hatten. b) CS- und amn’-Fliegen wurden in der Dunkelheit aufgezo-
gen und anschlieRend entweder mit einem ,optimalen® 24°-Streifenmuster (t.), oder mit einem
weillen Zylinder (n.t.) trainiert. Die Quantifizierung der erfolglosen Versuche erfolgte 10 Minu-
ten nach dem Training ebenfalls an der 5,0 mm breiten Licke. Pro Datensatz: N= 15, n= 10;
nicht parametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.17 Die Kandidaten weiterer Signalwege beim KorpergroRenlernen

Es wurden weitere Mutationslinien an unuberwindbaren Licken getestet, die bei ver-
schiedenen Lernparadigmen verhaltensauffallige Phanotypen gezeigt hatten. Diese
Experimente sollten die Frage klaren, ob weitere Signalwege bei der Formierung eines
Koérperreichweitengedachtnisses beteiligt sind. Das foraging-Gen kommt in zwei na-
turlichen Varianten bei Drosophila vor und kodiert fur die cGMP-abhangige Protein-
kinase. Die foragingRever- (for®) Larven wurden so benannt, weil sie auf einer Hefeplatte
erheblich langere Wege beim Futtersuchverhalten absolvieren als die foragingSitter-
(forS) Larven. In Extrakten ganzer adulter Képfe wurde eine 12 % geringere PKG-Ak-
tivitat in forS-Tieren nachgewiesen (Sokolowski, 1980; Osborne et al., 1997). Diese
Fliegen haben dadurch Defizite im assoziativen olfaktorischen Lernen (Mery et al.,
2007) und bei ihrem Orientierungsgedachtnis (Kuntz et al., 2012). Ein ebenso einge-
schranktes Orientierungsgedachtnis zeigen lernmutante ignorant®- (ign8'") Fliegen.
Das ignorant-Gen kodiert fur eine S6KII-Kinase, die unteranderem mit dem operanten

Lernen in der Hitzebox assoziiert wird (Neuser et al., 2008; Putz et al., 2004). Sowohl



Ergebnisse 69

forR-, forS-, als auch ign%¢1-Fliegen wiesen jedoch keine defizitire Kérpergrofienein-
schatzung auf. Sie investierten nicht signifikant haufiger in erfolglose Kletterversuche
als die wildtypische CS-Kontrolle. Die for®-Mannchen versuchten nur nach 10 % der
Anlaufe einen vergeblichen Kletterversuch, wahrend die Individuen der forS- und
ign®¥1-Stamme ahnlich den wildtypischen Insekten nach medianen 0 % der Anlaufe
versuchten die Lucke zu klettern. Einen ganz anderen Verhaltensphanotyp stellten die
Fliegen von leonardo”’37%/leonardo?3 und von homer?'92 dar. Die Mannchen dieser
Genotypen hatten ein dulRerst eingeschranktes Kérpergréliengedachtnis. Sie versuch-
ten mit einer medianen Haufigkeit von 70 % die unuberwindbare Licke zu Uberschrei-
ten. Damit verhielten sie sich hochst signifikant erfolgloser als die wildtypische Kon-
trolle. Das leonardo- Genprodukt kodiert fir ein sogenanntes 14-3-3¢-Protein und
wurde auffallig, weil Mutanten Defizite beim assoziativen olfaktorischen Lernen auf-
weisen. Diese 14-3-3¢-Proteine phosphorylieren RAF-1 im MAPK- (mitogen activated
protein kinase) Signalweg (Skoulakis & Davis, 1996). Auch Homer wird vermutlich von
der MAPK hoch reguliert und bendtigt die Aktivitat des Transkriptionsfaktors CREB
(Miyashita et al., 2012).
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Abbildung 35: Kletterversuche von Lernmutationslinien

Mannliche Fliegen verschiedener Stamme, die in anderen Paradigmen als lernmutant aufge-
fallen waren, wurden mit einer uniiberwindbaren 5,0 mm breiten Liicke konfrontiert. Als Kon-
trolle dienten wildtypische CS- Mannchen. Pro Datensatz: N= 15, n= 10; nicht parametrische
Median-Darstellung wie in Abbildung 16.
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3.18 Das motorische Lernen beim Uberqueren von Liicken

Ein rotierender Ring mit 8 symmetrisch verteilten Lucken wurde verwendet, um Dro-
sophila zu trainieren. Als Generierung eines optischen Flusses diente ein Streifenzy-
linder, der sich um den Aufbau befand. Der Drang, dieser optomotorischen Reizung
entgegenzuwirken, welche die vorbeiziehende Umgebung hervorrief, bewegte die Flie-
gen dazu die Hindernisse zu Uberwinden. In einem auf Intervallen basierten Training
stellt sich nach 50 erfolgreichen Uberquerungen ein Langzeitgedéchtnis ein. Nach dem
ersten ein-minutigem naiven Lauf und einer zwanzig-minutigen Trainingspause kann
sogar schon ein Kurzzeitlernen gefunden werden (Kienitz, 2010). Diese Gedachtnis-
bildung durch Wiederholungen eines motorischen Ablaufs sollte in den folgenden Ex-
perimenten analysiert werden. Dabei stellte sich die Frage wie schon im vorherigen
Abschnitt Gber das Korpergrof3engedachtnis, auf welche Weise diese adaptive Anpas-
sung gelernt wird und wo im Zentralnervensystem sich das Verarbeitungszentrum kar-
tieren liele.

Die beiden verwendeten Wildtyp- Stamme, CS und WTB, waren in der Lage motorisch
zu Lernen. Die mannlichen CS-Tiere verbesserten sich von einer anfanglichen media-
nen Uberquerungsrate von 13 auf 15,5 Uberquerungen pro Minute (U/min) im zweiten
Lauf (Abbildung 36a). Bei dem Langzeittest nach 24 Stunden wurden sogar mediane
17 Uberquerungen pro Minute geschafft. Die WTB-Fliegen legten die gleiche Verhal-
tensweise dar (Abbildung 36b). Sie steigerten sich signifikant vom naiven Lauf mit 13
auf 15 Uberquerungen beim zweiten Training. Nach 24 Stunden hatte sich ein Lang-
zeitgedachtnis mit einer medianen Rate von 17,5 U/min gebildet. Bei beiden Stdmmen
schienen die Fliegen im vierten und flnften Trainingslauf zu ,ermiden®, da die erfolg-

reichen Uberquerungen abnahmen.
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Abbildung 36: Das motorische Lernen wildtypischer Fliegen

a) Mannliche wildtypische CS-Fliegen durchliefen fiinfmal eine Minute andauernde Trainings-
ldufe mit 20 Minuten Pausen zwischen den Reizen. Die Lickenbreite wurde so gewahlt, dass
im naiven Lauf zwischen 8 und 16 Uberquerungen geschafft wurden. Das Kurzzeitged&chtnis
trat nach 20 Minuten auf. Ein Langzeitgedachtnis wurde nach 24 Stunden getestet. b) Mit
wildtypischen WTB-Mannchen wurde genauso verfahren wie in a. Pro Datensatz: N= 30; nicht
parametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.19 Die Rettung motorisch lernmutanter Fliegen

Schon Bastian Kienitz konnte wahrend seiner Promotion zeigen, dass rut’ und rut2080-
Fliegen nicht in der Lage zu den adaptiven Verbesserungen beim Lickenuberqueren
sind (Kienitz, 2010). AnschlielRend wurde vorwiegend mit dem Allel 2080 gearbeitet,
da die entsprechenden Individuen in der Lage sind, ihre KorpergroRe einzuschatzen
(Abbildung 20). Es sollte somit nur das Defizit des motorischen Lernens analysiert
werden. Es wurden Weibchen eines rut?%80,UAS-rut*-Rettungsstamms mit verschiede-
nen GAL4-Treibermannchen gekreuzt, um die verantwortliche Struktur fir die Anpas-
sung im Gehirn zu kartieren. Dabei kamen sowohl die aus den vorherigen Abschnitten
bekannten Linien, welche Expressionsmuster in der PB zeigten, als auch diverse im
Pilzkorper exprimierende Treiber zum Einsatz. Von den verwendeten Rettungskon-
strukten waren drei in der Lage beide Gedachtniskomponenten zu retten (Abbildung
37). Im Muster von 007Y, welches die Linie war, die das defizitare Kérpergrofienge-
dachtnis von dnc’ wiederherstellen konnte (Abbildung 22), fihrte die Expression zu
einer Rettung motorischen Lernens. Die rut?089/Y;UAS-rut*/+;007Y-GAL4/+-Mannchen
starteten mit medianen 14,5 Uberquerungen pro Minute. Sie steigerten diese Rate

hdchst signifikant zu einem Kurzzeitgedachtnis mit medianen 16 U/min. Dieses Niveau
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konnten sie in ein Langzeitgedachtnis Uberfuhren. Sie absolvierten den 24 h-Test mit
einer medianen Rate von 17 Uberquerungen pro Minute. Die R73D06-Linie, welche
ebenfalls in PFN-Neuronen exprimiert (Abbildung 25), war genauso in der Lage beide
Gedachtniskomponenten zu retten. Die rut?%89/Y;UAS-rut*/+;R73D06-GAL4/+-Fliegen
formierten ein Kurzeitgedachtnis mit 16 Uberquerungen pro Minute. Somit steigerten
sie sich hdchst signifikant vom ersten Lauf, der eine Rate von 12,5 U/min aufwies. Die
Steigerung blieb auch beim 24h-Test bestehen, der mit 14 Uberquerungen absolviert
wurde. Eine vollstandige Rettung der motorischen Gedachtniskomponenten erzielte
auch der a, B, y-Pilzkoérperlobentreiber mb247-GAL4. Die rut?%807Y;UAS-rut*/+;mb247-
GAL4/+-Mannchen tiberquerten mit einer medianen Rate von 18,5 U/min im STM-Lauf
hdchst signifikant mehr Liicken als zuvor wéahrend des naiven Auftritts. Der Uberque-
rungserfolg blieb bei medianen 18 U/min auch nach 24 h erhalten. Uberraschender-
weise konnte OK107-GAL4, welche in allen Pilzkorperkomponenten (a, B, o', B‘ y) ex-
primiert, nur eine beider Gedachtnisformen retten. Die rut2080/Y;UAS-rut*/+;;0K107-
GAL4/+-Tiere steigerten sich zwar von anfanglichen 12 héchst signifikant auf 15 Uber-
querungen, konnten dieses Niveau jedoch am nachsten Tag nicht halten. Die mediane
Uberquerungsrate war beim 24 h-Test wieder auf 12 U/min zuriick gefallen. In dem
Expressionsmuster von 210Y, das den rutabaga’-Phanotyp des eingeschrankten Kor-
pergroRengedachtnisses retten konnte (Abbildung 21), entstand nur eine signifikante
Rettung des motorischen Kurzzeitlernens. Die rut?080/Y;UAS-rut*/+;210Y-GAL4/+-
Mannchen waren in der Lage Uber die Trainingslaufe ihre anfangliche Uberquerungs-
rate zu steigern. Im ersten naiven Lauf wurden mediane 13 Uberquerungen geschafft.
Wahrend des STM-Laufs erreichten sie eine mediane Uberquerungsrate von 14 U/min.
Ein Langzeitgedachtnis konnte mittels 210Y nicht gebildet werden. Die Uberquerungs-
rate lag nach 24 h nur noch bei 8,5 U/min. Der laterale PB-Neuronen-R55G08-GAL4-
Treiber zeigte ein ahnliches Bild wie 210Y im motorischen Lernen. Er war in der Lage
die Kurzzeitkomponente zu retten. Die mediane Uberquerungsrate der rut2080Y;UAS-
rut*/+;R55G08-GAL4/+-Fliegen startete im naiven Lauf mit 11,5 U/min und konnte
kurzzeitig signifikant auf 13 U/min gesteigert werden. Am Folgetag fiel die Rate aller-
dings wieder auf 12 U/min zurtick. Der PB-Treiber, der den dnc’-Phénotyp retten
konnte (Abbildung 23b), sorgte fiir ein hochst signifikantes motorisches Kurzzeitge-
dachtnis. Die rut?%89/Y;UAS-rut*/+;R65A06-GAL4/+-Mannchen steigerten sich signifi-
kant von anfanglichen 12,5 auf 16 Uberquerungen. Am Folgetag befand sich die Rate
allerdings auf dem gleichen Level wie im naiven Lauf. Zu einer Kurzzeitsteigerung wa-
ren ebenfalls rut2080/Y;UAS-rut*/201Y-GAL4;+/+-Mannchen in der Lage. Diese (ber-

querten mit 16,5 U/min héchst signifikant haufiger die Liicken als im ersten Lauf mit
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12,5 Uberwindungen. Den Langzeittest am Folgetag absolvierte diese Gruppe der
rut2080-Rettung sogar signifikant schlechter mit medianen 11 Uberquerungen. Das Ex-
pressionsmuster von 201Y liegt vor allem in den o & B- Loben der Pilzkdrper. In den
y-Loben von H24 war ebenfalls nur eine kurzzeitige rut?%8°-Rettung moglich. Die
rut2080Y;UAS-rut*/+;H24-GAL4/+-Tiere steigerten anfangliche 13 Uberquerungen auf
eine mediane Uberquerungsrate von 15 U/min. Ein motorisches Langzeitgedachtnis
wurde jdoch nicht ausgebildet, da in diesem Lauf nur mediane 12,5 Uberwindungen
stattfanden. Die Linie c309-GAL4 treibt zwar in den Pilzkdrperloben in denen auch
mb247-GAL4 exprimiert, war aber zu keiner motorischen Rettung in der Lage. Die
rut2980/Y ;UAS-rut*/c309-GAL4;+/+-Mannchen blieben bei ihrer anfanglichen medianen
Uberquerungsrate von 14 U/min. Im Folgetaglauf erreichten sie 15 Uberquerungen pro
Minute. Ahnlich verhielt es sich mit dem partiellen Rettungsversuch im Muster von
c739-GAL4, welches sich auf die o & B- Loben konzentriert. Die rut?%89/Y;UAS-
rutt/c739-GAL4;+/+-Fliegen verharrten bei einer Rate von 13 U/min, um sich weder
kurzzeitig, noch langzeitig zu steigern. Die rut?%89/Y;UAS-rut*/c305a-GAL4;+/+-Mann-
chen waren auch zu keiner motorischen Lernleistung fahig. Die Expression dieser Linie
beschrankt sich auf die o & p‘-Loben. Sie absolvierten mediane 11 Uberquerungen im
naiven Lauf. Beim Kurzzeittest blieb die Rate mit 12 U/min noch auf einem nicht signi-
fikant unterschiedlichen Level. Am nachsten Tag entstand sogar eine hoch signifikant

geringere Rate von 8 U/min.
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Abbildung 37: Die Rettung des rut?®® defizitaren motorischen Lernens

a) Weibliche rut?®®’;UAS-rut*-Fliegen wurden mit verschiedenen GAL4-Mannchen gekreuzt.
Die F1 mannlichen Nachkommen durchliefen fiinfmal eine Minute andauernde Trainingslaufe
mit 20 Minuten Pausen zwischen den Reizen. Die Lickenbreite wurde so gewahlt, dass im
naiven Lauf zwischen 8 und 16 Uberquerungen geschafft wurden. Das Kurzzeitgedachtnis trat
nach 20 Minuten auf. Nur bei 201Y trat ein STM erst nach 40 min im dritten Lauf auf. Ein
Langzeitgedachtnis (LTM) wurde nach 24 Stunden getestet. Pro Datensatz: N= 30; nicht pa-
rametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16.

3.20 Die Module der motorischen Anpassung

Im vorherigen Abschnitt blieb die Frage offen, welche Details im Bewegungsablauf die

Fliegen veranderten, um die Uberquerungsrate zu steigern. Im Zuge einer Bachelor-
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arbeit (Eckert, 2013) wurde ein Aufbau fur motorisches Lernen auf einer Licken-
schiene entwickelt (Abbildung 10). Diese hielt ahnlich einem Laufband die Fliege im
Fokus der stationaren Hochgeschwindigkeitskamera. Der Versuchsaufbau ermdg-
lichte im Gegensatz zum Lickenring die einzelnen Module des Bewegungsablaufs
auszuwerten. Wahrend des Trainings wurde die Korperposition erfolgreich verbessert
(Abbildung 38). Im ersten naiven Trainingslauf uberquerten die wildtypischen Fliegen
die 3,2 mm breiten Licken in einem medianen Winkel von -18,0°. Dieser Winkel der
Korperposition war im STM-Lauf mit -11,2° hochst signifikant spitzer. Der Lauf nach
24 h wurde ebenfalls mit einem hoch signifikant spitzeren Winkel von -13,2° absolviert.
Ein weiteres Detail, welches die Fliegen bei der motorischen Gedachtnisformierung
anpassten, war der Abstand zwischen Abdomen und Luckenkante. Dieser stellte sich
mit medianen 0,25 mm hoch signifikant geringer dar als wahrend des naiven Laufs mit
0,30 mm. Der Abdomenabstand blieb auch wahrend des LTM-Laufs hoch signifikant
geringer mit 0,23 mm. Ein weiteres Modul des Bewegungsablaufs, was die Insekten
verringerten, war die Distanz zwischen den Mittelbeinen und den Hinterbeinen. Dieser
Abstand lag beim naiven Lauf noch bei medianen 1,35 mm. Wahrend des STM-Laufs
Uberquerten die Fliegen mit einem hoch signifikant geringeren Beinabstand von
1,08 mm. Die Distanz zwischen den Beinpaaren blieb auch nach 24 h in einem ahnli-
chen Bereich mit medianen 1,12 mm. Diese drei beschriebenen Module scheinen die
Hypothese zu bestatigen, dass die Fliegen hoch spezifische Details des Bewegungs-

ablaufs anpassen mussen, um ein motorisches Langzeitgedachtnis zu formieren.
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Abbildung 38: Anpassungen zu einem motorischen Gedachtnis

Mannliche wildtypische CS-Fliegen wurden auf einer Kletterschiene mit 24 linearangeordneten
Licken einer jeweiligen Breite von 3,2 mm trainiert. Der Test fur ein Kurzzeitgedachtnis (STM)
erfolgte nach 40 min. Der Langzeittest (LTM) erfolgte nach 24 h. a) Es wurde mittels der Hoch-
geschwindigkeitsaufnahmen die Kérperposition beim ersten Anschlagen der Vorderbeine an
der gegenuberliegenden Kante vermessen. Der Kurz- und der Langzeittest erfolgten mit den-
selben Individuen. b) Vermessung des Abdomenabstands zur Lickenkante. ¢) Vergleich der
Abstande zwischen den Mittelbeinpaaren und den Hinterbeinpaaren. Pro Datensatz: N= 60;
nicht parametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16 (Eckert, 2013).

3.21 Die motorische Anpassung nach Verletzungen

Die Ergebnisse aus dem vorherigen Abschnitt fuhrten zu den Erkenntnissen, dass
Taufliegen zu motorischen Anpassungen in der Lage sind. Im Folgenden wurden Ver-
haltensexperimente durchgeflhrt, welche ein Kdrperzustandsgedachtnis bei Droso-
phila untersuchen sollten. Wildtypische CS-Fliegen bekamen von einem Mittelbein das
erste Tarsussegment abgeschnitten und wurden 10 Minuten spater mit einer kletter-
baren 3,5 mm breiten Licke konfrontiert. Dieselben Fliegen wurden am Folgetag noch-
mals getestet und mit ihrer Leistung vom Vortag verglichen. Die Tiere schienen sich
innerhalb der 24 h tatsachlich an ihre Verletzung anzupassen, denn sie steigerten sich
hdchst signifikant von nur anfanglichen medianen 20 % erfolgreichen Uberquerungen
auf 40 %. Damit waren sie am Folgetag nicht signifikant schlechter als die nicht ver-
letzten Fliegen, welche ebenfalls bei 40 % der Anlaufe die Licke Uberquerten. Beim
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Betrachten einer Hochgeschwindigkeitsanalyse wurden die Bewegungen des verletz-
ten Beins nachgezeichnet. Es fiel auf, dass dieses am ersten Tag standig an der ge-
genuberliegenden Seite abrutschte, was vermutlich auf die fehlende Klaue und die
nicht mehr vorhandenen Adhasionsorgane zurtickzuflhren ist. Am Folgetag stellte sich
das Erscheinungsbild der Beinspur jedoch erheblich zielgerichteter dar. Das Mann-
chen legte das verletzte Mittelbein auf die gegenuberliegende Kante, um das Wegrut-
schen zu verhindern. Es kdnnte somit ein regelrechter Strategiewechsel stattgefunden

haben, der die erfolgreiche Verbesserung erklaren wirde.
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Abbildung 39: Der Strategiewechsel nach einer Verletzung

Méannlichen CS-Fliegen wurde unter Kalteanasthesie das erste Tarsussegment eines Mittel-
beines entfernt. Die Kontrollgruppe desselben Zuchtglases wurde ebenfalls anasthetisiert, da-
bei jedoch intakt belassen. a): Nach einer 10 mindtigen Aufwachphase erfolgte die Quantifi-
zierung der erfolgreichen Uberquerungen an einer Uberkletterbaren 3,5 mm breiten Liicke. 24
h spater am Folgetag wurden dieselben Fliegen erneut mit der Liucke konfrontiert. Pro Daten-
satz: N= 30, n= 10; nicht parametrische Median-Darstellung wie in Abbildung 16. b): Aus einer
exemplarischen Hochgeschwindigkeitsanalyse des Tests am Tag1 wurde die Spur des ver-
letzten Mittelbeines nachgezeichnet. ¢): Darstellung der Spur desselben ladierten Beins am
Folgetag.
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4. Diskussion

4.1 Die wildtypische KorpergroReneinschatzung

Diese Arbeit basiert auf dem Kletterparadigma und baut auf den dort erlangten Er-
kenntnissen auf (Pick & Strauss, 2005). Die Autoren zeigten, dass Fliegen eine vor
ihnen liegende Licke beim Anlauf visuell vermessen, um danach zu entscheiden, ob
sie einen Kletterversuch starten. Auf diese Weise beschranken diese wildtypischen
Insekten ihre Bemihungen weitestgehend auf Gberwindbare Spaltmalde. Es konnte in
der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass Taufliegen ihre individuelle Kor-
perreichweite bei der Entscheidung flr einen Kletterversuch berticksichtigen. Es be-
findet sich dementsprechend eine Art von Reprasentation fur die persénliche Reich-
weite im Nervensystem der Fliege. Kleine wildtypische Fliegen kehrten an Luckenbrei-
ten um, die ihre groReren Artgenossen aus derselben Population durchaus noch ver-
suchten (Abbildung 11). Der Unterschied in den erfolglosen Versuchen war besonders
eindeutig an der 4,0 mm breiten Licke. Diese bot fur die im Durchschnitt 16 % grélie-
ren Tiere gerade noch die Méglichkeit zur Uberquerung, wahrend die kleineren
Exemplare keine Chance zur Uberwindung mehr hatten. Es zeigte sich, dass die klei-
neren Fliegen an dieser Luckenbreite erheblich weniger Versuche unternahmen, als
ware ihnen der Nachteil in ihrer Kérperreichweite ,bewusst®. Die Kérpergrolie variiert
stark mit den Futter- und Temperaturbedingungen wahrend der Entwicklung, weswe-
gen sie nicht ausschlieBlich genetisch determiniert sein kann. Also wurde die Hypo-
these aufgestellt, dass jedes einzelne Individuum seine spezifischen Koérperabmes-
sungen durch Interaktionen mit der Umwelt erlernt. Deswegen wurden Fliegen getes-
tet, die als adulte Tiere keine Mdglichkeiten zu visuellen Erfahrungen hatten. In der Tat
waren die dunkel aufgezogenen Insekten in ihrer KérpergroReneinschatzung gestort.
Sie versuchten untberwindbare Licken zu klettern (Abbildung 16). Erstaunlicherweise
reichten die Erfahrungen von 10 Anlaufen an einer Uberquerbaren 3,5 mm breiten LU-
cke nicht aus, um eine so gute GroReneinschatzung wie die unter Lichtbedingungen
gezuchteten Tiere zu haben. Die Mdglichkeit, dass es an einer verkimmerten visuellen
Verarbeitung lage, konnte ausgeschlossen werden, da aus der Dunkelheit kommende
Fliegen erfolgreich die 3,5 mm breite Licke Uberqueren konnten. Komplett blinde und
bewegungsblinde Fliegen unternehmen uberhaupt keine Kletterversuche, da die Lu-
cke rein visuell vermessen wird (Pick & Strauss, 2005). AuRerdem war ein ahnlicher

Effekt mit ab dem Puppenstadium isolierten Tieren zu erzielen. Auch diese in kleinen
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Glaschen gehaltenen Mannchen versuchten mit einer hoheren Frequenz die 5,0 mm
breite Lucke zu Uberwinden (Abbildung 17a). Es kam die Vermutung auf, dass die
KorpergroRe bei sozialen Interaktionen, wie z.B. beim mannlichen Aggressionsverhal-
ten (Chen et al., 2002), gelernt werden koénnte. Daraufhin wurden den isolierten Mann-
chen zwei weitere Mannchen, welche als Sozialkontakte dienen sollten, zugesetzt.
Uberraschenderweise absolvierten die Fliegen mit diesen definierten Sozialkontakten
zwar weniger erfolglose Versuche als die sozial deprivierten Artgenossen, aber immer
noch hochst signifikant mehr als die wildtypischen Fliegen, die aus der Standardzucht
stammten. Die Hypothese des Korpergrolienlernens durch soziale Interaktionen
konnte somit nicht bestatigt werden. Um die Rolle der visuellen Komponente fur diese
spezielle Form des Lernens zu untersuchen, wurde zunachst ein sehr simpler Ansatz
verfolgt. Die kleinen Fliegenhaltungsréhrchen wurden mit einem horizontalen Strei-
fenzylinder beklebt. Tatsachlich konnten die in diesen Glaschen gehaltenen Individuen
ihre Korpergrofle beim Klettern genauso gut berucksichtigen, wie die Exemplare aus
den Zuchtglasern. Sie absolvierten so gut wie keine Kletterversuche an untberwind-
baren Licken. Einen stichhaltigen Beweis, dass Fliegen ihre KorpergrofRe anhand der
Strukturen in der visuellen Umgebung lernen, lieferten Experimente mit definierter vi-
sueller Reizung in der LED-Arena. In dieser wurden den dunkelaufgezogenen, frei be-
weglichen Mannchen stationare Reizmuster vorgesetzt. Der Bewegungsbereich war
auf einen Durchmesser von 20 mm eingeschrankt worden, damit die Raumfrequenz
der Reizung in definierten Grenzen blieb. Beim Laufen fallt die Antwort der elementa-
ren Bewegungsdetektoren zwischen jeweils zwei benachbarten Ommatidien, je nach
Beschaffenheit des Musters, sehr unterschiedlich aus. Bei einer Raumfrequenz, die
dem doppelten interommatidialen Winkel von 4,8° entspricht, entsteht sogar eine Auf-
hebung des Bewegungsreizes. Eine Umkehr der wahrgenommenen Bewegungsrich-
tung bewirkt die Geometrische Interferenz, wenn die Raumfrequenz zwischen dem
Interommatidienwinkel und dem Doppelten dieses Winkels liegt. Die optimale Stimu-
lation erfolgt dagegen bei einem Streifenzylinder von 24° (Heisenberg & Wolf, 1984).
Es bestatigte sich, dass unter den drei Versuchsbedingungen nur die Fliegen, welche
in dem ,,optimalen® Streifenzylinder fur 10 min herum laufen konnten, ihre Korpergroie
erlernten. Die Mannchen, die mit den Raumfrequenzen von 8° bzw. 10° gereizt worden
waren, lernten ihre KérpergroRe offensichtlich nicht, da sie wie die nicht stimulierten
Exemplare versuchten, untberwindbare Licken zu klettern (Abbildung 17b). Dieses

Experiment lasst vermuten, dass die gestorte KorpergroReneinschatzung der sozial
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deprivierten Mannchen, ebenfalls aus den Zuchtbedingungen resultierte. Wahrschein-
lich bieten die kleinen Rohrchen eine Umgebung mit zu wenigen visuellen Strukturen,
um die individuelle Reichweite zu lernen, wohingegen ein Zuchtglas mit Filter und Pup-
pen an der Wand genltgend Moglichkeiten zur optischen Stimulation mitbringt, um die
Korpergrole zu erfahren. Eine wirkliche Bestatigung, dass Fliegen ihre Korperreich-
weite Uber den Bezug zwischen Parallaxenbewegung und mittlerer Schrittlange lernen,
lieferten die Kompensationsexperimente (Abbildung 18b). Den Fliegen konnte Uber die
partielle Kompensation der Parallaxenbewegung eine ,falsche“ KorpergroRe beige-
bracht werden. Sie vermieden danach Kletterversuche an der 4,5 mm breiten Liucke
signifikant haufiger als die Gruppe, die mit dem stationaren Muster trainiert worden
war. Die partiell kompensierten Parallaxenbewegungen brachten ihnen offensichtlich
eine geringere Reichweite und geringere individuelle Korperabmessungen bei. Es
funktionierte allerdings nicht, die Fliegen durch Uberhdhte Parallaxenbewegung zu
noch groRerer Uberschatzung zu trainieren. Das kénnte daran liegen, dass visuell na-
ive Exemplare ihre Reichweite an untiberquerbaren Lucken schon maximal Uberschat-
zen und dieses Phanomen sich somit nicht weiter steigern lasst. Erstaunlicherweise
konnte den Fliegen, denen die kurzere Korperreichweite beigebracht worden war, nicht
durch das einfache Umlernexperiment spater die ,richtige“ Gro3e antrainiert werden.
Sie vermieden nach 15 min Training am stationaren Muster weiterhin die Kletterversu-
che. Naturlich konnte Uber einen langeren Trainingszeitraum die Korperreichweite ir-
gendwann wieder angeglichen werden. Allerdings zeigte sich bei den Konsolidierungs-
experimenten, wie wenig stérungsanfallig das Kérpergrofliengedachtnis nach der Kon-
solidierungsphase ist. Es erwies sich unmittelbar als anasthesieresistent und schien
nach zwei Stunden konsolidiert zu sein (Abbildung 18a). Die Fliegen, die einmal ihre
Korperreichweite gelernt hatten, vergalien diese auch Uber 21 Tage ohne visuelle
Ruckmeldung nicht mehr. Bis zu diesem Zeitpunkt war eine so lange andauernde und
stabile Gedachtnisform in Drosophila nicht bekannt. Das assoziative Duftlernen kann
durch eine spezielle Form des Intervalltrainings nur bis zu 7 Tagen andauern (Tully et
al.,, 1994). Auch die Balzvermeidung, welche durch wiederholte Bestrafung des ver-
paarten Weibchens ausgeldst wird, halt nicht langer als neun Tage an (McBride et al.,
1999; Mehren et al., 2004).
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4.2 Mutationen mit eingeschrankter KorpergroReneischatzung

Es zeigte sich, dass die Mutationslinien, welche sich beim assoziativen Duftlernen ein-
geschrankt verhalten, auch bei der KérpergréReneinschatzung einen defizitaren Pha-
notyp aufweisen (Dudai et al., 1976; Livingstone et al., 1984). Sowohl rut’-, als auch
dnc'-Fliegen waren nicht in der Lage die Kletterversuche an ihre individuelle Korper-
reichweite anzupassen. Sie versuchten unabhangig von ihrer Kérpergrolie selbst die
viel zu breite 6,0 mm Licke zu Uberwinden (Abbildung 14 &Abbildung 15). Die amn’-
Mutanten versuchten ebenfalls an der uniberquerbaren 5,0 mm breiten Licke zu klet-
tern. Sie absolvierten sogar noch mehr Versuche, wenn sie nach dem optimalen Trai-
ning direkt ins Dunkle Uberfihrt worden waren (Abbildung 34). Es schien, als wirden
sie ihre erlernte Korperreichweite ohne visuelle Ruckmeldung nicht konsolidieren kon-
nen und somit wieder vergessen. Das amnesiac-Gen kodiert fur ein PACAP (Pituitary
adenylate cyclase-activating peptide) ahnliches Neuropeptid. Fliegen mit der amn’-
Mutation sind zwar kurzzeitig in der Lage einen Duft zu assoziieren, vergessen diesen
jedoch innerhalb einer Stunde wieder. Der PAC1-Rezeptor steht in Verbindung mit
verschiedenen Transduktionswegen und flhrt zur Aktivierung von Adenylylzyklase,
Phospholipase C, MAP-Kinase (mitogen activated protein) und der Mobilisierung von
Kalzium. In der Hypophyse von Ratten bindet der dominante Rezeptor hauptsachlich
an das Gs-Protein und fuhrt zu einer schnellen cAMP-Produktion, welche auf direktem
Weg PKA aktiviert. Das PACAP38 aus Saugetieren konnte in Drosophila Uber Kalium-
strome cAMP und Ras/Raf-Transduktionswege aktivieren. Deswegen wird vermutet,
dass amnesiac-Produkte tber die AC den cAMP- Spiegel erhéhen (Quinn et al., 1979;
Hashimoto et al., 2002; Kanasaki et al., 2013). Das Verhalten von rut’, dnc’ und amn’
sprach somit fir ein cAMP-abhangiges Lernen der Kérpergrolienreichweite. Des Wei-
teren fielen Fliegen eines in der Gehirnstruktur mutationsbedingt defekten ocelliless’-
Stammes durch Kletterversuche an uniberwindbaren Lickenbreiten auf. Diese Indivi-
duen hatten eine unterbrochene Protocerebralbriicke und konnten ihre Korperreich-
weite nicht mit der LickengroRRe in Bezug setzen. Sie vollfihrten auch an Uberkletter-
baren Licken eine Vielzahl erfolgloser Versuche, weil inre Suchschlage zusatzlich die
Zielrichtung verloren (Abbildung 12). Der PB wird eine topografische Reprasentation
der zenitalen E-Vektor Orientierung polarisierten Lichtes in Heuschrecken und die
Schrittlangenkontrolle bei der Zielausrichtung laufender Taufliegen zugeschrieben.
Dabei halt die PB vermutlich eine Reprasentation des Azimuts (Horizontalwinkel) des



Diskussion 82

Ziels vor. (Heinze & Homberg, 2007; Triphan et al., 2010). Aufgrund dieser Erkennt-
nisse kamen bei den Kartierungsexperimenten vor allem GAL4-Linien mit vorhande-

nen Expressionsmustern in der PB zum Einsatz.

4.3 Die Kartierung des KorpergroRengedachtnisses

Das erstaunlichste Ergebnis bei der Kartierung der GréRenanpassung war, dass rut
und dnc in unterschiedlichen Neuronengruppen der PB bendtigt wurden. In dem klas-
sischen Modell kodiert rut fur die AC, welche cAMP generiert und dnc kodiert fur die
PDE, welche dieses cAMP wieder abbaut (Waddell & Quinn, 2001). Allerdings gab es
durchaus Hinweise, dass sich die cAMP-Signale auch beim Mittelzeitgedachtnis des
Duftlernens in rut- und dnc-Mutanten unterschiedlich verhalten. Wahrend rut-abhan-
gige cAMP-Signale in den Kenyonzellen der Pilzkorper ein ASM (anasthesiesensitives
Gedachtnis) formieren, unterstitzen dnc-sensitive cAMP-Signale ein ARM in den lo-
kalen Neuronen der Antennalloben (Scheunemann et al., 2012). Das rut-abhangige
Korperreichweitengedachtnis konnte sowohl mit 210Y als auch mit R55G08 gerettet
werden (Abbildung 21 &Abbildung 23) Die einzige Gemeinsamkeit dieser beiden Ex-
pressionsmuster liegt in lokalen lateralen Neuronen der PB (Abbildung 24). Es besta-
tigte sich unter Verwendung von rutR?NAi. dass die Neurone der Treiberlinie 210Y fir
das KorpergroRengedachtnis relevant sind, da die entsprechenden Fliegen erfolglose
Versuche an zu breiten Licken unternahmen (Abbildung 27). Mittels des temperatur-
sensitiven GAL80'S-Schalters musste die durch rut-kodierte AC erst am Tag vor dem
Experiment in den 210Y-Neuronen getrieben werden. Die entsprechend gekreuzten
Fliegen vermieden tatsachlich nach spatio-temporaler Rettung Versuche an zu breiten

Licken (

Abbildung 28). Bei anderen rut-abhangigen Gedachtnisformen ist es ebenso hinrei-
chend, die AC erst akut zur Verfigung zu stellen (McGuire et al., 2003). Allerdings
konnten die Fliegen ihre Korperreichweite selbst nach 18 Tagen bei 17°C noch korrekt
einschatzen. Wenn die Korperreichweite erst einmal gelernt und konsolidiert worden
ist, scheint rut fur den Abruf des Gedachtnisses nicht mehr bendtigt zu werden. Das
dnc-abhangige Kodrperreichweitengedachtnis konnte mit drei verwendeten Expressi-
onslinien gerettet werden (Abbildung 22 Abbildung 23). Die Gemeinsamkeit dieser Ex-
pressionsmuster von 007Y, R73D06 und R65A06 liegt in kolumnaren PFN-Neuronen
(Abbildung 25 &Abbildung 26). Das PFN-System (Hanesch et al., 1989) wird mittler-
weile in drei verschiedene Systeme unterteilt. Das Erste zieht sich von den Glomeruli
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2-9 einer Seite der PB uber die ventralste Schicht (1) des FBs kontralateral zu dem
ventral gelegenen Nodulus. Das zweite System verbindet die Glomeruli 2-9 einer Seite
der PB und die zweite ventrale Schicht des FBs mit dem ventral gelegenen kontrala-
teralen Nodulus. Das dritte System befindet sich zwischen den Glomeruli 2-9 einer
Seite der PB, der dritten ventralen Schicht des FBs und dem medial gelegenen kont-
ralateralen Nodulus (Wolff et al., 2014). Die R65A06-Treiberlinie weist aullerdem Far-
bungen in lateralen Neuronen der PB auf. In diesen konnte jedoch nicht das rut-ab-
hangige KorpergroRengedachtnis gerettet werden. Vermutlich handelt es sich nicht um
die gleichen Gruppen von LN in der PB, da verschiedenste intrinsische Neurone in
diesem Neuropil existieren (Lin et al., 2013). Final kdnnte diese offene Frage Uber
Doppelfarbungen mittels unterschiedlicher binarer Systeme (z.B. GAL4 und LexA) ge-
klart werden. Auch bei den dncRNA-Experimenten bestatigte sich die Beteiligung von
PFN-Neuronen fur das Korperreichweitengedachtnis. Fliegen, die eine Herunterregu-
lierung von dnc in den 007Y-Neuronen hatten, wiesen einen defizitaren Verhal-
tensphanotyp auf (Abbildung 27b). Das dnc-abhangige Korpergrollengedachtnis
wurde ebenfalls formiert wenn es mittels GAL80' erst am Vortag induziert wurde (Ab-
bildung 28c).

4.4 Die Rolle weiterer ACs und PDEs beim KorpergroRengedachtnis

Das Uberraschende Ergebnis, dass rut und dnc in unterschiedlichen Neuronengruppen
der PB bendtigt werden, zog die Frage nach sich, ob dann andere ACs in den ,dnc-
Neuronen“ und PDEs in den ,rut-Neuronen® beteiligt sind. In den M-Schrittmachern,
die fur die circadiane Rhythmik verantwortlich sind, wurde mittels RNAi-Experimenten
ein Beispiel fur einen rut-unabhangigen Anstieg der cAMP-Konzentration gefunden. In
diesem Fall stimuliert die Aktivitdt des PDF-Rezeptors (Pigment Dispersing Factor)
den cAMP-Anstieg in Abhangigkeit der AC3 und AC76E (Duvall & Taghert, 2012).
Deswegen wurden auch in Bezug auf das Koérpergrofiengedachtnis die ACs und PDEs
mittels RNAI in lateralen Neuronen der PB und in einem oder mehreren der drei PFN-
Systeme herunterreguliert. Die UAS-dncRN4 bewirkte eine defizitare Reichweitenein-
schatzung, wenn sie mit 007Y-GAL4 getrieben wurde. In diesen PFN-Neuronen fihrte
rutRNA hingegen zu keinem auffalligen Verhaltensphanotyp. Es entstand daraufhin die
Hypothese, dass in den 007Y-Neuronen eine andere AC als die AC1 (rut) fur die Ge-

nerierung von cAMP verantwortlich ist. Es fielen Uberraschenderweise gleich sechs
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Adenylylzyklasen auf, welche in PFN-Neuronen als dnc-Gegenspieler in Frage kamen.
Die RNAi-Regulierung der AC78C, AC39E, ACCG32305, AC35C, ACXD und ACXB
fuhrte in den 007Y-Neuronen zu Phanotypen mit eingeschrankter KoérpergréRenein-
schatzung (Abbildung 32). Die UAS-rutRNAi bewirkte ein defizitires KorpergroRenge-
dachtnis, wenn sie mit 210Y-GAL4 getrieben wurde. In diesen lateralen PB-Neuronen
fihrte dncRNA4 hingegen zu keinem auffalligen Verhaltensphanotyp. Es lag somit die
Vermutung nahe, dass in den 210Y-Neuronen eine andere PDE als die PDE4 (dnc)
fur die Hydrolyse von cAMP verantwortlich ist. Es tauchten allerdings gleich zwei Phos-
phodiesterasen auf, welche in lateralen PB-Neuronen als rut-Gegenspieler in Frage
kamen. Sowohl die +/Y;UAS-PDE8RNA/+;210Y-GAL4/+-, als auch die +/Y;;UAS-
PDE9RNA210Y-GAL4-Fliegen zeigten eine defizitare KorpergroReneinschatzung. Er-
staunlicherweise resultierte die RNAi-Regulierung in den 210Y-Neuronen bei zwei
PDEs auch in dncRNAi-ghnlichen Verhaltensphanotypen. Die Regulierung von PDE6
und PDE1c bewirkte in lateralen PB-Neuronen keine Verhaltensdefizite (Abbildung 33).
Die Spezifitat der verschiedenen ACs und PDEs in den kartierten Neuronen ist bis zu
diesem Zeitpunkt noch ziemlich unbekannt, deswegen kann zwar eine Beteiligung wei-
terer ACs und PDEs am KorpergroRengedachtnis bestatigt werden (Tabelle 3), es
bleibt jedoch die Frage nach deren Interaktionen leider weiterhin offen. In Sdugetieren
werden 10 Isoformen der ACs unterschieden: Die ACs 1 bis 9 gelten als transmembran
verankert, wohingegen die AC10 als I6slich charakterisiert wird. Zusatzlich werden die
AC1 und die AC8 liber Ca?*-Calmodulin stimuliert, wahrend AC5 und AC6 direkt liber
physiologisches Ca?* inhibiert werden. Von den 11 PDEs wird nur die PDE1¢ von Ca?*-
Calmodulin reguliert. Die Situation in Fliegen stellt sich mit 7 AC- und 6 PDE-Familien
ahnlich komplex dar (Heindorff et al., 2012). Die Nomenklatur weist einige Verwirrun-
gen auf, da durchaus auch von 12 ACs in Drosophila gesprochen wird. Die meisten
werden weitverbreitet im ZNS exprimiert. Die ACXA gilt allerdings als spezifisch fur die
mannlichen Gonaden. (Duvall & Taghert, 2012). Das konnte mit +/Y;UAS-
ACXARNAII+:210Y-GAL4/+-Fliegen nicht bestatigt werden. Diese konnten ihre Korper-
reichweite nicht korrekt einschatzen. Wenn die RNAI wirklich nur spezifisch flr diese
AC herunterreguliert, musste die ACXA somit auch in LNs der PB vorkommen.

Alle 6 PDEs in Drosophila sind in adulten Geweben weit verbreitet. Biochemische Cha-
rakterisierungen mittels Immunoprezipitation zeigten, dass einige PDEs sich nicht nur
fur cAMP spezifisch erweisen. Die PDEs 1 und 11 sind dual spezifisch fur cAMP und
cGMP, wahrend die PDEG6 eher spezifisch fur cGMP zu sein scheint und nur eine ge-
ringe Hydrolyseaktivitdt fur cAMP aufweist (Day et al., 2005). Die +/Y;;UAS-
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PDEGRNA/007Y-GAL4-Fliegen versuchten sich allerdings erfolglos an nicht kletterba-
ren Licken. Mit Mannchen, welche den foragingsite’-Polymorphismus in sich trugen,
konnte eine Beteiligung der PKG (cGMP-abhangige Proteinkinase) an der Formierung
eines Korperreichweitengedachtnisses jedoch nicht nachgewiesen werden, da sich
diese Tiere an zu breiten Lucken wildtypisch verhielten (Abbildung 35). Dieser Poly-
morphismus bewirkt eine 12 % geringere PKG-Aktivitat in forst (Osborne et al., 1997).
Es konnte natirlich sein, dass dieser geringe Unterschied in der Enzymaktivitat nicht
ausreicht, um das Kdrpergroliengedachtnis einzuschranken, selbst wenn die PKG da-

ran beteiligt ware.

Tabelle 3: Ubersicht der AC- und PDE- RNAi-Ergebnisse: Die Weibchen der UAS-RNAI-
Linien wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen, welche in neuronalen Systemen
der PB exprimieren, gekreuzt. Als Kontrolle wurde die Expression von UAS-mcD8::GFP in
denselben Neuronen gewahlt. Die Zahlen in den Klammern unter dem Genotyp stehen fir die
humanen Homologe (Heindorff et al., 2012). In der oberen Zeile ist jeweils der mediane Anteil
erfolgloser Versuche an einer 5,0 mm breiten Licke aufgetragen. Die untere Zeile stellt die
vergleichenden p-Werte zwischen dem Verhalten der Fliegen mit RNAi-Regulierung und dem
Verhalten der entsprechenden GFP-Kontrolltiere dar. Die signifikanten Unterschiede wurden

grau hervorgehoben.

a 210Y 007Y b 210Y 007Y
rutRNAi 30% 10% PDE1cRNA 0% 10%
(1) 0,000026| 1,000000 1,000000( 1,000000
ACACCRNAI 20% 20% dncRNAi 0% 30%
(5,6) 0,005519| 0,077058 (4) 1,000000| 0,001861
AC78CRNAI 10% 40% PDEGRNAI 10% 30%
(8) 0,091758| 0,000358 0,809571| 0,009222
AC39ERNAI 0% 30% PDESRNAI 40% 0%
(3) 1,000000| 0,000673 0,000056| 1,000000
CG32305°%4 |  10% 20% PDEQRNAI 60% 20%
0,318663| 0,015104 0,000000| 0,116789
AC76ERNAI 0% 10% PDE11”M |  50% 50%
(2,4,7) 1,000000| 1,000000 0,000019| 0,000075
AC35CRNAI 10% 30%
(9) 0,463616| 0,004079
ACXDRNAI 50% 30%
(10) 0,000000| 0,012917
ACXARNAI 30% 20%
(10) 0,006171| 0,777337
ACXBRNAI 10% 30%
(10) 0,245846| 0,001429
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4.5 Die Formierung des KorpergroBRengedachtnisses

Die Erkenntnisse aus der Kartierung warfen die Frage auf, uber welche Regulations-
mechanismen diese besonders stabile Form eines rut- bzw. dnc-abhangigen Langzeit-
gedachtnisses formiert wird. Es wurden die schon durch andere Lernformen bekann-
ten PKA und der Transkriptionsfaktor CREB auf ihre Rolle beim KorpergrolRengedacht-
nis untersucht (Guven-Ozkan & Davis, 2014). Die katalytische Untereinheit der PKA
wurde in den notwendigen PB-Neuronen sowohl Uberexprimiert, als auch mittels RNAI
herunterreguliert (Abbildung 29). Die Manipulation der PKAC1 bewirkte in den 007Y-
Neuronen in beiden Fallen ein defizitares Korpergrofiengedachtnis. Auch die Herun-
terregulierung durch RNAI der regulatorischen Einheit derselben PKA in PFN-Syste-
men resultierte in Fliegen mit einer eingeschrankten Einschatzung. In 210Y-Neuronen
bewirkten die Manipulationen der PKA1 keine verhaltensauffalligen Auspragungen.
Die Regulierung der PKAC3 mittels RNAi bewirkte sowohl mit 210Y als auch mit 007Y
vergebliche Kletterversuche an nicht iberwindbaren Lucken. Die Formierung des Kor-
pergroRengedachtnisses scheint von CREB in den lateralen Neuronen der PB abhan-
gig zu sein, da die 210Y-Expression einer dominant-negativen Form zu einem Verhal-
tensdefizit flhrte (Abbildung 30). Getrieben mit 007Y bewirkte dCREB2-b keine Auf-
falligkeiten. Aufgrund einer eventuellen Leckexpression funktionierte die spatio-tem-
porale Induzierung mittels 210Y-GAL80® leider nicht. Die entsprechenden Individuen
versuchten selbst bei 17° C frequentiert die 5,0 mm breite Liicke zu Uberqueren. Da-
raufhin wurde nur zeitlich spezifisch, mittels Hsp70 getrieben, jedoch nicht értlich ge-
trennt. Diese Fliegen konnten vor der Temperaturerhdhung ihre Korpergrof3e anhand
des ,optimalen® Streifenmusters lernen, vergaf3en diese jedoch aufgrund der induzier-
ten dCREBZ2-b-Expression wieder. Zumindest versuchten sie nach der Temperaturer-
héhung wieder die 5,0 mm breite Liicke zu Uberklettern. Somit ist wildtypisches CREB
fur den Abruf des Korperreichweitengedachtnisses in LN der PB absolut notwendig.
Eine Uberexpression von CREB wirkte sich duBerst schadlich auf die Entwicklung aus.
Es kam nicht zum Schllpfen adulter Insekten. Aufgrund dessen wurde CREB*-17a mit
007Y-GAL80' getrieben. Nach der Temperaturinduktion waren diese Exemplare nicht
mehr in der Lage, ihre Kletterversuche auf Uberwindbare Licken zu begrenzen. Zu-
sammengenommen sprechen die Ergebnisse dafir, dass in den rut-abhangigen late-
ralen Neuronen der Protocerebralbriicke hohe Mengen an cAMP flr ein Kérperreich-
weitengedachtnis bendtigt werden, wahrend in dnc-abhangigen kolumnaren PFN-

Neuronen geringe Mengen erforderlich sind. Dieser regulierende cAMP-Spiegel wirkt
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auf die PKA1, welche Uber Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB struktu-
relle Anderungen zu einem Langzeitged&chtnis aktiviert. Die Ergebnisse der Interakti-
onsstudie mittels doppelt heterozygoter Mutationen lieferten keine eindeutige Bestati-
gung, dass rut’, PKAC1H und CrebBS762 miteinander interagieren (Abbildung 31). Die
rut’/PKAC1H-Weibchen hatten zwar ein defizitares Korpergroengedachtnis, dieses
unterschied sich jedoch nicht statistisch signifikant von dem der heterozygoten rut’/+-
Exemplare. Warum diese nicht nur im homozygoten Zustand ein eingeschranktes Kor-
perreichweitengedachtnis aufweisen, bleibt ratselhaft. Die CrebBS'62/PKAC1-Fliegen
zeigten nur wenige erfolglose Kletterversuche und waren nicht signifikant erfolgloser
als die heterozygoten PKAC1"/+-Weibchen. Die einzige eindeutige Interaktion stellte
sich zwischen rut und dnc dar. Die rut’/+- und dnc’/+-Fliegen zeigten sich erfolgreicher
als ihre doppelt heterozygoten rut’/dnc’-Artgenossen, welche vergeblich versuchten
zu Uberqueren. Auch homerR192- Fliegen versuchen in 70% der Anlaufe die 5,0 mm
breite Lucke zu Uberklettern und unterschieden sich somit hochst signifikant von ihren
wildtypischen Verwandten (Abbildung 35). Die Homer-Expression kénnte im Prozess
des Korpergréliengedachtnisses auch durch CREB reguliert werden, wie es schon
beim Langzeitlernen im olfaktorischen klassischen Konditionieren bei Drosophila beo-
bachtet wurde (Miyashita et al., 2012). Proteine der Homerfamilie werden mit Synap-
togenese, Signaltransduktion und Axonwachstum in Verbindung gebracht. Homer in
Drosophila ist im ZNS angereichert, lokalisiert sich im Endoplasmatischem Retikulum
und wird bei dendritischen Prozessen bendtigt. Aulerdem spielt Homer eine Rolle in
neuronalen Netzwerken der lokomotorischen Kontrolle und der Plastizitat des Verhal-
tens (Diagana et al., 2002). Es existieren eine Menge weiterer Signalwege, welche
Beteiligungen an der Formierung eines Korperreichweitengedachtnisses haben konn-
ten. Daflr spricht ebenfalls das eingeschrankte KorpergroRengedachtnis von leonar-
doP1375 leonardo?3-Fliegen. Das leonardo-Genprodukt kodiert fiir ein sogenanntes 14-
3-3¢-Protein und wurde auffallig, weil Mutanten Defizite beim assoziativen olfaktori-
schen Lernen aufweisen. Diese 14-3-3¢-Proteine phosphorylieren RAF-1 im MAPK-
(mitogen activated protein kinase) Signalweg (Skoulakis & Davis, 1996). Auch Homer
wird vermutlich von der MAPK hoch reguliert und benétigt die Aktivitat des Transkrip-
tionsfaktors CREB (Miyashita et al., 2012). In kultivierten cerebellaren Zellen wird die
mRNA von Homer1a Uber die MAPK (mitogen activated protein kinase) hoch reguliert
(Sato et al., 2001). Diese Kinase und ihre regulatorischen Mechanismen konnten in

Zukunft auf eine Rolle beim KorpergroRengedachtnis untersucht werden.
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Abbildung 40: Modell der am KoérpergroBengedachtnis beteiligten Signalwege

Die Abgabe eines erregenden Neurotransmitters an der Synapse depolarisiert ein laterales
PB-Neuron und fiihrt zu einem Ca?*-Einstrom durch spannungsabhangige Kalziumkanale.
Ca?*-CaM stimuliert entweder die Ras-G-Proteinfamilie oder die rut-Adenylylzyclase, welche
Uber G-Proteine doppelt reguliert sein kdnnen. Die AC bewirkt eine Akkumulierung von cAMP.
Die PDES8 oder die PDE9 bauen cAMP wieder ab. Dieser sekundare Botenstoff fuhrt zu einer
Aktivierung von PKA, die direkt lonenkanale oder den Transkriptionsfaktor CREB phosphory-
lieren kann. Allerdings sind cAMP und PKA zusatzlich in der Lage via Rap1 die sequentielle
Phosphorylierung von Raf, MEK und MAPK einzuleiten. Die aktivierte MAPK hat viele ver-
schiedene Ziele, wie z.B. Transkriptionsfaktoren (TFs), Cytoskelettelemente (Cyto), lonenka-
nale und Zelladhasionsmolekule (CAMs). Die 14-3-3-¢-Proteine aktivieren sowohl Raf, als
auch die Proteinkinase C (PKC), welche wiederum CREB phosphoryliert. Proteinexpressionen
wie z.B. von HOMER flhren letztendlich Uber strukturelle Veranderungen zu einem LTM. Die
farbig dargestellten Proteine spielen eine Rolle bei der Formierung eines Kdrpergrolenge-
dachtnisses in lateralen PB-Neuronen. Die weiteren Proteine missten in Zukunft daraufhin
untersucht werden (verandert nach Impey et al., 1999).
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4.6 Ein Modell fur Korperreichweitenlernen

Die zusammengefuhrten Erkenntnisse resultierten in einem Modell, welches die mog-
liche Verschaltung zwischen lateralen PB-Neuronen und kolumnaren PFN-Neuronen
darstellt, um ein Kérperreichweitenlernen und alle experimentellen Befunde dieser Ar-
beit zu erklaren (Abbildung 41). Kolumnar bedeutet flir das Modell, dass ein solches
Neuron 16-mal vorkommt und in einer retinotopen Reprasentation jeweils einen Teil
des Azimutbreiches des Sehfeldes der Fliege abdecken soll. Auf ein laterales PB-Neu-
ron wirkt die Efferenzkopie des Vorwartslaufens erregend. Ansonsten kdnnte nicht zwi-
schen der Umweltbewegung und einer Parallaxe aus Eigenbewegung differenziert
werden. An dem G-Protein-Komplex wird GDP durch GTP ersetzt, was die G-Unterein-
heiten sich abspalten lasst. Die Gas-Untereinheit aktiviert wiederum die Adenylylzyk-
lase, welche cAMP generiert (Pierce et al., 2002). Dieser Anstieg an cAMP bewirkt
letztendlich die Aktivierung von PKA und somit die Phosphorylierung von CREB. Ein
weiteres Neuron reprasentiert die Parallaxenbewegung, die erregend auf das laterale
PB-Neuron wirkt, jedoch zu einer Hemmung der AC in einem PFN-Neuron flhrt, da
dieses Gao-Rezeptoren besitzt. Dieses PFN-Neuron 16st im naiven Zustand einer
Fliege noch UbermaRiges Klettern aus. Bei dem visuellen Training bewirken die Effe-
renzkopie des Laufbefehls und die aus Strukturen in der Umgebung auf dem Auge
generierten Parallaxenbewegungen eine Verstarkung der synaptischen Verbindung
zwischen lateralem PB-Neuron und kolumnaren PFN-Neuron. Die groferen Fliegen
erzeugen wegen ihrer langeren Beine und Schritte mehr Parallaxenbewegung als die
kleinen Fliegen bei derselben Schrittanzahl. Deswegen wird die synaptische Verbin-
dung zwischen dem lateralen PB-Neuron und dem kolumnaren PFN-Neuron bei den
grolien Fliegen noch massiver verstarkt. Die gleichzeitige Hemmung der AC in dem
PFN-Neuron fuhrt sowohl in gro3en-, als auch in kleinen Individuen zu einer Abschwa-
chung der synaptischen Verbindung, die das Klettern auslést. Wenn anschlie3end eine
trainierte kleine Fliege an eine sehr breite Licke kommt, reicht die Parallaxenbewe-
gung, die von der Lucke ausgeht, nicht mehr aus, um das Klettern auszulésen. Wegen
der erfolgten Verstarkung der synaptischen Verbindung zwischen lateralem PB-Neu-
ron und kolumnaren PFN-Neuron, reicht bei einer trainierten grof3en Fliege dagegen
die Parallaxenbewegung, die von derselben Licke ausgeht, jedoch aus, um das Klet-
tern auszulésen. Bei einer kleineren Licke befindet sich die gegentberliegende Kante
weniger weit von der Fliege entfernt. Je naher sich ein Objekt an dem Individuum be-

findet, desto mehr Parallaxenbewegung |0st es bei einer Bewegung des Tieres aus.
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Die gegenuberliegende Seitenwand einer kleinen Licke bewirkt somit mehr Paralla-
xenbewegung auf der Retina als die einer grof3eren Spalte. Wahrend des Lernprozes-
ses beim Laufen in strukturierter Umgebung erfolgt eine sehr gute erste Eichung, ab
welcher Parallaxenmenge sich ein Kletterversuch lohnt. Diese Eichung wird durch mo-

torisches Lernen spater ausgescharft.
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Abbildung 41: Modell des Korperreichweitenlernens

Eine hypothetische Verschaltung zwischen einem lateralen Protocerebralbrickenneuron
(PB/LN) und einem kolumnaren Neuron (eines von 16 gezeigt), welches die PB, den FB und
die No verbindet (PFN). Das schwarze Neuron vermittelt Gber eine erregende Synapse die
Efferenzkopie des Laufens. Die Gas-Untereinheit flihrt im PB/LN letztendlich zu hohen Men-
gen an CREB. Das dunkelgraue, kolumnare und damit 16-mal vorkommende Neuron vermittelt
die Parallaxenbewegung in einem bestimmten, retinotop organisierten Azimutbereich. Je mehr
Parallaxe generiert wird, desto mehr Aktionspotentiale werden weitergeleitet. Die Dicke der
Synapse stellt die Starke der synaptischen Verbindung dar. Das anfangliche UbermaRige Klet-
tern im naiven Zustand wird im PFN-Neuron durch die Gao-Hemmung der AC abgeschwacht.
Wegen der massiven Verstarkung der synaptischen Verbindung zwischen PB/LN und PFN,
reicht bei einer trainierten gro3en Fliege die Parallaxe aus, die von einer sehr breiten Liicke
ausgeht, um das Klettern auszulésen, nicht jedoch bei einer kleinen Fliege.
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4.7 Das motorische Lernen

Selbst gekopfte Schaben sind in der Lage, die Beinposition assoziativ zu verandern.
Die prothorakalen Beine kdnnen zur Beugung in einem schmalen Winkelbereich trai-
niert werden, wenn so ein Elektroschock vermieden werden kann. Elektrophysiologi-
sche Ableitungen stellten die relevanten peripheren Motorneurone und die Interneu-
rone zu den posterioren Ganglien dar (Eisenstein & Carlson, 1994). Mittels Drehmo-
mentmessungen im Flugsimulator konnte gezeigt werden, dass Drosophila senso-mo-
torisch konditioniert werden kann. Wahrend der Trainingsphase wurde die Fliege mit
einem Hitzestrahl bestraft, wann immer sie in eine bestimmte Richtung flog. Daraufhin
passte sie ihr Giermoment beim Fliegen an, um die Bestrafung zu verhindern. Die Ver-
meidungsreaktion hielt noch einige Zeit an, selbst wenn keine Hitze mehr appliziert
wurde (Wolf et al., 1998). Die Verbesserungen durch wiederholtes Luckenklettern er-
fordern jedoch eine komplexere Form des motorischen Lernens, da keine offensichtli-
che Belohnung oder Bestrafung stattfindet. Der Erwerb von motorischen Fahigkeiten
beruht auf der Modifikation und dem Zusammenspiel der Muskelkoordination, um ei-
nen effektiven Bewegungsablauf zu generieren. Im motorischen Cortex von Ratten
bewirkt wiederholtes motorisches Training eine Langzeitpotenzierung (LTP), eine Ver-
starkung des synaptischen Ausgangs und ggf. einen Anstieg der Synapsenanzahl pro
Neuron und verstarkt den synaptischen Ausgang. Auf diese Weise wird die Topografie
der motorischen Reprasentation im Cortex verandert (Monfils et al., 2005). Schon in
den 1970er Jahren wurde eine Hypothese aufgestellt, die heute als Marr-Albus-Theo-
rie des motorischen Lernens bezeichnet wird. Diese geht davon aus, dass in der Klein-
hirnrinde die Kletterfasern Fehlersignale Ubertragen, die generiert werden, wenn eine
Bewegung nicht den Erwartungen entspricht. Aufgrund von Anpassungen der Effizienz
der Eingange von den Parallelfasern auf die Purkinje-Zellen erfolgen Korrekturen
(Marr, 1969; Albus, 1971). Die Plastizitat der Synapsen zwischen Parallelfasern und
Purkinje-Zellen wurde Uberpruft, indem kleine elektrische Impulse gleichzeitig in die
Kletterfaser und in die Parallelfaser stimuliert wurden. Im Anschluss an diese gekop-
pelte Reizung 16st die Aktivierung der Parallelfaser alleine ein geringeres Exzitatori-
sches Postsynaptisches Potential (EPSP) in den Purkinje-Zellen aus. Diese Art der
Modifikation dauert mindesten eine Stunde an und wird als Langzeitdepression (LTD)
bezeichnet (Ito, 2000). Diese Abnahme der postsynaptischen Reaktion resultiert auf
Glutamat, das von den Parallelfasern freigesetzt wird. Der Glutamatrezeptor, welcher
die exzitatorische Ubertragung an dieser Synapse vermittelt, wird als AMPA-Rezeptor
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bezeichnet. Sie werden nach der Induktion der LTD von der postsynaptischen Zell-
membran zurickgezogen, wodurch die Antwort weniger empfindlich auf Glutamat aus-
fallt (Bear et al., 2009). Das einzige Beispiel bei Insekten fir die Verbesserung moto-
rischer Fahigkeiten, welches publiziert worden ist, beschreibt Hummeln beim Sammeln
von Pollen. Deren Kollektionsrate steigert sich kontinuierlich wahrend der wiederholten
Blumenanflige. AuRerdem lernen sie die Effizienz einer Pollenbeladung zu verbessern
(Raine & Chittka, 2007).

Das motorische Lernen beim Uberwinden von Liicken konnte sowonhl fiir die Kurz-, als
auch fir die Langzeitkomponente in PFN-Neurone kartiert werden. Der lernmutante
Phéanotyp von rut?989 wurde mit den Treiberlinien 007Y- und R73D06-GAL4 gerettet
(Abbildung 37). Die Steigerung der Uberquerungsrate zu einem Kurzzeitgedachtnis
war mittels verschiedener Treiberlinien bei den partiellen Rettungen maoglich. Davon
exprimieren einige in lateralen Neuronen der PB und andere in diversen Pilzkorper-
komponenten (Tabelle 4). Bei diesen nicht eindeutigen Ergebnissen besteht die Mog-
lichkeit, dass unterschiedliche Strategien gerettet wurden, die letztendlich zu einer
Steigerung der Uberquerungsrate fihrten. Es wére z.B. denkbar, dass die Kérperpo-
sition und ihre Verbesserung in der PB, die Klettermotivation dagegen im Pilzkdrper
reprasentiert seien. Bis zu diesem Zeitpunkt ist noch nicht geklart, warum mb247-
GAL4 als einzige der verwendeten Pilzkorperlinien beide Gedachtniskomponenten ge-
rettet hat. Es kdnnte allerdings sein, dass die publizierte mcD8::GFP-Expression (Aso
et al., 2009) nicht hundertprozentig die von rut wiederspiegelt. Das Expressionsmuster,
welches in der Immunhistologie entsteht, hangt sehr stark von den verwendeten Re-
portern und Antikdrpern ab. Bei der Verwendung von tau-GFP als Reporter im Muster
von mb247-GAL4 stellten sich zusatzliche Expressionen im EB, FB und in den Noduli
dar (Poeck et al., 2008). Es existiert leider kein spezifischer rut-Antikdrper, der die
Expression von rut selbst immunhistologisch darstellen konnte, um die Frage zu be-
antworten, ob UAS-rut getrieben mit mb247-GAL4 in PFN-Neuronen exprimiert wird.
Auf diese Weise ware das motorische Langzeitgedachtnis eingegrenzt auf diese Neu-
ronengruppe kartiert. In zukinftigen Projekten kdnnte auch ein Reportergen an ein rut-
Konstrukt geheftet werden, welches mit binaren Systemen ektopisch zu exprimieren
ware.

Des Weiteren stellte sich die Frage, welche Details des Bewegungsablaufs beim Klet-
tern sich verbesserten und in einer gesteigerten Uberquerungsrate resultierten. Des-
wegen wurden Fliegen auf einer linearen Kletterschiene trainiert und dabei mit einer

Hochgeschwindigkeitskamera aufgezeichnet. Die Schiene brachte im Vergleich zum
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Ring den Vorteil, dass die frei beweglichen Tiere wie auf einem Laufband stets im
Fokus der stationaren Kamera gehalten wurden. Die Videoauswertung brachte drei
Komponenten zum Vorschein, welche sich kurzzeitig sowie langzeitig veranderten
(Abbildung 38). Der Winkel der Korperposition wurde spitzer und die Abstande des
Abdomens zur Luckenkante und zwischen den Beinpaaren verringerten sich. Diese
Module hangen letztendlich miteinander zusammen, um die optimale Position Uber der
Licke zu erlangen. Taufliegen sind auch in der Lage, ihren Bewegungsablauf an Ver-
letzungen anzupassen. Sie konnten den anfanglich geringeren Uberquerungserfolg,
der aus einer Tarsussegment-Amputation resultierte, beim Test am Folgetag kompen-
sieren. Uberraschenderweise waren sie sogar wieder so erfolgreich wie ihre intakten
Artgenossen (Abbildung 39). In der detaillierten Hochgeschwindigkeitsanalyse fiel ein
Strategiewechsel auf. Die Fliege versuchte das beim Klettern abrutschende verletzte
Mittelbein am Folgetag nicht mehr zu belasten und legte es auf der gegenuberliegen-
den Lickenkante ab. Es scheint, dass diese kleinen Insekten zur Adaptation an ihren
Korperzustand befahigt sind und somit ihr Nervensystem eine zumindest einfache Re-

prasentation des Korpers vorhalt.

Tabelle 4: Ubersicht der partiellen Rettungen beim motorischen Lernen:

Die Weibchen der rut?°®%; UAS-rut*-Linie wurden mit verschiedenen GAL4-Treibermannchen
gekreuzt, welche im Pilzkorper oder in der PB-Region exprimieren. Die Einteilung der Expres-
sionsregion im Pilzkérper erfolgte nach (Aso et al., 2009). Die Loben werden noch spezifischer
unterteilt in die Bereiche ¢ (core), s (surface), p (posterior), a (anterior), m (middle) und d (dor-
sal). Die Einteilung der PB erfolgte nach den immunhistologischen Farbungen (Abbildung 24-
Abbildung 26). Die Sterne beziehen sich auf eine signifikante Steigerung im Vergleich zum
naiven Lauf. Ansonsten hat keine Steigerung stattgefunden. Die STM-Komponente setzt sich
aus der jeweils hdheren Uberquerungsrate im zweiten oder dritten Lauf des Individuums zu-
sammen (Abbildung 37).
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Linien, die im Pilzkérper exprimieren

zZweiter dritter STM LTM Region
c739 keine keine keine keine of (c.s.p.)
c305a keine keine keine keine o'B'(a.m.p.) EB
H24 keine keine * keine v (main, d.) FB, EB
201Y keine *x *okk keine of (c.) y (main)
mb247 wokx * wokk *okk of (c.s.p.) y (main, d)
c309 keine keine keine keine of (c.s.p.) y (main, d)
0K107 o keine ook keine |af a'B'y (uberall)
Linien, die in der Protocerebralbriicke exprimieren
007Y keine keine *okx *okx PFN, EB, Ca
210Y keine keine * keine PB lateral, FB, Ca; pi
R55G08 keine keine wk keine PB lateral
R65A06 * no *kx keine PB lateral, PFN
R73D06 * * *kk *% PEN
4.8 Ausblicke

Im Zeitraum dieser Dissertation entstanden hoch-spezifische GAL4-Linien, mit denen

in einzelnen Neuronen exprimierten werden kann (Wolff et al., 2014). Wenn mit diesen

nun rut’- und dnc’-Rettungen durchgefiihrt werden, kann eine exakte Kartierung des

KorpergroRengedachtnisses durchgefuhrt werden. Auf diese Weise ist die Frage zu

beantworten, in welchen lateralen PB-Neuronen rut bendtigt wird und in welchen der

drei PFN-Systeme dnc notwendig ist. AuRerdem liegt die Vermutung nahe, dass ein

lebenslanges Korpergroflengedachtnis durch epigenetische Mechanismen konsoli-

diert wird, die zu permanenten Veranderungen in der Expression von CREB-Zielgenen

fuhren. Im Moment lauft in der Arbeitsgruppe von Roland Straul} ein Projekt, in dem

solche moglichen Kandidaten mittels RNAI in lateralen PB-Neuronen reguliert werden.
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5. Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Dissertation wird ein KérpergréRengedachtnis untersucht. Es wird
dargestellt, wie diese Information Uber die Reichweite der Fliege beim Lickenklettern
unter kotrollierten Umweltbedingungen erworben und prozessiert wird. Zusatzlich wird
geklart, welche biochemischen Signale bendtigt werden, um daraus ein lang anhalten-
des Gedachtnis zu formen. Adulte Fliegen sind in der Lage, ihre Kdrperreichweite zu
lernen. Naive Fliegen, die in der Dunkelheit gehalten wurden, versuchen erfolglos, zu
breite Lucken zu uUberqueren, wahrend visuell erfahrene Fliegen die Kletterversuche
an ihre Korpergréflle anpassen. Erfahrene kleine Fliegen scheinen Kenntnis ihres
Nachteils zu haben. Sie kehren an Liickenbreiten um, welche ihre groReren Artgenos-
sen durchaus noch versuchen. Die Taufliegen lernen die grolienabhangige Reichweite
uber die visuelle Ruckmeldung wahrend des Laufens (aus Parallaxenbewegung). Da-
bei reichen 15 min in strukturierter, heller Umgebung aus. Es gibt keinen festgelegten
Beginn der sensiblen Phase. Nach 2 h ist das Gedachtnis jedoch konsolidiert und kann
durch Stress nicht mehr zerstort oder durch sensorische Eingange verandert werden.
Dunkel aufgezogene Fliegen wurden ausgewahlten Streifenmustern mit spezifischen
Raumfrequenzen ausgesetzt. Nur die Insekten, welche mit einem als ,,optimal“ klassi-
fizierten Muster visuell stimuliert wurden, sind in der Lage, die Kérperreichweite einzu-
schatzen, indem die durchschnittliche Schrittlange in Verbindung mit der visuellen
Wahrnehmung gebracht wird. Uberraschenderweise ist es sogar mittels partieller
Kompensation der Parallaxen mdglich, naive Fliegen so zu trainieren, dass sie sich
wie kleinere Exemplare verhalten. Da die Experimente ein Erlernen der Korperreich-
weite vermuten lassen, wurden lernmutante Stamme beim Lickenlberwinden getes-
tet. Sowohl die Ergebnisse von rut’- und dnc’-Mutanten, als auch das defizitare Klet-
tern von oc’-Fliegen lieR eine Beteiligung der cAMP-abhangigen Lernkaskade in der
Protocerebralbriicke (PB) vermuten. Rettungsexperimente der rut’- und dnc’-Hinter-
grunde kartierten das Gedachtnis in unterschiedliche Neuronengruppen der PB, wel-
che auch fir die visuelle Ausrichtung des Kletterns bendtigt werden. Erstaunlicher-
weise haben laterale lokale PB-Neurone und PFN-Neurone (Projektion von der PB
Uber den facherférmigen Korper zu den Noduli) verschiedene Erfordernisse flir cAMP-
Signale. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass hohe Mengen an
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cAMP/PKA-Signalen in den latero-lateralen Elementen der PB bendtigt werden, wah-
rend kolumnare PFN-Neurone geringe oder keine Mengen an cAMP/PKA erfordern.
Das Korperreichweitengedachtnis ist vermutlich das am langsten andauernde Ge-
dachtnis in Drosophila. Wenn es erst einmal konsolidiert ist halt es langer als drei Wo-
chen.

Aulerdem kann die Fruchtliege Drosophila melanogaster trainiert werden, die kom-
plexe motorische Aufgabe des Lickenkletterns zu optimieren. Die trainierten Fliegen
werden erfolgreicher und schneller beim Uberqueren von Liicken, welche groRer sind
als sie selbst. Dabei existiert eine Kurzeitkomponente (STM), die 40 min nach dem
ersten Training anhalt. Nach weiteren vier Trainingsdurchlaufen im Abstand von 20
min wird ein Langzeitgedachtnis (LTM) zum Folgetag geformt. Analysen mit Mutati-
onslinien wiesen eine Beteiligung der cAMP-abhangigen Lernkaskade an dieser Ge-
dachtnisform auf. Rettungsexperimente des rut?989-Hintergrunds kartierten sowohl das
STM, als auch das LTM in PFN-Neuronen. Das STM kann aber ebenso in den alpha-
und beta- Loben der Pilzkorper gerettet werden.

Letztendlich sind wildtypische Fliegen sogar in der Lage, sich an einen Verlust eines
Mittelbeintarsuses und dem einhergehenden Fehlen des Adhasionsorgans am
Tarsusende anzupassen. Das Klettern wird zwar sofort schlechter, erholt sich aber bis
zum Folgetag wieder auf ein normales Niveau. Dieser neue Zustand erfordert ein Ge-
dachtnis fur die physischen Moéglichkeiten, die nur durch plastische Veranderungen im

Nervensystem des Insekts erreicht werden kdnnen.

5.2 Summary of the Results

In this PhD-thesis a body-size memory in Drosophila is analyzed. It is described how
the information on the reach of the fly in gap crossing is retrieved from the environment
and processed under controlled experimental conditions and which biochemical path-
ways are required to establish a long-lasting memory. Adult flies learn their reach after
hatching, because visually naive flies try to unsuccessfully overcome insurmountable
gaps, whereas visually experienced flies abandon climbing attempts depending on
their body size. Experienced small flies know about their disadvantage, because they
turn back at gaps, which their larger siblings still attempt to climb. The fruit flies learn
the individual reach by the visual feedback (parallax motion) produced during walking.
15 min of walking in a structured, illuminated environment are sufficient. There is no

fix start of a sensible phase, but 2 h after learning the memory is consolidated and
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cannot be erased by stress nor altered by sensory input. Dark-reared flies were ex-
posed to defined environments with dark and bright stripes of selected pattern wave
lengths. Just the flies, which were stimulated with a pattern defined as “optimal”, were
able to estimate distance and body reach by connecting the visual input with their av-
eraged step size. Surprisingly, it is also possible, via partial compensation of the par-
allax motion, to train naive flies such that they take decisions like smaller ones. Be-
cause the experiments suggested that the knowledge about body reach is gained
through learning, mutants impaired in learning and memory formation were tested in
gap-crossing. The results on rut'- and dnc'-mutants together with the impaired climb-
ing behavior of oc'-flies, suggested that a regulated cAMP signaling cascade is re-
quired in the protocerebral bridge (PB). Rescue experiments of rut’- and dnc’-mutant
flies mapped on different subsets of PB-neurons, which are required also for visual
targeting of the gap. Surprisingly, lateral local neurons of the PB and PFN-neurons
(projecting from the PB to the fan-shaped body and the noduli) had opposing require-
ments for cAMP signaling. Together these experiments suggest that latero-lateral ele-
ments of the PB require elevated levels of cAMP/PKA signalling, which then lead to
activation of the transcription factor dCREB, to establish a long-lasting memory of body
reach in flies. In contrast, columnar PB neurons depend on reduced or inactive
cAMP/PKA signalling to have this effect. The body-reach memory is assumed to be
the longest in Drosophila, because once it is consolidated, it lasts for more than three
weeks.

In addition to the size memory the fruit fly Drosophila melanogaster can also improve
the complex motor task of crossing gaps by training. Trained flies get more successful
and faster in climbing over chasms wider than their own body size. A short-term
memory (STM) component is identified, which is effective until 40 min after training.
After four consecutive training sessions of 1 min interspaced with 20 min pauses on
day one a long-term memory can form. Mutational analysis suggests that the cAMP
biochemical cascade of learning is required to establish this memory. Rescue experi-
ments of rut2°80-mutant flies map to PFN-neurons for both memory parts. Just the STM
can also be rescued in alpha and beta lobes of the mushroom bodies.

Last not least wild type flies can adapt to the loss of one tarsus and the adhesive organ
at the tip of the leg on one of their middle legs. Climbing over chasms of the severed
flies is impaired initially, but the success rate gets back to normal on the following day.
This new state implies existence of a memory for physical abilities which can only be

formed by plastic changes in the nervous system of the insect.
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7. Anhang
7.1 Statistische Auswertung der Ergebnisse

7.1.1 CS-Mannchen an Liickenbreiten von 2,0- 6,0 mm

Tabelle 5: Statistische Auswertung der Abbildung 11a.

Die Fraktionen erfolgloser Versuche der CS-Mannchen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-,
Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten wur-
den mit dem Student'schen t-Test verglichen. Wenn eine der beiden Stichproben nicht para-
metrisch verteilt war, wurde der Mann-Whitney U-Test angewendet. N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.

Vergleich der kleinen und grof3en Fliegen an unterschiedlichen Llckenbreiten
Student'scher t-Test fiir unabhangige Stichproben der erfolglosen Versuche

Liickenbreite  |N/n t F p Signifikanz
4,0 mm 15/10 2,070901 1,306122 0,047700 *
Mann-W hitney U-Test fiir unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche

Gap size N/n U Z p Signifikanz
2,0 mm 15/10 112,500000 0,000000 1,000000 n.s.
2,5mm 15/10 105,000000 -0,311086 0,774840 n.s.
3,0 mm 15/10 36,500000 -3,152330 0,000997 o
3,5mm 15/10 17,000000 -3,961160 0,000016 o
4,5mm 15/10 54,000000 2,426467 0,014519 *
5,0 mm 15/10 95,000000 0,725866 0,486365 n.s.
55 mm 15/10 61,000000 2,136120 0,032944 *
6,0 mm 15/10 105,000000 -0,311086 0,774840 n.s.

7.1.2 ocelliless’-Mannchen an Liickenbreiten von 2,0- 6,0 mm

Tabelle 6: Statistische Auswertung der Abbildung 12a.

Die Fraktionen erfolgloser Versuche der oc’-Mannchen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-,
Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten wur-
den mit dem Student'schen t-Test verglichen. Wenn eine der beiden Stichproben nicht para-
metrisch verteilt war, wurde der Mann-Whitney U-Test angewendet. N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.
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Vergleich der kleinen und grolen Fliegen an unterschiedlichen Liickenbreiten
Student'scher t-Test fir unabhangige Stichproben der erfolglosen Versuche

Lickenbreite  |N/n t F p Signifikanz
2,5mm 15/10 -1,012020 1,544615 0,320195 n.s.
3,5mm 15/10 -1,601401 1,860963 0,120512 n.s.
4,5mm 15/10 -2,060691 2,322835 0,048732 *
5,0 mm 15/10 0,102598 2,292079 0,919013 n.s.
5,5 mm 15/10 -0,893639 1,017045 0,379132 n.s.
6,0 mm 15/10 -2,436078 2,542857 0,021465 *
Mann-Whitney U-Test fiir unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche

Lickenbreite  |N/n 9 Z p Signifikanz
2,0 mm 15710 102,5000 0,414781 0,682674 n.s.
3,0 mm 15/10 102,5000 0,414781 0,682674 n.s.
4,0 mm 15/10 111,5000 0,041478 0,967417 n.s.

7.1.3 rutabaga’-Mannchen an Liickenbreiten von 2,0- 6,0 mm

Tabelle 7: Statistische Auswertung der Abbildung 14a.

Die Fraktionen erfolgloser Versuche der rut’-Mannchen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-
, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten wur-
den mit dem Student'schen t-Test verglichen. Wenn eine der beiden Stichproben nicht para-
metrisch verteilt war, wurde der Mann-Whitney U-Test angewendet. N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.

Vergleich der kleinen und grof3en Fliegen an unterschiedlichen Lickenbreiten
Student'scher t-Test fiir unabhangige Stichproben der erfolglosen Versuche

Lickenbreite  |N/n t F p Signifikanz
5,0 mm 15/10 0,812826 1,553785 0,423175 n.s.
5,5 mm 15/10 -2,038886 1,133508 0,051003 n.s.
Mann-W hitney U-Test fiir unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche

Lickenbreite  |N/n U Z p Signifikanz
2,0 mm 15/10 112,500000 0,000000 1,000000 n.s.
2,5mm 15/10 99,000000 -0,559954 0,594884 n.s.
3,0 mm 15/10 34,500000 -3,235289 0,000696 *hk
3,5mm 15/10 11,000000 -4,210024 0,000003 *hk
4,0 mm 15/10 90,000000 -0,933257 0,366875 n.s.
4,5mm 15/10 106,500000 -0,248868 0,806334 n.s.

6,0 mm 15/10 111,000000 -0,062217 0,967417 n.s.
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7.1.4 dunce’-Mannchen an Liickenbreiten von 2,0- 6,0 mm

Tabelle 8: Statistische Auswertung der Abbildung 15a.

Die Fraktionen erfolgloser Versuche der dnc’-Mannchen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-
, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten wur-
den mit dem Student'schen t-Test verglichen. Wenn eine der beiden Stichproben nicht para-
metrisch verteilt war, wurde der Mann-Whitney U-Test angewendet. N: Anzahl der Fliegen; n:

Anzahl der Anlaufe.

Vergleich der kleinen und grof3en Fliegen an unterschiedlichen Lickenbreiten

Mann-Whitney U-Test fiir unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche

Lickenbreite  |N/n 9] Z P Signifikanz
2,0 mm 15/10 97,500000 -0,622171 0,539299 n.s.
2,5mm 15/10 105,000000 -0,311086 0,774840 n.s.
3,0 mm 15/10 23,000000 -3,712287 0,000071 wxx
3,5mm 15/10 0,000000 -4,666283 0,000000 wx
4,0 mm 15/10 54,500000 2,405728 0,014519 *
4,5mm 15/10 50,000000 2,592379 0,008642 *
5,0 mm 15710 70,500000 1,742079 0,081429 n.s.
55 mm 15/10 110,500000 -0,082956 0,934887 n.s.
6,0 mm 15/10 65,500000 1,949469 0,050222 n.s.

7.1.5 Die erfolglosen Versuche dunkel aufgezogener CS-Fliegen

Tabelle 9: Statistische Auswertung der Abbildung 16.

Die Fraktionen der Kletterversuche von CS-Mannchen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-,
Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten wur-
den mit dem Student'schen t-Test verglichen. Wenn eine der beiden Stichproben nicht para-
metrisch verteilt war, wurde der Mann-Whitney U-Test angewendet. N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.

Vergleich der dunkel aufgezogenen CS-Fliegen

Student'scher t-Test fur zwei abhangige Stichproben der erfolglosen Versuche

Variablen N/n t p Signifikanz

24h dunkel @ 50 mm  |30/10 3,869328 0,000570 o

Student'scher t-Test fir zwei unabhangige Stichproben der erfolglosen Versuche
Variablen N/n t F p Signifikanz
24h dunkel & @ 3,5 mm |30/ 10 4,398401 1,143855 0,000047 *kk
@35mm&@5,0mm |30/10 -0,820757 1,221322 0,415146 n.s.
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Mann-Whitney U-Test flr unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche

Gruppen N/n U Z p Signifikanz
14h/10h & 24h dunkel |30/ 10 33,000000f -6,165105 0,000000 *okk
14h/10h & @ 5,0 mm  |30/10 78,000000f -5,499806 0,000000 *okk
14h/10h & @ 3,5mm  |30/10 133,000000] -4,686663 0,000001 hx
Student'scher t-Test fiir zwei unabhangige Stichproben der erfolgreichen Uberquerungen
Variablen N/n t F p Signifikanz
14h/10h & 24h dunkel [15/10 0,609994 1,016750 0,546785 n.s.

7.1.6 Die GroReneinschatzung durch visuelle Erfahrungen

Tabelle 10: Statistische Auswertung der Abbildung 17a.

Die Fraktionen der Kletterversuche von isolierten CS-Mannchen wurden mittels Kolmogorov-
Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht paramet-
risch verteilten Stichproben wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller
Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der

unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Kruskal-Wallis post-hoc-Vergleich: H ( 3, N= 120) = 41,41480 p = 0,0000
Zuchtglas = Streifen Kontakt Isolation
R 34,233 51,267 69,000 87,500
N/n
30/10 Zuchtglas
30/10 Streifen 0,347365
1,896499
30/10 Kontakt 0,000651  0,289992
3,870936  1,974437
30/10 Isolation 0,000000 0,000329 0,236507
5,930734 4,034235 2,059798

Tabelle 11: Statistische Auswertung der Abbildung 17b.

Die Fraktionen der Kletterversuche von dunkel aufgezogenen CS-Mannchen wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die
nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem Mann-Whitney U-Test verglichen.

N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Mann-Whitney U-Test flr unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche
Gruppen N/n U z p Signifikanz
Optimal & Null 15/10 | 13,0000000| -4,127068| 0,000005| ***
Optimal & Rickwarts [15/ 10 12,0000000| -4,168546| 0,000004 e
Optimal & Keine 15/10 | 13,5000000| -4,106329] 0,000005 i
Null & Rickwarts 15/10 | 106,5000000f 0,248868| 0,806334 n.s.
Null & Keine 15/10 | 98,5000000f 0,580693| 0,566774 n.s.
Ruckwarts & Keine [15/10 | 104,0000000] 0,352564| 0,743702 n.s.
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Tabelle 12: Statistische Auswertung der

Abbildung 18a.

Die Fraktionen der Kletterversuche von dunkel aufgezogenen CS-Mannchen wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die
nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren
Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-
Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Kruskal-Wallis post-hoc-Vergleich: H ( 3, N= 60) = 17,36697 p = 0,0006
ohne direkte nach2h  direktes
Stérung Kalte Schutteln
R 24,367 29,700 22,233 45,700
N/n
15/10 ohne
Storung
15/10 direkte 1,000000
Kalte 0,836333
15/10 nach 2 h 1,000000 1,000000
Schutteln ~ 0,334533  1,170867
15/10 direktes 0,004931 0,072644 0,001400
Schitteln = 3,345334 2,509000 3,679867

Tabelle 13: Statistische Auswertung der

Abbildung 18b.

Die Fraktionen der Kletterversuche von dunkel aufgezogenen CS-Mannchen wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Nor-
mal verteilte Daten wurden mit dem Student'schen t-Test verglichen. Die nicht parametrisch
verteilte Stichprobe der umgelernten Fliegen wurde mit dem Wilcoxon-Test verglichen. N: An-
zahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Gepaarter Wilcoxon-Test fir zwei abhangige Stichproben der erfolglosen Versuche
Variablen N/n T Z p Signifikanz
Kompensation & Umlernen [16/10 | 27,000000] 0,941357] 0,346522 n.s.
Student'scher t-Test fur zwei unabhangige Stichproben der erfolglosen Versuche

Variablen N/n t F p Signifikanz
Stationar & Kompensation |16/10| 4,170039] 1,090113| 0,000239 e
Stationar & keine Stimulation|16/10 | -3,411976| 1,756048| 0,001920 i

Tabelle 14: Statistische Auswertung der Abbildung 19

Die Fraktionen der erfolglosen Kletterversuche von CS-Mannchen, die einer unterschiedlichen
Dauer an Beleuchtungsbedingungen ausgesetzt waren, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-
, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch ver-
teilten Stichproben wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Rénge aller Gruppen
post-hoc verglichen. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z- Werte in der unteren
Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe. Die altersunterschiedlichen Fliegen wur-
den alternierend an der 3,5 mm breiten Licke beobachtet, weswegen der Mann Whitney U-
Test verwendet wurde.
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Kruskal-Wallis post-hoc-Vergleich: H ( 3, N= 60) = 35,82068 p = 0,0000

3d 3d 1d Licht 22
Licht dunkel  21d dunkel  dunkel
R 17,533 44,900 17,533 42,033
N/n
15/10 3d
Licht
15/10 3d 0,000107
dunkel 4,291436
15/10 1d Licht 1,000000 0,000107
21d dunkel  0,000000 4,291436
15/10 22 0,000732 1,000000 0,000732
dunkel 3,841907 0,449529 3,841907

Mann-Whitney U-Test fiir unabhéngige Gruppen der Uberquerungen an 3,5 mm

Gruppen

N/n

U

Z P

Signifikanz

3d- & 22d dunkel

15/10

86,500000

1,078430] 0,285441

n.s.

7.1.7 Die Auswirkungen zweier rutabaga Allele

Tabelle 15: Statistische Auswertung der Abbildung 20.
Die Fraktionen der Kletterversuche von weiblichen Fliegen wurden mittels Kolmogorov-Smir-
nov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten
wurden mit dem Student‘schen t-Test verglichen. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben
wurden mit dem Mann- Whitney U-Test verglichen. N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der An-

lAufe.

Student'scher t-Test unabhangiger Variablen erfolgloser Versuche an 4,5 mm
Variablen N/n t F p Signifikanz
rut’ & rut?°%° 10/10 2,612965| 1,562249| 0,017612 *

rut” & rut?®° frut” (10710 -0,703856| 1,467925 0,490529| n.s.
rut?°%° & rut?° 1 rut"10 /10 -2,117189| 1,064257| 0,048429 *

Mann-Whitney U-Test unabhangiger Gruppen erfolgloser Versuche an 5,0 mm
Gruppen N/n U Z p Signifikanz
CS & rut! 10/10 7,000000] 3,250494| 0,000487|  ***
CS & rut?%8° 10/10 41,500000| -0,642540| 0,528849] n.s.
CS & rut®®® /rut’  [10/10 13,000000| 2,796937| 0,003886 x>

Student'scher t-Test u

nabhangiger Variablen erfolgloser Versuche an 5,0 mm

Variablen N/n t F p Signifikanz
rut” & rut?°8° 10/10 5,884340| 2,038674| 0,000014|  ***
rut” & rut®®® frut” |10/10 -1,847929| 1,647321| 0,081113] ns.
rut®*®® & rut*®® | rut’10/ 10 -4,621207| 1,237569| 0,000212]  *xx
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Mann-Whitney U-Test unabhangiger Gruppen erfolgloser Versuche an 5,5 mm

Gruppen N/n u Z P Signifikanz

CS & rut! 10/10 12,000000] 2,872530( 0,002879 **

CS & rut?°%? 10/10 46,000000| -0,302372| 0,795936] n.s.

CS & rut?®® /rut’  [10/10 25,500000{ 1,852026| 0,063013] n.s.

rut” & rut?°8° 10/10 15,000000| 2,645751| 0,006841 **

rut?%% & rut?®® / rut|10 /10 26,000000] -1,81423| 0,075256| ns.

Student'scher t-Test unabhangiger

Variablen erfolgloser Versuche an 5,5 mm

Variablen N/n t F p Signifikanz
rut” & rut?°®® 1 rut” [10/10 -1,958260| 1,804878 0,065882] n.s.
Mann-Whitney U-Test unabhangiger Gruppen erfolgloser Versuche an 6,0 mm
Gruppen N/n U Z P Signifikanz
CS & rut! 10/10 5,500000| 3,363884| 0,000206|  ***
CS & rut?%%° 10/10 49,000000| 0,075593| 0,970512] n.s.
CS & rut?®® jrut” (10710 35,000000] 1,133893| 0,279861] n.s.
rut” & rut?°8° 10/10 8,000000| 3,174902| 0,000725|  ***
rut” & rut?°®® [ rut” [10/10 13,500000| 2,759141| 0,003886 **
rut?°%° & rut®*®° I rut’(10 /10 37,000000| -0,982708 0,352681] n.s.

7.1.8 Die partielle Rettung des rut’-Hintergrunds

Tabelle 16: Statistische Auswertung der Abbildung 21
Die Fraktionen der Kletterversuche von Mannchen, die rutabaga’-Rettungskonstrukte in ihrem
Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-
Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit
dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Ver-
gleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n:

Anzahl der Anlaufe.

Erfolglose Versuche an einer 5,0 mm breiten Licke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 4, N= 75) = 51,39428 p = 0,0000 |
CS 210Y 217YY 007Y NP2320
R 17,000 23,067 39,567 87,500 87,500
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 1,000000
0,762314
15/10 217YY 0,045734 0,381419
2,835641 2,073327
15/10 007Y 0,012407 0,136232 1,000000
3,229364 2,467050 0,393723
15/10 NP2320 0,000000 0,000000 0,004141 0,017056
6,366579 5,604265 3,530938 3,137216
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Erfolgreiche Uberquerungen an einer 3,0 mm breiten Liicke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 4, N= 75) = 9,351574 p = 0,0529 |
CS 210Y 217YY 007Y NP2320

R 45,133 39,500 39,567 46,800 29,567
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 1,000000

0,707863
15/10 217YY 0,426366 1,000000

2,027253  1,319390
15/10 007Y 1,000000 1,000000 0,253073

0,209427 0,917290 2,236680
15/10 NP2320 0,504595 1,000000 1,000000 0,303514

1,956048 1,248185 0,071205 2,165475

7.1.9 Die partielle Rettung des dnc’-Hintergrunds

Tabelle 17: Statistische Auswertung der Abbildung 22

Die Fraktionen der Kletterversuche von Mannchen, die dunce’-Rettungskonstrukte in ihrem
Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-
Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit
dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Ver-
gleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.

Erfolglose Versuche an einer 5,0 mm breiten Licke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H (4, N= 75) = 43,31445 p = 0,0000
CS 210Y 217YY 007Y NP2320
R 17,033 44,267 27,267 36,700 64,733
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,006215
3,422036
15/10 217YY 1,000000 0,326668
1,285881 2,136155
15/10 007Y 0,134646  1,000000 1,000000
2,471238 0,950798 1,185357
15/10 NP2320 0,000000 0,101182 0,000025 0,004274
5993799 2571763 4,707918 3,522561
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Erfolgreiche Uberquerungen an einer 3,0 mm breiten Liicke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 4, N= 75) = 10,46221 p = 0,0333 |
CS 210Y 217YY 007Y NP2320
R 53,600 32,367 32,667 37,167 34,200
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,076282
2,668099
15/10 217YY 0,085284  1,000000
2,630403 0,037697
15/10 007Y 0,389278 1,000000 1,000000
2,064950 0,603150 0,565453
15/10 NP2320 0,147798 1,000000 1,000000 1,000000
2,437730 0,230370 0,192673 0,372780

7.1.10 Die Kartierung des KorpergroRenlernens mittels distinkter Li-

nien

Tabelle 18: Statistische Auswertung der Abbildung 23a

Die Fraktionen der Kletterversuche von Mannchen, die rut’-Rettungskonstrukte in ihrem Ge-
nom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test
auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem
Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Ver-
gleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.

Erfolglose Versuche an einer 5,0 mm breiten Liicke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 38,50019 p = 0,0000
CS R55G08 R65A06 R73D06
R 10,800 39,233 25,000 46,967
N/n
15/10 CS
15/10 R55G08 0,155789
2,226738
15/10 R65A06 0,000049 0,153704
4,458702 2,231965
15/10 R73D06 0,000000 0,003431 1,000000
5,671386 3,444648 1,212683

Tabelle 19 Statistische Auswertung der Abbildung 23b

Die Fraktionen der Kletterversuche von Mannchen, die dnc’-Rettungskonstrukte in ihrem Ge-
nom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test
auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem
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Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Ver-
gleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n:
Anzahl der Anlaufe.

Erfolglose Versuche an einer 5,0 mm breiten Liicke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 35,04548 p = 0,0000
CS R55G08 R65A06 R73D06

R 15,300 28,167 51,233 27,300
N/n
15/10 CS
15/10 R55G08 0,000000

5,634796
15/10 R65A06 0,261764 0,001787

2,017654 3,617142
15/10 R73D06 0,359220 0,001048 1,000000

1,881750 3,753046 0,135904

7.1.11 Die Regulierung des KorpergrofRenlernens mittels RNAI

Tabelle 20: Statistische Auswertung der Abbildung 27

Die Fraktionen der Ketterversuche von Mannchen, die rutabaga und dunce- RNAI- Konstrukte
in ihrem Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov- Smirnov-, Lillifors- und Shapiro-
wilks W- Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben
wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen.
Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der
Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

RNA-Interferenz von rutabaga an einer 5,0 mm breiten Licke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 38,69570 p = 0,0000
CS 210Y 217YY 007y
R 12,167 47,700 39,033 23,100
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,000151
4,213029
15/10 217YY 0,000000 1,000000
5672071 1,359042
15/10 007Y 0,518640 0,074822 0,000687
1,714483 2,498546 3,857588
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RNA-Interferenz von dunce an einer 5,0 mm breiten Liicke
Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 37,82605 p = 0,0000
CS 210Y 217YY 007Y

R 17,633 40,600 17,033 46,733
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 1,000000

0,094088
15/10 217YY 0,001899 0,001316

3,601461 3,695548
15/10 007Y 0,000030 0,000019 1,000000

4563244 4657332 0,961783

7.1.12 Die spatiotemporale Rettung des rut’-Hintergrunds

Tabelle 21: Statistische Auswertung der

Abbildung 28

Die Fraktionen der Kletterversuche von induziert rut’-geretteten Mannchen wurden mittels Kol-
mogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht
parametrisch verteilten Stichproben der kletternden Fliegen wurden mit dem Wilcoxon-Test
verglichen. N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Gepaarter Wilcoxon-Test fur zwei abhangige Stichproben der erfolglosen Versuche
Variablen N/n T Z p Signifikanz
210Y 17°C & 31°C 15/10 3,000000f 3,107436] 0,001887 **

007Y 17°C & 31°C 15/10 15,500000] 1,843492] 0,065258 n.s.
210Y 25°C & 17°C/8d |15/10 15,000000f 0,888523] 0,374260] n.s.
210Y 25°C & 17°C /18d [15/10 20,500000] 0,236940] 0,812704 n.s.

7.1.13 Die Auswirkungen verschiedener PKA- Regulationen

Tabelle 22: Statistische Auswertung der Abbildung 29

Die Fraktionen der Kletterversuche von Mannchen, die verschiedene PKA-Regulationen in ih-
rem Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov- Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks
W Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden
mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen;
n: Anzahl der Anlaufe.
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Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 2, N= 45) = 9,003175 p = 0,0111

CS 210Y 007Y
R 16,233 23,133 29,633
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,450665
1,438749
15/10 007Y 0,015614 0,525924

2,794093 1,355344

RNA Interferenz von PKA-C3 an einer 5,0 mm breiten Licke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 2, N= 45) = 27,89110 p = 0,0000

CS 210Y 007Y
R 8,667 30,100 30,233
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,000024
4,469159
15/10 007Y 0,000021 1,000000

4,496961 0,027802

RNA Interferenz von PKA-R1 an einer 5,0 mm breiten Licke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 2, N=45) = 14,89538 p = 0,00006

CS 210Y 007Y
R 19,200 17,400 32,400
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 1,000000
0,375326
15/10 007Y 0,017749 0,005285

2,752390 3,127716

Uberexpression von PKA-C1 an einer 5,0 mm breiten Liicke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 2, N= 45) = 22,69029 p = 0,0000

CS 210Y 007Y
R 13,133 20,967 34,900
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,307178
1,633363
15/10 007Y 0,000017 0,011007

4,538664 2,905301




Anhang 119

7.1.14 Die Regulierung von CREB

Tabelle 23 Statistische Auswertung der Abbildung 30

Die Fraktionen der Kletterversuche von Mannchen, die verschiedene CREB-Regulationen in
ihrem Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks
W-Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden
mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple
Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen;
n: Anzahl der Anlaufe. Die normal verteilten abhangigen Stichproben wurden mit dem t-Test
verglichen. Die nicht parametrischen abhangigen Gruppen bekamen einen gepaarten Wil-
coxon-Test.

Dominant Negativ von CREB an einer 5,0 mm breiten Licke

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 2, N= 45) = 24,69258 p = 0,0000
CS 210Y 007Y
R 16,233 23,133 29,633
N/n
15/10 CS
15/10 210Y 0,000005
4,802782
15/10 007Y 0,138198 0,014955
1,994788 2,807994

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H ( 3, N= 80) = 33,22754 p = 0,0000

optimal 17°C optimal 30°C no 17°C no 30°C
R 15,125 48,800 45,600 52,475
N/n
20/10 optimal 17°C

20/10 optimal 30°C 0,000202

4,147122
20/10 no 17°C 0,000028 1,000000
4,582587 0,435465
20/10 no 30°C 0,000002 1,000000 1,000000

5,082691 0,935569 0,500104
Student'scher t-Test fur zwei abhangige Stichproben der erfolglosen Versuche

Variablen N/n t p Signifikanz
210Y-GAL80ts 17°C & 30°C|15/10 0,108740] 0,914952 n.s.

Gepaarter Wilcoxon-Test fur zwei abhangige Stichproben der erfolglosen Versuche
Variablen N/n T Z p Signifikanz
007Y-GAL80ts 17°C & 30°C|15/10 0,000000f 3,407771] 0,000655 e
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7.1.15 Die Interaktionen moglicher cAMP-Zielgene

Tabelle 24: Statistische Auswertung der Abbildung 31

Die Fraktionen der Kletterversuche von einfach oder doppelt heterozygoten Weibchen wurden
mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getes-
tet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mitt-
leren Range aller Gruppen post-hoc verglichen. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen
Reihe; z-Werte in der unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Erfolglose Versuche an einer 5,0 mm breiten Lucke
Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H (2, N=45) =9,493232 p = 0,0087
CrebB "%+ PKAC1" I+ CrebB %% IPKAC1"

R 16,167 23,533 29,300
N/n

15/10 CrebB 5792+

0,373574
H )

15710 CrebB S'62/pKACT" 0,018517  0,687587
" 2,738489  1,202433

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H (2, N=45) =26,77916 p = 0,0000
rut'/+  PKAC1"+  rut’IPKAC1"

R 24,000 10,233 34767
N/n
15/10 rut’/ +
15110 Py 0,012293
5 PKAC1"/+ 2 870548

/ 7 . 0074303 0,000001
15710 rut” IPKACT 2245005 5115554

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H (2, N=45) =25,63417 p =0,0000

CrebB %% /+ rut!/+ CrebB "%yt
R 9,367 31,033 28,600
N/n
15710 CrebB 572+
15110 ) 0,000019
rut [+ 4517812

15/10  CrebBS'%/ryt! 0,000182  1,000000
© Y 4010427 0507385
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Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H (2, N=45) =13,94242 p = 0,0009
rut! /+ dnc’/+ rut'ldnc!
R 15,733 20,400 32,867
N/n
15/10 rut’ [+
15710 ) 0,991560
dne I+ 0,973067

15110 ) ) 0,001061  0,028010

rut " /dnc 3572547 2599480

7.1.16 Die Auswirkungen unterschiedlicher ACs

Tabelle 25: Statistische Auswertung der Abbildung 32

Die Fraktionen erfolgloser Ketterversuche von Mannchen, die unterschiedliche RNAis von A-
denylylzyklasen in ihrem Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Li-
llifors- und Shapirowilks W Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch verteil-
ten Stichproben wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen post-
hoc verglichen. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren Reihe;
N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 25,96858 p = 0,0000

210Y/ GFP 007Y/GFP  210Y/ rut®™4 007Y / rutN4
R 18,733 24,033 48,033 31,200
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y / GFP 1,000000

0,831106
15/10 210Y / rut®VA 0,000026  0,001005

4594607 3,763500
15/10 007Y / rut®" 0,303548  1,000000 0,049791

1,954929 1,123823 2,639677

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 19,07378 p = 0,0003
210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/ACACC™™  007Y/ ACACCRM

R 18,353 23,967 39,833 39,667
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y/ GFP 1,000000
0,852015

15/ 10 210Y / ACACCR™  0,005519 0,082909
3,313971 2,461956

15/10 007Y / ACACCF™  0,005025 0,077058 1,000000
3,340107 2,488092 0,026135




Anhang 122

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 28,18700 p = 0,0000
210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/AC78CfM  007Y/ AC78CRM

R 18,033 22,433 33,500 48,033
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y/ GFP 1,000000
0,689975

15/10 210Y/AC78C™™  0,091758 0,496029
2425367 1,735392

15/10 007Y/AC78CR"4"  0,000015 0,000358 0,135999
4,704375 4,014400 2,279009

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 2,701147 p = 0,4400
210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/AC76E™A  007Y/ AC7T6ERN

R 26,800 31,267 28,500 35,433
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y/ GFP 1,000000
0,700429

15/10 210Y/AC76E™™¥  1,000000 1,000000
0,266581 0,433848

15/10 007Y/ AC76E"M  1,000000 1,000000 1,000000
1,353815  0,653385 1,087233

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 29,88505 p = 0,0000
210Y / GFP 007Y/GFP 210Y/AC39e™™  007Y / AC39ERM

R 21,600 25,833 24,100 50,467
N/n
15/10 210Y/ GFP
15/10 007Y/ GFP 1,000000
0,663840

15/ 10 210Y / AC39E™™" 1000000 1,000000
0,392031 0,271808

15/ 10 007Y / AC39E™™  0,000036 0,000673 0,000213
4526655 3,862815 4,134623
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Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 18,09729 p = 0,0004
210Y / GFP 007Y / GFP 210Y / CG32305™"4' 007Y / CG32305 M

R 20,033 25,167 32,367 44 433
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y/ GFP 1,000000
0,804971

15/10 210Y/ CG32305™""  0,318663  1,000000
1,934021  1,129050

15/10 007Y / CG32305™""  0,000781 0,015104 0,350783
3,826225 3,021254 1,892204

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 21,41723 p = 0,0001
210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/AC35C™N  007Y / AC35CRM

R 19,867 24,667 31,133 46,333
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y/ GFP 1,000000
0,752700

15/ 10 210Y / AC35C"NY 0,463616  1,000000
1,766754 1,014054

15/10 007Y/AC35C™  0,000199 0,004079 0,102879
4,150304 3,397604 2,383550

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 41,95453 p = 0,0000
210Y/ GFP 007Y/GFP 210Y/ACXD”M  007Y / ACXDRM

R 14,967 18,767 49,933 38,333
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y / GFP 1,000000
0,595888
15/10 210Y/ACXDRY  0,000000 0,000006
5483211 4,887323
15/10 007Y/ACXDRY  0,001489 0,012917 0,413446

3,664186  3,068298 1,819025
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Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 14,61382 p = 0,0022
210Y/ GFP 007Y/GFP 210Y/ACXARY  007Y / ACXARNA

R 20,567 25,133 41,500 34,800
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y / GFP 1,000000

0,716110
15/10 210Y / ACXARNA 0,006171  0,061639

3,282609 2,566498
15/10 007Y / ACXARNA 0,153704 0,777337 1,000000

2,231965 1,515854 1,050644
Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 25,17260 p = 0,0000

210Y/ GFP 007Y/GFP 210Y/ACXB™  007Y/ ACXBM

R 18,667 24,1 31,700 47,533
N/n
15/10 210Y / GFP
15/10 007Y / GFP 1,000000

0,852015
15/10 210Y / ACXBRMA 0,245846  1,000000

2,043790 1,191775
15/10 007Y/ACXB™™A"  0,000036 0,001429 0,078198

4526655 3,674640 2,482865

7.1.17 Die Auswirkungen unterschiedlicher PDEs

Tabelle 26: Statistische Auswertung der Abbildung 33

Die Fraktionen erfolgloser Kletterversuche von Mannchen, die unterschiedliche RNAis von
Phosphodiesterasen in ihrem Genom inseriert hatten, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-,
Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die nicht parametrisch ver-
teilten Stichproben wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test der mittleren Range aller Gruppen
post-hoc verglichen. Multiple Vergleichs p-Werte in der oberen Reihe; z-Werte in der unteren
Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.
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Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 31,33914 p = 0,0000

210Y/GFP 007Y/GFP 210Y/dnc®™"  007Y / dnc™
R 23,333 27,333 21,000 50,333
N/n
15/10 210Y / GFP
15710 007Y / GFP 1,000000

0,627250
15/10 210Y / dnc "M 1,000000  1,000000

0,365896  0,993146
15/10 007Y / dnc "M 0,000138  0,001861 0,000025

4233938 3,606688 4,599834

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 3,632572 p = 0,3040

210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/PDE1c™" 007Y/ PDE1cR™

R 24,933 29,233 32,333 35,500
N/n
15/ 10 210Y / GFP
15/ 10 007Y / GFP 1,000000
0,674294
15/10 210Y/PDE1c™*  1,000000 1,000000
1,160413  0,486119
15/10 007Y/PDE1cf™  0,585134  1,000000 1,000000
1,656986  0,982692 0,496573
Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 19,27837 p = 0,0002
210Y/ GFP 007Y/GFP 210Y/PDE6™ 007Y/PDE6™"
R 20,633 25,500 30,167 45,700
N/n
15/10 210Y / GFP
15710 007Y / GFP 1,000000
0,763154
15710 210Y/PDE6™4  0,809571 1,000000
1,494946  0,731792
15/10 007Y/PDE6™  0,000508 0,009222 0,089148
3,930767 3,167613 2,435821
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Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 26,79551 p = 0,0000

210Y/ GFP 007Y/GFP 210Y/PDE8™ 007Y/PDES
R 21,100 25,300 49,367 26,233
N/n
15/10 210Y / GFP
15710 007Y / GFP 1,000000

0,658613
15/10 210Y/PDES™  0,000056 0,000964

4432567 3,773954
15/10 007Y/PDES®™A  1,000000 1,000000 0,001716

0,804971 0,146358 3,627596

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 41,56119 p = 0,0000

210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/PDE9R"

007Y / PDEQRW

R 16,033 19,533 52,000 34,433
N/n
15/ 10 210Y / GFP
15/10 007Y / GFP 1,000000
0,548844
15/10 210Y/PDE9™  0,000000 0,000002
5,640023 5,091180
15/10 007Y/PDE9™™  0,023459 0,116789 0,035250
2,885350  2,336506 2,754673

Kruskal-Wallis pos-hoc-Test: H ( 3, N= 60) = 42,75751 p = 0,0000

210Y / GFP 007Y/ GFP 210Y/PDE11""4" 007Y/PDE11”W

R 14,700 17,500 44,433 45,367
N/n
15/10 210Y / GFP
15710 007Y / GFP 1,000000
0,439075
15710 210Y/PDE11"Y4  0,000019  0,000144
4662559 4,223484
15/10 007Y/PDE11"Y* 0,000009 0,000075 1,000000
4,808917 4,369842 0,146358

7.1.18 Die Rolle von amnesiac beim KorpergrofRenlernen

Tabelle 27: Statistische Auswertung der Abbildung 34
Die erfolglosen Versuche der wildtypischen Mannchen bzw. der amn’-Fliegen wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die
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nicht parametrischen unabhangigen Stichproben wurden mit dem Mann-Whitney U-Test ver-
glichen

Vergleich der unter Beleuchtung aufgezogenen amnesiac ' - Mannchen mit den CS- Fliegen
Mann-Whitney U- Test fur unabhangige Gruppen der erfolglosen Versuche

Variablen N/n U Z P Signifikanz
CS standard & 1 d dunkel 15/10 | 68,500000] -1,804296| 0,067496 n.s.
amn’ standard & 1d dunkel [15/10 | 22,000000{ -3,733026] 0,000056 e
CS standard & amn’ standard 15/10 | 14,000000 -4,064851] 0,000007 e
Vergleich der in Dunkelheit aufgezogenen amnesiac ’ - Mannchen mit den CS- Fliegen
CSt. &CSn.t. 15/10 | 46,500000f -2,737552| 0,004940 **
amn’ t. & amn’ n.t. 15/10 | 66,500000f -1,907991| 0,055530 n.s.

7.1.19 Die Kandidaten weiterer Signalwege

Tabelle 28: Statistische Auswertung der Abbildung 35

Die Fraktionen erfolgloser Kletterversuche der Mannchen mit unterschiedlichen Lernmutatio-
nen, wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalver-
teilung getestet. Die nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem Kruskal- Wallis-
Test der Range verglichen. Multiple Vergleichs p- Werte in der oberen Reihe; z- Werte in der
unteren Reihe; N: Anzahl der Fliegen; n: Anzahl der Anlaufe.

Kruskal-Wallis post-hoc-Test: H (5, N=90) = 63,29672 p = 0,0000
CcS forR for’S ign®®" 10”7 jleo ** homer®'?
R 20500 42,067 24333 27,967 74,967 74,167
N/n
15/10 CS
1,000000
R ]
15/10 for 1317345
1,000000 0,945495
S ’ y
15710 for 0541614 1,858958
1,000000 1,000000 1,000000
. 58/1 ) ) y
15710 ign 0,160737 1,478082 0,380877
0,000028 0,008444 0,000002 0,000013
P1357 2.3 ’ 3 y y
15710 Jeo™™ leo™ 4766002 3448857 5307816 4.926939
15/101 & R0z 0,000043 0,011482 0,000003 0,000019  1,000000
omer 4682339 3364994 5223953 4,843076  0,083863
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7.1.20 Das wildtypische motorische Lernen

Tabelle 29: Statistische Auswertung der Abbildung 36

Die Uberquerungsraten in den Testlaufen der wildtypischen Mannchen wurden mittels Kolmo-
gorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die normal
verteilten abhangigen Stichproben wurden mit dem Student’schen t-Test verglichen.

Trainingserfolg mannlicher CS-Fliegen
Student'scher t-Test abhangiger Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N t p Signifikanz
naiv & STM 30 -3,625721| 0,001094 *
naiv & LTM 30 -3,733836| 0,000820] ***
STM& LTM 30 -1,516082| 0,140324] ns.

Trainingserfolg mannlicher WTB-Fliegen
Student'scher t-Test abhangiger Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N t p Signifikanz
naiv & STM 30 -2,188063| 0,036870 *
naiv & LTM 30 -4,868159] 0,000037] "
STM& LTM 30 -3,041070| 0,004962 *

7.1.21 Die Rettung des rut?’®-Defizits im motorischen Lernen

Tabelle 30: Statistische Auswertung der Abbildung 37

Die Uberquerungsraten in den Testlaufen der rut?**’-partiellen Rettungen wurden mittels Kol-
mogorov- Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W Test auf Normalverteilung getestet. Die nor-
mal verteilten abhangigen Stichproben wurden mit dem Student’schen t-Test verglichen. Die
nicht parametrisch verteilten Stichproben wurden mit dem Wilcoxon-Test Uberpriift.

Trainingserfolg der rut?°®° 1Y;UAS-rut* /+;007Y-GAL4/+-Mannchen
Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 55,000000] 3,513770] 0,000442 *xk
naiv & LTM 30 34,500000| 3,581115| 0,000342 o

Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /+;R73D06-GAL4/+-Mannchen
Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 3,500000] 4,456637] 0,000008 rx
naiv & LTM 30 99,000000| 2,745873| 0,006035 *k

Trainingserfolg der rut?°®° 1Y;UAS-rut* /+;mb247-GAL4/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate
Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 26,500000] 4,237078] 0,000023 Rk
naiv& LTM 30 59,000000| 3,427277] 0,000610 Rk
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Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /+;;0K107-GAL4/+-Mannchen

Student'scher t-Test abhangiger Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N t P Signifikanz
naiv & STM 30 -4,1125500] 0,000294 e
naiv & LTM 30 1,3368594 0,191662] n.s.

Trainingserfolg der rut?°®° 1Y;UAS-rut* /+;210Y-GAL4/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 103,500000] 2,265757| 0,023467 *
naiv & LTM 30 125,000000| 1,776171] 0,075706 n.s.

Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /+;R55G08-GAL4/+-Mannchen

Student'scher t-Test abhangiger Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N t P Signifikanz
naiv & STM 30 -3,390150] 0,002032 b
naiv& LTM 30 -0,679186| 0,502405| n.s.

Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /+;R65A06-GAL4/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéangige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 38,000000] 3,757285] 0,000172 Kok
naiv & LTM 30 142,000000| 1,632552| 0,102564 n.s.

Trainingserfolg der rut?°®° 1Y;UAS-rut* /201Y-GAL4;+/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 30,500000] 3,928071] 0,000086 rx
naiv & LTM 30 92,500000| 2,318412| 0,020428 *

Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /+;H24-GAL4/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv& STM 30 97,500000] 2,198287| 0,027929 *
Student'scher t-Test abhangiger Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N t P Signifikanz

naiv& LTM 30 -0,7664180] 0,449622 n.s.

Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /c305a-GAL4;+/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 132,000000] 1,616771] 0,105929 n.s.
naiv & LTM 30 97,000000| 2,605596| 0,009172 *k

Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* Ic739-GAL4;+/+-Mannchen

Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv& STM 30 103,500000] 1,587508| 0,112399 n.s.
naiv & LTM 30 130,500000| 0,557143| 0,577430 n.s.
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Trainingserfolg der rut?°®° /Y;UAS-rut* /c309-GAL4;+/+-Mannchen
Gepaarter Wilcoxon-Test fiir zwei abhéngige Stichproben der Uberquerungsrate

Variablen N T Z p Signifikanz
naiv & STM 30 117,000000] 1,729800] 0,083667 n.s.
naiv & LTM 30 152,000000| 0,888925| 0,374044 n.s.

7.1.22 Detaillierten Anpassungen beim motorischen Lernen

Tabelle 31: Statistische Auswertung der Abbildung 38

Die vermessenen Parameter aus den Hochgeschwindigkeitssequenzen wildtypischer CS-Flie-
gen auf einer Kletterschiene wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks
W-Test auf Normalverteilung getestet. Die normal verteilten abhangigen Stichproben wurden
mit dem gepaarten Student'schen t-Test verglichen.

Trainingserfolg der CS-Mannchen auf einer Kletterschiene

Student'scher t-Test abhangiger Stichproben des Winkels der Kérperposition
Variablen N t p Signifikanz
naiv & STM 60 -3,853878 0,000289 ek
naiv & LTM 60 -3,234317 0,001999 **
Student'scher t-Test abhangiger Stichproben der Abdomendistanz

Variablen N t p Signifikanz
naiv & STM 60 3,148819 0,002572 **
naiv & LTM 60 3,270297 0,001796 o
Student'scher t-Test abhangiger Stichproben des Beinabstands

Variablen N t p Signifikanz
naiv & STM 60 3,413806 0,001164 o
naiv & LTM 60 3,336419 0,001473 *

7.1.23 Der Strategiewechsel nach Verletzungen

Tabelle 32: Statistische Auswertung der Abbildung 39

Die Fraktionen der Uberquerungen von intakten und verletzten CS-Mannchen wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-, Lillifors- und Shapirowilks W-Test auf Normalverteilung getestet. Die
normal verteilten abhangigen Stichproben wurden mit dem Student'schen t-Test verglichen.
Die nicht parametrisch verteilten gepaarten Stichproben wurden mit dem Wilcoxon-Test Uber-
pruft. Die nicht normal verteilten unabhangigen Stichproben wurden mit dem Mann-Whitney
U-Test verglichen.

Student'scher t-Test fiir gepaarte Stichproben der Uberquerungen

Variablen N/n t p Signifikanz

intakt Tag1 & intakt Tag2 30/10 -0,563282 | 0,577573 n.s.

Gepaarter Wilcoxon-Test fur zwei abhangige Stichproben der erfolglosen Versuche
Variablen N/n T Z p Signifikanz
verletzt Tag1 & verletzt Tag2 |30/ 10 12,000000 | 3,717317 | 0,000201 s
Mann-W hitney U-Test fiir unabhéngige Gruppen der Uberquerungen an 3,5 mm

Gruppen N/n U Z p Signifikanz
intakt Tag2 & verletzt Tag2 |30/ 10 393,00000 | 0,835320 | 0,406289 n.s.
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