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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Eine Einfuhrung in die Ged&achtnisforschung

... Zédhne geputzt, Schuhe gebunden, los zur Arbeit. Fahrrad oder Auto -
scheint die Sonne oder regnet es? Regen! Wo habe ich das Auto letztes Mal noch
gleich geparkt? Gefunden und los: am Supermarkt rechts, weiter bis zum Bahnhof,

an der Tankstelle vorbei, dann links zur Uni. Angekommen...

Ohne mein Gedé&chtnis hatte ich es wohl nicht einmal aus dem Bett geschafft.
Denn die meisten Fahigkeiten, die wir besitzen und die uns ausmachen, sind nicht
angeboren, sondern erlernen wir wahrend unseres Lebens. Gespeichert werden
diese in zwei zu unterscheidende Ged&achtnissysteme: dem expliziten und dem
impliziten Gedéachtnis. Das explizite Gedachtnis unterteilt sich weiter in das
episodische Gedéachtnis (Ereignisse) und das semantische Gedéchtnis (Fakten) und
ist bewusst abrufbar (Wo steht das Auto? Wie ist der Weg zur Universitat?). Das
implizite Gedéachtnis hingegen umfasst Wahrnehmungs- und motorische Fahigkeiten
(Z&hne putzen, Schuhe binden), die unbewusst eingesetzt werden (Kandel et al.,
2014).

Vertebraten, als auch Invertebraten sind in der Lage ein implizites Gedéachtnis
auszubilden. Bei Saugern konnte dies mit der Angstkonditionierung gezeigt werden.
Dabei wird ein neutraler Stimulus wie ein Ton wiederholt préasentiert mit einem
aversiven Stimulus, oft einem elektrischen FuRschock (Klassische Konditionierung).
Eine Reaktion auf den FuRRschock erfolgt unbewusst und auf3ert sich mit dem
Verfallen in eine Kdrperstarre und der Ausschiittung von Stresshormonen. Als Folge
der Konditionierung verknupft das Versuchstier den vormals harmlosen Ton mit dem
negativen Stimulus und reagiert zukinftig mit einer Angstreaktion bei alleiniger
Prasentation des Tons (LeDoux, 2003). Auch die Lidschlag-Konditionierung bei
Kaninchen fallt unter die Kategorie des impliziten Gedachtnisses. Wird dem
Versuchstier gezielt Luft in die Augen gepustet, so reagiert es mit einem Zwinkern.
Wiederholungen dieses Vorgangs filhren zu einer Abschwachung der Reaktion
(Habituation, nicht-assoziatives Gedachtnis). Ein assoziatives Gedachtnis wiederum
kann gebildet werden, sofern der Lufthauch gepaart wird mit einem Ton. In der

Testphase sorgt der Ton dann alleine fur ein Zwinkern (McCormick et al., 1982). Bei
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Invertebraten wurde die klassische Konditionierung bei der Meeresschnecke Aplysia
californica angewandt. So fallt der Kiemenriickzugreflex verstarkt aus, wenn eine
Stimulation des Siphons einem Elektroschock am Schwanz vorausgeht (Kurzzeit-
Sensitivierung). Die Aufrechterhaltung dieses Gedéachtnisses korreliert mit der Anzahl
an Wiederholungen der Stimulationen und kann in eine Langzeit-Sensitivierung
ubergehen (Abel und Kandel, 1998; Kandel, 2001). Ahnliches ist auch fiir die
aversive Duftkonditionierung bei der Taufliege Drosophila melanogaster bekannt.
Nach vorangegangener olfaktorischer Konditionierung vermeiden Taufliegen einen
Duft, der mit einem elektrischen Schock gepaart wurde. Dieses Gedéachtnis kann bis
zu mehreren Tagen anhalten, sofern die Paarung zwischen neutralem und aversivem
Stimulus wiederholt stattfand (Quinn et al., 1974; Tully et al., 1994).

Die molekularen Grundlagen, auf die Vertebraten und Invertebraten
zurlckgreifen, um neue Assoziationen auszubilden und dartber ein Gedachtnis zu
formen, wurden im Laufe der letzten Jahrzehnte intensiv beschrieben (siehe 1.2).
Ungewiss hingegen ist, wie die Taufliege die Information zu einem negativ
bewerteten Duft Gber mehrere Tage hinweg aufrechterhalten kann. Oder wie es sein
kann, dass ich die Information tber den motorischen Ablauf des Fahrradfahrens nach
zehnjahriger Fahr-Pause zum Start meiner Promotion direkt wieder abrufen konnte.
Uber die molekularen Mechanismen, die eine dauerhafte Aufrechterhaltung des
Gedachtnisses ermoglichen, wird bislang weitestgehend spekuliert. Wie genau diese

Aufrechterhaltung gewébhrleistet wird, soll zentrale Fragestellung dieser Arbeit sein.

1.2 Synaptische Plastizitat

Unter Lernen versteht man den Erwerb neuer Informationen, welcher oft mit
einer Anpassung des Verhaltens einhergeht (Kandel, 2001; Kandel et al., 2014). Die
biologische Grundlage des Lernens stitzt sich auf die Eigenschaft zweier Neurone,
die Starke ihrer synaptischen Verbindung bei Nutzung modulieren zu kénnen. Dies
wurde erstmals 1894 von Santiago Ramon y Cajal postuliert und 1949 von Hebb als

synaptische Plastizitat betitelt (Kandel et al., 2014).

Eine kurzzeitige Speicherung dieser neu gewonnenen Information unterliegt

einer Modifikation bereits existierender synaptischer Proteine und der damit
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einhergehenden Modifikation der bereits bestehenden Synapse. Zur langerfristigen
Speicherung bedarf es hingegen aktiver Genexpression und Proteinbiosynthese zur
Starkung bestehender und/oder Bildung neuer Synapsen (Kandel, 2001). Die
Uberfiihrung eines Kurzzeitgedachtnisses (Short Term Memory, STM) in ein stabiles
Langzeitgedachtnis (Long Term Memory, LTM) wird dabei als Konsolidierung
bezeichnet (Dudai, 2004).

Untersucht wurde das Lernen unter Nutzung klassischer Konditionierungs-
experimente, einer assoziativen Form des Lernens (Glanzman, 2010). Zu benennen
ist hierbei der unbedingte Stimulus (Unconditioned Stimulus, US), welcher bei
Anwendung eine angeborene Reaktion (Unconditioned Response, UCR) hervorruft.
Dieser unbedingte Stimulus wird in einer Trainingsphase gekoppelt an einen
neutralen Stimulus. In einer sich anschlieBenden Testphase fihrt die Prasentation
des ehemals neutralen Stimulus alleine zur Ausiibung der angeborenen Reaktion.
Der neutrale Stimulus wurde zum bedingten Stimulus (Conditioned Stimulus, CS)
(Kandel, 2012). Bewahrt ist die Nutzung eines elektrischen Schocks als unbedingter
Stimulus. Nach erfolgter Konditionierung zeigt Aplysia californica einen verstarkten
Kiemenrtuckzugreflex bei leichter Stimulation des Siphons (Abel und Kandel, 1998),
Drosophila melanogaster vermeidet aktiv den vormals bestraften Duft (Quinn et al.,
1974; Tully et al., 1994) und Mus musculus verféllt in eine Angststarre bei

Prasentation des bestraften Tons (LeDoux, 2003).

In der olfaktorischen Konditionierung bei Drosophila wird der Duft vermittelt
Uber exzitatorische cholinerge Projektionsneurone des olfaktorischen sensorischen
Systems, den Antennalloben. Diese Projektionsneurone innervieren nachfolgend die
Calices der Pilzkorper. Die Pilzkorper sind ein paarig angelegtes Neuropil, bestehend
aus insgesamt 2000 Kenyonzellen und gliedern sich strukturell in ebenjene Calices,
die Pedunculi und die Loben. Die Loben wiederum lassen sich funktional in a/p-
(Gedéachtnisabruf), o’/p- (Konsolidierung), sowie y-Neurone (Kurzzeitgedéachtnis)
unterteilen. Zudem ist bekannt, dass der Output der a/Bs-Neurone (a/f surface) das
aversive Gedachtnis vermittelt, wohingegen a/Bs- und a/Bc.-Neurone (a/f core) das
appetitive Gedachtnis steuern (Perisse et al., 2013). Bei der appetitiven
Konditionierung erfolgt die Kopplung des Duftes mit einer Belohnung, meist Zucker
(Tempel et al., 1983). Generell wird der unbedingte Stimulus Uber modulatorische
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dopaminerge Neurone vermittelt, welche abhangig von der Wertigkeit distinkte
Bereiche der Loben ansteuern (Perisse et al.,, 2013). Postsynaptisch der
Kenyonzellen liegen sogenannte Pilzkoérper Ausgangsneurone (Mushroom Body
Output Neurons; MBON). Diese kdnnen eine Weiterleitung an motorische Neurone
vornehmen, aber auch Uber Pilzkdrper-extrinsische Neurone wie den dorsal anterior
lateral (DAL)-Neuronen, den anterior paired lateral (APL)-Neuronen und den dorsal
paired medial (DPM)-Neuronen einen Feedback-Loop auf die Kenyonzellen schalten.
Zudem werden MBON selbst bei der Konsolidierung und wahrend des
Gedachtnisabrufs benotigt (Aso et al., 2014; Wu et al., 2017; Horiuchi, 2019).

Bei Aktivierung des modulatorischen Neurons wird Dopamin ausgeschiittet,
welches postsynaptisch an  G-Protein-gekoppelte  Dopaminrezeptoren  der
Kenyonzelle bindet. Durch die Rezeptoraktivierung dissoziiert die Gg-Untereinheit
von den B/y-Untereinheiten und bindet an die Adenylylzyklase (AC). Zur Aktivierung
dieser muss jedoch neben Gq zusétzlich Ca?*/Calmodulin (CaM) gebunden werden.
Eine Erhdhung des intrazellularen Kalzium-Levels innerhalb des Pilzkorper-Neurons
wird dabei erzielt Uber den Eingang des Duftes. Die Adenylylzyklase nimmt hier die
Aufgabe eines Koinzidenzdetektors wahr und stellt die Grundlage des assoziativen
Lernens, indem sie eine gemeinsame Verarbeitung beider Stimuli-Signalwege
(bedingt und unbedingt) garantiert (Tang et al., 1991; Levin et al., 1992; Dauvis,
2005). lhre biochemische Funktion ist die Umwandlung von Adenosintriphosphat
(ATP) zum zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP), einem sekundéaren
Botenstoff. Wird vermehrt cAMP produziert, bindet dies die regulatorischen
Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA) und induziert deren Dissoziation von den
katalytischen Untereinheiten. Die Signalkaskade tUber cAMP/PKA sorgt nachfolged
fur eine Verstarkung des Kalzium-Einstroms, sowie fur die Rekrutierung synaptischer
Vesikel aus dem Reservepool, wodurch die Transmitterausschittung erhéht wird. Fir
Aplysia ist bekannt, dass dabei eine SchlieRung von Kalium-Hintegrundkanélen
vorgenommen wird (Seino und Shibasaki, 2005). Fur die Ausbildung eines LTM
bedarf es der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors dCREB2 (Drosophila
cAMP response element-bindung protein 2) durch die katalytischen Untereinheiten

der PKA (Abbildung 1A, prasynaptische Zelle). Dieser nimmt im Anschluss im
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Nukleus durch gezielte Genexpression langfristige synaptische Veréanderungen vor
(Tully et al., 2003; Kandel, 2012).

Zur Gewahrleistung von synaptischer Plastizitat umfasst die cAMP-Kaskade
neben den aktivierenden Komponenten auch regulatorische Mechanismen. Der
CAMP-Spiegel wird kontrolliert durch den Abbau des sekundéren Botenstoffs tber die
Phosphodiesterase (Lee, 2015). Die regulatorischen Untereinheiten der PKA
inaktivieren durch Bindung der katalytischen Untereinheit deren Funktion (Goodwin
et al.,, 1997). Vom Transkriptionsfaktor dCREB2 gibt es neben der Transkription-
aktivierenden (dCREB2-a) auch eine repressive Isoform (dCREB2-b). Die gezielte
Expression von dCREB2-b resultiert in einem defekten olfaktorischen LTM (Yin et al.,
1994).

Studien zum Kiemenrickzugreflex zeigen, dass in Aplysia der US ebenfalls
durch ein modulatorisches, hier serotonerges Neuron vermittelt wird. Bei Aktivierung
projiziert dieses auf ein sensorisches Neuron des Siphons, wodurch der intrazellulare
CAMP-Spiegel ansteigt, die Proteinkinase A CREB phosphoryliert und damit durch
Genexpression andauernde synaptische Verdnderungen vorgenommen werden
kénnen (Kandel, 2012). Bei Mausen konnte durch Manipulation der homologen Gene
zur AC, der PKA und CREB ein Defekt im rdumlichen LTM hervorgerufen werden
(Davis, 2005).

Interessanterweise liegt der Fokus der Invertebratenforscher bei der
mechanistischen Analyse der synaptischen Plastizitat auf dem préasynaptischen
Neuron, der Schwerpunkt der Vertebratenforscher hingegen postsynaptisch
(Glanzman, 2010). Durch prasynaptische Ausschittung von Glutamat werden
postsynaptisch  lokalisierte  a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure
(AMPA)-Rezeptoren aktiviert. AMPA-Rezeptoren vermitteln den Einstrom von
Natriumionen (Na*) in die Zelle. Neben den AMPA-Rezeptoren sitzen N-methyl-D-
Aspartat-Rezeptoren (NMDA-R) in der Postsynapse. Die fur Kalziumionen (Ca?*)
permeablen Kanale sind durch Magnesiumionen (Mg?*) verschlossen und 6ffnen sich
nur dann, wenn Glutamat an sie gebunden vorliegt und die postsynaptische Zelle
depolarisiert wurde. Diese Kopplung pra- und postsynaptischer Aktivitat qualifiziert

sie zu Koinzidenzdetektoren der Postsynapse. Strémt nach Transmitterausschittung
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genug Na* in die Zelle ein, wird das postsynaptische Neuron tber den Schwellenwert
erregt. Es kommt zum intrazellularen Anstieg der Kalziumkonzentration, woraufhin
Proteinkinasen aktiviert werden. Diese steuern strukturelle und funktionelle
Veranderungen zur Starkung der Synapse. Sie sorgen fir eine Phosphorylierung der
AMPA-Rezeptoren, sodass deren lonenleitfahigkeit erhéht wird. Zudem regulieren
sie den Einbau weiterer AMPA-Kanéle in die Membran (Bear et al., 2018). Auch die
Phosphorylierung von CREB geht mit der Aktivierung der Proteinkinasen einher
(Abbildung 1B, postsynaptische Zelle). CREB selbst steuert daraufhin die
Genexpression, Proteinbiosynthese und die Konstruktion neuer synaptischer
Verbindungen (Kandel, 2001).

Untersucht wurde dieser Signalweg im Hippocampus von Mausen. Der
Hippocampus wird fur das ré&umliche Lernen bendtigt, welches zum expliziten
Gedachtnis zahlt. Kandel beschreibt in einem Review von 2001, dass das implizite
und explizite Langzeitgedachtnis evolutionar konservierte Mechanismen teilen,
darunter den Signalweg tber PKA und CREB (Kandel, 2001). Dartiber hinaus wurde
2017 von Ueno und Kollegen der Mechanismus der olfaktorischen Konditionierung
bei Drosophila erweitert. Sie beschreiben ein Modell, indem der aversive Stimulus
mutmallich Gber aufsteigende Neuronenbiindel des ventralen Nervensystems an die
Pilzkorper tUbermittelt wird. Die Transmission des Schocks ist glutamaterg und bedarf
postsynaptisch der Aktivierung von NMDA-R. Erfolgt parallel dazu ein cholinerger
Dufteingang, fuhrt dies zur koinzidenten Aktivierung der Adenylylzyklase in den
Kenyonzellen. Erst durch diesen Zwischenschritt wird die lokale Aktivierung und
Transmitterausschittung dopaminerger Neurone erméglicht (Xia et al., 2005; Ueno et
al., 2017). Des Weiteren deckte die Arbeitsgruppe um Saitoe auf, dass die
Assoziation zwischen Duft und elektrischen Fu3schock wéhrend des Lernens nicht
stattfinden kann, sofern der NMDA-R hypomorph mutiert vorliegt. Das Lernen und die
Ausbildung eines Kurzzeitgedachtnisses ist jedoch méglich, wenn der Kalzium-
Einstrom durch den NDMA-R in die Zelle gewahrleistet wird, der Mg?*-Block jedoch
fehlt. Erst die Ausbildung eines LTMs wird durch fehlenden Mg?*-Block verhindert
und geht einher mit einem erhdhten Level der repressiven dCREB2-b-Isoform.

Folglich soll der Mg?*-Block der NMDA-R die basale Expression der repressiven
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dCREB2-b-Isoform reduzieren, sodass zum Zeitpunkt der LTM-Bildung eine
dCREB2-abhéangige Genexpression stattfinden kann (Miyashita et al., 2012).

Mit Abbildung 1 sollen die pra- und postsynaptischen Mechanismen

zusammengefasst werden, die artentbergreifend beschrieben sind.

Daneben soll erganzt werden, dass Vertebraten im Rahmen der LTM-
Ausbildung zudem einen retrograden Mechanismus besitzen, durch welchen eine
Kommunikation zwischen post- und prasynaptischer Zelle wahrend des Lernens
gesichert ist. Dieser NO-cGMP-PKG-Signalweg beginnt damit, dass nach
koinzidenter Aktivierung der Postsynapse Kalzium uber die NMDA-R einstromt.
Dieses aktiviert die Kalzium-abhangige Nitric Oxide Synthase (NOS), die durch
Umwandlung des L-Arginin zu L-Citrullin Stickstoffmonoxid (NO) bildet. NO kann
retrograd zur Prasynapse diffundieren und durch Bindung an die I6sliche
Guanylylzyklase (sGC) die Bildung von zyklischem GMP (cyclic Guanosine
Monophosphate, cGMP) induzieren. cGMP aktiviert nachfolgend die Proteinkinase G
(PKG), welche uber Mobilisation der synaptischen Vesikel die Ausschittung der
Transmitter erhoht (Ota et al., 2008). Kirzlich konnte auch fur Heuschrecken gezeigt
werden, dass diese bei der Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses auf die Aktivitat
des NO/cGMP-Signalwegs zurtickgreifen. Es wird postuliert, dass dieser Signalweg
zu einer Aktivierung der CNG-Kanaéle (cyclic Nucleotid-Gated Channels) fihrt und der
nachfolgende Kalzium-Einstrom die Aktivitdit von CaM und der CaMKIl anregt, um
final die Aktivierung des cAMP/PKA/CREB-Signalwegs zu induzieren (Matsumoto et
al., 2018). Daruber hinaus konnte Uber einen pharmakologischen Ansatz gezeigt
werden, dass bei der Honigbiene die Ausbildung eines Transkriptions-abhéngigen
Langzeitgedachtnisses (Verknipfung eines Duftes mit einer Zuckerbelohnung) der
Aktivitat des No/cGMP-, als auch des cAMP/PKA-Signalwegs bedarf (Matsumoto et
al., 2014). Der Signalweg tber NO und cGMP wird in Abbildung 1 nicht aufgegriffen,
da die vor- und nachgeschalteten Signalwege bei Vertebraten und Invertebraten

stark voneinander abweichen.

Fur die Erarbeitung der zentralen Fragenstellung der Doktorarbeit, wie die

Aufrechterhaltung eines LTMs mechanistisch garantiert wird, wurde sich fir den



Einleitung

Modellorganismus Drosophila melanogaster entschieden. Die Vorziige der Taufliege
werden nachfolgend erlautert.
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Einleitung

1.3 Drosophila melanogaster als Modellorganismus der Neurobiologie

Als Modellorganismus der Genetik ist Drosophila melanogaster seit tuber 100
Jahren bekannt. Eingefihrt wurde die Taufliege von T.H. Morgan, welcher sie zur
Analyse geschlechtsgekoppelter Vererbung verwendete (Rubin, 2000). Anwendung
in der Neurogenetik fand sie zum ersten Mal 1967 im Labor von S. Benzer. Benzer
und seine Kollegen untersuchten den Einfluss einzelner Gene auf komplexe
Verhalten, wie z. B. die circadiane Rhythmik (Konopka und Benzer, 1971), das
Lernen und die Gedachtnisbildung (Quinn et al., 1974; Dudai et al., 1976), oder die
Balz (Hotta und Benzer, 1976). In den darauffolgenden Jahren wurde insbesondere
durch die Etablierung des GAL4/UAS-Systems (Brand und Perrimon, 1993) und die
vollstandige Entschlisselung des Drosophila-Genoms (Adams et al., 2000) die

Forschung revolutioniert.

Unter Anbetracht der bis heute erworbenen Fille an Informationen und
Werkzeugen ist es demnach vorstellbar, das Nervensystem der Fliege in seiner
Funktionalitat und Konnektivitdt in Zukunft ganzheitlich zu verstehen. Im Vergleich
zum Menschen mit ca. 100 Milliarden Neuronen (Herculano-Houzel, 2009) und etwa
25.000 Protein-codierenden Genen (International Human Genome Sequencing
Consortium et al., 2001) bietet die Fliege zahlentechnisch mit ungefahr 100.000
(Simpson, 2009) Neuronen und ca. 13.000 Protein-codierenden Genen (Bellen und
Yamamoto, 2015) einen Vorteil. Hinzu kommt, dass aufgrund der kurzen
Generationszeit und einer hohen Anzahl an Nachkommen Hypothesen experimentell
schnell Uberprift werden koénnen. Minimale Haltungsanforderungen halten die
Kosten zudem gering (Burne et al., 2011). Insbesondere fir die neurobiologische
Forschung ist entscheidend, dass die Verwendung der Fliege im Vergleich zu
Vertebraten-Modellsystemen mit geringen ethischen Einschrankungen verbunden ist
(Tan und Azzam, 2017).

1.3.1 Werkzeuge der Drosophila-Forschung
Gezielt die Expression eines Genes zu manipulieren war bis zum Jahr 1993
nur auf zwei Arten moglich: Zum einen konnte durch die Verwendung eines

Hitzeschock-Promotors und Hitzeinduktion der Zeitpunkt der Genexpression
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festgelegt werden. Zum anderen konnte der Ort der Genexpression definiert werden
Uber die regulatorische Sequenz des eingesetzten Promotors. Zuriickgegriffen wurde
hierzu auf eine limitierte Anzahl bereits charakterisierter Promotoren. Die Einfihrung
des GAL4/UAS-Systems (Brand und Perrimon, 1993) erlaubte erstmals die

zielgerichtete Expression eines Gens in einer Vielzahl neuronaler Muster.

Bei GAL4 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, welcher eine
spezifische Bindung mit der sogenannten upstream activating sequence (UAS)
eingehen kann. Der UAS nachgeschaltete Gene kdnnen bei Aktivierung dieser durch
GAL4 spezifisch exprimiert werden (Brand und Perrimon, 1993). Die Integration des
urspringlich aus der Hefe stammenden Systems in das Fliegengenom erfolgt unter
Nutzung von P-Elementen. Diese besitzen die naturliche Eigenschaft, DNA mittels
ihrer Transposase-Aktivitdt zu mobilisieren und an anderer Stelle Uber ihre
invertierten Repeats (IR) im Genom zu integrieren. Durch gezielte Manipulation kann
die Sequenz der Transposase ersetzt werden durch eine exogene DNA Sequenz.
Parallel dazu wird ein Helfer-Plasmid erstellt, welches die Transposase codiert,
jedoch defekt ist hinsichtlich der fir die Integration notwendigen IRs. Durch diese
Auftrennung kann nach Injektion beider Plasmide in die Keimbahn eine stabile Linie
fur die exogene DNA erstellt werden. Etabliert werden zwei voneinander
unabhéngige transgene Linien, die Treiberlinie (GAL4) und die Effektorlinie (UAS).
Die Integration erfolgt dabei willkirlich, wodurch das zellspezifische Muster der
GAL4-Expression vorgegeben wird durch den sie kontrollierende Enhancer
benachbarter Gene (Rubin und Spradling, 1982; Spradling und Rubin, 1982).
Mitunter kdnnen sich durch diese Eigenschaft Gene Uber ihr Expressionsmuster

identifizieren lassen (Enhancer Trap) (O'Kane und Gehring, 1987).

Eine zeitliche Steuerung der zellspezifischen Genexpression bietet die 2004
eingefihrte TARGET-Methode (temporal and regional gene expression targeting)
(McGuire et al., 2004). Bei einer Temperatur von 19°C unterbindet der temperatur-
sensitive GAL4-Repressor GAL80® die transkriptionale Aktivitdt von GAL4, sodass
das Zielgen nicht exprimiert wird. Eine gezielte Temperaturerhéhung (auf 30°C)
hingegen inaktiviert GAL80®, induziert die Genexpression und erlaubt damit eine
systematische Eingrenzung des Zeitraums, zu dem das Zielgen einen Phanotyp
hervorbringt und damit funktional aktiv ist.
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Treiberlinie (GAL4) Effektorlinie (UAS)

ey . dSm

ro% 00000 r

] genomischer GALY e — UAS Zielgen e
Enhancer
Ortsspezifische Expression des Zielgens
Expression von GAL4 im Muster von GAL4

Abbildung 2: Das GAL4/UAS-System. Durch Kreuzung der Treiberlinie (GAL4) mit der Effektorlinie (upstream
activating sequence [UAS]) kommt es zur Vereinigung beider Komponenten des bindren Systems. Nachfolgend
kann der Transkriptionsaktivator GAL4 spezifisch an die UAS binden und die Expression des Zielgens einleiten.
Das Expressionsmuster wird dabei durch den GAL4-kontrollierenden genomischen Enhancer bestimmt.

Eine effiziente Methode, welche die auf dem Integrationsort beruhende
vorgegebene Expressionsstarke vernachlassigt und eine reproduzierbare
positionsspezifische Integration ermdglicht, wurde von Groth und Kollegen 2003
entwickelt. Dabei vermittelt eine dC31-Integrase die Rekombination zwischen zwei
Erkennungssequenzen, attB und attP. Plasmide, welche die Sequenz attB, sowie
das zu integrierende Gen beinhalten, kdnnen dadurch gezielt in etablierte attP-
transgene Fliegen integriert werden (Groth, 2004). Diese positionsgenaue
Integrationsmethode wurde 2008 dazu verwendet, die GAL4-Sequenz mit kleinsten
Enhancer-Fragmenten zu kombinieren und eine Kollektion distinkter GAL4-Linien zu
generieren (Pfeiffer et al., 2008), deren Expressionsmuster in Summe alle Neuronen
des Fliegengehirns umfassen sollen (Jenett et al., 2012). Um das Expressionsmuster
einer GAL4-Linie weiter einzuschranken wird das Split GAL4-System verwendet.
Dabei stehen die Sequenzen der DNA-Bindedomane und der Transkriptionsaktivator-
Domaéne des GAL4-Proteins unter der Kontrolle verschiedener Enhancer. Nur durch
die Kombination beider Komponenten im Uberlappenden Expressionsbereich wird ein
funktionales GAL4 generiert, welches die Transkription des Zielgens initiiert (Luan et
al., 2006). Weitere Varianten binérer Systeme sind das lexA/lexAop-System (Lai und

Lee, 2006), sowie das Q-System (Potter und Luo, 2011).
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Auf Basis des GAL4/UAS-Systems wurden bis heute zahlreiche Methoden zur
Erforschung der neuronalen Funktion und Verschaltung etabliert. Um die Aktivitat
einer Zelle zu beobachten und zu quantifizieren, werden u. a. Kalzium-Indikatoren
eingesetzt, die auf eine Konzentrationszunahme des sekundaren Botenstoffs mit
einer Steigerung ihrer Fluoreszenz antworten (Tian et al.,, 2009). Ein Beispiel
neuronaler Aktivatoren ist der thermosensitive Kationenkanal TrpAl, welcher sich bei
Erhohung der Umgebungstemperatur 6ffnet — ein endogener Schutzmechanismus
zur Wahrnehmung von Warme (Hamada et al., 2008). Als Inhibitor neuronaler
Aktivitat steht u. a. Tetanustoxis zur Verfigung. Die leichte Kette des Tetanustoxins
(TeTxLC) sorgt fur die Spaltung von Synaptobrevin, sodass die Exozytose
synaptischer Vesikel und damit die synaptische Ubertragung unterbunden wird
(Sweeney et al., 1995).

Neben der Inhibition neuronaler Aktivitdt ist es durch den zentralen
Mechanismus der RNA-Interferenz auch méglich, ausgewahlte Gene gezielt herunter
zu regulieren. Dazu wir eine exogene, palindromisch angelegte Sequenz in die
Fliege integriert, welche nach Transkription eine doppelstrangige RNA (dsRNA)
formt. Die dsRNA wird basierend auf einem endogenen Schutzmechanismus der
Zelle vor viraler RNA degradiert. Der Abbau erfolgt, indem die lange dsRNA durch
die RNase Dicer in 21 bp-lange Nukleotide geschnitten wird. Diese Fragmente
werden nachfolgend in den RNA-induced silencing complex (RISC) eingelagert und
entwunden. Die einzelstrangige RNA hybridisiert mit der ihr komplementéaren
endogenen mMRNA (messenger RNA), formt dadurch erneut dsRNA und unterbindet
damit gezielt die Translation des Zielgens (Heigwer et al., 2018). RNAI-Linien zu
einer Vielzahl an Genen sind Uber grof3angelegte Projekte entstanden und stehen
heute Uber das Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC), das Vienna
Drosophila Resource Center (VDRC) und das National Institute of Genetics (NIG,
Japan) zur Verfugung (Dietzl et al., 2007; Ni et al., 2011). Dariiber hinaus stehen zur
Untersuchung der Funktion eines Gens Mutanten zur Verfigung. Die Mutationen
wurden ehemals unwillkirlich generiert Uber den Einsatz des mutagenen
Ethylmethansulfonats (EMS) (Bokel, 2008) oder heutzutage durch gezielte
Manipulation Uber das CRISPR/Cas9-System (Gratz et al.,, 2015). Wird in einer

mutanten Fliege die genomische Sequenz des fehlenden Gens innerhalb
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ausgewahlten Zellen zuriickgegeben, kann eine Rettung des Phanotyps
hervorgerufen werden. Die ausgewé&hlten neuronalen Strukturen waren demnach
notwendig und hinreichend fiir zur Austbung des untersuchten Verhaltens. Auf die
neuronale Architektur des Drosophila-Gehirns soll im Folgenden eingegangen

werden.

1.4 Der Zentralkomplex

Innerhalb des Fliegengehirns ist eine Einheit von besonderer Bedeutung: der
Zentralkomplex (ZX, Abbildung 3). Als zentrale Steuereinheit generiert er
zielgerichtete Verhaltensweisen nach sensorischem Eingang. Der Zentralkomplex ist
in der Insektenwelt arteniibergreifend strukturell hoch konserviert und umfasst vier
markante Strukturen, welche sich symmetrisch an der Mittellinie des Protozerebrums

anordnen.

Am weitesten anterior gelegen befindet sich der Zentralkérper, welcher sich
bei Drosophila in den Facherformigen Korper (FK) und den Ellipsoidkorper (EK)
unterteilt. Die ventrale Halfte des EK liegt anterior, wohingegen die dorsale Halfte
posterior vom FK umschlossen wird. Der Ellipsoidkérper gliedert sich strukturell in
sechs verschiedene konzentrische Ringsysteme (Omoto et al., 2018). Die Fliege
bendtigt einen Teil dieser EK-Neurone fur die Ausbildung eines visuellen
Ortsgedachtnisses (Ofstad et al., 2011). Dieses raumliche Kurzzeitgedachtnis kénnte
beispielsweise dazu genutzt werden, die Position einer Futterquelle fir wenige
Stunden zu speichern. Darlber hinaus besitzt Drosophila ein visuelles
Arbeitsgedachtnis, welches in den R3-Neuronen lokalisiert ist. Dieses
Kurzzeitgedachtnis gewahrleistet eine zielgerichtete Navigation zu einem Objekt,
auch wenn dieses fur wenige Sekunden verdeckt wird (Neuser et al., 2008; Thran et
al., 2013; Kuntz et al., 2017). Fur R2-Neurone ist bekannt, dass sie in die Regulation
des Schlafes eingebunden sind (Donlea et al., 2018; Guo et al., 2018; Lamaze et al.,
2018). Den FK Korper benétigt Drosophila zur visuellen Mustererkennung wahrend
des Fluges (Liu et al., 2006; Pan et al., 2009). AuRerdem resultiert eine Blockade der
synaptischen Ubertragung im FK in einer Reduktion der Balzaktivitat (Sakai und

Kitamoto, 2006). Weiterhin ist bekannt, dass dorsal gelegene Neurone des FK die
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Aufgabe haben, den Schlaf-Wach-Zustand der Fliege zu kontrollieren und bei Bedarf
den Schlaf zu induzieren (Donlea et al., 2014; Donlea et al., 2018).

Ventral des Zentralkérpers sind die paarigen Noduli (NO) angeordnet. Fur
Fliegen, die einen strukturellen Defekt in den NO aufweisen, wurde ein Ph&notyp im
Laufverhalten festgestellt (Strauss und Heisenberg, 1993). Dartber hinaus ist von
Buchanan und Kollegen bekannt, dass Fliegen eine individuelle Praferenz fir Links
oder Rechts besitzen, und dass diese lokomotorische Handigkeit mitunter von der
Aktivitat in den NO abhé&ngt (Buchanan et al., 2015).

Die Protozerebralbriicke (PB) schlief3t posterior den Zentralkomplex ab
(Young und Armstrong, 2010; Lin et al., 2013; Wolff et al., 2015). Von Heuschrecken
ist bekannt, dass das Polarisationsmuster des Himmels topographisch in der PB
reprasentiert wird; eine Eigenschaft, die einige Insekten zur Orientierung verwenden
(Heinze und Homberg, 2007). In Drosophila ist die PB funktional verantwortlich fur
die Regulation der Schrittlange (Strauss, 2002), sowie flr eine orientierte Lokomotion
im Kletterverhalten (Triphan et al., 2010). Daruber hinaus erforschte Krause wahrend
seiner Promotion das KorpergroRengedachtnis der Fruchtfliege, welches in der PB

erlernt wird (Krause, 2015).

Von Wolff und Kollegen wurde 2018 angeregt, die Aufnahme des
Asymmetrischen Korpers (AK) als finftes Neuropil des Zentralkomplexes zu
bedenken. Diese bilaterale Struktur liegt dem ventralen Bereich des FK benachbart
und ist asymmetrisch in seiner Morphologie (Wolff und Rubin, 2018). Drei prominente
akzessorische Neuropile schlieen sich an den Zentralkomplex an; die lateralen
akzessorischen Loben (LAL), die Bulbi (BU, auch als laterale Triangel bekannt) und
die Gall (GA) (Wolff et al., 2015).
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Facherférmiger Korper (FK) Zentral-
Ellipsoidkdrper (EK) komplex
Noduli (NO) (ZX)

(Asymmetrischer Koérper [AK])

Laterale akzessorische Loben (LAL)

Abbildung 3: Der Zentralkomplex inkl. akzessorischer Neuropile. Der Zentralkomplex von Drosophila gliedert
sich in die Protozerebralbriicke (PB), den Facherférmigen Koérper (FK), den Ellipsoidkérper (EK) und die Noduli
(NO). Zudem wird der Asymmetrische Kérper (AK) abgebildet. Darstellung zweier akzessorischer Strukturen, die
Gall (GA) und die lateralen akzessorischen Loben (LAL). Abbildung verandert nach (Wolff et al., 2015).

Die Verknupfung lateral gelegener Hirnstrukturen mit einzelnen Neuropilen
des ZX erfolgt Uber sogenannte Grof3feldneurone. Orthogonal dazu stehen die als
Kleinfeldneurone bezeichneten Zentralkomplex-intrinsischen Neurone (inkl. Bulbi und
LAL). Diese Neurone innervieren einzelne ZX-Neuropile oder stellen die
Kommunikation zwischen den ZX-Neuropilen entlang der anterioposterioren Achse
sicher (Hanesch et al., 1989; Young und Armstrong, 2010). Durch ihre
Verzweigungen und terminale Innervierung gestalten die Kleinfeldneurone
voneinander abgrenzbare horizontale und vertikale Schichten innerhalb der
Neuropile. Diese Schichten sind Gber Farbung von Bruchpilot, einem Marker fur
aktive Zonen, immunbhistologisch visualisierbar (Wolff et al.,, 2015; Omoto et al.,
2018). Demnach ist die PB unterteilbar in 18 vertikale Einheiten, den Glomeruli, von
denen jeweils neun per Hemisphére zu finden sind (Wolff et al.,, 2015). Der FK
besteht aus horizontalen Schichten und vertikalen Saulen. Die Anzahl derer ist in der
Literatur variabel, da Funktion und Morphologie der einzelnen Einheiten nicht
eindeutig definiert sind. Nach Wolff und Kollegen sind mind. neun horizontale
Schichten voneinander zu unterscheiden. Die Anzahl der vertikalen Einheiten andert
sich abhéngig von der horizontalen Schicht und bewegt sich zwischen weniger als
acht bis 16 Saulen (Hanesch et al., 1989; Lin et al., 2013; Wolff et al., 2015). Um den
sich mittig befindlichen Kanal des Ellipsoidkérpers ordnen sich wie oben genannt

sechs verschiedene konzentrische Ringsysteme an (R1 — R6) (Omoto et al., 2018).
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Entlang der anterioposterioren Achsen unterteilt sich der EK laut Wolff in drei
voneinander abgrenzbare Subkompartimente (shells oder Schalen). Das posteriore
Subkompartiment der drei Schalen lasst sich tber acht von Wolff und Kollegen
identifizierten tiles (Kacheln) weiter strukturieren. Des Weiteren umfasst der EK 16
radiale Einheiten (wedges oder Sektoren, weiter aufteilbar in semi-wedges
[Halbsektoren]), welche in der Tiefe bis zu drei Schalen umschlieRen konnen (Wolff
et al., 2015). An Noduli besitzt die Fliege drei pro Hemisphére. Der dorsal gelegene
Nodulus (NO1) wird gegliedert in einen medialen und einen lateralen Bereich. NO>
besitzt einen grofRen dorsalen (NO2D) und einen kleineren ventral gelegenen Bereich
(NOzV). Der am weitesten ventral gelegene Nodulus, NO3, lasst sich in ein
posteriores (NOsP), ein mediales (NOsM) wund ein anteriores (NO3A)
Subkompartiment unterteilen (Wolff et al., 2015).

1.5 Langzeitgedachtnisse

Verschiedene Verhaltensweisen werden somit nach Verarbeitung des
sensorischen Eingangs uber die funktional unterschiedlichen, aber vernetzten
Neuropile des Zentralkomplexes generiert. Da der Fokus der Arbeit auf der Analyse
der Gedachtnisaufrechterhaltung liegt, werden nachfolgend solche Verhalten

betrachtet, denen die Bildung eines Langzeitgedachtnisses unterliegt.

So zeigen Drosophila melanogaster Weibchen ein natirliches nicht-
assoziatives Langzeitgedachtnis nach Konfrontation mit Weibchen der
endoparasitoiden Wespenart Leptopilina heterotoma. Drosophila Weibchen verfolgen
die Strategie, bei Anwesenheit der Wespen-Weibchen alkoholhaltiges Futter
gegenuber alkoholfreiem Futter fur die Eiablage zu préaferieren. Der Anteil an
Nachkommen, der den Schlupf erfolgreich bewaltigt, ist dadurch deutlich erhéht. Es
wird vermutet, dass eine erhdhte Alkoholaufnahme der Larven Infektionen vorbeugen
und zur Bekdmpfung von Infektionen beitragen kann. Das Gedéchtnis zur Alkohol-
praferierten Eiablage wird Uber vier Tage aufrecht erhalten (Kacsoh et al., 2013).
Eine Verhaltensanpassung, die Uber neun Tage hinweg besteht, wurde bei
Drosophila Mannchen beobachtet. Jungfrauliche Mannchen initiieren die Balz, sobald

sie mit einem Weibchen zusammengebracht werden. Bereits verpaarte Weibchen
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verweigern Annaherungsversuche von Mannchen, sodass diese ihr Balzverhalten
kurzzeitig unterdriicken. Diese Langzeit-Unterdriickung (Balzsuppression) wird dann
ausgebildet, wenn die Konditionierung tber einen ausgedehnten Zeitraum von funf
Stunden stattfindet (McBride et al., 1999). Ein Ged&chtnis, das uber sieben Tage
aufrechterhalten werden kann, basiert auf der aversiven olfaktorischen
Konditionierung. Voraussetzung fur dieses wohl am umfassendsten studierten
Langzeitgedachtnisses bei Drosophila ist die Synthese neuer Proteine, welche sich
durch eine sich wiederholende und mit Pausen unterbrochene Préasentation von Duft
und aversivem Stimulus initieren lasst (Tully et al., 1994). Bei der appetitiven
Konditionierung hingegen bewirkt bereits eine einzelne Paarung von Duft und Zucker
die Formierung eines Proteinbiosynthese-abhangigen Langzeitgedachtnisses. Im
Gegensatz zum aversiven Gedachtnis wird das appetitive Gedachtnis lediglich fur
drei Tage aufrecht erhalten, selbst bei sich wiederholender Paarung der
prasentierten Stimuli (Colomb et al., 2009).

Sollte ein Weibchen dauerhaft alkoholhaltiges Futter préaferieren, obwohl keine
Gefahr mehr durch Wespen besteht, die Larven aber trotzdem toxische Mengen an
Alkohol konsumieren? Ist es sinnvoll fir ein Mannchen die Balz komplett aufzugeben,
obwohl zahlreiche jungfrauliche Weibchen darauf warten, befruchtet zu werden? Und
in wie fern ist es natzlich fir eine Fliege, im naturlichen Lebensraum einen generell
Futter-versprechenden Duft zu meiden, wenn die negative Erfahrung lokal begrenzt
erfolgte? Das ein Gedachtnis mit der Zeit vergeht tragt demnach zum Erfolg eines
jeden Individuums bei. Fir die Analyse der Gedachtnisaufrechterhaltung hingegen
soll vielmehr ein Gedachtnis herangezogen werden, welches annahernd lebenslang

Bestand hat: Das Korpergrol3engedachtnis.

1.5.1 Das KorpergréRengedéachtnis

Taufliegen sind dazu befahigt, die Grol3e ihres eigenen Kérpers zu lernen und
ein langanhaltendes, vermutlich lebenslanges Gedachtnis dariber auszubilden.
Diese Informationen werden unter Zuhilfenahme eines Verhaltensparadigmas
gewonnen, welches 2005 dazu etabliert wurde, um die motorische Ausfihrung und

Koordination eines zielgerichteten Klettervorgangs zu studieren (Pick und Strauss,
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2005). Daneben diente das Luckenlberwindungsparadigma als Werkzeug zur
Analyse der Motivationslage bei Fliegen (Ries et al., 2017). Zur Erforschung des

KorpergroRengedachtnisses wurde es erstmalig 2015 eingesetzt (Krause, 2015).

Eine flugunfahig gemachte Fliege wird mit einem Plastikblock konfrontiert,
dessen obere Kante durch eine Lucke unterbrochen ist. Erklimmt sie diesen und
entscheidet sich fur einen Kletterversuch an einer fir sie Uberwindbaren Lucke, lauft
dieses Verhalten wie folgt ab: Nach Anlauf an die Liicke treten die Vorderbeine ins
Leere. Die Fliege stoppt, wenn sich die Halfte ihres Korpers Uber dem Spalt befindet.
Nach einem kurzen Erstarren werden die Vorderbeine in die Luft und tber den Kopf
gehoben, sodass Suchschlage zur gegeniberliegenden Seite ausgefiihrt werden
konnen. Dieses sogenannte ,Bein-tber-Kopf Verhalten® (Abbildung 4A) st
charakteristisch fir einen Kletterversuch, da es wahrend des normalen Laufens nicht
auftritt. Wéahrend der Ausfihrung der Suchschlage wird die Reichweite durch
Justierung der Position der Fuf3e und des Kdrpers optimiert. Die Fliege richtet sich
horizontal aus, sobald die Vorderbeide die gegenuberliegende Seite erreichen
(Abbildung 4B). Daraufhin wird das mittlere Beinpaar auf die andere Seite verlagert.
Das hintere Beinpaar folgt nach, sodass der Korper in die Liucke rotiert. Der Lauf

kann nachfolgend fortgesetzt werden (Pick und Strauss, 2005).

A B
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Abbildung 4: Das Kletterverhalten einer wildtypischen mannlichen Drosophila. (A) “Bein-tber-Kopf
Verhalten® (B) Horizontale Ausrichtung nach Kontakt mit der gegentberliegenden Liickenseite. Verwendung einer
3,5 mm breiten Licke.

Licken, die sehr klein sind (2,0 mm) kénnen mittels normalen Laufens
tiberschritten werden. Zur Uberwindung von groReren Licken ist fur flugunfahig
gemachte Fliegen die Ausfuhrung der Vorderbein-Suchschlage notwendig.
Interessanterweise bedienen sich besonders kleine Fliegen zur erfolgreichen

Lickenuberwindung bereits bei einer 2,5 mm breiten Licke der Suchschlage,
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wohingegen besonders grol3e Fliegen diese erst bei einer 3,0 mm breiten Licke
ausfuhren (GrofRRenunterschied: 15,8 Prozent). Die Wabhrscheinlichkeit fur die
Ausfiihrung der Suchschlage ist an der 3,5 mm breiten Lucke bei kleinen und grof3en
Fliegen maximal (Krause, 2015). Steigt die Luckengrof3e weiter an, korreliert dies
negativ mit der Initiation des ,Bein-tUber-Kopf Verhaltens®. D.h. Fliegen sehen von
Kletteraktionen an uniiberwindbaren Licken ab und durchlaufen vielmehr die Liicke
oder drehen an der Kante um. Auch hier ist ein Zusammenhang zwischen der
KorpergroRe der Fliegen und der GroRRe der Licke auffallig; die Reduktion der
Suchschlage setzt bei kleinen Fliegen eher ein (Kienitz, 2010). Folglich liegt nahe,
dass Fliegen ein Wissen uber die eigene KorpergrofRe besitzen (Krause, 2015) und

ihr Verhalten an der Licke danach ausrichten (Kienitz, 2010).

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Fliegen, welche unter
standardisierten hell/dunkel-Bedingungen aufwuchsen, zeichnen sich dunkel-
aufgezogene, d.h. visuell naive Fliegen, durch eine Ubermé&Rige Kletterbereitschaft
an nicht Uberwindbaren Licken aus (Krause, 2015). Um aber eine Kkorrekte
Einschéatzung der Distanz zur gegenuberliegenden Seite der Liicke vorzunehmen,
bedarf es der visuellen Kontrolle. Es konnte gezeigt werden, dass bewegungsblinde
Fliegen, in welchen die Photorezeptoren R1 - R6 degeneriert vorliegen, im
Gegensatz zu Kontrollfiegen an berwindbaren Liicken keine Uberkletterungen
ausiuben. Experimentell konnten Pick und Strauss herausfinden, dass die Messung
der Entfernung bis zur gegenuberliegenden Lickenseite weder durch
Akkommodation, binokulares Sehen, Bewegungsparallaxe durch seitliche oder Auf-
und-Abwartsbewegungen des Kopfes, noch durch optische Expansion vorgenommen
wird. Vielmehr erfolgt die Einschatzung der Entfernung Uber Bewegungsparallaxe,
die auf latero-lateralen Kopfbewegungen basieren, welche wéahrend des Laufens
natirlich generiert werden (Pick und Strauss, 2005). Aufgrund der eigenen
Vorwartsbewegung verschiebt sich die gegenlberliegende Seite der Liicke tUber das
Blickfeld der Fliege. Diese Verschiebung wird als Bewegungsparallaxe bezeichnet
(Eiglsperger, 2001).

Dariiber hinaus ist bekannt, dass eine intakte Protozerebralbriicke fir die
Aneignung dieses Wissens erforderlich ist. ocelliless (oc!)-Mutanten, deren PB bis
auf die auRersten beiden Glomeruli nicht vorhanden ist, weichen in der visuellen
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Ausrichtung ihrer Suchschlage zur gegentberliegenden Seite auffallend vom Wildtyp
ab. Folglich reduziert sich ihr Klettererfolg an kleinen Liicken massiv (Triphan et al.,
2010). Daruber hinaus bekraftigt deren Phanotyp, an uniberwindbaren Licken
vermehrt zu klettern, die Notwendigkeit der PB (Krause, 2015).

Der molekularbiologische Mechanismus, auf den sich das Erlernen der
KorpergroRe stutzt, basiert auf dem cAMP-Signalweg (1.2). Fehlt einem
Fliegenstamm eine Komponente der Lernkaskade (AC, kodiert durch rutabaga oder
PDE, kodiert durch dunce) zeigen die Fliegen ein unverhaltnisméaiiges
Kletterverhalten selbst an uniuberwindbaren Licken (Kienitz, 2010; Krause, 2015). In
seiner Dissertation konnte Krause zeigen, dass dieser Phanotyp in rut!-Mutanten
durch Expression von Rut in ausgewéhlten Neuronen der Protozerebralbriicke
gerettet werden kann. Daflr nutzte er Treiberlinien, welche in den latero-lateralen
Neuronen der Protozerebralbricken (LPB) exprimieren; diese sorgen fir einen
Informationstausch innerhalb der PB-internen Glomeruli. In diesen Neuronen
garantiert ein erhohter cAMP-Spiegel und die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
dCREB2 eine korrekte Korpergroleneinschatzung und somit eine adaquates
Verhalten an der Licke. Gegensatzlich dazu verhalten sich die Anforderungen
sogenannter PFN-Neurone (auch als kolumnare Neurone bezeichnet). PFN-Neurone
gehoéren zu den Kleinfeldneuronen und verknipfen die Protozerebralbriicke, den
Facherférmigen Kérper und die Noduli miteinander. Es wurde gezeigt, dass der
exzessive Kletterphanotyp in der dnc'-Mutante durch Expression von Dnc in den
PFN-Neuronen gerettet werden kann. Ein anderes Experiment zeigt, dass eine
Erhéhung der dCREB2-Aktivitat durch Expression der dCREB2-cDNA in den PFN-
Neuronen massiv der Ausbildung eines KorpergroRengedachtnisses schadet
(Krause, 2015). Somit bendtigen die PFN-Neurone fir eine richtige
KorpergroReneinschatzung die Aktivitdt der regulatorischen Mechanismen, zur
Inaktivierung von cAMP und dCREB2.

Krause postuliert daraus ein Modell des Korperreichweitenlernens (Abbildung

5). Grundlage dessen ist eine hypothetische Verschaltung von Neuronen vier

verschiedener Kategorien. Demnach erhalten die LPB-Neurone aktivierenden

Eingang von Neuronen, die die Efferenzkopie des Laufens reprasentieren, und von

Neuronen, welche die Bewegungsparallaxe vermitteln. Mit Hilfe einer Efferenzkopie
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unterscheidet das Hirn zwischen Eigenbewegung und Fremdbewegung; sie stellt
eine Rickmeldung dber die selbststandig ausgefuhrte Lokomotion dar.
Postsynaptisch der LPB-Neurone liegen die PFN-Neurone. Diese erhalten zudem
inhibierenden Eingang durch die Neurone der Bewegungsparallaxe. (1) Naiven
Fliegen fehlt durch die Dunkelaufzucht der Eingang der Bewegungsparallaxe, ihr
Verhalten zeichnet sich durch UberméaRiges Klettern aus. (2) Gibt man naiven Fliegen
die Mdglichkeit, in einer visuell strukturierten Umgebung ihre Kdrpergré3e zu lernen,
fuhrt die koinzidente Aktivierung der LPB-Neurone durch Eingang der
Bewegungsparallaxe und der Efferenzkopie des Laufens zu einer Starkung der
Synapse zwischen LPB- und PFN-Neuronen. Dies beruht auf einem Anstieg des
internen  cAMP-Spiegels und der daraus folgenden Aktivierung des
Transkriptionsfaktors dCREB2. Parallel dazu reduziert sich in den PFN-Neuronen
durch die Inhibition der Bewegungsparallaxe das cAMP-Level, wodurch weniger
dCREB2 phosphoryliert wird. Die synaptische Verbindung zwischen PFN-Neuronen
und denen, die nachgeschaltet den Kletterbefehl vermitteln, wird dadurch
geschwacht. (3) Wird eine Fliege mit bereits konsolidiertem Kdrpergrol3engedachtnis
mit einer Lucke konfrontiert, so generiert die gegenuberliegende Lickenseite die
Bewegungsparallaxe. Dabei erzeugen kleinere Licken mehr Bewegungsparallaxe
als grol3ere Licken; die Distanz zur gegenuberliegenden Lickenseite ist bei diesen
geringer. Durch die vorangegangene Eichung des KorpergroRenempfindens in der
Lernphase fuhrt die Fliege wahrend des Tests nur an solchen Licken das ,Bein-
Uber-Kopf Verhalten“ aus, welche physiologisch von ihr Gberwunden werden kdnnen.
Generell besteht dabei eine Korrelation zwischen der Beinlange und der KorpergréRe
(Siomava et al., 2016). Schlipft eine Fliege mit besonders grof3er Korpergréi3e,
generiert diese aufgrund ihrer langen Beine auch lange Schritte und damit mehr
Bewegungsparallaxe als eine kleine Fliege. Die LPB-PFN-Synapse groRRerer Tiere
wird dadurch wahrend des Lernens mehr gestarkt als die Synapse kleinerer Tiere.
Dies fuhrt dazu, dass groRere Tiere mit konsolidiertem Koérpergréf3engedachtnis an
einer definierten Lickengrof3e mehr Kletterversuche wagen, als deren kleinere

Artgenossen (Krause, 2015).
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Abbildung 5: Modell des Korperreichweitenlernens. Latero-laterale Protozerebralbriicken (LPB)-Neurone
erhalten eine koinzidente Aktivierung durch die Efferenzkopie des Laufens und die Bewegungsparallaxe.
Zusétzlich inhibieren die Bewegungsparallaxe-ubermitteinden Neurone die Neurone, welche die
Protozerebralbricke mit dem Fécherférmigen Kdérper und den Noduli (PFN) verknupfen. Dunkelaufgezogene
Fliegen zeigen ein UbermaRiges Kletterverhalten. Ein adaquates KoérpergrofRengedéachtnis kann erst durch
visuelle Erfahrung in einer strukturierten Umgebung gebildet werden. In dieser Lernphase bewirkt der Eingang
der Bewerbungsparallaxe die Starkung der LPB-PFN-Synapse und die Abschwéachung der Synapse zwischen
PFN-Neuronen und nachgeschalteten Neuronen, welche das Kletterverhalten steuern. Die Starkung unterliegt
einem Anstieg an cAMP und der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors dCREB2; die Abschwachung der
Synapse bedarf der Phosphodiesterase zum Abbau von cAMP und damit der Inaktivierung von dCREB2. Nach
Gedachtniskonsolidierung wird das Kletterverhalten an einer Licke bedingt durch die zuvor modulierte Starke der
synaptischen Verbindung zwischen LPB- und PFN-Neuronen. Die Starke der Synapse steht in Abhangigkeit zum
Eingang der Bewegungsparallaxe, welcher mit der Kérpergrof3e korreliert. KG = KorpergroRle.

1.6 Mechanismen der Gedachtnisaufrechterhaltung

Drosophila zahlt zu den holometabolen Insekten, welche ihre Entwicklung
nach dem Schlupf abgeschlossen haben und folglich ihre Kérpergrof3e beibehalten.
Demzufolge sollte es fur ein adultes Tier ausreichend sein, seine Korpergrof3e einmal
zu erlernen und nachfolgend zu speichern. Es konnte gezeigt werden, dass junge
Fliegen (Alter: 3 Tage) ein einmal gebildetes KorpergrofRengedachtnis noch mit
einem Alter von 21 Tagen abrufen kdnnen, selbst wenn sie zwischen den Tests
dauerhafter Dunkelheit ausgesetzt waren. Das Alter selbst hat keine Auswirkungen
auf die Kletterentscheidungen; eine Dunkelkontrolle, welche ihre KorpergroRe nie
lernen durfte, zeigt zu beiden Zeitpunkten ein Gbermafiges Kletterverhalten (Krause,
2015). Demnach ist die Fliege dazu befahigt, das eigene Korpergrol3enwissen

nahezu ein Leben lang zu erinnern. Diese Eigenschaft macht sie aul3erst interessant
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fur das Studium der Gedachtnisaufrechterhaltung. Bislang ist wenig dazu bekannt,
wie nach dem Lernen Veranderungen an der Synapse fortbestehen konnen.

Einer Hypothese zufolge sollen dauerhaft aktive Kinasen dafir sorgen, dass
post-translational phosphorylierte Proteine permanent aktiv bleiben (Asok et al.,
2019). Zu den Kinasen zahlen die Ca?*/Calmodulin-abhangige Kinase Il (CaMKII)
und die Proteinkinase M zeta (PKM(). Die CaMKIl umfasst zwolf Untereinheiten, die
jeweils aus einer katalytischen und einer regulatorischen Region bestehen und vom
sekundaren Botenstoff Calmodulin (CaM) aktiviert werden kdnnen. Diese Aktivierung
hat nur solange Bestand, bis CaM wieder entfernt wird. Sorgt CaM fiur eine
anfanglich schnelle Aktivierung aller zwolf Untereinheiten der CaMKII bei gleichzeitig
langsamerer Dephosphorylierung der Untereinheiten, tritt eine Ca?*-unabhéangige
Autophosphorylierung der Kinase ein. Bei diesem selbst-erhaltenden Vorgang
phosphoryliert eine katalytische Untereinheit die n&chst-benachbarte. Strukturelle
und funktionelle Veranderungen zur Starkung der Synapse bleiben so bestandig
(Malik und Hodge, 2014; Bear et al., 2018; Asok et al., 2019). In Drosophila wurde
die Rolle der CaMKIl in der Balzsuppression (Griffith et al., 1993) und in der
olfaktorischen Konditionierung (Malik und Hodge, 2014) untersucht. Es wurde
herausgefunden, dass sich Fliegenmannchen, die ein CaMKIl-inhibitorisches Peptid
exprimieren, wahrend des Trainings der Balzsuppression normal verhalten. Eine
Stunde nach Training bei Kontakt mit einer Jungfrau agieren sie jedoch, als héatte
kein Training stattgefunden, d. h. sie zeigen keine verzogerte Balzinitiation (Griffith et
al.,, 1993). In der olfaktorischen Konditionierung wird die Formierung eines
sogenannten mittelfristigen Gedéachtnisses (Middle Term Memory, MTM) und des
LTM beeintrachtigt bei Fehlregulation der CaMKII-Autophosphorylierung. Die Autoren
heben dabei die Funktion der Kinase CASK hervor, die bei Abwesenheit von CaM
eine alternative Autophosphorylierungsstelle bedient und dadurch die Funktion der
CaMKIl inhibiert (Malik und Hodge, 2014). Von der zweiten dauerhaft aktiven Kinase
PKMC ist bekannt, dass sie die Endozytose von AMPA-Rezeptoren reguliert.
Besonders ist, dass die mRNA der Kinase in die Dendriten transportiert, aber erst bei
Stimulation der Synapse translatiert wird. Parallel bewirkt die synaptische Aktivitat die
Neu-Synthese der katalytisch aktiven Form der PKMC{. Eine Blockade von PKM(

durch das Peptid ZIP fuhrt zur Entfernung bereits gespeicherter Erinnerungen (Bear
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et al., 2018; Asok et al., 2019). Die Arbeitsgruppe um Yin konnte dieser atypischen
Kinase auch eine Rolle in der olfaktorischen Gedachtnisaufrechterhaltung bei
Drosophila zuschreiben. Uber Western Blot-Analyse zeigte die Gruppe, dass die
Drosophila-PKCC, als auch deren gekirzte und dauerhaft aktive Isoform PKMC, in der
Fliege zu finden und insbesondere im Gehirn angereichert ist. Die Arbeitsgruppe
beschreibt die Drosophila-PKC( als stark-homolog zur Maus-PKCCZ. Sie wiesen nach,
dass bei Verfutterung eines PKC-Inhibitors und Expression einer Kinase-inaktiven
Maus-aPKMC( das 24 Stunden-Gedachtnis nach Massed Training deutlich reduziert
vorliegt. Gegensatzlich dazu bewirkt die Expression der Maus-aPKM( eine
erhebliche Verbesserung des 4 Tage-Gedachtnisses nach Massed Training (Drier et
al., 2002). Beim besagtem Training handelt es sich um eine Proteinbiosynthese-
unabhéngige Gedachtnis-Variante (Dauer: 3 Tage), welche durch zehn nacheinander
geschaltete Trainingszyklen gebildet wird (Tully et al., 1994).

Ein anderer Ansatz bericksichtigt die Tatsache, dass strukturelle und
funktionelle Veranderungen, die dem Erlernen neuer Informationen folgen, spezifisch
an denjenigen Synapsen vorgenommen werden, welche wéhrend des Lernens aktiv
stimuliert wurden. Einer Hypothese zufolge wird diese Spezifitdt durch den
sogenannten ,Synaptic-Tagging-and-Capture“-Mechanismus gewahrleistet. Nach
Transkription von Genen synaptischer Proteine im Zellkern, findet die Translation
deren mRNA erst lokal in der Synapse statt, die zuvor durch Stimulation markiert
worden ist. Drosophila-Forschungsergebnisse zur Balz legen nahe, dass Orb2 diese
Markierung und Synapsen-spezifische Translation zur Ausbildung und
Aufrechterhaltung eines LTMs Ubernimmt (Krattner et al., 2015). Orb2 ist ein
Ortholog des RNA-bindenden Proteins CPEB2 (cytoplasmatic polyadenlation
element binding protein 2), kann in den Isoformen Orb2A und Orb2B auftreten, und
besitzt eine C-terminale RNA-bindende Doméne und eine N-terminale Prionen-
ahnliche Glutamin-reiche Doméne (Li und Dubnau, 2012). Es konnte
herausgefunden werden, dass Orb2A hauptséchlich in den Synapsen auftritt und
diese wahrend der Gedachtnisakquise fir eine mogliche, sich anschlieRende
Gedachtnisspeicherung markiert. Wahrend der Konsolidierung erfolgt dann die
Rekrutierung von Orb2B in einen translational aktiven Protein-Komplex

ausschlief3lich lokal in den markierten Synapsen. Zur Ziel-mRNA der RNA-bindenden
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Doméane von Orb2B zahlt u. a. die Ca?*/Calmodulin-abhangige Kinase Il (Kruttner et
al., 2015). Besonders ist, dass diese translationale Regulation in einem selbst-
erhaltenden Vorgang fortbestehen und somit die Gedachtnisaufrechterhaltung
garantieren kann. Der Mechanismus beruht auf der Eigenschaft der Glutamin-reichen
Prion-ahnlichen Doméane der Orb2A-Isoform, bei Aktivierung eine kontrollierte
Konformationsanderung einzugehen, welche dauerhaft aktiv ist (Li und Dubnau,
2012; Asok et al., 2019).

Weiterer Akteure in der Gedachtnisaufrechterhaltung sind die sogenannten
microRNAs (miRNAs). Bei diesen 18-23 Nukleotid-langen nicht-kodierenden RNAs
handelt es sich um post-transkriptionale Regulatoren der Genexpression, welche
Ziel-mRNAs binden und deren Translation dadurch unterbinden (Schratt, 2009). Eine
Studie zu Aplysia californica konnten zeigen, dass wahrend des Lernens die
Ausschittung des Neurotransmitters Serotonin das Level der miR-124 vermindert;
ein Vorgang, der Uber die MAP-Kinase gesteuert wird. Direkte Konsequenz der miR-
124-Reduktion ist eine Heraufregulierung der CREB1-mRNA und somit eine
Induktion synaptischer Modulationen zur Langzeitgedachtnisbildung. Daneben
deuten die Ergebnisse auf eine Kontrolle der Gedéachtnisaufrechterhaltung durch
miR-124 (Rajasethupathy et al., 2009). Diese Behauptung wird gestiitzt von einer
zweiten Studie, nach der die Ausschittung von Serotonin eine Herunterregulation
der miR-22 hervorruft; auch hier vermittelt Gber die MAPK-Signalkaskade. Als Folge
kommt es zur Aufhebung einer Translationsblockade der CPEB-mRNA, welche
bekannt dafiir ist, als Prionen-dhnliches Protein die synaptische Plastizitat zu
regulieren. Darlber hinaus zeigt die Arbeit, dass eine Inhibition von miR-22 das Level
atypischer PKC (nach Proteolyse aPKM) anhebt (Fiumara et al., 2015). Wie zuvor
genannt, gilt diese atypische Kinase als Kandidat der langfristigen
Gedachtnisspeicherung. Eine Drosophila-Studie der Arbeitsgruppe um Dubnau
konnte zeigen, dass die miR-267a repressiv auf die Expression des dopaminergen
Rezeptors (DopR, Typ 1) in den Pilzkérpern wirkt. Bei Mutation der miR-267a kommt
es zur Heraufregulierung des DopR und einer sich anschlieenden Reduktion des 24
Stunden-, Proteinbiosynthese-abhangigen LTMs (Li et al., 2013). Ursprunglich sind

mi-RNAs als Regulatoren zellularer Prozesse wie der Zellproliferation, der Apoptose
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oder dem neuronalen Wachstum bekannt; ihre Funktion in der Regulation
synaptischer Plastizitat wurde erst neu aufgedeckt (Rajasethupathy et al., 2009).

AbschlieRend sollen epigenetische Mechanismen als Regulatoren der
Gedachtnisaufrechterhaltung diskutiert werden. Epigenetische Mechanismen agieren
Uber post-translationale Modifkationen der DNA und der Histone. Dadurch bleibt die
DNA-Sequenz selbst unverandert, vielmehr wird der Expressions-Status der Gene
moduliert. Dies geschieht beispielsweise Uber die epigenetische Variante der
Acetylierung, bei der es zum Anflgen einer Acetylgruppe an die Aminogruppe eines
Lysin-Restes eines Histons kommt. Durch diese Bindung wird die zuvor positive
Ladung neutralisiert und die DNA-Histon-Interaktion geschwécht. Die Auflockerung
des Chromatins ermdglicht der RNA-Polymerase Il die Bindung an die DNA und die
Initiation der Transkription (Miller und Sweatt, 2007). Neben dieser Transkriptions-
fordernden Modulation sorgt u. a. die Histon-Deacetylierung fur eine negative
Regulation der Genexpression. Letztlich entscheidet jedoch eine Kombination
epigenetischer Markierungen (u. a. Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung von
Histonen) dartber, ob ein Gen abgelesen wird oder nicht (Berger, 2007).
Epigenetische Modulationen sind urspriinglich bekannt aus der Entwicklung und
dabei essentiell fir die Festlegung der zellularen Identitédt und deren Beibehaltung
Uber die Zellteilung hinaus (Miller und Sweatt, 2007). Dieser Mechanismus zur
Wahrung eines zellularen Gedachtnisses wurde als Vorbild genommen, um die
molekularen Grundlagen hinter der Aufrechterhaltung gelernter Informationen zu
verstehen. Vorausgesetzt wurde, dass im Sinne einer dynamischen synaptischen
Plastizitdt epigenetische Markierungen reversibel gesetzt und entfernt werden
kénnen (Levenson und Sweatt, 2006). Ein Beispiel epigenetischer Kontrolle des
Langzeitgedachtnisses wurde von der Arbeitsgruppe um Schenck publiziert. Der
Fokus der Arbeitsgruppe lag auf der Erforschung der Euchromatin-spezifischen
Histon-Methyltransferase G9a, welche an Histon 3 den Lysinrest 9 (H3K9) zweifach
methyliert. Kommt es zur Uberexpression oder zum Fehlen von G9a innerhalb der
Pilzkérper von Drosophila, resultiert dies in einem verschlechterten Gedachtnis
mannlicher Fliegen nach vorangegangener Balzsuppression (Kramer et al., 2011).
Neben der Aufgabe epigenetischer Faktoren in der Chromatin-Auflockerung und —

Verpackung konnen diese aber auch direkt tber post-translationale Modifikationen
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synaptischer Proteine die synaptische Plastizitat regulieren. So ist bekannt, dass
Bruchpilot, eine prasynaptische Komponente der aktiven Zone, von der Histon
Deacetylase 6 (HDACG6) reguliert wird. Die Modulation des Acetylierungsgrades des
C-terminalen Endes von Bruchpilot ist bestimmend fur die Anbindung von Vesikeln
und damit fir die synaptische Transmission und Plastizitat. Die Arbeitsgruppe um
Ray konnte zeigen, dass Drosophila-Larven und adulte Fliegen mit mutierter Histon
Deacetylase 6 (HDACG6) einen zuvor gelernten Duft nachfolgend nicht erinnern
kbnnen (Perry et al, 2017). Inwieweit epigenetische Faktoren im
Aufrechterhaltungsprozess eines nahezu lebenslangen Gedachtnisses bendtigt
werden, ist bislang nicht bekannt und soll nachfolgend thematisiert werden.

1.7 Zielsetzung

Drosophila melanogaster ist es mdglich, ihre Spannweite beim Klettern zu
erlernen und diese Information in ein langanhaltendes, vermutlich lebenslanges
Gedachtnis zu Uberfuhren (KorpergroRengedéachtnis). Mithilfe des Licken-
Uberwindungsparadigmas kann festgestellt werden, ob Fliegen ihre Kletterinitiationen
der zu Uberwindenden LickengroRe anpassen und somit ein Koérpergrof3en-
gedachtnis besitzen. Es wird postuliert, dass wéahrend des Lernens die Kérper-
groBeneichung Uber Verrechnung der Schrittldange, bzw. —Frequenz mit der
generierten Bewegungsparallaxe erfolgt. Als Ort der Verrechnung wird die
Protozerebralbriicke angegeben, unter BerlUcksichtigung der latero-lateralen
Neuronen der PB und der PFN-Neuronen, welche die PB mit dem Féacherférmigen
Korper und den Noduli verkniipfen. Eine neurogenetische Analyse ergab, dass die
aus der olfaktorischen Konditionierung bekannte Signalkaskade tber cAMP, PKA
und dCREB2 in den beiden Neuronen-Biundeln unterschiedlich reguliert vorliegt — mit
hoher Aktivitat in den lateralen PB-Neuronen und geringer Aktivitat in den PFN-
Neuronen (Krause, 2015). Basierend auf dieser umfassenden Grundlage sollen
weiterfuhrende Fragestellungen beantwortet werden. Der Fokus wird dabei auf den
lateralen Protozerebralbriickenneuronen liegen. Aufgrund des Nachweises eines
erhohten cAMP-Spiegels und der damit einhergehenden Aktivierung des
Transkriptionsfaktors dCREBZ2 in diesen LPB-Neuronen, ist davon auszugehen, dass
die Gedachtnisspur zur Kérpergrof3e in diesen Zellen lokalisiert liegt.
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Der erste Themenkomplex dieser Arbeit kann unter dem Aspekt der
Gedachtnislokalisation zusammengefasst werden. Durch Evaluation alternativer
Protozerebralbriicken-Treiber sollen Linien mit distinktem Expressionsmuster
identifiziert werden, mit denen die Kartierung des Gedachtnisses weiter eingegrenzt
werden kann (Krause, 2015). Dartber hinaus soll immunhistochemisch bestimmt
werden, welche nach Wolff et al. (Wolff et al., 2015) identifizierten Zelltypen des
Zentralkomplexes im Muster der verwendeten PB-Linien enthalten sind.
Abschliel3end ist von Interesse, ob im Sinne des postulierten KérpergréRenmodells
synaptische Kontakte zwischen den LPB- und den PFN-Neuronen bestehen.

Der zweite Themenkomplex dieser Arbeit befasst sich mit der weiterfiihrenden
Charakterisierung der Physiologie des Koérpergrof3engedachtnisses. Nachdem
herausgefunden wurde, dass Fliegen in der Lage sind ihre Korpergrof3e zu erlernen,
bleibt von Interesse, ob dies auf eine bestimmte Phase begrenzt ist oder zu jedem
Zeitpunkt im Leben der Fliege erfolgen kann. Auch ist bislang nicht gezeigt worden,
ab welchem Zeitpunkt nach der Aneignung des Kdrpergrof3enwissens dieses auch
wieder abgerufen werden kann. Zuletzt soll das Korpergrol3engedachtnis als
Langzeitgedachtnisform qualifiziert werden (ber den Nachweis von Protein-

biosynthese als essentiellen Aspekt der Konsolidierung.

Der dritte Themenkomplex der Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, wie
Gedachtnisaufrechterhaltung in  den lateralen Protozerebralbriickenneuronen
gewahrleistet wird. Dies konnte zum einen Uber eine permanente Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors dCREB2 sichergestellt werden. Zum anderen kdnnten
dCREB2-nachgeschaltete Mechanismen die Genexpression synaptischer Proteine
dauerhaft regulieren. Aus den unter 1.6 vorgestellten Hypothesen nachgeschalteter
Mechanismen zur Gedachtnisaufrechterhaltung wird der Fokus auf die Epigenetik
gelegt. Beide Mdglichkeiten sollen im Folgenden analysiert werden und zur

prinzipiellen Aufklarung von Gedachtnis-Aufrechterhaltungsprozessen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zucht

2.1.1 Fliegenstamme

In Tabelle 1 sind die in der vorliegenden Arbeit genutzten Fliegenstdmme

angegeben, inkl. Lokalisation der genetischen Verédnderung, Bezugsquelle und

zugehdriger Referenz.

Tabelle 1: Fliegenstdmme mit Vermerk zur Lokalisation der Modifikation (Chromosom), Bezugsquelle und
Bestandsnummer, sowie einer Referenz. Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC), Vienna Drosophila

Resource Center (VDRC).

Stamm Chromo- |Bezugsquelle, Referenz
som Bestandsnummer
Canton-Spezial (CS) AG Strauf3, IDN,
Universitat Mainz
rut! I BDSC #9404 (Levin et al., 1992)
Effektoren [UAS]
UAS-dCreb2-a [l BDSC #9233 (Perazzona et al., 2004)

UAS-dCreb2-b

R. Davis, Florida

(Yu et al., 2006)

w* :UAS-mC*

Poeck, Mainz

(Li et al., 1995)

rut?%8%:UAS-rut

BDSC #9405

(Zars et al., 2000)

w*; lexAop-nSyb::spGFP1.
10, UAS-CD4::spGFP11/
CyO; MKRS/TM6B

BDSC #64315

(Macpherson et al., 2015)

w*; UAS-nSyb::spGFP1.10,
lexAop-CD4::spGFP11/
CyO

BDSC #64314

(Macpherson et al., 2015)

y'w* UAS-myrGFP,QUAS-
mtdTomato-3xHA; trans-
Tango

BDSC #77124

(Talay et al., 2017)

wil18:UAS-DenMark,
UAS-syt.eGFP;In(3L)D/
TM6C,Sb?

BDSC # 33064

(Nicolar et al., 2010)

Effektoren [UAS-RNAI]

UAS-Ada2b-RNAI

BDSC #31347

(Perkins et al., 2015)

UAS-Ada3-RNAi

BDSC #28905

(Perkins et al., 2015)
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UAS-Ada3-RNAI 1l BDSC #32451 (Perkins et al., 2015)
UAS-Art1-RNAI 1l BDSC #31348 (Perkins et al., 2015)
UAS-Art4-RNAI 1l BDSC #31349 (Perkins et al., 2015)
UAS-ash1-RNAI 11 BDSC #31050 (Perkins et al., 2015)
UAS-ash2-RNAI 1l BDSC #35388 (Perkins et al., 2015)
UAS-Bin1-RNAI 11 BDSC #31048 (Perkins et al., 2015)
UAS-Cafl1-180- 11 BDSC #28918 (Perkins et al., 2015)
RNAI/TM3,Sb1

UAS-CG1894-RNAI 1l BDSC #34925 (Perkins et al., 2015)
UAS-Chd1-RNAI 1l BDSC #34665 (Perkins et al., 2015)
UAS-chm-RNAI 11 BDSC #27027 (Perkins et al., 2015)
UAS-chm-RNAI 11 BDSC #32484 (Perkins et al., 2015)
UAS-Chrac-16-RNAI 11 BDSC #51155 (Perkins et al., 2015)
UAS-Crtc-RNAI 11 BDSC #28886 (Perkins et al., 2015)
UAS-Crtc-RNAI/CyO Il BDSC #42561 (Perkins et al., 2015)
UAS-dCBP-RNAI 1l BDSC #27724 (Perkins et al., 2015)
UAS-dCBP-RNAI 1l BDSC #31728 (Perkins et al., 2015)
UAS-dCBP-RNAI Il VDRC #46534 (Dietzl et al., 2007)
UAS-dCBP-RNAI Il VDRC #102885 (Dietzl et al., 2007)
UAS-dnc-RNAI Il VDRC # 107967 | (Dietzl et al., 2007)
UAS-egg-RNAI I BDSC #31352 (Perkins et al., 2015)
UAS-enok-RNAI/TM3,Sb1 |lli BDSC #29518 (Perkins et al., 2015)
UAS-enok-RNAI [l BDSC #40917 (Perkins et al., 2015)
UAS-esc-RNAI 1 BDSC #31618 (Perkins et al., 2015)
UAS-E(z)-RNA I BDSC #31617 (Perkins et al., 2015)
UAS-G9a-RNAI 1 BDSC #31630 (Perkins et al., 2015)
UAS-Gcn5-RNAI 1 BDSC #33981 (Perkins et al., 2015)
UAS-gpp-RNAI I BDSC #31327 (Perkins et al., 2015)
UAS-Gug-RNAI [l BDSC #32961 (Perkins et al., 2015)
UAS-Hat1-RNAi [l BDSC #34730 (Perkins et al., 2015)
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UAS-HDAC1-RNAI 1l BDSC #31616 (Perkins et al., 2015)
UAS-HDAC3-RNAI 1l BDSC #31633 (Perkins et al., 2015)
UAS-HDAC4-RNAI 1l BDSC #28549 (Perkins et al., 2015)
UAS-HDACG6-RNAI 1l BDSC #31053 (Perkins et al., 2015)
UAS-HDAC11-RNAI 1l BDSC #32480 (Perkins et al., 2015)
UAS-kis-RNAI Il BDSC #34908 (Perkins et al., 2015)
UAS-lid-RNAI 1l BDSC #28944 (Perkins et al., 2015)
UAS-LKRSDH-RNAI 1l BDSC #35470 (Perkins et al., 2015)
UAS-mle-RNAI/TM3,Sb1 |lll BDSC #34864 (Perkins et al., 2015)
UAS-mof-RNAI/CyO I BDSC #36870 (Perkins et al., 2015)
UAS-mof-RNAI/CyO I BDSC #58281 (Perkins et al., 2015)
UAS-mof-RNAI/TM3,Sb1 |l BDSC #33698 (Perkins et al., 2015)
UAS-mof-RNAI 11 BDSC #31401 (Perkins et al., 2015)
UAS-msl-1-RNAIi/CyO I BDSC #39012 (Perkins et al., 2015)
UAS-msl-3-RNAI 1l BDSC #35272 (Perkins et al., 2015)
UAS-NSD-RNAI 1l BDSC #34033 (Perkins et al., 2015)
UAS-Pc-RNAI 1l BDSC #31110 (Perkins et al., 2015)
UAS-Pc-RNAI 1l BDSC #33964 (Perkins et al., 2015)
UAS-Pcl-RNAI 1l BDSC #31189 (Perkins et al., 2015)
UAS-Pcl-RNAI [l BDSC #33945 (Perkins et al., 2015)
UAS-pho-RNAI [l BDSC #31609 (Perkins et al., 2015)
UAS-PKA-R1-RNAI Il VDRC #103720 (Dietzl et al., 2007)
UAS-Psc-RNAI [l BDSC #31611 (Perkins et al., 2015)
UAS-PR-Set7- 1 BDSC #35322 (Perkins et al., 2015)
RNAI/TM3,Sb1

UAS-PR-Set7-RNAI Il BDSC #67346 (Perkins et al., 2015)
UAS-Ptip-RNAI 1 BDSC #31741 (Perkins et al., 2015)
UAS-Ptip-RNAI [l BDSC #35269 (Perkins et al., 2015)
UAS-RYBP- [l BDSC #33974 (Perkins et al., 2015)
RNAI/TM3,Sb1

UAS-Rtf1-RNAI [l BDSC #31718 (Perkins et al., 2015)
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UAS-Sce-RNAI [l BDSC #31612 (Perkins et al., 2015)
UAS-Scm-RNAI [l BDSC #31614 (Perkins et al., 2015)
UAS-Set1-RNAI [l BDSC #33704 (Perkins et al., 2015)
UAS-Set1-RNAI/CyO Il BDSC #40931 (Perkins et al., 2015)
UAS-Set1-RNAI/TM3 1l VDRC #10833 (Dietzl et al., 2007;
Mummery-Widmer et al.,
2009)

UAS-Set2-RNAI 11 BDSC #31355 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sfmbt-RNAI 11 BDSC #28677 (Perkins et al., 2015)
UAS-SIin3A-RNAI 11 BDSC #32368 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt1-RNAI 11 BDSC #32481 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt1-RNAI/CyO Il BDSC #53697 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt2-RNAI 1l BDSC #31613 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt2-RNAI/CyO Il BDSC #36868 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt4-RNAI/TM3,Ser1 | llI BDSC #31638 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt6-RNAI 1l BDSC #34530 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt6-RNAI 1l BDSC #31399 (Perkins et al., 2015)
UAS-Sirt7-RNAI 1l BDSC #31093 (Perkins et al., 2015)
UAS-Su(var)205-RNAI 1l BDSC #33400 (Perkins et al., 2015)
UAS-Su(z)12-RNAi [l BDSC #31191 (Perkins et al., 2015)
UAS-Tip60-RNAI [l BDSC #28563 (Perkins et al., 2015)
UAS-Tip60-RNAI [l BDSC #35243 (Perkins et al., 2015)
UAS-Top2-RNAI [l BDSC #31342 (Perkins et al., 2015)
UAS-Top2-RNAI 1 BDSC #35416 (Perkins et al., 2015)
UAS-tou-RNAI 1 BDSC #31637 (Perkins et al., 2015)
UAS-trr-RNAI 1 BDSC #29563 (Perkins et al., 2015)
UAS-trx-RNAI 1 BDSC #31092 (Perkins et al., 2015)
UAS-YL-1-RNAi [l BDSC #31938 (Perkins et al., 2015)
UAS-YL-1-RNAI [l NIG-FLY #4621R-|(Dietzl et al., 2007)

2
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Treiber [GAL4]

w*;  snaS®®/CyO; Tub- BDSC #7018 (McGuire et al., 2003)
GALB80"
R55G08-Tub>GAL80" 1 Diese Arbeit Rekombiniertes
Chromosom
R55G08-GAL4 1l BDSC #50422 (Jenett et al., 2012)
R55G08-lexA Il BDSC #53544 (Pfeiffer et al., 2010)
007Y-GAL4 [l BDSC #30812 (Renn et al., 1999)
R73D06-GAL4 1l BDSC #46692 (Jenett et al., 2012)
R84A01-GAL4/TM3,Sb! 1l BDSC #48375 (Jenett et al., 2012)
R52B10-GAL4 1l BDSC #38820 (Jenett et al., 2012)
R44B10-GAL4 1l BDSC #50202 (Jenett et al., 2012)
R16D06-GAL4 1l BDSC #48724 (Jenett et al., 2012)
R15D05-GAL4 1l BDSC #48686 (Jenett et al., 2012)

2.1.2 Fliegenhaltung

Fur die Haltung der Fliegen wurden zwei Klimakammern genutzt: Fliegen,
welche frequentiert verwendet und im Verhalten getestet wurden, befanden sich in
einer 25°C-Klimakammer (60 % Luftfeuchtigkeit). Sie wurden wdchentlich umgesetzt,
damit die Fliegen mit ausreichend Futter versorgt waren und einer Uberbevolkerung
innerhalb der Glaschen entgegengewirkt werden konnte. Die Linien hingegen, die
nur unregelmaRig experimentelle Verwendung fanden, standen aus Kosten- und
Effizienzgrinden auf 18°C (60 % Luftfeuchtigkeit). Der Entwicklungszyklus der
Fliegen verlangsamt sich mit abnehmender Temperatur (Angilletta, Jr. ,Michael J. et
al., 2004), das Umsetzen der Fliegen wurde auf jede dritte Woche reduziert. Der Hell-

/Dunkelrhythmus betrug in beiden Kammern 14/10 Stunden.

Bei den HaltungsgefalRen handelte es sich um zylindrische Plastikglaschen
(H6he: 8 cm, Durchmesser. 3,5 cm), die mit einem Milben-undurchlassigen
Schaumstoffstopfen verschlossen wurden. Geflllt wurden die Glaschen zu etwa
einem Viertel mit einem Futterbrei, bestehend aus Wasser, Maisgries, Sojamehl,
Bierhefe, Agar-Agar, Malzextrakt, Zuckerribensirup und Nipagin. Innerhalb des

Glaschens sorgte ein Filtersteifen fir einen ausgewogenen Feuchtigkeitshaushalt.
34



Material und Methoden

Benetzt wurde dieser mit Backhefe, welche die Eiablage der Weibchen férderte
(Billeter und Wolfner, 2018), sowie Nipagin zur Vorbeugung von Pilzentwicklung.

2.1.3 Kreuzungen

Uber Kreuzungsschemata wurde definiert, aus welcher Linie (Effektor oder
Treiber) Jungfrauen, bzw. Mannchen bezogen werden. Dabei wurden mindestens
zehn Jungfrauen mit wenigstens funf Mannchen vereint. Die Immobilisation und
Selektion der Fliegen erfolgte unter Einsatz von CO> als Narkotikum (Nicolas, 1989).
Frisch geschlipfte Weibchen verpaaren sich die ersten Stunden nach dem Schlupf
nicht. Wahrend diesen Stunden sind Jungfrauen gekennzeichnet durch das
Mekonium, ein Abfallprodukt des pupalen Metabolismus, welches als dunkler Punkt
im Abdomen der Fliege erkennbar ist. Bezeichnend sind auf3erdem die eng am
Abdomen liegenden, noch nicht aufgepumpten Fliigel (Pulver und Berni, 2012).
Wurde eine Kreuzung angesetzt, galt es zu verhindern, dass sich die parentale
Generation (GO) mit der ersten Filialgeneration (F1) vermischt. Die Generationszeit
betragt bei Drosophila etwa zehn Tage. Demnach wurde die Elterngeneration etwa

jeden dritten Tag in ein frisches Futterglas Uberfuhrt.

2.2 Das Luckenlberwindungsparadigma

Fur die weiterfihrenden Studien zur Charakterisierung des Kérpergrof3en-
gedachtnisses wurde das Lickeniberwindungsparadigma verwendet. Daflir wurden
die Versuchstiere aus ihrem Haltungsgefal3 abgesammelt und am darauf folgenden
Tag fur den Verhaltensversuch vorbereitet. Unter Kalteanasthesie! (3-4 °C) wurden
die zu testenden Fliegen vereinzelt und deren Fligel mit Hilfe einer Iridektomie-
Schere? auf etwa ein Drittel ihrer Lange gekirzt. Es wurde darauf geachtet, die Tiere
so kurz wie moglich der Kalte auszusetzen, da diese die Physiologie der Tiere
negativ beeinflussen kann. Ab dem folgenden Tag waren die Fliegen fur den Versuch
verwendbar. Sofern nicht anders angegeben, wurden ausschlieRlich Mannchen im

Alter von zwei bis sechs Tagen getestet.

1 Olympus Stereomikroskop SZ61 (WHSZ10x-H/22), MEDO Kompressor 1.6, Temperaturregler
2 Kager, Iridektomie-Schere
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Fur den Verhaltensversuch wurde eine Fliege auf eine Plattform inmitten einer
Testarena platziert (Abbildung 6B). Ein Entkommen der Fliege wurde durch die zuvor
gestutzten Flugel verhindert, sowie durch einen Wassergraben als Begrenzung der
Plattform. Ein strukturloser Schichtschutz schirmte die Fliege vor anderen visuellen
Stimuli als dem zentral gelegenen Kletterblock ab. Dieser wurde aufgrund der
negativen Geotaxis praferiert erklommen (Gargano et al., 2005), was eine gezielte
Beobachtung der Fliege an der Licke Uber ein Binokular® ermdglichte. Der
Kletterblock wurde zudem flankiert von zwei Rampen, durch welche die Fliege den
Laufsteg des Kletterblocks ereichen konnte. Die Erleuchtung der Arena erfolgte von
oben Uber eine angrenzend stehende Kaltlichtquelle* (Abbildung 6C).

Pro Fliege wurden zehn korrekte Anlaufe an die Licke dokumentiert. Gewertet
wurde ein Anlauf zur Licke, sofern dieser Uber mindestens die Halfte der Lange des
Laufstegs erfolgte. Mdgliche Verhalten an der Lickenkante waren das Umdrehen
(dokumentiert mit ,U“), das Herunterlaufen (,R“), das Fallen (,F“), sowie das
Uberklettern (,X“). Wurde vor der jeweiligen Aktion ein ,Bein-iiber-Kopf Verhalten®
ausgelbt, kennzeichnete man die Aktion zusatzlich mit einem ,+“. Dieses Bein-Uber-
Kopf Verhalten trat nicht wahrend des normalen Laufens auf; es handelt sich hierbei
um einen Kletterversuch. Eine Aktion wurde nicht vermerkt, sofern die Fliege zuvor
mehrere Sekunden an der Liuckenkante verweilte. Auch wurde der Fliege ein

exploratives erstes Herunterlaufen gewahrt ohne dies zu dokumentieren.

3 ZEISS West Germany, 464002-9901 W10x/25
4 Schott, KL-1500
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A 3,5 - 5,5 mm C

0,4 cm
1,0 cm

1,4 cm

3,4 cm

strukturloser
Sichtschutz
Kletterblock

Plattform
Wassergraben

Petrischale

Abbildung 6: Der Aufbau der Kletterapparatur. (A) MaRRe der verwendeten Kletterblécke (dunkelgrau) (B)
Schematischer Aufbau der Testarena mit Beschriftung (C) Foto der Apparatur inkl. Stereolupe, Testarena mit
Stativ, Kaltlichtquelle und Dokumentationsblatt.

Abhangig von der Fragestellung wurden den Versuchstieren Licken
unterschiedlicher Grof3e prasentiert (Abbildung 6A). Mit der Analyse des
Kletterverhaltens an einer Giberwindbaren 3,5 mm breiten Liicke wurde kontrolliert, ob
eine Fliege visuell und motorisch befahigt ist, diese zu Uberklettern. Wurde hingegen
geprift, ob eine Fliege ein Gedachtnis zu ihrer Kérpergrél3e ausbilden konnte, wurde
die 5,0 mm breite Licke eingesetzt. An dieser uniberwindbaren Licke sehen
wildtypische Fliegen davon ab, Kletterversuche auszuiiben (Krause, 2015). Eine 5,5
mm breite Licke wurde bei Tests von temperatur-sensitiven Fliegen genutzt. Deren
KorpergroRe war Uberdurchschnittlich grof3, da sie ihre Entwicklung verlangsamt auf
17 °C verbrachten (Siomava et al., 2016).

Im Anschluss an den Verhaltensversuch wurde unter Kalteanasthesie je ein
Vorderbein der experimentellen Fliegen auf Hohe des Femurs mittels Iridektomie-
Schere abgetrennt, sodass Tibia und Tarsus unversehrt blieben und vermessen
werden konnten. Dazu fixierte man diese auf einem doppelseitig klebenden Streifen®

auf einem Objekttrager®. Die Vorderbeine wurden Uber ein Mikroskop’ vergroRert

5 Tesa Doppelband Metalldose 10m x 15mm
8 Roth, Art. Nr. 0656
7 Wild Heerbrugg M650 (15x/14)
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(40x) und konnten nach Ubertragung per Kamera® auf einen Bildschirm® mit einem
Messschieberl® vermessen werden. Dabei entsprachen 117,46 mm gemessener
Beinlange 1 mm der tatsédchlichen GroRe (Krause, 2015). Die summierte Lange der
beiden Segmente reprasentierte die Korpergrél3e der Mannchen. Eine Korpergrof3en-
abhéangige Interpretation der Kletterinitiationen zwischen zu vergleichenden
Versuchsgruppen wurde durch diese Messung ermaoglicht.

2.3 Training naiver Fliegen

Adulte Fliegen wurden als naiv bezeichnet, wenn sie keine Kenntnis ihrer
eigenen Korpergrof3e besalRen. Um dies zu erreichen, mussten wildtypische Fliegen
unter Ausschluss von visuellen Reizen aufgezogen werden. Dazu wurden die
Zuchtglaschen mit weilem Papier umwickelt und mindestens einen Tag vor Schlupf
der Tiere in einen Pappkarton gestellt, welcher mit lichtundurchlassigem Stoff
verkleidet war. Eine weitere Schicht desselben synthetischen Stoffs umhiilite den
Karton und schitzte zusatzlich vor eindringendem Licht. Das Schneiden der Flugel
fand unter Rotlicht!! statt, welches die Fliegen nicht mehr detektieren konnten (Hanai
et al., 2008). Zudem wurden ausschlief3lich Fliegen des ersten bis dritten Schlupfs
genutzt. Es sollte sichergestellt werden, dass Tiere mit anndhernd derselben grof3en
KorpergroRe getestet werden. Denn die Korpergro3e hangt auch von der
Populationsdichte im Zuchtglaschen und der Qualitéat des Futterbreis ab (Siomava et
al., 2016).

Um einen erfahrungsbedingten, visuellen Lern- bzw. Trainingseffekt beurteilen
zu konnen, wurden zunachst naive, flugunfahige Fliegen im Licken-
Uberwindungsparadigma nach ihrem Korpergrol3enwissen befragt (Abbildung 7).
Damit das Versuchstier an die neuen Lichtverhaltnisse adaptieren konnte, wurden
vor Beginn des Tests etwa 20 s verstreichen gelassen. Nach dem Test kamen die
Tiere bis zum Training vereinzelt in kleine Papier-ummantelte und Futterbrei-befillte
Roéhrchen (Hohe: 6,3 cm, Durchmesser: 2,1 cm). Das visuelle Training belief sich auf

20 min und erfolgte mit max. vier Fliegen pro Trainingsglas (normale Zuchtglaser

8 Hitachi hv-c20, Hitachi Power Adaptor/Charger
9 Sony HR Trinitron

10 Mauser digital 2, 0-150/0,01mm

11 Dr. Fischer Dunkelkammerbirne Rot 230V 15W
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ohne Brei) und bis zu vier Trainingsglasern zur gleichen Zeit in einer vertikal
gestreiften Arena (24° rdumliche Wellenlange, Durchmesser: 24,5 cm; siehe auch
Ergebnisse 3.3.1). Die Trainingsglaser wurden innen mind. zweimal vollstandig mit
Sigmacote!® benetzt. Die Silikonlosung bildete nach Verdampfung des Heptans
einen dunnen Film auf der Oberflache des Glases, wodurch die Fliegen am
Erklimmen der Glaswand mittels Van-der-Waals Kraften gehindert wurden. Die
Moglichkeit an erhohter Stelle zu verweilen wurde den Fliegen dadurch verwehrt.
Durch die lokale Begrenzung auf den Bereich des Bodens, waren die Fliegen in der
Position das vertikale Streifenmuster als solches zu detektieren und Uber
Parallaxenerfahrung innerhalb des gestreiften Zylinders ein KorpergrofRenwissen
auszubilden. Nach dem 20-minltigen Training wurden die Fliegen erneut in die
ummantelten Roéhrchen vereinzelt und fiur 24 Stunden unter Ausschluss von Licht

verwahrt, bevor sie erneut getestet wurden.

A B C D E
naive Fliegen Test ,naiv” Training Konsolidierung | Test ,gelernt”

=" =

Zeit
Abbildung 7: Training naiver Fliegen.(A) Dunkelgehaltene (grauer Hintergrund) adulte Fliegen wurden zum (B)
,haiven® Test aus einem gemeinschaftlichen Glas einzeln entnommen. AnschlieRend wurden sie bis zum Training
dunkel in einzelnen Roéhrchen verwahrt. (C) Das 20-minutige Training in einem optimalen Streifenzylinder konnte
fur bis zu 16 Fliegen gleichzeitig erfolgen (4 Fliegen pro Glas, 4 Glaser pro Arena). (D) Die trainierten Fliegen
wurden vorsichtig zur Gedachtnisbildung in ihre Réhrchen vereinzelt, dunkel gestellt und (E) nach 24 Stunden auf
ihr KérpergroRenwissen gepriift.

2.4 Spatio-temporale  Versuchsreihen unter Verwendung von R55G08-
Tub>GALB80"™

Spatio-temporale Versuchsreihen wurden durchgefuhrt, um die Funktion eines

Gens, bzw. dessen Produktes zu definierten Zeiten zu ermitteln. Dazu werden im

Folgenden drei verschiedene Versuchsreihen vorgestellt (siehe Abbildung 8). lhnen

ist gemein, dass die Versuchstiere eine manipulationsfreie, normale Entwicklung

durchlebten (Haltung auf 17°C). Die Kalte-bedingte Verlangerung der

12 Sigma-Aldrich, Sigmacote SL2 Sigma
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Entwicklungszeit sorgte dafir, dass die Fliegen besonders grol3 wurden. Dieser
Effekt wurde durch die Verwendung der 5,5 mm Liicke kompensiert.

(A)  Trainings-Kontrolle: Diese Trainings-Kontrolle wurde parallel zu
Protokoll (B) durchgefuhrt. Sie diente als Positiv-Kontrolle, um herauszufinden, ob
Fliegen, welche auf 17°C und in Dunkelheit aufwuchsen (naiv), in der Lage waren ein
KorpergroRengedachtnis auszubilden. Dazu unterliefen naive Fliegen nach einem
initialen Test (Test Tag 0) ein Trainingsschema entsprechend Kapitel 2.3 (Achtung:
die Fliegen wurden einzeln trainiert, um nachfolgend gepaarte Statistik durchfiihren
zu konnen). Nach 24 Stunden und erneut nach sieben Tagen wurde die
Kletterleistung im Luckenuberwindungsparadigma abgefragt. Die Haltung auf 17°C
und in Dunkelheit wurde wahrend dieser Zeit weitergeflhrt.

(B) Lernen und Konsolidierung der Kdrpergrof3e: Mit diesem Protokoll galt
es herauszufinden, ob gezielt das Lernen und die Konsolidierung bei Abwesenheit
eines ausgewahlten Gens moglich sind. Dazu wurden flugunfahige, naive Fliegen
(Dunkelheit, 17°C) zur Induktion des RNAi-Konstruktes fur drei Tage einer
Temperaturerhthung von 30°C (Dunkelheit) ausgesetzt. Nachfolgend durchliefen sie
wie ihre Kontrolle (A) ein zwanzig-minitiges Training in einem optimalen
Streifenzylinder (Kapitel 2.3, Einzel-Training). Nach 24 Stunden, vier Tagen, bzw.

sieben Tagen auf 17°C und Dunkelheit wurde ihre Kletterleistung erneut abgefragt.

(C) Aufrechterhaltung des Gedachtnisses: Mit diesem Protokoll sollte
analysiert werden, ob Fliegen, die ihre KorpergroR3e bereits erlernt hatten, ihr
Gedéachtnis wieder verlieren kénnen. Das Erlernen fand im Gegensatz zu (A) und (B)
nicht unter Trainingsbedingungen statt, sondern wurde nach dem Schlupf im
Haltungsgefald unter Hell/Dunkel-Bedingungen vollzogen. Nach einem initialen Test
(Test Tag 0) wurde die Temperatur auf 30°C erhoht, sodass das UAS-Konstrukt
gezielt aktiviert wurde. Nach 24 Stunden, vier Tagen, sowie sieben Tagen in
Dunkelheit und 30°C wurde die KorpergroReneinschatzung erneut abgefragt. Die

Fliegen wurden dazu nach dem initialen Test einzeln gehalten.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung spatio-temporaler Versuchsreihen.

(A) Trainings-Kontrolle: Die Entwicklung und Haltung fanden ausschlie3lich auf 17°C und in Dunkelheit (DD) statt.
Die naiven Fliegen wurden getestet (Test Tag 0) und optimal trainiert (20 min). Nach 24 Stunden (Test Tag 1) und
nach sieben Tagen (Test Tag 7) wurden die erfolglosen Kletterinitiationen an einer 5,5 mm Liicke dokumentiert.

(B) Lernen und Konsolidierung der KorpergroRe: Das Trainingsprotokoll entsprach (A) mit Ausnahme einer
dreitagigen Induktionsphase (30°C, Dunkelheit) vor dem naiven Test. Zudem wurden die Kletterinitiationen der
Versuchstiere an Tag 4 nach dem Training erfasst (5,5 mm Licke).

(C) Aufrechterhaltung des Gedéachtnisses: Die Entwicklung und Haltung der Fliegen fand bis zum initialen Test
(Test Tag 0) auf 17°C unter Hell/Dunkelbedingungen (HD) statt. Es schloss sich eine Temperaturerh6hung (30°C,
Dunkelheit) Uber sieben Tage hinweg an mit Tests an Tag eins, vier und sieben (5,5 mm Licke).

2.5 Pharmakologische Behandlung mit Cycloheximid

Bei Cycloheximid®® (CXM) handelt es sich um einen Translationsinhibitor,
welcher die Proteinbiosynthese zum Zeitpunkt der Verflitterung unterbindet. Die
Substanz wurde in einer Konzentration von 35 mM eingesetzt (Tully et al., 1994).
Gelost wurde CXM in 10% Glukose/ 3% Ethanol. Die Zugabe von Patentblau'# (eine
Spatelspitze auf 10 ml Loésung) farbte die Losung blau an. Ob eine Fliege die
Substanz nach Verfutterung zu sich nahm, lie3 sich demnach Uber eine Blaufarbung
des Abdomens nachweisen. Fir die Verfiutterung wurden kleine, mit Filterpapier
ausgelegte Réhrchen verwendet, in welche 200 pl der Cycloheximid-Lésung, bzw.
der Kontrolllésung pipettiert wurden. Innerhalb des Roéhrchens befanden sich

maximal vier Fliegen fur etwa zwei Stunden. Behandelt wurden Fliegen, welche das

13 panReacAppliChem, Cycloheximide BioChemia, A0879
14 Sigma, Patent blue V sodium salt, 21605
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Trainingsschema beschrieben in (Abbildung 7) durchliefen. Die Verfltterung schloss
sich entweder direkt an das Training an, oder erfolgt 24 Stunden spéater. Bis zum

Test ,gelernt” (Abbildung 7E) verblieben die Fliegen in Dunkelheit.

2.6 Polymerase-Kettenreaktion
Zur Durchfiihrung Adult-spezifischer Versuche wurde die Treiberlinie R55G08-
Tub>GAL80"™ iber homologe Rekombination erstellt und die Anwesenheit beider

Konstrukte Uber Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gepruft (Anhang, Abbildung 25).

Fur die Extraktion genomischer (g) DNA wurden von jedem Genotyp zehn
Fliegen eingesetzt. Zum Gewebeaufschluss wurden die Fliegen zunachst mit einem
PlastikstoRel kraftig zerdrickt und direkt mit 500 pl Homogenisierungspuffer
gleichmalig vermischt, ggf. kurz mit dem Vortexmischer griindlich geschiittelt. Daran
schloss sich eine 30-mindtige Inkubation bei 68°C an, wahrend der eine
Denaturierung der Proteine stattfand. Um diese auszuféllen, wurden die Proben auf
Eis transferiert, mit 65 pl 8 M Kaliumacetat (KAc) vermischt und dort fir zehn
Minuten inkubiert. Zur Trennung von gDNA und Proteinen wurde daraufhin fir zehn
Minuten bei 14.000 U/min zentrifugiert!®. Der Uberstand, welcher die geloste gDNA
enthielt, wurde in ein neues Eppendorfgefal pipettiert und weitere zehn Minuten
zentrifugiert. Nach erneuter Uberfiihrung des Uberstands wurden 900 pl 100%
Ethanol zur Probe gegeben, Uber Invertieren gemischt (7x) und das Reaktionsgefald
fur zehn Minuten zum Fallen der DNA auf Eis gestellt. Die geféllte gDNA befand sich
nach Zentrifugation Uber zehn Minuten als Pellet am Boden des Reaktionsgefalies
wieder. Das Uberstehende Ethanol wurde abgenommen, mit 750 ul 70% Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (10 min). Um zu gewahrleisten, dass dabei alle
Salze des Homogenisierungspuffers und des Kaliumacetats in die wassrige Phase
Ubergingen, wurde dieser Schritt wiederholt. Das Ethanol wurde im Anschluss vom
Pellet abgezogen und dieses bei Raumtemperatur getrocknet. Das Abdampfen des
Ethanols konnte durch Erwarmung der Probe beschleunigt werden. Zuletzt wurde

das Pellet in 120 pl in 0,1x TE (Tris EDTA) geldst. Bei zehn eingesetzten Fliegen und

15 Eppendorf, Centrifuge 5418, 5418000017
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einem Erwartungswert von etwa 300 ng DNA pro Fliege, lag die DNA zum Ende mit

einer Konzentration von 25 ng/ul vor.

Fur die PCR wurden fur die extrahierte gDNA jedes Genotyps Duplikate
angesetzt. Vorgelegt wurden dazu in 0,2 ml Eppendorfreaktionsgefalen je 3 pl der
DNA. Darauf pipettiert wurde ein Mastermix bestehend aus je 3 pl 5°- und 3'-Primern
(5 uM), 5 pl 10x PCR Puffer Y26, 2 ul Desoxynukleosidtriphosphaten'’ (ANTPs), 34 pl
bidestilliertem Wasser (ddH20) und 0,5 pl der Tag-Polymerase!® (5U/ul). Die PCR
fand in einem Thermocycler®® unter Bedingungen statt (Tabelle 2), die optimal auf die
Anforderungen der Primer (Tabelle 3) und der Polymerase abgestimmt wurden. Nach
Beendigung der PCR wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl 10x Stopp-
/Ladepuffer (50 pl 2,5 % Bromphenolblau, 600 ul Glycerin, 200 pl 20 % SDS, 1150 ul
ddH20) pro Reaktionsgefal3 angehalten. Die Proben konnten bei 4°C gelagert
werden oder direkt fiir die Gelelektrophorese?° in die Taschen eines 1,5-prozentigen
Agarosegels pipettiert werden. Durch Anlegung einer Spannung wanderten die
negativ geladenen DNA-Fragmente ihrer Grof3e entsprechend schnell durch das Gel
zum Pluspol. Von jeder Probe wurden 20 pl aufgetragen; als Molekular-
massenstandard dienen 10 pl einer Markerlosung (50 pl DNA-Leiter?’; 450 pl TE;
100 pl 6x Stopppuffer??); als Puffer wurde TBE (Tris Borat EDTA) verwendet. Die
Banden wurden im Anschluss in einem Ethidiumbromid®3-Bad fuir 45 min angefarbt
und 15 min mit ddH>O entfarbt. Die Detektion erfolgte nach Anregung mit UV-Licht
Uber eine Kamera?4, wurde mit der Geldokumentationssoftware?® festgehalten und

letztendlich ausgedruckt?®.

Zum Nachweis von GAL4 und GAL80 wurde die Herstellung der Primer GAL4
forward (for)1, GAL4 reverse (rev)l, GAL8O0 forl und GALS8O0 revl (Tabelle 3) bei der

16 peglab

17 peglab, dNTP-Mix (10 mM each)

18 peglab, Tag-DNA-Polymerase, 01-1020

19 Peglab, peqSTAR 96 Universal Gradient, 732-2887DE

20 peglab, PerfectBlue Mini S, 40-0708 & Mini L, 40-1214

2! Invitrogen, 1 kb DNA Leiter

22 Roth, T847.1

2 |Invitrogen, UltraPure Ethidium Bromide, 10 mg/ml, 15585011
24 Intas, CCD Kamera

% Intas, GDS

26 Mitsubishi Electric, Digital Monochrome Printer P95DE/DW

43



Material und Methoden

Firma Sigma in Auftrag gegeben. Die Primerpaare wurden dann fur die PCR
eingesetzt.

Tabelle 2: PCR-Programm ,16“ (selbst programmiert) mit Angabe der aufeinanderfolgenden PCR-Teilschritte,
der Anzahl an Wiederholungen, sowie der Temperatur- und Zeitsequenzen

Programm 16 Zyklen | Temperatur- und Zeitsequenzen
Initiale Denaturierung 1x 10 min 95°C

Denaturierung, Primerhybridisierung, | 39x (30 s 95°C, 30 s 60°C, 1 min
Elongation 72°C)

Denaturierung, Primerhybridisierung, | 1x (30 s 95°C, 30 s 60°C, 2 min
Elongation/Amplifizierung 72°C)

Aufbewahrung  8°C

Tabelle 3: Primersequenzen fur GAL4 und GAL80 (forward [for] und reverse [rev]) mit einzusetzender
Konzentration und Schmelztemperatur Tp,

Primer Sequenz (5’ - 3’) Konzentration Tm

GALA4 forl ACGCCGAATTTGGTGGTCTG 5 uM 69,3°C
GAL4revl | GTGCGGTCTCGTTATTCTCAGC 5 uM 67,0°C
GAL80 forl | ATGCCACTGCTTTTCCCACTTTAG |5uM 67,9°C
GAL80 revl | TACACCGTTCCCGATTTCATAGATG | 5 uM 68,3°C

2.7 Immunhistochemie

2.7.1 Methodik

Mit Hilfe der Immunhistochemie lassen sich Proteine von Interesse (im
Folgenden Antigene genannt) innerhalb des Fliegengehirns visualisieren. Dabei wird
die Spezifitait des Antigens definiert Uber die Tertiarstruktur seines Epitops. Uber
hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen bindet dieses an das Paratop
des primaren Antikdrpers. Dieser kann polyklonal sein, sofern er verschiedene
Epitope erkennt oder monoklonal bei Erkennung eines einzigen Epitoptyps. Der
primare Antikérper besitzt dariber hinaus einen Fc (Fragment crystallizable) -
Abschnitt, der ihm erlaubt einen sekundéaren Antikérper zu binden (indirekte Methode
der Antikorperfarbung). Dieser ist gegen das Wirtstier des priméaren Antikdrpers
gerichtet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Mehrere sekundare Antikdrper
sind in der Lage den Fc-Abschnitt zu binden, wodurch das Signal des Reporters

potenziert wird (Ramos-Vara, 2005).

Im Folgenden werden drei Protokolle vorgestellt, die zur indirekten Farbung

ganzer Drosophila-Gehirne genutzt wurden. Sie unterscheiden sich in der
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verwendeten Praparierlésung, der Dauer der Fixierung, der Konzentration des
Fixativs, als auch der des Detergenz, sowie des eingesetzten Serums. Die
Komposition der Praparierlésung imitierte das lonen-Milieu innerhalb des
Fliegengehirns. Eine Kihlung der Losung beugte den Abbau von Proteinen vor.
Zellulare Strukturen blieben durch den Einsatz des Fixativs (Paraformaldehyd)
erhalten. Dabei wurden die Proteine quervernetzt, ohne dass ihre Antigenitat durch
gravierende Konformations&nderung der Tertiarstruktur verloren ging. Dies wurde
bestimmt durch die Dauer und die Konzentration der Fixierung. Der Eintritt des
Antikorpers durch die quervernetzten Strukturen wurde durch das nichtionische
Detergenz Triton X-100 ermdoglicht, welches in Phospholipid-Doppelschichten und

integrale Membranpeptide interkaliert und diese damit aufweicht (Javois, 1994).
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2.7.2 Antikorper

Tabelle 4 umfasst alle verwendeten primaren und sekundaren Antikorper

dieser Arbeit.

Tabelle 4: Liste primérer und sekundéarer Antikdrper. Zudem sind Wirtstier, Firma und Katalognummer
angegeben, sowie das verwendete Protokoll und die eingesetzte Konzentration.

Antikorper | Tier | Firma, Katalognummer | Protokoll | Verdiinnung
Primare Antikbrper
. Sigma-Aldrich, - :
a-CD4 Kaninchen HPA004252 siehe 2.7.5 1:100
a-DN-Ex #8 . )
(a-N Cadherin) Ratte DSHB, AB 528121 siehe 2.7.4 | 1:200
a-GFP , : : _
(GEP-20) Maus Sigma-Aldrich, G6539 | siehe 2.7.5 | 1:200
a-GFP Huhnchen | Aves Labs, GFP-1020 siehe 2.7.3 1:1000
und 2.7.4*
. siehe 2.7.3|,.
a-mCherry Ziege SICGEN, AB0040-200 und 2.7 4* 1:200
a-RFP Maus Rockland, 200-301-379 | siehe 2.7.4 | 1:1000
Sekundare Antikdrper
a-chicken Sigma-Aldrich, siehe 2.7.4 | ..
A488 Esel SAB4600031 und 2.7.3 1:1000
. siehe 2.7.3|,.
a-goat Cy3 Esel Dianova, 705-165-147 und 2.7.4 1:1000
a-mouse A488 | Ziege Sigma-Aldrich, 62197 siehe 2.7.5 | 1:250
a-mouse Cy3 | Ziege Dianova, 115-165-003 | siehe 2.7.4 | 1:1000
a-rabbit Cy3 Ziege Dianova, 111-165-003 | siehe 2.7.5 | 1:1000
a-rat Cy5 Esel Dianova, 712-175-150 | siehe 2.7.4 | 1:1000

*statt Ziegenserum wurde Pferdeserum verwendet

2.7.3 Standard-Protokoll AG Straul3

Die Fliegen wurden mit Eis betaubt und standen anschlieBend gekihlt auf
diesem zur Praparation bereit. Jede Fliege wurde kurz in 70% Ethanol (EtOH) von
Schmutz befreit, von EtOH in eiskalter 1x Phosphatgepufferter Salzldsung (PBS)
gereinigt und in einem frischen Préapariergefald in 1x PBS seziert. Dabei wurde
mithilfe eines Binokulars?’ und zweier Pinzetten?® der Kopf vom Abdomen getrennt
und darauf folgend das Gehirn von der umgebenden Cuticula gelost. Es wurde
darauf geachtet, dass moglichst alle Tracheen entfernt und die optischen Loben

erhalten blieben. Bis zur Fixierung wurden die Gehirne auf Eis in 1x PBS gesammelt.

27 Olympus, Stereomikroskop Sz51
28 DUMONT, Pinzette Nr. 5, Inox-Edelstahl
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Alle weiteren Schritte, ausgenommen der priméaren und sekundaren Antikérper-
inkubation, fanden bei Raumtemperatur (RT) statt. Sofern sich die Gehirne in
Losungen befanden, welche Triton X-100 als Detergenz enthielten, wurde auf dem
Schittler?® inkubiert. Die Fixierung erfolgte fir 30 min in einer frischen 4%igen
PFA/PBS-L6sung und fur weitere 30 min in 4% PFA/PBS + 0,2% Triton X-100
(PBTx0,2%). Es schlossen sich mehrere Waschschritte mit PBTx0,5% an; zuné&chst
4x funf min, gefolgt von 3x zehn min. Fortgefahren wurde mit einer 30-minutigen
Permeabilisierung mit PBTx1,0%, sowie zwei flnf-minutigen Waschschritten.
Geblockt wurde fir 60 min mit einer 5%igen Pferdeserum®/PBTx0,5%-L&sung. Die
primaren Antikorper wurden entsprechend ihrer Konzentration zu einer frischen
5%igen Pferdeserum/PBTx0,5%-L0sung gegeben. Die Inkubation erfolgte fur 48
Stunden bei 4°C. Der primare Antikérper wurde mit PBTx0,5% 2x funf min, sowie 6x
20 min weggewaschen. Nachfolgend wurde fur 30 min mit 5% Pferdeserum/
PBTx0,5% blockiert. Die Blockierungslosung wurde in drei flnf-minttigen
Waschschritten mit PBTx0,5% entfernt. Die Inkubation mit dem sekundaren
Antikorper, gelost in PBTx0,5%, erfolgte fir 48 Stunden bei 4°C. Der sekundéare
Antikérper wurde mit PBTx0,5% 2x funf min, sowie 6x 20 min weggewaschen,
anschlielend folgten zwei funf-minttige Waschschritte mit PBS. In einer 50%igen
Glycerin/PBS-L6sung sollten die Gehirne Uber Nacht bei 4°C absinken, um am
folgenden Tag eingedeckelt zu werden. Dabei wurde jedes Gehirn auf einen
separaten, zuvor vorbereiteten Objekttrager®® mit der anterioren Seite nach unten
positioniert und mit Vectashield®® benetzt, welches eine Photobleichung der
Fluoreszenzfarbstoffe verhindern sollte. Versiegelt wurde das Praparat mit einem

Deckglaschen® und klarem Nagellack.

2.7.4 Protokoll nach Wilson und Laurent, 2005:
Die Fixierung in diesem Protokoll wurde mit 5% PFA/PBS durchgefuhrt und

belief sich auf 15 min. Gewaschen wurden die zuvor fixierten Gehirne 3x mit PBS.

29 Edmund Buhler, Kombischiittler Typ KL 2

30 VECTOR Laboratories, Normal Horse Serum Blocking Solution, S-2000

31 Marienfeld Superior, Objekttrager (76 x 26 x 1 mm, geschnitten, ohne Mattrand) und GRACE BIO-
LABS SecureSeal™ Imaging Spacers (SS8X9, 8-9mm Diameter ID X 0.12mm Depth)

32 VECTOR Laboratories, VECTASHIELD Antifade Mounting Medium

33 Marienfeld Superior, Precision cover glasses thickness No. 1.5H (18 x 18 mm)
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Fur die Blockierung (20 min), sowie die primare Antikdrperinkubation (48 Stunden,
4°C) wurde 5% Ziegenserum*/PBTx0,2% verwendet. Die primaren Antikérper
wurden mit PBTx0,2% weggewaschen (2x 5 min, 3x 20 min), ein Blockierungsschritt
vor der sekundaren Antikorperinkubation entfiel. Die sekundaren Antikorper wurden
in PBTx0,2% aufgenommen und verblieben auf den Gehirnen fir weitere 48 Stunden
bei 4°C. Gewaschen wurden die Gehirne nach der Inkubation mit PBTx0,2% (3x 10
min) und 1x kurz mit PBS (Wilson und Laurent, 2005).

2.7.5 Protokoll nach Pech et al., 2013: GRASP
Visualisierung des rekonstituierten GFPs (unfixiert): Die Praparation eines
jeden Gehirns erfolgte wie zuvor beschrieben. Nachfolgend wurde dieses in 1x PBS

eingedeckelt und unmittelbar danach gescannt.

Visualisierung des rekonstituierten GFPs (fixiert): Zur Praparation wurde
eiskalte Ringerldsung verwendet. Fur die nachfolgende Fixierung (2 Stunden) wurde
4% PFA/PBS genutzt. Es schlossen sich drei 20-mindtige Waschschritte mit
PBTx0,5% an, welchen ein Prainkubationsschritt mit 0,1% Bovine Serum Albumin
(BSA)/5% Ziegenserum/PBTx0,5% bei 4°C folgte (2 Stunden). Die primare
Antikorperinkubation fand in beschriebener Blockierungslosung tber Nacht bei 4°C
statt. Der darauf folgenden Tag wurde mit drei Waschschritten a 20 min begonnen.
Die sekundaren Antikorper wurden ebenfalls in Blockierungslésung geldst und
verblieben auf den Gehirnen fur weitere 24 Stunden bei 4°C. Gewaschen wurde
erneut mit PBTx0,5% (3x 20 min), sowie 1x mit 1x PBS Uber Nacht (Pech et al.,

2013). AnschlielRend konnte wie beschrieben eingedeckelt werden.

2.7.6 Konfokale Mikroskopie und Bildbearbeitung

Mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop konnte die Fluoreszenz der
praparierten Gehirne erfasst werden. Das Mikroskop besal3 einen Argon- (20%
Ausgangsleistung) und einen Diode Pumped Solid State (DPSS)-Laser, drei
Detektoren (Photomultiplier [PMT] 1, PMT 2, Hybriddetektor [HyD]), sowie vier

34 VECTOR Laboratories, Normal Goat Serum Blocking Solution, S-1000
3 Leica, TCS SP8
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Objektive (10x, 20x, 40x, 63x). Sofern nicht anders angegeben, erfolgte mit der
Software LAS X die Aufnahme unter Standardeinstellungen (Bildformat: 1024 x 1024,
Frequenz: 600 Hz, Scan-Wiederholungen jeder Schicht: 2-3). Die Schichtdicke eines
Bildes variierte einstellbar zwischen 0,3 und 0,75 pum. Die Schichtdicke der
gestapelten Bilder ist der Beschriftung jeder Abbildung zu entnehmen. Die
Bildbearbeitung wurde mit der Software ,ImageJ 1.52e"“ und ,CoreIDRAW 2018°

vorgenommen.

2.8 Chemikalien/ Lésungen
Tabelle 5 bildet die Zusammensetzung der fir die PCR und bei der
Immunhistochemie (IHC) genutzten Lésungen ab. Die Ausgangschemikalien dazu,

sowie alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem und Roth

bezogen.
Tabelle 5: Verwendete Lésungen und Chemikalien der PCR und IHC
Ldsungen Chemikalien
Homogenisierungspuffer 100 mM NaCl
100 mM Tris, pH 8,0
50 mM EDTA, pH 8,0
0,5 % SDS
Ringerlésung, pH 7,3 5 mM Hepes
130 mM NaCl
5 mM KCI
2 mM MgCly
2 mM CacCl,
TBE, 10x, pH=8,V =2 50 mM Tris
50 mM Borséaure
2,5 mM EDTA
TE 10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

2.9 Statistik und Graphikbearbeitung

Die statistische Analyse wurde mit der frei verfligbaren Software ,R, Version
3.5.0“ durchgefuhrt. Sie diente der Entscheidung zwischen zwei konkurrierenden
Hypothesen. Das Signifikanzniveau (o) wurde auf 5% festgelegt. Demnach wurde bei

einer Wabhrscheinlichkeit p < 0,05 die Nullhypothese abgelehnt und die
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Alternativhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% gewahlt. Fiel p >
0,05 aus, wurde die Nullhypothese nicht abgelehnt.

Als Testverfahren auf Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test genutzt.
Folgten die Daten einer Normalverteilung wurde ein parametrischer Test zur weiteren
Analyse angewandt. Mithilfe des t-Tests wurden alle mdglichen Kombinationspaare
miteinander verglichen. Die Korrektur des Signifikanzniveaus erfolgte nach
Bonferroni-Holm. Lagen die Stichproben nicht normalverteilt vor, wurde ein nicht-
parametrischer Test angewandt. Die paarweisen Einzelvergleiche berechnete die
Software mit dem Wilcoxon-Rangsummentest. Korrigiert wurde auch hier mit der
Bonferroni-Holm-Korrektur. Wurde ein Versuchstier mehr als einmal zu
unterschiedlichen  Bedingungen  getestet, wurden abhangig von der
Stichprobenverteilung gepaarte Testverfahren genutzt.

Abhé&ngig vom ermittelten p-Wert wurde wie folgt unterschieden: Bei 0,05 > p
= 0,01 verhielten sich die Datensétze signifikant verschieden voneinander (*), bei
0,01 > p = 0,001 hoch signifikant verschieden (**), bei 0,001 > p hdchst signifikant
verschieden (***). Ist p = 0,05 unterschieden sich die Datensatze statistisch nicht

voneinander (n.s.).

Die Datensatze wurden als Boxplots dargestellt. Die Lange der Box definiert
den Interquartilsabstand (IQA), dessen oberes Ende das 75 %-Quartil und dessen
untere Grenze das 25 %-Quartil beschreibt. Als dicker Querstrich dazwischen wird
der Median gekennzeichnet. Ausgehend von der oberen und der unteren Kante der
Box spannen sich die Fehlerbalken. Datenpunkte, die mehr als 1,5x IQA von den
Grenzen der Box entfernt liegen, befinden sich auf3erhalb der Fehlerbalken und
werden als Ausreiler bezeichnet. Die Boxplots wurden mit der Statistik-Software
erstellt und nachtraglich mit ,CoreIDRAW X7 bearbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 A7-Neurone

Krause konnte in seiner Dissertation zeigen, dass ein intaktes
KorpergroRengedachtnis abhéngig ist von der Aktivitat der rutabaga Adenylylzyklase
(AC) und des Transkriptionsfaktors dCREB2 in den latero-lateralen Neuronen der
Protozerebralbriicke. Experimentell erarbeitete sich Krause diese Datenlage unter
Verwendung des Treibers 210Y-GAL4 (Krause, 2015). 210Y-GAL4 ist eine
Enhancer-Trap-Linie mit einer spezifischen Expression in den latero-lateralen PB-
Neuronen. Daruber hinaus sind jedoch weitere Neuropile im Expressionsmuster
enthalten, u. a. der Facherformige Korper, die Noduli und der Kanal des
Ellipsoidkorpers (Poeck et al., 2008). Ein spezifischeres Expressionsmuster fur die
LPB-Neurone weist die Treiberlinie R55G08-GAL4 aus der Janelia FlyLight-
Kollektion auf (Jenett et al.,, 2012). Krause konnte durch die Nutzung dieses
alternativen Treibers die Rettung von rutabaga (AC) wiederholen und die Funktion
der Adenylylzyklase in den LPB-Neuronen bekraftigen (Krause, 2015). Durch die der
AC nachgeschalteten Aktivitdit von dCREB2 werden in diesen Neuronen durch
gezielte Genexpression synaptische Veranderungen vorgenommen, welche
langanhaltend, vermutlich lebenslang Bestand haben missen. Fir die Untersuchung
dieser Gedachtnisaufrechterhaltung soll zukinftig der Treiber R55G08-GAL4 genutzt

werden.

R55G08-GAL4 besteht aus PB-spezifischen Interneuronen mit einem
stereotypischen Projektionsmuster. Die Interneurone erhalten dendritischen Eingang
Uber die komplette Protozerebralbriicke hinweg (PB18.s, s: spines, postsynaptische
Eingange). Die PB umfasst wie in 1.4 geschildert insgesamt 18 vertikale Einheiten,
die Glomeruli (neun per Hemisphéare). Der Glomerulus Gg befindet sich dabei am
weitesten lateral, wohingegen Gi: medial zu finden ist. Die Glomeruli in denen der
synaptische Ausgang erfolgt, sind exakt durch weitere sieben Glomeruli voneinander
getrennt (GxA7Gy.b, b: boutons, prasynaptische Ausgénge). Der Nomenklatur Wolffs
und Kollegen zufolge, handelt es sich bei den R55G08-GAL4-Neuronen um den
Zelltyp PB18.s-GxA7Gy.b. Darlber hinaus ist der Zelltyp PB18.s-9ili8c.b (i
ipsilateral, c: kontralateral) bekannt. Der dendritische Eingang erfolgt ebenfalls

entlang aller Glomeruli. Auch muss fir den synaptischen Ausgang ein Abstand von
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genau sieben Glomeruli eingehalten werden. Der letztgenannte Zelltyp unterscheidet
sich vom ersten dahingehend, dass insgesamt zwei A7-Intervalle auftreten, da der
synaptische Ausgang am &auf3ersten Glomeruli beginnt. Es wird diskutiert, ob es sich
bei PB18.s-GxA7Gy.b und PB18.s-9il1i8c.b um denselben Zelltyp handelt (Wolff et
al., 2015). Nachfolgend sollen die R55G08-GAL4-Neuronen, bzw. die LPB-Neurone
auch als ,A7-Neurone“ bezeichnet werden (Wolff et al., 2015; Franconville et al.,
2018).

Zu Beginn erfolgte die Validierung des Treibers R55G08-GAL4. Dazu sollte
das Expressionsmuster der A7-Neurone immunhistologisch visualisiert und die
Notwendigkeit einer aktiven cAMP-Signalkaskade Uber Verhaltensversuche bestétigt
werden. Fiur die Darstellung des Expressionsmusters wurden die prasynaptischen
Ausgange markiert durch Expression des Fusionsproteins Synaptotagmin::eGFP
(SYT::eGFP, Abbildung 9A), die postsynaptischen Eingdnge mithilfe des
dendritischen Markers DenMark (Nicolai et al., 2010) (magenta, Abbildung 9A"). Die
Antikorperfarbung zeigt prasynaptische Ausgénge und postsynaptische Eingénge in
allen Glomeruli der Protozerebralbriicke inkl. der Zellkdrper. Dieses Ergebnis steht in
Einklang mit den Untersuchungen nach Wolff (Wolff et al., 2015). Das
Schlisselexperiment zum Nachweis der Notwendigkeit einer aktiven cAMP-Kaskade
im KoérpergrolRengedachtnis stellt die Rettung der Adenylylzyklase in den lateralen
Neuronen dar. Das Verhalten wurde an einer nicht-Uberwindbaren 5,0 mm Licke
abgefragt. Die erfolglosen Kletterversuche reprasentieren den Anteil an ausgefihrten
Bein-Uber-Kopf-Suchschlagen. Die heterozygote GAL4-Kontrolle zeigt mit 10%
erfolglosen Kletterversuchen ein wildtypisches Verhalten (Abbildung 9B). Im
Gegensatz dazu zeigen Tiere, deren Adenylylzyklase aufgrund einer Punktmutation
funktionslos vorliegt (kodiert durch rutabaga?) (Levin et al., 1992) ein UbermaRiges
Kletterverhalten (55%). Wird durch Expression der cDNA (Zars et al.,, 2000) die
Funktion der AC in den A7-Neuronen wiederhergestellt, kann der Phanotyp partiell
gerettet werden (30%). Wird darUber hinaus in den A7-Neuronen der Endpunkt der
cAMP-Signalkaskade durch Expression der dominant negativen dCREB2-Isoform
dCREB2-b (Yu et al., 2006) inhibiert, auRRert sich dies in einem statistisch
signifikanten Anstieg an initiierten Suchschlagen (30%) verglichen mit den Kontrollen

(0, bzw. 5% erfolglose Kletterversuche, Abbildung 9C). Die Ergebnisse stitzen somit
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die Versuche von Krause und Dbeweisen, dass die Bildung des
KdrpergroRengedachtnisses abhéngig ist von der Aktivitat der Adenylylzyklase und
des Transkriptionsfaktors dCREB2 in den A7-Neuronen.
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Abbildung 9: Charakterisierung der A7-Neurone der Protozerebralbriicke.

(A-A) Farbung des Expressionsmusters der A7-Neurone (R55G08>DenSyt). (A) Synaptotagmin-GFP
(SYT::eGFP) markiert die Prasynapsen in grun, (A‘) postsynaptisch wird der Marker DenMark-mCherry (magenta)
getrieben. (A") zeigt die Uberlappung beider Expressionsmuster. ZK = Zellkdrper. Optische Schichtdicke: 51 pum.
Zur Farbung verwendet wurde das Protokoll aus Kapitel 2.7.3; a-GFP (Aves Labs), a-mCherry (SICGEN), siehe
Tabelle 4.

(B) Der Anteil an ausgefuhrten Suchschlagen pro zehn Anlaufen wird als erfolglose Kletterversuche in Prozent
angegeben. Durch Riickgabe der cDNA (UAS-rut) in den A7-Neuronen der PB (R55G08-GAL4) kann der rut!-
Phéanotyp (55%) partiell gerettet werden (30%). Die Statistik kann dem Anhang, Tabelle 9 enthommen werden.

(C) Die Expression der dominant negativen Isoform dCREB2-b in den A7-Neuronen der PB fuhrt dazu, dass die
Fliegen unzureichend lernen (30% erfolglose Kletterversuche). Tabelle 10 des Anhangs gibt Auskunft Uber die
statistische Auswertung.

Nutzung einer nicht-Uberwindbaren 5,0 mm Licke. Drosophila Mannchen. N = 20 pro Genotyp. Nicht-
parametrische Mediandarstellung der Daten. Die Box reicht vom 25%- bis zum 75%-Quartil (Interquartilsabstand
[IQA]). Als hervorgehobener Balken innerhalb der Box ist der Median zu finden. Die Fehlerbalken umfassen die
Datenpunkte, die maximal das 1,5-fache des IQAs von den Grenzen der Box entfernt liegen. Uber diese Grenze
hinweg werden Datenpunkte als Ausrei3er gewertet. n.s.: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

Zu (A-A*) und (C) siehe auch (Krause et al., 2019).

3.2 Die Konnektivitat der A7-Neurone

3.2.1 Visualisierung postsynaptischer Partner der A7-Neurone

Krause zeigt in seiner Dissertation, dass neben den A7-Neuronen die PFN-
Neurone fur die Gedachtnisbildung der Korpergrol3e bendtigt werden. Er entwirft ein
Modell, nachdem die kolumnéren PFN-Neurone erregenden Eingang von den A7-

Neuronen erhalten (Krause, 2015). Um herauszufinden, ob PFN-Neurone im
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postsynaptischen Muster der A7-Neurone liegen, wurde die transTango-Methode

angewandt (Talay et al., 2017).

Generell dient die Methode der Visualisierung der postsynaptischen Zellen zu
einem ausgewahlten prasynaptischen Treiber (GAL4) von Interesse. Voraussetzung
dafir ist die Interaktion zwischen einem synthetischen Liganden (Expression in den
prasynaptischen A7-Neuronen) und einem panneuronal exprimierten synthetischen
Rezeptor. Bei Ligandenbindung wird postsynaptisch die Abspaltung des an den
synthetischen Rezeptor gekoppelten Transkriptionsfaktors QF vorgenommen, durch
Rekrutierung einer panneuronal exprimierten Protease des tobacco etch virus. QF
kann nachfolgend die Expression des mCherry-Reporters in den postsynaptischen
Zellen der A7-Neuronen initiieren; Neuropil und Zellkérper werden dadurch rot
markiert (Talay et al., 2017). Die A7-Neurone selbst leuchten durch Expression von

GFP grun, deren Zellkérper sind lateral der PB angeordnet (Abbildung 10A).

Abbildung 10: Visualisierung des postsynaptischen PFN-Musters der A7-Neurone. Adulte Gehirne des
Genotyps R55G08>myrGFP, mtdTomato; transTango wurden immunhistochemisch gegen GFP (A7-Neurone,
grun) und mCherry (postsynaptische Neurone zu A7-Neurone, rot) gefarbt. Zur anatomischen Einordnung des
Expressionsmusters wurden alle Neuropile gegengefarbt mit N-Cadherin (N-Cad, blau) (lwai et al., 1997). ZK:
Zellkdrper, FB: Facherférmiger Kérper, NO: Noduli. Anwendung des Protokolls aus Kapitel 2.7.4; a-GFP (Aves
Labs), a-mCherry (SICGEN), a-N-Cad (DSHB), siehe Tabelle 4.

(A) Darstellung prasynaptischer A7-Neurone (griin) und deren postsynaptischer Neurone (rot). Uberlappendes
Expressionsprofil innerhalb der Protozerebralbriicke und in den Zellkérpern der A7-Neurone (lateral). Optische
Schichtdicke: 39 pm.

(B) Darstellung der postsynaptischen Neurone inkl. Zellkérpern der PFN- und der A7-Neurone. Optische
Schichtdicke: 39 pm.

(C) Darstellung der Projektionen medial gelegener PFN-Neurone. Ausgehend von der Protozerebralbriicke
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Uberqueren die Projektionen die Mittelinie des Gehirns vor Eintritt in den Facherférmigen Korper (Pfeile). Optische
Schichtdicke: 9 um.

(D) Darstellung der Projektionen lateral gelegener PFN-Neurone. Ausgehend von der Protozerebralbriicke
verbleiben die Projektionen ipsilateral bei Eintritt in den Facherférmigen Kdrper. Optische Schichtdicke: 33,75 um.

(E) Visualisierung der Verzweigungen der postsynaptischen Zellen innerhalb des Facherformigen Korpers.
Optische Schichtdicke: 14,25 um.

(1%) 5\/isualisierung der Verzweigungen der postsynaptischen Zellen innerhalb der Noduli. Optische Schichtdicke:
,5 pm.

Bei Uberlagerung des prasynaptischen griinen und postsynaptischen roten
Zellmusters (gelbes Signal) ist ersichtlich, dass das postsynaptische Muster auch
laterale Neurone enthalt (Abbildung 10A, vgl. auch Abbildung 10B). Bei Durchsicht
der gescannten Praparate konnte festgestellt werden, dass das Zellkern-Muster der
A7-Neurone komplett im Muster der postsynaptischen Zellen enthalten ist; mal ist
dies besser, mal schlechter erkennbar. Die Beobachtung lasst sich erklaren durch
die Funktion der A7-Neurone. Als Interneurone garantieren sie die
Informationsweitergabe innerhalb eines Neuropils. Ubermittelt ein prasynaptisches
A7-Neuron eine Information an ein anderes A7-Neuron, agiert das letztgenannte als
Postsynapse und wird Uber transTango durch mCherry-Expression rot markiert.
Daruber hinaus wird mCherry in Zellen exprimiert, deren Zellkorper dorsal liegen und
in die Protozerebralbriicke, den Facherformigen Korper und die Noduli projizieren
(Abbildung 10B, E, F). Medial gelegene Projektionen vom PB zum FK Uberkreuzen
vor Eintritt in den FK die Mittellinie (Abbildung 10C, Pfeile), wohingegen lateral
gelegene Projektionen ipsilateral verbleiben (Abbildung 10D, Pfeile).

2015 sind von Wolff und Kollegen insgesamt funf verschieden Zelltypen
identifiziert worden mit diversen Verzweigungsmustern in der Protozerebralbricke,
dem Facherférmigen Korper und den Noduli: (1) PBc2-9.5-FBI1.b-NO3P.b. (2) PBc2-
95-FBI1.b-NO3M.b. (3) PBg2-9.5-FBI2.b-NO3A.b. (4) PBg2-9.5-FBI3.b-NO2D.b. (5)
PBG2-9.5-FBI3.b-NO2V.b. (G: Glomeruli; b: boutons; s: spines; P: Posterior; M:
Medial, A: Anterior; D: Dorsal; V: Ventral) (Wolff et al.,, 2015). Die Namensgebung
der Zelltypen basiert auf der Kompartimentierung der Neuropile in horizontale und
vertikale Schichten, hervorgerufen durch die Verzweigungen und terminale
Innervierung der Kleinfeldneurone (siehe 1.4). Mithilfe der Visualisierungstechnik
transTango konnte die Hypothese bestatigt werden, dass das postsynaptische
Muster der A7-Neurone PFN-Neurone enthalt. Diese zeigen Verzweigungen in der
PB, den unteren Schichten des FK und den Noduli zwei und drei auf (Abbildung 10).
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Ein anatomischer Vergleich mit der Literatur legt nahe, dass es sich bei den A7-
postsynaptischen Neuronen um einen oder mehrere der funf verschiedenen PFN-
Zelltypen nach Wolff et al. handelt. Zur weiterfihrenden Analyse des
KorpergroRenmodells stellte sich als nachstes die Frage, ob zwischen den A7-
Neuronen und den identifizierten PFN-Neuronen auch eine Signalibertragung
stattfindet.

3.2.2 Detektion synaptischer Kontakte zwischen A7- und PFN-Neuronen

Um herauszufinden, ob A7-Neurone entsprechend des Modells zum
Kdrperreichweitenlernen mit PFN-Neuronen kommunizieren, soll die Technik GRASP
(GFP reconstitution across synaptic partners) verwendet werden. Prinzipiell wird die
Methode herangezogen, um synaptische Verknipfungen zwischen zwei Neuronen

aufzuzeigen.

Das pra- (A7) und postsynaptische Neuron (PFN) exprimiert dazu je eine
Halfe eines geteilten GFPs (splitGFP1.10 vs. splitGFP11). Damit die eine spGFP-
Version ausschliellich prasynaptisch und die andere Version ausschlie3lich
postsynaptisch exprimiert wird, werden die beiden binaren Systeme GAL4/UAS und
lexAllexAop eingesetzt. Fur sich genommen ist ein geteiltes GFP-Fragment nicht in
der Lage zu fluoreszieren. Erst die synaptische Nahe ermdglicht deren
Rekonstitution zu einem funktionalen Fluoreszenzfarbstoff. Die Lokalisation der
splitGFP-Fragmente ist durch Fusion an das Glykoprotein CD4 membranspezifisch
(Gordon und Scott, 2009). Erst durch Verwendung der weiterentwickelten Variante
Synaptobrevin-GRASP ist eine Aussage zur Richtung der Signalubertragung
maoglich. Dabei wird das splitGFPi.10-Fragment an das neuronale Vesikelprotein
Synaptobrevin fusioniert, die zweite Halfte verbleibt membrangebunden an CD4. Bei
Aktivierung des prasynaptischen Neurons und darauffolgender Vesikelausschuttung
verschmilzt die vesikulare Membran mit der prasynaptischen Membran, woraufhin
das Synaptobrevin-gebundene splitGFP1.10 mit seinem postsynaptisch gelegenen
komplementéaren Part rekonstituieren kann (Macpherson et al.,, 2015). Fur den

Versuch wurde diese weiterentwickelte Synaptobrevin-GRASP-Variante verwendet.
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Als prasynaptischer Treiber fungierte R55G08-lexA, als postsynaptische Treiber
007Y-GAL4, sowie R73D06-GALA4.

007Y-GAL4 und R73D06-GAL4 wurden ausgewahlt, da Krause in seiner
Dissertation diese Treiber zur Rettung der Phosphodiesterase in den PFN-Neuronen
verwendete. Wie bei 210Y-GAL4 handelt es sich bei 007Y-GAL4 um eine Enhancer-
Trap-Linie (Renn et al., 1999) und sie weist ein breites Expressionsmuster auf: Es
umfasst die gesamte Protozerebralbricke, den Facherformigen Korper, die Noduli,
sowie die Pilzkorper und den Ellipsoidkorper (Poeck et al., 2008). Fur ein distinkteres
Expressionsmuster nutze Krause daher eine zweite Linie, R73D06-GAL4 aus der
Janelia FlyLight-Kollektion (Jenett et al., 2012). Neben einer starken Expression in
PB, FK und NO, exprimiert diese Linie jedoch auch in verschiedenen Bereichen des
Gehirns. Beide Linien sind aber in der Lage, durch Rettung der Phosphodiesterase

das KorpergroRengedachtnis wiederherzustellen.

Die nach dem Korpergrolienmodell hypothetisierte Kommunikationsrichtung
von lateral nach kolumnar wird in Abbildung 11 visualisiert. Dabei umfasst Abbildung
11A-G die Synaptobrevin-GRASP-Experimente, fir welche 007Y-GAL4 als PFN-
Treiber eingesetzt wurde, Abbildung 11H-K die immunhistologischen Versuche mit
R73D06-GAL4. Eine grune Fluoreszenz steht reprasentativ fir den synaptischen
Kontakt zwischen zwei Neuronen; die Farbung der Postsynapsen erfolgte in magenta
mittels eines a-CD4 Antikdrpers (CD4::GFP11).

A7 > PFN (R73D06-GAL4): Basierend auf der Rekonstitution des Markers
sind im Bereich der Protozerebralbriicke deutlich synaptische Verknupfungen zu
erkennen (grun, Abbildung 111). Eine Bekraftigung dieses Ergebnisses liefert
Abbildung 11H; es handelt sich hierbei um die Eingenfluoreszenz eines
Lebendpraparats, d.h. es wurde keine Verstarkung der Fluoreszenz mittels
Antikdrperfarbung vorgenommen. In diesem unfixierten Zustand des Praparates ist
auffallig, dass Synapsen im Bereich der medialen Glomeruli G; ausbleiben (Pfeil).
Begrindet liegt dies im Projektionsmuster der PFN-Neuronen (Abbildung 11J),
welche ebenfalls die beiden Glomeruli G1 aussparen. Dies stimmt tberein mit den

Forschungsergebnissen von Wolff und Kollegen, denen zufolge bislang kein
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kolumnéarer Neurontyp bekannt ist, welcher den mittleren Glomerulus mit dem FK
und den NO verbindet (Wolff et al., 2015).

A7 > PFN (007Y-GAL4): Zur besseren Darstellung der Antikorperfarbung
wurde in der Abbildung 11B-G die Protozerebralbriicke (posterior) separiert vom
Facherformigen Korper und den Noduli (anterior). Auch hier sind im Bereich der PB
synaptische Kontakte zu sehen (Abbildung 11C), ein Ergebnis, welches durch die
Visualisierung der Eigenfluoreszenz des Lebenspréaparats bekraftigt werden kann
(Abbildung 11A). Unerwarteter Weise kann unter Verwendung des 007Y-Treibers
eine grine Fluoreszenz auch in der Mitte der Protozerebralbriicke (Gi) detektiert
werden (Abbildung 11C). Aus der Literatur ist bekannt, dass der monoklonale GFP-
Antikorper (Sigma-Aldrich, G6539) spezifisch das rekonstituierte GFP nach der
GRASP-Methode erkennen soll und nicht eine der beiden geteilten GFP-Varianten
alleine (Gordon und Scott, 2009). Nach Untersuchungen innerhalb unserer
Arbeitsgruppe und deutlich ersichtlich auch im nachfolgenden Experiment (Abbildung
12B und F) ist jedoch anzunehmen, dass besagter Antikérper geringfligig auch den
CD4::spGFPi1-Part erkennt. Diese CD4.:spGFPii-Variante wird dann visualisiert,
wenn wahrend des Scanvorgangs die Fluoreszenz ausreichend stark durch den
Laser angeregt wird. Da im durchgefihrten Experiment der Kontakt einzelner
weniger Zellen visualisiert werden sollte, ist dieser Effekt aufgetreten. Daneben ist
bekannt, dass es sich bei 007Y-GAL4 um eine Enhancer-Trap-Linie mit einem
breiten Expressionsmuster handelt, welche neben den PFN-Neuronen weitere Zellen
umfasst. Es ware moglich, dass 007Y-GAL4 einen Zelltyp mit leichter Expression in
den mittleren Glomeruli enthalt. Diese geringe Expression ist jedoch nur zum Teil

erkennbar (siehe dazu auch das nachfolgendes Experiment).
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R55G08>nSyb::spGFP,_,, R55G08>nSyb::spGFP,_,,
007Y>CD4::spGFP,, R73D06>CD4::spGFP,,

Unfixierter Zustand

aCD4

P, aCD4

Abbildung 11: Detektion synaptischer Kontakte zwischen A7- und PFN-Neuronen. Stehen zwei neuronale
Gruppen miteinander in Kontakt, kann Uber die Expression zweier split-GFP Fragmente préa- (R55G08-
lexA>lexAop-nSyb::spGFP1.10) und postsynaptisch (007Y-GAL4>UAS-CD4::GFP1; [A-G], bzw. R73D06-
GAL4>UAS-CD4::GFP;; [H-K]) ein funktionaler GFP-Reporter rekonstituiert werden. Ein synaptischer Kontakt
zwischen den prasynaptischen A7-Neuronen und den postsynaptischen PFN-Neuronen konnte bei Nutzung
beider PFN-Treiber nachgewiesen werden. Die Pfeile deuten auf die medialen Glomeruli G1. Zur Farbung wurde
das Protokoll aus Kapitel 2.7.5 verwendet, a-GFP (Sigma-Aldrich), a-CD4 (Sigma-Aldrich); siehe Tabelle 4.

(A) Unfixierter Zustand, Schichtdicke: 8,25 pm.

(B-G) Visualisierung der postsynaptischen PFN-Neurone (007Y-GAL4), FK = Facherformiger Koérper, NO =
Noduli, PB = Protozerebralbriicke. Unterteilung in anteriore ([B, D, F] Schichtdicke: 12,9 pm) und posteriore
Segmente ([C, E, G] Schichtdicke: 11,1 pum).

(H) Unfixierter Zustand, Schichtdicke: 18,75 um.
(I-K) Visualisierung der postsynaptischen PFN-Neurone (R73D06-GAL4). Schichtdicke: 51 pm.
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007Y>nSyb::spGFP,_, R73D06>nSyb::spGFP, ,,
R55G08>CD4::spGFP,, R55G08>CD4::spGFP,,

Unfixierter Zustand

aCD4

. aCD4

Abbildung 12: Detektion synaptischer Kontakte zwischen PFN- und A7-Neuronen. Stehen zwei neuronale
Gruppen miteinander in Kontakt, kann tber die Expression zweier split-GFP Fragmente pra- (007Y-GAL4>UAS-
nSyb::GFP1.10 [A-D], bzw. R73D06-GAL4>UAS-nSyb::GFP1.10 [E-H]) und postsynaptisch (R55G08-lexA>lexAop-
CD4::spGFP11) ein funktionaler GFP-Reporter rekonstituiert werden. Ein synaptischer Kontakt zwischen den
kolumnéren PFN-Neuronen und den A7-Neuronen kann bei Nutzung beider PFN-Treiber nachgewiesen werden.
Die Pfeile deuten auf die medialen Glomeruli G;. Zur Farbung wurde das Protokoll aus Kapitel 2.7.5 verwendet,
a-GFP (Sigma-Aldrich), a-CD4 (Sigma-Aldrich); siehe Tabelle 4.

(A) unfixierter Zustand, Schichtdicke: 26,4 pm.

(B-D) Visualisierung der postsynaptischen A7-Neurone, ZK = Zellkérper. Schichtdicke: 40,2 pm.
(E) unfixierter Zustand, Schichtdicke: 29,25 pm,

(F-H) Visualisierung der postsynaptischen A7-Neurone. Schichtdicke: 44,25 pm.
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Durch die Anwendung von GRASP konnte die nach dem Korpergrdienmodell
préaferierte Kommunikationsrichtung von den A7- auf die kolumnaren PFN-Neuronen
bestétigt werden. Nachfolgend war von grof3em Interesse, ob eine dem entgegen
gerichtete Aktivierung, bzw. Inhibierung lateraler Neurone durch die PFN-Neurone
physiologisch auftritt. Getrieben wurde dazu die préasynaptische nSyb::spGFP1-10-
Variante kolumnéar (007Y-GAL4, bzw. R73D06-GAL4), die postsynaptische Variante
CD4::spGFP11 lateral mittels R55G08-lexA (Abbildung 12). Gegengefarbt wurden
dieses Mal die A7-Neurone (CD4::spGFP11) mit a-CDA4.

PFN (R73D06-GAL4) - A7: Erstaunlicherweise sind auch fur diese Richtung
synaptische Verbindungen zwischen A7- und PFN-Neuronen im Bereich der
Protozerebralbriicke nachweisbar. Die grine Fluoreszenz tritt sowohl im unfixierten
Zustand (Abbildung 12E), als auch nach verstéarkender Antikdrperfarbung (Abbildung
12F) auf. Dieses Mal kann nach Farbung auch fir den R73D06-Treiber im Bereich
der mittleren Glomerli eine Expression detektiert werden (Abbildung 12F). Zudem
werden die A7-Zellkerne falschlicher Weise als ,synaptische Kontakte“ durch die
GRASP-Farbung visualisiert (vergleiche dazu die a-CD4-Gegenfarbung zu
R55G08>CD4::spGFP11, Abbildung 12G). Der verwendete monoklonale Antikorper
fur das rekonstituierte GFP ist somit nicht spezifisch (siehe dazu auch das vorheriges

Experiment).

PFN (007Y-GAL4) - A7: Die Ergebnisse mit 007Y-GAL4 stimmen mit denen
von R73D06-GAL4 Uberein. Dass das 007Y-Expressionsmuster weitere G-
enthaltende Zellen beinhaltet, wird durch die Eigenfluoreszenz des Lebendpréparats
in Abbildung 12A unterstitzt (siehe Pfeil).

Eine Einbindung dieses Ergebnisses (Kommunikation von PFN nach A7) in
das Modell des Korperreichweitenlernens kann in Betracht gezogen werden, ist
jedoch mit Vorsicht zu genieRen. GRASP ermdglicht die Identifizierung bestehender
Synapsen durch artifizielle Expression zweier splitGFP-Konstrukte. Ob diese
Kommunikation jedoch wahrend des Lernens der KorpergréRe, deren Speicherung

oder Abruf stattfindet, kann mithilfe von GRASP nicht nachgewiesen werden.
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3.2.3 Identifizierung alternativer PFN-Treiber

Es stellt sich die Frage, ob die fir GRASP herangezogenen PFN-Treiber 007Y
und R73D06 die von Wolff und Kollegen identifizierten PFN-Zelltypen enthalten
(siehe dazu 3.2.1). Der Namensgebung zufolge verzweigen sich diese entweder (1)
in den Glomeruli 2-9 der PB, in der ersten Schicht des FB und der dritten Schicht der
NO (PF1N3) oder etwa (2) in den Glomeruli 2-9 der PB, der zweiten Schicht des FB
und der dritten Schicht der NO (PF2N3) oder (3) den Glomeruli 2-9 der PB, der
dritten Schicht des FB und der zweiten Schicht der NO (PF3N2) (Wolff et al., 2015).
Um einen Vergleich anzustellen, fallt unglicklicherweise die Expressionsstarke des
breiten 007Y-Treibers sehr schwach aus. Auch die Expressionsstarke des
kolumnéren Janelia FlyLight-Treibers ist reduziert. Jedoch ist bekannt, dass sich die
Expression des 007Y-Treibers auf eine dorsale und eine ventral-mittige Schicht des
FK begrenzt (Poeck et al., 2008). R73D06 exprimiert in den ventralen Schichten des
FK (Jenett et al., 2012). Folglich kann weder bestatigt, noch ausgeschlossen werden,
ob PF1N3, PF2N3 oder PF3N2 dem Muster von 007Y und R73D06 zugehdrig sind.

Daraufhin sollte ein fir 007Y- und R73D06-GAL4 alternativer und praziserer
PFN-Treiber ermittelt werden, da keine eindeutige Aussage zur Komposition der
verwendeten PFN-Linien getroffen werden kann. In der Publikation von Wolff sind
neben den identifizierten Zelltypen auch Treiberlinien der Janelia FlyLight-Kollektion
angegeben, die die entsprechenden Zelltypen enthalten. Daraufhin wurden online
(Jenett et al., 2012) die Expressionsmuster der angegebenen Treiber geprift. Von
den 17 aufgelisteten Treibern wurden diejenigen ausgeschlossen, die entweder
starke Expression in den optischen Loben, unspezifische Expression im gesamten
Gehirn oder zuséatzliche Expression in anderen Strukturen wie den Pilzkdrpern oder
dem Ellipsoidkorper besafl3en (insgesamt 9) oder aber sehr schwach in ihrer
Expressionsstarke waren (insgesamt 4). Von den verbleibenden vier GAL4-Linien,
R15D05, R16D01, R15E12 und R20C08 wurden die ersten beiden naher analysiert.
Zudem wurden die Treiberlinien R84A01, R52B10, R44B10 aufgrund ihres online
ersichtlichen PFN-prazisen Musters zur Kandidaten-Liste hinzugefiigt. Wie in 1.5.1
beschrieben, nutzen PFN-Neurone bei der Bildung eines KorpergréfRen-
gedachtnisses regulatorischen Mechanismen, um die Signalweiterleitung tiber cAMP

und PKA zu unterbinden. Demnach sollte eine Reduktion der Phosphodiesterase

62



Ergebnisse

Dunce und der regulatorischen Untereinheit der PKA (PKA-R1) in diesen Neuronen
zu einem defekten KorpergroRenwissen fihren, ebenso wie eine Uberexpression der
wildtypischen dCREB2-a-Isoform (Perazzona et al., 2004). Fur den Treiber 007Y-
GAL4 ist dies bekannt; er diente in der Analyse als Positivkontrolle. Tabelle 6 fasst

die Ergebnisse der untersuchten Linien zusammen.

Tabelle 6: Analyse alternativer PFN-Treiber. Potentielle PFN-Treiber wurden durch Herunterregulierung der
Phosphodiesterase Dunce (UAS-dncRM) und der regulatorischen Untereinheit der Proteinkinase A (UAS-PKA-
R1RNA) identifiziert. Die Treiber R16D01, und 007Y als Kontrolle, wurden alternativ durch Uberexpression der
wildtypischen Isoform von dCREB2 evaluiert. Neben dem bekannten 007Y-Treiber ist R84A01-GAL4 als einzige
weitere Linie in der Lage durch Knock-Down der beiden RNAi-Konstrukte einen PFN-spezifischen Effekt (+) im
Kletterverhalten zu erzielen. N = 20 pro Gruppe, aufer R16D01>dCreb?2 (13), n = 10. Die statistische Auswertung
ist im Anhang, Kapitel 9.2 zu entnehmen.

PFN-Treiber PFN-Neurone> PFN-Neurone> PFN-Neurone>
(GAL4) UAS-dncRNAi UAS-PKA-R1RNAI UAS-dCREB2-a
007Y + + +
R84A01 + + nicht getestet
R52B10 + - nicht getestet
R15D05 - - nicht getestet
R44B10 - - nicht getestet
R16D01 nicht getestet nicht getestet -

Ausschlie3lich mit dem Treiber R84A01-GAL4 konnte sowohl durch Knock-
Down von dnc (Median: 60%), als auch der PKA-R1 (Median: 30%) das
KorpergroRengedéachtnis zerstort werden (Abbildung 13A und B). Dieser Treiber
sollte dartiber hinaus mittels Uberexpression der katalytischen Untereinheit der PKA
validiert werden. Diese konstitutiv aktive katalytische Untereinheit entstammt der
Maus und wurde so mutiert, dass sie durch die regulatorische Untereinheit nicht
inhibiert werden kann (Li et al., 1995). Diese andauernde Verstarkung der PKA-
Aktivitat flhrte zu einer deutlichen Verschlechterung der KérpergréReneinschatzung
der Fliegen (Median: 50%). Dieser Effekt kann jedoch nicht eindeutig den PFN-
Neuronen zugeordnet werden. Die experimentellen Tiere unterscheiden sich
statistisch nicht von der UAS-Kontrolle (Median: 30%); ein Trend zeichnet sich
jedoch ab (p = 0,06). AbschlieBend sollte anhand des Expressionsmusters
untersucht werden, welcher nach Wolff und Kollegen identifizierte PFN-Zelltyp im
Muster von R84A01 vorhanden ist. Leider war es nicht mdglich die Axone und
Dendriten des Treibers durch Expression von DenMark (mCherry) und

Synaptotagmin