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Zusammenfassung

Im letzten Jahrzehnt hat die Erforschung der Regulation des Fressverhaltens und die
damit verbundene Integration extrinsischer und intrinsischer Informationen in die Ver-
arbeitungsprozesse des zentralen Nervensystems von Drosophila melanogaster eine Re-
naissance erlebt. Im Gegensatz zu den vielfiltigen molekularbiologischen Innovationen
und Erkenntnissen, die an Drosophila melanogaster gewonnen wurden, fehlen grund-
legende Verhaltensbeobachtungen, sowie anatomische und elektrophysiologische Daten
iiber das larvale Fressverhalten. In dieser Arbeit wurde versucht auf Basis klassischer
neurobiologischer Methoden die vorhandenen Liicken zu fiillen, um das larvale Fressver-
halten von Dipteren im Speziellen von Drosophila melanogaster als ein Modellsystem fiir
die Untersuchung neuronaler Netzwerke zu etablieren.

Es besteht eine weitgehende Ubereinstimmung der Anatomie des stomatogastrischen
Nervensystems von Calliphora vicina und Drosophila melanogaster. Deshalb wurden in
der vorliegenden Arbeit die Methoden fiir die anatomischen und elektrophysiologischen
Experimente an Calliphora vicina entwickelt, um die gewonnenen Daten als Leitfaden
flir zielgerichtete, analoge Experimente bei Drosophila virilis und Drosophila melanoga-
ster zu verwenden.

Bei Verhaltensbeobachtungen unter moglichst natiirlichen Bedingungen bestand das
rhythmische Fressverhalten von Dipteren-Larven aus Heben und Senken der Mundha-
ken, Pro- und Retraktion des cephalopharyngealen Skeletts und eine durch einen Saug-
mechanismus vermittelte Nahrungsaufnahme. Diese charakteristischen Einzelbewegun-
gen werden durch die Mundhakenelevatoren und -depressoren, die akzessorischen Pro-
traktormuskeln A, die cibarialen Dilatormuskeln und die Labialretraktoren ausgefiihrt.
Innerviert werden diese Muskeln vom Antennal-, Maxillar- und akzessorischen Prothora-
kalnerv. Die motorischen Bahnen in den entsprechenden Nerven konnten elektrophysio-
logisch durch Lasionsexperimente und 1:1 Korrelationen zwischen den Aktionspotentia-
len der identifizierbaren neuronalen Einheiten und postsynaptischen Muskelpotentialen
nachgewiesen werden. Simultane extrazellulire Ableitungen des Antennal-, Maxillar-
und akzessorischen Prothorakalnervs am isolierten zentralen Nervensystem zeigten ein

spontanes motorisches Erregungsmuster, das ein neuronales Intermediat des larvalen



iv Zusammenfassung

Fressverhaltens von Dipteren représentiert und somit als ,fiktives Fressen“ aufgefasst
werden kann. Das fiktive motorische Muster des Fressverhaltens von Calliphora vicina
besall eine hohe Variabilitdt und es konnten in einer Rhythmusanalyse erste Hinweise
auf die Organisation der neuronalen Schaltkreise des Verhaltens erarbeitet werden. Die
Phasenanalyse der neuronalen Einheiten zeigte, dass die Erregungsmuster bei Drosophila
virilis und Drosophila melanogaster weitgehend identisch sind. Verglichen damit unter-
schied sich das Muster von Calliphora vicina in der Phasenlage bestimmter Einheiten. In
der anatomischen Untersuchung der pharyngealen Nerven konnten neben den bekann-
ten Projektionen auf die cephalen Sinnesorgane bisher unbekannte Nervenaufzweigun-
gen und neuronale Anastomosen zwischen den Nerven beschrieben werden. Retrograde
axonale Fiillungen zeigten, dass die Somata der Neuronen, deren Axone durch die pha-
ryngealen Nerven verlaufen, im Suboesophagialganglion lokalisiert sind. Die cephalen
Sinnesorgane von Calliphora vicina, deren sensorische Bahnen durch den Antennal- und
Maxillarnerv verlaufen, haben neben der bereits beschriebenen chemosensorischen auch
eine mechanorezeptive Funktion, wie elektrophysiologische Experimente belegt haben.
Hugin-Neurone, die an der Regulation des Fressverhaltens von Drosophila melanogaster
beteiligt sind, wurden ebenfalls im zentralen Nervensystem von Calliphora vicina nach-
gewiesen. Die Nervenfortsidtze einer Gruppe von hugin-Neuronen projizieren durch den
akzessorischen Prothorakalnerv.

Die Ergebnisse zeigen eine grofle anatomische und elektrophysiologische Konformitéat im
larvalen Fressverhalten der drei untersuchten Dipteren-Larven und sollen die Basis fiir ei-
ne weiterfithrende neurobiologisch und -genetisch orientierte Erforschung der neuronalen

Netzwerke von Dipteren schaffen.
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1 Einleitung

Allgemein

Die Gesamtheit aller messbaren Interaktionen zwischen einem tierischen Organismus
und seiner Umwelt ist Verhalten. In der Neurobiologie basiert die Analyse von Verhalten
unter anderem auf der extra- und intrazelluliren Messung der Aktivitdt von Muskeln
und Neuronen. Verhalten basiert auf der neuronalen Integration extrinsischer und int-
rinsischer Informationen von Sinnesorganen zu einem raumlich und zeitlich definierten
Erregungsmuster, das sich in der Aktivitdt von Motorneuronen widerspiegelt und sich
durch die Kontraktion der entsprechenden Muskeln in addquaten Bewegungen manife-
stiert. Fiir die Erforschung der neuronalen Grundlagen von Verhalten sind Verhaltens-
formen, die sich aus stereotypen, sich wiederholenden Bewegungssequenzen zusammen-
setzen, wie z.B. Schwimmen, Laufen, Atmen und Fressen, aufgrund ihrer Klarheit in der
motorischen Ausfithrung und ihrer Vorhersagbarkeit pradestiniert. Auf neuronaler Ebe-
ne wird rhythmisches Verhalten durch Netzwerke von Neuronen erzeugt, die durch ihre
intrinsischen Eigenschaften und synaptischen Verbindungen befdhigt sind entsprechen-
de motorische Erregungsmuster zu produzieren. Allgemein werden solche oszillierenden
neuronalen Netzwerke als ,zentrale Mustergeneratoren“ bezeichnet. Sie generieren das
,Grundschema® des motorischen Erregungsmusters, das durch die Integration der Sen-
sorik an die akuten Umwelterfordernisse angepasst wird.

Das Fressverhalten von Dipteren-Larven, insbesondere von Drosophila melanogaster,
konnte ein neues Modellsystem fiir die Erforschung neuronaler Netzwerke werden, die
repetitives Verhalten generieren. Denn Larven von Drosophila melanogaster zeigten in
Studien ein begrenztes Verhaltenrepertoire, das aus Fressen (84%), Fortbewegung (12%)
und sonstigen Verhaltensformen (4%) besteht [Green et al., 1983]. In der Tatsache, dass
sie das zu untersuchende Verhalten praktisch permanent zeigen, unterscheiden sich die
Dipteren-Larven von weniger ,kooperativen* Systemen, an denen rhythmisches Verhal-
ten erforscht wird, wie z.B. Laufen bei Stabheuschrecken, bei denen das gewiinschte
Verhalten durch taktile Reizung des Abdomens induziert werden muss. Ein weiterer ele-

mentarer Vorteil ist die numerische Einfachheit des zentralen Nervensystems von Dro-
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sophila melanogaster [Olsen & Wilson, 2008], das im Gegensatz zu den Gehirnen von
Saugetieren nicht aus Milliarden von Neuronen, sondern nur aus ca. 100.000 bis 200.000
Neuronen besteht. Des Weiteren gab es in den letzten Jahren viele technische Innovatio-
nen zur genetisch basierten Untersuchung von Drosophila-Neuronen, die von Luo et al.
[2008] zusammengefasst wurden. Die Vielzahl von genetischen Manipulationsmoglichkei-
ten fir die Erforschung zentralnervoser Verarbeitungsprozesse von Drosophila [Wilson
et al., 2004], belegen das enorme Potential, dass ein solcher neurobiologischer und -
genetischer Untersuchungsansatz bietet.

In der letzten Dekade entwickelte sich ein neu erstarktes Interesse, die molekular- und
neurobiologischen Mechanismen und beteiligten Prozesse des Fressverhaltens von Dipte-
ren, insbesondere von Drosophila melanogaster, zu erforschen [Lee et al., 2004; Melcher
et al., 2007; Melcher & Pankratz, 2005; Meunier et al., 2007; Zinke et al., 1999, 2002].
Allerdings wurde in diesen Untersuchungen nicht das Verhalten an sich untersucht, son-
dern vielmehr diente es als ,,Werkzeug®, um die genetische Varianz der Phanotypen zu
bestimmen und Mutationen zu isolieren. Aber fiir ein vollstdndiges Versténdnis von Ver-
halten und den beteiligten neuronalen Netzwerken miissen folgende Erfordernisse erfiillt

sein:

e das zu untersuchende Verhalten sollte in seinem zyklischen Bewegungsablauf be-

schrieben sein,

e die Anatomie und Funktionsmorphologie der Muskeln, die das Verhalten ausfiihren

sollte bekannt sein,

e die Anatomie der Nerven, die das motorische System des Verhaltens innervieren,

sollte beschrieben sein,

e die Neurone, die an der Erzeugung des Verhaltens mitbeteiligt sind, sollten iden-

tifiziert sein,

e das neuronale Intermediat (Ausgéinge der Motorneurone), welches das Verhalten

produziert, sollte bestimmt sein,

e die zellularen und synaptischen Eigenschaften der netzwerk-bildenden Neurone,

die das neuronale Intermediat generieren, sollten entschliisselt sein,

e die sensorischen und neuromodulatorischen Einfliisse auf das neuronale Intermediat

sollten charakterisiert sein.

Das Ziel der Arbeit war es, bei den drei Dipteren-Arten Calliphora vicina, Drosophila
virilis und Drosophila melanogaster, die entsprechenden Daten so weit moglich durch

anatomische und elektrophysiologische Untersuchungen zu liefern.



Verhalten

Das larvale Fressverhalten von Insekten besteht in seinen Grundanlagen aus rhythmi-
schen, stereotypen Bewegungen, die der Nahrungsaufnahme in den Verdauungstrakt die-
nen. Bei eucephalen Larven mit einer vollstdndig entwickelten Kopfkapsel erfolgt das
Fressen unter zu Hilfenahme der Mundwerkzeuge, vornehmlich der Mandibeln, des Pha-
rynx und des Oesophagus unter Beteiligung der assoziierten Korpersegmente (Larven
von Manduca sexta: [Miles & Booker, 1994, 1998; Rohrbacher, 1994]). An Larven von
Manduca sexta wurde die Mikrostruktur des Fressens untersucht, um einen Einblick in
die komplexe zentralnervose Interaktion von extrinsischen und intrinsischen Faktoren
bei der Regulation des Fressverhaltens zu gewinnen [Bowdan, 1988, 1995].

Das Fressverhalten der acephalen Larven der Dipteren besteht, wie bei den untersuch-
ten Arten Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster, aus rhyth-
mischer Pro- und Retraktion des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) in Verbindung
mit schaufel-dhnlichen Bewegungen der Mundhaken [Bauer & Sokolowski, 1984; Green
et al., 1983; Hobson, 1932; Sokolowski, 1982; Sokolowski et al., 1984]. Die Nahrungsauf-
nahme bei Dipteren-Larven erfolgt wahrscheinlich durch die Aktivitdt eines cibarialen
oder pharyngealen Pumpmechanismus &hnlich wie bei Manduca sexta [Miles & Boo-
ker, 1998; Sasaki & Asaoka, 2006], wodurch die Nahrung durch den Pharynx befordert
wird [Gorezyca et al., 1991]. Bestéarkt wird diese Annahme durch die Studie von Hob-
son [1932], der formulierte, dass Dipteren-Larven nur verfliissigte oder semi-verfliissigte
Nahrung aufnehmen. Keine der angefiihrten Arbeiten enthélt eine detaillierte Beschrei-
bung des larvalen Fressverhaltens von Dipteren-Larven. In diesen Studien wurden nur
einzelne Bewegungsaspekte des Fressens beschrieben. Auch in aktuelleren Studien wur-
de das Fressverhalten von Drosophila melanogaster nur fragmentarisch erldutert, weil es
in Verhaltensessays zur Charakterisierung des genetischen Phanotyps genutzt wurde [Li
et al., 2001; Shaver et al., 1998; Tissot et al., 1998; Zinke et al., 1999]. Aber die meisten
rhythmischen Verhaltensarten eines Organismus bestehen aus einem sich wiederholen-
den Zyklus von einzelnen Bewegungskomponenten, die in ihrer rdumlichen und zeitlichen
Abfolge ein angepasstes Verhalten an die vorhandenen Umweltbedingungen darstellen.
Fragwiirdig ist, ob, wie bei diesen Untersuchungen vorausgesetzt wurde, eine Einzelbe-
wegung, wie z.B. Protraktion des CPS oder Elevation der Mundhaken reprasentativ fur
das ganze Verhalten ist. Deshalb ist eine detaillierte Beschreibung der zu untersuchen-
den Verhaltensweise eine Grundvoraussetzung fiir die Analyse der anatomischen und

neuronalen Grundlagen und war somit ein Ziel dieser Arbeit.
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Anatomie der Muskulatur

In der Literatur existiert keine vollsténdig detaillierte anatomische und funktionsmorpho-
logische Beschreibung der Muskelgruppen, die am larvalen Fressverhalten von Dipteren
beteiligt sind. Das Verhalten eines Lebewesens ist das finale Ergebnis der Kontraktion
der relevanten Muskelgruppen, die aus einem motorischen Erregungsmuster des zentralen
Nervensystems resultiert. Dementsprechend bildet die Anatomie und Funktionsmorpho-
logie der einem Verhalten zugrunde liegenden Muskeln die Grundlage fiir das Versténdnis
der neuronalen Erzeugung von Verhalten.

Der Korper von Dipteren-Larven ist in zwolf Segmente unterteilt, die durch Dentikelbén-
der (,denticle belts“) voneinander abgegrenzt sind. Der Korper der Larve besteht aus
dem Pseudocephalon mit den cephalen Loben, daran schliefen sich die drei Thorakalseg-
mente (Pro-, Meso- und Metathorax) an, gefolgt von sieben Abdominalsegmenten und
einem Analsegment (,,anal division“) mit den posterioren Spirakeln [Szpila et al., 2008].
Das Pseudocephalon der cyclorraphen Larven ist eine Riickbildung der Kopfsegmente,
die bei Drosophila melanogaster aus labialen, maxillaren, mandibularen, interkalaren,
antennalen und labralen Anlagen der Kopfsegmente besteht [Jiirgens et al., 1986]. Durch
diese acephale Erscheinung unterscheiden sich die Larven der héheren Dipteren von de-
nen mit vollstdndig entwickeltem Kopf der niederen Insekten.

Dipteren-Larven besitzen kein Exoskelett. Eine muskulése Koérperwand umschliefit das
Kérperlumen, das die inneren Organe tragt und mit imkompressibler Himolymphe ge-
fillt ist. Die muskuldse Korperwand und die Hamolymphe fungieren als hydrostatisches
Skelett [Berrigan & Lighton, 1993]. Die Muskulatur der Dipteren-Larven kann in drei

anatomisch-funktionelle Gruppen unterteilt werden:

e Korperwandmuskulatur; die Ansatzstellen der Muskeln sind cuticuldren Ursprungs

(drei dimensionale Bewegungen des Korpers),

e akzessorische pharyngeale Muskulatur; die Muskeln besitzen eine Ansatzstelle am

CPS und eine an der Cuticula (Relativbewegungen des CPS zum Korper),

e pharyngeale Muskulatur; die Muskeln setzen am CPS an (Bewegungen von CPS-

Elementen, Pumpmechanismus).

Die Korperwandmuskulatur von Drosophila-Larven besteht aus 24 bis 30 Muskeln
pro Hemi-Segment, die sich aus einer externen, einer intermedidren und einer inter-
nen Schicht zusammensetzt. Die Thoraxsegmente, das erste Abdominalsegment und
das Analsegment besitzen einen segmentspezifischen muskuldren Aufbau, wohingegen
das zweite bis siebte Abdominalsegment eine stereotypische Muskelanordnung aufweisen
[Bate, 1990; Crossley, 1978; Hooper, 1986]. Bewegungen der Segmente werden durch die

Korperwandmuskulatur bewerkstelligt [Siebenaller, 2008]. Diese Bewegungen dienen der



Fortbewegung und damit in Zusammenhang stehenden Bewegungsformen (z.B. ,ben-
ding®, ,turning®, ,retreating®, ,rearing® and ,burrowing®) [Green et al., 1983; Pino &
Godoy-Herrera, 1999].

Acht anatomisch unterschiedliche Muskeln, die zur Gruppe der akzessorischen pha-
ryngealen Muskulatur gehéren, sind in einer Zeichnung der anterioren Segmente von
Calliphora erythrocephala vorhanden [Ludwig, 1949]. Eine funktionsmorphologische Be-
schreibung der akzessorischen pharyngealen Muskulatur konnte in der Literatur nicht
gefunden werden. In einer Diplomarbeit sind die funktionsmorphologischen Aspekte der
akzessorischen pharyngealen Muskulatur von Calliphora vicina untersucht worden [Sie-
benaller, 2008]. Die Geometrie der muskuldren Ansatzstellen am CPS und der Cuticula
legen nahe, dass durch diese Muskulatur das CPS wéahrend des Fressverhaltens und der
Lokomotion relativ zum Korper der Larve bewegt wird.

Die pharyngeale Muskulatur von Dipteren-Larven ist in geringem Ausmafl anato-
misch charakterisiert worden. Sie besteht aus der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM),
Mundhakenelevator (MHE) und -depressor (MHD) und Labialretraktor (LR). Die grund-
legende Anatomie und die mogliche Funktion bei der Nahrungsaufnahme der CDM von
Drosophila melanogaster ist von Gorezyca et al. [1991] im Rahmen einer Untersuchung
der Wirkung von cholinergen Agonisten und Antagonisten auf das motorische Programm
der pharyngealen Muskulatur am Rande beschrieben worden. In einer schematischen
Darstellung von Calliphora erythrocephala ist eine Muskelgruppe abgebildet, deren ana-
tomische Merkmale der CDM von Drosophila melanogaster entsprechen [Bolwig, 1946;
Ludwig, 1949]. In Arbeiten tiber larvale Lepidopteren werden Dilatormuskeln beschrie-
ben, die eine Ansatzstelle auf der dorsalen Oberfliche des Oesophagus besitzen und wie
die CDM von Drosophila melanogaster der Nahrungsaufnahme dienen [Miles & Booker,
1998; Sasaki & Asaoka, 2006]. In einer weiteren Zeichnung von Calliphora erythrocephala
sind die Ansatzstellen von drei weiteren pharyngealen Muskelgruppen am CPS enthal-
ten [Ludwig, 1949]. Diese wurden als ventraler Adduktor, dorsaler Abduktor und als
Labialretraktor bezeichnet. Hennig [1973] erwéhnt in seiner Abhandlung tiber Dipteren
die Bewegung der Mundhaken, die durch die Kontraktion der ventralen Adduktoren und
dorsalen Abduktoren realisiert wird. Aufgrund der fragmentarischen Kenntnisse iiber
die Muskulatur der Dipteren-Larven, die an der Nahrungsaufnahme beteiligt sind, wur-
den in dieser Arbeit die charakteristischen Muskeln des Fressverhaltens anatomisch und
funktionsmorphologisch beschrieben.

Die Bewegungen eines Verhaltens werden durch Kontraktionen der entsprechenden Mus-
kelgruppen erzeugt. Die Aktivitdt der Muskulatur basiert auf einem motorischen Erre-
gungsmuster, das durch ein neuronales Netzwerk bestehend aus préamotorischen Inter-
neuronen und/oder Motorneuronen produziert wird. Fiir die Anpassung des Impuls-

musters an die entsprechenden Umweltbedingungen werden im zentralen Nervensystem
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sensorische Informationen von Sinnesorganen auf unterschiedlichen neuronale Verarbei-
tungsprozessen in das Muster eingegliedert. Ein derartiges generiertes motorische Muster
kann als neuronales Intermediat eines Verhaltens aufgefasst werden, das iiber die axo-
nalen Verbindungen der Motorneurone zu den Muskeln fortgeleitet wird, wo es durch
extrazellulare Ableitungen registriert werden kann. Deshalb ist die Anatomie der invol-
vierten sensorischen und neuronalen Strukturen ein Grundbaustein fiir die Analyse von

Verhalten auf neuronaler Ebene.

Anatomie der Sensorik

Bei Dipteren-Larven sind vier paarige cephale Sinnesorgane, das Dorsal- (DO), das
Terminal- (TO), das Ventral- (VO) und das Labialorgan (LO), auf dem Pseudo-
cephalon lokalisiert [Szpila et al., 2008], die vermutlich Verhaltensreaktionen auf Nah-
rung, Geschmack, Feuchtigkeit, Temperatur, Schwerkraft, Druck und Vibration vermit-
teln [Singh & Singh, 1984].

Das DO ist eine kuppel-dhnliche Struktur, die von einem basalen Ring umgeben ist
und antero-dorsal dem cephalen Lobus des Pseudocephalons aufliegt. Die Kuppel des
DO wird von 21 bipolaren Neuronen innerviert (Musca domestica: [Chu-Wang & Axtell,
1971], Drosophila melanogaster: [Jiirgens et al., 1986]) und ist mit Poren-Kanélen aus-
gestattet (Drosophila melanogaster: [Singh & Singh, 1984]. Insgesamt enthélt das Dor-
salorganganglion 35-41 bipolar Neurone und besitzt fiinf unterschiedliche Rezeptortypen
(Musca domestica: [Chu-Wang & Axtell, 1971]). Primér ist das DO das olfaktorische
Sinnesorgan der Dipteren-Larven (Drosophila melanogaster: [Gerber & Stocker, 2007;
Singh & Singh, 1984; Stocker, 1994; Tissot et al., 1997]. In verschiedenen Studien iiber
die larvalen Sinnesorgane wurde aufgrund der anatomischen Merkmale der Rezeptoren
des DO vermutet, dass es sekundér gustatorische und mechanorezeptive Funktionen be-
sitzt (Musca domestica: [Chu-Wang & Axtell, 1971], Drosophila melanogaster: [Gerber
& Stocker, 2007; Singh & Singh, 1984; Tissot et al., 1997]).

Das TO ist antero-lateral auf den cephalen Loben positioniert und setzt sich aus einer
distalen und einer dorso-lateralen Gruppe von Sensillen, bestehend aus vier bis sechs
unterschiedlichen Sensillentypen, zusammen, die auf einem Platten-adhnlichen Sockel lie-
gen (Musca domestica: [Chu-Wang & Axtell, 1972a], Drosophila melanogaster: [Jiirgens
et al., 1986; Singh & Singh, 1984; Tissot et al., 1997]). Chu-Wang & Axtell [1972a] und
Gerber & Stocker [2007] vermuteten neben der priméren gustatorischen Funktion des
TO, dass es ein multisensorisches Organ ist. In bisherigen Studien konnte fiir Drosophila
melanogaster eine Thermosensitivitit des TO nachgewiesen werden [Liu et al., 2003]!.

Die Morphologie einiger Rezeptoren des TO suggerieren eine mechanorezeptive Funktion

1 In einer aktuellen Diplomarbeit konnte die Thermosensitivitdt des TO von Dipteren-Larven fiir Cal-
liphora vomitoria bestatigt werden [Hiickesfeld, 2009].



des TO [Chu-Wang & Axtell, 1972a; Gerber & Stocker, 2007; Singh & Singh, 1984].
Das paarige VO liegt anterior der Mundéffnung und besteht aus vier bis fiinf Sensillen,
die in einem kleinen und einem grofien cuticuléren Ring eingelassen sind (Musca dome-
stica: [Chu-Wang & Axtell, 1972b], Drosophila melanogaster: [Hertweck, 1931; Singh &
Singh, 1984]). Das VO scheint primér gustatorische Funktion zu besitzen. Zusétzlich wird
eine mechanorezeptive Funktion des VO angenommen (Musca domestica: [Chu-Wang &
Axtell, 1972b], Drosophila melanogaster: [Gerber & Stocker, 2007; Singh & Singh, 1984].
Das paarige LO ist von den larvalen cephalen Sinnesorganen am wenigsten untersucht
worden. Es liegt posterior der Mundéffnung lateral auf den labialen Loben [Szpila et al.,
2008]. Das LO besteht aus zwei Sensillen, deren sensorische Funktion in bisherigen Un-
tersuchungen nicht bestimmt wurde.

In der Literatur sind kaum Untersuchungen zur Mechanosensorik bei Dipteren durch-
gefiihrt worden (adulte Drosophila melanogaster: [Corfas & Dudai, 1990]), obwohl die
putative mechanosensorische Funktion der cephalen Sinnesorgane aufgrund des enormen
Wissens iiber diese Strukturen ein interessantes Forschungsgebiet darstellen kénnte. In
dieser Arbeit wurde versucht die Mechanorezeption bei Calliphora vicina qualitativ nach-
zuweisen, um erste Ansatzstellen fiir eine sensorische Untersuchung von Dipteren-Larven

zu schaffen.

Anatomie der Nerven

Das stomatogastrische Nervensystem (SNS) von Insekten besteht aus einer Ket-
te von peripheren Ganglien, die mit dem zentralen Nervensystem und dem endokrinen
System verbunden sind. Uber Nerven, die die Muskulatur des Cibariums, des Pharynx,
des Vorderdarms und des Mitteldarms innervieren, reguliert das SNS die Nahrungsauf-
nahme und den Nahrungstransport durch den Verdauungsapparat [Hartenstein, 1997;
Penzlin, 1985]. In anatomischen Studien wurde das SNS in vielen Insektenordnungen
untersucht (Caelifera: [Aubele & Klemm, 1977; Burrows, 1996; Ayali et al., 2002], Blat-
todea: [Willey, 1961; Gundel & Penzlin, 1978, 1980], Lepidoptera: [Bell et al., 1974;
Miles & Booker, 1994], Hymenoptera: [Boleli et al., 1998]. Das SNS von Insekten be-
steht aus dem Frontalganglion (FG), das iiber die Frontalkonnektive mit dem zentralen
Nervensystem verbunden ist. Uber den rekurrenten Nerv (RN) ist das FG mit dem Hy-
pocerebralganglion (HCG) verbunden, das iiber den cardiostomatogastrischen Nerv mit
dem endokrinen System, bestehend aus Corpora allata und Corpora cardiaca, verbunden
ist. Ausgehend vom HCG projiziert der Proventrikularnerv (PVN) entlang dem Oeso-
phagus nach posterior zum Proventrikularganglion (PVG). Die aufgefithrten neuronalen
Strukturen bilden die Grundelemente des SNS von Insekten.

Das FG bildet das Zentrum des SNS aller Insekten [Penzlin, 1985]. Fiir verschiedene Ar-
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ten wurde gezeigt, dass im FG die neuronalen Netzwerke fiir rhythmische Bewegungen
des Vorderdarms enthalten sind (Schistocerca gregaria: [Ayali et al., 2002; Zilberstein &
Ayali, 2002], Manduca sexta: [Miles & Booker, 1994, 1998]. Unsere anatomische Studie
belegte, dass bei Calliphora- und Drosophila-Larven keine Somata im FG enthalten sind
[SpieB et al., 2008]. Fiir adulte und larvale Drosophila melanogaster konnte nachgewiesen
werden, dass die Motorneurone der pharyngealen Muskulatur im zentralen Nervensystem
liegen [Rajashekhar & Singh, 1994; Tissot et al., 1998].

Das SNS von Dipteren-Larven wurde in verschiedenen anatomischen Studien themati-
siert. Eine frithe anatomische Beschreibung des larvalen SNS von Calliphora erythro-
cephala stammt von Baccolo [1954]. Des Weiteren sind detaillierte entwicklungsbiologi-
sche Untersuchung des SNS von Drosophila melanogaster durchgefithrt worden [Forjanic
et al., 1997; Gonzalez-Gaitan & Jackle, 2001; Hartenstein et al., 1994; Hartenstein, 1997].
In einer vergleichenden anatomischen Studie unserer Arbeitsgruppe zwischen dem SNS
von Calliphora- und Drosophila-Larven des dritten Larvenstadiums konnte eine star-
ke Ubereinstimmung zwischen beiden Systemen aufgezeigt werden [Spief8 et al., 2008].
Grundlegend stimmen die anatomischen Merkmale des SNS von Dipteren-Larven mit
denen der verschiedenen anderen Insektengattungen iiberein.

Das SNS von adulten Dipteren ist an der Regulation des Fressverhaltens beteiligt. Mecha-
norezeptoren, die im Verdauungstrakt der Fliegen lokalisiert sind, vermitteln iiber sen-
sorische Riickkopplungsmechanismen inhibitorische Effekte auf das Fressverhalten [Bow-
dan & Dethier, 1986; Dethier & Gelperin, 1967; Gelperin, 1966a,b, 1967b, 1971b, 1972].
Fiir die zentralnervose Integration von sensorischen Informationen fungierte die Regu-
lation des Fressverhaltens von adulten Dipteren als Modellorganismus [Getting, 1971;
Getting & Steinhardt, 1972]. Wohingegen iiber die Regulation und den Einfluss von
mechanosensorischen Informationen auf das larvale Fressverhalten von Dipteren kaum
Daten vorhanden sind.

Das zentrale Nervensystem der Dipteren-Larven (siehe Abb. 1.1), das im Meso- und
Metathorax lokalisiert ist, besteht aus den folgenden drei fusionierten neuronalen Struk-
turen: dem Ventralganglion, dem Suboesophagialganglion und dem Supraoesophagial-
ganglion [Hertweck, 1931; Ito et al., 1995; Néssel & Cantera, 1985]. Im Ventralganglion
konzentrieren sich die fusionierten Ganglien der drei Thorakal- und der acht Abdominal-
segmente?. Aus dem Ventralganglion entspringen die drei paarigen Thorakal- und acht
paarige ventrale Abdominalnerven, die jeweils sensorische und motorische Strukturen
des zugehorigen Hemi-Segments innervieren. Zusétzlich miinden sieben unpaarige dor-
sale Abdominalnerven (Calliphora erythrocephala: [Néassel & Cantera, 1985]) oder acht
paarige dorsale Abdominalnerven, die jeweils von einem v-férmigen abdominalen Neu-

rohaemalorgan ausgehen (Drosophila melanogaster: [Hertweck, 1931; Ito et al., 1995]),

2 Die acht Abdominalsegmente entsprechen den sieben Abdominalsegmenten und der Analeinheit von
Szpila et al. [2008].
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Abb. 1.1: Schematische Zeichnung des zentralen Nervensystems inklusive der pharyngealen und
pro-/mesothorakalen Nerven von Dipteren-Larven (dorsal und lateral Ansicht); das zentrale Ner-
vensystem besteht aus dem Ventralganglion, dem Sub- und Supraoesophagialganglion (Kompar-
timente des zentralen Nervensystem sind in unterschiedlich Grautoénen dargestellt), die unter-
suchten pharyngealen Nerven sind rot eingefarbt, der Metathorakalnerv und die dorsalen und
ventralen Abdominalnerven sind nicht eingezeichnet; Abkirzungen: AN - Antennalnerv, LN -
Labialnerv, MN -Maxillarnerv, OS - Optischer Stiel, PalN - Akzessorischer Prothorakalnerv,
RN - Rekurrenter Nerv, UON - Unpaariger Oesophagialnerv, VAN - Ventraler Arm Nerv;
thorakale Nerven: MeN - Mesothorakalnerv, PN - Prothorakalnerv.
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aus dem Ventralganglion. Anterior des Ventralganglions schliefit sich das Suboesopha-
gialganglion an, aus dem die Mehrheit der pharyngealen Nerven, entspringt. Das Su-
praoesophagialganglion liegt dorsal {iber den Suboesophagialganglion und besteht aus
zwei medial miteinander verschmolzenen supraoesophagialen Loben (Gehirnhemisphé-
ren). Das Supraoesophagialganglion ist ventro-lateral mit den Suboesophagialganglion
fusioniert und bildet zwischen den verschmolzen Loben ein Foramen, durch das der Oe-
sophagus und der RN verlaufen.

In der Literatur sind Daten iiber die Anatomie der pharyngealen Nerven von Dipteren-
Larven nur fragmentarisch vorhanden. Schon frithere Arbeiten beschéftigten sich mit der
Anatomie und den Projektionszielen des Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und akzesso-
rischen Prothorakalnervs (PaN). Beispielsweise hat Ludwig [1949] in seiner entwick-
lungsbiologisch geprigten Arbeit {iber die anterioren Segmente der Larven von Calli-
phora erythrocephala den AN, MN und PaN beschrieben. Aufgrund der Riickbildung
der Kopfsegmente bei cyclorraphen Larven und der damit verbundenen Fusion von ana-
tomischen Strukturen repréasentiert aus einem entwicklungsbiologischen Blickwinkel der
in dieser Arbeit als AN bezeichnete Nerv vermutlich ein Fusionsprodukt bestehend aus
dem Antennal- und Labralnerv, weshalb er teilweise in der Literatur als ,,antennal-labral
nerve“ aufgefiihrt wurde [Ludwig, 1949]. Nach Ludwig [1949] ist der so genannte MN
ein ontogenetisches Fusionsprodukt aus Maxillar-, Mandibular- und Labialnerv. Er be-
zeichnete ihn als ,mandibular-maxillary-labial nerve“. Weil der entwicklungsbiologische
Ursprung der pharyngealen Nerven nicht vollsténdig aufgeklart ist und die anatomische
Untersuchung in dieser Arbeit funktionsmorphlogisch orientiert war, wurden die unter-
suchten pharyngealen Nerven als AN, MN und PaN bezeichnet.

Fir Drosophila melanogaster sind die sensorischen Bahnen, die die cephalen Sinnesor-
gane mit dem zentralen Nervensystem verbinden, umfangreich untersucht worden. Es
wurde nachgewiesen, dass die sensorischen Bahnen des DO durch den AN projizieren,
wohingegen die des TO und VO durch den MN verlaufen [Colomb et al., 2007; Gerber
et al., 2004; Gerber & Stocker, 2007; Python & Stocker, 2002a; Stocker, 1994; Tissot
et al., 1997; Vosshall & Stocker, 2007]. Des Weiteren konnte etabliert werden, dass die
olfaktorischen Bahnen ihre Projektionsziele im Supraoesophagialganglion haben und die
gustatorischen Bahnen auf unterschiedliche Zielregionen im Suboesophagialganglion pro-
jizieren [Gerber & Stocker, 2007]. Im Gegensatz zu den sensorischen Bahnen sind die
motorischen Bahnen der pharyngealen Nerven in einem geringen Ausmaf3 untersucht
worden. In der Literatur sind die Informationen zu den larvalen motorischen Bahnen
der CDM kontrovers. Laut Tissot et al. [1998] projizieren die Axone der Motorneurone
durch den MN, wohingegen die Axone bei Gorczyca et al. [1991] durch einen unpaa-
rigen Frontalnerv, der das Suboesophagialganglion mit der CDM verbindet, verlaufen.

Des Weiteren wurde der AN, MN und PaN in einer immunhistologischen Untersuchung
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an Larven von Calliphora vicina erwéhnt, in der serotonin-positive Projektionen im AN
nachgewiesen wurden [Néssel & Cantera, 1985].

Eine vollstdndige anatomische Beschreibung der pharyngealen Nerven von Dipteren-
Larven existiert in der Literatur nicht, weshalb in dieser Arbeit das Projektionsmuster
des AN, MN und PaN, die an der Ausfihrung des Fressverhaltens beteiligt sind, fiir alle
drei Dipteren-Arten eingehend untersucht und dokumentiert wurde. Kenntnisse iiber die
Morphologie der zu untersuchenden Nerven bilden die Voraussetzung fiir die Planung
von sinnvollen elektrophysiologischen Experimenten, denn iiber die Nerven innervieren
die Axone des jeweiligen Neurons ihre entsprechenden Zielstrukturen. Die Kenntnis iiber
die physiologische Natur der Axone, die durch einen Nerv verlaufen, ist unabdingbar fiir

die Korrelation eines motorischen Musters mit einem Verhalten.

Elektrophysiologie

In fritheren Zeiten waren die meisten elektrophysiologischen Untersuchungen des mo-
torischen Systems von Insekten auf relativ grofie Arten beschrankt (Lepidoptera: [Bel-
ton, 1969; Deitmer & Rathmeyer, 1976; Deitmer, 1976; Griss, 1990], Diptera: [Hardie,
1976a,b], Blattodea: [Belton & Brown, 1969; Pearson & Iles, 1971; Usherwood, 1962]),
obwohl Motorneurone sich durch ihre Gréfle und distinkte Gestalt im Gegensatz zu pra-
motorischen Interneuronen fiir elektrophysiologische Untersuchungen auch bei relativ
kleinen Insekten gut eignen wiirden [Tissot et al., 1998]. Durch sukzessive Verbesserung
der Ableittechniken und -methoden in den letzten Jahrzehnten wurde die elektrophysio-
logische Erforschung von kleinen Insektenarten weiter vorangetrieben, so dass aktuell in
der Forschung das olfaktorische System von Drosophila melanogaster auf intrazellularer
Ebene analysiert werden kann [Wilson et al., 2004].

Aufgrund der einfachen elektrophysiologischen Zugénglichkeit und des repetitiven anato-
mischen Aufbaus der Koérperwandmuskulatur der Abdominalsegmente (A2-A7) wurden
die neuromuskulédren Strukturen intensiv bei unterschiedlichen Dipteren-Arten erforscht
(Calliphora erythrocephala: [Hardie, 1976a,b|, Drosophila melanogaster: [Budnik et al.,
1990; Cooper & Neckameyer, 1999; Harrison & Cooper, 2003; Jan & Jan, 1976b,a; Johan-
sen et al., 1989; Koh et al., 2000; Rose et al., 2007]). Elektrophysiologische Untersuchun-
gen der pharyngealen und akzessorischen pharyngealen Muskulatur von Dipteren-Larven
sind nur marginal vorhanden. Sie beschrénken sich auf die neuromuskuléare Untersuchung
der CDM von Drosophila melanogaster durch Gorezyca et al. [1991]. Deshalb wurde in
der elektrophysiologischen Untersuchung versucht die motorischen Bahnen der fiir das
larvale Fressverhalten relevanten Muskeln im AN, MN und PaN zu belegen. Zusétzlich
sollten die sensorischen Bahnen der cephalen Sinnesorgane fiir Calliphora vicina elektro-

physiologisch nachgewiesen werden.
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Fiktives Fressverhalten

Allgemein ist das Fressverhalten von Insekten charakterisiert durch nahezu stereotype,
repetitive Bewegungen der Mundwerkzeuge und des Verdauungsapparates, das durch ein
integriertes Impulsmuster des zentralen oder visceralen Nervensystems realisiert wird.
Fressen, bzw. Nahrungsaufnahme kann aufgrund der zugrunde liegenden sich wieder-
holenden Bewegungsabldufe als rhythmisches Verhalten klassifiziert werden, das durch
einen zentralen Mustergenerator oder neuronalen Oszillator kontrolliert wird [Delcomyn,
1980]. Bei vielen Insekten sind die neuronalen Netzwerke der zentralen Mustergenerato-
ren des Fressverhaltens, die im deafferentierten Zustand spontane rhythmische motori-
sche Erregungsmuster erzeugen, im Frontalganglion (Schistocerca gregaria: [Ayali et al.,
2002; Ayali, 2004; Ayali & Zilberstein, 2004; Zilberstein & Ayali, 2002; Zilberstein et al.,
2004, 2006], Manduca sexta: [Miles & Booker, 1994, 1998]) oder im Suboesophagial-
ganglion (Locusta migratoria: [Aubele & Klemm, 1977; Rast & Braunig, 1997, 2001a],
Manduca sexta: [Bowdan & Wyse, 2000; Griss et al., 1991; Rohrbacher, 1994]) lokali-
siert. Im Gegensatz dazu zeigten verschiedene Untersuchungen an Larven von Dipteren,
dass allem Anschein nach die zentralen Mustergeneratoren fir die Lokomotion und das
Fressverhalten im zentralen Nervensystem liegen [Cattaert & Birman, 2001; Gorczyca
et al., 1991; Spief et al., 2008].

In der Neurobiologie wurde an klassischen Modellorganismen das Fressverhalten und die
Bewegungen des Verdauungsapparats ausgehend vom Verhalten iiber das zugrunde lie-
gende motorische System und neuronale Netzwerk bis zu den intrinsischen Eigenschaften
und synaptischen Verbindungen einzelner Neurone der Netzwerke, die das motorische Er-
regungsmuster produzieren, analysiert (Lymnaea stagnalis. [Benjamin et al., 1979; Ben-
jamin & Rose, 1979; Kyriakides & McCrohan, 1988; Rose & Benjamin, 1979; Straub &
Benjamin, 2001; Straub et al., 2002], Stomatogastrisches Nervensystem der Crustaceen:
[Harris-Warrick et al., 1992; Heinzel, 1988; Marder & Richards, 1999; Meyrand & Mou-
lins, 1986; Selverston & Moulins, 1987; Weimann et al., 1990]). An diesen klassischen
Modellorganismen wurden viele der ubiquitdren neuronalen Mechanismen der intrinsi-
schen Féhigkeit zur Mustergenerierung von neuronalen Netzwerken entdeckt [Getting,
1989]. Denn obwohl sich die neuronalen Netzwerke bei Vertebraten und Invertebraten im
Detail unterscheiden, basiert die intrinsische Fahigkeit eines Netzwerks zur neuronalen
Oszillation auf zelluldrer Ebene auf den identischen Mechanismen [Nusbaum & Been-
hakker, 2002].

Viele Untersuchungen zum Nachweis von zentralen Mustergeneratoren wurden an re-
duzierten Préaparaten oder am isolierten Nervensystem der Versuchstiere durchgefiihrt,
deren spontane rhythmische Erregungsmuster als neuronales Korrelat von Verhalten
interpretiert wurden. Derartige spontane motorische Erregungsmuster, die auf die neu-

ronale Aktivitat eines zentralen Mustergenerators zuriickzufiihren sind, werden als ,,fik-
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tives Verhalten* bezeichnet [Delcomyn, 1980; Marder & Bucher, 2001; Mizutani et al.,
2002]. Durch die Nutzung von reduzierten Préparaten, die ein motorisches Muster dhn-
lich einem Verhalten des intakten Organismus generieren, ist es moglich biophysikali-
sche und molekularbiologische Eigenschaften der Neurone im Kontext eines neuronalen
Netzwerkes und die neuronalen Prinzipien, die adaptivem Verhalten zugrunde liegen,
zu erforschen [Chiel & Beer, 1997]. Die Basis von adaptivem Verhalten und Flexibilitét
eines neuronalen Netzwerkes bildet die Modifizierbarkeit der zellularen und synaptischen
Eigenschaften der Neurone eines zentralen Mustergenerators und des assoziierten moto-
rischen Systems durch neuronale Integration sensorischer Informationen und biogenen
Aminen, Neuropeptiden oder Hormonen [Harris-Warrick, 1988; Kravitz, 1988].
Obwohl, wie schon erwahnt wurde, viele der Grundprinzipien von neuronalen Netzwerken
an den etablierten Modellsystemen erforscht wurden, besitzen diese einen gravierenden
Nachteil gegeniiber dem putativen Modellsystem Drosophila melanogaster: Sie sind ge-
netisch schwer oder gar nicht zugénglich. Die Etablierung eines fiktiven motorischen
Musters an Drosophila melanogaster war eines der Hauptziele dieser Arbeit, um eine
neuro- und molekularbiologische Untersuchung von neuronalen Schaltkreisen in der Zu-
kunft zu ermdglichen.

Ein molekularbiologisches Bindeglied der Integration zwischen extrinsischen und/oder
intrinsischen sensorischen Informationen und den zelluliren und synaptischen Eigen-
schaften der Nervenzellen im neuronalen Netzwerk des Fressverhaltens von Dipteren
konnte hugin sein. Das Gen hugin codiert ein Pra-Propeptid dessen Spaltprodukt Py-
rokinin 2 (PK2) eine myostimulatorische Wirkung bei Drosophila melanogaster besitzt
[Meng et al., 2002]. Dem anderen Spaltprodukt des Pra-Propeptids, hugin-vy, konnte
bisher keine physiologische Funktion zugeordnet werden. 20 hugin-Neurone sind im Sub-
oesophagialganglion des zentralen Nervensystems lokalisiert. Es konnte an Drosophila
melanogaster gezeigt werden, dass die neuronalen Projektionen einzelner hugin-Neurone
und solche, die gustatorische Informationen zentralnervos integrieren, in einer identi-
schen Region des Suboesophagialganglions terminieren [Bader et al., 2007]|. Des Weite-
ren besitzen die hugin-Neurone vier unterschiedliche Projektionsziele, die pharyngeale
Muskulatur, das Ventralganglion, das Protocerebrum und das neuroendokrine System
[Melcher et al., 2007]. Verhaltensuntersuchungen an adulten Drosophila-Fliegen zeigten,
dass bei einer Blockade der neuronalen Aktivitdt der hugin-Neurone der Schwellenwert
fiir die Nahrungsaufnahme reduziert wird und bei einer Uberexpression von hugin der
Schwellenwert fiir die Nahrungsaufnahme erhoht wird [Melcher & Pankratz, 2005]. Diese
Ergebnisse suggerieren eine eminente modulatorische Funktion von hugin beim Fressver-
halten von Drosophila melanogaster.

Auf Grundlage eines fundierten Wissens iiber das Fressverhalten von Dipteren in mor-

phologischer und elektrophysiologischer Hinsicht sollte es in zukiinftigen neurogeneti-
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schen orientierten Untersuchungen moglich sein, zentralnervise Verarbeitungsprozesse

anhand des Fressverhaltens von Dipteren zu erforschen.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde das dritte Larvenstadium (L3-Stadium) von
folgenden Dipteren-Arten untersucht, die primér anhand der Gréfle unterschieden werden
konnen (siehe Abb. 2.1):

e Calliphora vicina (mittlere Lange: 16-18mm),
e Drosophila virilis (mittlere Lange: 6-7mm),

e Drosophila melanogaster (mittlere Lange: 3-4mm).

C. vicina:

D. virilis:

D. melanogaster:

Abb. 2.1: Halbschematische Darstellung der untersuchten Dipteren-Arten: Calliphora vicina
(obere Darstellung, dorsal Ansicht), Drosophila virilis (mittlere Darstellung, lateral Ansicht)
und Drosophila melanogaster (untere Darstellung, lateral Ansicht).

Die fiir die anatomischen und elektrophysiologischen Untersuchungen verwendeten Lar-

ven aller drei Arten waren in der Fressphase des dritten Entwicklungsstadiums (frithes
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bis mittleres L3-Stadium). Das dritte Larvenstadium kann in eine Fress- und eine Wan-
derphase unterteilt werden [Reiter & Hajek, 1984; Berrigan & Pepin, 1995]. In der Fres-
sphase sind die Larven hauptsachlich mit der Nahrungsaufnahme beschéftigt, um sich
ein Nahrstoffdepot fiir die folgende Metamorphose anzufressen. Wohingegen die Larven
in der Wanderphase von der Futterquelle emigrieren und einen Ort fiir die Verpuppung
aufsuchen. Mit dem Ubergang in die Wanderphase erfolgen gravierende Verhaltensum-
strukturierungen, wie z.B. Inhibition der Nahrungsaufnahme [Reiter & Hajek, 1984] und
Umkehrung der negativen in eine positive Phototaxis [Sawin et al., 1994]. Ebenso erfolgen
verstarkte prapupale, anatomische Prozesse, wie z.B. Ausstiilpung des Proventrikels und
Wachstum der Imaginalscheiben (eigene Beobachtung). Weil die Auswirkungen resul-
tierend aus den ontogenetischen Umwandlungsprozessen nicht abschétzbar sind, waren
,wandernde“ L3-Larven ungeeignet fiir die neurobiologische Untersuchung des Fressver-
haltens.

Die phylogenetische Verwandtschaft von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Dro-

sophila melanogaster ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Ordnung : Unter- : Sub- : Familien- : Familien- : Familie : Gattung : Art:
ordnung sektion reihe gruppe

(Cylcorrhapha) (Schizophora),

Calyptrata — Calliphoridae — Calliphora — Calliphora vicina
{ Drosophila virilis

Acalyptrata — Drosophilidae — Drosophila -[

Brachycera — Musciformia — Muscidea
Diptera
Drosophila melanogaster

Nematocera

Abb. 2.2: Taxonomie der untersuchten Dipteren-Arten; der phylogenetische Stammbaum von
Carl von Linné (1758) wurde bei Reiter & Wollenek [1982] entnommen und modifiziert.

Calliphora vicina' besitzt ein globales Verbreitungsmuster. Insgesamt umfasst die Gat-
tung Calliphora ca. 1000 Arten. Sie wurden erstmals von Brauer und Bergenstamm im
Jahre 1889 beschrieben. In Deutschland sind 45 Calliphora-Arten bekannt. Das Habitat
der Imagines ist die ndhere Umgebung von menschlichen Siedlungen, wo ausreichend
Nahrung, potentielle Brutplatze und die Moglichkeit zur Fortpflanzung vorhanden sind.
Die Eigelege (Geschmeife), die aus bis zu hundert Eiern bestehen, werden von den weib-
lichen Imagines primér auf Leichen von Wirbeltieren (Aas, Kadaver) abgelegt, die den
geschliipften Larven aufgrund der nekrophagen Lebensweise als Nahrungsgrundlage fiir
die Entwicklung dient [Hennig, 1973]. Die Nekrophagie der Calliphora-Larven hat eine
eminente Funktion im 6kologischen Stoftkreislauf. In der Forensik sind die Larven der
Art Calliphora vicina ein wichtiger Parameter bei der Todeszeitpunktbestimmung von
Leichen [Higley & Haskell, 2001; Smith, 1986]. Ein besonderes Merkmal der Callipho-

1 Die Dipteren-Art Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy, 1830) wird in der Literatur teilweise als
Calliphora erythrocephala (Macquart, 1834) bezeichnet [Reiter, 1984].
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ra-Larven ist die exogene bzw. extraintestinale Verdauung, dabei wird die Nahrung mit
anal ausgeschiitteten Verdauungsenzymen vermischt und danach die angedaute Nahrung
aufgenommen [Peters, 1999].

Drosophila virilis und Drosophila melanogaster gehoéren zur Gattung Drosophila, die
ungefdhr 1500 Arten umfasst. Drosophila melanogaster, die schwarzbéduchige Taufliege,
wurde erstmals von J. W. Meigen im Jahre 1830 beschrieben. Die Art war urspriinglich
in tropischen und subtropischen Regionen beheimatet und hat sich durch den Menschen
global verbreitet. Die weiblichen Imagines werden ca. 2,5mm grof}, die Méannchen sind
geringfiigig kleiner. Die Weibchen kénnen insgesamt bis zu 400 Eier (Grofie: ~0,5mm) le-
gen, vorrangig auf verfaulendem, gérendem organischen Material, z.B. Obst. Die Haupt-
nahrungsquelle der Larven sind Mikroorganismen (Hefen oder Bakterien), die das Obst
zersetzten. Sekundéar dient das zuckerhaltige Obst als Nahrung. Besondere Bedeutung
besitzt Drosophila melanogaster im wissenschaftlichen Bereich, weil sie als Modellorga-
nismus der Genetik und Molekularbiologie fungiert. Das Genom von Drosophila melano-
gaster, das vollstédndig sequenziert wurde, besteht aus vier paarigen Chromosomen (ein
paariges Gonosom und drei paarigen Autosomen).

Drosophila virilis wurde erstmals von Sturtevant im Jahre 1916 beschrieben. Sie leben
identisch wie Drosophila melanogaster und erndhren sich priméar von Mikroorganismen
und sekundér von géirenden Obst. Allgemein ist iiber die Lebensweise von Drosophila
virilis wenig bekannt.

Als Insekten hoherer Ordnung durchlaufen alle drei Dipteren-Arten einen holometabo-
len Entwicklungszyklus. Nach der Eiablage schliipfen aus den Eiern Larven, die sich wie
die meisten cylcorrhaphen Fliegen nach dritte Larvenstadien (L1-L3) verpuppen. Aus
dem Puparium schliipft die Imago. Die Dauer der vollstdndigen Entwicklung vom FEi
zur Imago betragt bei Calliphora vicina ca. 14-21 Tage, wohingegen Drosophila virilis
und Drosophila melanogaster ca. 9-14 Tage benotigen. Die Ontogenese bei Calliphora
ist stark von der Umgebungstemperatur abhéngig [Reiter & Hajek, 1984].

Die Larven der untersuchten Arten sind acephale Larven. Das allgemeine Segmentie-
rungsmuster der Larven setzt sich zusammen aus einem Pseudocephalon, drei thorakal
Segmenten (Pro-, Meso- und Metathorax), sieben abdominal Segmente und einem Anal-
Segment [Szpila et al., 2008].

2.1.1 Haltung und Zucht

Die verwendeten Larven aller drei Arten wurden in eigener Kultur bei Raumtemperatur
(20-25°C) und unter natiirlichen Lichtverhéaltnissen gehalten. Aufgrund der unterschied-
lichen Lebensweise zwischen Calliphora vicina und den beiden Drosophila-Arten wurden
die Zuchtbedingungen an die spezifischen Erfordernisse angepasst und werden in den fol-

genden Abschnitten dargelegt.
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2.1.1.1 Calliphora vicina

Fiir den Aufbau der Zucht von Calliphora vicina wurde die erste Larvengeneration von
einem lokalen Anglerladen? bezogen. Die Larven wurden in Behéltnisse iiberfithrt, in
denen sie sich zu Imagines entwickelten. Weil die erworbenen Larven sich aus mehreren
unterschiedlichen Arten zusammensetzten, wurden die adulten Fliegen von Calliphora
vicina anhand ihrer morphologischen Merkmale aussortiert und als Parentalgeneration
fiir die Zucht verwendet. In regelméfiigen Abstdnden wurden neue Imagines der Art Cal-
liphora vicina, die sich aus Larven vom Anglerladen entwickelt hatten, in die bestehende
Zucht eingekreuzt, um einer Degeneration des Genpools vorzubeugen. Die Calliphora vi-
cina Imagines wurden in Faunarien (155mm x 85mm x 130mm) mit einer Zuckerlosung
(Konzentration: drei Zuckerwiirfel auf 100ml Wasser) und einem Gemisch aus Hafer-
flocken und Kaffeeweifler ad libidum als Nahrungsquellen iiberfithrt. Die méannlichen
Imagines sind direkt nach der Metamorphose fortpflanzungsfihig [Reiter & Wollenek,
1982], wohingegen die Weibchen zusétzlich Proteine fiir die Follikelbildung als Nah-
rungsquelle benétigen [Rachman, 1980] und erst nach 7-14 Tagen geschlechtsreif werden
[Reiter & Wollenek, 1982]. Die proteinhaltige Nahrung wurde in Form von Hackfleisch
(Gemisch aus Schweine- und Rindfleisch) bereitgestellt, das zusétzlich als Ort fiir die Ei-
ablage der Weibchen fungierte. Die befruchteten Gelege, bestehend aus 100-200 ovalen
weifllichen Eiern, wurden in separate Behéltnisse mit Hackfleisch als Nahrungsgrundlage
fiir die schliipfenden Larven tiberfiithrt. Die Larven wurden regelméBig (ca. alle 3-4 Tage)
versorgt. Zusétzlich wurde der Zustand, als auch die Entwicklung der Larven kontrolliert.
In den Experimente wurden ausschliefSlich Larven im dritten Larvenstadium und einer
Korperldange von >16mm verwendet. Fiir die Versuche wurden die Larven in Plastikbe-
héltnisse, die mit angefeuchteten Papiertiichern ausgekleidet waren, bei 4°C gehalten.
Die restlichen Larven entwickelten sich zu Imagines und bildeten die Parentalgeneration

fiir die néchste Filialgeneration der Calliphora-Zucht.

2.1.1.2 Drosophila virilis und Drosophila melanogaster

Drosophila virilis® und Drosophila melanogaster* wurden in Standardbehéltnissen gehal-
ten und mit einem Instant Drosophila-N&dhrmedium (4-24 Instant Drosophila Medium;
Carolina biological supply) versorgt. Die geschliipften Imagines wurden alle 14-16 Tage
in ein neues Standardbehaltnis mit frischem Néhrmedium tiberfithrt. Alle drei bis vier
Tage wurde in den Behéltnissen der Zustand der Versuchstiere und der Feuchtigkeits-
gehalt des Nahrmediums kontrolliert. Fiir die anatomischen und elektrophysiologischen

Versuche wurden Drosophila-Larven in der Fressphase des dritten Larvenstadiums ver-

2 Angelsport Bonn, Kesselgasse 3, 53111 Bonn
3 Wildtyp; erhalten vom Institut fiir Neurobiologie (Uwe Rose) der Universitdt Ulm
4 Canton S. Wildtyp; erhalten vom Institut fiir Entwicklungsbiologie (LIMES) der Universitdt Bonn
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wendet.

2.2 Praparation

2.2.1 Basispraparation

Die in diesem Abschnitt vorgestellte Praparation bildete die Basis fiir alle Prapara-
tionen, die im Rahmen der Promotionsarbeit durchgefithrt wurden. In Abhéngigkeit
von der zugrunde liegenden Fragestellung wurde die Préparation hinsichtlich der ana-
tomischen oder elektrophysiologischen Erfordernisse abgewandelt. Die Modifikationen
der Basispraparation werden in den entsprechenden thematischen Abschnitten erldutert.
Grundlegend besteht das sogenannte Basispréparat (sieche Abb. 2.3) der Dipteren-Larve
aus dem zentralen Nervensystem, den zu untersuchenden Nerven und dem chepalopha-
ryngealen Skelett (CPS) inklusive der motorischen und sensorischen Innervationsziele
der Nerven.

Zu Beginn der Praparation wurden die Larven auf ein Papiertuch tiberfithrt und mit
physiologischer Ringerlosung gewaschen. Die Praparierschalen waren mit Siliconelasto-
mer (Schichtdicke: 2-3mm, Firma: Wacker Silicones, Elastosil RT 601) ausgegossen, um
die Versuchstiere mit feinen Nadeln feststecken zu kénnen. Die Praparation der Larven
erfolgte unter physiologischer Ringerlosung (siehe Kap. 2.2.3). Nachdem die Larven in
die Préaparationsschale iiberfithrt worden waren, wurden sie mit einer gekiirzten, fei-
nen Akupunkturnadel oder einem spitz-gedtzten Wolframpin am Hinterende mit der
dorsalen Seite nach oben festgesteckt. Die Nadel wurde medial durch das letzte Ab-
dominalsegment gefiihrt. Als Orientierungshilfe fiir diesen Schritt dienten die hinteren,
rundlich-geformten Stigmendffnungen, zwischen denen die Nadel mittig platziert wurde.
Danach wurde die Larve an den vorderen, facher-formigen Stigmenoffnungen mit einer
feinen Pinzette festgehalten und in Langsrichtung gestreckt, bevor die Larve anterior mit
einer Nadel arretiert werden konnte. Die Nadel wurde zwischen die Mundhaken des CPS
durch die Cuticula gefiihrt. Die festgesteckte Larve wurde mit einer Mikroschere entlang
der dorso-medialen Korperléangsachse eroffnet. Im Anschluss wurde die Kérperwand mit
mehreren Wolframnadeln im anterioren (meso- bis metathorakal Segment) und posterio-
ren (viertes bis sechstes Abdominalsegment) Bereich lateral festgesteckt. Danach wurden
zuerst die Fettkorper, das Tracheensystem und die Labialdriisen inklusive des Labialduc-
tus entfernt. Des Weiteren wurde der Grofiteil des Verdauungstraktes ausgehend vom
Oesophagus bis zum Enddarm entnommen. Wichtig war es die Ektomie des Verdauungs-
apparates und der Labialdriisen moglichst schnell durchzufiithren, um die Diffusion von
Verdauungsenzymen, vorrangig Proteasen, in die Ringerlosung zu vermeiden, weil diese
eventuell die Haltbarkeit des Préaparats vermindern konnten. Dann wurde die Korper-

wand der Larve zwischen dem metathorakalen und ersten Abdominalsegment mit einem
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Abb. 2.3: Darstellung der fertigen Basispraparation fiir die elektrophysiologischen und anato-
mischen Untersuchungen am Beispiel einer Calliphora-Larve; posterior liegt das zentrale Ner-
vensystem mit dem Ventralganglion (VG) und den Gehirnhemisphiren (GH); nach anterior
projizieren die Nerven [Akzessorischer Prothorakalnerv (PalN), Antennalnerv (AN), Labialnerv
(LN), Maxillarnerv (MN), Rekurrenter Nerv (RN), Unpaariger Oesophagialnerv (UON) und
Ventraler Arm Nerv (VAN)]; der AN verbindet iiber die Frontalkonnektive die frontale Ner-
venverbindung (FNV) mit dem zentralen Nervensystem; diese Nerven innervieren Strukturen
des cephalopharyngealen Skeletts (CPS); die Aorta (A) inseriert von posterior in das CPS; mit
dem CPS sind funktionell unterschiedliche Muskelgruppen [Cibariale Dilatormuskulatur (CDM),
dorsaler Protraktormuskel A (Prog,A ), Mundhakenelevator (MHE) und Mundhakendepressor
(MHD)] assoziiert; anterior auf den cephalen Loben sind zwei Sinnesorgane [Dorsalorgan (DO)
und Terminalorgan (TO) lokalisiert, die fettgedruckten Nerven wurden anatomisch und elektro-
physiologisch untersucht.
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Transversalschnitt durchtrennt. Die Cuticula des ersten Abdominalsegments wurde mit
einer feinen Pinzette nach posterior geschoben und lateral mit Pins arretiert, um das
zentrale Nervensystem sowie die assoziierten Nerven fiir die weitere Praparation aufzu-
spannen. Der anteriore Teil der Kérperwand wurde bis auf das pseudochepale Segment
entfernt. Es war darauf zu achten, dass die ventral verlaufenden Nerven, die einen Teil
der Muskulatur des CPS innervieren, nicht durchtrennt oder verletzt wurden. Zu diesem
Zweck wurde das CPS leicht angehoben, bevor die Cuticula inklusive der segmentalen
Muskulatur entfernt wurde. Im Zuge dieses Praparationsschrittes wurden die paarigen
Pro- und Mesothorakalnerven, die vorrangig die Muskeln der pro- und mesothorakalen
Segmente innervieren, mit entfernt. Im folgenden Schritt wurden die Nerven, die die Mus-
kulatur des CPS innervieren, freigelegt. Hierzu wurden die Augenanntennalscheiben, die
dorso-lateral aus den Gehirnhemisphéren entspringen und tber Bindegewebsstrukturen
mit den Antennalnerven (AN) und der Aorta verbunden sind, entfernt. Des Weiteren
wurde die Ringdriise, pri-adultes Fusionsprodukt aus Corpora allata und Corpora car-
diaca, inklusive der Aorta entfernt, indem posterior die nervosen Verbindungen und die
Tracheen zum zentralen Nervensystem durchtrennt wurden. Anterior wurde der Komplex
aus Ringdriise und Aorta am Ubergang in das Cibarium durchtrennt und die gesamte

Struktur entfernt. Nach diesem Schritt ist die Basispréaparation abgeschlossen.

2.2.2 Perfusion des Praparats mit physiologischer Ringerlosung

In einigen Versuchen wurde das Priaparat mit Ringerlosung perfundiert (siehe Abb. 2.4),
um die Lebensdauer zu erhohen. Das Zuflufisystem bestand aus einem Hochbehélter
gefiillt mit Ringerlosung, der {iber ein Schlauchsystem mit der Petri-Schale verbunden
war. Das Schlauchsystem war mit einem Durchflussregulator aus dem medizinischen
Bedarfssektor ausgestattet, um die FlieBgeschwindigkeit einzustellen. Zusétzlich war in
das Schlauchsystem ein elektrisch leitendes Kaniilenstiick eingesetzt worden, tiber das
die Fliissigkeitssdule geerdet wurde. Fiir die ZufluBvorrichtung in die Petri-Schale wur-
de eine Q-formig gebogene Glasmikropipette verwendet, die am Rand der Petri-Schale
festgesteckt werden konnte. Die Zuflusséffnung wurde in die Ringerlosung eingetaucht,
um Storungen der extrazelluldren Ableitung zu vermeiden. Die Applikation der Ringer-
losung erfolgte bei Raumtemperatur (20-25°C) und mit einer FlieBgeschwindigkeit von
1-2ml/s. Das Absaugsystem wurde angetrieben durch eine Pneumatikpumpe (Hersteller:
HYFLO), die iiber den abflieBenden Schlauch mit einem Sammelbehélter verbunden war.
Als Absaugvorrichtung fungierte eine Kaniile, die auf einen héhenregulierbaren Magnet-
ful montiert war. Uber die Hohenregulierung konnte der Ringerspiegel in der Petri-Schale
wéahrend der Versuche eingestellt werden. Zusétzlich wurde iiber die Pneumatikpumpe
die Ringerlosung im Hochbehélter mit Luft durchsprudelt, um einen konstant hohen

Sauerstoffgehalt zu gewéhrleisten.
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Abb. 2.4: Aufbau der Perfusionsanlage fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen (sche-
matische Darstellung); das Praparat wurde iiber den Hochbehélter mit Ringerlosung tiberspiilt.
Die Absaugvorrichtung pumpt iiber eine Pneumatikpumpe die verbrauchte Ringerlosung aus der
Petri-Schale und gewéhrleistet zusétzlich die Sauerstoffversorgung der Ringerlgsung. Die roten
Pfeile kennzeichnen die FlieSrichtung der Perfusionslésung und die blauen Pfeile kennzeichnen
die Stromungsrichtung der Luft.
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2.2.3 Verwendete physiologische Ringerlosungen

Fiir die anatomischen und elektrophysiologischen Untersuchungen an Calliphora vicina
wurde folgende Ringerlosung nach Magazanik & Fedorova [2003] verwendet (Angaben
in Klammern hinter den einzelnen Chemikalien beziehen sich auf die Herstellung von

1000ml Ringerlosung):
e 172mM NaCl (10,522g),
e 25mM KCI (0,187g),
e 0,5mM CaCly-2H205 (0,074g),
e 83mM MgCly-6H,0 (1,626g)
e 0,6mM NaHCOj3 (0,0504¢),
e 0,3mM NaH,PO4-H,0 (0,464g),
e 42mM Saccharose (14,377g),
e ad Aqua bidest. zu 1000ml,
e der pH-Wert sollte mit 1M HCI auf 7,2 bis 7,4 eingestellt werden.

Fir Drosophila virilis und Drosophila melanogaster wurde der HL3-Ringer nach Stewart
et al. [1994] benutzt (Angaben in Klammer hinter den einzelnen Chemikalien beziehen

sich auf die Herstellung von 1000ml HL3-Ringerlosung):
e 70mM NaCl (4,091g),
o 5mM KCI (0,373g),
e 1,5mM CaCly-2H50 (0,221g),
e 20mM MgCly-6H,0 (4,066g),
e 10mM NaHCO3 (0,84g),
e 5mM Trehalose (1,712g),
e 115mM Saccharose (39,365g),
e 5mM HEPES (1,192g),
e ad Aqua bidest. zu 1000ml,

e der pH-Wert der Ringerlosung wurde auf 7,2 bis 7,4 eingestellt.

5 CaCly-2H20 sollte separat in ca. 100ml Aqua bidest. aufgelost werden und abschlieend der Ringer-
l6sung beigefiigt werden, um ein Ausflocken zu vermeiden.
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2.3 Verhalten

Das Ziel der Verhaltensuntersuchung war es, Einblicke in das Bewegungsmuster des
Fressverhaltens von Dipteren-Larven und deren zeitliche Abfolge zu gewinnen. Die Ver-
haltensbeobachtung erfolgte bei Raumtemperatur (20-25°C) bei abgedunkelten Licht.
Die fressenden L3-Larven wurden in eine Art ,,Sandwich“-Konstruktion bestehend aus
zwei Glasplatten iiberfithrt. Der Zwischenraum wurde mit Hackfleisch gefiillt. Das Weg-
kriechen der Larven wurde durch eine Umrandung aus Knetmasse® verhindert. Die Di-
stanz zwischen den Glasplatten wurde an den Durchmesser der L3-Larven (&~ 5mm)
angepasst, um die Bewegungskomponenten des Fressverhaltens optimal zu erfassen. Ein
starkerer Kontrast zwischen der Larve und dem Hackfleisch wurde teilweise durch Ein-
farben des Hackfleisches mit einem blauen Farbstoff erzielt. Die Verhaltensuntersuchun-
gen beschrankten sich auf L3-Larven von Calliphora vicina. Dokumentiert wurde das
Verhalten mit einer Digitalkamera (Finepix S9500; Hersteller: Nikon), die auf einem
Binokular (Wild M3B, Heerbrugg Switzerland) montiert war. Das Fressverhalten wurde
bei 6,4-facher bis 40-facher Vergroflerung aufgezeichnet. Die gewonnen Daten wurden
genutzt, um die Bewegungskomponenten und das zeitliche Aktivitdtsmuster der ver-
schiedenen beteiligten Muskelgruppen zu dokumentieren. Zusétzlich wurde das nahezu
native Fressverhalten statistisch ausgewertet, indem die Frequenz der Fressbewegung be-
stimmt wurde. Zur Bestimmung der Rate [Hz| des larvalen Fressverhaltens wurden die
Retraktionen des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) pro Minute gemessen (Methode
nach Sewell et al. [1974]).

2.4 Anatomie und Funktionsmorphologie

2.4.1 Praparation

In den anatomischen Studien wurde ausgehend vom Basispraparat der Antennal- (AN),
der Maxillar- (MN) und der akzessorische Prothorakalnerv (PaN) untersucht und deren
motorische, sensorische oder potentiell neurosekretorischen Innervationsziele bestimmt.
In allen anatomischen Préparationen wurde die Coomassie-Brilliant-Blue Farbetech-
nik (siehe Kapitel 2.4.2.3) eingesetzt, um den Kontrast zwischen den feinen neuronalen
Strukturen und dem Hintergrund zu erhéhen. Vorrangig wurden die Praparationen an
abgetoteten Larven durchgefiithrt, um Bewegungen zu vermeiden, die sich negativ auf die
Qualitat der Praparation und die Fotoaufnahmen des Praparats auswirken konnen. Die
Larven wurden getotet, indem sie fiir ca. 30s in 70°-80°C heifles Wasser eingetaucht wur-
den (Methode nach Dowding [1968]). Dadurch denaturieren die proteinhaltigen Struktu-

ren, wodurch die Larve iiber die gesamte Korperliange gestreckt wird. Zusétzlich erhalten

6 erworben beim Puppenkdnig, Gangolfstr. 8-10, 53111 Bonn
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die Muskeln eine gewisse Festigkeit, ohne die fiir die Praparation notige Flexibilitdt zu
verlieren, was sich als vorteilhaft fiir die anatomische Beschreibung erwies.

Ausgehend vom Basispriparat wurden zuerst die Labialnerven (LN), die ventralen Arm
Nerven (VAN) und der unpaarige Oesophagialnerv (UON) entfernt. Diese Nerven waren
nicht Gegenstand der anatomischen Untersuchung. In der weiterfithrenden Préparation
des AN, MN und PaN wurden die jeweiligen Projektionsziele freiprapariert. Teilweise
wurden die Muskeln, auf die der AN, MN und PaN projizieren, von ihren Ansatzstellen’
abgelost oder Teile des Verdauungstrakts® entfernt, um die feinen Verzweigungen und
die Innervationsziele der Nerven erfassen zu konnen. Im Fall des AN wurde das cepha-
lopharyngeale Skelett (CPS) dorsal eréffnet und die dorsalen Arme lateral mit Nadeln
festgesteckt, um den Verlauf des AN im CPS und die Innervation der cibarialen Dila-
tormuskulatur (CDM) zu dokumentieren. Fiir die Identifikation der sensorischen Ziele
mussten teilweise die Muskelgruppen, die von einem Nerv innerviert werden, entfernt
werden. Es war bei der Lasion der Muskeln darauf zu achten, dass die feinen Abzweigun-
gen der Nerven erhalten blieben. Im Fall der anatomischen Untersuchung von Drosophila
virilis und Drosophila melanogaster wurden die zu untersuchenden Nerven teilweise mit
einem feinen Glashaken, der iiber einen Mikromanipulator bewegt werden konnte, posi-
tioniert, um den Nerv in die gewiinschte Position zu bringen. Des Weiteren wurden die
Nerven fiir die fotografische Dokumentation mit kurzen Kohlefasern (Durchmesser: =~
Tum) festgesteckt, hierdurch wurden die neuronalen Strukturen nicht durch die grofie-
ren Wolframnadeln verdeckt.

Fiir die anatomische Beschreibung der AN, MN und PaN wurden, wie in diesem Ab-
schnitt erwéhnt wurde, Abzweigungen und/oder Innervationsziele der Nerven entfernt,
um eine andere Struktur des Nerven detailliert dokumentieren zu kénnen. Die anato-
mischen Details der einzelnen Praparationen wurden dann zu einem Gesamtbild der

Anatomie des Nervs zusammengefiigt.

2.4.2 Farbemethoden
2.4.2.1 Kobaltchlorid- und Kobalt-Lysin Fiillung

Bei Calliphora vicina wurden der Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und der akzessorische
Prothorakalnerv (PaN) retro- und anterograd mit 1-2%-iger Kobaltchlorid(CoCl)- oder
2-3%-iger Kobalt-Lysin(CoLy)-Losung gefiillt. Der Vorteil einer Kobalt-Applikation in
Form von komplexierten Kobalt-Lysin ist, dass komplexierte Kobalt-Tonen im Nerven-

gewebe nicht toxisch wirken, wodurch ihr axonaler Transport verbessert wird (Methode

7 Beispiel: Fiir die anatomische Untersuchung des MN wurden die Ansatzstellen des Mundhakende-
pressors (MHD), des Mundhakenelevators (MHE) und Labialretraktors (LR) vom ventralen Arm des
CPS abgetrennt, um die Aufzweigungen des MN auf diese Muskelgruppen dokumentieren zu kénnen.

8 Beispiel: Bei der morphologischen Studie am AN wurde der cibariale Teil des Oesophagus entfernt,
damit die frontale Nervenverbindung (FNV) eindeutig erfasst werden konnte.
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nach Lazar [1978]). Fir die Kobalt-Applikation wurde um den gewiinschten Nerv ein
Vaseline-T6pfchen konstruiert und der Nerv im Topfchen durchtrennt. Vor Applikati-
on wurde die Ringerlésung im Tépfchen fiir 10min gegen Aqua bidest. ausgetauscht,
damit die Nervenenden aufquellen und die Axone sich 6ffnen. Dann wurde das Aqua
bidest. durch die CoCl/CoLy-Losung ersetzt und das To6pfchen verschlossen. Die Pré-
parate wurden bei 4°C in Abhéangigkeit von der Lange der zu fiillenden Nerven fiir
24-72h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Priaparate in eine neue Petri-Schale
iiberfithrt und in Ringerlosung gewaschen. Die Kobalt-Fallung erfolgte mit einer frisch
angesetzten Ammoniumsulfid-Losung?, die maximal fiir 1-2min den Priparaten zuge-
fithrt wurde. Die Fallungsreaktion wurde durch Austausch der Ammoniumsulfid-Lésung
gegen Ringerlosung gestoppt. Anschliefend wurden die Praparate zwei- bis dreimal mit
Ringerlosung gewaschen. Die Praparate wurden in 4%-iger Paraformaldeyd-Losung bei
Raumtemperatur fiir 1-2h fixiert. Fiir die mikroskopische Untersuchung wurden sie in
einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und mit Methylsalicylat aufgeklart. Im fol-
genden Schritt wurde unter einem Mikroskop die Qualitdt der Fiillung der Nervenpra-
parate beurteilt und entschieden, ob die Préparate fiir die anatomische Untersuchung
genutzt werden konnten oder ob zusétzlich eine Optimierung der Fiillung durch eine

Silber-Intensivierung durchgefithrt werden musste.

2.4.2.2 Silber-Intensivierung der Kobaltchlorid/ Kobalt-Lysin Fiillungen

Teilweise war eine Silber-Intensivierung (Methode nach Mesce et al. [1993]) der mit
CoCl/CoLy-gefiillten Nervenpréparate notig, um die Fiillung durch Kontrastverstarkung
zu verbessern. Bevor die gefiillten Nervenpréaparate einer Silber-Intensivierung zugefiihrt
werden konnten, mussten diese in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert werden.
Des Weiteren musste bei der Silber-Intensivierung auf die Verwendung von metallischen
Praparierbesteck und Wolframnadeln zum Feststecken der Nervenpréaparate verzichtet
werden, weil dies zu unspezifischen Fallungsreaktionen fithren kann. Deshalb wurden fei-
ne Kaktusstacheln zum Feststecken der Praparate benutzt. Im nachsten Schritt wurden
die Nervenpréparate in einer 2%-igen Natrium-Wolframat /1%-igen Triton X-100-Losung
(pH = 10,5) fiir 20min und einem Gemisch aus Reagenz A und B!'® im Verhéltnis 8:1
vorbehandelt. Danach erfolgte die Intensivierung, indem die Préparate in ein Gemisch
aus den Reagenzien A, B und C'° im Mischungsverhéltnis 8:1:1 iiberfiihrt wurden. Die
Intensivierung dauerte ungeféihr eine bis drei Minuten, wobei der Vorgang unter einem
Binokular iiberwacht wurde, um eine Uberintensivierung zu vermeiden. Die Intensivie-
rungsreaktion wurde durch mehrfaches Waschen (min. 3-mal) mit Aqua bidest. abge-

stoppt. Die Intensivierung wurde als optimal deklariert, wenn die Praparate eine schwach

9 0,01%ige Ammoniumsulfid-Lésung (50u] Ammoniumsulfid auf 5ml Ringerlésung)
10 Die genaue chemische Zusammensetzung der Reagenzien A, B und C kann dem Durchfithrungspro-
tokoll im Anhang entnommen werden.
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rot-braunliche Farbung angenommen hatten. Nach erfolgreicher Intensivierung!'! wurden
die Nervenpréparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Methylsali-
cylat aufgeklart. Die Betrachtung der antero- und retrograden Fiillungen von Calliphora
vicina Larven erfolgte an einem Mikroskop (Zeiss M3B und Leica DMRB/E). Doku-
mentiert wurden die Nervenfarbungen mit einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 4500).
Teilweise wurden die Helligkeit, der Kontrast oder/und die Schérfe der Fotos mit dem

Programm Adobe Photoshop Elements nachbearbeitet.

2.4.2.3 Coomassie-Brilliant-Blue Farbung

Die Praparate aller drei Dipteren-Arten wurden mit 1%-iger Coomassie-Brilliant-Blue
Losung in Calliphora-Ringer (nach Magazanik & Fedorova [2003], fur Calliphora vici-
na'?) oder HL3-Ringer (nach Stewart et al. [1994], fiir Drosophila virilis und melanoga-
ster'3) angefirbt, um den Kontrast zu verbessern. Die Firbelosung wurde oberflichlich
auf die Stelle von Interesse appliziert und nach 30 Sekunden mit frischer Ringerlésung
ausgewaschen. Coomassie-Brilliant-Blue gehort zur Gruppe der Triphenylfarbstoffe, das
unspezifisch Proteine anfiarbt, indem es sich an die basischen Seitenketten von Amino-

sauren anlagert.

2.4.2.4 Protein-Detektion (Antikorperfarbung)

Fiir die Detektion des Neuropeptids hugin wurde eine immunhistologische Methode, An-
tikorperfarbung, angewendet. Die Larven von Calliphora vicina wurden, wie im Kapitel
2.2.1 beschrieben, pripariert. Zuerst mussten die Priparate in 0,5 PBT™ + 4%-igen
Formaldehyd fiir 1-2 Stunden fixiert werden. Nach mehreren Waschschritten mit 0,5
PBT (2-mal 5min, 2-mal 15min, 2-mal 30min) wurden die Préparate in Methanol (Me-
thanolreihe: 30%, 70% und 100%, fiir jeweils 5min) iiberfiihrt. Die Praparate wurden
iiber Nacht in Methanol bei -20°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Préparate in 0,5 PBT (Methanolreihe: 100%, 70% und
30%, jeweils 5min) zuriick tiberfithrt und griindlich in 0,5 PBT gewaschen (2-mal 5min,
2-mal 15min, 2-mal 30min, 1-mal 60min). Nach einem Blockierungsschritt in 0,5 PBT
+ 5%-igen Ziegenserum (30-60min) wurden die Priaparate tiber Nacht bei 4°C mit zwei
Primérantikorpern (a-hug-rb und a-22¢10-m) in 0,5 PBT + 5%-igen Ziegenserum inku-
biert.

Am folgenden Tag wurden die Préparate gewaschen (2-mal 5min, 2-mal 15min, 2-mal

11 Bei einer Uberintensivierung konnten die Priparate durch Uberfiihren in eine 1%-ige Essigsiure-
Losung nach Stoppen der Intensiverungsreaktion reintensiviert werden.

12 Fiir die chemikalische Zusammensetzung der physiologischen Ringerlésung (Calliphora-Ringer) siehe
Kapitel 2.2.3.

13 Fiir die chemikalische Zusammensetzung der physiologischen Ringerlosung (HL3-Ringer) siehe Kapi-
tel 2.2.3.

14 PBT - Phosphat-gepufferte Salzlosung mit TritonX100
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30min, 1-mal 60min) und anschliefSend mit 0,1 PBT + 5%-igen Ziegenserum blockiert.
Dann erfolgte die Inkubation mit den Fluorochrom gekoppelten Sekundérantikérpern
(a-rb-Alexa488 und a-m-Cy3) in 0,5 PBT + 5%-igen Ziegenserum bei Raumtemperatur
(60-90min). AbschlieBend wurden die Priaparate in 0,1 PBT gewaschen (2-mal 5min,
2-mal 15min, 2-mal 30min) und in Mowiol eingedeckelt. Die Fotografien der Priaparate

wurden mit einem konfokalen Lasermikroskop (Zeiss LSM 700) erstellt.

2.5 Elektrophysiologie

Basierend auf den Resultaten der anatomischen Untersuchung verfolgten, die elektrophy-
siologischen Experimente das Ziel die motorischen Bahnen des Antennal- (AN), Maxillar-
(MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN), die durch die Nerven projizieren,
zu identifizieren. Die Kenntnisse iiber die motorischen Bahnen sollten weiterfithrend fiir
die Analyse der spontanen neuronalen Rhythmen im AN, MN und PaN genutzt werden,
die vermutlich aus der Aktivitdt von Mustergeneratoren im zentralen Nervensystem re-
sultieren. Abschlieffend sollte das Wissen tiber die motorischen Bahnen und deren neuro-
nale Rhythmen von Calliphora vicina auf Drosophila virilis und Drosophila melanogaster
iibertragen werden. Zusatzlich wurden bei Calliphora vicina die sensorischen Bahnen,
die durch den AN, MN (und PaN) verlaufen, anhand elektrophysiologischer Experimente

nachgewiesen.

2.5.1 Extrazellulare Ableittechnik

Die elektrophysiologische Untersuchung der neuronalen Aktivitdt von Dipteren-Larven
stellt neben der préparativen auch eine technische Herausforderung dar. Die Schwie-
rigkeiten bei der Etablierung einer nutzbaren extrazelluldren Ableittechnik resultieren
aus dem geringen Durchmesser der axonalen Leitungsbahnen und dem Signal/Rausch-
Verhéltnis der zu detektierenden elektrischen Signale. Im Verlauf meiner Diplomarbeit
[Schoofs, 2005] wurden bereits verschiedene extrazelluldre Ableittechniken in Hinsicht
auf ihre Anwendbarkeit und Effektivitat bei Calliphora vicina getestet. Dieses wurde im
Rahmen der Doktorarbeit auf Drosophila virilis und melanogaster ausgeweitet und wei-
ter optimiert. In der Diplomarbeit wurden folgende extrazellulare Ableittechniken und

Elektrodenmaterialien getestet:

e Topfchenableitung, Ableitung mit einer ,,Grease“-Elektrode (bzw. Hakenelektrode)
und Saugelektrode,

e Silber (bzw. Silber/Silberchlorid), Stahl, Wolfram und Gold.

Von den getesteten Ableittechniken erwies sich die Tépfchenableitung als die am be-

sten geeignete, weil sie einfach zu realisieren und effektiv in der Anwendung war. Aus
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diesen Griinden wurde in der Promotionsarbeit die Topfchenableitung als primére ex-
trazelluldre Ableittechnik eingesetzt. Des Weiteren wurden in der Diplomarbeit unter-
schiedliche Elektrodenmaterialen fiir die extrazelluliren Ableitungen getestet. In dieser
Testreihe zeigte unter damaligen Gesichtspunkten die Silber/Silberchlorid-Elektrode die
besten Eigenschaften, weil sie das beste Signal/Rausch-Verhéltnis und gute Praxistaug-
lichkeit besa8. Allerdings ergaben Vorversuche, dass die Silber/Silberchlorid-Elektroden
flir die extrazelluldren Ableitungen an L3-Larven von Drosophila virilis und melanoga-
ster aufgrund des unzureichenden Signal/Rausch-Verhéltnisses ungeeignet waren. Des-
halb wurden weitere Tests mit unterschiedlichen Elektrodenmaterialien durchgefiihrt.
Folgende Materialien wurden auf ihre Eignung als Elektroden fiir die extrazellulare Ab-

leitungen an den L3-Larven von Drosophila getestet:
e Kohlenstoff (Carbonelektrode),

e Gold/Palladium, Gold (Sputter-Elektroden),

e Iridiumoxid (Sputter-Elektroden).

Plastikstecker

Elektrodenkabel

Goldstecker

Silberleitlack

Glasmikroelektrode

Kohlefaserblindel

Abb. 2.5: Aufbau einer handgefertigten Carbonelektrode (schematische Darstellung); die Elek-
trode bestand aus einem Plastikstecker, in den ein Goldstecker eingelassen war; tiber Silberleit-
lack wurden die Kohlefasern mit dem Goldstecker leitend verbunden, an den das Elektrodenkabel
festgelotet war; die Kohlefasern wurden mit einer Glasmikroelektrode stabilisiert.

Carbonelektrode (siehe Abb. 2.5):
Die Carbonelektroden wurde testweise aus Bleistiftminen und schlieflich aus Kohlenfa-
sern (Durchmesser: 7um) gefertigt. Der Elektrodenhalter bestand aus einem Plastikstab

mit einer Bohrung am vorderen Ende. In die Offnung war ein Goldstecker eingelassen,
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an dem das Kabel fir die differente Elektrode festgelotet wurde. Ein Biindel aus drei
bis fiinf Kohlefasern wurde mit Silberleitlack mit dem Goldstecker verbunden. Um das
Kohlefaserbiindel mechanisch zu stabilisieren und zu schiitzen, wurde eine Glasmikro-
elektrode, deren Offnung an den Gesamtdurchmesser des Kohlefaserbiindels angepasst
wurde, iiber die Kohlefasern gezogen und mit Zwei-Komponenten-Kleber am Goldstecker
fixiert. Abschliefend wurden die Kohlefasern auf die gewiinschte Lange gekiirzt.

Fir extrazelluldre Ableitungen waren die Carbonelektroden ungeeignet, weil die mecha-
nische Instabilitdt der Kohlefasern die Handhabung erschwerte und das Signal/Rausch-
Verhéltnis schlechter war als bei den Silber/Silberchloridelektroden.

Goldstecker

Silberleit-
lack

Gold-,

Gold/Palladium-,

Iridiumoxid-
Elektrode

Abb. 2.6: Aufbau einer Sputter-Elektrode (halbschematische Darstellung); mit Epoxydharz
wurde an einen Goldstecker eine zugeschmolzene, besputterte Glasmikroelektrode befestigt; die
Leitfahigkeit zwischen Elektrode und Goldstecker wurde mit Silberleitlack sichergestellt.

Sputterelektrode (siehe Abb. 2.6):

Fiir die Herstellung der Gold-, Gold/Palladium- und Iridiumoxidelektroden'® wurden
ausgezogene Glasmikroelektroden verwendet, deren Spitzen kugelférmig zugeschmolzen
wurden, um durch die Oberflichenvergroferung eine hohere Leitfahigkeit der Elektrode
zu erzielen. Die zugeschmolzenen Glasmikroelektroden wurden mit einem Glasschneider
gekiirzt und mit Epoxydharz an einem Goldstecker festgeklebt. Auf diese Elektroden-
“Rohlinge* wurde eine Nanometer-dicke, leitfihige Metallschicht aus den erwédhnten Me-
tallen oder dem Metalloxid mittels eines Kathodenzerstaubers (Sputter Coater, Balzers
Union SCD 040) aufgetragen.

Beim ,,Sputtern® wird ein Prozessgas, vorzugsweise Argon, ionisiert. Die ionisierten po-

sitiven Argonatome werden durch das elektrische Feld auf das sogenannte Target, be-

15 Die Iridiumoxidelektroden wurden in Zusammenarbeit mit Dipl.-Ing. André van Ooyen vom Institut
fiir Werkstoffe der Elektrotechnik (RWTH Aachen) konzipiert und hergestellt.
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stehend aus einem Metall oder Metalloxid, beschleunigt und schlagen aus dem Target
Atome heraus, die auf allen Oberflichen im Reaktionsraum kondensieren. Durch die-
se physikalische Verfahren wurden die Elektroden-“Rohlinge” mit einer 3-20nm dicken
Metallschicht iiberzogen. Die beschichteten Elektroden wurden am Ubergang zwischen
Glasmikroelektrode und Goldstecker mit Silberleitlack behandelt, um die Leitfahigkeit
zwischen den beiden Bestandteilen der Elektrode zu verbessern.

Die hergestellten Elektroden zeigten in Tests ein besseres Signal/Rausch-Verhéltnis als
Silber/Silberchlorid-Elektroden und wurden deshalb in den elektrophysiologischen Ver-

suchen an L3-Larven von Drosophila virilis und Drosophila melanogaster verwendet.

2.5.2 Extrazellulare Nervenableitung

Die extrazelluldren Ableitungen (sieche Abb. 2.7) wurden am Antennal- (AN), Maxillar-
(MN) und am akzessorischen Prothorakalnerv (PaN) aller drei Larven-Arten durchge-
fithrt. Alle Nervenableitungen wurden am Basispriaparat (siehe Kapitel 2.2.1) mittels
einer Topfchen-Ableitung bei den verschiedenen Arten durchgefiihrt. Dafiir wurde unter
die abzuleitenden Nerven, die zwischen dem cephalopharyngealem Skelett (CPS) und
dem zentralen Nervensystem aufgespannt waren, ein Parafilmstreifen'® platziert. Der
Parafilmstreifen wurde fiir das weitere Vorgehen mit zwei Wolframnadeln seitlich fest-
gesteckt. Auf dem Parafilmstreifen wurde mit einer ausgezogenen Spritze ein Vaseline-
Topfchen um den abzuleitenden Nerv hochgezogen. Die restlichen Nerven wurden mit
spitz-gedtzten Wolframnadeln weggespannt oder entfernt. Nachdem das T6pfchen fertig
gestellt worden war, wurde der Ringerspiegel in der Petri-Schale bis unter den Rand des
Topfchens abgesenkt. Die differente Elektrode, die iiber einen selbstgebauten Elektroden-
halter an einem Mikromanipulator befestigt war, wurde in das T6épfchen abgesenkt. Die
indifferente Elektrode und eine zusétzliche Abschirmung, die auf einen héhenregulierba-
ren Magnetful montiert war, wurden in die Ringerlosung in der Petri-Schale eingetaucht.
Die zusétzliche Abschirmung sollte potentielle elektrische Storungen in der Ableitung
minimieren. Die Potentialdifferenzen an einem Axon resultierend aus einem fortgelei-
teten Aktionspotential wurden zwischen dem Nerv im To6pfchen (Ort der differenten
Elektrode) und der umgebenden Ringerlosung in der Petri-Schale (Ort der indifferenten
Elektrode) iiber den Nerv (elektrischer Leiter) gemessen. Die detektierten Potentialdiffe-
renzen wurden durch einen Differentialverstirker!” (Eigenbau in Zusammenarbeit mit M.
Hofmann, Verstarkungsfaktor: 100), der mit einer Amplifikations-/Filter-Einheit (Ver-
starkungsfaktor: 50) gekoppelt wurde, verstirkt (gesamter Verstiarkungsfaktor: 5000)

16 Fiir die Ableitungen an Drosophila virilis und Drosophila melanogaster wurde der Parafilmstreifen
vor dem Versuch auf einem Objekttrager ausplattiert, um die Dicke des Parafilms an die Erfordernisse
des Praparats anzupassen.

17 Der Schaltplan des Differentialverstirkers kann aus der Diplomarbeit von Schoofs [2005] entnommen
werden.
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Abb. 2.7: Versuchsaufbau fiir die extrazelluliren Nervenableitungen (schematische Darstel-
lung); die Aktionspotentiale, die mit der Elektrode gemessen wurden, wurden iiber einen Differen-
tialverstarker vorverstarkt (Verstarkungsfaktor: 100) und mit einer Amplifikations-/Filtereinheit
gefiltert und endverstarkt (Filtereinstellung: Tiefpass: 100Hz, Hochpass: 3kHz; Verstarkungsfak-
tor: 50); mit einem Analog/Digital-Wandler wurde das biologische Signal digitalisiert und iiber
ein USB-Kabel an einen Computer weitergeleitet, auf dem die Daten mit Spike2 aufgezeichnet
wurden; ergdnzend wurde das biologische Signal auf dem Oszilloskop zur Kontrolle dargestellt;
gelbe Leitungswege gehoren zur differenten Elektrode, griin kennzeichnet den Leitungsweg der
indifferenten Elektrode und die schwarzen Leitungswege entsprechen der Abschirmung.
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und gefiltert (Tiefpass: 3Hz, Hochpass: 3kHz). Das resultierende Signal wurde iiber einen
4-Kanal Analog/Digital-Wandler (micro 1401,,x77, Hersteller: Cambridge Elektronic De-
sign) digitalisiert und mit dem Programm Spike2 auf einem Computer dargestellt und
aufgezeichnet. Fin Oszilloskop war ergénzend in den Versuchsaufbau integriert, um das
analoge Signal kontrollieren zu kénnen. Teilweise wurden extrazelluldre Doppelableitun-
gen durchgefithrt, um Informationen iiber die Fortleitungsrichtung, den axonalen Verlauf
der neuronalen Einheiten oder das Aktivitdtsmuster im ipsi- und contralateralen Nerven
7Zu gewinnen.

Die extrazelluldren Ableitungen wurden fiir die Analyse der sensorischen und motori-
schen Impulse in den verschiedenen Nerven verwendet, dabei wurde die Ableittechnik

der experimentellen Fragestellung angepasst.

Elektrophysiologische Untersuchung der Sensorik:

Fiir die Untersuchung der sensorischen Systeme der Larve wurde versucht den Ableitort
moglichst in unmittelbarer Nahe des Sinnesorgans zu platzieren. Dazu war es erforderlich
die Nervenabzweigung des entsprechenden Nerves bis zum Sinnesorgan freizupréparieren.
Teilweise wurde der abgeleitet Nerv posterior zum Ableitort durchtrennt, um potentiell

storende Efferenzen in der Ableitung an einem Sinnesorgan zu vermeiden.

Elektrophysiologische Untersuchung der Motorik:

Fiir die Untersuchung der motorischen Systeme wurden die Ableitungen mdoglichst nah
am zentralen Nervensystem positioniert. Falls erforderlich wurden stérende Afferenzen in
den Ableitungen durch Léasion von Nervenabzweigungen eliminiert oder der abzuleitende

Nerv wurde deafferentiert.

2.5.3 Intrazellulare Muskelableitungen

Intrazellulare Muskelableitungen (sieche Abb. 2.8) wurden bei allen drei Arten am Ba-
sispriaparat durchgefiihrt. Dazu wurde das Basispriparat modifiziert, indem das cephalo-
pharyngeale Skelett (CPS) so ausgerichtet wurde, dass der abzuleitende Muskel optimal
mit der Elektrode erreicht und penetriert werden konnte.

Cibariale Dilatormuskulatur (CDM):

Im Fall der CDM musste das CPS dorsal gedffnet werden, da die Muskeln im CPS
lokalisiert sind. Dazu wurde mit einem spitz-geétzten Wolframdraht zuerst die Bindege-
webshaut zwischen den dorsalen Armen des CPS durchtrennt und das CPS iiber die zur
Seite geklappten dorsalen Arme mit zwei feinen Wolframpins aufgespannt. Der Innen-
raum des CPS wurde von Bindegewebsresten gereinigt. So war die CDM fiir intrazellulére

Ableitungen zugénglich.
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Abb. 2.8: Versuchsaufbau fiir die intrazellularen Muskelableitungen (schematische Darstellung);
die untersuchten Muskeln wurden mit Glasmikroelektroden (20-30MS2) penetriert; die postsyn-
aptischen Potentiale wurden mit einem Intrazelluladrverstédrker, bestehend aus einem Vor- und
Endverstérker, verstiarkt (Verstarkungsfaktor: 10); das analoge, biologische Signal wurde durch
einen Analog/Digital-Wandler digitalisiert und tiber ein USB-Kabel an einen Computer weiterge-
leitet, wo die Daten mit dem Software-Programm Spike2 aufgezeichnet und ausgewertet wurden;
ergdnzend wird das biologische Signal {iber ein Oszilloskop zur Kontrolle analog dargestellt; die
roten Kabel entsprechen dem Leitungsweg der differenten Elektrode und die schwarzen Kabel
dem Leitungsweg der indifferenten Elektrode.
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Mundhakendepressor (MHD) und -elevator (MHE):

Fiir Ableitungen am MHD oder MHE wurde das CPS von dorsal auf lateral gedreht und
mit Wolframnadeln arretiert, damit die Muskeln des MHD und MHE nach oben zeigten.
Labialretraktor (LR):

Das CPS wurde die auf ventrale Seite gedreht und mit Wolframnadeln arretiert.
Dorsaler Protraktormuskel A (Prog,A):

Der Prog,A wurde aufgespannt, indem die Cuticula tiber eine Wolframnadel zur Seite
gespannt wurde. Dadurch wurde die nétige mechanische Spannung auf den Prog,A aus-
geiibt, um den Muskel mit einer Glasmikroelektroden penetrieren zu kénnen.

Als differente Elektroden fiir die intrazelluldren Muskelableitungen wurden Glasmikro-
elektroden, befiillt mit 3M Kaliumchlorid-Losung, verwendet. Der Widerstand der Glas-
mikroelektroden lag zwischen 20 und 30MS2. Als Ausgangsmaterial fiir die Glasmikro-
elektroden wurde diinnwandiges Borosilikatglass mit Filament (TW 100F-4, Herstel-
ler: World Precision Instruments) verwendet, das mit einem horizontalen Puller (P-97
Flaming/Brown Micropipette Puller, Hersteller: Sutter Instruments) ausgezogen wur-
de. Die indifferente Ag/AgCl-Elektrode war an einem hoéhenregulierbaren Magnetfufl
befestigt und wurde fiir die intrazelluliren Ableitungen in die Ringerlésung abgesenkt.
Verstarkt wurden die abgeleiteten postsynaptischen Potentiale mit einem Intrazellulér-
verstarker (Verstarkungsfaktor: 10, Hersteller: Firma Heinecke), der mit einem 4-Kanal
Analog/Digital-Wandler (micro 1401,,x77, Hersteller: Cambridge Elektronic Design) di-
gital erfasst und tiber das Programm Spike2 aufgezeichnet wurden.

Fiir den Nachweis von motorischen Bahnen in einem Nerv wurden simultane extra- und
intrazelluldre Doppel- bis Vierfachableitungen durchgefiithrt. Bei simultanen extra- und
intrazelluldren Ableitungen des Muskels mit dem entsprechenden Nerv wurden die in-
differenten Elektroden der extra- und intrazelluliren Ableitungen zusammengelegt, um

elektrische Stérungen zu vermeiden.

2.5.4 Elektrische Stimulation

Die elektrische Stimulation des Antennalnervs (AN) wurde im Rahmen der elektrophy-
siologischen Untersuchung der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) durchgefiihrt. Die
Larve wurde wie in Kapitel 2.2.1 prapariert und der AN freigelegt. Ein Parafilmstreifen
wurde unter den Nerv positioniert und ein Vaseline-Topfchen mit einer ausgezogenen
Spritze um den Nerv hochgezogen. Der physiologische Ringerspiegel wurde bis unter
den Rand des Vaseline-T6pfchens abgesenkt, um das mit Ringerlosung gefiillte Lumen
im To6pfchen gegen die umgebende Ringerlésung zu isolieren. Eine Reizelektrode aus-
gestattet mit 200pum Silberdraht wurde im Innenraum des Tépfchens positioniert. Die
Reizelektrode war mit einer Reiz-Isolationseinheit (World Precision Instrument, A360D-

C) verbunden. Die elektrische Stimulation des AN wurde im deefferentierten Zustand mit
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Rechteckpulsen (Amplitude: 3V, Dauer: 1ms) durchgefiihrt. Die Reiz-Isolationseinheit
konnte mit einem Analog/Digital-Wandler (micro 1401,,,x77, Hersteller: Cambridge Elek-

tronic Design) angesteuert werden.

2.5.5 Extrazelluldre Dreifachableitung am isolierten zentralen Nervensystem

Die simultanen extrazelluldren Ableitungen des Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und
des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) am isolierten zentralen Nervensystem von
Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster wurden durchgefiihrt,
um das motorische Muster resultierend aus der rhythmischen Aktivitdt der drei Nerven
zu analysieren.

Grundlage fiir die Dreifachableitung bildete das Basispraparat. Fir Calliphora vicina
und Drosophila virilis konnten die Vaseline-T6pfchen fiir die Ableitungen ohne weitere
Mafinahmen um die entsprechenden Nerven hochgezogen werden. Nachdem die Topf-
chen fertig gestellt worden waren, wurden die Nerven anterior vom Vaseline-T6pfchen
durchtrennt und der Ringerspiegel in der Petri-Schale bis unter den Rand des Tépfchens
abgesenkt und die differenten Elektroden in den T6pfchen positioniert. Dabei wurden
alle drei indifferenten Elektroden, als auch die drei Abschirmungen zu einer indifferenten
Elektrode und einer Abschirmung zusammengefasst, um Raum zu sparen und elektri-
sche Storungen zu vermeiden. Sie wurden mittels eines Magnetfufies in die Ringerlosung
eingetaucht.

Fiir die Dreifachableitung bei Drosophila melanogaster musste eine eigene Praparati-
onsmethode (siehe Abb. 2.9) entwickelt werden, weil die Fléche zwischen dem zentralen
Nervensystem und cephalopharyngealen Skelett (CPS) zu klein fiur drei Ableittopfchen
war. Als Grundlage diente die Basispraparation. Vor Beginn der weiterfiihrenden Pra-
paration wurden der AN, MN und PaN der rechten oder linken Koérperhéilfte entfernt
(siehe Abb. 2.9A). Im ersten Schritt wurde ein Parafilmstreifen asymmetrisch zwischen
dem Gehirn und CPS platziert. Darauf folgend wurde um den verbliebenen MN ein
Vaseline-T6pfchen hochgezogen. Danach wurde der MN zwischen Tépfchen und CPS
durchtrennt. Nun wurde das CPS aus der urspriinglichen Position um ca. 45° zur Seite
versetzt, so dass der AN und PaN iiber den Parafilmstreifen lagen (sieche Abb. 2.9B).
Im néchsten Schritt wurde ein Vaseline-T6pfchen um den AN konstruiert und der Nerv
nachfolgend anterior vom T&pfchen durchtrennt. Das CPS wurde erneut um 45° zur Seite
versetzt (siehe Abb. 2.9C) und ein Vaseline-T6pfchen um den verbliebenen PaN gezo-
gen. Abschlieflend wurde der PaN mit einer Mikroschere zwischen Toépfchen und CPS
durchtrennt. Das CPS konnte aus der Petri-Schale entfernt werden (siehe Abb. 2.9D).
Nachdem die differenten und indifferenten Elektroden positioniert waren, konnten der
AN, MN und PaN am isolierten zentralen Nervensystem von Drosophila melanogaster

abgeleitet werden.



2.5 Elektrophysiologie 37

Abb. 2.9: Anleitung fiir die Praparation von Drosophila melanogaster fiir eine Dreifachableitung
des Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und akzessorischen Prothorakalnervs (PalN) (schematische
Darstellung); A: Zeigt eine Basispraparation, in der der linke AN, MN und PaN entfernt wurden;
B: Ein Parafilmstreifen wurde unter die vorhandenen Nerven geschoben, ein Tépfchen um den
MN hochgezogen (1) und der Nerv anterior vom Tépfchen mit einer Mikroschere durchtrennt (2),
danach wurde das cephalopharyngeale Skelett (CPS) um ca. 45° nach links verschoben (3); C:
Um den AN wurde ein Tépfchen konstruiert (1) und der Nerv anterior vom Topfchen durchtrennt
(2), das CPS wurde um weitere 45° nach links verschoben (3); D: Ein T6pfchen wurde um den
PaN hochgezogen (1), der Nerv zwischen Topfchen und CPS durchtrennt (2), abschliefend konnte
das CPS mit den assoziierten Strukturen aus der Petri-Schale entfernt werden.
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2.5.6 Untersuchung der larvalen Sensorik

Im Rahmen der Promotionsarbeit wurde die Sensorik des Antennal- (AN), Maxillar-
(MN) und des rekurrenten Nervs (RN) der Larven von Calliphora vicina untersucht,
die moglicherweise das larvale Fressverhalten beeinflussen kénnten. Die durchgefiihrten

Untersuchungen waren rein qualitativ und hatten die Intension:

e 1) die mechanosensitiven Eigenschaften der untersuchten sensorischen Organe elek-

trophysiologisch zu belegen und

e 2) deren Projektionen durch den AN, MN oder RN nachzuweisen.

Zu diesem Zweck wurden extrazelluldre Einfach- und Doppelableitungen an den ent-
sprechenden Nerven durchgefiihrt und simultan die zugehdrigen sensorischen Organe
mit unterschiedlichen mechanischen Reizgebern, die im Folgenden erlautert werden, sti-

muliert.

2.5.6.1 Reizgeber fiir die Untersuchung des Labial-, Ventral-, Terminal- und

Dorsalorgans

Die mechanische Stimulation des Dorsal- (DO), Labial-(LO), Terminal- (TO) und des
Ventralorgans (VO) wurde mit einem modifizierten ,,Microdrive“!® durchgefiihrt und
simultan der Antennal- (AN) oder Maxillarnerv (MN) extrazellular abgeleitet. Fur den
Umbau zum Mechanostimulator wurde die Schreib- und Lesearm-Einheit des ,,Micro-
drive“ mit diinnen Kohlefaserrohren versehen, die zur Dampfung des Lesearms dienten.
Im vorderen Teil der Kohlefaserrohre wurde mit Klebewachs eine spitz-geétzte Wolf-
ramnadel montiert. Mit der spitz-gedtzten Wolframnadel sollte gewahrleistet werden,
dass die unterschiedlichen Sinnesorgane selektiv mechanisch stimuliert werden. Fiir die
mechanische Stimulation wurde das Sinnesorgan freiprapariert und exponiert, um es
mit dem Reizgeber erreichen zu kénnen. Die Exponierung der Sinnesorgane wurde mit
Siliconelastomerkeilen und Wolframnadeln bewerkstelligt. Der Reizgeber konnte wahl-
weise iiber einen Funktionsgenerator oder den Analog/Digital-Wandler (micro 1401,,x77,

Hersteller: Cambridge Elektronic Design) angesteuert werden.

2.5.6.2 Reizgeber fiir die Untersuchung der Kropfsensorik

Fiir die Untersuchung der Kropfsensorik wurde das Volumen des Kropfes manipuliert

und simultan der Antennalnerv (AN), der Proventrikularnerv (PVN) und der rekurrente

18 Ein ,,Microdrive“ ist der Vorlaufer aktueller Speicherkarten, der in seiner Funktionsweise einer minia-
turisierten Festplatte entspricht. Die Modifikation des ,,Microdrives* zum Mechanostimulator wurde
entwickelt und gebaut von Prof. Dr. H.-G. Heinzel. Weitere Informationen tiber den Reizgeber kénnen
der Diplomarbeit von B. Usai [2008] entnommen werden.
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Nerv (RN) abgeleitet. Zu diesem Zweck wurde ein spezieller Reizgeber konstruiert, der
in Abbildung 2.10 dargestellt ist.

Klebewachs  Kaniile Spritze Drehschraube Federelement Potentiometer
mit Gewinde
$-
ausgezogener Aufsatz fir den 2x1,5V
Plastikschlauch Mikromanipulator (AA Batterien)

Abb. 2.10: Reizgeber fiir die Untersuchung der Kropfsensorik (schematische Darstellung);
grundlegend besteht der Reizgeber aus einer 1ml Spritze, deren Volumen iiber eine Mikrometer-
schraube manuell verdndert werden kann; die Mikrometerschraube ist mit einem Potentiometer
verbunden, dessen Spannungsoutput die Manipulation des Kropfvolumens widerspiegelt (Reiz-
geber wurde in Zusammenarbeit mit Dr. R. Spief konstruiert).

Der Reizgeber! setzt sich zusammen aus einer 1ml Spritze, deren Volumen iiber eine
Mikrometerschraube, die mit dem Kolben der Spritze verbunden ist, manuell verdndert
werden kann. Fir die Manipulation des Kropfvolumens wurde der Kropf im distalen
Bereich mit einer Mikroschere eréffnet. Die Spritze, die mit Ringerlosung befiillt wurde,
war mit einer Kaniile ausgestattet, an deren Vorderende ein fein ausgezogener Plastik-
schlauch mit Klebewachs montiert wurde. Der ausgezogene Plastikschlauch wurde tiber
die Offnung in den Kropf eingefithrt und mittels einer Zahnseidenfaser auf dem eingefiihr-
ten Schlauch festgeknotet. Durch Drehen der Mikrometerschraube konnte das Volumen
des Kropfs verdandert werden. Die Mikrometerschraube war iiber ein Federelement mit
einem Potentiometer, das iiber ein BNC-Kabel an einem Oszilloskop und einem A /D-
Wandler angeschlossen war, mechanisch gekoppelt. Die vom Potentiometer generierte
Spannung reflektierte die Modifikation des Kropfvolumens. Fiir die qualitativen elek-
trophysiologischen Untersuchungen der Kropfsensorik wurde der Kropf als ,voll“ oder

yleer” definiert. Der gesamte Reizgeber war an einem Mikromanipulator befestigt.

2.6 Auswertung und Statistik

2.6.1 Auswertung der anatomischen und funktionsmorphologischen Daten

Die gesammelten anatomischen Daten der drei Dipteren-Arten bestehen aus Zeichnun-
gen, Fotografien und Dauerpraparaten.
Die Zeichnungen waren Bleistiftskizzen von Bereichen einer Praparation oder Fiillung,

die von besonderem Interesse waren. Alle graphischen Darstellungen wurden unter dem

19 Die Planung und Konstruktion des Reizgebers erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Roland Spief3.
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Binokular bei 6,4- bis 48-facher Vergroflerung erstellt. Fiir die Dokumentation der Zeich-
nungen wurden bei identischer Vergroflerung Fotografien von den Préparaten oder Fér-
bungen erstellt. Die Bilder wurden mit verschiedenen Digitalkameras (Nikon Coolpix
4500, Nikon Finepix S9500 und Canon Powershot A640) aufgenommen, die iiber spezifi-
sche Kameraaufsitze (gebaut von der Feinmechanik-Werkstatt des Instituts fiir Zoologie
der Universitdt Bonn) in den optischen Strahlengang des Binokulars (Wild M3B, Heer-
brugg Switzerland) oder des inversen Mikroskops (Zeiss IM 35 oder Leica DMRB/E)
integriert wurden. Fiir die Erstellung der schematischen Grafiken wurden die in den
Zeichnungen und Fotografien festgehaltenen Teilaspekte zu einer Gesamtiibersicht zu-
sammengefasst. Die schematischen Darstellungen wurden mit CorelDRAW 12 erstellt
und als Grafikdatei gespeichert. Die gezeigten Fotos wurden mit Adobe Photoshop Ele-

ments bearbeitet und als Bilddateien gespeichert.

2.6.2 Auswertung der elektrophysiologischen Daten

In der elektrophysiologischen Untersuchung wurde der Antennal- (AN), der Maxillar-
(MN) und der akzessorische Prothorakalnerv (PaN) bei allen drei Dipteren-Arten ana-

lysiert. Die in den Experimenten gesammelten Daten konnten gegliedert werden in:

e Identifikation von efferenten Bahnen und motorischen Einheiten,
o I[dentifikation der afferenten Bahnen,

e Rhythmusanalyse des fiktiven larvalen Fressverhaltens.

Der elektrophysiologische Nachweis der afferenten Bahnen, sowie die Identifikation der
unterschiedlichen motorischen Einheiten anhand einer Clusteranalyse beschrinkte sich

auf Calliphora vicina.

Identifikation der efferenten Bahnen und motorischen Einheiten

Fiir die Untersuchung der efferenten Bahnen wurden extrazelluldare Einzelableitungen
der Nerven und simultane intrazellulare Muskelableitungen durchgefiihrt. Der Nachweis
fiir die motorischen Bahnen in einem Nerv wurde durch 1:1 Korrelation zwischen den
Aktionspotentialen und den zugehorigen postsynaptischen Muskelpotentialen erbracht.
Zuséitzlich wurde die Latenz zwischen den Aktionspotentialen in der extrazelluldren Ab-
leitung und den abgeleiteten postsynaptischen Potentialen auf dem Muskel bestimmt.
Die Messung der Latenz wurde mit Spike2 durchgefiihrt und die Daten in SigmaPlot
Version 11 statistisch ausgewertet. Teilweise konnten die motorischen Bahnen nicht iiber
eine 1:1 Korrelation nachgewiesen werden. In solchen Féllen erfolgte der Nachweis der
motorischen Bahnen anhand von Lé&sionsexperimenten. Dazu wurde bei laufender si-

multaner Nerven- und Muskelableitung der Nerv anterior des Ableitorts durchtrennt, so
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dass beim Nachweis einer motorischen Bahn die Aktionspotentiale in der Nervenablei-
tung erhalten blieben, aber die postsynaptischen Potentiale der Muskeln durch die Léasion
eliminiert wurden. In den Lésionsexperimenten am Antennalnerv (AN) wurden die Léa-
sionen posterior der extrazelluldren Ableitung eingefiigt, weil die ipsi- und contralaterale
Innervation der Muskeln durch die entsprechenden Motorneurone nachgewiesen werden
sollte.

Die elektrophysiologischen Experimente wurden mit dem Programm Spike2 aufgezeich-
net. Die graphischen Darstellungen der Experimente wurden mit dem Programm Co-
relDRAW 12 bearbeitet.

Die Clusteranalyse der motorischen Einheiten der Nerven wurde mit den Softwarepro-
gramm Spike2 durchgefithrt. Im ersten Schritt des Verfahrens wurden die Originaldaten
einem ,Spike Sorting“ unterzogen. Dazu wurden die Aktionspotentiale in sogenann-
te ,,Wavemarks“ umgeschrieben und die ,Wavemarks®* mit &hnlicher Form und Am-
plitude einem gemeinsamen ,template* zugeordnet. Im zweiten Schritt wurde an der
,Wavemark“-Datei eine ,,Principal Component Analysis“ durchgefiihrt. Bei diesem Ana-
lyseverfahren werden aus den Daten, also den extrahierten Aktionspotentialen, die drei
signifikantesten, unabhingigen Hauptkomponenten mit der gréfiten Varianz berechnet
und fiir die drei-dimensionale Darstellung der Clusteranalyse genutzt. Darauf wurden

iiber den ,,K Means“-Algorithmus die extrahierten Aktionspotentiale ., geclustert®.

Identifikation der afferenten Bahnen

Die afferenten Bahnen wurden durch extrazelluldre Einzelableitungen des Nervs und
simultaner Reizung des entsprechenden sensorischen Organs nachgewiesen. Die zeitli-
che Korrelation zwischen Reizgebung und neuronaler Antwort des Sinnesorgans wurde
mit dem Softwareprogramm Spike2 gezeigt und aufgezeichnet. Die graphische Darstel-
lung der Ableitungen wurde mit dem Softwareprogramm CorelDRAW 12 bearbeitet
und als Grafikdatei gespeichert. Fiir die Charakterisierung der afferenten Einheit des
akzessorischen Prothorakalnervs von Calliphora vicina wurde eine Clusteranalyse, wie

im vorherigen Abschnitt beschrieben, durchgefiihrt.

Rhythmusanalyse des fiktiven larvalen Fressverhaltens

Bei der Rhythmusanalyse des fiktiven Fressverhaltens am isolierten zentralen Nerven-
system wurden die Dreifachableitungen des Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und des
akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) mit Spike2 analysiert. Ziel war es, die zeitliche
Beziehung der ,fiktiven Muskelkontraktionen/Bewegungen® zueinander in einem Pha-

sendiagramm darzustellen. Die ausgewerteten fiktiven Bewegungen waren:
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e Antennalnerv (AN):
— Cibariale Dilatormuskulatur (CDM),

e Maxillarnerv (MN):
— Mundhakenelevator (MHE),
— Mundhakendepressor (MHD),
— Labialretraktor (LR),

e Akzessorischer Prothorakalnerv (PaN):
— Dorsaler Protraktormuskel A (Prog,A),
— Mittlere Einheit (mE).

Fir die Auswertung war es notwendig, die neuronalen Rhythmen der verschiedenen ef-
ferenten Einheiten aus den Ableitungen zu extrahieren. Dazu wurden im ersten Schritt
die efferenten Einheiten anhand ihrer unterschiedlichen Amplituden (,,Spitze zu Spitze*-
Amplitude) sortiert. Fiir diesen Schritt wurde in den Ableitungen manuell ein ,, Trig-
gerlevel* gesetzt und alle Aktionspotentiale mit der entsprechenden Amplitude in einen
Ereigniskanal geschrieben.

Im Folgenden wurde mittels einer programm-internen Analysefunktion (,,Burstmake®)
die zeitliche Abfolge der Aktionspotentiale in Bursts umgeschrieben. Ein Burst kann de-
finiert werden als eine Serie von Aktionspotentialen, die ein Minimumintervall zwischen
zwei aufeinander folgenden Aktionspotentialen nicht iiberschreiten (siehe Abb. 2.11).
In der Analysefunktion wurde eine Serie von Aktionspotentialen als Burst deklariert
(bzw. ein Aktionspotential wurde einem Burst zugeordnet), wenn die Aktionspotentiale

folgende Bedingungen erfiillten:

1. das Intervall zwischen zwei aufeinander folgenden Aktionspotentialen war nicht

grofler als das definierte Minimumintervall,

2. die Anzahl der aufeinander folgenden Aktionspotentiale, deren Intervall nicht gro-
Ber ist als das Minimumintervall, muss grofler sein als die definierte Mindestan-

zahl von Aktionspotentialen fiir die Bildung eines Bursts.

Orientierungswerte fiir das Minimumintervall und die Mindestanzahl von Aktionspoten-
tialen in einem Burst wurden aus den extrazellularen Nervenableitungen, in denen die
unterschiedlichen efferenten Einheiten eindeutig bestimmt worden waren, gewonnen.

Die Bursts der efferenten Einheiten wurden in Hinblick auf folgende Werte in der Rhyth-

musanalyse vermessen (siche Abb. 2.12):
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Abb. 2.11: Parameter fiir die Bildung eines Bursts: Minimumintervall und Mindestanzahl von
Spikes (Aktionspotentiale).

e Burstanfang [s],

e Burstende [s],

e Burstdauer [s],

e Interburstdauer [s],

e Periodendauer [s,

e Spikeanzahl pro Brust [Anzahl],
e Burstfrequenz [Hz] und

e die Phasenbeziehung [normiert auf die Periodendauer der CDM-Einheit].

Fiir die Bestimmung der Phasenbeziehung wurden Burstanfang und -ende der anderen
Muskelgruppen auf die Periodendauer der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) nor-
miert, da die CDM im Mittel die lingste Periodendauer und die konstanteste neuronale
Aktivitdt der untersuchten efferenten Einheiten zeigte. Fiir einige motorische Einhei-
ten konnte die Spikeanzahl pro Burst und Burstfrequenz nicht berechnet werden, weil
die Aktionspotentiale sich in der Ableitung iiberlagerten und zum Teil aufsummierten.
Alle Werte fiir die Rhythmusanalyse des fiktiven Fressverhaltens wurden mit Spike2 be-
stimmt und mit SigmaPlot Version 11 statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt.
Die Tests auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test und Shapiro-Wilk-Test), die
im Rahmen der Rhythmusanalyse von Calliphora vicina durchgefithrt wurden, sind mit
dem Programm PASW Statistics 17 (Hersteller: SPSS Inc.) durchgefiihrt worden.

Fiir die Rhythmusanalyse des fiktiven Fressverhaltens bei Drosophila melanogaster mus-

ste aufgrund der teilweise schlechten Signal/Rausch-Verhéltnisse der Nervenableitungen
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Abb. 2.12: Graphische Darstellung der unterschiedlichen Werte, die im Rahmen der Rhythmu-
sanalyse fiir die motorischen Einheiten bestimmt wurden.

ein weiteres Analyseverfahren angewendet werden, um die Aktivitat der efferenten Ein-
heiten besser bestimmen zu kénnen. Es wurden sogenannte Hiillkurven erstellt, die dem
durchschnittlichen Trend der Aktivitdt der unterschiedlichen neuronalen Einheiten in
der extrazellularen Ableitung entsprachen. Fiir die Generierung einer Hiillkurve wurde
zuerst der Gleichspannungsanteil aus der Ableitung entfernt (siche Abb. 2.14A) und die
Ableitung gleichgerichtet (siehe Abb. 2.14B). Dabei wurde der negative Signalanteil in
einen positiven Anteil umgeschrieben. Abschliefend wurde das gleichgerichtete Signal
geglattet (sieche Abb. 2.14C). Als Glattungsalgorithmus wurde der ,Root Mean-Square*
verwendet. Der ,Root Mean-Square®“ ist das quadrierte und integrierte Signal der ex-
trazelluldren Ableitung iiber einen definierten Zeitabschnitt. Die generierte Hiillkurve
mittels ,,Root Mean-Square* représentiert die mittlere neuronale Aktivitdt der extrazel-
luldren Ableitung im gewéhlten Zeitfenster.

In der Rhythmusanalyse wurde der ,,Root Mean-Square“ jeweils iiber ein Zeitfenster von
20ms bestimmt, um den Informationsverlust durch den Glattungsalgorithmus minimal
zu halten. Die Hiillkurve wurde als zusétzliches Hilfsmittel genutzt, um die Aktivitat
eindeutiger detektieren zu kénnen. Die Hiillkurven wurden mit dem Softwareprogramm

Spike2 generiert.
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Abb. 2.13: Generierung einer Hiillkurve am Maxillarnerv (MN) von Drosophila melanogaster;
A Originalableitung des MN; B: gleichgerichtete Ableitung des MN; C: Hiillkurve der Ableitung
des MN durch den Glattungsalgorithmus ,,Root Mean Square®.

Abb. 2.14: Extrazellulire Ableitung des Maxillarnervs (MIN) von Drosophila melanogaster mit
Hullkurve (rot).






3 Ergebnisse

3.1 Verhalten

Im Focus der Verhaltensuntersuchung' stand die Analyse des méglichst unbeeinflussten,
larvalen Fressverhaltens von Calliphora vicina. Das Ziel war es, die sich rhythmisch
wiederholenden Bewegungskomponenten, die an der Nahrungsaufnahme beteiligt sind,
gegeneinander abzugrenzen. Zusétzlich wurde die Frequenz des Fressverhaltens erfasst,
um sie mit den Ergebnissen aus den Versuchen zum fiktiven Fressverhalten der Larven

zu vergleichen.

[1]

S

B =
E\x/

[3]

Abb. 3.1: Fresszyklus von Calliphora vicina; 1: Vorderen Segmente der Larve im relaxierten
Zustand; 2: Vorwértsbewegung der vorderen Segmente und des cephalopharyngealen Skeletts
(CPS) und verzogerte Elevation der Mundhaken; 3: Ventrale Neigung des CPS und Senken der
Mundhaken; 4: Zuriickziehen der vorderen Segmente bei gesenkten Mundhaken und Ubergang
in den relaxierten Zustand.

1 Die Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Axel Hinnemann und Fabian Paul im Rahmen eines
Blockpraktikums durchgefiihrt.
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Grundlegend besteht das larvale Fressverhalten der Dipteren aus rhythmischen Vorwérts-
und Riickwértsbewegungen des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) relativ zu den an-
terioren Segmenten der Larve sowie aus koordiniertem Heben und Senken der Mundha-
ken. Erganzend sind am Fressverhalten Pro- und Retraktion der Kérperwandsegmente
beteiligt. Die Verhaltensuntersuchung wurde an den Larven von Calliphora vicina in
der Fressphase durchgefiihrt. Die identifizierten rhythmischen Bewegungskomponenten
konnten in einem (Fress-) Zyklus dargestellt werden, der in vier Phasen gegliedert ist.
Jede Phase ist durch spezifische Bewegungen der Mundhaken und des CPS charakteri-
siert.

Als Ausgangsstadium des Fresszyklus wurde die Larve im relaxierten Zustand definiert
(sieche Abb. 3.1(1)).

In der zweiten Phase werden die thorakalen Segmente, in denen das CPS liegt, nach vor-
ne gestreckt. Simultan wird das CPS aus seiner Grundstellung nach anterior verschoben,
so dass es am Ende der Bewegung im pro- und mesothorakalen Segment positioniert ist.
Abgeschlossen wird die zweite Phase durch die zeitlich versetzte Elevation der Mundha-
ken (siehe Abb. 3.1(2)).

Zu Beginn der dritten Phase ist das CPS inklusive den beteiligten Segmenten maximal
nach anterior verschoben. Als Néchstes wird das CPS nach ventral geneigt, darauf folgt
das Absenken der Mundhaken. Die Bewegungsabfolge aus der ventralen Neigung des
CPS und dem verzogerten Senken der Mundhaken &hnelt einem Bagger der seine Schau-
fel in den Boden eingrabt (siche Abb. 3.1(3)).

Im Verlauf der vierten Phase wurde das CPS mit gesenkten Mundhaken zuriickgezogen.
Vollendet wurde der Fresszyklus durch die Relaxation der Mundhaken und Riickfithrung
des CPS in die Ausgangsposition (siehe Abb. 3.1(4)).

Wéhrend der dritten und vierten Phase des Fresszyklus wird die Nahrung in Richtung
Mundoffnung befordert und vermutlich tiber einen Pumpmechanismus, der im CPS lo-
kalisiert ist, aufgenommen. Die Tatsache, dass hungernde Larven in der Lage sind, in-
nerhalb von zwei bis drei Minuten ihren Kropf maximal zu fiillen, verdeutlicht die Ef-
fektivitiat dieser Form der Nahrungsaufnahme.

Das larvale Fressverhalten zeigt ein hohes Mafl an Variabilitat. Die Frequenz des Fres-
szyklus von Calliphora vicina schwankte zwischen ein bis drei Hz. Der Mittelwert lag
bei 2,1 Hz (Standardfehler: +£0,22Hz, N=14). Es wurde oft beobachtet, dass einige Fres-
szyklen mit energischen Bewegungen ausgefithrt wurden, gefolgt von mehreren Zyklen
mit weniger intensiven Bewegungskomponenten. Diese ,schabenden® Fressbewegungen
waren primér charakterisiert durch eine geringere Streckung der thorakalen Segmen-
te. Der Bewegungszyklus des Fressverhaltens wurde gelegentlich durch Suchbewegungen
unterbrochen, in denen die Larve mit ausgestreckten anterioren Segmenten und CPS

rhythmische Lateralbewegungen ausfiihrte, wobei sie wiederholt das Substrat mit den
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exponierten cephalen Loben beriihrte.

Das Fressverhalten von Drosophila virilis und melanogaster wurde nicht eingehend do-
kumentiert. Verhaltensbeobachtungen zeigten, dass die Bewegungen als auch deren zeit-
liches Muster wihrend des Fressverhaltens sehr dhnlich sind, aber die Frequenz deutlich
héher ist. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde der an Calliphora vicina entwickelte
Zyklus des Fressverhaltens auf Drosophila virilis und melanogaster unabhéngig von der

Frequenz tibertragen.
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3.2 Anatomie und Funktionsmorphologie

In diesem Kapitel werden Muskeln und Nerven beschrieben, die die charakteristischen
Bewegungskomponenten des larvalen Fressverhaltens von Calliphora vicina, Drosophila
virilis und Drosophila melanogaster realisieren.

Im ersten Teil werden die Muskeln, welche die Nahrungsaufnahme, die Rotation der
Mundhaken sowie die Neigung und Vorwartsbewegung des CPS realisieren, anatomisch
und funktionsmorphologisch beschrieben. Weil diese Muskeln spezifische, unabhéingige
Einzelbewegungen ausfiihren, wurden sie als ,,Schliissel-Muskeln* des Fressverhaltens de-
finiert.

Im zweiten Teil wird die Morphologie der Nerven, welche die “Schliissel-Muskeln* in-
nervieren, dargelegt. In der anatomischen Beschreibung wird das gesamte neuronale
Projektionsmuster der Nerven aufgezeigt.

Durch retrograde Fiillungen des Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und akzessorischen
Prothorakalnervs (PaN) wurden fiir Calliphora vicina die Position der Somata im zen-

tralen Nervensystem bestimmt, deren Axone durch diese Nerven verlaufen.

3.2.1 Anatomie und Funktionsmorphologie der pharyngealen und
akzessorischen pharyngealen Muskulatur

Bei den untersuchten Dipteren-Larven wurden Muskeln, die am cephalopharyngealen
Skelett (CPS) ansetzen, als pharyngeale Muskeln und Muskeln, die eine Ansatzstelle am
CPS und die andere an der Cuticula besitzen, als akzessorische pharyngeale Muskeln
definiert. Diese Muskelgruppen sind fiir viele der Bewegungskomponenten in den vier
Phasen des Fresszyklus (siehe Kapitel 3.1) verantwortlich. Sie werden im Folgenden
anatomisch und funktionsmorphologisch beschrieben.

In der anatomischen Untersuchung wurden die Muskelgruppen in ihrer Lénge und Breite

vermessen. Die Werte sind in Form einer Tabelle (siehe Tab.: 4.1) im Anhang aufgefiihrt.

3.2.1.1 Cibariale Dilatormuskulatur

Die cibariale Dilatormuskulatur (CDM) besteht bei den untersuchten Arten aus minde-
stens 13 paarigen Muskelbiindeln (siche Abb. 3.2). Die einzelnen Muskelfasern sind im
Innenraum des CPS lokalisiert und annahernd vertikal ausgerichtet. Sie inserieren an der
dorsalen Oberfliche des Oesophagus und den dorsalen Armen des CPS. Eine Kontrak-
tion der CDM fiihrt zu einer Volumenvergrofierung des cibarialen Teils des Oesophagus,
wodurch ein Unterdruck erzeugt wird, der bei ge6ffnetem Labium fliissige Nahrung ein-
saugt. Diese Form der Nahrungsaufnahme stellt einen Pumpmechanismus dar. Bei den
drei Arten sind der Aufbau und die Funktion der CDM weitgehend gleich. Die Anzahl

der paarigen Muskelbiindel der CDM unterscheidet sich zwischen den Arten. Die Larven
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von Calliphora vicina besitzen 13, Drosophila wvirilis 14 und Drosophila melanogaster
15 paarige Muskelbiindel. Des Weiteren war die Lange und Breite der Muskelbiindel
unterschiedlich (siehe Tab.: 4.1).

Al Bl C|

C. vicina: D. virilis: D.melanogaster:
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Abb. 3.2: Schematische Zeichnung (lateral Ansicht) der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM,
griin) von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster; die CDM ist im
Innenraum des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) lokalisiert und zwischen dem dorsalen Dach
des Oesophagus und dem dorsalem Arm des CPS aufgespannt; Kontraktion der CDM fiihrt
zu einer Volumenvergroflerung des Oesophagus, wodurch iiber den entstehenden Unterdruck
Nahrung eingesaugt wird.

3.2.1.2 Mundhakenelevator und Mundhakendepressor

Die Rotation der Mundhaken wird durch eine antagonistisch aufgebaute Muskulatur
bestehend aus den Mundhakenelevator (MHE) und Mundhakendepressor (MHD) be-
werkstelligt (siehe Abb. 3.3). Die MHE und MHD liegen lateral dem cephalopharynge-
alen Skelett (CPS) auf. Die posterioren Ansatzstellen der Mundhakenmuskulatur sind
am ventralen Arm des CPS lokalisiert. Der Insertionsbereich des MHE liegt dorsal, der
des MHD medial auf dem ventralen Arm. Die anteriore Ansatzstelle des MHE ist auf
der dorsalen Seite der Mundhakenbasis lokalisiert. Die Sehne der MHD ist mit dem
ventralen Teil der Mundhakenbasis verbunden. Beide anterioren Ansatzstellen sind ex-
ponierte sklerotisierte Strukturen der Mundhakenbasis. Der MHE auf einer Seite des
CPS setzt sich aus zwei Muskelbiindeln zusammen, wohingegen der MHD aus insgesamt
vier Muskelbiindeln pro Seite besteht. Eine Kontraktion des Depressorsystems bewirkt
ein Senken der Mundhaken, wohingegen eine Kontraktion des Elevators die Mundhaken
anhebt. Anatomisch und funktionsmorphologisch existierten keine grundlegenden Unter-
schiede zwischen der Muskulatur der Mundhaken der untersuchten Arten. Die Muskeln
unterschieden sich in der Grofle bei den untersuchten Dipteren-Larven (siche Tab.: 4.1,
Anhang).
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Abb. 3.3: Schematische Zeichnung (lateral Ansicht) der zwei Mundhakenelevator-Muskelbiindel
(MHE, hellblau) und vier Mundhakendepressor-Muskelbiindel (MHD, dunkelblau) von Calli-
phora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster; posterior setzt die Mundhakenmus-
kulatur am ventralen Arm des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) an; anterior ist der MHE mit
den dorsalen Bereich und MHD mit den ventralen Bereich der Mundhakenbasis iiber eine Sehne
verbunden; die antagonistisch aufgebaute Muskulatur bewirkt bei Kontraktion eine Rotation des
Mundhakens.

3.2.1.3 Labialretraktor

Der Labialretraktor (LR) ist ein paariger Muskel, der auf der ventralen Seite des cepha-
lopharyngealen Skeletts (CPS) im Bereich der pharyngealen Furchen (,pharyngealen
ridges*) aufliegt (siche Abb. 3.4). Die posteriore Ansatzstelle des LR setzt lateral unter-
halb der Ansatzstelle der Mundhakenmuskulatur am ventralen Arm des CPS an. Ante-
rior ist die Sehne des LR iiber eine komplexe sklerotisierte Struktur, die in Bindegewebe
eingebettet ist, mit dem Labium verbunden. Die Kontraktion des paarigen LR 6ffnet ver-
mutlich iiber einen Hebelmechanismus das unpaarige Labium. Die LR der untersuchten
Larven unterschieden sich in der Grofle, aber anatomisch und funktionell waren keine
Unterschiede feststellbar. Die Lange und Breite des LR konnte nur fiir Calliphora vicina
bestimmt werden (siehe Tab.: 4.1).

3.2.1.4 Dorsaler Protraktormuskel A

Der dorsale Protraktormuskel A (Prog,A) gehort zur Gruppe der Protraktoren, die fiir
die Vorwirtsbewegung und Neigung des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) verantwort-
lich sind (siehe Abb. 3.5). Insgesamt besteht diese Gruppe aus den dorsalen Protraktor-
muskeln A (Prog,A) und B (Prog,B) sowie dem ventralen Protraktor (Proyep:). Der
Prog,A ist wie die beiden anderen Muskeln paarig. Seine posteriore Ansatzstelle ist am
posterioren Ende des dorsalen Arms des CPS. Anterior inseriert der Prog,A den dorsalen

Bereich der Cuticula des Prothorax. Der Prog,A verlauft parallel zur Korperlangsachse.
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Abb. 3.4: Schematische Zeichnung (lateral Ansicht) des paarigen Labialretraktors (LR, gelb)
von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster; die posteriore Ansatzstelle
des LR liegt im unteren Bereich des ventralen Arms des cephalopharyngealen Skeletts (CPS);
die anteriore Ansatzstelle des LR ist ein sklerotisiertes Hebelsystem, das bei Kontraktion des LR
das unpaarige Labium o6ffnet.

Seine Kontraktion bewirkt eine Neigung des CPS nach ventral sowie eine Vorwértsbe-
wegung des CPS relativ zum Korper der Larve. Die grundlegenden anatomischen und
funktionsmorphologischen Eigenschaften des Prog,A von Calliphora vicina, Drosophi-
la virilis und Drosophila melanogaster sind sehr dhnlich. Allerdings unterscheidet sich
die GroBe des Muskels in den einzelnen Larven-Arten aufgrund der unterschiedlichen
Korpergrofie (siehe Tab.: 4.1).
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Abb. 3.5: Schematische Zeichnung (lateral Ansicht) des dorsalen Protraktormuskels A
(Prog,A, lila) von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster; Prog,A
setzt am posterioren Ende des dorsalen Arms des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) und
anterior der Cuticula des Prothorax an; eine Kontraktion des Prog,A fiihrt zu einer Vorwértsbe-

wegung und ventralen Neigung des CPS.
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3.2.2 Anatomie der pharyngealen Nerven

In der anatomischen Untersuchung wurden die sensorischen und motorischen Innerva-
tionsziele des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothora-
kalnervs (PaN) von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster
erfasst. Das Hauptziel war die Innervation der im letzten Kapitel beschriebenen Schliis-
selmuskulatur zu identifizieren, um auf Basis dieser anatomischen Kenntnisse die mo-
torischen Bahnen in elektrophysiologischen Experimenten nachzuweisen. Des Weiteren
war von Interesse, in wie weit die Innervationsschemata des AN, des MN und des PaN
der untersuchten Arten aufgrund der phylogenetischen Verwandtschaft sich &hneln bzw.
welche anatomischen Unterschiede zwischen den Arten vorhanden sind. Denn eine anato-
mische Ubereinstimmung der Nerven wiirde die Ubertragung der elektrophysiologischen
Methoden von Calliphora- auf Drosophila-Larven absichern.

Diese anatomische Untersuchung wurden entwicklungsbiologische Aspekte nicht bertick-
sichtigt. Die Abzweigungen wurden ausgehend vom Ursprung des Nerves am zentralen
Nervensystem von anterior nach posterior mit réomischen Ziffern und weitere Verzwei-
gungen mit Kleinbuchstaben benannt.

Die anatomische Beschreibung des AN, des MN und des PaN gliedert sich in zwei Ab-

schnitte:

e Allgemeines Innervationsschema, -
Im ersten Abschnitt werden die grundlegenden Projektionsmuster der Nerven und
deren anatomischen Merkmale beschrieben, die in den drei Dipteren-Arten iiber-

einstimmen.

e Artspezifisches Innervationsschema, -
Im zweiten Abschnitt werden die morphologischen Merkmale aufgezeigt, in denen

sich die drei Arten unterscheiden.

Im Rahmen der anatomischen Untersuchungen wurden der Durchmesser oder die Lange
und Breite der charakterisierten Strukturen des Nervensystems bestimmt. Die Werte fiir
die drei Arten sind tabellarisch im Anhang aufgefiihrt (siehe Tab.: 4.2).

3.2.2.1 Antennalnerv
Allgemeines Innervationsschema

Bei Calliphora vicina (siehe Abb. 3.6), Drosophila virilis (siehe Abb. 3.7) und Droso-
phila melanogaster (siehe Abb. 3.8) entspringt der paarige Antennalnerv (AN) anteri-
or aus dem zentralen Nervensystem, im Ubergangsbereich zwischen Gehirnhemisphire

und Suboesophagialganglion, und projiziert nach anterior in Richtung des cephalopha-
ryngealen Skeletts (CPS). Er endet im Ganglion (DOG) des Dorsalorgans (DO), das
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im cephalen Lobus lokalisiert ist. Die cephalen Loben sind eine paarige Struktur, die
antero-dorsal dem Pseudocephalon aufliegen und Sitz mehrerer exponierter Sinnesorgane
sind. Zu diesen gehort das Dorsalorgan (DO) mit dem dazugehérigen Ganglion. Das DO
enthélt unterschiedliche sensorische Rezeptoren, wobei die Hauptfunktion die Olfaktion
ist. Vom AN zweigt posterior vom CPS das Frontalkonnektiv (FK) ab, das lateral in die
frontale Nervenverbindung (FNV) miindet. Diese ist eine rhombische Struktur, die dorsal
dem Oesophagus (OE) aufliegt und innerhalb des CPS lokalisiert ist. Anterior entspringt
aus dem FNV der unpaarige Frontalnerv (FN), der innerhalb des CPS {iber bilaterale
feine Nervenaufzweigungen die cibariale Dilatormuskulatur (CDM) innerviert. Posterior
miindet der unpaarige rekurrente Nerv (RN) ins FNV. Der RN projiziert entlang des
Oesophagus durch das Foramen zwischen den Gehirnhemisphéren zum Hypocerebralgan-
glion (HCG), das iiber den Proventrikularnerv (PVN) mit dem Proventrikularganglion
(PVG) verbunden ist.

Artspezifisches Innervationsschema

Calliphora vicina: Zwischen dem Antennalnerv (AN) und dem Maxillarnerv (MN)
existiert posterior der frontalen Nervenverbindung (FNV) eine neuronale Anastomose
(A/AN-MN). Eine weitere neuronale Anastomose (A/AN-FK) besteht zwischen AN und
dem Frontalkonnektiv (FK). Der AN besitzt zwei Nervenabzweigungen (AN/I und II).
AN/T entspringt lateral von A/AN-FK aus dem AN und projiziert nach anterior entlang
der AuBenseite des cephalopharyngealen Skeletts (CPS), wo er sich in AN/Ia und AN/Ib
aufzweigt. AN/Ia und AN/Ib innervieren den Oesophagus, die physiologische Funktion
der Innervationen ist unbekannt. AN/II entspringt in direkter Umgebung zu AN/I und
innerviert eine Struktur im posterioren Bereich des ventralen Arms. Die Funktion die-
ser Struktur wurde nicht untersucht. Vom rekurrenten Nerv (RN), der iiber FNV und
FK mit dem AN verbunden ist, zweigt posterior des FNV der Kropfnerv (KN) ab, der

vermutlich Streckrezeptoren des Kropfes (K) innerviert.

Drosophila virilis: Tm Gegensatz zu Calliphora vicina besitzt der AN von Drosophila
virilis keine weiteren Nervenabzweigungen bis auf das FK und keine neuronale Anasto-
mose zum MN. Hingegen weist das FK zwei Nervenabzweigungen (FK/I und II) auf.
FK/I entspringt in unmittelbarer Umgebung der neuronalen Anastomose zwischen dem
FK und MN (A/FK-MN) und endet am ventralen Arm. Die physiologische Funktion von
FK/I ist nicht untersucht. Lateral der FNV entspringt FK/II, dessen Innervationsziel in
der anatomischen Untersuchung nicht bestimmt werden konnte. Bei Drosophila virilis
existiert, wie bei Calliphora vicina, eine neuronale Anastomose zwischen dem AN und

FK (A/AN-FK), die lateral auf Hohe der FNV liegt.



56 3 Ergebnisse

Drosophila melanogaster: Der AN von Drosophila melanogaster besitzt auler den FK
keine weiteren Nervenabzweigungen. Das FK besitzt drei Nervenabzweigungen (FK/I-
III). FK/I entspringt, wie bei Drosophila virilis, in der Umgebung der neuronalen Ana-
stomose zwischen dem FK und dem MN (A/FK-MN) und innerviert eine Struktur am
ventralen Arm. Welche Funktion das Innervationsziel hat, ist unbekannt. FK/II inner-
viert den Oesophagus. FK/IIIa und b entspringen lateral zur FNV aus dem FK und
projizieren nach anterior. In ihrem Verlauf fusionieren beide Nerveniste (FK/IIla und
b) zum FK/III, der den Oesophagus innerviert. Die physiologische Funktion der oesopha-
gialen Innervationen durch den FK sind nicht untersucht worden. Zwei feine Nervenéste
entspringen aus FK/IIla und FK/IIIb. Die Innervationsziele der Nerveniste konnten
nicht bestimmt werden. Im Gegensatz zu Calliphora vicina und Drosophila virilis ist ei-
ne neuronale Anastomose zwischen dem AN und dem FK (A/AN-FK) nicht vorhanden.
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Abb. 3.6: Antennalnerv (AN) von Calliphora vicina; A: Lateral Ansicht des AN; B: Dorsal Ansicht des AN; C: Schematische Darstellung des neuronalen
Verzweigungsmusters des AN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Rechtecke
mit Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert); verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, AN/I und II - Erste und zweite Abzweigung des Antennalnervs,
A /AN-FK - Neuronale Anastomose des Antennalnervs und Frontalkonnektivs, A/AN-MN - Neuronale Anastomose zwischen Antennal- und Maxillarnerv, CDM
- Cibariale Dilatormuskulatur, CPS - Cephalopharyngeales Skelett, DO - Dorsalorgan, DOG - Dorsalorganganglion, FK - Frontalkonnektiv, FN - Frontalnerv,

FNYV - Frontale Nervenverbindung, K - Kropf, KN - Kropfnerv, MN - Maxillarnerv, OE - Oesophagus, RN - Rekurrenter Nerv.
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Abb. 3.7: Antennalnerv (AN) von Drosophila virilis; A: Lateral Ansicht des AN; B: Dorsal Ansicht des AN; C: Schematische Darstellung des neuronalen
Verzweigungsmusters des AN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Rechtecke
mit Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert, unbekannte neuronale Projektionen (Fragezeichen)); verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, A/AN-FK -
Neuronale Anastomose des Antennalnervs und Frontalkonnektivs, A /FK-MN - Neuronale Anastomose des Frontalkonnektivs und Maxillarnervs, CDM - Cibariale
Dilatormuskulatur, CPS - Cephalopharyngeales Skelett, DO - Dorsalorgan, DOG - Dorsalorganganglion, FK - Frontalkonnektiv, FK /I und II - Erste und zweite
Abzweigung des Frontalkonnektivs, FN - Frontalnerv, FNV - Frontale Nervenverbindung, MN - Maxillarnerv, OE - Oesophagus, RN - Rekurrenter Nerv.
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Abb. 3.8: Antennalnerv (AN) von Drosophila melanogaster; A: Lateral Ansicht des AN; B: Dorsal Ansicht des AN; C: Schematische Darstellung des neuronalen
Verzweigungsmusters des AN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Rechtecke
mit Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert, unbekannte neuronale Projektionen (Fragezeichen)); verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, A /FK-MN
- Neuronale Anastomose des Frontalkonnektivs und Maxillarnervs, CDM - Cibariale Dilatormuskulatur, CPS - Cephalopharyngeales Skelett, DO - Dorsalorgan,
DOG - Dorsalorganganglion, FK - Frontalkonnektiv, FK/I bis III - Erste bis dritte Abzweigung des Frontalkonnektivs, FN - Frontalnerv, FNV - Frontale
Nervenverbindung, MIN - Maxillarnerv, OE - Oesophagus, RN - Rekurrenter Nerv.
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3.2.2.2 Maxillarnerv
Allgemeines Innervationsschema

Der paarige Maxillarnerv (MN; Calliphora vicina: Abb. 3.9, Drosophila virilis: Abb. 3.10
und Drosophila melanogaster: Abb. 3.11) entspringt ventral zum Antennalnerv (AN) aus
dem suboesophagialen Bereich des zentralen Nervensystems. Er projiziert nach anterior
entlang des cephalopharyngealen Skeletts (CPS), wobei er durch die Spaltraume zwi-
schen den Muskelbiindeln der Mundhakenmuskulatur verlauft. Der MN endet im Gan-
glion (TOG) des Terminalorgans (TO), das auf dem cephalen Lobus positioniert ist. Das
TO setzt sich aus sensorischen Rezeptoren unterschiedlicher Modalitdt zusammen. Der
MN besitzt bis zu sechs Nervenabzweigungen, die motorische und sensorische Strukturen
der Larven-Arten innervieren. Die motorischen Ziele des MN sind die Mundhakenmusku-
latur (MHD und MHE) und der Labialretraktor (LR). Die sensorischen Innervationsziele
sind das TO, das Ventralorgan (VO) und das Labialorgan (LO). Das VO ist ventral am
cuticuliren Ubergang zwischen den cephalen Loben und dem Pseudocephalon der Larven

lokalisiert. Das LO liegt lateral des unpaarigen Labiums.

Artspezifisches Innervationsschema

Calliphora vicina: Der Maxillarnerv (MN) besitzt eine neuronale Anastomose (A/MN-
AN) mit dem Antennalnerv (AN). Insgesamt hat der MN sechs Nervenabzweigungen
(MN/I-VI). MN/I entspringt direkt neben der A/MN-AN und innerviert eine Struktur
im posterioren Bereich des ventralen Arms. MN/II projiziert nach anterior und ver-
lauft zwischen der Mundhakenmuskulatur entlang der Auflenseite des cephalopharynge-
alen Skeletts (CPS). In seinem Verlauf zweigt sich der MN/II in drei feine Nervenaste
(MN/IIa-c) auf. MN/IIa innerviert ein Muskelbiindel des Mundhakenelevators (MHE),
MN/IIb innerviert das Labialorgan (LO) und MN/IIc projiziert auf den Labialretraktor
(LR) und ein Muskelbiindel des MHE. MN/III projiziert nach anterior und innerviert
das &uflere paarige Muskelbiindel des Mundhakendepressors (MHD). Auf gleicher Hohe
wie MN/III zweigt MN/IV vom MN ab, der auf eines der inneren Muskelbiindel des
MHD projiziert. MN/V verlauft nach anterior und innerviert das innere paarige Muskel-
biindel des MHD. MN/VI entspringt posterior zur Innervation des TOG aus dem MN

und projiziert zum Ganglion des VO.

Drosophila virilis:  Der MN besitzt posterior zum CPS eine neuronale Anastomose zum
FK (A/MN-FK). Unterhalb des CPS zweigt vom MN zwei feine Nerven, MN/I und
MN/II, ab. MN/I verlduft aulen am CPS entlang nach anterior und innerviert tiber drei
feine Nervenéste das innere paarige Muskelbiindel des MHD (MN/Ia-c) sowie iber einen
weiteren Nervenast den LR (MN/Id). MN/II hat einen dhnlichen Verlauf. Er innerviert
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neben einem inneren Muskelbiindel des MHD das LO. Anterior von MN/II innerviert
der MN {ber zwei feine neuronale Projektionen die duflere Muskelgruppe des MHD.
Ungeféhr auf Hohe der dorsalen Briicke des CPS entspringt MN/III aus den MN und
innerviert den MHE. Eine Innervation des Ventralorganganglions durch den MN konnte

nicht identifiziert werden.

Drosophila melanogaster: Posterior zum CPS hat der MN eine neuronale Verbindung
(A/MN-FK) zum FK. Der MN von Drosophila melanogaster besitzt drei neuronale Ver-
zweigungen (MN/I bis MN/III). MN/I und MN/II entspringen auf Héhe des ventralen
Arms des CPS aus dem MN. Die erste Abzweigung des MN (MN/I) innerviert {iber
feine neuronale Projektionen einen der inneren Muskelbiindel des MHD und den LR.
Der weitere Verlauf des MN/I konnte nicht anatomisch bestimmt werden. MN/II ver-
lauft anterior entlang der Auflenseite des CPS und innerviert {iber feine Nervenéste den
MHE und das LO. Die dritte Abzweigung des MN (MN/III), dessen komplettes Pro-
jektionsmuster nicht identifiziert werden konnten, innerviert {iber einen feinen Seitenast
ein Muskelbiindel des MHD. Das &duflere, paarige Muskelbiindel des MHD wird iiber
zwei feine neuronale Projektionen des MN direkt innerviert. Die Projektionen auf einen

inneren Muskel des MHD und das VO konnten nicht anatomisch bestimmt werden.
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Abb. 3.9: Maxillarnerv (MN) von Calliphora vicina; A: Lateral Ansicht des MN; B: Dorsal Ansicht des MN; C: Schematische Darstellung des Projektionsmusters
des MN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Rechtecke mit Fragezeichen),
alle Innervationsziele sind farbcodiert); verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, A/MN-AN - Neuronale Anastomose des Maxillar- und Antennalnervs, LO -
Labialorgan, LR - Labialretraktor, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakenelevator, MH - Mundhaken, MIN - Maxillarnerv, MN /I bis VI - Erste bis
sechste Abzweigung des Maxillarnervs, TO - Terminalorgan, TOG - Terminalorganganglion, VO - Ventralorgan.
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Drosophila virilis
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Abb. 3.10: Maxillarnerv (MN) von Drosophila wirilis; A: Lateral Ansicht des MN; B: Dorsal Ansicht des MN; C: Schematische Darstellung des Projekti-
onsmusters des MN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Rechtecke mit
Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert, unbekannte neuronale Projektionen (Fragezeichen)); verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, A/MN-FK -
Neuronale Anastomose des Maxillarnervs und Frontalkonnektivs, LO - Labialorgan, LR - Labialretraktor, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakeneleva-
tor, MH - Mundhaken, MN - Maxillarnerv, MIN /I bis III - Erste bis dritte Abzweigung des Maxillarnervs, TO - Terminalorgan, TOG - Terminalorganganglion,
VO - Ventralorgan.
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Abb. 3.11: Maxillarnerv(MN) von Drosophila melanogaster; A: Lateral Ansicht des MN; B: Dorsal Ansicht des MN; C: Schematische Darstellung des Pro-
jektionsmusters des MN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Rechtecke mit
Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert, unbekannte neuronale Projektionen (Fragezeichen)); verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, A/MN-FK -
Neuronale Anastomose des Maxillarnervs und Frontalkonnektivs, LO - Labialorgan, LR - Labialretraktor, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakeneleva-
tor, MH - Mundhaken, MN - Maxillarnerv, MIN /I bis III - Erste bis dritte Abzweigung des Maxillarnervs, TO - Terminalorgan, TOG - Terminalorganganglion,

VO - Ventralorgan.
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3.2.2.3 Akzessorischer Prothorakalnerv
Allgemeines Innervationsschema

Der akzessorische Prothorakalnerv (PaN; Calliphora vicina: Abb. 3.12, Drosophila vi-
rilis: Abb. 3.13 und Drosophila melanogaster: Abb. 3.14), benannt nach Ludwig [1949]
und Nissel & Cantera [1985], entspringt lateral aus dem suboesophagialen Bereich des
zentralen Nervensystems und projiziert nach anterior in den Prothorax. Bei allen drei
Arten existiert die Nervenabzweigung, PaN/I, die posterior zum CPS die Aorta inner-
viert. Die Aorta ist tiber die Ringdriise mit dem kontraktilen Herz(-schlauch) verbunden.
Sie endet offen im Innenraum des CPS. Der PaN innerviert iiber bis zu fiinf Projektionen
zwei der CPS-Protraktoren, den dorsalen Protraktor A (Prog,A) und B (Prog,B). Beide
Muskeln gehoren zur akzessorischen pharyngealen Muskulatur. Das einzige potentielle
sensorische Innervationsziel des PaN ist das Bolwigorgan (BO). Das BO besteht aus bis
zu 12 photosensitiven Rezeptoren, die iiber den optischen Nerv (Bolwignerv) mit dem
zentralen Nervensystem verbunden sind. Es bildet das Lichtsinnesorgan der Larve, das
fiir das phototaxische Verhalten verantwortlich ist.

Der PaN besitzt eine neuronale Anastomose (A/PaN-PN) zum Prothorakalnerv (PN),
die bei allen untersuchten Dipteren-Larven vorhanden ist, aber an unterschiedlichen Stel-
len aus dem PaN entspringt. Der PN entspringt ventral aus dem zentralen Nervensystem
und innerviert hauptséchlich die Kérperwandmuskulatur des Prothorax, aber vermutlich
auch sensorische Strukturen in der Cuticula. Das Projektionsmuster des PN war nicht

Gegenstand der anatomischen Untersuchung.

Artspezifisches Innervationsschema

Calliphora vicina: FEntlang des CPS entspringen mehrere feine Projektionen aus dem
PaN, die zuerst den Prog,B und dann den Prog,A innervieren. Elektrophysiologische
Experimente zeigten jedoch, dass der Prog,B durch den PN, wohingegen der Prog,A
durch den PaN innerviert wird (siehe Kapitel 3.3.1.3). Basierend auf diesen Ergebnissen
gehort der Nervenabschnitt zwischen PaN und PN physiologisch betrachtet zu beiden
Nerven (PaN-PN). Aus diesem Nervenabschnitt entspringt der PaN/II und innerviert
vermutlich das Bolwigorgan (BO). Das komplette anteriore Projektionsmuster des PaN

konnte in der anatomischen Untersuchung nicht geklart werden.

Drosophila virilis: Im Bereich des CPS entspringt eine Nervenabzweigung aus dem PaN
(PaN/II), die sich aufzweigt und sowohl den Prog,A, als auch den Prog,B innerviert. Im
Gegensatz zu den anatomischen Verhéltnissen des PaN bei Calliphora vicina wird das

BO bei Drosophila virilis vom PaN und nicht von einem Seitenast innerviert.
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Drosophila melanogaster: Insgesamt besitzt der PaN von Drosophila melanogaster
drei Nervenabzweigungen (PaN/I bis PaN/III). Neben PaN/I miinden auf Hohe des
CPS die zwei anderen Seitendste PaN/II und PaN/III aus dem PaN. PaN/II besitzt
ein dhnliches neuronales Verzweigungsmuster wie der PaN von Drosophila virilis und
innerviert den Prog,A und Prog,B. Anterior zur neuronalen Anastomose von PaN und
PN entspringt der Seitenast PaN/IIT aus dem Nerv. Der neuronale Verlauf und die In-

nervationsziele des PaN/III konnte in der anatomischen Studie nicht aufgeklart werden.
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Abb. 3.12: Akzessorischer Prothorakalnerv (PaN) von Calliphora vicina; A: Lateral Ansicht des PaN; B: Dorsal Ansicht des PaN; C: Schematische Darstel-
lung des Verzweigungsmusters des PaN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion
(Rechtecke mit Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert, unbekannte neuronale Projektionen (Fragezeichen)); verwendete Abk.: A - Aorta, A /PaN-PN
- Neuronale Anastomose des akzessorischen Prothorakal- und Prothorakalnervs, BO - Bolwigorgan, PalN - Akzessorischer Prothorakalnerv, PaN-PN - neurona-
ler Bereich des akzessorischen Prothorakal- und Prothorakalnervs, PaN/I und II - Erste und zweite Abzweigung des akzessorischen Prothorakalnervs, PN -

Prothorakalnerv, Prog,A - Dorsaler Protraktormuskel A, Prog,B - Dorsaler Protraktormuskel B.
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Abb. 3.13: Akzessorischer Prothorakalnerv (PaN) von Drosophila virilis; A: Lateral Ansicht des PaN; B: Dorsal Ansicht des PaN; C: Schematische Darstellung
des Verzweigungsmusters des PaN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter Funktion (Recht-
ecke mit Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert); verwendete Abk.: A - Aorta, BO - Bolwigorgan, PaN - Akzessorischer Prothorakalnerv, PaN-PN
- neuronaler Bereich des akzessorischen Prothorakal- und Prothorakalnervs, PalN/I und II - Erste und zweite Abzweigung des akzessorischen Prothorakalnervs,

PN - Prothorakalnerv, Prog, A - Dorsaler Protraktormuskel A, Progy,B - Dorsaler Protraktormuskel B.
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Abb. 3.14: Akzessorischer Prothorakalnerv (PaN) von Drosophila melanogaster;; A: Lateral Ansicht des PaN; B: Dorsal Ansicht des PaN; C: Schematische
Darstellung des Verzweigungsmusters des PaN (motorische Innervationsziele (Balken), sensorische Innervationsziele (Kreise), Innervationsziele mit unbekannter
Funktion (Rechtecke mit Fragezeichen), alle Innervationsziele sind farbcodiert); verwendete Abk.: A - Aorta, BO - Bolwigorgan, PaN - Akzessorischer Prothora-
kalnerv, PaN-PN - neuronaler Bereich des akzessorischen Prothorakal- und Prothorakalnervs, PaN /I bis III - Erste bis dritte Abzweigung des akzessorischen

Prothorakalnervs, PN - Prothorakalnerv, Prog,A - Dorsaler Protraktormuskel A, Prog,B - Dorsaler Protraktormuskel B.
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3.2.3 Retrograde axonale Fiillung der Nerven von Calliphora vicina

Bei den L3-Larven von Calliphora vicina wurden retrograde axonale Fiillungen mit Ko-
baltchlorid (CoCl) oder Kobalt-Lysin (CoLy) des Antennal- (AN), des Frontal- (FN)),
des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) durchgefithrt, um
die ungefdhre Position der Somata im zentralen Nervensystem zu bestimmen und erste
Aufschliisse liber die zentralen Projektionsmuster der entsprechenden Nerven zu erhal-
ten.

Die Bestimmung der relativen Position der Somata im zentralen Nervensystem, bzw.
Suboesophagialganglion, wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, eventuell in weiterfiihrenden
Untersuchungen die Somata intrazellular abzuleiten. Die dendritischen Projektionen der
Somata sollten Hinweise iiber potentielle neuronale Interaktionen zwischen den verschie-
den sensorischen oder motorischen Subsystemen liefern.

Im Fall der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) konnten die Somata der Motorneurone
selektiv liber retrograde Fiillung des FN bestimmt werden. Bei den Fiillungen des MN
und des PaN wurde jeweils der gesamte Nerv gefiillt, weshalb keine Aussage getroffen
werden konnte, ob die Somata von motorischen oder sensorischen Neuronen angefirbt

wurden.

3.2.3.1 Antennal- und Frontalnerv

Die retrograde axonale Fiillungen des rechten und linken Antennalnervs (AN) von Calli-
phora vicina (siehe Abb. 3.15B) zeigten zwei symmetrisch angeordnete Zellverbéande, die
lateral zu den Eintrittsstellen der AN im suboesophagialen Bereich liegen. Latero-distal
zu den beiden Zellgruppen sind verstreut einige Somata zu erkennen, die im Suboe-
sophagialganglion lokalisiert sind. Insgesamt wurden bis zu 24 Somata angefirbt. Der
Durchmesser der Zellkorper variierte zwischen 10 und 20pm. Zwischen den linken und
rechten Zellverband erstreckt sich eine dendritische, u-férmige Struktur. Des Weiteren
projizieren dendritische Strukturen vom Zellverband parallel zur Mittellinie posterior
durch das Suboesophagialganglion in Richtung des Ventralganglions. Die dendritischen
Projektionen haben eine s-formige Struktur, die sich im Verlauf der Mittellinie des zen-
tralen Nervensystems annéhert. Sie lassen keine Kreuzungspunkte zwischen den nach
posterior verlaufenden dendritischen Projektion erkennen.

Fir die selektive Lokalisation der Motorneurone der CDM wurde der unpaarige Fron-
talnerv (FN), der nur die Axone der CDM-Motorneurone enthélt, retrograd gefiillt. Die
Fiillungen des FN bei Calliphora vicina (siche Abb. 3.15C) zeigten zwei Zellverbénde.
Die Position der Somata im Zellverband, die durch eine Fiillung des FN angefirbt wur-
den, ist mit denen der Fiillungen des AN iibereinstimmend. Die identifizierten Zellcluster

bestanden aus ungefdhr 7-8 Zellen. Bei den Fiillungen des FN wurden keine Strukturen,
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die den dendritischen Projektionen der Somata bei axonaler Fiillung des AN entsprechen,
gefiillt.
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Abb. 3.15: Retrograde axonale Fiillung beider Antennal- (AN) und des Frontalnervs (FIN)
von Calliphora vicina; A: Versuchsaufbau; B: Zwei symmetrisch angeordnete Zellverbénde und
dendritische Projektionen wurden bei Fiillung beider AN angefiarbt; die schematische Zeichnung
verdeutlicht die Lage der dendritischen Projektionen (grau und dunkelgraue Linien) und der So-
mata (schwarze Kreise); aus Griinden der Vergleichbarkeit wurden die Somata der retrograden
axonalen Fiillung des FN (Abb. 3.15C) auch in der schematischen Darstellung von Abb. 3.15B
eingezeichnet; C: Bei Fiillung des unpaarigen FN wurde eine Teilmenge der Somata des Zellver-
bandes (gezeigt in Abb. 3.15B) angefiarbt. Diese Neurone projizieren durch den AN in den FN
und innervieren die cibariale Dilatormuskulatur (CDM); die schematische Darstellung zeigt die

relative Lage der Somata (rote Kreise).

3.2.3.2 Maxillarnerv

Bei den retrograden Fiillungen des linken oder rechten Maxillarnervs (MN) von Calli-

phora vicina wurden unterschiedliche neuronale Strukturen im Suboesophagialganglion
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lateral

:

Abb. 3.16: Retrograde Fiillung eines Maxillarnervs (MN) von Calliphora vicina, insgesamt
konnten 13-21 Somata gefarbt werden; A: Versuchsaufbau; B: Ein grofier Zellverband (8-10 So-
mata) liegt direkt an der Eintrittstelle des MN in das Suboesophagialganglion und ein kleiner
Zellverband (3-4 Somata) liegt latero-distal; C: Zu erkennen sind Nervenfortsitze mit anterio-
lateral gelegenen Somata und posterior liegen Somata zwischen den neuronalen Projektionen;
die enthaltene schematische Darstellung verdeutlicht die relative Position der angefdrbten Ner-
venfortsitze (grau und dunkelgrau Linien) und der Somata (Abb. 3.16A - schwarze Kreise, Abb.
3.16B - hellgraue Kreise) im zentralen Nervensystem; die rot gestrichelte Box symbolisiert den
Fotoausschnitt in Abb. 3.16B und die griin gestrichelte Box symbolisiert den Fotoausschnitt in
Abb. 3.16C.
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markiert, welche die Gesamtheit der motorischen und sensorischen Neurone, die durch
den MN projizieren, représentiert. In Abb. 3.16B ist posterio-lateral zur Eintrittsstelle
des MN ins Suboesophagialganglion ein grofler Zellverband, bestehend aus acht bis zehn
Zellkorpern, zu erkennen. Ein weiteres, kleineres Zellcluster aus drei bis vier Zellen liegt
latero-distal. Ausgehend vom groflen Zellverband sind Nervenfortsidtze sichtbar, die in
einem Bogen nach lateral in Richtung der Mittellinie des Ganglions ziehen.

In Abb. 3.16C sind neuronale Projektionen zu erkennen, die aus dem linken Maxillarnerv
entspringen und parallel zur Léngsachse des zentralen Nervensystems posterior in Rich-
tung des Ventralganglions ziehen. Die Projektionen besitzen einen s-férmigen Verlauf,
der sich der Langsachse des zentralen Nervensystems anndhert. Im anterioren Bereich
sind mehrere Somata sichtbar, wohingegen im posterioren Bereich die Somata zwischen
den neuronalen Projektionen lokalisiert sind.

Insgesamt konnten bei den retrograden axonalen Fiillungen des linken oder rechten MIN
von Calliphora vicina 13 bis 21 Somata identifiziert werden. Die Zellkérper hatten einen
Durchmesser von 10 bis 20pum. Aufgrund der Fiillung des gesamten MN kann keine Aus-
sage getroffen werden, ob die angefarbten Somata sensorische oder motorische Neurone

reprasentieren.

3.2.3.3 Akzessorischer Prothorakalnerv

Die retrograden Fiillungen der akzessorischen Prothorakalnerven? (PaN) von Calliphora
vicina (sieche Abb. 3.17B) zeigten 3-4 grofile Somata, die medio-lateral im Suboesopha-
gialganglion positioniert waren. Diese Zellkorper besaflen einen Durchmesser von 12 bis
16pm. Die dendritischen Projektionen der Somata hatten eine anterio-posteriore Orien-
tierung durch das Suboesophagialganglion und lagen lateral der angefarbten Zellkorper.
Entlang der Léngsachse des Suboesophagialganglions waren weitere kleinere Somata
(Anzahl: ~ 3 bis 4) angefirbt worden, die einen Durchmesser von 8 bis 10um hatten. In
direkter Umgebung zu den Somata waren vereinzelt neuronale Verzweigungen zu erken-

nen, die von anterior nach posterior durch das Suboesophagialganglion projizierten.

2 Die retrograden Fiillungen des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) wurden in Zusammenarbeit
mit Dipl. Biol. Ulrike Siebenaller erstellt.
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Abb. 3.17: Retrograde Fiillung des rechten und linken akzessorischen Prothorakalnervs (PalN)
von Calliphora vicina; A: Versuchsaufbau; B: auf dem Fotoausschnitt (angefertigt von U. Sieben-
aller) sind 3-4 grofie Somata medio-lateral im Suboesophagialganglion und 3-4 kleinere Somata
entlang der Mittellinie des zentralen Nervensystems zu erkennen; neuronalen Projektionen weisen
von anterior nach posterior und sind medial als auch lateral im Suboesophagialganglion vorhan-
den; die schematische Darstellung zeigt die relative Lage der neuronalen Projektionen (graue und
dunkelgraue Linien) und der angeférbten Somata (schwarze Kreise).
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3.2.4 Immunhistologie - hugin-Neurone und deren Projektionen bei
Calliphora vicina

Die Somata im Suboesophagialganglion von Calliphora vicina, die durch die retrograde
Fiillung des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) mit Kobaltchlorid angefirbt wurden,
dhneln in ihrer Lage und im Projektionsschema den hugin-Neuronen von Drosophila me-
lanogaster, die in molekularbiologischen Untersuchungen nachgewiesen wurden [Melcher
& Pankratz, 2005]. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wurde versucht, durch eine Antikér-
perfiarbung® hugin-exprimierende Neurone im zentralen Nervensystem von Calliphora
vicina und deren Projektionen durch den PaN nachzuweisen.

Die Abb. 3.18A zeigt 12 bis 14 hugin-positive Somata im Suboesophagialganglion von
Calliphora vicina, die lateral zur medialen Léngsachse des zentralen Nervensystems ange-
ordnet sind. Die Projektionen von hugin-positiven Neurone ziehen in Form einer Schleife
posterio-lateral durch das Suboesophagialganglion und verlassen das zentrale Nervensy-
stem durch den PaN.

Die neuronalen Fortsétze der hugin-positiven Neurone im PaN ziehen nach anterior late-
ral entlang des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) (siehe Abb. 3.18B). Die Projektionen
enden zwischen den Mundhaken und der dorsalen Briicke des CPS. Dies deutet darauf-
hin, dass die Fortsiatze der hugin-positiven Neurone durch den PaN, {iber die neuronale
Verbindung zwischen PaN und Prothorakalnerv (PN), in den PN projizieren. Das Inner-
vationsziel der hugin-positiven Neurone konnte anhand der Antikérperfarbungen nicht
bestimmt werden. Vermutlich innervieren sie einen Muskel des Prothorax von Calliphora

vicina.

3 Die Antikorperfarbungen wurden in Zusammenarbeit mit Riidiger Bader vom Institut fiir molekulare
Biomedizin (LIMES-Institut) der Universitdt Bonn durchgefiihrt.
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Abb. 3.18: Immunhistologischer Nachweis des Neuropeptids hugin im zentralen Nervensystem und akzessorischen Prothorakalnerv (PalN)
von Calliphora vicina; hugin-positive neuronale Strukturen fluoreszieren griin, Neuropil des Nervensystems (unspezifisch) fluoresziert rot A:
Ventral Ansicht des zentralen Nervensystems; 12 bis 14 hugin-positive Neurone sind im Suboesophagialganglion zu erkennen, hugin-positive
Neurone besitzen Projektionen, die in den PaN ziehen; B: Lateral Ansicht des cephalopharyngealen Skeletts (CPS), die Fortsétze der

hugin-positiven Neurone projizieren entlang des CPS nach anterior (Fotografien sind in Kooperation mit R. Bader erstellt worden).
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3.3 Elektrophysiologie

In der elektrophysiologischen Untersuchung der L3-Larven von Calliphora vicina, Droso-
phila virilis und Drosophila melanogaster wurde das efferente (motorische) System des
Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN)
anhand von extrazellularen Nervenableitungen und intrazelluliren Muskelableitungen
charakterisiert.

Zuséatzlich wurde das afferente (sensorische) System der cephalen Loben als auch der
Schlund- und Kropfregion von Calliphora vicina mittels extrazellularer Nervenableitun-
gen untersucht. Im Vordergrund der Untersuchung stand der qualitativ Nachweis von
mechanorezeptiven Eigenschaften der cephalen Sinnesorgane (Dorsal- (DO), Ventral-
(VO), Terminal- (TO), Labialorgan (LO)) und der Nachweis von Streckrezeptoren in
der Kropfregion.

3.3.1 Efferenzen der Nerven von Calliphora vicina

Die elektrophysiologische Untersuchung der efferenten Bahnen des Antennal- (AN), des
Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calliphora vicina
hatte die Funktion, neurobiologische Informationen {iber das motorische System zu sam-
meln, die als Basis fiir entsprechende Untersuchungen an den L3-Larven von Drosophila
virilis und melanogaster dienen sollten.

Die Grundlage fiir die elektrophysiologische Untersuchung bildeten die anatomischen FEr-
kenntnisse iiber die Innervationsziele der Nerven. Die Experimente bestanden aus extra-
zelluldren Nervenableitungen zur Bestimmung der efferenten Einheiten. Durch simultane
intrazellulare Ableitungen der zugehorigen Muskulatur wurden die efferenten Einheiten

funktionell charakterisiert und die motorischen Bahnen in den Nerven nachgewiesen.

3.3.1.1 Antennalnerv und cibariale Dilatormuskulatur

Die anatomischen Ergebnisse (siehe Kapitel 3.2.2.1 und 3.2.3.1) deuten stark darauf hin,
dass die Motorneurone der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) im zentralen Nerven-
system lokalisiert sind und deren Axone tiber den Antennalnerv (AN), das Frontalkon-
nektiv (FK), die frontale Nervenverbindung (FNV) und den Frontalnerv (FN) die CDM
innervieren.

Erste Beobachtungen zeigten, dass bei Durchtrennung der AN die Kontraktionen der
CDM aufhérten und bei elektrischer Stimulation des AN Kontraktionen der CDM ausge-
16st werden konnten (siehe Abb. 3.19). Bei intrazelluldrer Ableitung einzelner Muskelfa-
sern der CDM konnten durch elektrische Stimulation des AN postsynaptische Potentiale
der CDM intrazellular abgeleitet werden, die eine Dauer von ~ 70ms hatten und eine
Amplitude von zwei bis fiinf mV (siche Abb. 3.19B) aufwiesen. Die elektrischen Stimuli
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Abb. 3.19: Elektrische Stimulation (Stim.) der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) von Cal-
liphora vicina; A: Zeichnung des Versuchsaufbaus (L - Lésion); elektrische Stimulation am An-
tennalnerv (AN) erfolgte zwischen dem zentralen Nervensystem und der frontalen Nervenver-
bindung (FNV) mit simultaner intrazellulirer Ableitung der CDM; der AN war in Richtung
des zentralen Nervensystems durchgetrennt worden; B: fiinf ibereinander gelegte postsynapti-
sche Potentiale der CDM auf einen identischen Stimulus sind dargestellt (* kennzeichnet das
Reizartefakt).

und die generierten postsynaptischen Potentiale korrelierten zeitlich miteinander. Die
Latenz zwischen Reizbeginn und postsynaptischen Muskelpotentialen betrug fiinf ms.
Die Amplituden der postsynaptischen Potentiale bei identischer elektrischer Stimulation
konnten variieren. Diese Ergebnisse belegen, dass die Axone der Motorneurone durch
den AN auf die CDM projizieren.

An in wvitro Nerv-Muskelpraparaten von Calliphora vicina wurden simultan beide AN
extrazellular und die CDM intrazelluldr abgeleitet. Wie in Abb. 3.20B zu sehen, zeigen
beide AN neuronale Aktivitdt in Form von synchronen Multiunitbursts. Diese Bursts
korrelieren zeitlich mit den postsynaptischen Muskelpotentialen auf der CDM.

Die Axone der CDM-Motorneurone eines AN innervieren ipsi- und contralateral die Mus-
kelbiindel der CDM. Dies wurde gezeigt, indem bei extrazelluliren Ableitungen beider
AN und simultaner intrazellularer Muskelableitung der ipsi- und contralateralen CDM
sukzessive die AN durchtrennt wurden (siehe Abb. 3.20C). Zu Beginn der Vierfachablei-
tung sind synchron auftretende Multiunitbursts in den AN als auch die korrelierenden
postsynaptischen Potentiale der ipsi- und contralateralen CDM zu erkennen. Darauf fol-
gend wurde der rechte AN anterior des zentralen Nervensystems durchtrennt. Resultie-
rend aus der Lésion ist keine neuronale Aktivitdt mehr im rechten AN zu erkennen, aber
die Aktivitdt im contralateralen AN und die postsynaptischen Potentiale beider CDM-
Muskelbiindel bleibt unbeeinflusst. Im néachsten Schritt wurde der linke AN durchtrennt,
wodurch die postsynaptischen Potentiale auf beiden Seiten der CDM eliminiert wurden.
Nach der zweiten Lésion ist keine Aktivitdt in den Muskeln der CDM erkennbar.

Die CDM besteht aus 13 paarigen Muskelbiindeln, die bilateral symmetrisch zwischen
Oesophagus und dorsalen Arm des CPS aufgespannt sind. Intrazelluldre Ableitungen
der CDM deuteten an, dass sich die Kontraktionsdauer der CDM in Abhéngigkeit von
der Position im CPS verdndert (siche Abb. 3.21B). Fiir die Untersuchung wurden die
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Abb. 3.20: Motorische Bahnen des Antennalnervs (AN) von Calliphora vicina; A: Darstel-
lung des Versuchsaufbaus; B: Motorische Aktivitdt in beiden AN (farbige Balken) ist synchron
und korreliert mit den postsynaptischen Potentialen der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM),
der Pfeil markiert ein Bewegungsartefakt in der CDM,¢cpts; C: Der AN innerviert ipsi- und
contralateral die CDM; nach der ersten Léasion (L) ist keine Aktivitat im AN,.ecpts, die postsyn-
aptischen Potentiale in CDM;j;,ks und CDM,.ccphis bleiben von der ersten Lésion unbeeinflusst;
nach der zweiten Lision (L) ist keine Aktivitét in beiden AN und es sind keine postsynaptischen
Potentiale in der CDMy;,,ks und CDM,.ccnts zu erkennen.
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paarigen Muskelbiindel der CDM von anterior nach posterior durchnummeriert. Mit-
tels intrazellularer Muskelableitungen wurde die mittlere Kontraktionsdauer der CDMy,
CDM3;, CDM g und CDMg bestimmt und gegen die Lage im CPS aufgetragen (siehe
Abb. 3.21C). Es war erkennbar, dass die mittlere Kontraktionsdauer der CDM von der

ersten Position (anterior) auf die neunte Position (posterior) abnimmt.

A B Calliphora vicina
\,_! | 1mv
—.CDM, CDM,,
= CDMg,
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S
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Abb. 3.21: Zusammenhang von Position im cephalopharyngealen Skelett (CPS) und Kontrak-
tionsdauer der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) von Calliphora vicina; A: Experimenteller
Aufbau; B: Simultane intrazelluldre Muskelableitung der CDM an Position: Zwei links (CDMp,5)
und sechs rechts (CDMpgg), zu beachten ist die unterschiedliche Burstdauer; C: Diagramm, in
dem die mittlere CDM-Burstdauer gegen die Position der CDM im CPS aufgetragen wurde.

3.3.1.2 Maxillarnerv und Mundhakendepressor, -elevator und Labialretraktor

Die Erkenntnisse aus der anatomischen Untersuchung des Maxillarnervs (MN) von Cal-
liphora vicina lassen vermuten, dass die motorischen Bahnen der Mundhakenmuskulatur
(Depressor (MHD) und Elevator (MHE)) sowie des Labialretraktors (LR) durch den MN
projizieren (sieche Kapitel 3.2.2.2). Um diese Hypothese zu belegen und das am Fressver-

halten beteiligte motorische System der Larve zu charakterisieren, wurden extrazellulare
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Einfach- und Doppelableitungen des MN und simultane intrazellulare Einfach- und Dop-

pelableitung der innervierten Muskulatur durchgefiihrt.

Calliphora vicina

MN

links

MN

rechts

4s

Abb. 3.22: Extrazellulire Ableitung des linken und rechten Maxillarnervs (MN) von Callipho-
ra vicina; zu beachten ist die rhythmische neuronale Aktivitdt von mindestens zwei efferenten
Einheiten, die nahezu synchron in beiden MN auftritt.

Im ersten Schritt wurde extrazellular vom linken und rechten MN des isolierten zen-
tralen Nervensystems abgeleitet. Es zeigte sich, dass die Efferenzen im MN rhythmisch
aktiv waren und synchron im linken und rechten MN auftraten (siehe Abb. 3.22). Des
Weiteren waren mindestens zwei efferente Einheiten erkennbar, die sich anhand ihrer
Amplituden gegeneinander abgrenzen lieffen. Die unterschiedlichen Einheiten mit ihrer
alternierenden Aktivitdt legen nahe, dass es sich um die Aktionspotentiale verschiede-
ner Gruppen von Motorneurone handelt, die iiber den MN vermutlich antagonistische
Muskelgruppen innervieren. Um heraus zu finden, ob sich entsprechend der Anzahl der
innervierten Muskelgruppen (MHD, MHE und LR) drei efferente Einheiten klassifizie-
ren lassen, wurde an einer extrazelluliren Einzelableitungen des deafferentierten MN
eine Clusteranalyse (siche Kapitel 2.6.1) durchgefiihrt (siche Abb. 3.23).

Die Clusteranalyse des MN von Calliphora vicina ergab drei efferente Einheiten, die
anhand ihrer relativen Amplituden als kleine, mittlere und grofle neuronale Einheit de-
finiert wurden. Die kleine Einheit hatte eine mittlere (Spitze zu Spitze)-Amplitude von
118,42uV (Standardabweichung: +36,27,V; n=10), die mittlere Einheit von 146,97,V
(Standardabweichung: £18,89,V; n=10) und die grofie Einheit von 242,V (Standard-
abweichung: +32,141V; n=10).

In Lasionsversuchen konnte gezeigt werden, dass die postsynaptischen Potentiale von
MHE und MHD aufhéren, wenn der MN anterior zum Ableitort durchtrennt wurde,

wahrend die Aktivitdt der efferenten Einheiten weiter abgeleitet werden konnte. Auf
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Abb. 3.23: Efferente Einheiten des Maxillarnervs (MN) von Calliphora vicina; oben: Identifi-
zierte Aktionspotentiale der drei efferenten Einheiten des MN (kleine Einheit - hellblau, mittlere
Einheit - gelb, grofie Einheit - dunkelblau); unten: Ausschnitt der analysierten extrazelluldren
Ableitung des MN, in der die drei Einheiten auftraten.

Grundlage dieser Feststellung wurden in den weiterfiihrenden Untersuchungen simulta-
ne extrazellulare Ableitungen des MN und intrazellulare Ableitungen der innervierten
Muskulatur durchgefiihrt, mit der Intention die detektierten neuronalen Einheiten als
motorische Einheiten zu identifizieren.

Abb. 3.24B zeigt eine simultane extra- (MN) und intrazelluldre Ableitung des MHD
und MHE. Die extrazellulare Ableitung des MN zeigt das Aktivitdtsmuster der drei
efferenten Einheiten, die alternierende Aktivitit der kleinen und grofien Einheit, in deren
Pausen die kurze Aktivitdt der mittleren Einheit fallt. Die grofle Einheit zeigte eine
zeitliche Korrelation mit den postsynaptischen Potentialen des MHD, wohingegen die
kleine neuronale Einheit zeitlich mit dem Auftreten der postsynaptischen Potentiale des
MHE korreliert. Die mittlere Einheit (in Abb. 3.24; markiert mit gestrichelten roten
Boxen) korreliert mit keiner der beiden Muskelgruppen.

In den simultanen extra- und intrazellularen Ableitungen (siche Abb. 3.25A) zeigen die
Aktionspotentiale der groflen Einheit eine 1:1 Korrelation mit den postsynaptischen Po-
tentialen des MHD mit einer Latenz von 5,5ms. Die Aktionspotentiale der kleinen Einheit
korrelieren 1:1 mit den postsynaptischen Potentialen des MHE mit einem zeitlichen Ver-
satz von 8,4ms (siehe Abb. 3.25B).

Die 1:1 Korrelationen zwischen den Aktionspotentialen der efferenten Einheiten und den
postsynaptischen Potentialen der Mundhakenmuskulatur belegen, dass diese die Akti-
onspotentiale der Motorneurone der entsprechenden Muskelgruppe sind. Die Aktivitat
der mittleren Einheit zeigte in simultanen extrazelluldren Ableitungen des MN und in-
trazelluldren Ableitungen des Labialretraktors (LR) eine zeitliche Korrelation mit den

postsynaptischen Potentialen des LR (siehe Abb. 3.26). In Lésionsexperimenten konn-
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Abb. 3.24: Motorische Bahnen des Maxillarnervs (MN) von Calliphora vicina; A: Darstellung
des Versuchsaufbaus; B: Simultane extrazellulire Ableitung des MN und intrazelluldre Ableitung
des Mundhakendepressors (MHD) und -elevators (MHE), zu beachten ist die zeitliche Korre-
lation zwischen den Aktionspotentialen (dunkelblaue Balken) der grofien Einheit und den post-
synaptischen Potentialen des MHD und den Aktionspotentialen der kleinen Einheit (hellblaue
Balken) und den postsynaptischen Potentialen des MHE, die Aktivitéit der mittleren Einheit ist
durch gestrichelte rote Boxen markiert.
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Abb. 3.25: Korrelationsanalyse von extra- und intrazelluldren Ableitungen des Maxillarnervs
(MN) und der Mundhakenmuskulatur (Depressor - MHD, Elevator - MHE) von Calliphora
vicina; A: und B: 1:1 Korrelation der Aktionspotentiale der entsprechenden Einheit des MN und
den postsynaptischen Potentialen des MHD und MHE (farblich markiert).
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ten die postsynaptischen Potentiale des LR eliminiert werden, wihrend die Aktivitdt der
mittleren Einheit im MN erhalten blieb.
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Abb. 3.26: Extrazellulire Ableitung des Maxillarnervs (MN) und intrazelluldre Ableitung des
Labialretraktors (LR) von Calliphora vicina; A: Darstellung des Versuchsaufbaus; B: Die extra-
zelluldr abgeleiteten Aktionspotentiale der mittleren Einheit (gelbe Balken) korrelieren zeitlich
mit den postsynaptischen Potentialen des LR.

3.3.1.3 Akzessorischer Prothorakalnerv und dorsaler Protraktormuskel A

Die anatomischen Ergebnisse und die retrograden Fiillungen des akzessorischen Protho-
rakalnervs (PaN) von Calliphora vicina zeigten, dass der PaN die dorsalen Protraktoren
A und B (Prog,A und Prog,B) innerviert und die Somata, deren Axone durch den PaN
projizieren, im zentralen Nervensystem lokalisiert sind. Aus den Erkenntnissen resultierte
die Annahme, dass die Motorneurone von Prog,A und Prog,B im zentralen Nervensystem
liegen und deren motorische Bahnen durch den PaN verlaufen.

Zu Beginn der Untersuchungen wurden simultane extrazelluldre Ableitungen des rechten
und linken PaN am isolierten zentralen Nervensystem von Calliphora vicina durchge-
fithrt. Die Doppelableitungen zeigten eine rhythmische neuronale Aktivitat bestehend
aus vermutlich zwei Einheiten, deren Aktionspotentiale deutlich unterscheidbare Ampli-
tuden aufwiesen (siehe Abb. 3.27) und eine alternierende Aktivitat zeigten. Die Aktivitét
der Einheiten im linken und rechten PaN war in hohem Mafle synchron.

Die Clusteranalyse zeigte eindeutig, dass die Ableitungen des PaN zwei efferente Ein-

heiten enthielten (siehe Abb. 3.28), die aufgrund der Amplituden als grofie und mittlere
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Abb. 3.27: Extrazellulire Ableitung beider akzessorischer Prothorakalnerven (PalN) von Cal-
liphora vicina, beide PaN zeigen fast identische Aktivitit.
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Abb. 3.28: Clusteranalyse des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calliphora vicina;
oben: Identifizierte Aktionspotentiale der beiden efferenten Einheiten (mittlere Einheit - grau,
grofe Einheit - lila) des PaN aus der analysierten Ableitungssequenz; unten: Aktivitdtsmuster
beider Einheiten des PaN aus der analysierten Sequenz.
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Einheit bezeichnet wurden. Die grofle Einheit hatte eine mittlere (Spitze-Spitze) Am-
plitude von 522,71uV (Standardabweichung: 423,911V, n=18) und die mittlere Einheit
eine durchschnittliche (Spitze-Spitze) Amplitude von 290,96uV (Standardabweichung:
+23,914V, n=16). Die These war, dass diese efferenten Einheiten vermutlich die Ak-
tivitdt der Motorneurone des Prog,A und Prog,B darstellen. Zur Bestatigung wurden
simultane extrazellulare Ableitungen des PaN und intrazellulare Ableitungen des ipsila-

teralen Prog,A und Prog,B durchgefiihrt.
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Abb. 3.29: Extrazelluldre Ableitung des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN) und intrazel-
luldre Ableitung des dorsalen Protraktormuskels A (Prog,A) von Calliphora vicina; A: Dar-
stellung des Versuchsaufbaus; B: Extrazellular abgeleitete Aktivitat des PaN mit zwei efferenten
Einheiten; C: Extrazellulare Ableitung des PaN und intrazellulare Ableitung des Prog,A zeig-
te eine zeitliche Korrelation zwischen der grofien Einheit des PaN und den postsynaptischen
Potentialen des Prog,A (farbige Balken).

Die in Abb. 3.29B gezeigte Ableitung des PaN zeigt die spontane rhythmische Aktivitat
der efferenten Einheiten. Die Aktivitdat der mittleren Einheit besteht aus lang anhalten-
den Bursts, die unterbrochen werden von mehreren kurzen Bursts der groflen Einheit.
Teilweise ist zwischen den Bursts der groflen Einheit Aktivitdt der mittleren Einheit
eingestreut. In simultanen extrazellularen Ableitungen des PaN und intrazellularen Ab-
leitungen des Prog,A war eine zeitliche Korrelation zwischen der groflen Einheit und den
postsynaptischen Potentialen des Prog,A zu erkennen (siehe Abb. 3.29C).

Eine genauere Analyse der extra- und intrazellularen Ableitungen des PaN und Prog,A
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ergab eine 1:1 Korrelation zwischen den Aktionspotentialen und den postsynaptischen
Potentialen mit einer konstanten Latenz von 7,1ms (siehe Abb. 3.30), wodurch belegt
werden konnte, dass die Axone der Motorneurone, die im zentralen Nervensystem loka-

lisiert sind, iiber den PaN den Prog,A innervieren und dessen Kontraktionen regulieren.

Calliphora vicina
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Abb. 3.30: 1:1 Korrelation der grofien Einheit des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN) und
den postsynaptischen Potentialen des dorsalen Protraktormuskels (Prog,A) von Calliphora vi-
cina, die Latenz betragt 7,1ms.

Bei extra- und intrazellularen Ableitungen des PaN und Prog,B, in denen der Prothora-
kalnerv (PN) durchtrennt worden war, konnten trotz bestehender Aktivitat der beiden
efferenten Einheiten des PaN keine postsynaptischen Potentiale im Progy,B abgeleitet
werden. Wohingegen bei extrazelluliren Ableitungen des PaN und intrazelluldrer Dop-
pelableitungen des Prog,A und Prog,B am Basispriaparat mit intakten PN neben der
Aktivitat der Efferenzen des PaN und postsynaptischen Potentialen des Prog,A auch
postsynaptischen Potentiale am Prog,B auftraten (siehe Abb. 3.31). Jedoch konnte kei-
ne Korrelation zwischen den Aktionspotentialen der mittleren Einheit und den post-
synaptischen Potentialen des Prog,B festgestellt werden. Diese Resultate fithrten zu der
Annahme, dass die motorischen Bahnen des Prog,B nicht durch den PaN verlaufen,
obwohl der PaN den Prog,B innerviert, wie in der anatomischen Untersuchung (siehe
Kapitel 3.2.2.3) gezeigt wurde. Vermutlich projizieren die Axone der Motorneurone des
Prog,B durch den PN und innervieren iiber die neuronale Verbindung zum PalN den
Prog,B.

In den folgenden Experimenten wurde versucht, den Fortleitungsweg der Aktionspoten-
tiale der mittleren Einheit des PaN zu bestimmen, um Riickschliisse auf das potentielle
Innervationsziel und die physiologische Funktion der mittleren Einheit zu ziehen. Dabei
wurde eine ,Referenz“-Ableitung jeweils anterior der Austrittsstelle des PaN aus dem
zentralen Nervensystem positioniert und eine zweite Ableitung an spezifischen Nerven-
abzweigungen des PaN platziert, die zu potentiellen Zielstrukturen der mittleren Einheit

projizieren konnten. Als potentielle Zielstrukturen wurden die Aorta und das Bolwigor-
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gan angenommen. Des Weiteren wurde eine extrazellularen Ableitung an der neuronalen
Anastomose zwischen PN und PaN positioniert, um zu ermitteln, ob die Aktionspoten-
tiale der mittleren Einheit durch den PN auf eine unbekannte Struktur weitergeleitet
werden, die durch den PN innerviert wird.

Die Doppelableitungen an unterschiedlichen Nervenabzweigungen des PaN zeigten ein-
deutig, dass die mittlere Einheit des PaN nicht auf die Aorta projiziert (siche Abb. 3.32B)
und eine Funktion der mittleren Einheit im Zusammenhang mit dem Bolwigorgan (BO)
ausgeschlossen werden kann (siehe Abb. 3.32C). Die Doppelableitung, Abb. 3.32D, zeigt,
dass die Aktionspotentiale der mittleren Einheit des PaN in den PN projizieren (siehe
Abb. 3.32D). Basierend auf diesen Ergebnissen wurden simultane Ableitungen des PaN
und der Muskeln durchgefiihrt, die vom PN innerviert werden, aber deren motorische
Bahnen unbekannt sind. In dieser Versuchsreihe konnte keine 1:1 Korrelation zwischen
den Aktionspotentialen der mittleren Einheit und den postsynaptischen Potential auf
den abgeleiteten Muskeln nachgewiesen werden. Vermutlich projizieren die Aktionspo-

tentiale auf eine bis dato unbekannte Struktur, die vom PN innerviert wird.

Calliphora vicina
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Abb. 3.31: Extrazelluldre Ableitung des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN) und intrazel-
luldre Ableitung der dorsalen Protraktormuskeln (Prog,A und Prog,B) von Calliphora vicina;
A: Versuchsaufbau; B: Simultane extrazellulare Ableitung des PaN und intrazellulare Ableitung
des Prog,A und Prog,B (bei intakten Prothorakalnerv (PIN)), zu beachten ist: 1) die zeitliche
Korrelation zwischen der grofien Einheit des PaN und den postsynaptischen Potentialen des
Prog,A (farbige Balken), die nahezu synchron mit den postsynaptischen Potentialen im Prog,B
auftreten und 2) es existiert keine zeitliche Korrelation zwischen der mittleren Einheit des PaN
und den postsynaptischen Potentialen des Prog,B (Pfeil markiert ein Bewegungsartefakt).
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Abb. 3.32: Verlauf der neuronalen Bahnen der mittleren Einheit (mE) von Calliphora vicina
anhand extrazelluldrer Doppelableitungen des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN); A: Ex-
perimenteller Versuchsaufbau, ,Referenz“-Ableitung (PaN_.,:-,) des PaN wurde bei allen Dop-
pelableitungen anterior des zentralen Nervensystems positioniert; B: Ableitung an der Nerven-
abzweigung zur Aorta (A) (PaNy4) zeigt keine Korrelation zwischen den Aktionspotentialen der
mE in PaN_..-, und der Aktivitdt in PaN 4 ; C: Ableitung an der Nervenabzweigung zum Bol-
wigorgan (BO) (PaNpo), keine Korrelation zwischen der mE in PaN,,4., und der Aktivitit in
PaNpo; D: Ableitung (PaNp,y_ px) an der neuronalen Anastomose zwischen PaN und Protho-
rakalnerv (PN), die Aktionspotentiale der mE in PaNgg¢., und PaNp,n_pn korrelieren, aber
es besteht keine Korrelation zwischen der grofien Einheit (gE) in PaN.,t. und PaNp,n_pn
(¢E in PaNp,n_py konnten die Aktionspotentiale (rote gestrichelte Box) der Motorneurone des
dorsalen Protraktormuskels B (Prog,B) sein).



90 3 Ergebnisse

3.3.2 Afferenzen der Nerven von Calliphora vicina

In den anatomischen Untersuchungen hat sich herauskristallisiert, dass viele sensorische
Organe durch den Antennal- (AN) und den Maxillarnerv (MN) innerviert werden, die
moglicherweise neuronale Informationen zur zentralnervosen Regulation des Fressver-
haltens liefern kénnten. Die elektrophysiologische Untersuchung der afferenten Bahnen
der Nerven sollte Aufschluss dariiber geben, ob die sensorischen Organe, die durch die
jeweiligen Nerven innerviert werden, mechanorezeptive Strukturen enthalten. Zu die-
sem Zweck wurden extrazelluldre Ableitungen der Nerven im deefferentierten Zustand
durchgefithrt und die unterschiedlichen sensorischen Strukturen mechanisch gereizt. Ob-
wohl in der anatomischen Untersuchung des akzessorische Prothorakalnervs (PaN) nicht
belegt werden konnte, dass der PaN Sinnesorgane innerviert, wurden Afferenzen mit
unbekanntem Innervationsziel im PaN nachgewiesen und untersucht. Die Untersuchung

des larvalen sensorischen Systems hatte rein qualitativen Charakter.

3.3.2.1 Manipulation des Kropfvolumens

Um zu untersuchen, ob sensorische Strukturen existieren, die Volumenverédnderung des
Kropfes detektieren und iiber den Kropfnerv (KN) weiterleiten, wurden Ableitungen des
rekurrenten Nervs (RN) durchgefiihrt, wihrend das Kropfvolumen manipuliert wurde.
Zusétzlich wurden der Antennal- (AN) und der Proventrikularnerv (PVN) abgeleitet, um
heraus zu finden, ob die neuronalen Informationen ins zentrale oder stomatogastrische
Nervensystem weitergeleitet werden und damit an einem potentiellen Riickkopplungs-
mechanismus beteiligt sein konnten.

Die Manipulation des Kropfvolumens (sieche Abb. 3.33) belegt die Existenz sensorischer
Strukturen, eventuell Streckrezeptoren, die anscheinend in das Muskelgewebe des Krop-
fes eingebettet sind. Die Ableitungen zeigen deutlich die Zunahme der neuronalen Ak-
tivitdt im RN und PVN, wenn das Volumen des Kropfes vergroflert wird. Bei hoher
zeitlicher Auflésung der Ableitungen ist zu erkennen, dass die identischen Aktionspoten-
tiale in beiden Nerven (RN und PVN) mit einer Latenz von 9ms auftreten (sieche Abb.
3.33B). Die Bahnen der sensorischen Struktur des Kropfes verlaufen ausgehend vom
Kropfnerv (KN), iiber den RN, durch das Hypocerebralganglion (HCG) in den PVN.
Ein nahe liegender Pfad fiir die sensorischen Information ins zentrale Nervensystem wére
tiber den RN, durch die frontale Nervenverbindung (FNV), via dem Frontalkonnektiv
(FK) und AN. Extrazellulare Ableitungen von RN und AN verdeutlichen, dass dieser
neuronale Pfad nicht genutzt wird. Eine Volumenverianderung des Kropfes bewirkt eine
Reaktion im RN, aber nicht im AN (siehe Abb. 3.33B).
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3.3.2.2 Mechanische Stimulation des Dorsalorgans

Das Dorsalorgan (DO) ist iber den Antennalnerv (AN) direkt mit dem zentralen Nerven-
system verbunden und wird wéhrend des Fressverhaltens rhythmisch bei der Vorwértsbe-
wegung des CPS exponiert (siehe Kapitel 3.1). Potentiell konnte das DO mechanosenso-
rische Informationen an das zentrale Nervensystem weiterleiten, die an der Koordination
des Fressverhaltens beteiligt sind. Extrazelluldre Ableitungen des AN im deefferentierten
Zustand haben gezeigt, dass geringfligige Auslenkungen der kuppel-dhnlichen Struktur
des DO Serien von Aktionspotentialen im AN auslosen (sieche Abb. 3.34B). Die Ergeb-
nisse belegen den anatomischen Befund und zeigen, dass die sensorischen Projektionen
des DO durch den AN ziehen.

3.3.2.3 Mechanische Stimulation des Terminal-, Ventral- und Labialorgans

In den anatomischen Studien konnte gezeigt werden, dass das Terminal- (TO), Ventral-
(VO) und Labialorgan (LO) iiber Seitenéste des Maxillarnervs (MN) mit dem zentralen
Nervensystem verbunden sind. Potentiell konnten die Sinnesorgane mechanosensorische
Informationen fiir die Koordination des Fressverhaltens vermitteln. Diese Theorie wurde
verifiziert, indem extrazelluldre Ableitungen des MN an verschiedenen Nervenabzwei-
gungen im deefferentierten Zustand durchgefiihrt und die entsprechenden Sinnesorgane
mechanisch stimuliert wurden. Fiir die Ableitung in Abb. 3.35B wurde am MN poste-
rior der Nervenabzweigung MNy; abgeleitet und das TO und VO mechanisch gereizt.
Jede Stimulation des TO und VO fiihrte zu einem Burst von Aktionspotentialen. Die
sensorischen Antworten von TO und VO kénnen anhand der Amplitude der Aktions-
potentiale unterschieden werden. Bei der mechanischen Stimulation des Labialorgans
wurde die Ableitung des MN an der Nervenabzweigung MN;; platziert. Die Stimulation
des LO bewirkte eine Serie von Aktionspotentialen im MN (siehe Abb. 3.35C). Die Da-
ten zeigten, dass die sensorischen Bahnen des TO, des VO und des LO durch den MN

verlaufen.

3.3.2.4 Afferenzen des akzessorischen Prothorakalnervs

Anatomische Untersuchungen suggerieren, dass theoretisch der akzessorische Protho-
rakalnerv (PaN) via der neuronalen Anastomose und den Prothorakalnerv (PN) mit
Sinneszellen /Sinnesorganen in der Cuticula verbunden sein kénnte. Daraus ergibt sich
die Frage, ob sensorische Bahnen im PaN vorhanden sind und welche sensorischen Or-
gane innerviert werden.

Extrazelluldre Doppelableitungen des PaN haben gezeigt, dass neben den zwei efferenten
Einheiten eine weitere kleine Einheit im PaN existiert (siehe Abb. 3.36B). In der Cluster-

analyse der Ableitung des PaN konnte neben den beiden erwdhnten efferenten Einheiten
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Abb. 3.33: Manipulation des Kropfvolumens bei Calliphora vicina; A: Versuchsautbau des Ex-
periments; Es wurden keine quantitativen Experimente durchgefiihrt, der Kropf wurde als leer
(L) oder voll (V) definiert; By o: Simultane Ableitung des rekurrenten Nervs (RN) und des Pro-
ventrikularnervs (PVN), die sensorische Antwort auf die Veranderung des Kropfvolumens ist im
RN und PVN detektierbar; Cy o: Simultane Ableitung des RN und des Antennalnervs (AN), die
neuronale Aktivitat im AN steht nicht im Zusammenhang mit der Manipulation des Kropfvo-
lumens, wiahrend im RN eine deutliche Reaktion auf den Reiz vorhanden ist (Die roten Balken
in By und C; zeigen die Position der in By und Cs in hoher zeitlicher Auflésung dargestellten
Abschnitte).



3.3 Elektrophysiologie 93
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Abb. 3.34: Mechanische Reizung (Mech. Stim.) des Dorsalorgans (DO) von Calliphora vicina;
A;: Darstellung des Versuchsaufbaus; As: Darstellung der mechanischen Reizung der Kuppel
des DO; B: Extrazelluldre Ableitung des Antennalnervs (AN) zeigt die sensorische Antwort des
DO bei mechanischer Stimulation der Kuppel des DO.
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Abb. 3.35: Mechanische Stimulation (Mech. Stim.) des Terminal- (TO), Ventral- (VO) und
Labialorgans (LO) von Calliphora vicina; A;: Experimenteller Versuchsaufbau (L - Lésion); Aa:
Darstellung der Stimulation des TO, VO und LO; B: Mechanische Stimulationen des TO oder VO
bewirkten Bursts von Aktionspotentialen im Maxillarnerv (MN), die sensorischen Antworten von
TO und VO koénnen anhand der Amplituden unterschieden werden; C: Die mechanische Reizung
des LO erzeugte im MN eine Serie von Aktionspotentialen.
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(siche Abschnitt 3.3.1.3) eine weitere Einheit eindeutig identifizieren werden. Diese Ein-
heit besitzt eine mittlere (Spitze-Spitze) Amplitude von 157,54V (Standardabweichung:
+17,53uV, n=22). Bei hoherer zeitlicher Auflésung konnte gezeigt werden, dass die Ak-
tionspotentiale der kleinen Einheit mit einer Latenz von 2ms in beiden Ableitungen des
PaN auftreten und von der Peripherie zum zentralen Nervensystem fortgeleitet werden
(siche Abb. 3.36C).

Die elektrophysiologischen Daten belegen, dass neben den zwei efferenten Einheiten eine
afferente Einheit im PaN vorhanden ist, die vermutlich eine sensorische Funktion erfiillt.
Anhand der durchgefithrten Doppelableitung des PaN konnte das potentielle sensorische

Organ, das der kleinen Einheit zugrunde liegt, nicht ermittelt werden.

| Calliphora vicina
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Abb. 3.36: Identifikation von Afferenzen im akzessorischen Prothorakalnerv (PalN) von Cal-
liphora vicina; A: Ausschnitt aus der Clusteranalyse der Ableitung des PaN, die detektierten
Aktionspotentiale sind farbig hervorgehoben (kleine Einheit - rot, mittlere Einheit - grau, grofle
Einheit - lila); B: Identifizierte Aktionspotentiale der kleinen afferenten Einheit des PaN aus der
analysierten Ableitungssequenz; C: Versuchsaufbau des Experiments; D: Simultane Doppelablei-
tung des PaN (PaN-1¢y4q und PaN-2..4,.4), zeitliche Korrelation zwischen den Aktionspotentia-
len mit der kleinsten Amplitude in PaN-1..4,., und PaN-2.,,...; E: Hohere zeitliche Auflésung der
Ableitung aus Abb. 3.36D (dargestellter Bereich wurde in 3.36D mit einem roten gestrichelten
Kaéstchen markiert), zu beachten ist die Fortleitungsrichtung der markierten Aktionspotentiale
von der Peripherie zum zentralen Nervensystem.
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3.3.3 Efferenzen der Nerven von Drosophila virilis

Um Zugang zum motorischen System der L3-Larven von Drosophila zu erlangen, wur-
den die Erkenntnisse aus der elektrophysiologischen Untersuchung von Calliphora vicina
genutzt, um entsprechende Versuche auf die kleineren Larven von Drosophila virilis zu
iibertragen. Zusétzlich wurden die Ergebnisse aus der anatomischen Untersuchung von
Drosophila virilis benutzt, um die Nerven- und Muskelableitungen analog zu Calliphora

vicina durchzufiithren.

3.3.3.1 Antennalnerv und cibariale Dilatormuskulatur

Die anatomischen Untersuchungen an Drosophila virilis haben gezeigten, dass die ci-
bariale Dilatormuskulatur (CDM) iiber den Frontalnerv (FN), die frontale Nervenver-
bindung (FNV), die Frontalkonnektive (FK) und den Antennalnerven (AN) mit dem
zentralen Nervensystem verbunden ist und vermutlich projizieren die motorischen Bah-

nen der CDM identisch zu Calliphora vicina durch diese Nerven und Nervenverbindung.

Drosophila virilis
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Abb. 3.37: Motorische Bahnen des Antennalnervs (AN) von Drosophila virilis; A: Versuchsauf-
bau; B: Rhythmisch auftretende Multiunitbursts im AN; C: Multiunitbursts im AN (farbige Bal-
ken) korrelieren mit den postsynaptischen Potentialen der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM),
Pfeile markieren Bewegungsartefakte in CDM; 4.

Nervenableitungen am AN von Drosophila virilis haben gezeigten, dass rhythmische
Aktivitat in Form von Multiunitbursts im AN auftritt (siche Abb. 3.37B), die dem Akti-
vitatsmuster des AN von Calliphora vicina dhnelt (siehe Kapitel 3.3.1.1). Des Weiteren
konnte durch simultane Ableitungen des AN und intrazelluldre Ableitungen der CDM
belegt werden, dass die postsynaptischen Potentiale der CDM zeitlich mit der Aktivitat
der Multiunitbursts korrelierten (sieche Abb. 3.37C).
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Léasionsexperimente, bei denen die AN anterior des zentralen Nervensystems durchtrennt
wurden, fiihrten zur Eliminierung der postsynaptischen Potentiale auf der CDM. Diese
Beobachtungen belegen zusétzlich, dass die motorischen Bahnen, identisch zu Calliphora
vicina, ausgehend vom Suboesophagialganglion iiber die AN, die FK, die FNV und den

FN projizieren und die CDM innervieren.

3.3.3.2 Maxillarnerv und Mundhakendepressor, -elevator

Die anatomische Untersuchung des Maxillarnervs (MN) von Drosophila virilis hat ge-
zeigt, dass der MN, wie bei Calliphora vicina, auf den Mundhakendepressor (MHD), den
-elevator (MHE) und den Labialretraktor (LR) projiziert. Des Weiteren haben die elek-
trophysiologischen Experimente an Calliphora vicina belegt, dass die Axone der MHD-,
der MHE- und der LR-Motorneurone via den MN die entsprechenden Muskelgruppen
innervieren.

Es wurde vermutet, dass die motorischen Bahnen des MHD, des MHE und des LR, ent-
sprechend zu Calliphora vicina, im MN von Drosophila virilis lokalisiert sind. Fir den
Nachweis dieser Vermutung wurden, wie bei Calliphora vicina, simultan Ableitungen des
MN und intrazellulare Ableitungen der Muskelbiindel des MHD und des MHE durchge-
fithrt. Die neuronale Einheit des LR konnte aufgrund des Signal/Rausch-Verhéltnisses
der extrazelluldren Ableitungen nicht identifiziert werden und war folglich nicht Bestand-
teil der Untersuchung.

Die Einfachableitung des MN von Drosophila virilis in Abb. 3.38B zeigt ein neuronales
Muster bestehend aus zwei alternierend aktiven Einheiten. Die Einheiten des MN konn-
ten anhand ihrer Amplituden in eine grofle und kleine Einheit eingeteilt werden.

In den simultanen Ableitungen des MN und intrazelluldren Ableitungen des MHD konnte
eine zeitliche Korrelation zwischen der groflen Einheit und den postsynaptischen Poten-
tialen des MHD aufgezeigt werden (siche Abb. 3.38C). Dieses Ergebnis deutet daraufhin,
dass die motorischen Bahnen der MHD-Motorneurone durch den MN von Drosophila vi-
rilis verlaufen.

In den simultanen Ableitungen des MN und intrazelluliren Ableitungen der MHE bei
Drosophila virilis bestand eine zeitliche Korrelation zwischen der rhythmisch aktiven
kleinen Einheit und den postsynaptischen Potentialen des MHE (siehe Abb. 3.39C).

In einer genaueren Analyse der Ableitungen von Drosophila virilis konnte gezeigt wer-
den, dass die kleinen Einheit 1:1 mit den postsynaptischen Potentialen des MHE mit
einer Latenz von 5,8ms korreliert (siehe Abb. 3.40).

Die intrazellularen Ableitungen der Muskelfasern des MHD setzten sich aus zwei di-
stinkten postsynaptischen Potentialen mit kleiner und grofler Amplitude zusammen.
Aktionspotentiale der grofien Einheit des MN korrelierten 1:1 mit beiden Arten von

postsynaptischen Potentialen. Die Latenz zwischen den Aktionspotentialen der grofien
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Abb. 3.38: Motorische Bahnen des Mundhakendepressors (MHD) von Drosophila virilis; A:
Experimenteller Aufbau; B: Native extrazellulire Ableitung des Maxillarnervs (MN) mit rhyth-
mischer neuronaler Aktivitdt; C: Simultane extrazelluldre Ableitung des MN und intrazellulédre
Ableitung des MHD, zu beachten ist die zeitliche Korrelation zwischen den Aktionspotentialen
der grofien Einheit (farbige Balken) des MN und den postsynaptischen Potentialen des MHD.
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Abb. 3.39: Motorische Bahnen des Mundhakenelevators (MHE) von Drosophila virilis; A: Ex-
perimenteller Aufbau; B: Extrazellulire Ableitung des Maxillarnervs (MN) mit rhythmischer
neuronaler Aktivitat; C: Simultane extrazelluldre Ableitung des MN und intrazelluldre Ableitung
des MHE, zu beachten ist die zeitliche Korrelation zwischen den Aktionspotentialen der kleinen
Einheit (farbige Balken) des MN und den postsynaptischen Potentialen des MHE.
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Einheit und den kleinen postsynaptischen Potentialen betrug 5,8ms, wohingegen die La-
tenz zwischen der groflen Einheit und den grofien postsynaptischen Potentialen fiinf ms
war. Diese Resultate zeigen eindeutig, dass die motorischen Bahnen der Mundhaken-

muskulatur von Drosophila virilis, wie bei Calliphora vicina, durch den MN projizieren.
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Abb. 3.40: Korrelationsanalyse der extra- und intrazellularen Ableitungen des Maxillarnervs
(MN) und der Mundhakenmuskulatur (MHD und MHE) von Drosophila virilis; A: Simultane
Ableitung des MN und MHE zeigt eine 1:1 Korrelation zwischen den markierten Aktionspotentia-
len (hellblau) und postsynaptischen Potentialen (hellblau); B: Simultane Ableitung des MN und
MHD zeigt eine 1:1 Korrelation zwischen den markierten Aktionspotentialen (dunkelblau) und
den postsynaptischen Potentialen mit groffer Amplitude (dunkelblau); C: Simultane Ableitung
des MN und MHD zeigt eine 1:1 Korrelation zwischen den markierten Aktionspotentialen (dun-
kelblau) und postsynaptischen Potentialen mit grofer und kleiner Amplitude (dunkelblau), grau
markierte Aktionspotentiale gehéren zu einer anderen motorischen Einheiten der entsprechenden
Muskelgruppe.
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3.3.3.3 Akzessorischer Prothorakalnerv und dorsaler Protraktormuskel A

Wie die anatomischen und elektrophysiologischen Untersuchungen an Calliphora vici-
na gezeigt haben, verlaufen die motorischen Bahnen des dorsalen Protraktormuskels A
(Prog,A) durch den akzessorischen Prothorakalnerv (PaN). Die morphologische Unter-
suchung des PaN bei Drosophila virilis belegt, dass Prog,A bei Drosophila virilis vom
PaN innerviert wird. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde anhand von simultanen
extrazellularen Ableitung des PaN und intrazellularen Ableitungen des Prog,A versucht,
die motorischen Bahnen der Motorneurone des Prog,A im PaN fiir Drosophila virilis
nachzuweisen.

Die Ableitungen des PaN von Drosophila virilis zeigten ein rhythmisches Aktivitéts-
muster bestehend aus zwei alternierenden efferenten Einheiten, deren Aktionspotentiale
sich in ihren Amplituden unterscheiden (siehe Abb. 3.41B). Die dargestellte Ableitung
zeigt wiederkehrende lange Bursts einer kleinen Einheit, die unterbrochen werden durch
mehrere kurze Bursts einer groflen Einheit. Das neuronale Muster der zwei Einheiten
des PaN von Drosophila virilis &hnelt dem Muster der efferenten Einheiten des PaN von
Calliphora vicina (siehe Abb. 3.29B). Die in Abb. 3.41C dargestellte Doppelableitung
des PaN und Prog,A zeigt, dass die grofie Einheit 1:1 mit den postsynaptischen Potentia-
len des Prog,A (Latenz: 1,9ms) korreliert. Dieses Ergebnis belegt, dass die motorischen

Bahnen des Prog,A von Drosophila virilis durch den PaN projizieren.
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Abb. 3.41: Motorische Bahnen des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN) von Drosophila vi-
rilis; A: Versuchsaufbau; B: Extrazellulare Ableitung des PaN mit rhythmischer neuronaler
Aktivitat; C: Simultane extrazellulare Ableitung des PaN und intrazelluldre Ableitung des dor-
salen Protraktormuskels A (Prog,A), die Aktionspotentiale mit grofer Amplitude zeigen eine
1:1 Korrelation mit den postsynaptischen Potentialen des Prog,A (1:1 Korrelationen zwischen
den Aktionspotentialen und den postsynaptischen Potentialen sind farbig markiert).
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3.3.4 Efferenzen der Nerven von Drosophila melanogaster

Ziel der elektrophysiologischen Untersuchung von Drosophila melanogaster war das mo-
torische System des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Pro-
thorakalnervs (PaN) zu charakterisieren. Fiir die Etablierung von extrazellularen Ner-
venableitungen und intrazellularen Muskelableitungen an L3-Larven von Drosophila me-
lanogaster wurden die Erkenntnisse aus den elektrophysiologischen Untersuchungen von

Calliphora vicina und Drosophila virilis angewendet.

3.3.4.1 Antennalnerv und cibariale Dilatormuskulatur

Analog zu den beiden anderen Arten scheinen die Axone der Motorneurone der cibariale
Dilatormuskulatur (CDM) von Drosophila melanogaster iiber die Antennalnerven (AN),
die Frontalkonnektive (FK), die frontale Nervenverbindung (FNV) und den Frontalnerv
(FN) die CDM zu innervieren. In Ableitungen des AN trat rhythmische Aktivitéit in
Form von Multiunitbursts auf (siehe Abb. 3.42B), die den Efferenzen des AN von Calli-
phora vicina (siehe Kapitel 3.3.1.1) und Drosophila virilis (siehe Kapitel 3.3.3.1) &hnelt.
Die simultanen Ableitungen des AN und intrazelluldre Ableitung der CDM zeigten ei-
ne zeitliche Korrelation zwischen den Multiunitbursts im AN und den postsynaptischen
Potentialen der CDM (siehe Abb. 3.42C). Lésionen des AN anterior des zentralen Ner-

vensystems fithrt zur Ausloschung der postsynaptischen Potentiale auf der CDM.
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Abb. 3.42: Motorische Bahnen des Antennalnervs (AN) von Drosophila melanogaster; A: Ver-
suchsaufbau; B: Rhythmisch auftretende Multiunitbursts im AN; C: Multiunitbursts im AN
(farbige Balken) korrelieren mit den postsynaptischen Potentialen der cibarialen Dilatormusku-
latur (CDM).
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3.3.4.2 Makxillarnerv und Mundhakendepressor, -elevator

Durch simultane extrazellulare Ableitungen des Maxillarnervs (MN) und intrazellularen
Ableitungen des Mundhakendepressors (MHD) und -elevators (MHE) bei Drosophila
melanogaster sollte die Vermutung bestatigt werden, dass die motorischen Bahnen der
beiden Mundhakenmuskelgruppen durch den MN verlaufen, entsprechend zu den Er-
kenntnissen tiber die motorischen Bahnen des MHD und des MHE bei Calliphora vicina
und Drosophila virilis.

Die extrazelluldre Ableitung des MN von Drosophila melanogaster (siehe Abb. 3.43B
und 3.44B) zeigte spontane alternierende Aktivitdt von zwei efferenten Einheiten, die
als kleine und grofe Einheit bezeichnet wurden, analog zu Calliphora vicina (siche Abb.
3.24B) und Drosophila virilis (siehe Abb. 3.38B und 3.39B). Wahrscheinlich aufgrund
des schlechten Signal/Rausch-Verhéltnisses der extrazelluldren Ableitungen des MN von
Drosophila melanogaster konnte die neuronale Einheit des Labialretraktors (LR) in den
Ableitungen nicht detektiert werden. Dementsprechend konnte der Verlauf der motori-
schen Bahnen des LR durch den MN, die fir Calliphora vicina durch simultane extra-
und intrazelluldre Ableitungen bestimmt wurde, nicht ermittelt werden.

In der simultanen Ableitung des MN und intrazelluldren Ableitung des MHD von Dro-
sophila melanogaster in Abb. 3.43C ist eine zeitliche Korrelation zwischen den Akti-
onspotentialen der groffen Einheit und den postsynaptischen Potentialen des MHD zu
erkennen. Die simultane extra- und intrazellulare Ableitung des MN und des MHE in
Abb. 3.44C zeigt, dass die Aktionspotentialserien der kleinen Einheit mit den postsyn-
aptischen Potentialen des MHE korrelieren. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die
motorischen Bahnen des MHD und MHE durch den MN verlaufen.

In der intrazellularen Ableitung des MHD und des MHE von Drosophila melanogaster
(siehe Abb. 3.45A und C) konnten jeweils zwei Arten von postsynaptischen Potentialen
mit unterschiedlicher Amplitude festgestellt werden, ein kleines und ein grofles postsyn-
aptisches Potential. In einer detaillierte Analyse der simultanen extra- und intrazellularen
Ableitungen konnte gezeigt werden (siehe Abb. 3.45B und C), dass die Aktionspotentiale
der groflen Einheit des MN mit beiden Arten von postsynaptischen Potentialen des MHD
und die Aktionspotentiale der kleinen Einheit des MN mit den groflen postsynaptischen
Potentialen des MHE 1:1 korrelierten. Die Aktionspotentiale der kleinen Einheiten des
MN korrelierten mit einer konstanten Latenz von 2,5ms. Die Latenz zwischen den Akti-
onspotentialen der grofien Einheit des MN und den groflen postsynaptischen Potentialen

des MHD betrug 2,5ms und im Fall der kleinen postsynaptischen Potentiale 4,8ms.
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Abb. 3.43: Motorische Bahnen des Mundhakendepressors (MHD) von Drosophila melanoga-
ster; A: Versuchsaufbau; B: Ableitung des Maxillarnervs (MN) mit rhythmischer Aktivitéit; C:
Simultane Ableitung des MN und intrazellulare Ableitung des MHD, die Aktionspotentiale der
groflen Einheit (farbige Balken) korrelierten zeitlich mit den postsynaptischen Potentialen des
MHD.
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Abb. 3.44: Motorische Bahnen des Mundhakenelevators (MHE) von Drosophila melanogaster;
A: Versuchsaufbau; B: Ableitung des Maxillarnervs (MN) mit rhythmischer Aktivitiat; C: Si-
multane Ableitung des MN und intrazelluldre Ableitung des MHE, die Aktionspotentiale der
kleinen Einheit (farbige Balken) korrelierten zeitlich mit den postsynaptischen Potentialen des
MHE.

500 ms
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| Drosophila melanogaster
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Abb. 3.45: Korrelationsanalyse der extra- und intrazellularen Ableitung des Maxillarnervs
(MN) und der Mundhakenmuskulatur (MHD und MHE) von Drosophila melanogaster; A:
Intrazellulare Ableitung des MHE enthélt zwei postsynaptische Potentiale, die anhand der Am-

10 ms

plitude unterschieden werden koénnen; B: Simultane Ableitungen des MN und MHE zeigten
eine 1:1 Korrelation zwischen den markierten Aktionspotentialen (hellblau) und den markierten
postsynaptischen Potentialen (hellblau); C: Simultane Ableitungen des MN und MHD zeigten
eine 1:1 Korrelation zwischen den markierten Aktionspotentialen (dunkelblau) und den mar-
kierten postsynaptischen Potentialen (dunkelblau) mit grofer und kleiner Amplitude, grau mar-
kierte Aktionspotentiale gehoren zu einer anderen motorischen Einheiten der entsprechenden

Muskelgruppe.

3.3.4.3 Akzessorischer Prothorakalnerv und dorsaler Protraktormuskel A

Aufgrund der Tatsache, dass der dorsale Protraktormuskel A (Prog,A) bei allen drei
Arten durch den akzessorischen Prothorakalnerv (PaN) innerviert wird (siehe Kapitel
3.2.2.3) und die motorischen Bahnen des Prog,A von Calliphora vicina und Drosophila
virilis durch den PaN verlaufen (siehe Kapitel 3.3.1.3 und 3.3.3.3), legte die These nahe,
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dass die Axone der Motorneurone des Prog,A von Drosophila melanogaster durch den
PaN projizieren. Zur Verifizierung dieser These wurden extrazellulire Ableitungen des

PaN und intrazellularer Ableitung des Prog, A an Drosophila melanogaster durchgefiihrt.
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Abb. 3.46: Motorische Bahnen des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN) von Drosophila me-
lanogaster; A: Aufbau des Experiments; B: Extrazelluldre Ableitung des PaN mit rhythmischer
neuronaler Aktivitat; C: Simultane extra- und intrazellulare Ableitung des PaN und des dorsa-
len Protraktormuskels A (Prog,A), die Aktionspotentiale mit der grofien Amplitude des PaN
(farbigen Balken) korrelierten zeitlich mit den postsynaptischen Potentialen des Prog,A.

Das Aktivitdtsmuster des PaN von Drosophila melanogaster, das extrazellular abgeleitet
wurde (siche Abb. 3.46B), besteht aus zwei Einheiten, die rhythmisch aktiv sind. Auf-
grund der unterschiedlichen Amplitude wurden die Einheiten analog zu Calliphora vicina
und Drosophila virilis als kleine und grofle Einheit bezeichnet. Das dargestellte Muster
besteht aus lang anhaltenden Bursts der kleinen Einheit, gefolgt von mehreren kurzen
Bursts, die sich aus der kleinen und grofien Einheit zusammensetzen. Das Aktivitats-
muster der zwei Einheiten des PaN von Drosophila melanogaster besitzt Ahnlichkeiten
mit dem Muster des PaN in den Ableitungen von Calliphora vicina (siehe Abb. 3.29B)
und Drosophila virilis (siehe Abb. 3.41B). In der simultanen Ableitung des PaN und
intrazellulare Ableitung des Prog,A zeigte sich eine Korrelation zwischen den Aktions-
potentialen der groBen Einheit und den postsynaptischen Potentialen des Prog,A (siehe
Abb. 3.46C).

Eine detaillierte Analyse der simultanen extra- und intrazelluldren Ableitungen ergab
eine 1:1 Korrelation zwischen der grofien Einheit des PaN und den postsynaptischen
Potentialen des Prog,A mit einer konstanten Latenz von 2ms. Die Ergebnisse zeigten,
dass die Axone der Motorneurone des Prog,A von Drosophila melanogaster iiber den

PaN auf den Muskel projizieren und seine Kontraktion steuern. Diese Erkenntnisse sind
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in Einklang mit den Ergebnissen des PaN und des Prog,A von Calliphora vicina (siche

Kapitel 3.3.1.3) und Drosophila virilis (sieche Kapitel 3.3.3.3).
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Abb. 3.47: Korrelationsanalyse der groien Einheit des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN)
mit den postsynaptischen Potentialen des dorsalen Protraktormuskels A (Prog,A) von Dro-
sophila melanogaster; die extra- und intrazelluldre Doppelableitung zeigte eine 1:1 Korrelation
zwischen den Aktionspotentialen der grofien Einheit des PaN und den postsynaptischen Poten-
tialen des Prog,A (1:1 Korrelationen farbig markiert).
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3.4 Fiktives Fressverhalten

3.4.1 Calliphora vicina

Simultane extrazellulire Ableitungen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des
akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) am isolierten Nervensystem von Calliphora vi-
cina zeigten spontane, rhythmische Aktivitdt der identifizierten motorischen Einheiten.
Aufgrund der gesammelten Daten liber die Funktionsmorphologie der am Fressverhalten
beteiligten Muskeln und {iber die Neurobiologie der zugehérigen motorischen Einheiten
des AN, MN und PaN war es moglich deren Efferenzen mit distinkten Bewegungen,
z.B. Burst der grofien Einheit im MN entspricht einem Heben der Mundhaken, gleich-
zusetzen. Zu Beginn sollte geklart werden, ob sich das Bewegungsmuster, das aus der
zeitlichen Abfolge der Aktivitdt der motorischen Einheiten ergibt, dem beobachteten

Fressverhalten der Larven von Calliphora vicina entsprach.

3.4.1.1 Etablierung

Abbildung 3.48B zeigt eine Sequenz aus einer Dreifachableitung des AN, des MN und
des PaN am isolierten Nervensystem von Calliphora vicina. Die neuronale Aktivitat
der efferenten Einheiten, respektive das daraus ableitbare fiktive Verhalten, wies grund-
legend grofie Ubereinstimmungen zu dem natiirlichen Fressverhalten der Larve aus der
Verhaltensuntersuchung (siche Kapitel 3.1) auf. Dieses Erregungsmuster wurde aufgrund
der hohen Hiufigkeit* bei Dreifachableitungen am isolierten zentralen Nervensystem von
Calliphora vicina als Standard definiert. Der dargestellte Ausschnitt beginnt mit einigen
ausgepragten Bursts verschiedener Einheiten im AN, MN und PaN. Auf diese Bursts fol-
gen eine grofle Anzahl von weniger intensiven Bursts (ca. 16), die dadurch gekennzeichnet
sind, dass die Burstdauer geringer ist und die efferente Einheit des Mundhakenelevators
(MHE) nicht 1:1 mit der Einheit des Mundhakendepressors (MHD) alternierend aktiv
ist, sondern im Verhéaltnis 1:4 bzw. 1:5.

In Abbildung 3.48C ist ein Ausschnitt aus der extrazellularen Dreifachableitung in héhe-
rer zeitlicher Auflssung dargestellt, um die Ubereinstimmungen zwischen der Aktivitit
der efferenten Einheiten des AN, des MN und des PaN bzw. den resultierenden fiktiven
Bewegungen mit dem Bewegungsmuster des Fresszyklus (siche Abb. 3.1) exemplarisch
aufzuzeigen. Das neuronale Muster in der gezeigten Ableitung beginnt mit der Aktivitat
der kleinen Einheit des MN (MHE), die von = 0,1s bis ~ 0,4s (Dauer: ~ 0,3s) anhalt.
Nach einer Pause von =~ 0,1s folgt die Aktivitét der grofen Einheit im MN (MHD) von
~ 0,5s bis ~ 1,5s (Dauer: ~ 1s). In die Aktivitdt der groBen Einheit (MHD) féllt die
Aktivitat der mittleren Einheit des MN (Labialretraktors, (LR)), die bei ca. 1,4s be-

4 Bei 55% der durchgefiihrten Dreifachableitung konnte ein dhnliches Erregungsmuster wie in Abb.
3.48B festgestellt werden.
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Abb. 3.48: Fiktives Fressverhalten von Calliphora vicina; A: Experimenteller Aufbau; B: Drei-

fachableitung des Antennal- (A

(PaNN), die Aktivitat der ident

N), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs
ifizierten motorischen Einheiten ist mit farbigen Balken markiert;

C: Markierter Ausschnitt der Dreifachableitung bei hoherer zeitlicher Auflésung, zuséatzlich zur
neuronalen Aktivitdt der motorischen Einheiten (farbige Balken) ist die daraus resultierende

Bewegung durch schematische

Darstellungen der Larven illustriert; verwendete Abk.: CDM -

Cibariale Dilatormuskulatur, L - Lésion, LR - Labialretraktor, mE - mittlere Einheit, MHD -

Mundhakendepressor, MHE -

Mundhakenelevator, Prog,A - Dorsaler Protraktormuskel A.
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ginnt und fast synchron mit der Aktivitat der grofien Einheit (MHD) zum Zeitpunkt ~
1,5s endet (Dauer: ~ 0,1s). Die Einheit im AN (cibariale Dilatormuskulatur, (CDM))
ist von =~ 0,4s bis ~ 1,5s (Dauer: ~ 1,1s) aktiv. Nach einem Interburstintervall von
~ 0,5s beginnt ein neuer Multiunitburst der Einheit, dessen Dauer iiber das Ende des
dargestellten Ausschnitts hinausreicht. Die Aktivitdt im PaN beginnt mit einem Burst
der nicht identifizierten mittleren Einheit (mE), der Burstanfang ist im gewéhlten Aus-
schnitt nicht dargestellt und dauert ~ 0,2s an. Auf den Burst der mE folgt eine Pause
von ~ 0,5s bevor ein Burst der groflen Einheit (dorsaler Protraktor A, (Prog,A) fiir
~ 0,3s einsetzt. Die Aktivitdt dieser Einheit ist gleichzeitig mit der grofien Einheit im
MN (MHD) und der Einheit des AN (CDM) aktiv. Nach einer weiteren Pause von =~
0,4s beginnt ein neuer Burst der mE, der von ~ 1,4s bis ~ 1,7s andauert. Das fiktive
motorische Muster von Calliphora vicina hat eine mittlere Frequenz von 0,8Hz (Stan-
dardabweichung: +0,4Hz; n=957)

Aus der Aktivitdt der motorischen Einheiten des AN, des MN und des PaN kann, wie die
Abb. 3.48C illustriert, ein zeitliches Bewegungsmuster abgeleitet werden. Dieses fiktive
Bewegungsmuster konnte teilweise in den Fresszyklus (siche Kapitel 3.1) eingebunden
werden, da nicht alle Muskelgruppen, deren Kontraktion die einzelnen Phasen des Zyklus
kennzeichnen, mit der Dreifachableitung erfasst wurden. Dazu gehoren die Retraktoren
der vorderen Segmente und der ventrale Protraktor des cephalopharyngealen Skeletts
(CPS), wodurch die Bewegungen der vierten Phase nicht bestimmt werden kénnen. Des
Weiteren ist es nicht moglich die erste Phase des Fresszyklus zu determinieren, weil
der relaxierte Zustand der Larve eine Annahme fiir die Erstellung des Fresszyklus war.
Aufgrund dieses Sachverhaltes setzt die Einbindung der Aktivitdt des AN, des MN und
des PaN in den Fresszyklus in der zweiten Phase mit dem Heben der Mundhaken (klei-
ne Einheit des MN) ein. Nach einer kurzen Pause fallen mehrere Einzelbewegungen zu
einer koordinierten Bewegungsabfolge zusammen, was an der iiberlappenden Aktivitéit
von drei motorischen Einheiten in den Nerven erkennbar ist. Zuerst erfolgt die Kontrak-
tion der CDM (Einheit im AN), die fiir die Nahrungsaufnahme zusténdig ist. Direkt auf
den Beginn der Kontraktion der CDM folgt das Senken der Mundhaken (grofie Einheit
des MN). Wéhrend der Kontraktion der CDM und MHD erfolgt die dorsale Neigung
des CPS (grofe Einheit des PaN). Abgeschlossen wird die Einbindung der Efferenzen
der Nerven in den Zyklus durch das Offnen des Labiums (mittlere Einheit des MN),
wodurch die Nahrung in den Pharynx aufgenommen werden kann. Die zeitliche Abfolge
und Koordination der Einzelbewegung ist kongruent mit der zweiten bis vierten Phase
des Fresszyklus.

Ausgehend von diesen Ubereinstimmungen kann die neuronale Aktivitéit der identifizier-

ten motorischen Einheiten als ,fiktives Fressverhalten“ deklariert werden.
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3.4.1.2 Variabilitat

Die Dreifachableitungen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessori-
schen Prothorakalnervs (PaN) am isolierten zentralen Nervensystem von Calliphora vi-
cina zeigten ein hohes Mafl an Variabilitdt des fiktiven Fressverhaltens. Die Beispiele
in Abb. 3.49 sollen die Variabilitit in der rhythmischen Aktivitdt bei Calliphora vicina

verdeutlichen.

| Calliphora vicina

A B
LR LR
MHE ] ] [ ] | MHE  1ninemmeeminnemeseenn 1imul 10—
MHD L (IR R RN T RN BR] MHD =& (NERERRRARRRRRIIT TINT] | iy
MN.,,.. MN.,..
CDM = IS NI BN EEEEEEEEEN CDM (NERRRERIRRTRNRI] | 1 (L1 RRNEN ]
mE EEmm T EEI I IE ] [ mE IS N EEEEEEEEE] | N IE )
Pro, A H EmIIilng 1 E1 | I | Pro, A INEERRIRRLIT [ JN] LTI
I “4s D Ts
LR LR
MHE  m 1mm L | | ] MHE — o — —
MHD 1 - 1] MHD - -_— -
CDM = D B N R CDM 11m mEEINI EIEEIEEE .
mE - u mE - - - -
Pro,A mmm - — u Pro,A 1 I N ]
PaN(mW PaNmmmmw

5s Zs

Abb. 3.49: Variabilitdt des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora vicina; A: Standardrhyth-
mus des fiktiven Fressverhaltens; B: Invertierter Rhythmus; C: Rhythmus mit lang andauernden
Bursts im Antennalnerv (AN) und Maxillarnerv (MN), sowie langen Interburstintervallen im
akzessorischen Prothorakalnerv (PalN); D: Rhythmus mit kurzen Bursts des AN und lang an-
dauernden Bursts der Einheiten des PaN; verwendete Abk.: CDM - Cibariale Dilatormuskulatur,
LR - Labialretraktor, mE - mittlere Einheit, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundha-
kenelevator, Prog, A - Dorsaler Protraktormuskel A.

In Abb. 3.49A zeigt die Einheit des Labialretraktors (LR) im fiktiven Fressverhalten eine
permanente rhythmische Aktivitdt, deren Burstanfang mit dem Ende der Aktivitdt der
Einheit des Mundhakendepressors (MHD) tiberlappt. Der LR kann aber auch sporadisch
rhythmisch aktiv sein (siehe Abb. 3.49B) oder der Burst von LR fillt in das Intervall
zwischen der Aktivitat von MHD und Mundhakenelevator (MHE) (siehe Abb. 3.49D).
Des Weiteren zeigte sich, dass bei der Einheit des LR auch keine Korrelation zu einer
Einheit der Mundhakenmuskulatur vorliegen kann (siehe Abb. 3.49C). Die Aktivitat des
LR kann aus einzelnen Bursts (sieche Abb. 3.49A-C) oder Serien von Bursts (sieche Abb.
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3.49D) bestehen.

Normalerweise zeigten MHD und MHE eine alternierende Aktivitét, die im Verhéltnis
von MHE-Einheit zu MHD-Einheit von 3:1 (siche Abb. 3.49D) bis zum Verhéltnis 1:5
(sieche Abb. 3.49A) variieren konnte. Ein hohes Mafl an Variabilitit zeigt das Interburst-
intervall zwischen MHD-Einheit und MHE-Einheit, das zwischen 0,4s (sieche Abb. 3.49A)
und fiinf s (siehe Abb. 3.49D) schwanken kann.

Die Aktivitdt der Einheiten der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) hat zwei Typen
von Mustern. Ein Typ besteht aus regelméafliger rhythmischer Aktivitat mit Interburst-
intervallen von = einer s, die von lédngeren Interburstintervallen mit bis zu ~ sieben s
Dauer unterbrochen werden (sieche Abb. 3.49A, B und D). Auffallend ist, dass diese lan-
gen Interburstintervalle mit erhohter Aktivitat der nicht identifizierten mittleren Einheit
(mE) des PaN korrelieren (siehe Abb. 3.49B und D). Der zweite Typ besteht aus langen
Bursts der CDM-Einheit (Burstdauer: ~ 29s), die teilweise mit kurzen Burst alternie-
ren. In zwei der vier Beispiele zeigte die Aktivitdt der CDM-Einheit eine gewisse zeitliche
Korrelation zu der Aktivitdt der MHD-Einheit (siehe Abb. 3.49A und B), wohingegen
in Abb. 3.49D die Aktivitat der CDM-Einheit mit der Aktivitit der MHE-Einheit und
der LR-Einheit korreliert zu sein scheint. In Abb. 3.49C ist die CDM-Einheit wéhrend
der Bursts der MHD-Einheit und MHE-Einheit aktiv.

Die Aktivitat der zwei efferenten Einheiten des PalN besitzt eine hohe Variabilitdt. In
Abb. 3.49A und B sind die zwei efferenten Einheiten nahezu kontinuierlich und alternie-
rend aktiv, wobei sie teilweise mit der Aktivitdt im AN und MN korrelieren. In beiden
Féllen zeigt die Aktivitdt der Einheit des dorsalen Protraktormuskels A (Prog,A) eine
gewisse Korrelation zur Aktivitdt der CDM-Einheit. Das Gegenteil ist in Abb. 3.49C zu
erkennen, wo die rhythmische Aktivitdt der Prog,A-Einheit in die Interburstintervalle der
CDM-Einheit fallt. In Abb. 3.49D ist die Prog,A-Einheit aktiv, wenn die CDM-Einheit
rhythmische Aktivitat zeigt. Aufféllig an der alternierenden Aktivitéat der Prog,A-Einheit
und der mE ist die Variabilitidt der Intervalle zwischen beiden efferenten Einheiten. In
Abb. 3.49A ist ein Burstintervall von ca. 0,58 zwischen beiden efferenten Einheiten er-
kennbar. Wohingegen in Abb. 3.49B und D Intervalle zwischen den Bursts beider Ein-
heiten nur teilweise vorhanden sind und sich in den restlichen Féallen das Burstende der
mE und der Burstanfang von der Prog,A-Einheit {iberlappen. In Abb. 3.49C werden
teilweise die Bursts der mE durch lange Burst der Prog,A-Einheit maskiert.

Die hohe Variabilitdt der rhythmischen Aktivitat der efferenten Einheiten des AN, des
MN und des PaN bei Calliphora vicina lasst vermuten, dass der neuronale Rhythmus

des fiktiven Fressverhaltens durch unbekannte Mechanismen modulierbar ist.
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3.4.1.3 Rhythmusanalyse

Begriindet durch die hohe Variabilitéit des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora vicina
fokussierte sich die Analyse der neuronalen Rhythmen in den extrazelluldren Ableitun-
gen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs
(PaN) von Calliphora vicina auf Impulsmuster, die dem als Standard definierten Rhyth-
mus aus Abb. 3.49A dhnelten.

In Abb. 3.50 wurde versucht, die Komplexitdt des neuronalen Rhythmus des AN, des
MN und des PaN zu erfassen und charakteristische Merkmale herauszuarbeiten. Die
Abbildung zeigt auf der rechten Seite in der Senkrechten die Originalableitung der drei
Nerven, die gegen die Zeit aufgetragen wurde. Die Aktivitdt der Einheiten ist zu Beginn
der Ableitung fiir das Verstdndnis mit den entsprechenden Farben markiert worden. Auf
der linken Seite ist in der Waagerechten die Aktivitdt der sechs efferenten Einheiten
fiir die einzelnen Perioden dargestellt. Die Bursts der Einheiten wurden gegen die Peri-
odendauer der CDM-Einheit aufgetragen. Burstabschnitte der efferenten Einheiten, die
auBerhalb der Periode der CDM-Einheit liegen, wurde durch leere Boxen mit gestrichel-

ten Umrandungslinien gekennzeichnet.

Der neuronale Rhythmus der Ableitungen des AN, des MN und des PaN besteht aus
einem komplexen sich wiederholenden Muster. Vergleicht man das Aktivitéatsschema der
Einheiten in der 1./1% und 2./2". Periode, zeigen sich grofie Ubereinstimmungen. Im Be-
sonderen ist die lange Burstdauer der mittleren Einheit (mE) des PaN fiir die 1. und 1.
Periode markant. In der 2. und 2’ Periode ist die lange Burstdauer der Mundhakende-
pressor (MHD)-Einheit und das Ausbleiben des Bursts der dorsalen Protraktormuskel
A (Prog,A)-Einheit charakteristisch.

Die 5. bis 15. Periode des AN, des MN und des PaN kennzeichnet eine starke Uberein-
stimmung in der zeitlichen Abfolge der Bursts der efferenten Einheiten, deren Aktivi-
tatsmuster im Detail dem in Abb. 3.48C gleichen.

Diese zwei unterschiedlichen wiederkehrenden Motive im neuronalen Rhythmus des AN,
des MN und des PaN scheinen sich in der Periodendauer der CDM-Einheit wiederzuspie-
geln. Die 1. bis 4. und 16. bis 2’. Periode besitzt die CDM-Einheit eine lange Perioden-
dauer, wohingegen in der 5. bis 15. Periode die Periodendauer der CDM-Einheit kurz
ist. Zusammengefasst suggerieren diese Feststellungen, dass das fiktive motorische Mu-
ster des Fressverhaltens von Calliphora vicina aus zwei fusionierten Rhythmen bestehen
konnte. Im Folgenden soll dieses motorische Muster eingehend analysiert werden und die
zwei putativen Rhythmen, aus denen sich das Erregungsmuster des fiktiven Fressverhal-

tens anscheinend zusammensetzt, nachgewiesen werden.

Die Verhaltensuntersuchung von Calliphora vicina hat gezeigt, dass haufig ein Umschal-

ten zwischen stark ausgeprégten und schwach ausgepréigten Zyklen im Fressverhalten
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Abb. 3.50: Rhythmusanalyse des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora vicina; in der senk-
rechten ist die Originalableitung des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessori-
schen Prothorakalnervs (PalN) abgebildet, die gegen die Zeit [s] und die Anzahl der Perioden
aufgetragen wurde, auf der Ordinate ist die Periodendauer der cibarialen Dilatormuskulatur
(CDM)-Einheit [s] dargestellt, die Periodendauer der CDM-Einheit und das Erregungsmuster
der Einheiten in den Perioden suggerieren zwei sich iiberlagernde neuronale Rhythmen; verwen-
dete Abk.: LR - Labialretraktor, mE - mittlere Einheit, MHD - Mundhakendepressor, MHE -
Mundhakenelevator, Prog, A - Dorsaler Protraktormuskel A.
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erfolgt (siehe Kapitel 3.1). Das Erregungsmuster der efferenten Einheiten, dargestellt
in Abb. 3.50, stimmt mit den Verhaltensbeobachtungen iiberein. Es wére zu vermuten,
dass der dargestellte Rhythmus ein Hybrid aus zwei sich iiberlagernden Rhythmen ist,
einem Schnellen und einem Langsamen. Mittels einer statistischen Analyse wurde ver-
sucht diese Theorie zu verifizieren. In Abb. 3.51 wurde die Periodendauer der cibarialen
Dilatormuskulatur (CDM)-Einheit als Histogramm aufgetragen. Das Histogramm be-
sitzt zwei Maxima. Das erste liegt bei einer Periodendauer von 1,1 bis 1,2s, das zweite
bei einer von 3,2 bis 3,3s. Des Weiteren ergab die statistische Analyse, dass die gesamte
Periodendauer im Histogramm hoch signifikant nicht normalverteilt® ist. Beide Fakten
bestéarken die These, dass es sich um einen hybriden Rhythmus handelt.

Fiir einen weiteren statistischen Nachweis des hybriden Rhythmus wurden definierte In-
tervalle um die beiden Maxima einem Test auf Normalverteilung unterzogen. Das erste
Intervall von 0,6 bis 1,6s ist nicht normalverteilt. Wohingegen das zweite Intervall von
2,7 bis 3,5s normalverteilt” ist. Die durchgefiihrte deskriptive statistische Analyse der
Teilpopulationen der Periodendauer der CDM-Einheit belegt teilweise die Existenz ei-
nes hybriden motorischen Rhythmus im fiktiven Fressverhalten von Calliphora-Larven.
Allgemein kann man festhalten, dass die statistische Analyse der Periodendauer der
CDM-Einheit tendenziell ein hybrides motorisches Muster suggeriert.

Die Frage, die durch die Phasenanalyse beantwortet werden sollte, ist, ob der neuro-
nale Rhythmus aus 3.48C ein wiederkehrendes Motiv des fiktiven Fressverhaltens von
Calliphora vicina ist. Die Datengrundlage fiir die Phasenanalyse bildeten Sequenzen der
durchgefiihrten Dreifachableitungen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des
akzessorischen Prothorakalnervs (PaN), die einen stabilen Rhythmus, wie dem in Abb.
3.48C gezeigten, aufwiesen. Insgesamt wurden zwolf Sequenzen aus den Dreifachablei-
tungen ausgewertet. Fiir die Phasenanalyse, die in Abb. 3.52 dargestellt ist, wurde die
Einheit des AN, die die cibariale Dilatormuskulatur (CDM) représentiert, als Referenz
benutzt. Dementsprechend sind die im Folgenden angegebenen Werte fiir die Burstdauer,
den Burstanfang und das Burstende sowie die Mittelwerte auf die CDM-Einheit normiert
worden.

Die Bursts der CDM beginnen folglich bei Null und enden bei 0,553 (Standardabwei-
chung: +0,146; n=481).

Ubereinstimmend mit der Verhaltensuntersuchung beginnt der Fresszyklus in der Pha-
senanalyse mit der Aktivitédt der Einheit des Mundhakenelevators (MHE). Sie beginnt bei
-0,174 (Standardabweichung: +0,196; n=315) und endet bei 0,048 (Standardabweichung:

5 Test auf Normalverteilung: 1) Kolmogorov-Smirnov-Test: W=0,254, p<0,0001; 2) Shapiro-Wilk-Test:
W=0,559, p<0,0001.

6 Test auf Normalverteilung: 1) Kolmogorov-Smirnov-Test: W=0,17, p=0,032; 2) Shapiro-Wilk-Test:
W=0,914, p=0,021.

7 Test auf Normalverteilung: 1) Kolmogorov-Smirnov-Test: W=0,067, p=0,2; 2) Shapiro-Wilk-Test:
W=0,976, p=0,73.
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Abb. 3.51: Histogramm der Periodendauer der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) von Cal-
liphora wvicina; die gesamte Periodendauer der CDM ist hochsignifikant nicht normalverteilt,
das erste Intervall (0,6 bis 1,6s) ist nicht normalverteilt, das zweite Intervall (2,7 bis 3,5s) ist
normalverteilt.

+0,172; n=315). Die Burstdauer des MHE betragt 0,222 (Standardabweichung: +0,132;
n=315). Auf die Aktivitdt der MHE-Einheit folgt der Burst der Mundhakendepressor
(MHD)-Einheit. Der Burstanfang liegt bei 0,017 (Standardabweichung: +0,092; n=464)
und das Burstende ist bei 0,484 (Standardabweichung: +0,142; n=464). Die Burstdauer
betragt 0,467 (Standardabweichung: +0,144; n=464). Die letzte aktive Einheit im MN
ist der Labialretraktor (LR). Die Bursts der LR-Einheit hatten von allen Einheiten die
geringste Dauer mit 0,081 (Standardabweichung: +0,046; n=419). Nach den Burst der
MHD-Einheit folgt die Aktivitdt der LR-Einheit (Burstanfang: 0,515 (Standardabwei-
chung: £+0,128; n=419), Burstende: 0,595 (Standardabweichung: +0,138; n=419)). Auf
die aktive Phase des LR folgt ein Intervall ohne Aktivitdt im MN, bevor der néchste
Burst des MHE einsetzt.

Die Daten zeigen, dass die MHE-, MHD- und LR-Einheit coaktiv sein konnen. Das zeit-
liche Muster der motorischen Einheiten des MN, unabhéngig von den anderen efferenten
Einheiten betrachtet, steht im Einklang mit dem beobachteten Fressverhalten der Lar-
ven (siehe Kapitel 3.1).

Die efferenten Einheiten des PaN beginnen mit einem Burst der Einheit, die den dor-
salen Protraktor A (Prog,A) représentiert, zum Zeitpunkt -0,096 (Standardabweichung:
+0,145; n=334) und enden bei 0,264 (Standardabweichung: +0,145; n=334). Die Burst-
dauer der Prog,A-Einheit betrégt 0,36 (Standardabweichung: +0,13; n=334). Im Zeit-
raum von Null bis 0,264 sind die motorische Einheiten der CDM, des MHD und des
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Abb. 3.52: Phasenanalyse des fiktiven Fressverhaltens bei Calliphora vicina; dargestellt ist die
Aktivitat der identifizierten efferenten Einheiten des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und
des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN), die Burstdauer (farbige Balken) inklusive der Stan-
dardabweichungen sind auf die Periodendauer der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) nor-
miert; die rot umrandeten Bursts, bzw. Balken, kennzeichnen die Aktivitit der unterschiedlichen
Einheiten innerhalb einer Periode; verwendete Abk.: LR - Labialretraktor, mE - mittlere Einheit,
MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakenelevator, Prog,A - Dorsaler Protraktormus-

kel A.
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Prog,A gleichzeitig aktiv. Die zeitliche Abfolge der Bewegungen, die sich aus der neuro-
nalen Aktivitdt der CDM-, der MHD- und der Prog,A-Einheit ergeben wiirde, entspricht
der dritten Phase des Fresszyklus aus der Verhaltensuntersuchung (siche Kapitel 3.1).
Die mittlere Einheit (mE) des PaN ist von 0,484 (Standardabweichung: +0,15; n=213)
bis 0,809 (Standardabweichung: +0,13; n=213) aktiv. Auffillig ist, dass der Burst der
mE in das Intervall fallt, in dem die anderen motorischen Einheiten geringe Aktivitat
(CDM-Einheit) bzw. keine Aktivitdt (MHE-, MHD- und LR-Einheit) aufweisen.

Die Phasenbeziehungen, die die Bursts der verschiedenen Einheiten zueinander besitzen,
ergibt in ihrer zeitlichen Abfolge ein Bewegungsmuster, das groBe Ubereinstimmungen
mit der abgeleiteten Bewegungssequenz aus der Aktivitdt von AN, MN und PaN in Abb.
3.48C und dem Fresszklus aus der Verhaltensuntersuchung zeigt. Diese Ubereinstimmun-
gen belegen statistisch, dass die analysierten Sequenzen aus den simultanen Ableitungen
des AN, des MN und des PaN als fiktives motorisches Muster des Fressverhaltens ange-

sehen werden konnen.

3.4.1.4 Interaktion der neuronalen Einheiten

Bei der Analyse der Dreifachableitungen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und
des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calliphora vicina konnte beobachtet
werden, dass das Ende von lang andauernden Bursts der mittleren Einheit (mE) im
PaN mit der ansteigenden Aktivitét der cibarialen Dilatormuskulatur(CDM)-Einheit im
AN zusammenfiel (sieche Abb. 3.53A). Die RegelméBigkeit in der Beziehung zwischen der
Aktivitdt der mE und CDM-Einheit, deutete darauf hin, dass eine neuronale Kopplung

zwischen den beiden efferenten Einheiten bestehen konnte.

| Calliphora vicina
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Abb. 3.53: Phasenbeziehung zwischen der Einheit der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM)
und der mittleren Einheit (mE) von Calliphora vicina; A: Extrazellulare Ableitung des Anten-
nalnervs (AN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PalN), fallt die Aktivitit der mE im
PaN ab steigt die Aktivitit der CDM-Einheit im AN (rot gestrichelte Boxen); B: Darstellung
der potentiellen Kopplung zwischen der Aktivitit der mE und der CDM-Einheit, aufgetragen ist
die Periodendauer der Einheit normiert auf die Periodendauer der CDM-Einheit gegen die neu-
ronale Aktivitit der efferenten Einheiten in Hz (Bin-Frequenz (Frequenz innerhalb eines Bins)
[Hz], Bin-Grofie: 100ms)
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Fiir die Untersuchung dieser Beobachtung wurde die Periodendauer der mE auf die Pe-
riodendauer der CDM-Einheit normiert und gegen die Aktivitdt der Einheit aufgetragen
(siehe Abb. 3.53B). Die graphische Darstellung belegt die Beobachtung. Fallt die Aktivi-
tat der mE im PaN unter einen bestimmten Wert, steigt die Aktivitdt der CDM-Einheit
im AN. Inwieweit dieses Phdnomen auf exzitatorische oder inhibitorische Synapsen zwi-
schen der mE und CDM-Einheit beruht, konnte anhand der extrazelluldren Ableitung

nicht determiniert werden.

3.4.2 Drosophila virilis
3.4.2.1 Etablierung

Auf Basis der Erkenntnisse tiber die Efferenzen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN)
und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calliphora vicina konnten gleichar-
tige efferenten Einheiten im AN, MN und PaN von Drosophila virilis identifiziert werden
(siehe Kapitel 3.3.3). Dieses Wissen und die Erkenntnisse aus der Untersuchung des fikti-
ven Fressverhaltens von Calliphora vicina ermdglichten es analoge Versuche durchzufiih-
ren, deren Intention es war einen entsprechenden neuronalen Rhythmus bei Drosophila
virilis zu identifizieren, in ein Bewegungsmuster umzuschreiben und als fiktives Verhalten
zu etablieren.

In Abb. 3.54B ist ein Ausschnitt einer Dreifachableitung des AN, des MN und des PaN
am isolierten Nervensystem von Drosophila virilis zu sehen. Die unterschiedlichen effe-
renten Einheiten der Nerven zeigen spontane, rhythmische Aktivitat. Die dargestellte
Sequenz zeigt zu Beginn und am Ende lang andauernde Bursts der Einheit des AN (ci-
bariale Dilatormuskulatur, CDM), der grofien Einheit des MN (Mundhakendepressor,
MHD) und der mittleren Einheit (mE) im PaN. Die lang andauernden Bursts werden
von sieben Bursts mit kiirzerer Dauer unterbrochen. Die Bursts der kleinen Einheit im
MN (Mundhakenelevatoren, MHE) werden sukzessive im Verlauf der dargestellten Se-
quenz langer. Die Einheit des MHD und des MHE zeigen alternierende Aktivitat. Die
Bursts der groflen Einheit des PaN (dorsale Protraktormuskel A, Prog,A) zeigen trotz
konstanter Burstdauer einen unregelméfiigen Rhythmus. Der neuronale Rhythmus im
AN, MN und PaN von Drosophila virilis besitzt entsprechende Merkmale wie der neu-
ronalen Rhythmus von Calliphora vicina (sieche Abb. 3.48).

Zur Illustration des zeitlichen Bewegungsmusters, das aus der Aktivitdt der motorischen
Einheiten gefolgert werden kann, wurde eine Sequenz der Ableitung inklusive der resul-
tierenden Bewegungen in hoherer Auflosung dargestellt (siehe Abb. 3.48C). Im diesem
Zeitabschnitt sind im AN zwei Bursts der CDM-Einheit zu erkennen, die =~ 0,4s dauern.
Die Aktivitat der Einheit im AN (CDM) beginnt wéhrend des Bursts der MHE-Einheit
(1. Burstanfang: ~ 0,4s, 2. Burstanfang: ~ 1,7s) und endet wéhrend des Bursts der
MHD-Einheit (1. Burstende: ~ 0,8s, 2. Burstende: ~ 2,1s).
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Abb. 3.54: Fiktives Fressverhalten von Drosophila virilis; A: Versuchsaufbau; B: Dreifachablei-
tung des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN),
die rhythmische Aktivitéit der verschiedenen Einheiten wurde mit farbigen Balken markiert; C:
Darstellung zeigt den markierte Abschnitt aus der Dreifachableitung bei hoherer zeitlicher Auflo-
sung, zusatzlich wurden die Bursts der motorischen Einheiten mit den fiktiven Einzelbewegungen
der Larven versehen; verwendete Abk.: CDM - Cibariale Dilatormuskulatur, L - Lasion, mE -
mittlere Einheit, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakenelevator, Prog,A - Dorsaler
Protraktormuskel A.
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Die beiden Einheiten des PaN zeigen eine alternierende Aktivitat, wobei die Bursts der
mE jeweils direkt auf die Bursts der Prog,A-Einheit folgen. Die Bursts der grofien Ein-
heit im PaN (Prog,A) sind zu Beginn und am Ende der gezeigten Sequenz nicht komplett
dargestellt. Der einzige komplett dargestellte Burst der Prog,A-Einheit beginnt bei ~
einer s und endet bei ~ 1,6s (Burstdauer: ~ 0,6s). Die Bursts des Prog,A erfolgen vor den
Bursts der CDM-Einheit. Die Bursts der mE beginnen nach der Aktivitat der Prog,A-
Einheit. Der erste Burst der mE beginnt bei ~ 0,2s und endet bei ~ 0,7s (Burstdauer:
~ 0,5s). Der zweite Burst beginnt bei ~ 1,6s und endet bei ~ 2,1s (Burstdauer: ~ 0,5s).
Auffallig ist, dass der Burst der mE jeweils wihrend der Aktivitdt der Einheit des AN
endet.

Die Aktivitat im MN beginnt mit einem anhaltenden Burst der groffen Einheit (MHD),
der zum Zeitpunkt ~ 0,1s endet. Darauf folgt ein Burst der kleinen Einheit (MHE), der
von ~ 0,1s bis ~ 0,6s dauert (Burstdauer: ~ 0,5s). Nach &~ 0,1s beginnt der Burst der
MHD-Einheit, der nach =~ 1,2s endet (Burstdauer; ~ 0,5s). Nach einem kurzen Intervall
(Dauer: =~ 0,2s) folgt ein weiterer Burst der MHE-Einheit, der ~ 0,6s dauert. Nach einer
Pause von ~ 0,2s beginnt der néchste Burst der MHD-Einheit. Die Dauer des zweiten
Bursts der MHD-Einheit betrigt ~ 0,3s. Unabhéngig von den anderen Efferenzen l&sst
sich aus der Aktivitdt der motorischen Einheiten des MN eine antagonistische Bewegung
aus Heben und Senken der Mundhaken folgern.

Die Herleitung der zeitlichen Bewegungsabfolge von Drosophila virilis aus der Aktivitat
der motorischen Einheiten des AN, des MN und des PaN beginnt, wie bei Calliphora
vicina, mit dem Heben der Mundhaken. Darauf folgt mit einer kurzen Verzoégerung die
Aktivitdt der mE, deren Funktion unbekannt ist. Ungefdhr nach der Hélfte der aktiven
Phase des MHE beginnt die Kontraktion der CDM, die fiir die Nahrungsaufnahme ver-
antwortlich ist. Wahrend der Kontraktionsphase der CDM endet das Heben und beginnt
das Senken der Mundhaken. Nach Beendigung der Kontraktion der CDM ist der MHD
noch aktiv. In der Kontraktionsphase des MHD beginnt die dorsale Neigung des cepha-
lopharyngealen Skeletts (CPS). Wahrend der Neigung des CPS endet die Aktivitat des
MHD und nach einer Pause setzt erneut das Heben der Mundhaken ein.

Die Gegeniiberstellung des fiktiven Verhaltens von Calliphora vicina und Drosophila vi-
rilis zeigt, dass auch bei letzteren die rhythmische Aktivitdt Grundziige eines fiktiven
Fressverhaltens beinhaltet. Denn die CDM ist rhythmisch aktiv, wodurch Nahrung aufge-
nommen werden kénnte. Des Weiteren wiirde aus der alternierende Aktivitit der MHD-
und MHE-FEinheiten eine Bewegung der Mundhaken folgern, die Nahrung der Schlund-
6ffnung zu fithren wiirde. Wohingegen die Kontraktion des Prog,A zu einem unerwar-
teten Zeitpunkt im Fresszyklus erfolgte. Allgemein entspricht der neuronale Rhythmus
von Drosophila virilis den larvalen Fressverhalten und kann als fiktives Fressverhalten

bezeichnet werden.
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3.4.2.2 Phasenanalyse

Wie bei Calliphora vicina stellt sich die Frage, inwieweit die aus der rhythmischen Ak-
tivitdt von Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und akzessorischen Prothorakalnerv (PaN)
exemplarisch hergeleitete Bewegungszyklus (siehe Abb. 3.54C) ein sich wiederholendes
Motiv des fiktiven Fressverhaltens von Drosophila virilis darstellt. Die Auswahl der Da-
ten, die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse der Phasenanalyse von Drosophila
virilis erfolgte analog zur Phasenanalyse bei Calliphora vicina. Jedoch war die Varia-
bilitdt des fiktiven motorischen Musters geringer als bei Calliphora vicina. Insgesamt
wurden acht Motive aus verschiedenen Dreifachableitungen in der Phasenanalyse ausge-
wertet.

Die Abb. 3.55 zeigt drei Perioden des neuronalen Rhythmus der Einheiten der unter-
suchten Nerven von Drosophila virilis und deren Phasenbeziehung zueinander. Zusétz-
lich wurden die fiktiven Bewegungen der motorischen Einheiten in die Abbildung einge-
fiigt. Der Rhythmus beginnt mit dem Burst der dorsalen Protraktormuskel A (Prog,A)-
Einheit zum Zeitpunkt -0,15 (Standardabweichung: +0,25; n=156) und endet bei 0,25
(Standardabweichung: +0,27; n=156). Die Burstdauer betrégt 0,4 (Standardabweichung:
+0,18; n=156). Von -0,14 (Standardabweichung: +0,18; n=165) bis 0,22 (Standardab-
weichung: £0,17; n=165) dauert die Aktivitdt der Mundhakenelevator (MHE)-Einheit
(Burstdauer: 0,36; Standardabweichung: +0,16; n=165). Auffillig ist die nahezu synchro-
ne Aktivitat der Einheit von Prog,A und MHE. Wahrend der Aktivitat der Prog,A- und
MHE-Einheit beginnt der Burst der cibariale Dilatormuskulatur (CDM)-Einheit und
dauert von 0 bis 0,38 (Standardabweichung: +0,11; n=275). Die Aktivitat des Mund-
hakendepressors (MHD)-Einheit setzt nach der aktiven Phasen von MHE und Prog,A
ein, aber wiahrend des Bursts der CDM-Einheit. Der Burst der MHD-Einheit beginnt
bei 0,25 (Standardabweichung: +0,13; n=211) und endet bei 0,72 (Standardabweichung:
+0,18; n=211). Die nicht identifizierte mittlere Einheit (mE) hat eine Burstdauer von
0,38 (Standardabweichung: +0,25; n=116) und bildet die letzte aktive Einheit in der Pe-
riode des Rhythmus. Der Burst der mE beginnt bei 0,63 (Standardabweichung: +0,26;
n=116) und endet zum Zeitpunkt 1,01 (Standardabweichung: +0,25; n=116).

Die Ergebnisse der Phasenanalyse von Drosophila virilis ergédbe folgenden fiktiven Be-
wegungszyklus: Der Zyklus startet mit der Neigung des cephalopharyngealen Skeletts
(CPS). Auf den Beginn der Neigung setzt das Heben der Mundhaken ein, gefolgt vom
Einsaugen der Nahrung durch die Kontraktion der CDM. Fiir ein kurzes Intervall erfol-
gen die Neigung des CPS, das Heben der Mundhaken und das Einsaugen der Nahrung
zeitgleich. Die Kontraktion des Prog,A endet wiahrend MHE und CDM aktiv sind. Nach
Beendigung der Kontraktionsphase des MHE beginnt nach einer Pause das Senken der
Mundhaken. In die Aktivitdtsphase des MHD endet das Einsaugen der Nahrung und
beginnt die Aktivitat der mE. Der Burst der mE endet zu Beginn der Kontraktion des
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Abb. 3.55: Phasenanalyse des fiktiven Fressverhaltens von Drosophila virilis; dargestellt ist die
Aktivitdt der efferenten Einheiten des Antennal- (AN), des Maxillar- (MIN) und des akzes-
sorischen Prothorakalnervs (PaN), die Burstdauer (farbige Balken) inklusive der Standardab-
weichungen sind auf die Periodendauer der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) normiert; die
rot umrandeten Bursts, bzw. Balken, kennzeichnen die Aktivitdt der Einheiten innerhalb ei-
ner Periode; verwendete Abk.: mE - mittlere Einheit, MHD - Mundhakendepressor, MHE -
Mundhakenelevator, Prog,A - Dorsaler Protraktormuskel A.
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Prog,A, die zum néchsten Zyklus gehort.

Im Vergleich der fiktiven Bewegungszyklen aus dem Fallbeispiel (sieche Abb. 3.54C) und
der Phasenanalyse (sieche Abb. 3.55) wird deutlich, dass die Phasenbeziehungen zwischen
der CDM-, der MHD-, der MHE- und der Prog,A-Einheit groe Ubereinstimmungen auf-
weisen. Wohingegen sich die Phasenlage, bzw. die zeitliche Korrelation der mE des PaN
zwischen dem Fallbeispiel und der Phasenanalyse unterscheiden. Im Fallbeispiel erfolgt
der Burst der mE fast gleichzeitig mit dem Burst der CDM-Einheit, aber in der Phasen-
analyse eilt der Burst der CDM-Einheit dem Burst der mE voraus. Das Motiv bestehend
aus der rhythmischen Aktivitét der efferenten Einheiten der Nerven kann aufgrund seiner
Ubereinstimmungen als ein Bestandteil des neuronalen Rhythmus des fiktiven Fressver-
haltens von Drosophila virilis aufgefasst werden.

Grundlegend zeigt die Phasenbeziehung zwischen den Einheiten des AN, des MN und des
PaN grofie Ahnlichkeit zu den entsprechenden Resultaten von Calliphora vicina (siehe
Kapitel 3.4.1.3).

3.4.3 Drosophila melanogaster
3.4.3.1 Etablierung

Mit den Wissen iiber die motorische Funktion der Einheiten des Antennal- (AN), des
Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Drosophila melano-
gaster war es moglich, wie bei Calliphora vicina (siehe Kapitel 3.4.1.1) und Drosophila
virilis (siehe Kapitel 3.4.2.1) aus der spontanen rhythmischen Aktivitit der Nerven fik-
tive Bewegungen und Bewegungsmuster zu folgern. Im Folgenden wurde, analog zu der
Auswertung bei Calliphora vicina und Drosophila virilis untersucht, inwiefern dieses re-
sultierende fiktive Verhalten dem larvalen Fressverhalten entspricht. Fiir die Analyse der
neuronalen Rhythmen wurden die Ableitungen zusétzlich mit einem Glattungsalgorith-
mus in eine Hiillkurve umgeschrieben, die dem durchschnittlichen Trend der Aktivitéit
der Einheiten reprasentiert (siche Kapitel 2.6.2).

In Abb. 3.56B ist die spontane Aktivitdt der Einheiten der untersuchten Nerven in ei-
ner simultanen Dreifachableitung am isolierten zentralen Nervensystem von Drosophila
melanogaster dargestellt. Zu Beginn der Ableitung sind die Bursts der grofien Einheit
des MN (Mundhakendepressor, MHD) und der mittleren Einheit des PaN (mE) lang an-
dauernd, wohingegen die Bursts der Einheit im AN (cibariale Dilatormuskulatur, CDM)
diesem Trend nicht folgen. Die grofle Einheit im PaN (dorsaler Protraktormuskel A,
Prog,A) und die kleine Einheit des MN (Mundhakenelevator, MHE) sind zu Beginn
nicht aktiv. Im weiteren Verlauf der Ableitung zeigen die beiden efferenten Einheiten
des MN (MHD und MHE) und des PaN (mE und Prog,A) alternierende Aktivitat, wo-
bei die Burstdauer der MHD-Einheit und mE abnimmt. Die Aktivitdt der Einheit des
AN hat in der dargestellten Ableitung einen relativ konstanten Rhythmus mit geringer
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Abb. 3.56: Fiktives Fressverhalten von Drosophila melanogaster; A: Versuchsaufbau; B: Drei-
fachableitung des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs
(PaN) , die Aktivitdt der Einheiten wurde mit farbigen Balken markiert; C: Darstellung zeigt
einen Ausschnitt aus der Ableitung der abgeleiteten Nerven bei hoherer zeitlicher Auflésung, zu-
sétzlich zur Markierung der Bursts der Einheiten (farbige Balken) sind die fiktiven Einzelbewe-
gung der Larven dargestellt; verwendete Abk.: CDM - Cibariale Dilatormuskulatur, L - Lésion,
mkE - mittlere Einheit, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakenelevator, Prog,A -
Dorsaler Protraktormuskel A.
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Variabilitdt der Burstdauer.

Der Rhythmus der Efferenzen des AN, des MN und des PaN enthélt ein wiederkehrendes
Motiv, das in Abb. 3.56C detailliert dargestellt ist. In der Abbildung wurde zur Akti-
vitat der identifizierten Einheiten die entsprechende fiktive Bewegung hinzugefiigt. Die
Aktivitat der Einheit im AN (CDM) besteht aus zwei Bursts, die eine Burstdauer von
~ 0,5s aufweisen. Der erste Burst der CDM-Einheit beginnt bei &~ 1,4s und endet bei ~
1,9s. Der zweite Burst dauert von ~ 3,9s bis ~ 4.,4s.

Im PaN sind beide Einheiten aktiv. Zuerst erfolgt ein kurzer Burst der mE, der von ~
0,6s bis ~ 0,9s anhé&lt. Mit einer kurzen Verzégerung folgt auf die Aktivitdt der mE der
lang andauernde Burst der grofien Einheit des PaN (Prog,A). Der Burst der Prog,A-
Einheit beginnt bei ~ 0,9s und endet bei ~ 1,8s (Burstdauer: ~ 0,9s). Der néchste Burst
der mE beginnt bei ~ 3,1s und endet bei ~ 3,4s (Burstdauer: ~ 0,3s). Identisch zur
ersten Burstabfolge fingt direkt nach den Burst der mE der Burst der Prog,A-Einheit
an, der von ~ 3,4s bis &~ 4,4s dauert (Burstdauer: ~ 1,0s).

Die dargestellte Aktivitdt im MN setzt in einem Burst der grofien Einheit (MHD) ein,
die nach ~ 0,5s endet. Darauf folgt ein Burst der kleinen Einheit (MHE), der von =~
1,0s bis ~ 1,5s andauert (Burstdauer: ~ 0,5s). Nach einer Pause beginnt bei ~ 2,1s ein
neuer Burst der MHD-Einheit, der zum Zeitpunkt ~ 3,1s endet (Burstdauer: ~ 1s). Auf
die Aktivitat der grofien Einheit (MHD) folgt ein Burst der kleinen Einheit (MHE), der
von ~ 3,5s bis ~ vier s dauert (Burstdauer: ~ 0,5s). Abschlieend beginnt bei ~ 4,5s
ein weiterer Burst der MHD-Einheit, dessen Burstende nicht dargestellt ist.

Aus dem erldutertem neuronalen Rhythmus der efferenten Einheiten kann folgendes zy-
klisches Bewegungsmuster hergeleitet werden (siehe Abb. 3.56C): Der Zyklus beginnt
mit dem Burst der Prog,A-Einheit bei ~ 0,9s, wodurch das cephalopharyngeale Ske-
lett (CPS) nach ventral geneigt wird. Kurz nach Beginn der Neigung des CPS setzt
das Heben der Mundhaken ein. Wahrend der Neigung des CPS und dem Heben der
Mundhaken beginnt die Aufnahme der Nahrung, repréasentiert durch die Aktivitdt der
CDM-Einheit im AN. Nach einem Intervall, indem diese drei aufgefithrten Bewegungen
coaktiv sind, endet zuerst das Heben der Mundhaken und fast gleichzeitig die Neigung
des CPS und die Nahrungsaufnahme. Nach einer Pause werden die Mundhaken gesenkt.
Mit dem Ende des Senkens der Mundhaken beginnt die Aktivitdt der mE, deren phy-
siologische Funktion unbekannt ist. Das Ende des Bursts der mE geht flielend in die
Aktivitat der Prog,A-Einheit iiber, die den Beginn des nichsten Bewegungszyklus kenn-
zeichnet. Grundsitzlich sind Ubereinstimmungen zwischen den fiktiven Verhalten von
Calliphora vicina (sieche Abb. 3.48) und Drosophila virilis (siehe Abb. 3.54) und dem

von Drosophila melanogaster zu erkennen.
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3.4.3.2 Phasenanalyse

Die Phasenanalyse der Rhythmen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des ak-
zessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Drosophila melanogaster sollte klaren, ob das
erlauterte Fallbeispiel in Kapitel 3.4.1.1 ein wiederkehrendes Motiv des fiktiven Fressver-
haltens ist. Fiir die Phasenanalyse sind insgesamt 10 Ableitungen ausgewertet worden.
Insgesamt zeigte das motorische Muster von Drosophila melanogaster eine geringere Va-
riabilitdt in Relation zu Calliphora vicina. Sie wurde analog zu den Phasenanalysen von
Calliphora vicina und Drosophila virilis durchgefithrt. Die Ergebnisse der Phasenanalyse
sind in Abb. 3.57 inklusive der fiktiven Bewegungen der motorischen Einheiten darge-
stellt.

Der neuronale Rhythmus der Phasenanalyse beginnt mit der Prog,A-Einheit, die bei
-0,29 (Standardabweichung: +0,14; n=210) beginnt und bei 0,16 (Standardabweichung:
+0,11; n=210) endet (Burstdauer: 0,45; Standardabweichung: +0,13; n=210). Mit ei-
ner Latenz von 0,08 folgt der Burst der MHE-Einheit, die von -0,21 (Standardabwei-
chung: +0,14; n=95) bis 0,12 (Standardabweichung: +0,14; n=95) dauern (Burstdau-
er: 0,33; Standardabweichung: +0,13; n=95). Die Prog,A- und MHE-Einheit sind tiber
einen groflen Zeitraum gleichzeitig aktiv. Zum Zeitpunkt Null beginnt der Burst der
CDM-Einheit, die bis zum Zeitpunkt 0,43 (Standardabweichung: +0,15; n=243) dauert
(Burstdauer: 0,43; Standardabweichung: +0,15; n=243). Fiir das Intervall von 0 bis 0,12
sind die Einheiten der CDM, des Prog,A und der MHE gleichzeitig aktiv. Der Burst
der MHD-Einheit dauert von 0,22 (Standardabweichung: +0,12; n=197) bis 0,63 (Stan-
dardabweichung: +0,12; n=197). Die Burstdauer der MHD betragt 0,41 (Standardab-
weichung: +0,14; n=197). Zum Ende der Aktivitdt der MHD-Einheit beginnt der Burst
der mE und dauert von 0,47 (Standardabweichung: +0,18; n=>55) bis 0,7 (Standard-
abweichung: 40,15, n=55). Die Burstdauer betragt 0,23 (Standardabweichung: +0,13;
n=>55). Das Burstende der mE féllt in die Aktivitit der Prog,A-Einheit der néchsten
Periode. Vergleicht man die n-Zahlen der ausgewerteten Perioden, die gleich der n-Zahl
der CDM-Einheit ist, mit den geringen n-Zahlen der mE und MHE-Einheit, so ergibt
sich, dass diese beiden efferenten Einheiten unregelméflig in den Perioden aktiv waren.
Der fiktive Bewegungszyklus, der sich aus der rhythmischen Aktivitéit der efferenten Ein-
heiten des AN, des MN und des PaN herleitet, beginnt mit der dorsalen Neigung des
cephalopharyngealen Skeletts (CPS). Er resultiert aus dem Burst der Prog,A-Einheit.
Wiéhrend der Neigung des CPS fangen die Mundhaken an sich zu heben (MHE), gefolgt
vom Einsaugen der Nahrung (CDM). Nach dem Ende der Bewegung des CPS und dem
Heben der Mundhaken beginnt das Senken der Mundhaken (MHD). Das Ende der ci-
barialen Pumpaktivitét erfolgt wihrend des Senkens der Mundhaken. Die Aktivitit der
mE beginnt gegen Ende des Senkens der Mundhaken. Das Ende des Bursts der mE ist

wahrend der dorsalen Neigung des CPS der néchsten Periode.



126 3 Ergebnisse

| Drosophila melanogaster

PaN - R}r

AN -

0,0 0,5 1,0
normierte Periodendauer

Abb. 3.57: Phasenanalyse des fiktiven Fressverhaltens von Drosophila melanogaster; dargestellt
ist die Aktivitdt der efferenten Einheiten des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des ak-
zessorischen Prothorakalnervs (PaN), die Burstdauer (farbige Balken) inklusive der Standardab-
weichungen wurden auf die Periodendauer der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) normiert;
die rot umrandeten Bursts, bzw. Balken, kennzeichnen die Aktivitidt der Einheiten innerhalb
einer Periode; verwendete Abk.: mE - mittlere Einheit, MHD - Mundhakendepressor, MHE -
Mundhakenelevator, Prog,A - Dorsaler Protraktormuskel A.

Aufgrund der grofien Ahnlichkeit zwischen dem als Fressverhalten etablierten fiktiven
motorische Muster des Fallbeispiels (siehe Abb. 3.56) und der Phasenanalyse (siche Abb.
3.57) lasst sich schlussfolgern, dass der etablierte neuronale Rhythmus ein wiederkehren-
des Motiv des Erregungsmusters des AN, MN und PaN von Drosophila melanogaster ist.
Die Phasenbeziehungen zwischen den efferenten Einheiten von Drosophila melanogaster
zeigt grofie Ubereinstimmungen zu den Resultaten der Phasenanalyse von Calliphora
vicina (siehe Abb. 3.52) und Drosophila virilis (siehe Abb. 3.55), weshalb die unter-
suchten Impulsmuster von Drosophila melanogaster als weiterer Bestandteil des fiktiven

Fressverhaltens von Dipteren-Larven gedeutet werden kénnen.
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In den letzten Jahrzehnten wurde das dem Fressverhalten zugrunde liegende neurona-
le und motorische System an verschiedenen Invertebraten intensiv untersucht, wie z.B.
bei Crustacea [Harris-Warrick et al., 1992; Selverston & Moulins, 1987; Heinzel et al.,
1993], bei Mollusca (Lymnaea stagnalis) [Benjamin et al., 1979; Brierley et al., 1997;
McCrohan, 1984; McCrohan & Benjamin, 1980; Rose & Benjamin, 1979, 1981], bei Le-
pidoptera (Manduca sexta) [Bowdan, 1988, 1995; Bowdan & Wyse, 1997, 2000; Griss,
1990; Griss et al., 1991; Hanson & Dethier, 1973; Miles & Booker, 1998; Rohrbacher,
1994] und bei Caelifera (Schistocerca gregaria) [Ayali et al., 2002; Hill et al., 1966; Rast &
Bréunig, 2001a,b; Seath, 1977a,b; Zilberstein & Ayali, 2002]. Insbesondere die Arbeiten
an Crustaceen und Mollusken haben zu fundamentalen Erkenntnissen gefiihrt, indem
das Fressverhalten ausgehend von den zugrunde liegenden rhythmischen Bewegungen
iiber die muskuldre und neuronale Architektur bis zu intrinsischen Eigenschaften und
synaptischen Verschaltungen einzelner Neurone der zentralen Mustergeneratoren aufge-
klért wurde.

Adulte Dipteren haben in den sechziger und siebziger Jahren als Modellsystem fiir die
Untersuchung der Regulation von Fressverhalten gedient [Dethier & Gelperin, 1967; Gel-
perin, 1966a, 1972]. In den letzten Jahren jedoch hat die Erforschung des Fressverhaltens
von Dipteren, vorrangig von Drosophila melanogaster, aufgrund der genetischen Zugéng-
lichkeit eine Renaissance erlebt. Das Fressverhalten von Drosophila und damit in Ver-
bindung stehendes Verhalten und Strukturen wurden auf multiplen Ebenen untersucht,
wie z.B. der entwicklungsbiologischen Entstehung des stomatogastrischen Nervensystems
[Hartenstein, 1997], Beteiligung dopaminerger und octopaminerger Neurone am Lernver-
halten und an den Entscheidungsfindungsprozessen [Schwaerzel et al., 2003], neuronale
Verschaltung des gustatorischen [Melcher & Pankratz, 2005] und des olfaktorischen Sy-
stems [Wilson et al., 2004; Olsen & Wilson, 2008] und neuromodulatorischer Einfluss
auf das Fressverhalten [Melcher et al., 2007]. Bemerkenswert ist in diesem Zusammen-
hang, dass relativ wenig iiber das larvale Fressverhalten von Drosophila melanogaster
auf funktionsmorphologischer und elektrophysiologischer Ebene bekannt ist. Ziel dieser

Arbeit war es, diese Wissensliicken zu fiillen und einen ganzheitlichen Uberblick iiber
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das Fressverhalten von Dipteren-Larven zu geben. Ausgehend von den rhythmischen
Bewegungen wihrend der Nahrungsaufnahme {iber die Funktionsmorphologie der aus-
fiihrenden Muskelgruppen und Identifikation der motorischen Bahnen der zugehorigen
Nerven bis zu deren motorischen Output der putativen zentralen Mustergeneratoren

sollte das larvale Fressverhalten von Dipteren analysiert werden (siehe Abb. 4.1).

zentralnervose
Verarbeitung
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Verhalten Output

I l
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Abb. 4.1: Konzept der Untersuchung des larvalen Fressverhaltens von Dipteren-Larven; Ziel

der Arbeit war es, alle Teilaspekte des Fressverhaltens zu untersuchen und einen ganzheitlichen

Uberblick iiber das Fressverhalten von Dipteren-Larven zu geben.

Des Weiteren sollten Grundlagen fiir sensomotorische, neuromodulatorische und intra-
zelluldare Untersuchungen des Fressverhaltens von Dipteren geschaffen werden. Eine an-
gestrebte Zukunftsperspektive ist die interdisziplindre Erforschung von Verhalten an
Drosophila melanogaster durch die Fusion der Molekular- und Neurobiologie, bzw. im
Speziellen der Elektrophysiologie.

In der veroffentlichten Arbeit von Spief} et al. [2008] iiber die Gemeinsamkeiten des sto-
matogastrischen Nervensystem von Calliphora- und Drosophila-Larven wurde gezeigt,
dass an Calliphora gewonnene wissenschaftliche und methodische Erkenntnisse als eine
Art von ,Schablone® bzw. , Leitfaden® dienen kénnen, um diese Erkenntnisse adaquat auf
Drosophila zu ibertragen. Aufbauend darauf wurden die grundlegenden Untersuchun-
gen zundchst an Calliphora durchgefithrt, um in der folgenden Instanz das gewonnene

Wissen fiir Drosophila zu etablieren.
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4.1 Verhalten

Dipteren-Larven besitzen im Gegensatz zu Vertebraten ein begrenztes Verhaltensreper-
toire, das folgende Verhaltensweisen umfasst: Fressen (feeding), Fortbewegung (loco-
motion), Beugen (bending), Drehen (turning), Zuriickweichen (retreating), Aufbadumen
(rearing) und Graben (burrowing) [Green et al., 1983]. Bei Drosophila-Larven wurde
festgestellt, dass sie durchschnittlich 84% ihrer larvalen Lebenszeit fiir die Aufnahme
von Nahrung aufbringen [Green et al., 1983]. Fasst man diese verhaltensbiologischen
Fakten zusammen, konnen Dipteren-Larven als kontinuierlich fressende Organismen mit
einem basalen Verhaltensrepertoire aufgefasst werden. Das larvale Fressverhalten be-
steht aus einem mehr oder weniger starren, repetitiven Bewegungsmuster, weshalb sie
hervorragend als Versuchobjekte fiir die Untersuchung dieser rhythmischen Bewegungen
geeignet sind. Das Fressverhalten ist bei Calliphora- und Drosophila-Larven anndhernd
identisch, obwohl die Larven von Calliphora vicina sich von Aas, bzw. Kadaver [Hennig,
1973] und die Larven der beiden Drosophila-Arten sich von Mikroorganismen, die auf
verfaulendem Obst leben, ernéhren [Basset et al., 2000; Steinhaus, 1940].

Aufgrund des relativ simplen motorischen Musters, das dem larvalen Fressverhalten zu-
grunde liegt, wurde es bei Drosophila in vielen wissenschaftlichen Arbeiten genutzt, um
in so genannten Verhaltensessays genetische Phénotypen zu charakterisieren [Li et al.,
2001; Miyakawa et al., 1980; Sewell et al., 1974; Shaver et al., 1998; Sokolowski, 1980;
Tissot et al., 1998; Zinke et al., 1999]. Daraus resultierte, dass sich die Beschreibungen
des Fressverhaltens in der Literatur auf einzelne charakteristische Bewegungskomponen-
ten beschrianken, wie z.B. ,,propel food through the pharynx®, ,rhythmic protraction and
retraction of the head“ oder ,shoveling movements of the mouth hooks“ [Green et al.,
1983; Gorcezyca et al., 1991; Harrison & Cooper, 2003; Hobson, 1932; Sewell et al., 1974;
Sokolowski, 1982]. In der Literatur existiert keine vollsténdige Erlduterung des gesamten
rhythmischen Fressverhaltens und der beteiligten Bewegungen.

In der Verhaltensuntersuchung von Calliphora vicina sollten die aus der Literatur be-
kannten einzelnen Bewegungskomponenten zu einem Gesamtbild weiterentwickelt wer-
den, was in Form eines Fresszyklus bestehend aus vier Phasen realisiert wurde (siehe
Kapitel 2.3). Die einzelnen Phasen werden durch distinkte, stereotype Bewegungen der
thorakalen Segmente, des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) und der Mundhaken cha-

rakterisiert:

1. Vorwértsbewegung des CPS und der thorakalen Segmente der relaxierten Larve

mit verzogertem Heben der Mundhaken,
2. Ventrale Neigung des CPS und Senken der Mundhaken,

3. Zuriickziehen des CPS und der thorakalen Segmente bei gesenkten Mundhaken

und
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4. Ubergang in die relaxierte Ursprungsposition.

Aus den Erkenntnissen der Verhaltensanalyse konnte auf die Muskeln geschlossen wer-
den, die diesen Bewegungen zugrunde liegen. Der dorsale Protraktormuskel A (Prog,A)
bewerkstelligt die ventrale Neigung und ist beteiligt an der Vorwartsbewegung des CPS.
Der Mundhakendepressor (MHD) und -elevator (MHE) realisieren die Bewegung der
Mundhaken. Der Labialretraktor (LR) 6ffnet das Labium und die vorverdaute Nahrung
wird iiber die Kontraktion der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM) aufgenommen. Auf
diesen Muskeln lag der Focus der anatomischen und funktionsmorphologischen Untersu-
chung.

Die Fressrate (Retraktion des CPS, [Hz]) von Calliphora vicina variierte zwischen 1
und 3Hz. Sie ist geringfiigig niedriger als die Fressrate von Drosophila melanogaster, die
zwischen 0,3 und 3,5Hz schwankt [Harrison & Cooper, 2003; Sewell et al., 1974; Sokolow-
ski, 1980]. Die grofie Variabilitit resultiert vermutlich primér aus der Abhéngigkeit des
Fressverhaltens vom Alter der Larven neben anderen endogenen und exogenen Faktoren.
Diese Altersabhéngigkeit des Fressverhaltens wurde fiir Larven von Drosophila melano-
gaster durch die Arbeit von Sewell et al. [1974] und bei Calliphora vicina durch Reiter &
Hajek [1984] belegt. Reiter stellte in seiner Arbeit fest, dass bei heranwachsenden Larven
und ausreichenden Nahrungsangebot der Kropf permanent gefillt ist, wohingegen weni-
ge Stunden nach Erreichen des Wachstumsgipfels der Darm und Kropf keine Nahrung
mehr enthalten.

Das héaufig beobachtete Umschalten im Fressverhalten zwischen Zyklen mit stark aus-
geprigten Bewegungen und Zyklen mit schwach ausgeprigten Bewegungen &dhnelt in
gewisser Form den endoskopisch untersuchten hybriden SchlieSbewegungen der latera-
len Magenzahne von Crustaceen, dabei erfolgen zwischen den festen Bissen mit grofler
mehrere Bisse mit kleiner Bewegungsamplitude. Diese hybriden SchlieBbewegungen re-
sultieren aus einer wechselseitigen Interaktion zwischen unterschiedlichen Netzwerken
des stomatogastrischen Nervensystems, dessen neuronale Auspriagung ein so genanntes
hybrides Erregungsmuster ist [Bohm et al., 1998]. Inwieweit diese These zutreffend ist,

kénnen nur elektrophysiologische Untersuchungen kléren.
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4.2 Anatomie und Funktionsmorphologie

Die im Folgenden diskutierten Ergebnisse der anatomischen und funktionsmorphologi-
schen Untersuchung der Muskeln und Nerven, die an der Nahrungsaufnahme beteiligt
sind, bilden einen grundlegenden Bestandteil fiir das Verstdndnis des larvalen Fressver-
haltens von Dipteren. Diese Daten bilden die Voraussetzung fiir die elektrophysiologische
Charakterisierung der Afferenzen und Efferenzen der pharyngealen Nerven auf extra-
und intrazellularer Ebene. Zuséatzlich konnten Hinweise beziiglich neuromodulatorischer
Effekte auf das Fressverhalten von Calliphora vicina gesammelt werden. In dieser funkti-
onsanatomisch orientierten Studie werden nur peripher entwicklungsbiologische Aspekte
des larvalen Nervensystems oder Homologien und Analogien der Nervenarchitektur zu

anderen Insektengruppen diskutiert.

4.2.1 Muskulatur

Funktional dient der Pharynx von Vertebraten und Invertebraten der Nahrungsaufnah-
me. Bei den acephalen Dipteren-Larven setzt sich der Pharynx aus der Schlundéffnung
und den Cibarium zusammen, die in ein cephalopharyngeales Skelett (CPS) eingebettet
sind. Fir die Nahrungsaufnahme miissen unterschiedliche Elemente des Pharynx bewegt

werden. Diese Bewegungen werden durch zwei Gruppen von Muskel ausgefiihrt:

1. Akzessorische pharyngeale Muskulatur; diese Muskeln besitzen eine Ansatz-
stelle am Pharynx und eine an der Cuticula, dazu gehoren die Pro- und Retraktoren
des CPS und die zwei Mundhakenakzessoren. Die Kontraktion der akzessorischen
pharyngealen Muskeln resultieren in Relativbewegungen des CPS zum Koérper wéh-

rend des Fressverhaltens und der Fortbewegung [Siebenaller, 2008].

2. Pharyngeale Muskulatur; diese wird dadurch gekennzeichnet, dass beide An-
satzstellen pharyngealen Ursprungs sind, darunter fallen die cibariale Dilatormus-
kulatur, Mundhakenelevator und -depressor als auch der Labialretraktor. Die Be-
wegungen der pharyngealen Muskeln sind direkt an der Nahrungsaufnahme betei-

ligt.

Die pharyngeale und die akzessorische pharyngeale Muskulatur der Larven ist haupt-
sachlich fiir die Nahrungsaufnahme verantwortlich und nur peripher an der Lokomotion

beteiligt, die durch die Kérperwandmuskulatur realisiert wird.

4.2.1.1 Cibariale Dilatormuskulatur

In einigen wissenschaftlichen Publikationen wurde die cibariale Dilatormuskulatur (CDM)

von Drosophila melanogaster thematisiert, wobei der Focus der Arbeiten auf der Onto-
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genese [Hartenstein, 1997] oder den Einfluss cholinerger Agonisten auf zentrale Muster-
generatoren [Gorezyca et al., 1991] lag. Der Mechanismus der Nahrungsaufnahme wurde
fir Larven von Lucilia erlautert, allerdings wurde die zugrunde liegende Muskulatur
nicht erwahnt [Hobson, 1932]. Obwohl es mehrere Arbeiten tiber die Muskulatur der
Kopfkapsel bei Coleoptera gibt [Alarie et al., 2004; Anton & Beutel, 2006; Beutel &
Friedrich, 2005], in denen teilweise Muskeln mit d&hnlicher Funktion beschrieben werden,
gibt es kaum ausfiihrliche anatomische Beschreibung der CDM von Dipteren-Larven.
Beispielsweise projiziert bei M. clyplopatalis (Coleoptera), einer Larve mit Kopfkapsel,
eine Muskelgruppe vertikal auf die dorsale Oberfliche des cibarialen Teils des Oesopha-
gus [Beutel et al., 2008]. Funktionsmorphologisch kénnte diese Muskelgruppe als Korrelat
der CDM von Dipteren-Larven aufgefasst werden.

Die einzigen Unterschiede zwischen der CDM der untersuchten Larven-Arten bestehen in
der Anzahl und Grofie der Muskelbiindel, ansonsten teilen sie sich folgende anatomischen

Merkmale:

1. Sie sind im cephalopharyngealen Skelett (CPS) lokalisiert,

2. Ventral sind die Muskelbiindel mit der dorsalen Oberfliche des Oesophagus ver-

bunden und

3. Die dorsale Ansatzstelle der Muskelbtindel ist der dorsale Arm des CPS.

Aus der anatomischen Ubereinstimmung in Position und Geometrie der CDM resultiert
eine analoge Funktion. Die Kontraktion der CDM bewirkt einen Unterdruck im Lumen
des Oesophagus, wodurch bei gedffnetem Labium Nahrung eingesaugt wird. Aufgrund
der exklusiven Funktion im Fressverhalten von Calliphora- und Drosophila-Larven ist
die CDM eine Schliisselmuskelgruppe mit besonderer Bedeutung, weil ihre Aktivitat als
Indikator fiir die Nahrungsaufnahme genutzt werden kann. Die Funktionsweise der CDM
ist vergleichbar mit den cibarialen Pumpmechanismen fiir Larven von Bombyx mori [Sa-
saki & Asaoka, 2006] und adulten Manduca sexta [Miles & Booker, 1998].

4.2.1.2 Mundhakendepressor und -elevator

Die Literatur enthélt wenig Information iiber den Aufbau und die Funktion der Mund-
hakenmuskulatur bei den untersuchten Larven. Ludwig [1949] hat in seiner morpholo-
gischen Studie tiber den larvalen Kopf von Calliphora erythrocephala die Ansatzstellen
der Mundhakenmuskulatur am cephalopharyngealen Skelett beschrieben. Er gliederte
die Mundhakenmuskulatur in mandibulare Abduktoren und Adduktoren. Hennig [1973]
erwahnt in seiner Arbeit iiber Dipteren die Bewegung der Mundhaken, die durch dorsale

Abduktoren und ventrale Adduktoren ausgefithrt wird.
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Anatomisch und funktionsmorphologisch zeigen die untersuchten Arten in Bezug auf die
Mundhakenmuskulatur grofie Ubereinstimmung. Die Bewegung wird durch ein Depressor-
Elevator-System realisiert. Bei Calliphora und beiden Drosophila-Arten besteht die Mus-
kulatur aus vier paarig angeordneten Mundhakendepressormuskeln (MHD) und zwei
paarig angeordneten Mundhakenelevatormuskeln (MHE), die auBen dem cephalopha-
ryngealen Skelett (CPS) aufliegt. Die Ansatzstellen der Muskeln sind am ventralen Arm
des CPS und an der dorsalen und ventralen Basis der Mundhaken lokalisiert.
Aufgrund der unterschiedlichen Gréfle von Calliphora- und Drosophila-Larven unter-
scheidet sich die Mundhakenmuskulatur in der Lange und Breite.

Die ungleiche Disposition zwischen den Muskeln des Depressor- und denen des Elevator-
Systems suggeriert, dass das Senken der Mundhaken die kraftintensivere Bewegung ist.
Es wurde beobachtet, wie Larven von Calliphora mit ihren Mundhaken Kerben in das
Siliconelastomer der Petri-Schale geschnitten haben. Im Kontext des Fressverhaltens be-
starkt dies die Annahme von Hobson [1932], dass die Larven die Mundhaken einsetzen,
um bindegewebsreiches Substrat zu zerkleinern und Nahrung der Mundoffnung zu zufiih-
ren. Ein weiterer Beleg fiir diese Theorie ist, dass die Muskulatur an exponierten Stellen
der Mundhakenbasis ansetzt, wodurch der Hebelmechanismus der Bewegung zusétzlich
optimiert wird.

Der Beitrag der Mundhakenbewegung zum Fressverhalten und Lokomotion wurde in der
Literatur kontrovers diskutiert [Roberts, 1971; Menees, 1962]. In Léasionsversuchen, in
denen sie entfernt wurden, krochen Larven ohne Mundhaken und solche mit Mundhaken
identisch. Schlussfolgernd aus diesen Versuchen und eigenen Verhaltensbeobachtungen
sind die Mundhaken zwar nicht zwingend notwendig bei der Lokomotion, werden aber,
wenn vorhanden, eingesetzt, um z.B. ein Hindernis zu iiberwinden. Des Weiteren soll-
te festgehalten werden, dass die Bewegungen der Mundhaken eindeutig dem larvalen
Fressverhalten zu geordnet werden konnen, wenn gleichzeitig die cibarialen Dilatormus-
kulatur (CDM) als Indikator fiir die Nahrungsaufnahme aktiv ist.

4.2.1.3 Labialretraktor

Erstmals wurde der Labialretraktor in der Literatur von Ludwig [1949] erwdhnt. Die
eigenen Krgebnisse zeigten, dass bei allen drei untersuchten Arten der LR ein paariger
Muskel ist, der posterior am ventralen Arm des cephalopharyngealen Skeletts (CPS)
ansetzt und anterior iiber eine komplexe Struktur aus Bindegewebe mit den Labium
verbunden ist. Eine Verkiirzung des LR bewirkt vermutlich {iber einen sklerotisierten
Hebelmechanismus das Offnen des Labiums. Ein Antagonist zum LR konnte nicht iden-
tifiziert werden, weshalb das Labium vermutlich passiv durch die Elastizitdt des Hebel-
mechanismus geschlossen wird.

Von besonderer Bedeutung fiir das larvale Fressverhalten ist der LR, weil er als einzige
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Muskelgruppe fiir das Offnen des Labiums verantwortlich ist und als Indikator fiir die

Nahrungsaufnahme genutzt werden kann.

4.2.1.4 Dorsaler Protraktormuskel A

Obwohl in einer Zeichnung von Weber [1974] die dorsalen und ventralen Protraktoren
angedeutet sind und in einer schematischen Darstellung von Calliphora erythrocephala
zwei Protraktormuskeln in den anterioren Segmenten der Larve eingezeichnet und be-
schrieben wurden [Ludwig, 1949], existiert in der Literatur keine detaillierte anatomische
Beschreibung des dorsalen Protraktormuskels A (Prog,A) von Drosophila virilis und me-
lanogaster.

Die anatomische Untersuchung des Prog,A ergab analog zu den bereits diskutierten Mus-
kelgruppen bei allen drei untersuchten Arten, dass die Muskelansatzstellen posterior am
dorsalen Arm des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) und anterior an der Cuticula des
Prothorax iibereinstimmen. Aus der Geometrie des Muskels ergeben sich fiir Calliphora
und Drosophila eine ibereinstimmende Bewegung. Fine Kontraktion des Prog,A bewirkt
eine ventrale Neigung und anteriore Bewegung des CPS relativ zum Koérper der Larve.
Im Gegensatz zu den anderen diskutierten Bewegungen sind an dieser Bewegung wahr-
scheinlich noch weitere Muskelgruppen beteiligt, die als eine Art ,Widerlager” fungieren.
Die dorsalen und ventralen Protraktoren (Prog,A, Prog,B und Proye,:) konnten diese
Funktion erfiillen.

Aufgrund seiner Funktion ist der Prog,A sowohl am Fressverhalten als auch an der Lo-
komotion beteiligt. Denn die Pro- und Retraktion des CPS ist ein integraler Bestandteil
der larvalen Fortbewegung [Berrigan & Lighton, 1993; Berrigan & Pepin, 1995; Green
et al., 1983]. In einer Videoanalyse miisste das rdumliche und zeitliche Muster der Pro-
und Retraktion des CPS wéahrend des Fressverhaltens und der Lokomotion bestimmt
werden, um zu sehen, ob die Bewegungen des CPS verhaltensspezifische Komponenten
enthalten. Im Kontext des Fressverhaltens unterstiitzt die Bewegung des Prog,A das Ab-
senken der Mundhaken, um die Nahrung zu zerkleinern und dem Labium zu zufiihren.

Der longitudinale Muskel von M. tentoriohypopharynalis [Beutel & Friedrich, 2005], einer
cephalen Larve der Ordnung Coleoptera, besitzt allgemeine anatomische Gemeinsamkei-
ten mit den Prog,A der acephalen Larven von Dipteren, die zumindest eine funktionelle

Analogie suggerieren.

Zusammenfassung

Die untersuchten Dipteren-Larven besitzen funktionsmorphologisch iiberein stimmende
pharyngeale (CDM, MHD, MHE und LR) und akzessorische pharyngeale Muskelgruppen
(Prog,A) (siehe Kapitel 3.2.1). Die Bewegungen des Pharynx, die aus der Aktivitét

der beschriebenen Muskeln resultieren (Aufsaugen der Nahrung, Heben und Senken der
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Mundhaken, Neigung des CPS), sind in Calliphora und Drosophila identisch.

4.2.2 Pharyngeale Nerven

Alle Nerven von Calliphora und Drosophila, die vom zentralen Nervensystem nach an-
terior projizieren und sensorische oder motorische Strukturen des Pharynx innervieren,
wurden allgemein als pharyngeale Nerven bezeichnet. Die wichtigsten sind der Antennal-
(AN), der Maxillar- (MN) und der akzessorische Prothorakalnerv (PaN), die in den fol-
genden Abschnitten diskutiert werden. Des Weiteren gehoéren zu dieser Gruppe: der
ventrale Arm Nerv (VAN), der unpaarige Oesophagialnerv (UON), der Labialnerv (LN)

und der Bolwignerv (BN), die aber nicht Gegenstand dieser Arbeit waren.

4.2.2.1 Antennalnerv

Bei Calliphora- und Drosophila-Larven verbindet der Antennalnerv (AN) das Suboe-
sophagialganglion mit dem Ganglion des Dorsalorgans (DO). Ausfiihrlich beschrieben
wurde die Morphologie des paarigen DO fiir die Larven von Musca domestica [Chu-
Wang & Axtell, 1971]. Bei Musca domestica und Drosophila melanogaster ist das DO
ein sensorisches Organ mit einer kuppelartigen Struktur, die in einen Sockel auf den
cephalen Loben eingelassen ist. Das DO von Drosophila wurde in zahlreichen Studien
intensiv untersucht [Cobb, 1999; Gendre et al., 2004; Heimbeck et al., 1999; Gerber
et al., 2004; Gerber & Stocker, 2007; Oppliger et al., 2000; Python & Stocker, 2002a;
Stocker, 1994; Tissot et al., 1997], in denen das DO als olfaktorisches Sinnesorgan eta-
bliert und dessen sensorische Bahnen, die durch den AN verlaufen, nachgewiesen wurden.
Die schematischen und halb-schematischen Zeichnungen aus diesen Arbeiten vermitteln
den Eindruck, der AN enthalte ausschliellich sensorische Bahnen. Auf Grundlage des
derzeitigen Wissens scheint das DO und der Verlauf der zugehorigen sensorischen Bah-
nen fir Calliphora und Drosophila identisch zu sein.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der AN der untersuchten Arten zusétzlich liber das
Frontalkonnektiv (FK) mit dem stomatogastrischen Nervensystem (SNS) verbunden ist.
Die in der Literatur vorhandenen Synonyme: ,labro-frontal-connective“ [Baccolo, 1954]
und ,antennal-labral-frontal-nerve* [Néassel & Cantera, 1985] fiir Calliphora-Larven bele-
gen die Anbindung an das SNS. Das SNS der Insekten ist Bestandteil des sympathischen
Nervensystems und an der Kontrolle der Bewegungen des Pharynx und Vorderdarms be-
teiligt [Penzlin, 1985; Hartenstein, 1997].

In den anatomischen Studien konnte fiir Calliphora und Drosophila eine neuronale Ver-
bindung zwischen den Suboesophagialganglion und der cibarialen Dilatormuskulatur
(CDM) identifiziert werden (siehe Kapitel 3.2.2.1). Die Innervation der CDM tber den
AN, das FK, die frontale Nervenverbindung (FNV) und den Frontalnerv (FN) ist bei

allen drei Arten identisch. Die Untersuchung der Nerven des anterioren Endes der Lar-
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ven von Calliphora erythrocephala bestétigen dieses Innervationsschema [Ludwig, 1949].
Diese Erkenntnis deutete darauf, dass neben den sensorischen Bahnen des DO die moto-
rischen Bahnen der CDM durch den AN projizieren und die Motorneurone im zentralen
Nervensystem liegen.

In der Literatur wird der AN als rein sensorischer Nerv dargestellt, der das DO mit
dem zentralen Nervensystem verbindet. In meiner anatomischen Untersuchung wurde
zum ersten Mal das komplette Innervationsschema des AN von Drosophila virilis und
melanogaster beschrieben.

Die Position der Nervenabzweigungen unterscheiden sich zwischen Calliphora und Dro-
sophila. Bei Calliphora entspringen zwei Seitenédste (AN/I und AN/II) aus dem AN und
projizieren auf den Oesophagus innerhalb des CPS. Die Projektionen der Seitenéste ter-
minieren in Regionen, die den Positionen der dorsalen und posterioren pharyngealen
Sensillen bei Drosophila melanogaster entsprechen [Jirgens et al., 1986; Singh & Singh,
1984; Singh, 1997]. Wohingegen der AN von Drosophila virilis und melanogaster keine
Nervenabzweigungen besitzt. Jedoch zweigen vom FK beider Drosophila-Arten zwei bis
drei Seitenéste (FK/I - FK/III) ab, deren Projektionsmuster teilweise denen der Seitené-
ste des AN von Calliphora &hneln. Des Weiteren scheint der AN /T dem ,labral nerve“ von
Calliphora erythrocephala zu gleichen, der nach Ludwig [1949] das ,labral sense organ“
innerviert. Das ,labral sense organ® ist vermutlich identisch zum dorsalen pharyngealen
Sensillum von Drosophila. In allen drei Larven-Arten innervieren Nervenabzweigungen
eine bis dato nicht identifizierte neuronale Struktur im Bereich des ventralen Arms des
CPS. Bei Calliphora erfolgt die Innervation iiber den Seitenast AN/II und bei beiden
Drosophila-Arten tiber FK/I.

Eine weitere anatomische Gemeinsamkeit der drei Arten ist die Existenz einer neuronalen
Anastomose zwischen dem AN und dem Maxillarnerv (MN), die bisher in der Literatur
nicht beschrieben wurde. Im Gegensatz zu Calliphora, wo eine direkte Verbindung zwi-
schen AN und MN (A/AN-MN) besteht, ist bei der Anastomose von Drosophila das FK
(A/FK-MN) zwischengeschaltet. Calliphora vicina und Drosophila virilis besitzen eine
weitere Anastomose zwischen dem AN und dem FK (A/AN-FK). Eine putative phy-
siologische Funktion konnten den beschriebenen neuronalen Anastomosen des AN nicht
zugeordnet werden, ist aber nicht auszuschlieBen (siche A/PaN-PN in Kapitel 4.3.3).

4.2.2.2 Maxillarnerv

In der Literatur zur Anatomie der pharyngealen Nerven von Dipteren-Larven wurde der
Maxillarnerv (MN) von Hertweck [1931] und Néssel & Cantera [1985] als ,,suboesopha-
geal nerve“ und von Ludwig [1949] als ,, mandibular-maxillary-labial nerve“ bezeichnet.
Die anatomische Studie des MN zeigte fir Calliphora- und Drosophila-Larven, dass er

aus dem Suboesophagialganglion entspringt und das Ganglion des Terminalorgans (TO)
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innerviert. Dies ist im Einklang mit den Beschreibungen des Innervationsschemas des
MN von Calliphora erythrocephala [Ludwig, 1949] und Drosophila melanogaster [Co-
lomb et al., 2007; Gerber et al., 2004; Gerber & Stocker, 2007; Python & Stocker, 2002b;
Stocker, 1994; Tissot et al., 1997, 1998; Vosshall & Stocker, 2007]. Des Weiteren belegten
diese Arbeiten eine neuronale Verbindung des MN zum Suboesophagialganglion, was in
der eigenen anatomischen Untersuchung nur fiir Calliphora vicina (MN/VI) nachgewie-
sen werden konnte (siehe Kapitel 3.2.2.2).

Das paarige TO ist ein Sinnesorgan bestehend aus sechs unterschiedlich Arten von Sen-
sillen, das disto-lateral zum Dorsalorgan (DO) auf den cephalen Loben lokalisiert ist
[Bolwig, 1946; Chu-Wang & Axtell, 1972a; Richter, 1962; Singh & Singh, 1984]. Grund-
legend dient das TO der Gustation [Oppliger et al., 2000]. Allerdings konnten thermo-
sensitive Neurone im TO von Drosophila nachgewiesen werden [Liu et al., 2003] und in
eigenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass das TO mechanosensitiv ist (siche Kapi-
tel 4.3.2). Diese Fakten deuten eine multisensorische Funktion des TO an.

Das paarige Ventralorgan (VO), das eine leichte cuticulére Ausstiilpung mit darauf be-
findlichen sensorischen Strukturen ist, liegt unterhalb des TO den cephalen Loben auf
und besteht aus vier Sensillen, die vermutlich mechano- und chemosensitiv sind [Chu-
Wang & Axtell, 1972b; Python & Stocker, 2002b; Stocker, 1994; Szpila et al., 2008].
Das Labialorgan (LO) ist eine sensorische Struktur, die auf den Labialpapillen lateral
zu den Labialloben lokalisiert ist [Szpila et al., 2008]. Dieses besteht aus zwei Sensillen.
Es wurde unabhéngig fiir mehrere Dipteren-Larven beschrieben [Singh & Singh, 1984;
Szpila et al., 2008]. Laut Literatur erfolgt die Innervation des LO durch den Labialnerv,
der bei Calliphora als ein Seitenast des MN [Ludwig, 1949] und bei Drosophila als eigen-
standiger Nerv beschrieben wurde [Stocker, 1994]. In meiner anatomischen Studie konnte
ich zeigen, dass das LO bei allen untersuchten Arten iiber eine Nervenabzweigung des
MN (MN/II) mit dem zentralen Nervensystem verbunden ist (siche Kapitel 3.2.2.2). Die
Nervenabzweigung MN/II entspricht vermutlich dem Labialnerv von Ludwig [1949].
Obwohl die aufgefiihrten wissenschaftlichen Arbeiten von Drosophila suggerieren, dass
der MN hauptséachlich sensorische Bahnen enthilt, deuten die Ergebnisse eine wesent-
lich komplexere neuronale Struktur des MN an. Bei den drei Arten innervieren drei
bis vier Seitenéste oder feine Projektionen des MN die pharyngealen Muskeln, die au-
Ben dem cephalopharyngealen Skelett (CPS) anliegen: Mundhakendepressor, -elevator
und Labialretraktor (siche Kapitel 3.2.2.2). Fiir die Drosophila-Larven konnten teilweise
die kompletten neuronalen Strukturen der Seitenédste des MN nicht bestimmt werden.
Wahrscheinlich projizieren die nicht identifizierten Seitenéste ebenfalls auf Muskelgrup-
pen, die vom MN innervierten werden, jedoch kénnen auch sensorische Innervationsziele
nicht ausgeschlossen werden. Ludwig [1949] beschrieb fiir Calliphora erythrocephala, dass

der Labialnerv (MN/II) den so genannten Speicheldriisenmuskel (,salivary muscle®) in-
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nerviert. Nach seinen Angaben liegt dieser Muskel ventral dem cephalopharyngealen
Skelett (CPS) auf. Er soll posterior im Bereich der pharyngealen Furchen (,pharyn-
gealen ridges“) und anterior an der Miindung des Speicheldriisenkanals in die larvale
Mundéffnung inserieren. Der Speicheldriisenmuskel sowie seine Innervation durch den
MN konnten durch die anatomische Untersuchung nicht bestatigt werden.

Eindeutige anatomische Unterschiede zwischen Calliphora und Drosophila sind:

1. Die Projektion des Seitenasts MN/I an den ventralen Arm des CPS bei Calli-
phora, der bei Drosophila fehlt. Ob MN/I méglicherweise ein nicht beschriebenes

Sinnesorgan innerviert, miisste in zukiinftigen Arbeiten geklart werden.

2. Die neuronale Anastomose existiert bei Calliphora zwischen dem MN und dem
Antennalnerv, wohingegen bei Drosophila der MN mit dem Frontalkonnektive (FK)

verbunden ist. Die Funktion der Anastomose ist nicht bekannt.

In der morphologischen Arbeit von Tissot et al. [1998] iber die Motorneurone der pharyn-
gealen Muskulatur von Drosophila melanogaster Larven ist eine neuronale Anastomose
zwischen den MN und den Frontalnerv (FN) beschrieben, die in meiner anatomischen

Untersuchung des MN von Drosophila melanogaster eindeutig nicht vorhanden war.

4.2.2.3 Akzessorischer Prothorakalnerv

Das anteriore bzw. cephale Projektionsmuster des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN)
von Dipteren wurde erstmals von Ludwig [1949] fiir Calliphora erythrocephala graphisch
dargestellt. Die anterio-laterale Austrittsstelle vom zentralen Nervensystem des PaN bei
Calliphora erythrocephala und Sacrophaga bullata wurde von Néssel & Cantera [1985]
erwahnt.

In meiner Arbeit wurde zum ersten Mal versucht, das gesamte Innervationsschema des
PaN von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster zu erliau-
tern. Der PaN aller untersuchten Arten innerviert die Aorta iiber die Nervenabzweigung
PaN/I. In Dipteren-Larven fungiert die Aorta als Neurohaemalorgan fiir neurosekretori-
sche Zellen des retrocerebralen Komplexes [Cantera, 1988; Cantera et al., 1994; Siegmund
& Korge, 2001]. Allerdings konnte die neurosekretorische Funktion der Innervation durch
den PaN/I in elektrophysiologischen Untersuchungen von Calliphora vicina nicht verifi-
ziert werden (siehe Kapitel 3.3.1.3).

Die anatomische Untersuchung des PaN konnte in allen Féllen eine Projektion zum
Bolwigorgan (BO) bzw. in die unmittelbare Umgebung des BO gezeigt werden. Bei Cal-
liphora erfolgt die Innervierung des BO durch den Seitenast PaN/II, wohingegen bei
beiden Drosophila-Arten der PaN direkt auf das BO projiziert. Die neuronale Verbin-

dung des PaN ist unabhéngig vom so genannten Bolwignerv oder optischen Nerv, der fiir
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Calliphora [Bolwig, 1946; Néssel & Cantera, 1985] und Drosophila [Gerber et al., 2004;
Ito et al., 1995; Tix et al., 1989] beschrieben wurde. Untersuchungen an Calliphora vicina
haben gezeigt, dass der Bolwignerv iiber die Augenanntenalscheibe die Gehirnhemisphéa-
ren mit dem BO verbindet. In extrazellularen Ableitungen resultierte eine Beleuchtung
des BO in einer reizabhéngigen Erhohung der Aktionspotentialfrequenz im Bolwignerv
[Siebenaller, 2008]. Diese Experimente belegen die These von Sawin et al. [1994], dass
das BO ein lichtsensitives Sinnesorgan ist. Die Funktion des PaN/II sollte in zukiinftigen
Projekten untersucht werden.

Bei Calliphora und Drosophila besitzt der PaN eine neuronale Anastomose (A /PaN-PN)
zum Prothorakalnerv (PN). In einer Zeichnung der prothorakalen motorischen Nerven
von Ludwig [1949] ist eine identische neuronale Verbindung zwischen den PaN und ven-
tralen Prothorakalnerv, der anatomisch den PN &hnelt, fiir Calliphora erythrocephala
dargestellt.

Der PaN innerviert folgende akzessorische pharyngeale Muskeln: Dorsaler Protraktor-
muskel A und B (Prog,A und Prog,B). Allerdings projiziert bei Calliphora der PaN iiber
mehrere feine Nervenéste direkt auf Prog,A und Prog,B. Im Gegensatz dazu sind die
dorsalen Protraktormuskeln von Drosophila tiber den Seitenast PaN/II mit dem PaN
verbunden. Aufgrund der A/PaN-PN ist der neuronale Verlauf der potentiellen motori-
schen Bahnen des Prog,A und Prog,B unklar, weil die Axone der Motorneurone durch
den PaN oder den PN ziehen kénnen. Diese Frage miisste durch elektrophysiologische
Experimente analysiert werden. Entsprechende Versuche wurden bei Calliphora vicina
durchgefiihrt und haben gezeigt, dass die motorischen Bahnen des Prog,B durch die
neuronalen Anastomose, A/PaN-PN, projizieren (siche Kapitel 3.3.1.3). Daraus resul-
tiert eine physiologische Funktion von A /PaN-PN bei Calliphora vicina. Diese Tatsache
zeigt, dass eine rein anatomische Beschreibung der Innervationsmuster nicht ausreicht,
sondern durch elektrophysiologische Experimente auf funktioneller Ebene untermauert
werden muss.

Fir Calliphora vicina und Drosophila melanogaster wurden einige Projektionen des PaN
nicht komplett anatomisch beschrieben. Diese Projektionen und ihre Innervationsziele

sollten in weiterfihrenden Arbeiten analysiert werden.

Zusammenfassung

Die eindeutig bestimmten sensorischen und besonders die motorischen Innervationsziele
des AN, des MN und des PaN sind in Calliphora und Drosophila identisch, obwohl die In-
nervationsschemata der pharyngealen Nerven teilweise gattungsspezifische Unterschiede

aufwiesen.
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4.2.3 Retrograde axonale Fiillung der pharyngealen Nerven

Das Frontalganglion (FG) bildet bei allen Insekten das Zentrum des stomatogastrischen
Nervensystems [Penzlin, 1985]. In der Klasse der Insekten ist das FG eine unpaarige
neuronale Struktur, die auf der dorsalen Oberfliche des Oesophagus lokalisiert ist und
iiber zwei laterale Nerven mit dem zentralen Nervensystem verbunden ist. Diese grund-
legenden anatomischen Merkmale des Frontalganglions wurden fiir adulte Periplaneta
americana [Willey, 1961; Gundel & Penzlin, 1978|, adulte Acheta domesticus [Kirby
et al., 1984], adulte Locusta migratoria [Burrows, 1996; Ayali, 2004], larvale und adulte
Manduca sexta [Bell et al., 1974; Miles & Booker, 1994, 1998] und larvale Apis mellifera
[Boleli et al., 1998] gezeigt. Im Gegensatz dazu wird das FG im spaten Embryonalsta-
dium und frithen ersten Larvenstadium von Drosophila als u-férmige, paarige Struktur
beschrieben, die 25-30 Somata enthélt [Campos-Ortega & Hartenstein, 1985; Forjanic
et al., 1997; Hartenstein, 1997]. In vielen Insektengruppen enthélt das FG die Motorneu-
rone, die an der Erzeugung der motorischen Muster des Fressverhaltens beteiligt sind. In
Schistocerca gregaria enthdlt das FG das motorische Netzwerk, das die rhythmischen Be-
wegungen des Vorderdarms reguliert [Ayali et al., 2002; Ayali, 2004; Ayali & Zilberstein,
2004; Zilberstein & Ayali, 2002]. Im FG der Larven von Manduca sexta wurden Motor-
neurone nachgewiesen, die pharyngeale Muskeln steuern [Miles & Booker, 1994, 1998].
Unsere veroffentlichte Arbeit [SpieB et al., 2008] hat gezeigt, dass im Frontalganglion von
Calliphora- und Drosophila-Larven keine Somata enthalten sind, weshalb der Terminus
(Frontal-) ,,Ganglion“ unpassend ist. Aufgrund der tibereinstimmenden anatomischen
Merkmale dieser neuronalen Struktur mit dem FG der aufgezéhlten Insektengruppen
wurde die Bezeichnung ,frontale Nervenverbindung® (FNV) als adédquat angesehen.
Die Arbeiten von Rajashekhar & Singh [1994]; Tissot et al. [1998] an adulten Drosophila
zeigten, dass die pharyngealen Motorneurone im Tritocerebrum lokalisiert sind und nicht
im FG. Diese Daten suggerieren, dass auch die Motorneurone der pharyngealen und ak-
zessorischen pharyngealen Muskulatur von Dipteren-Larven im zentralen Nervensystem
liegen.

Obwohl das Wissen iiber das zentrale Nervensystem von adulten Dipteren grof§ ist, wur-
de das larvale zentrale Nervensystem nur marginal untersucht [Hertweck, 1931; Ito et al.,
1995; Kankel & Hall, 1976; Kankel et al., 1980; White & Kankel, 1978]. Mit ein Grund
dafiir mag sein, dass retrograde Fiillungen der peripheren Nerven bei Dipteren-Larven ei-
ne grofle technische Herausforderung darstellen, die eine anatomische Untersuchung des
zentralen Nervensystems zusétzlich erschweren [Thomas et al., 1984]. Dies weckte die
Motivation in dieser Arbeit retrograde axonale Fiillungen bei Calliphora vicina durch-
zufithren, um die Zellkérper der Neurone, die durch die pharyngealen Nerven projizieren,
im Speziellen der Motorneurone, zu identifzieren.

Durch die Fiillungen des Antennal- (AN), des Frontal- (FN), des Maxillar- (MN) und
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des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calliphora vicina konnten Zellkérper
angefirbt werden, die alle im Suboesophagialganglion lokalisiert waren. Im Fall der an-
gefarbten Somata, die durch den AN und den MN projizieren, liegt der Locus der Zell-
verbédnde im anterioren Bereich des Suboesophagialganglions. Anhand der Fiillungen des
AN, MN und PaN kann nicht die physiologische Natur der identifizierten Somata geklart
werden, denn die anatomischen Untersuchung der pharyngealen Nerven hat gezeigt, dass
die untersuchten pharyngealen Nerven auf motorische und sensorische Strukturen proji-
zieren (siehe Kapitel 3.2.2). Demzufolge werden durch eine retrograde axonale Fiillung
des gesamten Nervs die Axone und Somata der sensorischen und motorischen Neurone
angefiarbt. Des Weiteren wurde in einer immunohistologischen Untersuchung von Calli-
phora erythrocephala belegt, dass Serotonin-immunoreaktive Neurone im zentralen Ner-
vensystem Axone im AN besitzen [Néssel & Cantera, 1985], demzufolge konnten auch
neurosekretorische Neurone zumindest im Fall des AN von Calliphora vicina angefarbt
worden sein. Uber eine selektive Fiillung der Motorneurone der cibarialen Dilatormus-
kulatur (CDM) von Calliphora vicina, die iiber den Frontalnerv (FN) erfolgte, konnte
die Position der entsprechenden Somata im Suboesophagialganglion bestimmt werden.
Die selektiv gefiillten Motorneurone entsprechen einer Teilmenge der gefiillten Somata
im zentralen Nervensystem der kompletten retrograden Fillung des AN. Dies bestatigt
flir die Motorneurone der CDM die These, dass die Motorneurone der pharyngealen
Muskulatur im zentralen Nervensystem lokalisiert sind. Fiir die anderen beschriebenen
Muskelgruppen miissten in weiterfithrenden Studien derartige selektive Fiillungen durch-
gefiihrt werden, um die exakte Position der Motorneurone zu bestimmen.

Die neuritischen Projektionen der pharyngealen Nerven, die in das erste und zweite
Thorakalganglion ziehen, verlaufen im Neuropil. Das synaptische Neuropil bildet den
zentralen Kern des Gehirns und ist umgeben von einem Cortex aus Nervenzellkorpern.
Inwieweit die direkte Nachbarschaft der angefarbten Neurone oder die Projektionen in
die Thorakalganglien Interaktionen zwischen dem putativen sensorischen System und
den motorischen Netzwerken andeutet, kann auf Basis dieser Resultate nicht beant-
wortet werden. Eine solche Interaktion kann nur durch intrazellulire Ableitungen der

entsprechenden Neurone nachgewiesen werden.

4.2.4 hugin-Neurone und -Projektionen in Calliphora vicina

Hugin ist ein Neuropeptid, das in Drosophila melanogaster von 20 Neuronen expri-
miert wird. Verhaltensuntersuchungen haben gezeigt, dass in der larvalen Fressmutante
klumpfuss (klu) hugin iiberexprimiert wird. Hugin wird von Neuronen im zentralen Ner-
vensystem exprimiert. Die hugin-exprimierenden Neurone projizieren zur pharyngealen
Muskulatur, zum retrocerebralen Komplex, ins Ventralganglion und zu hoheren Zentren

des Nervensystems (Protocerebrum) [Melcher et al., 2007]. Diese Fakten suggerieren,
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dass hugin wahrscheinlich im Gehirn das Fressverhalten als Antwort auf gustatorische
Signale moduliert [Melcher & Pankratz, 2005]. Eine Homologie-Analyse ergab, dass Man-
duca sexta und Apis melifera ein homologes Pra-Propeptid zu hugin von Drosophila
melanogaster besitzen [Bader, 2008]. Des Weiteren konnten in diesen Arten morpho-
logische ahnliche Neuronenanordnungen, die das Homologon exprimieren, zu den hu-
gin-exprimierenden Neuronen-Ensemblen in Drosophila melanogaster bestimmt werden
[Bader, 2008].

Aufgrund der starken Konservierung von hugin im Genom von Insekten und der morpho-
logischen Ubereinstimmung zwischen den identifizierten hugin-Neuronen in Drosophi-
la melanogaster und angefirbten Neuronen der CoCl/CoLy-Fiillung des akzessorischen
Prothorakalnerv (PaN) von Calliphora vicina stellte sich die Frage, ob hugin-Neurone im
zentralen Nervensystem von Calliphora vicina existieren. In der durchgefiihrten immu-
nohistologischen Untersuchung konnten 12-14 hugin-immunoreaktive Zellen im Suboeso-
phagialganglion von Calliphora vicina identifiziert werden. Die hugin-immunoreaktiven
Zellen sind wie die putativen Motorneurone der pharyngealen und akzessorischen pha-
ryngealen Muskulatur im Suboesophagialganglion lokalisiert. Wéare die These zutreffend
[Bader, 2008], dass das Neuropeptid hugin im Suboesophagialganglion iiber spezielle
Dendriten diffus ausgeschiittet wiirde, was fiir Neuropeptide bei Vertebraten nachge-
wiesen wurde [Ludwig et al., 2002], so kénnte es das motorische Netzwerk des larvalen
Fressverhaltens modulieren.

Des Weiteren konnten Projektionen von hugin-immunoreaktiven Zellen im PaN aufge-
zeigt werden. Allerdings konnte das Innervationsziel der Projektionen nicht ermittelt
werden. Ein Spaltprodukt des hugin Pra-Propeptids, das Pyrokinin2 (PK2) besitzt ver-
mutlich eine myostimulatorische Wirkung [Meng et al., 2002], was die Innervation eines

oder mehrerer Muskeln im anterioren Bereich der Larve von Calliphora vicina nahe legt.
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4.3 Elektrophysiologie

Die Experimente an Calliphora vicina bildeten den integralen Bestandteil der elektro-
physiologischen Untersuchung der Dipteren-Larven, bei denen primér das motorische
System des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakal-
nervs (PaN) detailliert analysiert wurde. Ausgehend von den gewonnenen technischen
und physiologischen Erkenntnissen wurden die efferenten Einheiten und deren Funktion
in den entsprechenden Nerven von Drosophila virilis und melanogaster identifiziert.

Die Sensorik wurde nur an Larven von Calliphora vicina qualitativ untersucht. Die
gewonnen Daten kénnen als Hilfestellung fiir die Planung und Konzeptionierung von
analogen Versuchen an Drosophila virilis und melanogaster fungieren. Dariiber hinaus
sollten die Experimente erste Anhaltspunkte liefern, wie das Nervensystem von Dro-
sophila melanogaster in einem interdisziplindren Ansatz, der elektrophysiologische und

molekularbiologische Methoden kombiniert, untersucht werden kann.

4.3.1 Antennalnerv
Cibariale Dilatormuskulatur (CDM)

Die Larven von Calliphora leben auf und erndhren sich von Kadavern, wohingegen die
Larven von Drosophila als Lebensraum verfaulende Friichte bevorzugen und darauf be-
findlichen Mikroorganismen, wie z.B. Saccharomyces cerevisiae, als Nahrungsquelle nut-
zen. Obwohl die Habitate und die Nahrungsgrundlage bei den untersuchten Larven unter-
schiedlich sind, wird die Nahrung in einem verfliissigten Zustand aufgenommen. Deshalb
kann die cibariale Dilatormuskulatur (CDM) als ,Saugpumpe* aufgefasst werden, die
vergleichbar mit den cibarialen Pumpmechanismus bei nektarsaugenden Insekten ist, wie
z.B. Bombyz mori [Sasaki & Asaoka, 2006] oder Manduca sexta [Miles & Booker, 1998].
Das positionsabhéngige Aktivitdtsmuster der einzelnen CDM-Muskelbiindel zeigte, dass
die Kontraktionen der CDM-Biindel zeitlich versetzt in Form einer von anterior nach
posterior verlaufenden peristaltischen Kontraktionswelle beginnen und synchron enden.
Dabei handelt es sich moglicherweise um eine Anpassung zur Optimierung des Pump-
mechanismus.

Durch unterschiedliche elektrophysiologische Methoden konnten die motorischen Bahnen
der CDM von Calliphora vicina nachvollzogen werden. Die Fasern projizieren ausgehend
von den Zellkérpern im Suboesophagialganglion durch die Antennalnerven (AN), die
Frontalkonnektive (FK) iiber die frontale Nervenverbindung (FNV) und innervieren die
CDM iiber den Frontalnerv (FN). Der Verlauf der motorischen Bahnen stimmt mit
den anatomischen Ergebnissen iiberein. Der Nachweis fiir den Verlauf der motorischen
Bahnen resultierte aus der zeitlichen Korrelation der Multiunitbursts im AN und den

postsynaptischen Potentialen auf der CDM sowie Léasionsexperimenten an den AN.
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Durch orthodrome elektrische Stimulation des AN konnten postsynaptische Muskelpo-
tentiale auf der CDM erzeugt werden. Aus aufeinander folgenden elektrischen Stimulatio-
nen identischer Reizstérke resultierten postsynaptische Potentiale mit unterschiedlichen
Amplituden. Dieses Ergebnis suggeriert eine duale Innervation der CDM von Calliphora
vicina. Vermutlich wird die CDM von zwei motorischen Einheiten angesteuert, die einen
nahezu identischen Schwellenwert besitzen. Dies wiirde der typischen polyneuronalen In-
nervation der Skelettmuskulatur von Insekten bestehend aus einem ,,schnellen* und ei-
nem ,langsamen* exzitatorischen Motorneuron entsprechen [Burrows, 1996]. Unterstiitzt
wird diese Annahme durch die Feststellung, dass die Multiunitbursts Aktionspotentiale
mit mindestens drei distinkten Amplituden enthalten. Obwohl in einer elektrophysiolo-
gischen Studie an den Larven von Galleria mellonella gezeigt wurde, dass die Larven der
Wachsmotte Muskelfasern besitzen, die nur von einem ,schnellen“ Motorneuron inner-
viert werden [Belton, 1969]. Die sukzessiven Lésionen der AN bei simultaner extra- und
intrazelluldrer Ableitung zeigten, dass die Motorneurone die CDM ipsi- und controlateral
innervieren. Die motorischen Bahnen der CDM bilden somit eine anatomische Besonder-
heit, weil bei Insekten die Axone von Motorneuronen normalerweise durch einen Nerv
projizieren und die entsprechende Muskulatur unilateral innervieren [Burrows, 1996].

Der Verlauf der motorischen Bahnen der CDM-Motorneurone im AN fiir Calliphora
vicing wurde in unterschiedlichen anatomischen und elektrophysiologischen Studien eta-
bliert. Lasionsversuche am AN von Drosophila deuteten auf ein entsprechendes Projekti-
onsmuster der CDM-Motorneurone hin. Das iibereinstimmende Innervationsschema der
CDM durch den AN bei den untersuchten Arten bestéirkte diese Annahme. In analogen
elektrophysiologischen Versuchen konnte fiir Drosophila virilis und melanogaster demon-
striert werden, dass eine zeitlichen Korrelation zwischen den Multiunitbursts im AN und
den postsynaptischen Potentialen der CDM vorhanden ist. Folglich verlaufen die moto-
rischen Bahnen der CDM bei den untersuchten Drosophila-Arten ebenfalls durch den
AN. Basierend auf diesen Erkenntnissen kann anhand der rhythmischen Aktivitat der
Multiunitbursts des AN die Nahrungsaufnahme registriert werden, weshalb der AN ein

»Schliisselnerv* fiir die Untersuchung von larvalen Fressverhalten ist.

Dorsalorgan

Das Dorsalorgan (DO), das primér ein olfaktorisches Sinnesorgan ist, wurde bei unter-
schiedlichen Dipteren-Larven intensiv untersucht: Musca domestica [Chu-Wang & Ax-
tell, 1971), Calliphora erythrocephala [Richter, 1962] und Drosophila melanogaster [Cobb,
1999; Gendre et al., 2004; Heimbeck et al., 1999; Jiirgens et al., 1986; Python & Stocker,
2002b; Tissot et al., 1997]. Das Dorsalorganganglion (DOG) bei Musca domestica enthélt
35-41 Neurone, von denen 21 bipolare Neurone die Kuppel des DO innervieren. Uber

sieben Axonblindel werden putativen sensorischen Information an das zentrale Nerven-
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system weitergeleitet [Chu-Wang & Axtell, 1971]. Wohingegen das DOG von Droso-
phila melanogaster 36-37 sensorische Neurone enthélt [Python & Stocker, 2002a], von
denen ebenfalls 21 olfaktorische Rezeptorneurone sind, deren sensorische Bahnen durch
den Antennalnerv (AN) verlaufen und deren Integration in das zentrale Nervensystem
erforscht wurde. Die olfaktorische Funktion des DO wurde fiir Larven von Drosophila
melanogaster detailliert von der elektrophysiologischen bis zur Verhaltensebene etabliert
[Oppliger et al., 2000; Kreher et al., 2005, 2008]. Fiir die restlichen sensorischen Neurone
im DOG von Drosophila wurde vermutet, dass sie eine gustatorische Funktion besitzen,
aber auch eine, thermo-, hygro- oder mechanosensorische Perzeption dieser Neurone
wurde nicht ausgeschlossen [Gerber & Stocker, 2007]. Basierend auf den Erkenntnissen
von Chu-Wang & Axtell [1972a] enthélt das DO Skolopidien, die theoretisch Streckre-
zeptoren sein konnten. Somit kénnte auch bei Musca domestica vermutet werden, dass
eine Teilgruppe der restlichen 15 bis 20 Neurone des DOG mechanosensorisch sind. In
den elektrophysiologischen Versuchen am AN von Calliphora vicina wurde die Mechano-
sensitivitdat und die sensorischen Bahnen des DO qualitativ untersucht. Es konnte eine
sensorische Antwort im AN auf eine Auslenkung des DO um 10um detektiert werden.
Weil das DO wihrend des Fressens und der Fortbewegung exponiert und durch das
Substrat bewegt wird, kann davon ausgegangen werden, dass eine Auslenkung des DO
von 10pm, dies entspricht ungefdhr den Kegeldurchmesser des DO, auch beim natiirli-
chen Verhalten auftritt und einen adaquaten Reiz reprasentiert. Theoretisch kénnten die
durch das DO vermittelten mechanosensorischen Informationen das Fressverhalten von
Dipteren-Larven koordinieren. Erste Anhaltspunkte fiir die Integration der sensorischen
Information des DO konnten in der Diplomarbeit von B. Usai [2008] gesammelt werden,
jedoch konnten sie nicht quantifiziert werden. Die Daten belegen, dass die sensorischen
Bahnen des DO durch den AN verlaufen und deuten eine mechanosensorische Funktion
des DO an. Des Weiteren suggerieren die Resultate, dass das DO von Calliphora vicina
ein multisensorisches Organ ist.

Gerber & Stocker [2007] haben gezeigt, dass die sensorischen Bahnen des DO ins Suboe-
sophagialganglion projizieren. Demzufolge konnte eine Integration der mechanosensori-
schen Information des DO in die zentralen Mustergeneratoren fiir die Lokomotion oder
das Fressverhalten wahrscheinlich sein. Denn die anatomische Untersuchung hat gezeigt,
dass die am Fressverhalten beteiligten Motorneurone ebenfalls im Suboesophagialgangli-
on lokalisiert sind. Des Weiteren wurde fiir Drosophila melanogaster in unterschiedlichen
Arbeiten belegt, dass die zentralen Mustergeneratoren fiir larvales Fressen und Fortbe-
wegung im Ventralganglion lokalisiert sind [Cattaert & Birman, 2001; Gorezyca et al.,
1991]. In zukiinftigen Versuchen kénnten die Neurone im DO durch molekularbiologi-
sche Verfahren gezielt ausgeschaltet werden und untersucht werden, inwieweit sich das

Fressverhalten oder die Lokomotion der Larven durch die Eliminierung der Neurone
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verandert.

Kropfsensorik

Die Regulation des Fressverhaltens von adulten Fliegen (Phormia regina) und der po-
tentielle regulative Beitrag von Streckrezeptoren im Verdauungstrakt wurde in Lésions-
versuchen, histologischen und elektrophysiologischen Experimenten untersucht [Dethier
& Gelperin, 1967; Gelperin, 1966a,b, 1967b,a, 1971b,a, 1972]. Im Gegensatz dazu sind
kaum Informationen zur Regulation des larvalen Fressverhaltens bekannt. Grundlegend
wird bei adulten Fliegen das Fressverhalten durch exzitatorischen Input des chemosen-
sorischen Systems und inhibitorischen Input der stomatogastrischen Mechanorezeptoren
iiber zentrale Integration moduliert. Erste Experimente an Larven von Calliphora vicina
zeigten bei Manipulation des Kropfvolumens eine Erhohung der neuronalen Aktivitét
im rekurrenten Nerv (RN), die als sensorische Antwort von nicht identifizierten Streck-
rezeptoren im Kropf gedeutet wurde. Diese Erkenntnisse sind vergleichbar mit den iden-
tifizierten Streckrezeptoren im Vorderdarm von adulten Fliegen, die den Fiillungsgrad
des Kropfes detektieren. Die sensorischen Informationen der putativen Streckrezeptoren
konnten einen regulatorischen Eingang in das zentrale Nervensystem darstellen.
Allerdings zeigten extrazelluldre Doppelableitungen, dass die sensorischen Informatio-
nen iiber den Fiillungsgrad des Kropf nicht, wie erwartet, iiber den Antennalnerv (AN)
zentralnervos verarbeitet werden, sondern iiber den Proventrikularnerv (PVN) des sto-
matogastrischen Nervensystems in Richtung des Proventrikularganglions (PVG) wei-
tergeleitet werden. Bei Periplaneta americana projizieren die potentiellen sensorischen
Bahnen, die an der physiologischen Funktion des Kropfs beteiligt sind, iiber den RN, den
Oesophagialnerv, durch das Ingluvialganglion und via den Ingluvialnerv zum Proventri-
kulus [Davey & Treherne, 1963]. Demzufolge scheint der Verlauf der neuronale Bahnen
der Kropfsensorik bei Calliphora vicina keine anatomische Besonderheit darzustellen.
Anscheinend ist der putative Einfluss der Streckrezeptoren im Kropf indirekt und wirkt
nicht direkt inhibitorisch auf die Motorneurone im Suboesophagialganglion. Diese Resul-
tate sind im Einklang mit dem inhibitorischen System zur Regulation des Fressverhaltens
von adulten Fliegen, das von Bowdan & Dethier [1986] postuliert wurde. Dabei erfolgt
die inhibitorische Regulation des Fressverhaltens durch zeitlich wirkende Subsysteme be-
stehend aus Streckrezeptoren im Vorderdarm mit einer verzogerten, lang andauernden
inhibitorischen Wirkung und abdominalen Streckrezeptoren mit kurz andauernder, di-
rekter inhibitorischen Wirkung. Des Weiteren vermuteten Bowdan & Dethier [1986], dass
der inhibitorische Beitrag der Vorderdarmstreckrezeptoren moglicherweise durch einen
Neuromodulator vermittelt wird. Dieses Postulat ist im Einklang mit den elektrophysio-
logisch bestimmten sensorischen Bahnen der Kropfstreckrezeptoren, weil vermutlich das

Innervationsziel die neurosekretorischen Neurone im PVG oder der Ringdriise sind. Un-
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sere Lésionsexperimente, in denen an unterschiedlichen Position das stomatogastrische
Nervensystem durchtrennt wurde, zeigten, dass trotz der zugefiigten Léisionen die Mo-
torik des Proventrikels erhalten blieb, was suggeriert, dass neurosekretorische Neurone
im PVG vorhanden sein kénnten [Schoofs & Spief}, 2007].

4.3.2 Maxillarnerv
Mundhakenelevator, -depressor und Labialretraktor

Bei der Clusteranalyse des deafferentierten Maxillarnervs (MN) von Calliphora vicina
konnten drei distinkte efferente Einheiten bestimmt werden. Diese Einheiten konnten
iiber zeitliche als auch teilweise iiber 1:1 Korrelation zwischen den Aktionspotentialen
und den postsynaptischen Potentialen den Motorneuronen des Mundhakendepressors
(MHD), -elevators (MHE) und Labialretraktors (LR) zugeordnet werden (siehe Kapitel
3.3.1.2). Entsprechend den Annahmen aus der anatomischen Untersuchung zeigten die
elektrophysiologischen Experimente, dass die motorischen Bahnen des MHD, des MHE
und des LR im MN lokalisiert sind.

Die physiologischen Ergebnisse, insbesondere der Clusteranalyse, deuten nicht an, dass
eine vierte motorische Einheit in den extrazelluldren Ableitungen des MN vorhanden
ist. Demzufolge suggerieren die elektrophysiologischen Experimente nicht die Existenz
des von Ludwig [1949] beschriebenen Speicheldriisenmuskels (,,salivary muscle“), obwohl
theoretisch die mittlere Einheit des MN die Aktionspotentiale des LR und des Speichel-
driisenmuskels enthalten konnte.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen und dem Projektionsmuster des MN bei Drosophi-
la-Larven wurden identische physiologische Einheiten fiir den MHD und MHE anhand
von 1:1 Korrelationen bestimmt. Demzufolge ist der Verlauf der motorischen Bahnen
des Depressor-Elevator-Systems der Mundhaken bei den untersuchten Dipteren-Arten
identisch.

Die intrazelluldren Muskelableitungen des MHD und des MHE von Drosophila virilis
und melanogaster zeigten zwei distinkte Amplituden der postsynaptischen Potentiale
(siche Tab. 4.3). In der Literatur ist eine duale Innervation fiir die Kérperwandmusku-
latur von unterschiedlichen larvalen Dipteren-Arten nachgewiesen worden (Calliphora
erythrocephala: [Hardie, 1976a], Musca domestica: [Irving & Miller, 1980], Drosophila
melanogaster: [Cooper & Neckameyer, 1999; Jan & Jan, 1976b; Kurdyak et al., 1994]).
Die Resultate meiner Arbeit belegen zum ersten Mal eine polyneuronale Innervation fiir
Muskeln, die nicht an der Motorik der Koérperwand beteiligt sind. Aufgrund der groflen
Ubereinstimmung des motorischen Systems der Mundhaken zwischen den Larven von
Calliphora und Drosophila ist es verwunderlich, dass eine duale Innervation nur fiir Dro-
sophila nachgewiesen werden konnte.

Obwohl die anatomische Untersuchung andeutete, dass die Axone der Motorneurone des
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LR durch den MN projizieren, konnte dies anhand von simultanen extra- und intra-
zelluldaren Ableitungen fiir Drosophila virilis und melanogaster nicht bestétigt werden.
Die efferente Einheit des LR konnte in den extrazelluldren Ableitungen der Drosophi-
la-Larven nicht identifiziert werden, weil die Amplitude der Aktionspotentiale zu klein
und das Signal /Rausch-Verhéltnis zu schlecht war. Eine technische Herausforderung fiir
die Zukunft wére die Verbesserung der Ableitqualitdt mit der Intention alle drei efferen-
ten Einheiten bei Drosophila melanogaster extrazelluldr zu erfassen. Der MN wiére ein
idealer ,,Schliisselnerv®, weil man gleichzeitig drei unterschiedliche Muskelgruppen, den
Labialretraktor (LR) fiir die Nahrungsaufnahme und den MHD sowie den MHE fiir das

Fressverhalten oder die Lokomotion, mit einer Ableitung am MN registrieren kénnte.

Terminal-, Ventral- und Labialorgan

Die Ultrastruktur des Terminal- (TO) und des Ventralorgans (VO) wurde bei mehre-
ren Larven-Arten detailliert untersucht: Musca domestica [Chu-Wang & Axtell, 1972b,a]
und Drosophila melanogaster [Singh & Singh, 1984] und dokumentiert eine hohe Uber-
einstimmung im Aufbau der beiden cephalen Sinnesorgane fiir Dipteren-Larven. TO und
VO von Drosophila melanogaster besitzen separate Ganglien, die iiber den Maxillarnerv
(MN) mit dem zentralen Nervensystem verbunden sind [Colomb et al., 2007; Gerber
et al., 2004; Gerber & Stocker, 2007; Python & Stocker, 2002a; Stocker, 1994; Vosshall
& Stocker, 2007].

Das Labialorgan (LO) wurde fiir mehrere Arten beschrieben (Calliphoridae [Szpila et al.,
2008], Drosophila melanogaster [Kankel et al., 1980]) und die zugehorige Feinstruktur
des Sinnesorgans bei Drosophila melanogaster analysiert [Singh & Singh, 1984]. Die
neuronale Verbindung des LO via dem Labialnerv, wie sie von Stocker [1994] fiir Dro-
sophila-Larven beschrieben wurde, konnte in der durchgefiihrten anatomischen Studie
nicht verifiziert werden. Meine Daten suggerieren, dass die sensorischen Bahnen des LO
durch den MN in das zentrale Nervensystem projizieren (siehe Kapitel 3.2.2.2).
Obwohl das larvale gustatorische System in Relation zum olfaktorischen wenig unter-
sucht ist, wurde den TO, den VO und den LO eine putative gustatorische Funktion
zugeordnet [Gerber & Stocker, 2007]. Allerdings wird in der Literatur diesen drei ce-
phalen Sinnesorganen eine duale bis multi-sensorische Funktion zugeschrieben. Denn sie
bestehen aus mindestens zwei Klassen von Sensillen. Eine Klasse dieser Sensillen weist
die anatomischen Merkmale eines fiir Insekten typischen Mechanorezeptors auf [Singh
& Singh, 1984; Thurm, 1964, 1965]. Derartige mechanorezeptive Sensillen werden durch
nur einen einzelnen Dendriten innerviert und besitzen an der Basis einen Tubularkorper.
Die Ergebnisse fiir Calliphora-Larven belegen, dass die sensorischen Bahnen des TO, des

VO und des LO via den MN mit dem Suboesophagialganglion verbunden sind. Des Wei-
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teren konnte eine eindeutige sensorische Antwort auf einen mechanischen Stimulus bei
allen drei untersuchten Sinnesorganen abgeleitet werden, was eine putative mechanore-
zeptiven Eigenschaften des TO, des VO und des LO belegt. In weiteren Untersuchungen
miisste die Frage geklart werden, inwiefern sich die Erkenntnisse iiber das Projektions-
muster der sensorischen Bahnen und Mechanoperzeption der cephalen Sinnesorgane des
MN auf Drosophila iibertragen lasst. Weil die Motorneurone, die am larvalen Fressver-
halten beteiligt sind, im Suboesophagialganglion liegen und die sensorischen Neurone des
TO, des VO und des LO in den identischen Locus projizieren, konnte dies eine Integrati-
on der mechanosensorischen Information in den motorischen Output des Fressverhaltens
andeuten. Fir zukiinftigen elektrophysiologischen Untersuchungen des Fressverhaltens
ist der MN ein interessantes und vielseitiges Forschungsobjekt, weil theoretisch anhand
einer extrazellularen Ableitung am MN drei motorische und drei sensorische Einheiten

detektiert werden konnen.

4.3.3 Akzessorischer Prothorakalnerv
Dorsaler Protraktormuskel A

Die extrazelluldren Ableitungen des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calli-
phora vicing im deafferentierten Zustand! zeigten die alternierende Aktivitit von zwei
efferenten Einheiten, die durch die Clusteranalyse nachgewiesen wurden. Basierend auf
diesen Fakten und den anatomischen Daten wurde vermutet, dass die Efferenzen des
PaN den Aktionspotentialen von zwei antagonistischen motorischen Einheiten entspre-
chen. Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchung entsprachen dieser These
jedoch nur teilweise (siehe Kapitel 3.3.1.3). Durch eine 1:1 Korrelation zwischen den
Aktionspotentialen der grofien Einheit (gE) und den postsynaptischen Potentialen des
dorsalen Protraktormuskels A (Prog,A) konnte der Verlauf der motorischen Bahn des
Prog,A belegt werden. Die Ableitungen zeigen fiir die mittlere Einheit (mE) des PaN,
dass diese ausgehend vom zentralen Nervensystem durch den PaN in die Peripherie fort-
geleitet wird, aber weder an der Aorta (A), dem dorsalen Protraktormuskel B (Prog,B)
noch am Bolwigorgan (BO) nachweisbar ist. Allerdings demonstrierten die Doppelablei-
tungen, dass die mE iiber die neuronale Anastomose (A/PaN-PN) zwischen PaN und
Prothorakalnerv (PN) in den PN weitergeleitet wird. Die Resultate der Bestimmung der
Fortleitungsrichtung deuteten daraufhin, dass die Bahnen der mE auf einen Muskel, der
durch den PN innerviert wird, projizieren. Dies konnte in entsprechenden Versuchen nicht
verifiziert werden. Diese Ergebnisse widersprechen der Annahme, dass die mE des PaN
einem antagonistischen Motorneuron entspricht. Eine alternative Theorie, die sich aus

den Daten der immunohistologischen Untersuchung ergab, wire, dass es sich bei der mE

1 Im nicht deafferentierten Zustand zeigen Ableitungen des PaN von Calliphora vicina drei neuronale
Einheiten (zwei efferente und eine afferente Einheit)
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um modulatorische Motorneurone handelt. Diese Theorie ist im Einklang mit der nach-
gewiesenen myostimulatorischen Wirkung von Pyrokinin 2 (PK2), einem Spaltprodukt
des hugin Pra-Propeptids [Meng et al., 2002]. Aufgrund der genetischen Unzuginglich-
keit von Calliphora vicina wurden erste Vorversuche an einer Drosophila melanogaster-
Mutante, bei der die hugin-Neurone ausgeschaltet wurden, durchgefiihrt. Jedoch konnten
bisher keine eindeutigen Ergebnisse gewonnen werden. Wenn die mE der Aktivitét eines
hugin-Neurons entspricht, miisste durch eine Eliminierung der hugin-Neurone die mE in
der Ableitung des PaN wegfallen. Im Verlauf der elektrophysiologischen Untersuchung
der mE des PaN konnte gezeigt werden, dass die motorischen Bahnen des Prog,B durch
den PN, iiber die A/PaN-PN, in den PaN projizieren. Zusétzlich wurde eine zeitliche
Korrelation zwischen einer Efferenz des PN und den postsynaptischen Potentialen des
Prog,B aufgezeigt [Siebenaller, 2008]. Damit konnte gezeigt werden, dass die A/PaN-PN
eine physiologische Funktion besitzt und kein ontogenetisches Artefakt ist. Demzufolge
verlaufen durch einen definierten Bereich des PaN bei Calliphora motorische Bahnen,
deren Ursprung der PaN (Einheit des Prog,A) und PN (Einheit des Prog,B) ist, deshalb
wurde dieser Abschnitt auf Basis der physiologischen Funktion dem PaN und dem PN
zugeordnet.

Analog zu den elektrophysiologischen Versuchen an Calliphora wurden durch eine 1:1
Korrelation, die motorischen Bahnen des Prog,A im PaN von beiden Drosophila-Larven
nachgewiesen. Die intrazellularen Ableitungen des Prog,A von allen drei Dipteren-Arten
enthielten einheitliche postsynaptische Potentiale, weshalb der Prog,A anscheinend von
einem einzigen Motorneuron innerviert wird. In der Literatur wurde entsprechende mo-

noneuronale Innervationen bei Insekten beschrieben [Belton, 1969; Deitmer, 1976].

Afferente Einheit

Im akzessorischen Prothorakalnerv (PaN) konnte durch extrazelluldre Doppelableitun-
gen und in der Clusteranalyse eine kleine, afferente Einheit (kE) identifiziert werden.
Durch elektrophysiologische Experimente konnte der Ursprung der Afferenz im PaN
nicht bestimmt werden. Dies lasst vermuten, dass die sensorischen Bahnen von kE durch
die neuronale Anastomose (A/PaN-PN) in den Prothorakalnerv (PN) projizieren, des-
sen Nervenendigungen teilweise in der Cuticula des Prothorax enden [Siebenaller, 2008].
Moglicherweise innervieren diese Nervenendigungen externe sensorische Strukturen oder
Chordatonalorgane in der Cuticula [Ghysen et al., 1986; Hartenstein, 1988; Schrader &
Merrit, 2007; Singh & Singh, 1984].

Aspekte des neuromuskuldren Systems von Dipteren-Larven

Auffallig war, dass bei keiner der drei untersuchten Dipteren-Arten inhibitorische post-

synaptische Potentiale in den intrazellularen Muskelableitungen gemessen wurden. Diese
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Tatsache deutet darauf hin, dass keine inhibitorischen Motorneurone an der Steuerung
der untersuchten Muskelgruppen beteiligt sind. Bei Larven von Manduca sexta besitzen
die Muskelgruppen, die fiir die Bewegung der Mandibeln verantwortlich sind, auch keine
inhibitorischen Motorneurone [Griss, 1990]. Man vermutet, dass das Fehlen einer inhibi-
torischen Muskelkontrolle aus dem simplen Bewegungsmuster der Mandibeln resultieren
konnte, jedoch kann ein zentralnervoser inhibitorischer Einfluss auf das motorische Mu-
ster nicht ausgeschlossen werden.

Das hohe Mafl der Synchronitéit zwischen den bilateralen efferenten Einheiten und die
stabile Koordination der antagonistischen motorischen Einheiten des Antennal- (AN),
des Maxillar- (MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) am isolierten zentra-
len Nervensystem der Larven von Calliphora vicina deuten daraufhin, dass die zugrunde
liegenden neuronalen Oszillatoren keine sensorischen Riickkopplungsmechanismen fiir
die Koordination der entsprechenden motorischen Muster benotigen. Wahrscheinlich er-
folgt die stabile Koordination der Bewegungen durch zentralnervose synaptischen Ver-
bindungen zwischen den neuronalen Oszillatoren und nur untergeordnet durch indirekte
Kopplung iiber Propriorezeptoren. Rast & Braunig [2001a] zeigten, dass ebenfalls keine
sensorischen Riickkopplungsmechanismen fiir die komplexe Koordination der Bewegun-
gen der Mundwerkzeuge bei Locusta migratoria erforderlich sind.

Hardie [1976a] hat bei seiner Untersuchung der larvalen Kérperwandmuskulatur von Cal-
liphora erythrocephala ein Ruhepotential zwischen -35mV und -50mV gemessen, was mit
den gemessenen Werten,-33mV bis -42mV, fiir die abgeleiteten Muskelgruppen der Lar-
ven von Calliphora vicina iibereinstimmt. Wohingegen die Ruhepotentiale der untersuch-
ten Muskelgruppen bei Drosophila-Larven, die zwischen -33mV und -52mV schwankten,
im Vergleich zu den Literaturwerten mit-50mV bis -80mV niedriger sind. Die Unter-
schiede zu den Werten aus der Literatur kénnten im Fall von Gorcezyca et al. [1991]
aus der unterschiedlichen Ionen-Konzentration der verwendeten Ringerlésung resultie-
ren oder wie bei Cattaert & Birman [2001] darin begriindet sein, dass nicht identische
Muskelgruppen, sondern abdominale Kérperwandmuskeln abgeleitet wurden. Des Wei-
teren konnte die divergierenden Ruhepotentiale eine Folge unterschiedlicher Nahrmedien
sein, weil nachgewiesen wurde, dass sich die Ruhepotentiale der Muskeln von herbi- und

carnivoren Insekten unterscheiden [Griss, 1990].

Zusammenfassung

Durch die elektrophysiologischen Versuche konnten die motorischen Bahnen von Calli-
phora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster, die durch den Antennal-
(AN), den Maxillar- (MN) und den akzessorischen Prothorakalnerv (PaN) verlaufen,
belegt werden. Die efferenten Einheiten in den untersuchten Nerven konnten durch zeit-

liche Korrelation als motorische Einheiten der cibarialen Dilatormuskulatur (CDM), des
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Mundhakenelevators (MHE) und -depressors (MHD), des Labialretraktors® (LR) und
des dorsaler Protraktormuskels A (ProgoA) identifiziert werden. Des Weiteren konnten
durch Experimente qualitativ die mechanosensorischen Bahnen des Dorsal- (DO), des
Labial- (LO), des Terminal- (TO) und des Ventralorgans (VO) in den entsprechenden
Nerven von Calliphora vicina nachgewiesen werden. Im Kropf von Calliphora vicina
wurden Mechanorezeptoren nachgewiesen, deren neuronale Information iiber den Fiil-
lungsgrad des Kropfes vermutlich an das Proventrikularganglion weitergeleitet werden.
Demzufolge kénnen fiir Calliphora vicina der AN, der MN und der PaN als ,,Schliissel-
nerven“ definiert werden, weil iiber den AN die Nahrungsaufnahme und die Sensorik des
DO registriert werden kann. Anhand des MN kann sowohl die Mundhakenbewegung und
die Nahrungsaufnahme als auch die Sensorik des LO, TO und VO detektiert werden. Der
PaN bietet die Moglichkeit die Protraktion des cephalopharyngealen Skeletts (CPS) fiir
die Fortbewegung oder das Fressverhalten zu erfassen. Fiir die Larven von Drosophila
kann der Begriff , Schliisselnerven derzeit nur fiir das motorische System des AN, des
MN und des PaN angewendet, weil die Qualitdt der extrazellularen Ableitungen von
Drosophila nicht ausreichend ist fiir die Detektion der sensorischen Impulse. Aber in der
Zukunft kénnte durch eine weitere Optimierung der Ableittechnik das gesamte neuro-
biologische Potential dieser ,,Schliisselnerven“ auf die Larven von Drosophila ibertragen

werden.

2 Die motorische Einheit des Labialretraktors konnte nur bei Calliphora vicina bestimmt werden.
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4.4 Fiktives Fressverhalten

In der Neurobiologie werden rhythmische Entladungsmuster eines zentralen Mustergene-
rators an einem reduzierten Praparat, die unter natiirlichen Bedingungen die Bewegun-
gen der Muskulatur steuern wiirden, als fiktive motorische Muster bezeichnet [Marder,
2002]. Derartige Erregungsmuster, die an einem isolierten zentralen Nervensystem oder
Ganglion abgeleitet werden, kénnen als neuronales Korrelat eines Verhaltens des intak-
ten Organismus interpretiert werden [McClellan, 1982b]. Motorische Impulsmuster eines
deafferentierten Nervensystems wurden genutzt, um die intrinsische Fahigkeit eines neu-
ronalen Schaltkreises zur Erzeugung von rhythmischen Bewegungen ohne sensorische
Riickkopplung zu demonstrieren. Einige der ersten erfolgreichen Experimente an Insek-
ten wurden von Wilson [1961]; Wilson & Wyman [1965]; Wilson [1966] an deafferentierten

Heuschrecken durchgefiihrt, die ein fiktives rhythmisches Flugmuster zeigten.

Etablierung des fiktiven Fressverhaltens bei Dipteren-Larven

In den elektrophysiologischen Experimenten konnte gezeigt werden, dass ein spontanes
motorisches Muster simultan am Antennal- (AN), Maxillar- (MN) und akzessorischen
Prothorakalnerv (PaN) des isolierten zentralen Nervensystems von Calliphora vicina,
Drosophila virilis und Drosophila melanogaster abgeleitet werden konnte (siehe Kapitel
3.4.1.1, 3.4.2.1 und 3.4.3.1). Wie schon beschrieben, sind im Vorfeld die motorischen Ein-
heiten des AN, des MN und des PaN, die einzelne Bewegungskomponenten des larvalen
Fressverhaltens steuern, identifiziert worden. Dementsprechend demonstrieren die Er-
gebnisse, dass die am isolierten zentralen Nervensystem aufgezeichnete spontane rhyth-
mische Aktivitat ein fiktives motorisches Muster ist [Marder, 2002].

Aufgrund der unterschiedlichen Amplituden der Aktionspotentiale konnten aus der rhyth-
mischen Aktivitat der Nerven die individuellen Impulsmuster der motorischen Einheiten
extrahiert werden und zu einem fiktiven motorischen Muster fiir die einzelnen Dipteren-
Larven zusammengesetzt werden. Die resultierende Bewegungsabfolge korreliert mit dem
zeitlichen Ablauf der Bewegungen des natiirlichen larvalen Fressverhaltens. Das abge-
leitete motorische Muster kann als neuronales Korrelat des larvalen Fressverhaltens von
Dipteren-Larven gedeutet werden [McClellan, 1982b].

Beim Vergleich der natiirlichen und fiktiven Fressrate von Calliphora vicina zeigte sich
eine Abnahme der Zyklusfrequenz von 2,1Hz (natiirliche Fressrate) auf 0,8Hz (fiktive
Fressrate). Vermutlich resultiert die Reduktion des Fresszyklus bei den Larven aus dem
Verlust der sensorischen Eingange. Denn ein zentraler Mustergenerator erzeugt das mo-
torische Grundmuster fiir ein rhythmisches Verhalten, der bei Integration der Sensorik
auf ein den Umweltbedingungen angepasstes Frequenzlevel angehoben wird. Die Abnah-

me der Frequenz eines fiktiven motorischen Musters in Relation zum nativen Verhalten
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wurde beim fiktiven Kauen von Manduca sexta-Larven [Rohrbacher, 1994] und beim
fiktiven Flug von Heuschrecken [Robertson, 1986] gezeigt.

Nach Delcomyn [1980] besitzen Studien am komplett isolierten zentralen Nervensystem
die stiarkste Beweiskraft fiir die Existenz zentraler Mustergeneratoren, wenn folgende

Bedingungen erfillt sind:

1. Das Experiment sollte demonstrieren, dass ein motorisches Muster bei Fehlen aller

potentiellen sensorischen Eingénge vorhanden ist - dies ist der Fall;

2. Das aufgezeichnete motorische Muster sollte eindeutig einem Verhalten zugeordnet

werden konnen - auch dies ist der Fall;

3. Unwillentliche ,kiinstliche* Afferenzen, die das motorische Muster beeinflussen
koénnen, wie z.B. , Quetsch-Aktivierung® von Nerven oder elektrische Stimulation
von sensorischen Neuronen, sollten ausgeschlossen werden. Eine ,,Quetsch-Aktivier-
ung® der Nerven kann ausgeschlossen werden, weil das motorische Muster teilweise
iiber 60min stabil war (eigene Beobachtung) und in den Versuchen wurden keine

elektrischen Reizgeber verwendet (siehe Kapitel 2.5.5).

Folglich wurde das fiktive larvale Fressverhalten der untersuchten Dipteren vom isolier-
ten zentralen Nervensystem ohne sensorische Afferenzen abgeleitet, was eindeutig belegt,
dass die Neurone mit der intrinsischen Fahigkeit zur Erzeugung des motorischen Mu-
sters im zentralen Nervensystem (zentraler Mustergenerator) lokalisiert sein miissen. Im
Gegensatz zu dieser Feststellung sind bei Crustaceen die Neurone, die die motorischen
Muster der Bewegungen der gastrischen Miihle generieren, im stomatogastrischen Gan-
glion lokalisiert [Selverston, 1974]. Bei den cephalen Larven von Manduca sexta sind
die neuronalen Schaltkreise, die die rhythmische Aktivitdt des Fressverhaltens erzeu-
gen, im Frontal- und Suboesophagialganglion positioniert [Miles & Booker, 1994, 1998;
Rohrbacher, 1994]. Die Position der zentralen Mustergeneratoren des larvalen Fressver-
haltens von Manduca sexta ist vergleichbar der bei den untersuchten Dipteren-Larven.
Denn die retrograden Fiillungen des AN, des MN und des PaN von Calliphora vicina
suggerieren, dass die Neurone, die das motorische Muster des Fressverhaltens generie-
ren, im Suboesophagialganglion lokalisiert sein miissen. Bei den Larven der untersuchten
Dipteren-Arten ist im Gegensatz zu den Larven von Manduca sexta das Suboesophagi-
alganglion mit dem zentralen Nervensystem fusioniert. Bei Drosophila-Larven zeigte die
Arbeit von Gorezyca et al. [1991] fiir die Nahrungsaufnahme und die von Cattaert &
Birman [2001] fiir die Lokomotion, dass die zugehorigen zentralen Mustergeneratoren im

zentralen Nervensystem bzw. Suboesophagialganglion lokalisiert sind.
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Variabilitat des fiktiven Fressverhaltens bei Calliphora vicina

Das motorische Muster des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora-Larven unterlag ei-
ner grofien Variabilitat (siche Kapitel 3.4.1.2), was eine hohe Flexibilitét des neuronalen
Netzwerks andeutet. Diese resultiert aus dem Modifikationsspektrum der zelluldren und
synaptischen Eigenschaften der netzwerk-bildenden Neurone, die durch sensorische oder
modulatorische Eingénge induziert werden kénnen. Anzumerken bleibt, dass durch einen
optimalen Versuchsaufbau die extrinsischen Faktoren, die ein motorisches Erregungsmu-
ster beeinflussen, relativ konstant gehalten werden kénnen, aber die intrinsischen Fakto-
ren, die den physiologischen Zustand des Versuchstieres beeinflussen, nicht. Dieses Pha-
nomen, das mitverantwortlich fiir die Variabilitéit des fiktiven Fressverhaltens sein kann,
wird allgemein als ,state-dependency* bezeichnet. Denn einige Neurone, die Bestandteil
eines zentralen Mustergenerators sind, kénnen unter verschiedenen neuromodulatori-
schen Bedingungen agieren wie ein endogener Oszillator. Sie konnen Plateau-Potentiale
und/oder postinhibitorische Rebounds generieren oder auch keine dieser Eigenschaften
zeigen, was enorme Auswirkungen auf das generierte motorische Erregungsmuster haben
kann [Marder & Calabrese, 1996].

Bei den adulten Fliegen von Phormia regina und Protophormia terraenova verstirken
Octopamine-Agonisten das Fressverhalten, wohingegen Octopamine-Antagonisten das
Fressverhalten reduzieren [Long & Murdock, 1983; Angioy et al., 1989]. Bei Heuschrecken
wurden wahrend des Fressverhaltens die motorischen Muster der Mundwerkzeuge in Ab-
hangigkeit von der Konsistenz der Nahrung stark modifiziert, was den groflen Einfluss
von sensorischen Riickkopplungsmechanismen auf die Bewegungen der Mundwerkzeuge
demonstriert [Blaney & Simmonds, 1987; Seath, 1977a,b]. Fir die addquate Ausfiih-
rung von Bewegungen in einem Verhalten stellt die Flexibilitat des zugrunde liegenden
motorischen Musters und der Muskelfunktion eine Grundvoraussetzung dar. Die Anpas-
sungsfiahigkeit des Verhaltens eines Organismus wird durch sensorische Eingédnge und
Neuromodulation, die die neuronale und muskuldre Ebenen des Verhaltens modulieren
kénnen, gewéhrleistet [Johnston et al., 1999].

Die Prinzipien und Mechanismen der Interaktion zwischen neuronalen Netzwerken wur-
den am stomatogastrischen Nervensystem von Crustaceen in den letzten Jahrzehnten
intensiv erforscht. Eine grundlegende Erkenntnis war, dass hier die zentralen Muster-
generatoren keine diskreten morphologisch begrenzten Einheiten darstellen [Dickinson
et al., 1990; Meyrand et al., 1991]. Vielmehr kénnen durch sensorische oder modulatori-
sche Eingénge Neurone in zwei [Dickinson & Marder, 1989; Hooper & Moulins, 1989] oder
mehreren Netzwerken [Marder & Weimann, 1991] partizipieren, zu zwei funktionsnahen
Netzwerken fusionieren [Dickinson et al., 1990] oder sich mehrere Netzwerke zu einem
neuen Netzwerk rekonfigurieren [Meyrand et al., 1991]. Diese Untersuchungen zeigten,

dass die Mustergeneratoren des stomatogastrischen Nervensystems durch das generierte
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Verhalten definiert werden und nicht durch die neuronalen Komponenten aus denen sie
bestehen [Dickinson, 1995]. Demzufolge sollte das stomatogastrische System als ,multiple
task processor® aufgefasst werden und nicht als Zusammenschluss von mehreren separa-
ten zentralen Mustergeneratoren [Marder & Weimann, 1991]. In elektrophysiologischen
Studien an Pleurobranchaea californica konnte ein Netzwerk identifiziert werden, dass
durch Rekonfiguration die motorischen Muster fiir unterschiedliche Verhaltensweisen ge-
neriert [McClellan, 1982a]. Ob &hnliche neuronale Mechanismen und Prinzipien, wie sie
fiir den stomatogastrischen , multiple task processor® der Crustaceen nachgewiesen wer-
den konnten, fiir die Variabilitdt des fiktiven Fressverhaltens der Larven von Calliphora
vicina, respektive Dipteren-Larven verantwortlich sind, stellt eine Herausforderung fiir

zukunftige intrazellulare Ableitung im Hinblick auf eine Netzwerkanalyse dar.

Phasenanalyse des fiktiven Fressverhaltens

Verhalten ist die zeitliche und rdumliche Manifestation definierter neuronaler Aktivitét
[Kitamoto, 2001]. Der koordinative oder zeitliche Aspekt des larvalen Fressverhaltens der
Dipteren sollte durch eine Phasenanalyse eingehend beleuchtet werden, wofiir definierte
Sequenzen der simultanen Ableitungen des Antennal- (AN), des Maxillar- (MN) und des
akzessorischen Prothorakalnervs (PaN), die dem beschrieben Fressverhalten der Larven
entsprachen, verwendet wurden.

Die Phasenanalyse der motorischen Muster der verschiedenen Dipteren-Arten enthiillte
einen Unterschied in der Phasenbeziehung der CDM-Einheit und MHE-/MHD-Einheiten
zwischen Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila melanogaster (siehe Abb.
3.52, 3.55 und 3.57). Bei Calliphora erfolgte die Aktivitdt der CDM-Einheit fast syn-
chron mit dem Burst der MHD-Einheit, wohingegen bei Drosophila die Aktivitat der
CDM-Einheit frither einsetzt. Sie beginnt wiahrend der Aktivitdt der MHE-Einheit und
endet innerhalb des Bursts der MHD-Einheit.

McClellan [1982b] zeigte in seiner Studie an Pleurobranchaea, dass die Assoziation von
motorischen Mustern mit einem Verhalten eines Organismus umsichtig durchgefiihrt wer-
den muss, vor allem wenn unterschiedliche Verhaltensweisen durch dhnliche Muskelakti-
vitat ausgefithrt werden. Ein Erklarungsansatz wére, dass es sich bei den aufgezeichneten
motorischen Muster von Drosophila um Kriechverhalten und nicht um Fressverhalten
handelt. Diesem Erklarungsansatz widerspricht die Tatsache, dass die CDM-Einheit, als
Indikator fiir larvales Fressverhalten, in den analysierten Sequenzen rhythmisch aktiv
war. Folglich konnen die motorischen Muster nicht einem Kriechverhalten der Larve
zugeordnet werden, obwohl die Mundhaken untergeordnet wéhrend der Lokomotion ein-
gesetzt werden konnen [Roberts, 1971].

Eine weitere Moglichkeit ware, dass es sich bei den analysierten motorischen Mustern

theoretisch um eine funktionsverwandte Verhaltensweise handelt, wie z.B. Erbrechen
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oder ablehnendes Fressverhalten [McClellan, 1982a]. Jedoch sollten die Unterschiede in
den motorischen Mustern bei diesen Verhaltensarten gravierender sein.

Die plausibelste Erklarung fiir die unterschiedliche Phasenbeziehung der CDM- und der
MHE-/MHD-Einheit im fiktiven Fressverhalten ergibt sich aus dem unterschiedlichen
Nahrungssubstrat und der Erndhrungsweise. Die Larven von Calliphora vicina leben auf
Kadavern und ernédhren sich von vorverdauten Fleisch [Hobson, 1931, 1932], wohinge-
gen die Larven der beiden Drosophila-Arten als Habitat verfaulendes Obst bevorzugen
und sich von Mikroorganismen ernéhren [Basset et al., 2000; Steinhaus, 1940]. Dar-
aus resultiert moglicherweise ein unterschiedlicher Einsatz der Mundhaken wahrend der
Nahrungsaufnahme. Bei Calliphora fungieren die Mundhakenbewegungen als eine Art
von ,Baggerschaufel“, die Nahrung zerschneidet und zum Labium beférdert. Im Ge-
gensatz dazu scheinen die Larven von Drosophila die Mundhaken zum Abschaben der
Mikroorganismen einzusetzen. Fiir den eindeutigen Nachweis dieser These miisste simul-
tan von den Nerven abgeleitet werden, wihrend das Verhalten der moglichst intakten
Larve gefilmt wird, um die Beziehung zwischen neuronalen motorischen Muster und
resultierenden Verhalten exakt analysieren zu konnen. Denn die Vorhersagbarkeit von
Bewegungen aus einem motorischen Muster ist problematisch, weil aus der myostimula-
torischen Wirkung von Neuromodulatoren [Cooper & Neckameyer, 1999; Orchard et al.,
1989] und frequenz-abhéngigen Modifikationen an den motorischen Synapsen [Hardie,
1976a] ein nicht-linearer Zusammenhang zwischen den motorischen Mustern und den
Bewegungen der Larve resultieren kann. Entsprechende Experimente sind beispielsweise
am stomatogastrischen Nervensystem von Cancer pagurus durchgefithrt worden, wobei
die Versuchstiere endoskopisch und elektrophysiologisch mit groflem Erfolg untersucht
wurden [Heinzel et al., 1993]. Eine Umsetzung dieser Methode fiir die Untersuchung von

Verhalten bei Dipteren-Larven stellt eine Herausforderung fiir zukiinftige Studien dar.

Rhythmusanalyse des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora vicina

Das im Kapitel 3.4.1.3 beschriebene motorische Muster des Antennal- (AN), des Maxillar-
(MN) und des akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) von Calliphora vicina scheint sich,
laut der deskriptiven statistischen Analyse, aus zwei neuronalen Rhythmen zusammen-
zusetzen. Vermutlich werden diese Rhythmen durch zwei zentrale Mustergeneratoren im
Suboesophagialganglion der Larve generiert. Derartige hybride Rhythmen sind aus den
Studien am stomatogastrischen Nervensystem von Crustaceen bekannt [Heinzel et al.,
1993]. Hybride Erregungsmuster beruhen haufig auf wechselseitiger Interaktion zwischen
verschiedenen Netzwerken [Bohm et al., 1998]. Wenn das abgeleitete motorische Muster
einem hybriden Rhythmus entspricht, stellt sich die Frage, welche verhaltensrelevante
Funktion ein solches Impulsmuster im Fressverhalten besitzt. Hypothetisch konnte das

hybride motorische Muster den gleichméfigen Transfer der aufgenommenen Nah-
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rung von einem Kompartiment des Verdauungstrakts der Larve in den néchsten ko-
ordinieren, was eine wechselseitige Interaktion zwischen den verantwortlichen neurona-
len Netzwerken voraussetzen wiirde [Harris-Warrick et al., 1992]. Interaktion zwischen
funktionsverwandten Mustergeneratoren sind vom stomatogastrischen Nervensystem der
Crustaceen bekannt [Mulloney, 1977; Robertson & Moulins, 1984]. Interaktionen zwi-
schen verschiedenen neuronalen Netzwerken kénnen auch durch sensorische Eingédnge
oder Neuromodulatoren induziert werden. Weil aber der fiktive Fressrhythmus am zen-
tralen Nervensystem abgeleitet wurde, konnen sensorische Eingénge als ,, Trigger® fiir die
Interaktion der Netzwerke ausgeschlossen werden. Vermutlich beruht die Interaktion auf
einem zentralnervosen neuromodulatorischen Effekt. Ein potentieller Neuromodulator,
der das Fressverhalten bei Dipteren-Larven zentral beeinflussen konnte, wéare hugin bzw.
dessen Expressionsprodukte. Eine Modulation des Fressverhaltens durch hugin wurde
fiir adulte Drosophila melanogaster in Verhaltensversuchen nachgewiesen [Melcher &
Pankratz, 2005]. Obwohl hugin-Neurone das gustatorische System der Larve mit hohe-
ren Hirnzentren verbinden, kénnte hugin status-abhéngig das Fressverhalten einer Larve
modulieren. Oder hugin induziert durch seine neuronale Verbindung zum endokrinen Sy-
stem der Larve die Freisetzung der entsprechenden Neuromodulatoren. In Untersuchun-
gen am isolierten Suboesophagialganglion von Locusta migratoria konnte gezeigt werden,
dass bei Applikation des muskarinen Agonisten Pilocarpin eine stabile und funktional
adaquate Kopplung der motorischen Muster der Mundwerkzeuge und der Neurone, die
die Speicheldriise innervieren, erfolgte [Rast & Braunig, 2001a].

FEine weitere potentielle verhaltensrelevante Funktion dieses hybriden Erregungsmusters
konnte sein, dass dieser Rhythmus einen bestimmten Typ von Fressmodus (siche Ab-
schnitt 4.1) der Larve darstellt. Ahnlich den unterschiedlichen Fressmodi der gastri-
schen Miihle bei Crustaceen, die durch unterschiedliche Neuromodulatoren hervorgeru-
fen werden [Heinzel, 1988; Turrigiano & Selverston, 1990]. Jedoch sind fiir eine eindeuti-
ge Bestimmung der Verhaltensrelevanz des hybriden motorischen Musters Versuche am
semi-intakten Praparat erforderlich, in denen simultan das motorische Muster und das

erzeugte Verhalten aufgezeichnet werden.

Interaktion zwischen Einheiten des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora vicina

Die extrazellularen Ableitungen des fiktiven Fressverhaltens von Calliphora vicina sug-
gerierten einem Zusammenhang zwischen der neuronalen Aktivitdt der mittleren Einheit
(mE) im akzessorischen Prothorakalnerv (PaN) und der motorischen Einheit der cibaria-
len Dilatormuskulatur (CDM-Einheit) im Antennalnerv (AN). Die statistische Auswer-
tung dieses Phdnomens deutet daraufthin, dass eine Interaktion zwischen den Einheiten
auf neuronaler Ebene vorhanden ist. Moglicherweise besteht eine synaptische Verbindung

zwischen der mE- und der CDM-Einheit. Jedoch ermdéglichen die Daten keine Aussage
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iiber die Art der Synapse, ob exzitatorisch oder inhibitorisch. Denn beide Arten von
synaptischer Verbindung kénnten eine identische wechselseitige Beeinflussung der neu-
ronalen Aktivitdt zwischen den efferenten Einheiten realisieren. Dieses neuronale Phé-
nomen bietet eine interessante Ansatzmoglichkeit fiir eine intrazelluldre Untersuchung
des fiktiven Fressrhythmus von Calliphora-Larven, obwohl die physiologische Funktion
der mE des PaN bisher noch nicht bestimmt werden konnte. Denn die Loci der Neuro-
nen im zentralen Nervensystem, die die mE und die CDM-Einheit reprasentieren, sind
relativ gut bestimmt. Jedoch stellen intrazelluldre Ableitungen von Neuronen am zentra-
len Nervensystem von Dipteren-Larven hohe methodische Anspriiche, die in zukiinftigen

Studien gemeistert werden sollten.

Zusammenfassung

Durch die elektrophysiologischen Untersuchungen des Antennal- (AN), Maxillar- (MN)
und akzessorischen Prothorakalnervs (PaN) am isolierten zentralen Nervensystem von
Dipteren-Larven konnte ein fiktives motorisches Muster etabliert werden, das in den
untersuchten Arten nahezu identisch ist. Das fiktive motorische Muster konnte durch
zeitliche Korrelationen mit dem natiirlichen larvalen Fressverhalten assoziiert werden,
weshalb es als fiktives Fressverhalten definiert wurde. Die Daten bestérken die Annah-
me, dass im zentralen Nervensystem ein neuronales Netzwerk vorhanden sein muss, das
durch die intrinsischen Eigenschaften der beteiligten Neurone fiir die Erzeugung des fikti-
ven motorischen Musters verantwortlich ist. Die Hinweise fiir die Existenz eines hybriden
Erregungsmusters und synaptischer Interaktion zwischen den neuronalen Einheiten des
zentralen Mustergenerators in Calliphora vicina bieten ideale Ansatzmoglichkeiten fiir
eine weiterfithrende Untersuchung auf intrazellularer Ebene innerhalb der untersuchten
Dipteren-Arten.

Die Etablierung des fiktiven Fressverhaltens bei Drosophila melanogaster bietet aufgrund
der genetischen Manipulationsmdéglichkeiten eine Vielzahl von experimentellen Anwen-
dungen, z.B. kénnte durch rdumlich und zeitlich definierte Uber- oder Unterexpression
von Genen die spezifische Wirkung der Genprodukte auf das larvale Fressverhalten in
Form eines ,,functional read-out“ untersucht werden. In der Zukunft kénnten durch einen
derartigen methodischen Ansatz neue Erkenntnisse auf Ebene der zentralnervosen Reali-
sierung von rhythmischem Verhalten gewonnen werden, weil die Etablierung des fiktiven
Fressverhaltens von Drosophila melanogaster das Potential bietet, die neurobiologische

und molekularbiologische Ebene von Verhalten synergetisch zu untersuchen.






Anhang

Kobaltchlorid-Farbung inklusive Silber-Intensivierung

Protokoll:

e die Priparate werden retro- und anterograd mit 2-3% Kobalt-Lysin-3 oder 1-2%
Kobaltchlorid-Losung gefiillt (Dauer: 24-48h);

e die Fallungsreaktion erfolgt mit frisch angesetzter 0,01% Ammoniumsulfit-Losung
(50! Ammoniumsulfit auf 5ml physiologische Ringerlésung); das Ausfillen des

Kobalts sollte unter einem Binokular beobachtet werden (Dauer: ~ 1-2min)
e Priparate mit 4% Paraformaldehyd-Losung fixieren (Dauer: 1-1,5h);

e Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydrieren (pro Schritt ~ 10min)
und mit Methylsalicylat aufhellen; Qualitat der Kobalt-Fullung unter dem Mikro-

skop kontrollieren;

e Nervenpriparate in einer absteigenden Alkoholreihe rehydrieren (pro Schritt ca.
10min);

e Vorbehandlung mit 2% Natrium-Wolframat-Losung (pH = 10,5) inklusive 1% Tri-
ton X-100 (Dauer: 20min);

e 15min mit Losung A und B (Zusammensetzung siehe unten) préa-inkubieren;

e Priparate mit Losung A, B und C (Zusammensetzung siehe unten) intensivieren

(Dauer: 1-3min), Intensivierungsreaktion unter einem Binokular beobachten;

e Intensivierungsreaktion mit Aqua bidest. stoppen (Dauer: 2-mal 1min und 1-mal
10min);

3 Herstellung des Kobalt-Lysin-Komplexes (Stammlosung): 1,76g CoCly-6H20 mit 3,57g L-Lysin in
18ml Aqua bidest. ansetzten und 8-10 Stunden rithren. Der pH-Wert wird mit HCI auf 7,5 eingestellt
und mit Aqua bidest. auf 20ml aufgefiillt. Fir die Kobalt-Applikation wurde bei den untersuchten
Dipteren-Larven die Kobalt-Lysin-Stammlésung um den Faktor 3 verdiinnt.



162

Anhang

e Nervenpréiparate dehydrieren und mit Methylsalicylat aufklaren.

Chemische Zusammensetzung der verwendeten Losungen:

Losung A:

355ml Aqua bidest.

15ml 1%-iges Triton X-100

1,5g Natriumacetat (-H20)

30ml Eisessigsaure

0,5g Silbernitrat
Losung B:

e 5% Natrium-Wolframat-Losung
Losung C:

e 0,25% Ascorbinséure-Losung (jedes Mal frisch ansetzen)
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Dehydratation

Die Praparate der Nervenfarbungen (Kobaltchlorid-Farbung inklusive Silber-Intensivier-
ung) wurden fiir die morphologische Betrachtung der neuronalen Strukturen unter dem

Mikroskop in folgenden Arbeitsschritten entwéssert:

e Uberfithrung in 30% Ethanol-Losung (Dauer: 10min);
e Uberfiihrung in 50% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);

Uberfiithrung in 60% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);

e Uberfiihrung in 70% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);

Uberfithrung in 80% Ethanol-Losung (Dauer: 10min);

Uberfiihrung in 90% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);

Uberfiithrung in 96% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);

Uberfiihrung in 100% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);

Uberfithrung in 100% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min).

Aufhellung der Praparate

Nachdem die Préparate vollsténdig entwéssert worden sind, wurden die Préparate auf
einen Objekttrager iibertragen und entsprechend der zu studierenden neuronalen Struk-
tur ausgerichtet. Folgende Schritte wurden fiir die Aufhellung des Préaparats durchge-
fihrt:

e Zufuhr des Aufhellungsmediums: Methylsalicylat (Dauer: 10min),

e erneute Zufuhr des Aufhellungsmediums: Methylsalicylat (Dauer: ~10min; bis die

gefarbten Nervenpraparate transparent und nicht ,,milchig“ sind).

Nach der Aufhellung konnten die Praparate unter einem Mikroskop untersucht werden.

Rehydratation

Nach der Kobaltchlorid-Fallung wurden die gefarbten Préaparate unter dem Mikroskop
begutachtet, um die Qualitdt der Kobaltchlorid-Fiillung zu beurteilen und zu entschei-
den, ob die Préaparate intensiviert werden sollen. Bevor die Farbungen intensiviert werden

konnten, mussten die Préparate in nachstehenden Verfahren rehydriert werden:
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e Uberfithrung in 100% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);
e Uberfithrung in 96% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);
e Uberfiihrung in 90% Ethanol-Loésung (Dauer: 10min);
e Uberfithrung in 80% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);
e Uberfithrung in 70% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);
e Uberfithrung in 60% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min);
e Uberfiihrung in 50% Ethanol-Lésung (Dauer: 10min).

e Uberfithrung in Aqua bidest.; auftreibende Priparate mit einer Pinzette vorsichtig

unter die Wasseroberfliche driicken (Dauer: 10min)

e Uberfiihrung in Aqua bidest. (Dauer: ~10min; bis die Nervenpriiparate unter der

Wasseroberfliache schwimmen)

Die Praparate konnen nun der Silber-Intensivierung zugefithrt werden.
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Protein-Detektion (Antikorperfarbung)

Fiir den immunhistologischen Nachweis von hugin wurden bei Larven von Calliphora

vicina das zentrale Nervensystem mit den pharyngealen Nerven freiprapariert (siehe

Kapitel 2.2.1). Die Praparate wurden, wie folgt, immunhistochemisch behandelt:
1.Tag:

e fixieren 0,5 PBT und 4% Formaldehyd (FA) (2ml PBT + 200ul FA (37%));
e 1-2 Stunden fixieren (auf einem Drehrad);
e Waschen mit 0,5 PBT (2-mal 5min, 2-mal 15min, 2-mal 30min, 1-mal 60min);

e in Methanol iiberfithren (Methanolreihe: 1. 30% Methanol-Losung, 2. 70% Methanol-
Losung, 3. 100% Methanol-Losung);

e iUiber Nacht bei -20°C aufbewahren.
2.Tag:

e Préparate von Methanol in 0,5 PBT zuriick tiberfiihren (je 5min, Methanolreihe:
1. 100% Methanol-Losung, 2. 70% Methanol-Losung, 3. 30% Methanol-Losung);

e ausgiebig waschen mit 0,5 PBT (2-mal 5min, 2-mal 15min, 2-mal 30min);

e Blockieren in 0,5 PBT + 5% Ziegenserum (2ml 0,5 PBT + 1001 Ziegenserum) fiir
30-60 Minuten;

e Inkubation mit Primérantikérpern (a-hug-rb, 1:500 und a-22¢10-m, 1:500) in 0,5
PBT und Ziegenserum (1:1000) iiber zwei bis finf Nacht bei 4°C.

2.Tag:
e Waschen mit 0,1 PBT (2-mal 5min, 2-mal 15min, 2-mal 30min);

e Blockieren mit 5% Ziegenserum (2ml 0,1 PBT + 1000ul Ziegenserum) fiir 30-60

Minuten;

e Inkubation mit Fluorochrom gekoppelten Sekundirantikorpern (a-rb-Alexa488,
1:200 und a-m-Cy3, 1:200) in 0,1 PBT und 5% Ziegenserum bei Raumtempe-
ratur fiir 1 Stunde;

(wichtig: Ab diesem Arbeitsschritt muss im Dunkeln gearbeitet werden, weil das

Fluorochrom zerféllt!)

e Waschen in 0,1 PBT (2-mal 5min, 2-mal 15min, 2-mal 30min);
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e Eindeckeln in Mowiol?.
Verwendete Losungen:

e 0,1 PBT: 0,1% (v/v) Triton X-100 in Phosphat-gepufferter Salzlésung

e 0,5 PBT: 0,5% (v/v) Triton X-100 in Phosphat-gepufferter Salzlosung

4 Mowiol ist ein Polyvinylalkohol (kiinstlicher, thermoplastischer Kunststoff).
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Muskulatur von Calliphora vicina, Drosophila virilis und

Drosophila melanogaster

Calliphora Drosophila Drosophila
vicina virilis melanogaster
Muskulatur: Linge x Breite [um]
Cibariale Dilator- ~ 219 x ~ 46 ~ 131 x =~ 15 ~ 118 x ~ 12
muskulatur (CDM)
Mundhaken- ~ 695 x ~ 49 282 X &~ 23 ~ 217 x ~ 14
elevator (MHE)
Mundhaken- ~ 813 x ~ 107 ~ 283 x ~ 26 ~ 259 x =~ 21
depressor (MHD)
Labial- /R Hb7 x ~ 47 - -
retraktor (LR)
Dorsaler Pro- ~ 930 x ~ 90 ~ 448 x ~ 18 ~ 329 x =~ 11
traktormuskel A (Prog,A)

Tab. 4.1: Messwerte der Muskelgruppen bei Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila
melanogaster; angegebenen Werte beziehen sich auf die Lénge [pum] und die Breite [um] der

unterschiedlichen Muskelgruppen.
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Nerven und neuronale Strukturen von Calliphora vicina,
Drosophila virilis und Drosophila melanogaster
Calliphora Drosophila Drosophila
vicina virilis melanogaster
Nerven: Durchmesser [pm]
Frontal- ~ 27 ~ 7 ~ 6
nerv (FIN)
Antennal- ~ 30 ~ 8 ~ 8
nerv (AN)
Frontal- ~ 23 ~ 7 ~ 5
konnektiv (FK)
Rekurrenter ~ 26 ~ 6 )
Nerv (RN)
Kropf- ~ 11 - -
nerv (KN)
Maxillar- ~ 33 ~ 8 ~ 8
nerv (MN)
Akzessorischer ~ 14 ~ 5 ~ 4
Prothorakalnerv (PalN)
Proventrikular- ~11 - -
nerv (PVN)
Neuronale Strukturen: Linge x Breite [pm]
Frontale Nerven- ~ 81 X =~ 8) ~ 23 X ~ 28 ~ 22 X &= 22
verbindung (FNV)
Hypocerebral- ~ 34 X ~ 68 - -
ganglion (HCGQG)
Proventrikular- ~ 31 x =~ 81 - -
ganglion (PVN)

Tab. 4.2: Abmessungen der Nerven und neuronalen Strukturen von Calliphora vicina, Droso-
phila virilis und Drosophila melanogaster; gemessen wurde der Durchmesser [pum] der Nerven
sowie die Lénge [pm] und Breite [pm] der neuronalen Strukturen.
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Physiologische Eigenschaften der untersuchten Muskelgruppen

von Calliphora vicina, Drosophila virilis und Drosophila

melanogaster

Calliphora vicina:

AN MN PaN

CcDM MHD MHE Prog, A
Ruhe- -33,4 (£4,9) 41,8 (£3,1) 41,5 (£7,3) -38,1 (£3,3)
potential [mV] N=4 N=5 N=3 N=6
postsynaptische 4,1 (+0,2) 8 (£0,8) 3,1 (£0,2) 9,1 (£1)
Potential [mV] N=33(4) N=41(5) N=47(3) N=26(3)
Dauer d. postsynap- 41 (£1,5) 86 (+4,2) 53 (£4,6) 61 (£1,5)
tischen Potentials [ms] N=33(4) N=41(5) N=47(3) N=26(3)
Drosophila virilis:

AN MN PaN

CDM MHD MHE Prog, A
Ruhe- -45.,9 51,9 (£8.5) 51,6 (£8,5) 42,9 (+4,3)
potential [mV] N=1 N=3 N=3 N=3
postsynaptische 7,3 (£0,4) 15,8 (£1,1) | 4,9 (£0,7) 7,2 (£0,6) 2,5 (£0,1) 15 (£2,9)
Potential [mV] N=12(1) N=35(3) | N=12(3) N=39(3) | N=59(3) N=21(2)
Dauer d. postsynap- 53 (£3,4) 77 (£6,7) 108 (£7,3) 51 (£6,5) 22 (£1,5) 38 (£2,3)
tischen Potentials [ms] N=12(1) N=35(3) N=12(3) N=39(3) N=59(3) N=21(2)
Drosophila melanogaster:

AN MN PaN

CcDM MHD MHE Prog, A
Ruhe- 32,5 42,7 (£8,4) -46 (£3,6) -36,2 (+1)
potential [mV] N=1 N=3 N=3 N=1
postsynaptische 3,6 (£0,2) 10,1 (£0,4) | 2,2 (£0,2) | 11,2 (£0,9) | 2,4 (£0,2) 6,4 (£0,7)
Potential [mV] N=21(1) N=41(3) | N=23(3) | N=37(4) | N=23(4) N=30(1)
Dauer d. postsynap- - 76 (£7,8) 83 (£7,4) 42 (+4,2) 59 (£4,1) 43 (£5,2)
tischen Potentials [ms] N=41(3) N=23(3) N=37(4) N=23(4) N=30(1)

Tab. 4.3: Physiologische Parameter der untersuchten Muskelgruppen der Dipteren-Larven; an-
gegeben Werte fiir das Ruhepotential des Muskels [mV], postsynaptische Muskelpotential [mV]
und die Dauer des postsynaptischen Muskelpotentials [s] sind die berechneten Mittelwerte
(£Standardabweichung) inklusive der N-Zahl; verwendete Abk.: AN - Antennalnerv, CDM
- Cibariale Dilatormuskulatur, MHD - Mundhakendepressor, MHE - Mundhakenelevator, MIN
- Maxillarnerv, PaN - akzessorischer Prothorakalnerv, Prog, A - Dorsaler Protraktormuskel A.
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Abkiirzungen

A - Aorta,

AN - Antennalnerv,

AN/I u. II - Erste und zweite Abzweigung des Antennalnervs,

Ant. - Anterior,

Amp./Filt.-Einheit - Amplifikations-/Filtereinheit,

A /D-Wandler - Analog/Digital-Wandler,

A /AN-FK - Neuronale Anastomose zwischen Antennalnerv und Frontalkonnektiv,
A /AN-MN - Neuronale Anastomose zw. Antennal- und Maxillarnerv,

A /FK-MN - Neuronale Anastomose zw. Frontalkonnektiv und Maxillarnerv,
A /MN-AN - Neuronale Anastomose zw. Maxillar- und Antennalnerv,

A /MN-FK - Neuronale Anastomose zw. Maxillarnerv und Frontalkonnektiv,
A /PaN-PN - Neuronale Anastomose zw. akzessorischem Prothorakal- und Prothora-
kalnerv,

BO - Bolwigorgan,

CDM - Cibariale Dilatormuskulatur,

CPS - Cephalopharyngeales Skelett,

DO - Dorsalorgan,

DOG - Dorsalorganganglion,

FK - Frontalkonnektiv,

FK/I-III - Erste bis dritte Abzweigung des Frontalkonnektives,

FNYV - Frontale Nervenverbindung,

FN - Frontalnerv,

gE - grofie Einheit,

GH - Gehirnhemisphére,

HCG - Hypocerebralganglion,

K - Kropf,

KkE - kleine Einheit,

KN - Kropfnerv,

L - Lasion,
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Abkiirzungen

LN - Labialnerv,

LO - Labialorgan,

LR - Labialretraktor,

mE - mittlere Einheit,

Mech. Stim. - Mechanischer Stimulus,
MeN - Mesothorakalnerv,

MH - Mundhaken,

MHD - Mundhakendepressor,

MHE - Mundhakenelevator,

MN - Maxillarnerv,

MN/I-VI - Erste bis sechste Abzweigung des Maxillarnervs,

OE - Oesophagus,
OS - Optischer Stiel,

PalN - Akzessorischer Prothorakalnerv,

PaN/I-III - Erste bis dritte Abzweigung des akzessorischen Prothorakalnervs,

PaN-PN - neuronaler Bereich des akzessorischen Prothorakal- und des Prothorakal-

nervs,
PN - Prothorakalnerv,

Post. - Posterior,

Prog,A - Dorsaler Protraktormuskel A,
Pro,,B - Dorsaler Protraktormuskel B,
PVG - Proventrikularganglion,

PVN - Proventrikularnerv,

RN - Rekurrenter Nerv,

SNS - Stomatogastrisches Nervensystem,
Stim. - Stimulus,

TO - Terminalorgan,

TOG - Terminalorganganglion,

UON - Unpaariger Oesophagialnerv,
VAN - Ventraler Arm Nerv,

VG - Ventralganglion,

VO - Ventralorgan.
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