AALBORG UNIVERSITY

Universitet

Lisbeth Strem Madsen
& Sandra Marie
Neumann Arvidson

April 2015










.

AALBORG UNIYERSITY

Projekttitel:

Dansk: Underspgelse af kandidatgener for Attention Deficit Hyperactivity Disorder gennem
adfeerdsstudier med Drosophila melanogaster som modelorganisme

English: Investigation of candidate genes for Attention Deficit Hyperactivity Disorder through
behavioral studies using Drosophila melanogaster as a model organism

Projekttype:
Kandidatspeciale i biologi ved School of Engineering and Science (SES), Teknisk-
Naturvidenskabelige Fakultet, Aalborg Universitet

Projektperiode:
1. maj 2014 — 7. april 2015

Forfattere:

Lisbeth Strgm Madsen, Studie nr. 20082727

Sandra Marie Neumann Arvidson, Studie nr. 20082729

Vejledere:
Torsten Nygaard Kristensen, Professor MSO, AAU
Palle Jensen, Ph.d.-studerende, AU

Ditte Demontis, Lektor, AU

Oplagsantal: 5

Sideantal: 58

Appendiksantal: 8

Forside foto: Martin Helmstadter, Fischbach Lab. Freiburg (Foghsgaard, 2014)

Rapportens indhold er frit tilgeengeligt, men offentliggerelse (med kildeangivelse) ma kun ske efter aftale med
forfatterne.






Forord

Dette specialeprojekt er udarbejdet i perioden den 1. maj 2014 til den 7. april 2015 i forbindelse med
afslutningen af en kandidatgrad i biologi ved Aalborg Universitet. Projektet omhandler den genetiske
baggrund for sygdomme Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD). Vi haber med projektet at kunne
bidrage til forskningen i og forstaelsen af den genetiske baggrund med henblik pa i fremtiden bedre at
kunne diagnosticere og behandle patienter med ADHD. Projektet er rettet mod alle med interesse i dette

emne.

Figurer og tabeller i projektet er nummeret fortlgbende med forklarende tekst over tabellerne og under
eller ved siden af figurerne. Kildehenvisninger er angivet efter Harvard-metoden og kildelisten findes
bagerst i projektet. Appendiks A-G er vedlagt projektet, mens Appendiks H kan rekvireres ved henvendelse

til forfatterne.

Der rettes en stor tak til Palle Jensen, Ditte Demontis og Torsten Nygard Kristensen for kyndig rad og
vejledning i hele projektperioden, hvem foruden statistik stadig ville veere en by i Rusland. Der rettes
endvidere en tak til Helle Blendstrup, Henriette Casper Jensen og Jonas Kiis for den store hjalp i
laboratoriet bade med materialer, men ogsa nar fire haender ikke har veeret nok til at klare serterne. En
sidste tak rettes til Susan Hansen for utraetteligt at vaske anselige maengder skumpropper for os og endda

med et smil.






Abstract

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is the most common psychiatric disease in children, with an
average prevalence of 2-3 % in school aged children in Denmark. ADHD is characterized by hyperactivity,
inattention and impulsivity Research has shown that the heritability of ADHD in humans is high, but so far
the genetic background of the disease has not been clarified. This project intends to investigate 14
candidate genes that previous studies have associated with ADHD. We identify these genes through a
literature survey of genome-wide association studies. The genes were investigated through behavioral
studies using the model organism Drosophila melanogaster. D. melanogaster minos lines, which each had
an inactivated version of one of the candidate genes and a control line with the same genetic background,
was obtained from Bloomington Stock Center. The effect of inactivating the investigated genes on the flies’
phenotypes was observed trough two different experimental set ups. First we observed behavior in an
arena with 36 small wells, each containing a fly of either the minos or the control line. Flies in the arena
were video recorded for five minutes. The activity level of the flies was tracked using a computer program,
EthoVision XT 10 base from Noldus. The total distance moved, the total distance to the center-point and
the frequency of rotations were recorded. The other experimental set up was a stress/distraction test in a
maze. The maze was placed on computer screens displaying either a homologous or a heterologous video.
The ability and speed by which minos and control lines’ completed the maze was observed. Results showed
that six minos lines had a significantly different behavior compared to the control lines indicating an effect
of the inactivated gene on behavior in D. melanogaster. The human ortholog genes that significantly
effected behavior in D. melanogaster were SLC6A2, SLC6A3, CHRNA7, NOS1, DDC and PRKG1. We discuss
the implications of our results, and the perspectives of using D. melanogaster as a model organism in

studying human psychiatric diseases.
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Introduktion

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) er en forholdsvis almindelig sygdom, som i Danmark ses
hos 2-3 % af alle bgrn i skolealderen, hvor den typisk er mest fremtraeedende. ADHD karakteriseres ved
uopmaerksomhed, hyperaktivitet og impulsivitet (Damm & Thomsen, 2012). Sygdommen aftager med
alderen, men forsvinder ikke helt og kan have store konsekvenser for patienten, idet der med ADHD ofte
felger indlzeringsvanskeligheder, spvnforstyrrelser og motoriske vanskeligheder og senere angst og
depression. | ungdoms- og voksenlivet ses en gget tendens til misbrug og kriminalitet (Bilenberg, 2014).
Forskning viser, at ADHD er en sygdom med en hgj arvelig komponent i mennesker (Faraone, et al., 2005).
Den genetiske baggrund for sygdommen er dog endnu ikke endeligt fastlagt. Nye Genome-Wide
Association Studies (GWAS) giver bud pa kandidatgener, der indvirker pa, hvorvidt mennesker udvikler
sygdommen, som kan vaere interessenter for videre forskning. Til studierne af den genetiske baggrund for
en reekke humane sygdomme anvendes bananfluen (Drosophila melanogaster) ofte som modelorganisme
(Venken & Bellen, 2005), idet cirka 75 % af generne associeret med humane sygdomme findes i en lignende
version hos D. melanogaster (Reiter, et al., 2001). D. melanogaster er desuden billig og nem at handtere i
laboratoriet og derfor er den ogsa velegnet til studier af kandidatgener for ADHD (Venken & Bellen, 2005).
En stgrre indsigt i genetikken bag sygdommen vil gge forstaelsen af de biologiske mekanismer, der ligger til
grund for lidelsen og dermed skabe muligheder for bedre diagnosticering og behandling af patienter i

fremtiden.



Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD)

ADHD er blandt de mest almindelige psykiske lidelser blandt bgrn (Faraone, et al., 2005). Den kommer til
udtryk i barndommen og kan fortsaette med at give problemer for nogle som voksne (American Psychiatric
Association, 2013). ADHD er karakteriseret ved tre kernesymptomer: uopmaerksomhed, hyperaktivitet og
impulsivitet (Damm & Thomsen, 2012). | barndommen er det iseer hyperaktivitet er fremtraedende, i Igbet
af den tidlige skolegang begynder opmaerksomhedsvanskeligheder at vaere mere fremtraedende og i
puberteten aftager den motoriske hyperaktivt typisk. Som voksen kan opmarksomhedsvanskeligheder,
rastlgshed og impulsivitet forblive problematiske. ADHD aftager med alderen, men forsvinder ikke ved en

specifik alder (American Psychiatric Association, 2013).

Igennem flere tvillingestudier er arveligheden for ADHD blevet undersggt og estimeret og det
gennemsnitlige estimat er 76 % (Faraone, et al., 2005). | en systematisk udredning er praevalensen for
ADHD pa verdensplan estimeret til 5,29 %. Praevalensen for voksne med AHD er estimeret til at vaere cirka
2-2,5 gange mindre end praevalensen for bgrn med ADHD. Przaevalensen for drenge med ADHD er cirka to
gange stgrre end praevalensen for piger (Polanczyk, et al., 2007). En meta-analyse, af hvorvidt ADHD varer

ved ind i voksenlivet, viser at ADHD aftager med alderen (Faraone, et al., 2006).

Tabel 1 Symptomer for Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD), fra diagnosemanualen Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders fifth edition (DSM-5), (American Psychiatric Association, 2013).

Inattention symptoms
Often fails to give close attention to details or
makes careless mistakes in schoolwork, at work, or
during other activities
Often has difficulty sustaining attention in tasks or
play activities
Often does not seem to listen when spoken to
directly

Hyperactivity and impulsivity symptoms
Often fidgets with or taps hands or feet or squirms
in seat

Often leaves seat in situations when remaining
seated is expected

Often runs about or climbs in situations where it is
inappropriate

Often does not follow through on instructions and
fails to finish schoolwork, chores, or duties in the
workplace

Often has difficulty organizing tasks and activities
Often avoids, dislikes, or is reluctant to engage in
tasks that require sustained mental effort

Often loses things necessary for tasks or activities

Is often easily distracted by extraneous stimuli
Is often forgetful in daily activities

Often unable to play or engage in leisure activities
quietly

Is often “on the go,” acting as if “driven by a motor”
Often talks excessively

Often blurts out an answer before a question has
been completed

Often has difficulty waiting his or her turn
Often interrupts or intrudes on others

Diagnosen ADHD stilles pa baggrund af diverse spgrgeskemaer og samtaler med barnet, foraeldre og andre

der er tilknyttet barnet, en somatisk og funktionsneurologisk undersggelse, direkte observationer og en




psykologisk undersggelse (Damm & Thomsen, 2012). | Danmark benyttes diagnosemanualen International
Classification of Diseases 10th revision (ICD-10), som er udarbejdet af WHO (World Health Organization),
imens mange andre lande benytter diagnosemanualen Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders fifth edition (DSM-5), som er udarbejdet af den amerikanske psykiatriforening (American
Psychiatric Association) (Damm & Thomsen, 2012) (Socialstyrelsen, 2015). DMS-5 opdeler symptomer for
ADHD i to kategorier; "inattention” og “hyperactivity and impulsivity”. Hver kategori har ni symptomer,
hvor bgrn og unge under 17 ar, minimum skal have seks "inattention” symptomer og/eller minimum seks
"hyperactivity and impulsivity” symptomer for at blive ADHD diagnosticeret (Tabel 1). Symptomerne skal
have vaeret vedvarende i mindst seks maneder, de skal vaere til stede i mindst to af barnets miljger og flere
af symptomerne skal have vaeret til stede fgr barnet fylder 12 ar. Unge og voksne over 17 ar skal have
minimum fem ”inattention” symptomer og/eller minimum fem ”hyperactivity and impulsivity” symptomer
for at blive ADHD diagnosticeret. Der kan stilles tre forskellige diagnosetyper af ADHD; ”"predominantly

inattentive presentation”, ”predominantly hyperactive/impulsive presentation” og ”combined

presentation”, og tre grader af ADHD; mild, moderat og svaer (American Psychiatric Association, 2013).

Til behandling af ADHD benyttes medicinsk behandling og psykologisk, adfaerdsmaessig og paedagogisk
radgivning og intervention (Houmann, et al., 2015). Der findes forskellige typer medicin (Tabel 2), som har

den effekt, at koncentrationen af dopamin og noradrenalin forgges i synapserne (Bilenberg, 2014).

Tabel 2 Oversigt over medicinprodukter, det virksomme stof og dets virkemade (Bilenberg, 2014).

Produktnavn Stof Virkemade
Bl.a. Methylphenidat - centralstimulerende
Ritalin - blokerer reabsorptionen af dopamin og i mindre grad noradrenalin
Eqvasym - pger aktiviteten i pandelappen
Medikinet Effekt: koncentrationen af dopamin (og noradrenalin) forgges uden
Concerta for cellerne
Elvanse Lisdexamfetamin - centralstimulerende
(dexamfetamin) - lisdexamfetamin (et inaktivt prodrug) omdannes efter indtagelse til

dexamfetamin
- blokerer reabsorptionen af dopamin og i mindre grad noradrenalin
- friggr dopamin og noradrenalin fra vesikler i neuronerne
- direkte virkning pa dopaminreceptoren
Effekt: koncentrationen af dopamin (og noradrenalin) forgges uden
for cellerne

Strattera Atomoxetin - antidepressiv
- blokerer reabsorptionen af noradrenalin
- forhgjer niveauet af noradrenalin og dopamin i pandelappen
Effekt: koncentrationen af noradrenalin og dopamin forgges uden for
cellerne



Drosophila melanogaster

Bananfluen Drosophila melanogaster er en meget anvendt
modelorganisme i studier af den genetiske baggrund for en Taksonomisk klassifikation
raekke sygdomme hos mennesker (Venken & Bellen, 2005).

Klasse: Insecta - insekter
Cirka 75 % af generne associeret med humane sygdomme
findes i en lignende version hos D. melanogaster (Reiter, et Orden: Diptera - tovinger
al., 2001). Muligheden for at undersgge specifikke gener er Familie: Drosophilidae -
yderligere blevet styrket af, at det komplette genom for D. Eddikefluer/bananfluer
melanogaster er blevet sekventeret (Adams, et al., 2000). Slaegt: Drosophila - bananfluer
Derudover er D. melanogaster billig, nem at handtere i

Art: Drosophila melanogaster
laboratoriet og har en kort generationstid. Samlet ggr disse

karakteristika, at D. melanogaster er velegnet til studier af . ) o .
Figur 1 Taksonomisk klassifikation for Drosophila

kandidatgener for ADHD (Venken & Bellen, 2005). melanogaster (Miller, 2000).

D. melanogaster hegrer til familien Drosophilidae (Figur 1) og er naturligt hjemmehgrende i tropiske
omrader, men er vidt udbredt i hele verden, introduceret af mennesker og er kun begraenset af kolde
temperaturer og lav fugtighed (Miller, 2000) (Markow & O' Grady, 2006) (Ashburner, 2008). D.
melanogaster findes ofte i forbindelse med mennesker, hvor der er en nem adgang til fede for eksempel
frugtlagre. D. melanogaster lever af de mikroorganismer (geer og bakterier), der fermenterer frugter og
andet radnende plantemateriale og tiltraekkes af lugten af en hvilken som helst lignende fgdekilde (Miller,
2000) (Ashburner, 2008). D. melanogaster laegger sine seg i moden frugt lige fgr det radner, saledes at
frugten kan forsyne larverne med fgde i hele deres levetid (Miller, 2000). D. melanogaster er 3-4 mm lang
og cirka 2 mm bred, gulbrun med sorte striber og r@de facetgjne. Hunnerne er typisk stgrre end hannerne
og de kendes nemt fra hinanden. Hannernes sorte striber er mgrkere og taettere i enden, hvor hannens
k@nsorganer ogsa syner mgrkere og mere komplekse og hvor hunnens bagkrop ender i en laeggebrod. P3
forbenene har hannen en kam af sorte har (Figur 2), (Miller, 2000) (Markow & O' Grady, 2006) (Flagg,
2005).



Figur 2 Han (nederst) og hun (@verst) Drosophila melanogaster. Pa forbenene (a) har kun hannen en kam af sorte har (sorte pile).
Hannens bagende (b) er mgrkere og striberne er taetstillede. Pa undersiden af bagkroppen (c) syner hannens kgnsorganer
mgrkere og er mere komplekse og hunnens anus danner en lille spids (hvide pile), kilde fra (Roote & Prokop, 2013).

D. melanogaster kan reproducere sig ved 13-30 °C med varierende tidsspaend (Ashburner, et al., 2005). Ved
25 °C og hgj luftfugtighed har D. melanogaster en livscyklus pa cirka 10 dage med tre larvestadier fgr D.
melanogaster undergar fuld metamorfose i puppestadiet forud for voksenstadiet (Figur 3). £ggene klaegger
cirka 24 timer efter, de er blevet lagt. Det fgrste og andet larvestadie varer hver cirka 24 timer og det tredje
larvestadie cirka 48 timer. Puppestadiet varer 4-5 dage og cirka 8-12 timer efter D. melanogaster er
kommet ud af puppen er hannerne kgnsmodne og efter 12-14 timer er hunnerne kgnsmodne. Efter parring
kan hunnen laegge op til 100 befrugtede g per dag. Den maksimale levealder ved 25 °C er cirka 110 dage

(Ashburner, et al., 2005) (Roote & Prokop, 2013) (Ashburner, 2008).

female

Q o" male

Figur 3 Livscyklus for Drosophila melanogaster
ved 25 °C varer cirka 10 dage. Efter parring
laegger hunnen g, som klaekker efter 24
\ timer. 1. og 2. larvestadie varer hver cirka 24
adult/imago timer og det 3. cirka 48 timer. Pa femtedagen
forpupper larven sig og puppestadiet varer 4-5
= .
dage, hvor larven undergar fuld metamorfose
egg/embryo

(Roote & Prokop, 2013).

1st instar larva D. melanogaster har omkring 17.000

pupa

gener fordelt pa fire kromosompar

Ié/ (NCBI, 2014). Et par sexkromosomer,

kromosompar nr. 1, og tre autosomer,

% =3 hvoraf det fjerde er meget lille og "dot-
o S

3rd Ingtar larva like”, kromosompar nr. 4 (Figur 4),



(Ashburner, et al., 2005) (Greenspan, 2004). Sexkromosomparret bestar under normale omstandigheder af

to X-kromosomer eller et X- og et Y-kromosom. X-kromosomerne er afggrende for kennet, hvor Y-

kromosomet kun er afggrende for hannernes fertilitet, men ikke k@nnet. Ratioen af X-kromosomer til

autosomer bestemmer kgnnet (X:A), hvor kromosompar nr. 4 ikke medregnes for eksempel vil 2X:2A vaere

Sex chromosomes

Autosomes

111

<
-<q

ol
X Oy

en hun, mens 1X:2A vil veere en han,
idet en ratio 21 resulterer i en hun
og en ratio <1 resulterer i en han
(Gilbert, 2000) (Sadava, et al., 2008)
(Greenspan, 2004).

Figur 4 Drosophila melanogaster har fire
kromosompar, der udggres af et
sexkromosom, som er forskelligt for hunnen
og hannen, og og tre autosomer, hvoraf det
fjerde kromosom er meget lille (Mader,
2007).



Genmanipulation i D. melanogaster

Genmanipulation i D. melanogaster er isaer muliggjort af, at det fulde
genom er sekventeret og publiceret, men ogsa den lave redundans i
genomet og den kendsgerning, at kun et eller fa gener, modsat hgjere
organismer, koder for medlemmer af samme proteinklasse, er medvirkende
til den store succes (Roote & Prokop, 2013) (Venken & Bellen, 2005). En af
de meget anvendte metoder er at sl3 et eller flere specifikke gener ud med
henblik pa at undersgge funktionen af disse. Et stort projekt sat i gang i
1991 har til formal at finde forskellige transposoner, der kan bruges til
netop at sla specifikke gener ud, til brug for hvert gen i D. melanogaster
genomet. Det er indtil nu muligt for to tredjedele af genomet (Bellen, et al.,

2011) (Venken & Bellen, 2005) (Pavlopoulus, et al., 2007).

Transposable elements eller transposoner er sekvenser, der kan flytte sig fra

White-eyed mutant fly

Red-eyed wild-type fly

Figur 5 Drosophila melanogaster
wild type med rgde gjne
(nederst) og mutant med hvide
gjne (dverst) med en mutation i
genet white™® (wms), (Ringertz,
1995).

sted til sted pa genomet (Sadava, et al., 2008). Transposoner menes at vaere en slags cellulaere parasitter og

6 The transposon cames a\
| gane for ransposase
| which catalyzes the
Lmovamenls of the DNA

Transposon

T |
1

— ——

inverted repeat  Protein-coding gene

DNA

Transposase

This transposon has inserted
itself within a protein-coding
gena, disrupting it....

Transposase allows the
DNA 10 loop out and be
excsed and move to a new
k-'xa!:'m in the genome

Disrupted gene |
A\ —
DNA = ——— R

N

B .. andresultingina
meunl tional MRANA

arxd/or proten

Disrupted gene

kan, hvis de szetter sig ind midti en
protein-kodende region (exons),
forarsage mutationer. Hos D.
melanogaster skyldes en mutation,
der forarsager hvide gjne netop en
transposon i et gen lokaliseret pa X-
kromosomet, som koder for et
pigmentproducerende enzym, som
slar genet ud (Figur 5 og Figur 7),
(Mader, 2007) (Sadava, et al.,
2008).

Figur 6 DNA transposoner starter og slutter
med inverted repeats og flytter sig fra sted
til sted pa genomet ved hjlp af enzymet
transposase. Hvis transposonet satter sig
midt i en protein-kodende region, kan
denne gdelaegges (Sadava, et al., 2008).



Transposoner menes 0gsa at vaere involveret i transskriptionskontrol, idet de blokerer transskriptionen
(Mader, 2007). De kan i nogle tilfaelde bzaere andre gener med sig for eksempel gener for
antibiotikaresistens og resultere i nye gener og dermed bidrage til den genetiske variation. Transposoner
udnyttes som metode til genetisk manipulation i mange organismer ogsa udover D. melanogaster (Sadava,
et al., 2008) (Howe, 2007) (Mader, 2007). Der findes fire hovedtyper af transposoner hos eukaryoter; Short
Interspersed Elements (SINEs), Long Interspersed Elements (LINEs), Retrotransposoner og DNA
transposoner (Sadava, et al., 2008) (Howe, 2007). De grupperes i to grupper Class | og Class Il. Alle undtaget
DNA transposonerne hgrer til Class | og benytter en “copy-paste” mekanisme, hvor de laver en RNA kopi af
sig selv, som template til en ny DNA sekvens, der saetter sig et andet sted pa genomet. DNA transposonerne
derimod tilhgrer Class Il og flytter sig fra sted til sted pa genomet uden replikation med hjalp fra enzymet
transposase, altsa en ”cut-and-paste” mekanisme (Figur 6), (Sadava, et al., 2008).

Figur 7 Drosophila melanogaster
kromosomer for en han (XY) og en
hun (XX). De tre kromosompar er
centreret omkring et chromocenter
med venstre og hgjre
kromosomarme ud fra
centromererne. Pa kromosom fire og
pa kenskromosomerne er

centromererne placeret i enderne
(Carr, 2006).

2L

Minos er et DNA transposon

Drosophila chromosomes

(Class 1) af familien
Tcl/mariner, som oprindeligt stammer fra Drosophila hydei og som blev isoleret i 1995. Minos kan
integreres stabilt i mange andre organismer bade insekter, mus og menneskeceller og kan integreres i D.
melanogaster med meget lidt site specificitet (Metaxakis, et al., 2005) (Pavlopoulus, et al., 2007) (Bellen, et
al., 2011). Minos-lignende elementer er vidt udbredt i Drosophila-slaegten og er formegentligt overfgrt via
horisontal gentransfer (Pavlopoulus, et al., 2007). Minos er 1,8 kilobaser langt og baerer et enkelt
transposase gen fordelt pa to exons brudt af en 60 bp lang intron og starter og slutter med 255 bp lange

inverted terminal repeats (Figur 8), (Metaxakis, et al., 2005) (Pavlopoulus, et al., 2007) (Bellen, et al., 2011).

.. TA~<(IIL_| [ [T TA...

ODR IDR intron IDR ODR
ITR exon 1 exon 2 ITR

Figur 8 Strukturen af det naturligt forekommende Minos transposon fra Drosophila hydei. Transposonet bestar af transposase
genet, fordelt pa to exoner pa hver side af en intron, og ITR, inverted terminal repeats i enderne underinddelt i IDR, inner direct
repeat og ODR, outer direct repaet (Pavlopoulus, et al., 2007).



Formalet med projektet

At udvzlge og undersgge humane kandidatgener for ADHD i modelorganismen Drosophila melanogaster.

Dette projekt vil tage udgangspunkt i formodede risiko-gener for ADHD identificeret pa baggrund af
humane data. Disse vil blive udvalgt via litteratur- og databasestudier. Den funktionelle effekt af generne
undersgges gennem adfaerdsstudier med D. melanogaster som modelorganisme. Der hjemkgbes D.
melanogaster-minoslinjer fra Bloomington stock center (NIH P400D018537), som hver har en inaktiveret
version af et af de potentielle risiko-gener. De udvalgte ADHD risiko-geners effekt pa fluernes adfzaerd
observeres gennem to forskellige forsgg; et forsgg hvor fluernes aktivitet undersgges i en arena og en

stress/distraktionstest i en labyrint.
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Metoder

ADHD Kandidatgener

Ved diverse litteraturstudier blev der fundet humane kandidatgener for ADHD. Ved brug af Drosophila RNAI

Screening Center (DRSC) (http://www.flyrnai.org/cgi-bin/DRSC orthologs.pl) undersggtes, om der fandtes

orthologe D. melanogaster gener for disse humane ADHD kandidatgener. Der blev udvalgt orthologe D.

melanogaster gener med hgjeste Weighted Score og med genotype w[1118]; M{ET1} (Appendiks A, s. 1l1).

Beskrivelser af disse udvalgte ADHD kandidatgener, deres loci og de orthologe D. melanogaster geners loci,

Flybase stock numre og genotyper (Tabel 3).

Tabel 3 Oversigt over Attention Deficit Hyperactivity Disorder kandidatgener anvendt til forsggene, udvalgt efter
tilgengeligheden af orthologe Drosophila melanogaster gener.

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: Anaplastic lymphoma
receptor tyrosine kinase (ALK)
Kromosom: 2p23.2-23.1

ALK er udtrykt i det centrale og
perifere nervesystem (Souttou, et al.,
2001) og koder for enzymet anaplastic
lymphoma kinase (GBG-UCSC, 2013)
(Souttou, et al., 2001). ALK er
impliceret i udvikling af hjernen (GBG-
UCSC, 2013) (Mick, et al., 2011).

Gennavn: Anaplastic lymphoma kinase (Alk)
Kromosom: 2R:16,625,293..16,640,011 [-]
Flybase stock nr: 25509

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}AIk[MB06458]

2R
PR R N T T T R SR T SR TR T [T S TR S T SR S TR S S N T T R S S T S S
16620k 16630k 16640k 16650k
Gene Span
G506 ALk gprs
 ———

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0040505.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: sparc/osteonectin, cwcv
and kazal-like domains proteoglycan 3
(SPOCK3)

Kromosom: 4q32.3

SPOCK3 er udtrykt | hjernen (GBG-
UCSC, 2013), og koder for et
ekstracelluleert matrixkomponent
(Yang, et al., 2013) og er sandsynligvis
involveret i neurogenesen (GBG-
UCSC, 2013).

Gennavn: Carrier of Wingless (CG13830)/(Cow)
Kromosom: 3R:23,070,516..23,112,730 [-]
Flybase stock nr: 23767

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}CG13830[MB01961]

3R
ZA0Fak 23080k 23000k 23100k 23140k 23120k
Gene Span
Saw Cio Raz=f
ul| s W
b lopd CGi7110 CenBlA
L = —
Ce17114 CGE726 CEAT3E
< — [
CG171i09
L=
CGEF33
[y

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0039054.html

11



http://www.flyrnai.org/cgi-bin/DRSC_orthologs.pl
http://flybase.org/reports/FBgn0040505.html
http://flybase.org/reports/FBgn0039054.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: 5-hydroxytryptamine
receptor 1B (HTR1B)

Kromosom: 6q14.1 (ncbi:6q13)
HTR1B er udtrykt i flere af hjernens
regioner og koder for en serotonin
receptor (Gizer, et al., 2009). Den er
forbundet til et G-protein, et enzym,
der heemmer dannelsen af cyklisk
AMP, et intracellulzert signalmolekyle,
der abner ionkanaler og aktiverer
andre intracelluleere enzymer (GBG-
UCSC, 2013) (Gizer, et al., 2009)
(Martini & Nath, 2009).

Gennavn: 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B (5-HT1B)
Kromosom: 2R:19,022,325..19,032,642 [-]

Flybase stock nr: 24240

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}5-HT1B[MB05181]

2R

190E0k, 190350k 190d 0k,

Gene Span
3-HT1E CG153115
L ] =1
CG43351
I

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0263116.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: protein kinase, cGMP-
dependent, type | (PRKG1)
Kromosom: 10q11.23-21.1

PRKG1 er udtrykt i flere af hjernens
regioner, glatte muskler og blodplader
og koder for et enzym af typen cyklisk
GMP-afhaengig proteinkinase (GBG-
UCSC, 2013), der bl.a. er involveret i
regulering af udvikling af forhjernen
og dendritter, signaltransduktion og
neuronal migration (Neale, et al.,
2010).

Gennavn: cGMP-dependent protein kinase 21D (Pkg21D)
Kromosom: 21:786,153..790,798 [-]

Flybase stock nr: 24228

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}Pkg21D[MB04805]

2L
" " " [ " L — | I T T T T " " 1
780k 7a0k o0k
Gene 3Span
CG13946 Gr2la  CGI54d CRAS259
[ | I—— | =
13947 Pk=z1D
o

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0000442.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: thioredoxin-related
transmembrane protein 3 (TMX3)
Kromosom: 18q.22.1

TMX3 er vidt udtrykt i hjernen,
muskler, knogler, huden, gjne, lunger,
lever, mave, nyre, prostata, testikler,
livmoder og moderkage. TMX3 koder
for et membranprotein i det
endoplasmatiske reticulum og
fungerer sandsynligvis som katalytiske
enzymer (GBG-UCSC, 2013).

Gennavn: NONE (CG5027)

Kromosom: 31:16,229,100..16,231,139 [+]

Flybase stock nr: 24687

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}CG5027[MB04280]/TM6C, cu[1] Sb[1]

3L
l I 1 I 1 l I I I I 1 l
16220k 16250k 16240k
Gene Span
tRNA :CR32153 POCO-5 1¢3)720p
1 e I —
1¢3)720n MEDLO 103)720F
= - —
CGROZ7  Haczo
—

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0036579.htm]
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H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: dopa decarboxylase
(aromatic L-amino acid
decarboxylase) (DDC)

Kromosom: 7p12.1

DDC er udtrykt i det centrale og
perifere nervesystem (Scherer, et al.,
1992), og koder for en
proteinkatalysator og er involveret i
syntesen af dopamin og serotonin
(GBG-UCSC, 2013) (Banaschewski, et
al., 2010) (Gizer, et al., 2009).

Gennavn: Tyrosine decarboxylase 1(Tdc1)

Kromosom: 2R:6,677,001..6,680,391 [-]

Flybase stock nr: 24213

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}Tdc1[MB04664] CG9422[MB04664]

2R
© BETOK

L L L L L L L
BES0K

Gene Span

ACF1CEEd10 PGAPS  Tdcl CRdd164
= = [~ -
CG13903 CGL7266 CR44165
C- =<d =
Hzepi CGodz2
= 1 [
CG13909
[ ——
TdcZ

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0259977.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: cholinergic receptor,
nicotinic, alpha 7 (CHRNA7)
Kromosom: 15q13.3

CHRNA7 er vidt udtrykt i hjernen og er
involveret i hurtig synaptisk
transmission (Stergiakouli, et al.,
2012). CHRNA7 koder for et protein,
der folder sig som en lukket ionkanal
(permeabel for Ca®* ioner) igennem
plasmamembraner. Hvis acetylcholin
bindes til proteinets receptor abnes
ionkanalen og transport af Ca** over
plasmamembranen er mulig (GBG-
UCSC, 2013).

Gennavn: nicotinic Acetylcholine Receptor a6 (nAcRalpha-
30D)/(nAChRa6)

Kromosom: 21:9,793,317..9,886,250 [-]

Flybase stock nr: 25519

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}nAChRalpha6[MB06675]

2L

I 1 1
B0k

Gene Span

IP3k1 CR43766 CR44701
= 1 1
CR15854 FREPE9
-3 C
CGA0EE CG3d183
I 1
CG13123 CG4537
i 1
nAChRalphad mtONA-h
] 4
Uhg2
a
zhoRNA
1
=hoRNA
1
=hoRNA
1
shoRNF
1
Bka

b
Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0032151.html

13



http://flybase.org/reports/FBgn0259977.html
http://flybase.org/reports/FBgn0032151.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: neurotrimin (NTM)
Kromosom: 1125

NTM er udtrykt i hjernen og koder for
proteinet neurotrimin, som
sandsynligvis fremmer udvikling og
sammenkobling af neuroner (GBG-
UCSC, 2013) (Yang, et al., 2013).

Gennavn: (DIP-6) Dpr-interacting protein 6 (CG31646)
Kromosom: 2L.:5,626,291..5,658,560 [-]

Flybase stock nr: 27790

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}CG31646[MB09592]

2L
ez0k, e300k, Ted0k, Ga50k. Ta60k,

Gene Span
OIP-eta DIP-theta CR4da21
= < ] 0
CR4d 798 CR4dE22 | mir-959 HspeoC
a <1 1 ——
Cupdald mir-S60
<0 1
mir-961
|
mir-962
|
mir-963
|
mir-96d

|
Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0051646.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: nitric oxide synthase 1
(NOS1)

Kromosom: 12¢24.22

NOS1 er vidt udtrykt, bl.a. i hjernen og
skeletmusklerne og koder for enzymet
nitrogenoxid syntase, som katalyserer
syntesen af nitrogenoxid.
Nitrogenoxid er et signalmolekyle,
som i hjernen og det perifere
nervesystem fungerer som en
neurotransmitter (GBG-UCSC, 2013).
Da nitrogenoxid er en lipid-oplgselig
gas, kan den diffundere over
cellemembranen og binde sig til
intracellulzere enzymer som
aktivereres og producerer sekundzere
signaler (Martini & Nath, 2009).

Gennavn: Nitric oxide synthase (Nos)
Kromosom: 21:10,804,274..10,837,511 [-]
Flybase stock nr: 24283

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}Nos[MB04018]

2L
10800k, 1o5lok 10520k 10550k 10540k,

Gene Span
CG5L569 Mos mir-d957
] 1 1
CR44551 CGES0E CGe700 Poring
= = <0 4
CG17134 CG17140
C- |

CG17132
|

parin
il

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0011676.html
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H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: kalirin, RhoGEF kinase
(KALRN)

Kromosom: 3g21.2

KALRN er udtrykt i hjernen og koder
for et protein, som bl.a. regulerer
nervevakst, udviklingen af axoner
(Chakrabarti, et al., 2005) og
dendritter og strukturel og funktionel
plasticitet (Lesch, et al., 2008).

Gennavn: trio (trio)

Kromosom: 31:995,982..1,034,875 [-]
Flybase stock nr: 29073

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}trio[MB09917]

3L
29k, Lok, 1od0k, 100k, 130k, 1040k,
Gene Span
Glutl trio habl
T
CG1Z2055 CGR205
= =
CRaS511
=S

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0024277.html

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: furin (FURIN)

Kromosom: 15p26.1

Furin er udtrykt i bl.a. hjernen,
leveren og tarmen. Furin koder for
membranbundet protease enzym og
virker til at udfgre
allestedsnaervaerende endoprotease
aktivitet i det endokrine system (GBG-
UCSC, 2013).

Gennavn: Furin 1(Furl)

Kromosom: 3R:25,347,431..25,473,058 [-]
Flybase stock nr: 25518

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}Fur1[MB06661]

3R |
25400k
Gene Span
CEL1902N0-d9L  alrm  MucSeD Vpz33B
> [ 1 4 [
rha CG31437 CGdA5a3
L= I ]
tobi MEDZS
1 |
Furl *“HP

s |
Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0004509.html
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H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: cadherin 13, H-cadherin
(CDH13)

Kromosom: 16g23.3

CDH13 er bl.a. vidt udtrykt i hjernen
(Lesch, et al., 2008), og koder for
proteinet cadherin 13 (GBG-UCSC,
2013) (Banaschewski, et al., 2010).
Cadherin 13 sidder pa
cellemembranens overflade (GBG-
UCSC, 2013), regulerer bl.a.
cellemigration og kommunikation
imellem celler (Banaschewski, et al.,
2010) og er en negativ regulator i
forbindelse med udvikling og
differencering af axoner (GBG-UCSC,
2013).

Gennavn: Cadherin-N2(CadN2)

Kromosom: 21.:17,786,971..17,875,247 [-]
Flybase stock nr: 26103

Genotype: w([1118]; Mi{ET1}CadN2[MB08260]

2L

I l I
17800K

Gene Span

Cacih CadNz

u| < ]
CR43419 CG425830
F I

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0262018.htm]

H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: somatostatin receptor 1
(SSTR1)

Kromosom: 14g21.1

SSTR1 er udtryk i bl.a. hjernen, lunger,
mave og tyndtarm, og koder for G-
proteinforbundet
somatostatinreceptor. Receptoren
binder somatostatin, et
peptidhormon involveret i regulering
af neurotrasmission, cellevaekst,
endokrin signalering og inhibering af
mange hormoner og andre
sekretoriske proteiner (GBG-UCSC,
2013).

Gennavn: Allatostatin C receptor 1(starl)/(AstC-R1)
Kromosom: 3L:18,560,258..18,576,326 [+]

Flybase stock nr: 29924

Genotype: w[1118]; Mi{ET1}AstC-R1[MB11579]

3L

IR R T R I T T T R T
18560k

Gene Span

AstC—R1 CR45435
[ = =

Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0036790.htm]
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H. sapiens

D. melanogaster

Gennavn: solute carrier family 6,
member 2 (SLC6A2/NET1)
Kromosom: 16q12.2

SLC6A2 er vidt udtrykt i hjernen og
bl.a. i lunger, seedleder, moderkage og
binyre (Ramamoorthy, et al., 2011)
(Gizer, et al., 2009) (Torres, et al.,
2003). SLC6A2 koder for
noradrenalintransporter, som er
membranproteiner i den
praesynaptiske nervecelle, der
reabsorberer noradrenalin og stopper
neurotransmissionen (GBG-UCSC,
2013). SLC6A2 er ligeledes involveret i
reabsorption af dopamin i
praesynaptiske nerveceller
(Ramamoorthy, et al., 2011) (Gizer, et
al., 2009).

Gennavn: solute carrier family 6,
member 3 (SLC6A3/DAT1)
Kromosom: 5p15.3

SLC6A3 er vidt udtrykt i hjernen
(Ramamoorthy, et al., 2011) (Gizer, et
al., 2009) (Torres, et al., 2003), og
bl.a. maven, nyre, bugspytkirtel
(Torres, et al., 2003) og lymfocytter
(Ramamoorthy, et al., 2011). SLC6A3
koder for dopamintransporter, som er
membranproteiner i den
prasynaptiske nervecelle, der
reabsorberer dopamin og stopper
neurotransmissionen (GBG-UCSC,
2013).

Gennavn: Dopamine transporter (DAT)
Kromosom: 2R:16,558,567..16,565,238 [-]
Flybase stock nr: 25547

Genotype: w([1118]; Mi{ET1}DAT[MB07315]

2R
| I T T TR TR S TR SR | T T T TR TR TR TR S l I I
1550k 16560k 16570k
Gene Span
Sy G495 CG4927
— [

OAT RES1S  CGA3L7
e —] - <

Link: Reference: http://flybase.org/reports/FBgn0034136.html
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Opdreet af D. melanogaster til forsgg

D. melanogaster blev holdt i et klimarum med lyscyklus 16:8 med lys fra kl. 23 til 07 og cirka 27 °Ci
perioden med lys og cirka 24 °C i perioden med mgrke. Den relative luftfugtighed i klimarummet svingede
mellem 39 % og 63 % (Appendiks H, s. XXXIIl). D. melanogaster blev holdt pd medie jf. opskrift (Appendiks
B, s. VII). For at undga crowding foregik aegleegning af D. melanogaster til forsgg under kontrollerede
forhold. Der benyttedes 50 D. melanogaster med en aldersspredning pa 2-5 dage gamle, hvoraf det
antages, at kensfordelingen er 50/50 ved tilfaeldig udtagning. Disse D. melanogaster hanner og hunner blev
overfgrt til 175 ml rgr med 35-36 gram medie, hvor de lagde g i 14-18 timer. Derefter blev D.
melanogaster slaet ud og rgrene blev forsynet med et stykke foldet bordpapir (Elefantpapir) cirka 50x60
mm for at gge overfladen, hvorpa D. melanogaster larver kunne forpuppe sig. Hanner og hunner blev
separeret indenfor 24 timer efter klaekningen fra puppe. Til arena- og labyrintforsggene benyttedes
udelukkende D. melanogaster hanner i en alder af 2-4 dage med en maksimal aldersspredning pa 24 timer.
Efter klaekning og indtil forsg@g blev hannerne holdt pa 68 ml rgr med 14-15 gram medie med 25-35 D.
melanogaster i hver.

Under opdreet af D. melanogaster i 175 ml rgr til forsgg, blev der ligeledes udtaget D. melanogaster til
vejning. Der blev sidelgbende opdraettet D. melanogaster under samme forhold til bestemmelse af taethed,

samt klaekningsprocent fra aeg til adult (Appendiks C, s. IX).

Forsgg

Arena
Formalet med forsgget var at undersgge aktiviteten hos D. melanogaster med forskellige potentielle ADHD

risikogener slaet ud ved at videooptage deres adfeerd i arenaen (Figur 9) (Appendiks D, s. XIII).

Figur 9 Arena med 36 brgnde til aktivitetsmaling af Drosophila melanogaster.
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Der blev testet 14 forskellige D. melanogaster minoslinjer med Flybase stock nr. 23767, 24213, 24228,
24283, 24240, 24687, 25509, 25518, 25519, 25547, 26103, 27790, 29073, 29924 mod D. melanogaster
minoslinje med Flybase stock nr. 5905 som kontrol. Der blev testet 54 kontrol D. melanogaster hanner og
54 mutant D. melanogaster hanner for hver minoslinje fordelt pa tre replikater. Hver D. melanogaster blev
overfgrt til hver sin brgnd i arenaen hvorefter aktiviteten i arenaen blev malt ved videooptagelse i fem
minutter med to samples registreret per sekund (Figur 10). Forsggene forlgb ved 25 °C i et varmeskab.
Videokameraet var tilkoblet en computer med programmet EthoVision XT 10 base fra Noldus (Appendiks E,

s. XV), som registrerede tilbagelagt distance, distance til centerpunkt og rotation.

Figur 10 Forsggsopstilling til arenaforsgg i varmeskab ved 25 °C.

Labyrint

Formalet med forsgget var at undersgge koncentrationsevnen hos D. melanogaster med forskellige
potentielle ADHD risikogener slaet ud ved at teste, hvor hurtigt de fandt igennem en labyrint med en
heterogen forstyrrelse sammenholdt med en labyrint med en homogen forstyrrelse (Appendiks F, s. XXV).
Den homogene forstyrrelse var et grgnt skaermbillede og den heterogene forstyrrelse var en video med

rullende sorte og grgnne striber.
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Figur 11 Forsggsopstilling til labyrintforsgg uden spejl. Pa skarmbilledet er den heterogene forstyrrelse vist.

Der blev testet 14 forskellige D. melanogaster minoslinjer med Flybase stock nr. 23767, 24213, 24228,
24283, 24240, 24687, 25509, 25518, 25519, 25547, 26103, 27790, 29073, 29924 mod D. melanogaster
minoslinje med Flybase stock nr. 5905 som kontrol. Forud for forsgget blev D. melanogaster hannerne
overfgrt til ror med agar og sultet i cirka to timer, hvorefter de blev farvet med to forskellige
fluorescerende mikrostgvfarver, for at kunne skelne imellem kontrol og minoslinje i labyrinten. Der blev
testet 180111 kontrol D. melanogaster hanner og 180+8 mutant D. melanogaster hanner for hver
minoslinje. Forsgget udgjorde tre replikater, der hver forlgb i 60 minutter. Der blev hvert andet minut
registreret, hvor mange D. melanogaster der var kommet igennem de to labyrinter (Figur 12). Forsggene
forlgb i et 25 °C klimarum. Temperaturen i labyrinterne under forsggsperioden formodedes at ligge pa
minimum 24,1 °C og maksimum 29,1 °C i replikat 1, minimum 25,6 °C og maksimum 30,6 °C i replikat 2 og

minimum 26,1 °C og maksimum 30,6 °C i replikat 3 (Appendiks G, s. XXIX).

Figur 12 Arbejdstegning af labyrinten, designet er inspireret af (van Swinderen & Flores, 2007) (Toma, et al., 2002).
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Statistiske analyser

Arena

Data for total tilbagelagt distance i mm, total distance til center i mm og frekvensen af rotationer lagt
sammen for bade med og imod uret blev eksporteret fra EthoVision til Excel. For hvert replikat blev
gennemsnittet beregnet for bade kontrol D. melanogaster og mutant D. melanogaster, samt
standardafvigelse og standardfejl. Forskellen pa gennemsnittet for kontrol D. melanogaster og

gennemsnittet for mutant D. melanogaster blev for hvert replikat testet ved en two-tailed paired t-test.

Labyrint

Antallet af kontrol D. melanogaster og mutant D. melanogaster, der var kommet igennem labyrinten for
hver kgrsel, i alt 30 registreringer en for hvert andet minut, blev puljet til tre intervaller af hver ti
registreringer fra 0-20, 20-40 og 40-60 minutter. Vzardien til hvert interval blev omregnet til en ratio for
fluer ud:ind. For at korrigere for tilbagelgbne D. melanogaster fra slutrgr til labyrinten blev alle veerdier for
fluer ind adderet med 1. For to minoslinjer i et replikat var det ngdvendigt at korrigere ved at addere 2 og 3
for hhv. 24240 mutant D. melanogaster, 1. replikat, stribet skaerm og for 25547 kontrol D. melanogaster, 2.
replikat, grgn skaerm. Forskellen pa kontrol og mutant (effekten af genetikken) pa tveers af skeermene blev
testet for hvert tidsinterval pa gennemsnittet af ratioen fluer ud:ind for kontrol D. melanogaster og for
mutant D. melanogaster ved en two-tailed Welch’s t-test. Forskellen pa kontrol og mutant inden for
skaermtyperne blev testet pa de to gennemsnit for ratioen kontrol:mutant for hver skaerm for hvert

tidsinterval ved en two-tailed Welch’s t-test.

Bonferroni

For at korrigere for resultater, der ved tilfeeldigheder viste signifikante resultater pga. af den store maengde
t-tests, der blev udfgrt pa datasaettet, blev dataene korrigeret ved hjaelp af en Bonferroni korrektion,
hvorved en ny graenseveerdi (a*) for hvornar p-veerdien antages at vise, at forskellen er signifikant, blev
beregnet, hvor a er det nuveerende veaerdi pa 0,05 og n er antallet af tests (Rice, 1989) (Whitlock & Schluter,

2009):
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Resultater

Opdreet af D. melanogaster til forsgg

Minoslinjer med Flybase stock nr. 24240, 24687 og 25519 havde en signifikant lavere vaegt end kontrollen,
hvoraf de to fgrstnaevnte minoslinjer havde en p-veerdi mindre end 0,05 og sidstnaevnte havde en p-veerdi
mindre end 0,001. Minoslinjer med Flybase stock nr. 25509, 25518 og 29073 havde en signifikant hgjere
vaegt end kontrollen med en p-vaerdi mindre end 0,05. Minoslinjer med Flybase stock nr. 23767 og 25547
havde en signifikant hgjere kleekningsprocent end kontrollen med en p-vaerdi mindre end 0,05 (Tabel 4).

Der var ingen signifikante forskelle mellem minoslinjer og kontroller for taetheden (Appendiks C, s. IX).

Tabel 4 Oversigt over signifikante forskelle mellem kontrol
og minoslinje for vaegt og klaekningsprocent fra aeg til adult.
*p < 0,05 og ***p < 0,001.

Flybase stock Vaegt | Klaekningsprocent

nr. fra g til adult
25519 *oxE

24240 *

24687 *

25509 *

25518 *

29073 *

23767 *
25547 *
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Arena

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 23767 svarende til det humane kandidatgen SPOCK3 var
signifikant lavere end kontrollen i andet replikat for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen af
rotationer. Der var ingen signifikant forskel i de resterende replikater eller for den totale distance til
arenaens center. Der var ingen gvrig tendens i, hvorvidt kontrollen eller minoslinjen havde tilbagelagt den

leengste distance, roteret flest gange eller havde bevaeget sig mest henover midten (Figur 13).

23767 23767
mm . . mm . -
Tilbagelagt distance Distance til center
3000 4150
2500 I I —— HEKontrol 4100 I o Kontrol
2000 % | 23767 4050 T l 23787
4000 ——
1500
3950 —
1000 T
1 3900
500 3850
(] 3800
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3
23767 Figur 13 Gennemsnitlig tilbagelagt distance i mm,
o Rotation gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
0 .
®¥entrel | for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock
) W 23767
g N nr. 23767 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater
2
T ® er baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
w
30 mellem kontrol og 23767 ved t-tests er indikeret med *P <
20 0,05.
10
(]

Rep 1 Rep 2 Rep 3

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24213 svarende til det humane kandidatgen DDC var
signifikant lavere end kontrollen i det tredje replikat for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen
af rotationer med en p-vaerdi under 0,001. Der var signifikant forskel i fgrste replikat for den totale afstand
til arenaens center, hvor minoslinjen var signifikant lavere end kontrollen. For alle variabler havde
kontrollen en hgjere vaerdi end minoslinjen i alle gvrige replikater. Den tilbagelagte distance og frekvensen
af rotationer er faldende for hvert replikat, mens den totale distance til arenaens center var stigende for

hvert replikat (Figur 14).
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mm . . mm . .
Tilbagelagt distance Distance til center
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(]
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3
24213

Figur 14 Gennemsnitlig tilbagelagt distance i mm,
Rotation gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret

60 = Kontrol for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock

< m 24213 nr. 24213 for alle tre replikater * standardfejl. Alle resultater
ook er baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle

*® mellem kontrol og 24213 ved t-tests er indikeret med *P <

30 0,05, ***P < 0,001.
20
10

(]

Rep 1 Rep 2 Rep 3

70

Frekvens

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24228 svarende til det humane kandidatgen PRKG1 var
signifikant lavere end kontrollen i alle tre replikater for den totale tilbagelagte distance og frekvensen af
rotationer. Det andet replikat for begge disse variabler havde en p-vaerdi under 0,001 og det fgrste replikat
havde en p-vaerdi for tilbagelagt distance under 0,01. For den totale distance til arenaens center var

minoslinjen signifikant lavere end kontrollen i det fgrste replikat med en p-veerdi under 0,01 (Figur 15).

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24240 svarende til det humane kandidatgen HTR1B var
signifikant lavere end kontrollen i fgrste replikat for den totale distance til arenaens center og for alle
gvrige replikater havde minoslinjen ligeledes en lavere vaerdi end kontrollen. For de gvrige variabler var der

ingen tendens replikaterne imellem eller signifikans i forskellen mellem minoslinje og kontrol (Figur 16).

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24283 svarende til det humane kandidatgen NOS1 var
signifikant lavere end kontrollen i tredje replikat for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen af
rotationer med en p-veerdi under 0,001. For den totale distance til arenaens center var der signifikante
forskelle i fgrste og andet replikat med en p-veerdi pa under hhv. 0,01 og 0,05, hvor minoslinjen var lavere.

For alle gvrige variabler og replikater havde minoslinjen en lavere veerdi end kontrollen (Figur 17).
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60 * gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
ko — gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
=0 ™ | for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock nr.
ﬁ 40 F2ens 24228 for alle tre replikater * standardfejl. Alle resultater er
x: baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
o 30 mellem kontrol og 24228 ved t-tests er indikeret med *P <
20 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.
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o
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24240 24240
mm . . mm . .
Tilbagelagt distance Distance til center
3000
2500 H Kontrol 1 H Kontrol
2000 24240 l _ W24240
1500
1000
500
o
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3
24240
Rotation Figur 16 G(.an.nemsnltlfg tllbagélagt distance |‘mm,
70 gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
0 = Kontrol gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
ontro!
w2020 for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock nr.
g 0 24240 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater er
-‘: 40 baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
C

mellem kontrol og 24240 ved t-tests er indikeret med **P <
0,01.
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- Figur 17 Gennemsnitlig tilbagelagt distance i mm,
Rotation & - e £ ae .
70 gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
60 W Kontrol . . ..
for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock nr.
ﬁ =0 24283 24283 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater er
x: a0 baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
C

mellem kontrol og 24283 ved t-tests er indikeret med *P <
0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24687 svarende til det humane kandidatgen TMX3 og

kontrollen var signifikant forskellige i et replikat i for hver variabel med en p-vaerdi under 0,01. For den

totale tilbagelagte distance og frekvensen af rotationer havde minoslinjen i alle replikater en hgjere veerdi

end kontrollen, men det omvendte gjorde sig geeldende for den totale distance til arenaens center (Figur

18).

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25509 svarende til det humane kandidatgen ALK var

signifikant lavere end kontrollen i fgrste og andet replikat for den totale distance til arenaens center med

en p-veerdi under 0,01 og for tredje replikat var minoslinjen ligeledes lavere end kontrollen. For den totale

tilbagelagte distance og frekvensen af rotationer var der hverken signifikans eller tendens i forskellen

mellem kontrol og linje replikaterne imellem (Figur 19).
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R . Figur 18 Gennemsnitlig tilbagelagt distance i mm,
80 otation gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
- gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
mkontrol | for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock nr.
§ 80 24887 24687 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater er
£ 50 baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
& 40 mellem kontrol og 24687 ved t-tests er indikeret med **P <
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. gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
mxentrol | £or Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock nr.
ﬁ =0 F25509 25509 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater er
.z: a0 baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
& 30 mellem kontrol og 25509 ved t-tests er indikeret med **P <
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25518 svarende til humane kandidatgen FURIN og

kontrollen var ikke signifikant forskellige i nogen af replikaterne for hverken den totale tilbagelagte

distance, den totale distance til arenaens center eller frekvensen af rotationer (Figur 20).
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255]:8 Figur 20 Gennemsnitlig tilbagelagt distance i mm,
w0 Rotation gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
7o mkontrol | for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock nr.
w 80 25518 25518 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater er
_‘g 50 baseret pa fem minutters optagelse.
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25519 svarende til det humane kandidatgen CHRNA7 var

signifikant lavere end kontrollen i fgrste og andet replikat for den totale tilbagelagte distance og for

frekvensen af rotationer med en p-vaerdi under 0,001 og i tredje replikat var minoslinjen ligeledes lavere

end kontrollen. For den totale distance til arenaens center var der ingen tendens replikaterne imellem eller

signifikans i forskellen mellem kontrol og minoslinje (Figur 21).

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25547, svarende til de humane kandidatgener SLC6A2 og

SLC6A3 var signifikant lavere end kontrollen i alle replikater for den totale tilbagelagte distance og for

frekvensen af rotationer med en p-vaerdi under 0,001. For den totale distance til areanens center var

kontrollen signifikant lavere end minoslinjen i det fgrste replikat med en p-veerdi under 0,01 og for de to

gvrige replikater var kontrollen ligeledes lavere end minoslinjen (Figur 22).
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80 - gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 26103 svarende til det humane kandidatgen CDH13 var

signifikant lavere end kontrollen i andet replikat for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen af

rotationer med en p-vaerdi under hhv. 0,01 og 0,05. For den totale distance til arenaens center var der

signifikant forskel i fgrste replikat, hvor minoslinjen var lavere end kontrollen. For de gvrige vaerdier var der

ingen tendens replikaterne imellem eller signifikans i forskellen mellem kontrol og minoslinje (Figur 23).

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 27790 svarende til det humane kandidatgen NTM var

signifikant lavere end kontrollen i fgrste replikat for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen af

rotationer med en p-veerdi under hhv. 0,01 og 0,05 og i tredje replikat for den totale distance til arenaens

center med en p-veerdi under 0,05. For alle gvrige variabler og replikater var minoslinjen ligeledes lavere

end kontrollen (Figur 25).

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 29073 svarende til det humane kandidatgen KALRN var

signifikant lavere end kontrollen i fgrste replikat for den totale distance til arenaens center med en p-veerdi

under 0,05 og for de to @vrige replikater var minoslinjen ligeledes lavere end kontrollen. | det tredje replikat

for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen af rotationer var minoslinjen signifikant hgjere end
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kontrollen med en p-veaerdi under hhv. 0,05 og 0,01. For den totale tilbagelagte distance var der ingen

tendens replikaterne imellem i forskellen mellem kontrol og minoslinje (Figur 24).
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. Figur 23 Gennemsnitlig tilbagelagt distance i mm,
70 Rotation gennemsnitlig total distance til arenacenter i mm og
gennemsnitlig frekvens af rotationer bade med og mod uret
8o = Kontrol for Drosophila melanogaster minoslinje med Flybase stock
§ 50 26103 nr. 26103 for alle tre replikater + standardfejl. Alle resultater
_,,: . er baseret pa fem minutters optagelse. Signifikante forskelle
& mellem kontrol og 26103 ved t-tests er indikeret med *P <

0,05, **P < 0,01.
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 29924 svarende til det humane kandidatgen SSTR1 og

kontrollen var signifikant forskellige i alle replikater for den totale tilbagelagte distance og for frekvensen af

rotationer med en p-veerdi under 0,01. | de to fgrste replikater var minoslinjen signifikant lavere end

kontrollen og i det sidste replikat var minoslinjen signifikant hgjere end kontrollen. For den totale distance

til arenaens center, var minoslinjen signifikant lavere end kontrollen i det tredje replikat med en p-veerdi

under 0,05. Der var ingen tendens replikaterne imellem eller forskellen mellem kontrol og minoslinje (Figur

26).
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Labyrint

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 23767 svarende til det humane kandidatgen SPOCK3
udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 27) eller inden
for begge skaermbilleder (Figur 28), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest D. melanogaster af minoslinje
23767 gennemfgrte labyrinten i de totale 60 minutter og for begge skaermbilleder, hvor det stribede
skeermbillede havde den hgjeste ratio. For bade kontrol og minoslinje gennemfgrte under halvdelen af D.

melanogaster labyrinten.

23767 Figur 27 Gennemsnitlig ratio +
Effekt af genetik pa tvaers af skeermbillede standardfel af Drosophila

melanogaster minoslinje med
0,70 Flybase stock nr. 23767, der
gennemfgrte labyrinten i de

0,60 tre tidsintervaller 0-20, 20-40
.[ og 40-60 min, samt total antal

= .
E 0,50 = kontrol Dfosop_hlla melanoga_ster, dtir
‘i‘ ndede igennem labyrinten pa
= 0,40 — W23767 60 min for begge
'g skaermbilleder.
< 030 T _—

0,20 T —

' Tidfmin

- i ' I
aco - I T
0-20 20-40 40-50

Total 60 min

23767 Figur 28 Gennemsnitlig ratio af

Effekt af genetik indenfor begge skaermbilleder kontrol relativt til 23767 £
standardfejl for Drosophila

2,00 melanogaster minoslinje med
1,80 W Stribet Flybase stock nr. 23767, der
_ = Gran gennemfgrte labyrinten i de
5 160 tre tidsintervaller 0-20, 20-40
E 1,40 og 40-60 min, samt total antal
32‘ 120 Drosophila melanogaster, der
s 7 K naede igennem labyrinten pa
£ 100 " 60 min for det stribede
£ 80 skaermbillede og for det
2 gronne skarmbillede. Ratioen
o 0560 1,00 er synliggjort med en fed
0,40 linje. Hvis ratioen er over et
0.20 har flest kontroller (K)
’ gennemfgrt labyrinten og hvis
0,00 Tid/min ratioen er under et har flest
0-20 20-40 40-60 Total 60 min mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24213 svarende til det humane kandidatgen DDC udviste
ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skaermene (Figur 29) eller inden for
begge skeermbilleder (Figur 30), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest kontroller gennemfgrte
labyrinten i de totale 60 minutter og for bade kontrol og minoslinje gennemfgrte flest labyrinten i det
f@rste tidsinterval. For begge skaermbilleder gennemfgrte flest kontroller, hvor det grgnne skaermbillede

havde den hgjeste ratio.

24213 Figur 29 Gennemsnitlig ratio *
Effekt af genetik pa tvaers af skaeermbillede standardfejl af Drosophila

melanogaster minoslinje med
0,80 Flybase stock nr. 24213, der
'|' gennemfgrte labyrinten i de
0.70 tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal

0,60 I T
= Kontrol Dfosop.hlla melanoga.ster, dtzr
I naede igennem labyrinten pa
24213 60 min for begge
0,40 - I — skeermbilleder.
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242 13 Figur 30 Gennemsnitlig ratio af
_ . kontrol relativt til 24213 +
Effekt af genetik indenfor begge skaermbilleder standardfejl for Drosophila
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24240 svarende til det humane kandidatgen HTR1B

udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 31) eller inden

for begge skaermbilleder(Figur 32), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest D. melanogaster af minoslinje

24240 gennemfgrte labyrinten i de totale 60 minutter. Flest D. melanogaster af minoslinje 24240 i forhold

til kontrollen gennemfgrte labyrinten med det gr@nne skeermbillede og flest kontroller i forhold til

minoslinjen gennemfgrte labyrinten med det stribede skeermbillede.
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Figur 31 Gennemsnitlig ratio
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 24240, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder. x: 1. replikat,
stribet skeerm — 24240 er
korrigeret med +2.

Figur 32 Gennemsnitlig ratio
af kontrol relativt til 24240 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 24240, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skarmbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten. x: 1. replikat,
stribet skaerm — 24240 er
korrigeret med +2.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24283 svarende til det humane kandidatgen NOS1

udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 33) eller inden

for begge skaermbilleder (Figur 34), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest kontroller gennemfgrte

labyrinten i de totale 60 minutter og i samtlige k@rsler bade med det stribede og det grgnne skaermbillede,

hvor det stribede skaeermbillede havde den hgjeste ratio. Flest D. melanogaster gennemfgrte labyrinten i

det f@rste tidsinterval.
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Figur 33 Gennemsnitlig ratio *
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 24283, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder.

Figur 34 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 24283 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 24283, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skarmbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 24687 svarende til det humane kandidatgen TMX3

udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 35) eller inden
for begge skaermbilleder (Figur 36), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest D. melanogaster gennemfgrte
labyrinten i det f@rste tidsinterval og flest D. melanogaster af minoslinje 24687 gennemfgrte labyrinten i de

totale 60 minutter og for begge skaermbilleder.
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25509 svarende til det humane kandidatgen ALK udviste

ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skaermene (Figur 37) eller inden for

begge skeermbilleder (Figur 38), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest kontroller gennemfgrte

labyrinten i de totale 60 minutter og i samtlige kgrsler bade med det stribede og det grgnne skarmbillede.
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Figur 37 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25509, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder.

Figur 38 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 25509 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25509, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skarmbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25518 svarende til humane kandidatgen FURIN udviste

ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skaermene (Figur 39) eller inden for

begge skeermbilleder (Figur 40), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest D. melanogaster af minoslinjen

25518 gennemfgrte labyrinten i de totale 60 minutter og for begge skaermbilleder.
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Figur 39 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25518, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder.

Figur 40 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 25518 *
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25518, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skaermbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25519 svarende til det humane kandidatgen CHRNA7

udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 41) eller inden

for begge skaermbilleder (Figur 42), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest kontroller gennemfgrte

labyrinten i de totale 60 minutter og for begge skaermbilleder.
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Figur 41 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25519, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder.

Figur 42 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 25519 *
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25519, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skaermbillede og for det
gronne skaermbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 25547, svarende til de humane kandidatgener SLC6A2 og

SLC6A3 udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tvaers af skaermene (Figur 43)

eller inden for begge skaermbilleder (Figur 44), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest kontroller

gennemfgrte labyrinten i de totale 60 minutter og i samtlige k@rsler bade med det stribede og det grgnne

skaermbillede, hvor det stribede skaermbillede havde den hgjeste ratio. Flest D. melanogaster gennemfgrte

labyrinten

i det fgrste tidsinterval.
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Figur 43 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25547, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder. x: 2. replikat,
gron skeerm — kontrollen er
korrigeret med +3.

Figur 44 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 25547 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 25547, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skaermbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten. x: 2. replikat, grgn
skaerm - kontrollen er
korrigeret med +3.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 26103 svarende til det humane kandidatgen CDH13

udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 45) eller inden

for begge skaermbilleder (Figur 46), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest kontroller gennemfgrte

labyrinten i de totale 60 minutter og for begge skaermbilleder, hvor det stribede skeermbillede havde den

hgjeste ratio.
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Figur 45 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 26103, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skaermbilleder.

Figur 46 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 26103 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 26103, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skaermbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 27790 svarende til det humane kandidatgen NTM udviste

ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (

Figur 47) eller inden for begge skaermbilleder (Figur 48), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest

kontroller gennemfgrte labyrinten i de totale 60 minutter og i hvert tidsinterval pa tvaers af skaermene. Der

var en tidsforskydning mellem skaermbillederne i forholdet kontrol:27790, hvor ratioen var hgjest for det

gronne skaermbillede i det fgrste tidsinterval og for den stribede skaerm i det sidste tidsinterval. Flest

kontroller i forhold til minoslinjen gennemfgrte labyrinten for begge skaermbilleder i de totale 60 minutter,
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hvor det grgnne
skeermbillede havde den
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Figur 47 Gennemsnitlig ratio *
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 27790, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skarmbilleder.

Figur 48 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 27790 *
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 27790, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skarmbillede og for det
gronne skaermbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis



ratioen er under et har flest mutanter (M) gennemfgrt labyrinten.

D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 29073 svarende til det humane kandidatgen KALRN
udviste ikke nogen signifikante forskelle fra kontrollen, hverken pa tveers af skeermene (Figur 49) eller inden
for begge skaermbilleder (Figur 50), inden for nogen af tidsintervallerne. Flest D. melanogaster af minoslinje
29073 gennemfgrte labyrinten i de totale 60 minutter og for begge skarmbilleder. Flest D. melanogaster

gennemfgrte i det f@rste tidsinterval.

29073 Figur 49 Gennemsnitlig ratio +
Effekt af genetik pa tvaers af skaermbillede standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
0,90 Flybase stock nr. 29073, der
080 T gennemfgrte labyrinten i de
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_ o070 T — og 40-60 min, samt total antal
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29073 Figur 50 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 29073 +
Effekt af genetik indenfor begge skaermbilleder standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
3,50 Flybase stock nr. 29073, der
W Stribet gennemfgrte labyrinten i de
= 3,00 = Gren tre tidsintervaller 0-20, 20-40
P og 40-60 min, samt total antal
E 2,50 Drosophila melanogaster, der
E 500 naede igennem labyrinten pa
= 60 min for det stribede
=1 skarmbillede og for det
£ 130 gronne skaermbillede. Ratioen
E 100 K 1,00 er synliggjort med en fed
. M linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
0.50 1 gennemfgrt labyrinten og hvis
0.00 1 ) ratioen er under et har flest
! . Tid/min mutanter (M) gennemfgrt
20-40 40-60 Total 80 min labyrinten.
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D. melanogaster minoslinje med Flybase stock nr. 29924 svarende til det humane kandidatgen SSTR1 og

kontrollen havde en signifikant forskellig ratio for gennemfgrsel i de totale 60 minutter, hvor flest

kontroller gennemfgrte labyrinten. Der var ikke signifikante forskelle for de enkelte tidsintervaller, men for

alle tidsintervaller gennemfgrte flest kontroller og flest D. melanogaster gennemfgrte i fgrste tidsinterval

(Figur 51). Flest kontroller i forhold til 29924 gennemfgrte for begge skaermbilleder i alle tidsintervaller

(Figur 52).
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Figur 51 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 29924, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skarmbilleder. Signifikante
forskelle mellem kontrol og
29924 ved t-tests er indikeret
med *P < 0,05.

Figur 52 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 29924 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 29924, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skarmbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



D. melanogaster mionslinje med Flybase stock nr. 24228 svarende til det humane kandidatgen PRKG1 og

kontrollen havde en signifikant forskellig ratio for gennemfgrsel i de totale 60 minutter, hvor flest

kontroller gennemfgrte labyrinten. Der var ogsa en signifikant forskel for tidsintervallet 20-40 minutter. Der

var ikke signifikante forskelle for de to resterende tidsintervaller. | alle intervaller gennemfgrte flest

kontroller (Figur 53). For begge skaermbilleder gennemfgrte flest kontroller labyrinten i forhold til 24228 i

de totale 60 minutter, hvor det grgnne skarmbillede havde den hgjeste ratio (Figur 54).
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Figur 53 Gennemsnitlig ratio +
standardfejl af Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 24228, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for begge
skarmbilleder. Signifikante
forskelle mellem kontrol og
24228 ved t-tests er indikeret
med *P < 0,05.

Figur 54 Gennemsnitlig ratio af
kontrol relativt til 24228 +
standardfejl for Drosophila
melanogaster minoslinje med
Flybase stock nr. 24228, der
gennemfgrte labyrinten i de
tre tidsintervaller 0-20, 20-40
og 40-60 min, samt total antal
Drosophila melanogaster, der
naede igennem labyrinten pa
60 min for det stribede
skaermbillede og for det
gronne skarmbillede. Ratioen
1,00 er synliggjort med en fed
linje. Hvis ratioen er over et
har flest kontroller (K)
gennemfgrt labyrinten og hvis
ratioen er under et har flest
mutanter (M) gennemfgrt
labyrinten.



Opsummering af resultater

Der blev lavet t-tests for egenskaberne vaegt, kleekningsprocent og taethed i alt tre tests, for tre replikater
gange tre egenskaber for arenaen, i alt ni tests og for tre replikater og totalen gange to egenskaber for
labyrinten, i alt otte tests, saledes at der totalt udfgrtes n = 20 t-tests per minoslinje. Bonferroni
korrektionen blev derfor beregnet til 0,05/20 = 0,0025 (¢ *), hvorefter kun resultater med en p-vaerdi under
dette blev accepteret som signifikant forskellige kontrol og minoslinje imellem. Efter korrektion var der
ingen signifikante forskelle for nogen af minoslinjerne i labyrintforsgget, for taetheden og
kleekningsprocenten. | arenaforsgget havde seks minoslinjer replikater med p-veerdier under a* i forskellen

mellem kontrollinje og minoslinje (Tabel 5).

Tabel 5 Signifikante resultater for t-tests efter Bonferroni korrektion i arenaforsgget. Tabellen viser minoslinjer (angivet med
Flybase stock nr. og deres orthologe humane gener i parentes) med p-vaerdier under 0,0025 (a*) for forskellen mellem kontrol
og minoslinje for den totale tilbagelagte distance, antallet af rotationer og den totale distance til centeret. Antallet af
signifikante replikater for hver egenskab er listet efter signifikansniveau, hvor ** er P < a* og *** er P < 0,001. | parenteserne er
angivet, hvilke replikater, der ggr sig geeldende.

Antal signifikante replikater (replikat nr.)

Flybase stock nr. Tilbagelagt distance Rotation Distance til center
(humant gen) * %k * ok k * %

25547 (SLC6A2, SLC6A3) 3 3

25519 (CHRNA7) 2(1.+2.) 2(1.+2))

24283 (NOS1) 1(3.) 1(3.) 1(1.)
24213 (DDC) 1(3.) 1(3.)

24228 (PRKG1) 1(2) 1(2.)

Minoslinje med Flybase stock nr. 25547 var signifikant forskellige i alle tre replikater for egenskaberne
tilbagelagt distance og for antallet af rotationer, men der blev ikke observeret signifikante replikater for

egenskaben distancen til centrum, hvor kontrollen havde den hgjeste vaerdi for alle replikater (Figur 22).

Minoslinje med Flybase stock nr. 25519 havde to replikater med signifikante forskelle for egenskaberne
tilbagelagt distance og antallet af rotationer hhv. fgrste og andet replikat, hvor kontrollen havde en hgjeste
veerdi for bade disse to og det tredje ikke signifikante replikat. Der var ingen signifikans for egenskaben

distancen til centrum (Figur 21). Minoslinjen vejede signifikant mindre end kontrollen (Tabel 4).

Minoslinje med Flybase stock nr. 24283 var signifikant forskellig fra kontrollen i fgrste replikat for
egenskaben distance til centrum og i tredje replikat for bade egenskaberne tilbagelagt distance og antallet

af rotationer. Det andet replikat viste ingen signifikans (Figur 17).
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Minoslinje med Flybase stock nr. 24213 havde et replikat, det tredje, med to signifikante forskelle hhv. for

egenskaberne tilbagelagt distance og antallet af rotationer (Figur 14).

Minoslinje med Flybase stock nr. 24228 var signifikant forskellig fra kontrollen for egenskaberne tilbagelagt
distance og antallet af rotationer i andet replikat. Det fgrste og det tredje replikat viste ingen signifikans

(Figur 15).
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Diskussion

| arenaforsgget blev D. melanogaster minoslinjer testet for hhv. tilbagelagt distance, distancen til centrum
af arenaen og antallet af rotationer foretaget i brenden. Symptomer for ADHD er blandt andet
hyperaktivitet, impulsivitet, koncentrationsbesveer og opmaerksomhedsvanskeligheder (American
Psychiatric Association, 2013) og derfor formodes det, at D. melanogaster minoslinjer med et gen slaet ud,
der associeres til ADHD, vil udvise enten sndring i symptomer af samme type. Hyperaktivitet kan
formodentlig udtrykkes som en leengere tilbagelagt distance med flere rotationer, hvorimod
koncentrationsbesveer og opmaerksomhedsvanskeligheder eventuelt kan have modsatrettet effekt pa den
tilbagelagt distance. Impulsivitet kan maske udtrykkes ved en kortere distance til centrum af arenaen. Da
det ikke vides pa forhand, hvorvidt genet over- eller underudtrykkes i tilfaelde af ADHD, kendes det heller
ikke pa forhand, hvilken effekt det udslaede gen har pa adfaerden for D. melanogaster. Det antages, at der

bade kan forekomme en reduktion eller en forggelse af symptomerne.

| labyrintforsgget blev D. melanogaster minoslinjer testet for deres evne til, at gennemfgre labyrinten hhv.
med og uden forstyrrende elementer i form af den stribede skaarm. Det formodedes at D. melanogaster
minoslinjer med et gen slaet ud, der associeres med ADHD, vil udvise en forskel fra kontrollen i evnen til at
koncentrere sig udtrykt ved en forskel i hastigheden, hvormed de er i stand til at gennemfgre labyrinten
hhv. med og uden det forstyrrende element. D. melanogaster med en bedre koncentrationsevne vil ikke
udvise en ligesa stor effekt af forstyrrelsen, som en D. melanogaster med en nedsat koncentrationsevne.
Ligeledes formodes det at et gget aktivitetsniveau vil kunne udtrykkes ved, at D. melanogaster hurtigere

gennemfgrer labyrinten.

Ingen af de 14 minoslinjer var signifikant forskellige fra kontrollen i labyrintforsgget. Det formodes, at den
vaesentligste grund til dette, var at minoslinjen og kontrollen pavirkede hinanden i labyrinten, idet der
tegnede sig et billede af at de fulgte hinanden i de forskellige labyrintkgrsler. Ved fremtidige undersggelser

bor disse forsgg eventuelt kgres med kontrol og minoslinje i hver sin labyrint.

Fem ud af de 14 minoslinjer viste en signifikant hgjere eller lavere aktivitet i arenaforsgget (Figur 14, Figur
15, Figur 17, Figur 21 og Figur 22). Minoslinjerne med Flybase stock nr. 25547, 25519, 24283, 24213 og
24228 er listet med faldende signifikansniveau (Tabel 5). Minoslinjernes orthologe humane gener til deres

udslaede gener er (hvoraf 25547 er ortholog for to gener) SLC6A2, SLC6A3, CHRNA7, NOS1, DDC og PRKG1.

Minoslinje 25547, hvor SLC6A2 og SLC6A3 er ortholog til det udslaede DAT, havde et signifikant lavere
aktivitetsniveau end kontrollen udtrykt ved en kortere tilbagelagt distance og med faerre rotationer. | alle

replikater var forskellen signifikant. Der var ikke nogen signifikant forskel i resultaterne for den totale
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distance til centeret, men alle indikerede at kontrollen havde opholdt sig mere i midten end i periferien af
cirklen end minoslinjen. Effekten af at sla genet ud var fglgelig, at D. melanogaster udviste reducerede
ADHD symptomer. SLC6A3 koder for en dopamintransporter. Ved ADHD ses der en positiv effekt med
nedsatte symptomer ved haamning af dopaminreabsorptionen med for eksempel Ritalin, hvor
dopaminaktiviteten gges (Bilenberg, 2014). Da dopamintransportere tager del i reabsorptionen (Martini &
Nath, 2009) vil en lignende ggning formodentligt forekomme, nar DAT er slaet ud hos D. melanogaster.
Mutationer i SLC6A3 associeres allerede med ADHD. Lignende kan ggre sig geeldende for SLC6A2, der koder

en for en noradrenalintransporter (GBG-UCSC, 2013) (Banaschewski, et al., 2010).

Minoslinje 25519, hvor CHRNA7 er ortholog til det udsldede nAChRa6 og blandt andet spiller en rolle for
signaltransporten i synapserne i hjernen (Stergiakouli, et al., 2012), havde et signifikant lavere
aktivitetsniveau end kontrollen for fgrste og andet replikat udtrykt ved en kortere tilbagelagt distance og
faerre rotationer. Tredje replikat var ikke signifikant, men ogsa her havde minoslinjen et lavere
aktivitetsniveau end kontrollen. Det indikerer at D. melanogaster udviste en aendring i ADHD symptomer
med nAChRas6 slaet ud, men da vaegten for D. melanogaster var signifikant lavere end kontrollen, kunne
det tyde pa at minoslinjen enten var crowded eller havde nedsat fitness. Da CHRNA7 koder for et protein,
der er med til at genere aktionspotentialet i dendritter, vil aktionspotentialet ikke blive genereret, hvis
CHRNA?7 genet ikke fungerer og derved vil videresignaleringen i nervesystemet vaere h&emmet (Martini &
Nath, 2009). Dette kunne sandsynligvis medfgre netop nedsat fitness, der ogsa kunne komme til udtryk

som nedsat aktivitetsniveau. Derfor vil yderligere undersggelser af genet vaere interessant.

Minoslinje 24283, hvor NOS1 er ortholog til det udslaede Nos og fungerer som en neurotransmitter (GBG-
UCSC, 2013), havde et signifikant lavere aktivitetsniveau end kontrollen i det tredje replikat udtrykt ved en
kortere tilbagelagt distance og med fzaerre rotationer. | fgrste og andet replikat var forskellen ikke
signifikant, men de indikerede ogsa, at minoslinjen havde et lavere aktivitetsniveau. Dette antages at svare
til en a&ndring i ADHD symptomer. Der var signifikant forskel pa, hvor taet D. melanogaster havde opholdt
sig pa midten i forhold til kontrollen i fgrste replikat, men ikke i det andet og tredje replikat. Resultaterne
for alle replikater indikerede, at minoslinjen havde en kortere distance til midten end kontrollen, hvilket
antages at svare til en ggning i ADHD symptomer som for eksempel impulsivitet. Dette kan vaere bade
modstridende med de gvrige resultater eller bekraefte dem og derfor er der ikke nogen klar indikation af

effekten af Nos1 slaet ud hos D. melanogaster.

Minoslinje 24213, hvor DDC er ortholog til det udsldede Tdc1 og katalyser syntesen af dopamin og
serotonin (Banaschewski, et al., 2010) (Gizer, et al., 2009), var signifikant mindre aktiv end kontrollen i et

enkelt replikat udtrykt ved tilbagelagt distance og antallet af rotationer, de resterende replikater for disse
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to egenskaber indikerede samme tendens, svarende til en andring i ADHD symptomer med genet slaet ud,
men uden signifikante forskelle eller klar indikation af, hvorvidt gener over- eller underudtrykkes i tilfeelde
af ADHD. Der var ikke signifikante forskelle i hvorvidt kontrollen eller minoslinjen havde opholdt sig taettest
pa midten, men alle replikater indikerede, at minoslinjen havde en kortere distance til midten end
kontrollen, hvilket antages at svare til ggede ADHD symptomer. Dette kan vaere bade modstridende med de
gvrige resultater eller bekraefte dem og heller ikke dette giver anledning til nogen klar indikation af effekten
af Tdcl slaet ud hos D. melanogaster. Dette bekraeftes yderligere at DDC genets funktion, som katalysator
for syntesen af blandt andet dopamin, idet forskning viser, at for lidt dopamin bade associeres til Parkinson
(Martini & Nath, 2009), som formodentligt kunne udtrykkes ved reduceret aktivitetsniveau, men ogsa til

ADHD (Bilenberg, 2014), som antages at kunne udtrykkes som bade reduceret og gget aktivitetsniveau.

Minoslinje 24228, hvor PRKG1 er ortholog til det udsldede Pkg21D og blandt andet har indvirkning pa
udviklingen af nervesystemet (Neale, et al., 2010 ), havde et signifikant lavere aktivitetsniveau end
kontrollen i andet replikat udtrykt ved en kortere tilbagelagt distance og med feerre rotationer. Der var
ingen signifikant forskel i fgrste og tredje replikat, men alle replikater indikerede at minoslinjen havde et
lavere aktivitetsniveau, hvorved D. melanogaster antages at udvise en a&ndring i ADHD symptomer med
Pkg21D slaet ud, men uden nogen klar indikation af, hvorvidt genet over- eller underudtrykkes i filfeelde af

ADHD.

Generne, der var slaet ud hos D. melanogaster, var ikke kun slaet ud i centralnervesystemet, men i alle D.
melanogaster celler. Da flere af generne hos mennesker er udtrykt andre steder end blot i
centralnervesystemet og ligeledes de orthologe i D. melanogaster, kan effekten af generne pa fluens
aktivitetsniveau vaere pavirket af andre faktorer i kroppen. PRKG1 og CHRNA7 er hos mennesker for
eksempel ogsa udtrykt i musklerne (GBG-UCSC, 2013) (Stergiakouli, et al., 2012) og NOS1 er vidt udtrykt
(GBG-UCSC, 2013). Derfor er flere af de undersggte gener, der ikke havde en klar indikation af effekten af
de udslaede gener, alligevel af interesse for videre forskning, ligesa vel som dem, der havde
sammenstemmende signifikante resultater. Vi fandt at kandidatgenerne SLC6A2, SLC6A3, CHRNA7, NOS1

og DDC og i mindre grad ogsa PRKG1 kvalificerer sig som interessenter for videre undersggelser.

Der udgives fortlgbende flere GWAS studier for ADHD, som giver bud pa kandidatgener for ADHD pa
baggrund af gensekvenssammenligning. Ved brug af D. melanogaster som modelorganisme, kan der gives
et mere visuelt billede af hvilke faenotyper, der er tilknyttet disse kandidatgener og eventuelt i fremtiden
be- eller afkraefte, hvorvidt disse kandidatgener er ADHD relaterede. Nar der er fundet signifikante
kandidatgener for ADHD, kan D. melanogaster, med disse gener sldet ud, benyttes til at teste ny medicin og

fa et billede af, hvilken virkning denne medicin har pa ADHD. Der kan ogsa vaere mulighed for at benytte
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andre mere specifikke teknikker til at sla specifikke kandidatgener ud i bestemte omrader i

modelorganismen, som er associeret til ADHD og derved opna en hgjere forstaelse af genet.
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Appendiks A Kandidatgener

Formalet er at bruge DRSC Integrative Ortholog Prediction Tool (DIOPT) til at undersgge, hvorvidt der findes
orthologe D. melanogaster gener til de fundne humane ADHD kandidatgener og eventuelt finde D.
melanogaster minoslinjer med genotype w[1118]; Mi{ET1}.

- Aben hjemmesiden Drosophila RNAi Screening Center (DRSC), http://www.flyrnai.org/cgi-
bin/DRSC orthologs.pl (Figur 55).

new: CRISPR gRNA + donor construct services
click here for DRSC home —> mere tools and services

Drosophila RNAi Screening Center at Harvard Medical School

ABOUT ASSAYS | REAGENTS | PRoTocoLs | AppLY | PUBLICATIONS | ONLINE TOOLS [ P ENTER

DIOPT - DRSC Integrative Ortholog Prediction Tool

Details of this tool are published in Hu. et. al.

Select Species: Select prediction tool(s): (?)
Input Species: Homo sapiens (Human) v # All (current max score = 10)
Output Species: Drosophila melanogaster (Fly) v Compara

_Enter Genes and/or Proteins (if list, use returns, not commas to separate; see help): :o;r:rc::o&ne
Isobase
OMA
OrthoDB
orthoMCL
Phylome
RoundUp
TreeFam
Additional Filter:
4 None
Or upload from file: Return only best match when there is more
Veelg fil Der er ikke valgt nogen fil than one match per input gene or protein
Search Field: Exclude low score (score > 1, unless only
¥ All [J Entrez GenelD [/ GenBank [) Gene name () Uniprot ID [ Ensembl ID [JHGNC [J MGI ID Flybasﬁah’-h scoreis 1)

ID () Wormbase ID ) ZFINID [ Xenbase ID [J SGD ID [ CG Number [ Locus_tag () Genolevures * Exclude low scores (score > 2, unless only
Amplicon CJ TRIP stock match score is 1 or 2)

Documentation

Submit

Figur 55 DRSC Integrative Ortholog Prediction Tool (DIOPT). Vaelg Input species: Homo sapiens (human), Output species:
Drosphila melanogaster (fly), gen eksempel: PRKG1, afving Exclude low scores (score > 2, unless only match score is 1 or 2), tryk

Submit.
- Select species
o Input species, veelg: Homo sapiens (human)
o Output species, vaelg: Drosophila melanogaster (fly)
- Enter Genes and/or Proteins
o Indsat de udvalgte humane kandidatgener (sgrg for at lave linjeskift efter hvert gennavn)
Eksempel: PRKG1
- Additional Filter
o Afving Exclude low scores (score > 2, unless only match score is 1 or 2)
- Tryk Submit
(Her kommer en liste over det humane kandidatgen, der har flere orthologe D. melanogaster gener
(Figur 56))


http://www.flyrnai.org/cgi-bin/DRSC_orthologs.pl
http://www.flyrnai.org/cgi-bin/DRSC_orthologs.pl

new: CRISPR gRNA + donor :t:.ms‘nuct services |
click here for DRSC home —> more tools and services

Drosophila RNAi Screening Center at Harvard Medical School
ABOUT AssAYs |  REAGENTS |  PRoTocoLs | APPLY | PUBLICATIONS | ONLINE TOOLS [ wiP ENTER
DIOPT - DRSC Integrative Ortholog Prediction Tool
Detalls of this tool are published in Hu, et. al.
Your 1 query symbols mapped to 1 genes.
Find RNAi Reagents Download the Results | (as a tab-delimitted text file, named as ".xIs").
1
Fly |5 ] i
Search | Human .| Human Fly Weighted . - Alignment &
Term Gene ID HGNE Symbol Gle;e FlyBase symbol core| g ore Prediction Derived From g —
Compara, Homologene, Inparanoid, Isobase, OMA, OrthoDB, -
PRKG1 ||5592 9414 | [PRKG1 4817 (|EBgn0000721(for 10 | |9.669 oHhoMCL. Phylome, RoundUp, TreaFam View
PRKG1 ||5592 9414 | [PRKG1 3253 ||EBgn0000442 \Pkg21D (|4 3.834 ||Compara, OrthoDB, orthoMCL, RoundUp | View |
PRKG1 ||5592 9414 | [PRKG1 4348 [|FBgn0032187|CG4839|14 3.781 ||Gompara, Isobase, OrthoDB, orthoMCL | View
| | 3results.
Find RNAi Reagents Download the Results | (as a tab-delimitted text file, named as ".xIs").

Submit another query.

Figur 56 Det humane ADHD kandidatgen PRKG1, har tre orthologe Drosophila melanogaster gener med Fly symbols; for
(Weighted Score: 9,669 og FlyBase: FBgn0000721), Pkg21D (Weighted Score: 3,834 og FlyBase: FBgn0000442)og CG4839
(Weighted Score: 3,781 og FlyBase: FBgn0032187).

- Tjek om de orthologe D. melanogaster gener har en minoslinje med genotype w[1118]; Mi{ET1} og
udveelg de orthologe D. melanogaster gener der har hgjst Weighted Score med genotype w([1118];
Mi{ET1}

Eksempel

Tryk pa FlyBase (FBgn0000442), da gverste match ikke har en minoslinje med genotype
w([1118]; Mi{ET1}

(Her kommer en oversigt over det orthologe D. melanogaster gen (Figur 57))




FB2014_08, released November 12th, 2014

Gene Dmel\Pkg21D

Home Tools Files Species Documents

Resources News Help Archives Jumpto Gene  JGo

[ Help | [ open Al | [ close Al |
General Information |
Symbol Pkg21D Species D. melanogaster

Name cGMP-dependent protein kinase 21D Annotation symbol CG3324

Feature type protein_coding_gene | FlyBase ID FBgn00QQ442

Gene Model Status Current Stock availability 6 publicly available

Also Known As dg1, PKG

Genomic Location

Cytogenetic map 21E2-21E2 Sequence location 2L:786,153..790,798 [-]
Genomic Maps 2L Decorated FASTA
GBrowse ! } } Get genome region
780k 790k 00k
Gene Span :
613946 Gr2ia  CG35dd CR45259 Gene region M
> - 3
613947 Pkgz1D S facts
g

Figur 57 Oversigt over det orthologe Drosophila melanogaster gen Pkg21D. Tryk pa Stock availability (6 publicly available).

o Tryk pa Stock availability (6 publicy available)
(Her kommer en liste over forskellige tilgaengelige D. melanogaster linjer (Figur 58))

FB2014_08, released November 12th, 2014

Stocks

us FlyBase

Home Tools Files Species Documents Resources News Help Archives Jump to Gene IGoI

6 matches Convert to Stocks v _Egs_u.lls_An.a.I;Ls.LsiB&ﬁﬂ_em_en.ﬂ_ HitList Conversion Tool5|
v | #dCollectiont 4 Stock No.t | | Genotypet 4 Speciest
¥ | 1|Bloomington Drosophila Stock Center 24228 w[1118]; Mi{ET1}Pkg21D[MB04805] Dmel
¥ | 2|Bloomington Drosophila Stock Center 27686 YT V], P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRIP.JF02766}attP2 Dmel
¥ | 3|Vienna Drosophila RNAi Center v34594 w[1118]; P{GD10936}v34594 Dmel
¥ | 4|Vienna Drosophila RNAi Center v34595 w[1118]; P{GD10936}v34595 Dmel
¢ | 5|Vienna Drosophila RNAi Center v103513 P{KK112484}VIE-260B Dmel
¥ | 6|Exelixis at Harvard Medical School - PBac{WH}Pkg21D[f05504] Dmel

version FB2014_06, released November 12, 2014

Contact FlyBase Cite FlyBase

Figur 58 Oversigt over tilgengelige Drosophila melanogaster linjer. @verste match har den gnskede genotype w[1118]; Mi{ET1}.

o @verste match har genotype w[1118]; Mi{ET1}.
Det vil sige PRKG1 har et ortholog D. melanogaster gen med genotype w[1118];
Mi{ET1}Pkg21D[MB04805] med Flybase stock nr. 24228 og en Weighted Score pa 3,834.



Kandidatgener ud fra litteraturstudie og databasesggninger

Candidate Genes

a. Search Term Fly a. DIOPT Reference Method Sample Size
b. Human Symbol Base Score
c. Fly Symbol Stock b. Weighted
no Score
a. SPOCK3 23767 | a. 5 (Neale, et al., 2008) GWAS of ADHD 909 family trios: 2727 individuals,
b. SPOCK3 b. 3.793 2370 males, 357 females (438.784
c. CG13830 SNPs)
a. DDC 24213 | a. 3 (Neale, et al., 2010) Meta-Analysis of GWAS 2.064 trios, 896 cases, and 2.455
b. DDC b. 2.851 controls (1.206.462 SNPs)
c. Tdcl
a. PRKG1 24228 | a. 4 (Neale, et al., 2010) Case-Control GWAS 2.064 trios, 896 cases, and 2.455
b. PRKG1 b. 3.834 controls (1.033.244 SNPs)
c. Pkg21D (Yang, et al., 2013) GWAS of ADHD in Han 1040 ADHD cases and 963 controls
Chinese Case-Control (656,051 SNP’s)
Sample
a. HTR1B 24240 | a. 4 (Banaschewski, et al., 2010) Overview
b. HTR1B b. 3.844
c. 5-HT1B
a. NOS1 24283 | a. 9 (Banaschewski, et al., 2010) Overview
b. NOS1 b. 7.706
c. Nos
a. TMX3 24687 a. 10 (Yang, et al., 2013) GWAS of ADHD in Han 1040 ADHD cases and 963 controls
b. TMX3 b. 8.709 Chinese Case-Control (656,051 SNP’s)
c. CG5027 Sample
a. ALK 25509 | a. 9 (Mick, et al., 2011) GWAS of the CBCL-DP 735 DSM-IV-TR ADHD trios from
b. ALK b. 7.759 732 families (835,136 SNPs)
c. Alk
a. FURIN 25518 | a. 6 (Neale, et al., 2010) Meta-Analysis of GWAS 2.064 trios, 896 cases, and 2.455
b. FURIN b. 4.764 controls (1.206.462 SNPs)
c. Furl
a. CHRNA7 25519 | a. 8 (Stergiakouli, et al., 2012) GWAS of ADHD in 727 ADHD cases and 5.081
b. CHRNA7 b. 6.709 children combined with controls (502.702 SNPs)
c. nAcRalpha-30D rare CNVs in the children
with ADHD
a. SLC6A2/NET1 25547 | a. 8 (Banaschewski, et al., 2010) Overview
b. SLC6A2 b. 6.698
c. DAT
a. SLC6A3/DAT1 25547 | a. 5 (Banaschewski, et al., 2010) Overview
b. SLC6A3 b. 3.745
c. DAT
a. CDH13 26103 a. 1 (Neale, et al., 2008) GWAS of ADHD 909 family trios: 2727 individuals,
b. CDH13 b. 0091 2370 males, 357 females (438.784
c. CadN2 SNPs)
(Lesch, et al., 2008) GWAS of ADHD in adults | 343 ADHD-affected adults and 304
controls (504.219 SNPS)
(Neale, et al., 2010) Case-Control GWAS 2.064 trios, 896 cases, and 2.455
controls (1.033.244 SNPs)
(Neale, et al., 2010) Meta-Analysis of GWAS 2.064 trios, 896 cases, and 2.455
controls (1.206.462 SNPs)
(Banaschewski, et al., 2010) Overview
(Lasky-Su, et al., 2008) GWAS scan 909 trios, (429.981 SNPs)
a. NT™M 27790 | a. 6 (Yang, et al., 2013) GWAS of ADHD in Han 1040 ADHD cases and 963 controls
b. NTM b. 5.698 Chinese Case-Control (656,051 SNP’s)
c. CG31646 Sample
a. KALRN 29073 | a. 7 (Lesch, et al., 2008) GWAS of ADHD in adults | 343 ADHD-affected adults and 304
b. KALRN b. 5.829 controls (504.219 SNPS)
c. trio
a. SSTR1 29924 a. 4 (Yang, et al., 2013) GWAS of ADHD in Han 1040 ADHD cases and 963 controls
b. SSTR1 b. 3.919 Chinese Case-Control (656,051 SNP’s)
c. starl Sample
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Appendiks B Protokol for fremstilling af D. melanogaster medie
Opskriften er en modificeret udgave af den anvendt ved Bloomington, (Bloomington Drosophila Stock
Center at Indiana University, 2014).

Ingredienser for cirka 3 | D. melanogaster medie

e 28lvand

o A8 gtgrger

e 28 gsojamel

e 200 g majsmel

e 16 gagar

e 300 g glukosesirup

e 28 ml Nipagen

o 3 ml 80 % eddikesyre

Fremgangsmade

— Bland geer og soyamel med 200 ml vand
— Bland majsmel og agar med 450 ml vand
— Bring resten af vandet (2150 ml) i kog
— Nar vandet kun lige koger, haeld majsblandingen forsigtigt i under kraftig omrgring for at undga
klumper
— Sla luften ud af gaerblandingen og vend den i og rgr det godt sammen
— Rgr glukosen i og lad blandingen koge i 5 minutter under omrgring
— Tag gryden af blusset og lad det kgle en anelse af
— Seet gryden i stinkskab og tilseet derefter Nipagen og eddikesyre
o Nipagen: til 1 liter blandes 95 g Methyl-4-hydroxybenzoate, 700 ml ethanol og 250 ml
demineraliseret vand.
— Heeld blandingen pa rgr med det samme, mens den stadig er varm
o 35-36 grami 175 mlrgr, 14-15 gram i 68 ml r@gr og 5-6 g i 35 ml rgr

Opbevar rgrene ved 10 °C med skumpropper pa.
Noter til ingredienser

e Togrgeer, Instaferm® RED Instant Dry Baker’s Yeast

e Sojamel fuldfed, KRYTA Krydderier, varenr. 2009

e Majsmel, AB CATERING — Aalborg

o  Glukosesirup, 84 %, IGOS, vare nr. 6008.0015

e Agar, ash 3,0-4,5 %, SIGMA-ALDRICH, A7002-1KG, CAS 9002-18-0
e Eddikesyre 99,8 %, SIGMA-ALDRICH, CAS 64-19-7

e Ethanol 99,9 %, CCS Healthcare AB, CAS 64-17-5

e Methyl-4-hydroxybenzoate, Fluka analytical, CAS: 99-76-3

Vil
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Appendiks C D. melanogaster

Crowding hos D. melanogaster

Under opdraet af D. melanogaster til forsgg blev der yderligere vedligeholdt 3x175 ml rér med kontrol D.
melanogaster og 3x175 ml rgr med mutant D. melanogaster til crowding undersggelse. Disse blev holdt
under samme forhold som de D. melanogaster, der skulle benyttes til forsgg. Ved forsggets afslutning, blev
D. melanogaster fra de 6x175 ml r@r separat lagt pa frys, for senere at kunne bestemme det gennemsnitlige
antal D. melanogaster for hver minoslinje med tilhgrende kontrol.

Det gennemsnitlige antal D. melanogaster for minoslinjerne varierede fra 35 D. melanogaster til 146 D.
melanogaster. Antallet af D. melanogaster for kontrollen var gennemsnitlig 92 D. melanogaster (Figur 59).
t-tests basereret pa forskellen mellem de gennemsnitlige antal mutant D. melanogaster og kontrol, viste
ingen signifikante forskelle mellem antal mutant D. melanogaster og antal kontrol D. melanogaster,
geeldende for alle 14 minoslinjer. t-tests var baseret pa tre replikater (Appendiks H, s. XXXIl1).

Taethed

200
180
160
140
120

o 1
ol HI b

20

ANTAL D. MELANOGASTER

Figur 59 Gennemsnitlige antal tstandardfejl af Drosophila melanogaster for hver minoslinje samt kontrol i 175 ml rgr med 34-35
g Drosophila melanogaster medie.

Vaegt for D. melanogaster

Ved udfgrsel af labyrintforsgg, blev der under kgnssorteringen yderligere udtaget 3x20 D. melanogaster
hanner til senere vejning. Disse blev holdt under samme forhold som de D. melanogaster hanner, der skulle
benyttes til forsgg. Ved forsggets afslutning, blev de 3x20 D. melanogaster hanner lagt pa frys, for senere at
kunne bestemme den gennemsnitlige vaegt for hver minoslinje med tilhgrende kontrol.

Den gennemsnitlige vaegt for en D. melanogaster han for hver minoslinje og kontrol var baseret pa tre
replikater af hver 20 D. melanogaster hanner (Appendiks H, s. XXXIIl). Den gennemsnitlige vaegt for en D.
melanogaster han varierede fra 0,7550 milligram til 0,8183 milligram. t-tests basereret pa gennemsnitlige
vaegtforskelle mellem mutant D. melanogaster og kontrol, viste at minoslinjer 24240, 24687, 25509, 25518
og 29073 var signifikant forskellige fra tilhgrende kontrol med p-veerdier mindre end 0,05, indikeret med *.



Minoslinje 25519 var signifikant forskellig fra kontrollen med en p-vaerdi mindre end 0,001, indikeret med
*** (Figur 60). t-tests var baseret pa tre replikater (Appendiks H, s. XXXIII).

Vaegt for mutant og kontrol D. melanogaster
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Figur 60 Gennemsnitlig veegt tstandardfejl for en Drosophila melanogaster han for hver minoslinje og kontrol, baseret pa tre
replikater af hver 20 Drosophila melanogaster hanner. Signifikante forskelle mellem minoslinje og kontrol ved t-tests er
indikeret med *P < 0,05, **P < 0,01, *** P < 0,001.

Kleekningsprocent for D. melanogaster

| fem 35 ml rgr med en teske med D. melanogaster medie og en knivspids tgrgeer, blev der overfgrt cirka ti
kensmodne D. melanogaster hanner og hunner (Figur 61). Over tre dage udskiftedes teskeerne til nye og
300 zeg fra de udskiftede teske (cirka 60 fra hver teske) blev overfgrt til tre 175 ml rgr med 34-35 gram
fluemedie, i alt ni rgr per minoslinje. Til hver minoslinje fglger tre kontrolrgr per dag, i alt ni kontrolrgr.

Figur 61 Til venstre, reagensglasstativ med Drosophila melanogaster i 35 ml rgr med Drosophila melanogaster medie og tgrgaer
pa teske. Til hgjre, 175 ml rgr med 34-35 gram Drosophila melanogaster medie til de udtaget zeg.

\De gennemsnitlige klaekningsprocenter for mutant D. melanogaster varierede fra 21 % til 70 % og for
kontrollen varierede de gennemsnitlige klaekningsprocenter fra 16 % til 42 %. De gennemsnitlige
kleekningsprocenter var baseret pa tre replikater. t-tests basereret pa forskellen mellem de gennemsnitlige
klaekningsprocenter for en minoslinje og kontrol, viste at minoslinjer 23767 og 25547 var signifikant



forskellige fra tilhgrende kontrol med en p-veerdi mindre end 0,05, indikeret med * (Figur 62). t-tests var
baseret pa tre replikater (Appendiks H, s. XXXI1).
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23767 | 24213 | 24228 24240 | 24283 | 24687 | 25509 | 25518 | 25519 25547 | 26103 | 27790 29073 29924

Figur 62 Gennemsnitlig klekningsprocent tstandardfejl for Drosophila melanogaster for hver minoslinje og hver kontrol, baseret
pa tre replikater. Signifikante forskelle mellem minoslinje og kontrol ved t-tests er indikeret med *P < 0,05. Bade minoslinje
23767 og 25547 er signifikant forskellig fra tilhgrende kontrol med P < 0,05.
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Appendiks D Protokol for Arenaforsgg
Formalet med forsgget er at undersgge adfeerd og aktivitet hos to forskellige D. melanogaster minoslinjer
sammenholdt med en D. melanogaster minoskontrollinje ved 25 °C.

Metode
Handtering af D. melanogaster op til forsgg (Metoder).
Dag1

- Klarggr forspgsopstillingen i varmeskab (Memmert ICP 600). Forsggsopstillingen skal besta af et
lysbord (DORR LP-400 LED), en trefod med muffe, et videokamera (BASLER og COMPUTAR) og
arena (Figur 63)

- Tilkoble videokamera til en computer med program Noldus EthoVision XT

- Opret en fil i Noldus EthoVision XT (Appendiks E, s. XV) for opsaetning af programmet

- Teend varmeskabet pa 25 °C. Lad varmeskabet vaere teendt natten over for at stabilisere

temperaturen

Figur 63 Forsggsopstilling i varmeskab.

Dag 2

- Teend computer, kamera og start filen i Noldus EthoVision
- Pabegynd overfgrslen af D. melanogaster (Figur 64)
o Arenal, linje 1, replikat 1: Overfgr en kontrol D. melanogaster til brgnd 1-18 og dernaest en
mutant D. melanogaster (linje 1) til brgnd 19-36
o Arena 2, linje 2, replikat 1: Overfgr en kontrol D. melanogaster til brgnd 1-18 og dernaest en
mutant D. melanogaster (linje 2) til brgnd 19-36 i Arena 2
o Gentag fremgangsmaden med Arena 3 (linje 1, replikat 2), 4 (linje 2, replikat 2), 5 (linje 1,
replikat 3) og 6 (linje 2, replikat 3)

Xl



Figur 64 Arena med 18 kontrol Drosophila melanogaster
(gult felt) og 18 mutant Drosophila melanogaster (blat felt).

- Pabegynd forsgget, se forsggstider (Figur 65)
o Bank Arena 1 i bordet tre gange og szt den direkte ind pa lysbordet i varmeskabet, luk
varmeskabet og pabegynd videooptagelse 1
o Efter endt videooptagelse, bank Arena 2 i bordet tre gange og udskift Arena 2 med Arena 1
i varmeskabet, luk varmeskabet og pabegynd videooptagelse 2
o Gentagmed Arena 3,4,50g6
- Tem arenaerne i en fire liters plasticpose og mas D. melanogaster

Vigtigt! Undga at dbne venstre lage i varmeskabet bade pga. varmetab og kameraets lysfglsomhed. Saet
arenaerne i varmeskabet, nar D. melanogaster er overfgrt, for at undga mindst mulig temperaturvariation.
Noter varmeskabets temperaturvariation under hver videooptagelse. Vask arenaerne efter brug.
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Model - Arenaforsgg

Overfgrsel af D. melonogaster til arenaer

start

kl. 8:10-8:25
KI. 8:25-8:40
KI. 8:40-8:55
KI. 8:55-9:10

Kl. 9:10-9:25

Kl. 9:25-9:40

Arena 1: linje 1, replikat 1
Arena 2: linje 2, replikat 1
Arena 3: linje 1, replikat 2
Arena 4: linje 2, replikat 2

Arena 5, linje 1, replikat 3

Arena 6: linje 2, replikat 3

Forsgg

start

kl. 9:00-9:05
kl. 9:05-9:10
kl. 9:10-9:15
kl. 9:15-9:20
kl. 9:20-9:25
kl. 9:25-9:30
kl. 9:30-9:35
kl. 9:35-9:40
kl. 9:40-9:45
kl. 9:45-9:50
kl. 9:50-9:55

Arena 1: linje 1, replikat 1
Arena skift
Arena 2: linje 2, replikat 1
Arena skift
Arena 3: linje 1, replikat 2
Arena skift
Arena 4: linje 2, replikat 2
Arena skift
Arena 5, linje 1, replikat 3
Arena skift
Arena 6: linje 2, replikat 3

Figur 65 Tidsoversigt af Arenaforsgg.

Materialeliste

Seks arenaer med topplader og overfgrselsplader

Suger

Labelmaskine (Brother, PT-1280)

Varmeskab (Memmert, ICP 600)

Lysbord (DORR, LP-400 LED)

Trefod med muffe

Kamerahus (BASLER, acA 1300 — 60gmNIR, ID: 106202-05, S/N: 21425467)

Objektiv (COMPUTAR, 4-8 mm, 1:1,4 1/2” C MP)

Computer med program (Noldus, EthoVision XT)

3x68 ml rgr med D. melanogaster (minoslinje 1)

3x68 ml rgr med D. melanogaster (minoslinje 2)

6x68 ml rgr med D. melanogaster (minoskontrollinje)
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Appendiks E Tracking af D. melanogster med EthoVision XT 10 base

Til tracking af D. melanogaster i arenaerne er bruges softwaren EthoVision XT 10 base fra Noldus. Fgr
forsgget saettes programmet op. Fgrst justeres kameraet. | dette tilfelde benyttes et Basler GenlCam
(Basler acA1300-60). Kameraet stilles skarpt og blaenden justeres til det optimale billede af arenaen i den
forsggsopstilling der gnskes. Resolution saettes til 1280x1024 og frame rate er 30. Disse kan justeres under
startmenuen, som fremkommer, nar der startes et helt nyt eksperiment eller under menuen Experiment
Settings, som findes i veerktgjsvinduet Experiment Explorer (Figur 67). Under startmenuen kan der ogsa
indtastes, hvilken modelorganisme, der benyttes og arenaens design, programmet foreslar selv en
arenaopsaetning mm., som kan passe til forsgget (Figur 66). Under Experiment Settings kan unit of time,
distance og rotation ogsa justeres til det gnskede.

Initialize template experiment.

Nt
EthoVision XT will generate a new experiment based on the following context:

hit
Video source: Live tracking and saving video files, "Version 2""Basler GenlCam Source™"Basl
Animal type: Other arthropod

Arena template: Well plate, round wells
Zone template: Mo zone template

Mo. of arenas: 36

Mo. of subjects: 1

Track features:  Center-point

Contrast: Animal color compared to background: darker
Sample rate: The applied sample rate is 200 samples per second

Please do not forget to fine-tune your setup based on your experimental situation.
You will have to at least adjust and calibrate Arena Settings and optimize Detection Settings
before starting data acquisition,

6 of6 < Previous ] [ Finish J [ Cancel

s parcm.

Figur 66 Menu ved opstart af et nyt eksperiment. Genvej til Experiment Settings. Arenaens design og hvilken modelorganisme,
der benyttes indtastes og programmet foreslar en opsaetning, der kan passe til forsgget.
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Der tages et billede med kameraet og arenaens dimensioner og Experiment Explorer - x
omrader, der gnskes tracked angives under menuen Arena Settings. Gl Setup

Arenaen inddeles i zoner fra 1- 36 svarende til brgndende i arenaen (i = : :
Sk Experiment Settings

[ Manual Scoring Settings
Arena Settings (2)

programmet angivet som arena 1-36). Zonerne szettes op ved hjalp af
veerktgjet Multiple Arena Setup, da alle brgndene er samme stg@rrelse.

Zonerne placeres sa de daekker brgndene sa vidt muligt (Figur 68). Til [ Arena Settings 1
hver zone angives desuden et center. Dernast kalibreres arenaen ved E I brug
at angive kendte mal for leengde og bredde, samt brgndenes diameter. fi@ Trial Control Settings (1)

E‘E 5 minutter

Derefter saettes trials op under Trial Control Settings. Den sattes op til Fg Detection Settings (2)

at kgre i fem minutter efter start, hvorefter kgrslen automatisk stopper Detection Settings 1
(Figur 69). %4 1 brug
|E| Tral List

Acquisition
Acquisition
L& Acquired Trials (6)
&t 24713
&t 24283
&t 242132
&t 242832
&t 242133
&t 242833
E.af Track Editor
08 Track Smoothing Profiles ...

& Analysis
[EE Data Profiles (2]
o4 All Data

o4 Treated vs Control
5 Analysis Profiles (3)
Distance, Time & Mover
Path Shape
Rotation
(5 Results
ﬂ Statistics & Charts
@ Track Visualization
&} Heatmap Visualization
B2 Integrated Visualization
[ Export
Eé Raw Data
BB Statistics

Ecl GLP Log

Figur 67 Veerktgjsvinduet Experiment
Explorer, hvor indstillinger for Setup,
Acquisition og analysis findes.

XVI



ation (all 5| .
Nco:: 0l
2 /
g I: libration (all a
// d|sl aaaaa [120m ]E]‘

, 7 /

s 'Clbl [I[ as)

llllllllll

//////

Figur 68 Arena Settings. Arenaen er inddelt i cirkulaere zoner fra 1-36 svarende til arenaens brgnde. For hver brgnd er angivet
et center point. Kalibreringen af arenaen er ogsa angivet. Lengde og bredde er angivet til 120 mm og brgndenes diameter er 16
mm.

For at kunne tracke D. melanogaster, skal Detection Settings vaere korrekt sat op. Dette ggres med D.
melanogaster i arenaen. Det foregaende billede brugt til Arena Settings angives som referencebillede. Til
denne forsggsopstilling vaelges Static substraction, da baggrunden og lyssaetningen forbliver den samme
under forsgget, men modelorganismen kan godt ramme den samme gratone som baggrunden. Sample rate
saettes til to samples per sekund. | subject color vaelges mgrkere end baggrunden og kontrasten angives ud
fra billedet. | dette forsgg bruges 30 til 255. Subject stgrrelse angives ved hjzelp af veerktgjet, der kommer
frem, nar der trykkes edit. | dette tilfeelde er den angivet til minimum seks og maksimum 180. Subject
contour saettes til 1 for bade erosion og dilation (Figur 70).
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i e T T

Start-stop trial Start track Time {1) Stop track Start-stop trial

After 3 delay of

@) > 0 L

NN - |

Figur 69 Trial Control Settings. Efter start varer en kgrsel fem minutter, hvorefter trial automatisk stopper.

Method Detection [
Static subtraction Settings
Use scan window
Darker
e 30 255 L=
Subject Size =
[ Edit...
180
Vi
Video Subject Contour ]
0.0027 = Smoothing. .. L=
Image... L= Erode first, then dilate
Save Undao

Figur 70 Detection Settings. Til referencebillede benyttes billedet fra Arena Settings og kontrast og subject size angives
efterfglgende. Til forsgget benyttes Static substraction.

| gverste hgjre hjgrne klikkes Show/Hide og Arena Features vaelges, dermed kan der angives farverne for
Center-point, Body fill og Noise, imens videokameraet kgrer. Indstillingerne i Detection Settings bgr
finjusteres for at eliminere Noise og sa Center-point og Body fill fglger modelorganismen konstant. Dernaest
kan kgrslerne planleegges under Trial List. Der addes det antal trials, der gnskes kgrt og disse szettes op s3,
der er valgt de gnskede Arena Settings, Detection Settings og Trial Settings. Desuden kan der addes
variables som Trial name, Treatment eller Subject not found, for at skabe overblik (Figur 71).
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Trial List
EI Add Trials.. sl Add Variable
System System System System System User-defined System
Label Start time Acqguisition status Arena settings Trial name Detection settings Treatment Subject not found
- The start time of | The current status of | The arena settings used for | The name of the | The detection settings used Proportion samples not

Description the trial acquisition per arena | acquisition . trial for acquisition o (Examplary) fou?]d "

Type Time stamp Text Text MNumerical

Format da/MMAy H [+ K%

Values Control; Treated; 2421 ||
Scope Trial Arena Trial Trial Trial Subject Subject
Trial Arena Subject No.

1 Subject1 1 Acquired Control - 00 %
2 Subject1 2 Acguired Control - 003%
3 Subject1 3 Acguired Control Lo | 0.0 %
4 Subject 1 4 Acguired Control Lo | 0.0 %
5 Subject 1 5 Acguired Control L | 0.0 %
[ Subject1 [ Acguired Control L= 0.0%
7 Subject1 7 Acquired Control L= 0.0%
8 Subject1 8 Acquired Control - 0.0%
a Subject1 k] Acquired Control - 00 %
10 Subject1 10 Acquired Control || 0.0 %
11 Subject1 11 Acguired Control Lo | 0.0 %
12 Subject 1 12 Acguired Control Lo | 0.0 %
13 Subject 1 13 Acguired Control L 0.0 %
14 Subject1 14 Acguired Control L= 0.0%
15 Subject1 15 Acquired Control - 0.0%

Figur 71 Trial List. Der kan addes sa mange trial, der gnskes kgrt og der kan angives hvilke settings, der gnskes benyttet for den
enkelte trial. Desuden kan der addes variable som Trial name, Treatment eller Subject not found, for at skabe overblik over sine
trials.

Under menuen Acquisition kan kgrslerne startes, nar forsgget gnskes kgrt. | vinduet Acquisition Settings
veelges hvilken trial, af de allerede angivne under Trial List, der gnskes kgrt (Figur 72). Kgrslen startes i
vinduet Acquisition Control. Under kgrslen er brgndene 1-36 i tabellen synlige og for hver brgnd er status
for brgndens starttid, varighed, missed samples og subject not found mulig at finde, for den pagaeldende
kgrsel. For de to sidste vaerdier kan angives et treshold, hvor de skifter til en rgd farve, for at synliggere,
hvis en tracking ikke er optimal. | dette forsgg angives en graense ved 10 %.
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3] Video Window

Trial Status | Independent Variables | Dependent Variables

Acquisition Settings

Method

@ Track next planned trial  [¥] Save video

Track al planned tials 0 planned trials

Save video only, track later
Track next saved video fle

Track al saved video fles  ( postponed trials

Settings

Trai: No trial planned

Videa: No video to track

Arena settings: Ibrug e

Trial Control settings: 5 minutter

Detection settings: g ]
Options

Clear and redo a tial: Select...

Auto-start data analysis Active profiles only

Al profile combinatons

Trial Arena Trial start Time acquiring Missed samples ‘Subject not found

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

% (0 samp % (0 samples

Q % (0 samp % (0 samples
[11 [00:00:C [0.0% (0 samp % (0 samples)
2 % (0 samp % (0 samples
3 samp 0% (0 samples
1 % (0 samp % (0 samples
5 % (0 samp % (0 samples
3 % (0 samp % (0 samples

32

Acquisition Control

BEEE

Figur 72 Acquisition. De rgde linjer pa videobilledet er trackingen af Drosophila melanogaster i hver brgnd og nedenfor billedet
en tabel med data for hver brgnd. Under kgrsel fremhaves missed samples og subject not found. Begge tal bliver rgd, hvis de
kommer over en angivet procendel. | vinduet Acquisition Settings vaelges, hvilken Trial, der gnskes kgrt, og under Acquisition

Control startes kgrslen.

Efter alle trials er kgrt veelges hvilke data, der gnskes analyseret under Data Profiles. | dette forsgg opstilles

kriterierne til kun at omfatte brgnde, hvor der ikke er mere end 10 % af samples, hvor D. melanogaster ikke

er fundet. Det angives under reduce to tracks with subject not found < 10 %. Efter kgrslen af de gnskede

trials fremkommer de under Acquired Trials, hvor de ogsa kan afspilles igen (Figur 73).
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e 1 lrack kditor
Setup \242&3—'
34 Experiment Settings

B Manual Scoring Settings Playback Control

& Arena Settings (2)
_\f\l Arena Settings 1
B 1brug

»u Trial Control Settings (1)
’;ﬂ 5 minutter

19 Detection Settings (2)
8] Detecton's
[ Tbrug

2| Trial List

@ |l Autoselect.. |[X] [# | R Q

Playback speed Time
1.0 = 00:00:03.500

Acquisition
I Acquisition
A Acquired Trials (6)
24213
[ 24283
gt 242132
g 242832
Ft 242133
[ 242833
& Track Editor
3 Track Smoothing Profiles ...

Analysis
35 Data Profiles (2)

o All
%) Treated vs Control

Ej Analysis Profiles (3)
£ Results
8 Statistics & Charts

&4 Track Visualization

& Heatmap Visualization

B4 Integrated Visualization
= Export

[ Raw Data

88l Statistics

Ed GLP Log

Figur 73 De kgrte trials kan findes under Acquired Trials, hvor de kan afspilles igen og data for hver enkelt sample i de forskellige
brgnde kan findes.
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| Components 2| Data Profiles

= System Independent ... &l Gl Q [ ]
Start time
Video file
Tracking source
Trial duration

Arena settings
Trial name

Arena name

Subject name
Track

Selection Reduce to Selection
contains Tracks. with contains

= All Subject not found 216 complete tracks
Recording after 216 00% 02% 03% [ *| 0 partisl tracks
Recording duraticn zcquired tracks i

= = (Mo results per time
Video start time hin or zane)

Detection settings
Trial Control settings
Sync status
Missed samples
Subject not found

= User-defined Indepen...
Treatment

= Nesting
Movement

- Settings—

In zone

Time

Muobility state

Trial Control state

Latency to zone
= Common elements

Result

L| LALACA WY (L (L L L L L AL LR

Figur 74 Under Data Profiles kan der selekteres for hvilke data, der gnskes analyseret. For eksempel kan data fra brgnde, hvor
modelorganismen ikke er fundet i mere end 10 % af tiden frasorteres. Dette g@res ved at vaelge Reduce to Tracks, with subject
not found < 10 %.

Under menuen Analysis Profiles valges hvilke veerdier, der gnskes beregnet og eksporteret. | dette forsgg
er valgt Distance moved, Velocity, Movement, Distance to point og Rotation (Figur 75). Distance to point
er angivet som distancen fra D. melanogaster til centrum af brgnden. For movement er angivet averaged
over ti samples og tresholds seettes til 2 mm/s for start velocity og 1 mm/s for stop velocity. Rotation
angives for bade clockwise og counter clockwise til at tzelle en rotation ved en 90 graders vending, efter 2
mm.
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| Dependent Variables

x|

= Distance and Time

g

Analysis Profiles

Velocity

Distance moved

= Location

In zone

Distance to zone

Distance to point

Zone transition

Heading to point

£ Path Shape

Heading

Turn angle

Angular velocity

Meander

= Individual Behavior

Movement

Mobility state

Rotation

Maobility continuous

= Trial Control

Trial Control state

Trial Control event

L] LMLALAY LRMN] LMW LW

Figur 75 Analysis Profile. Vaerdierne, der gnskes beregnet kan vaelges. | forsgget er valgt Distance moved, Volocity, Movement,

Selected Dependent Variabl...

Distance moved
Velocity
Movement
Distance to point
Rotation
Rotation 2

Description

Distance moved of the center-point

Velocity for the center-paoint

Moving and Mot Moving of Center-point, averaged over 10 samples, with thresholds at 2,00 and 1.00 mm/s.
Distance from center-point to Arena (Center)

Rotation for the center-point, Clockwise, Count every 1.00 rotation, Threshold 90,00 degree

Rotation for the center-point, Counter clockwise, Count every 1.00 rotation, Threshold 90.00 degree

Distance to point og Rotation clockwise og counter clockwise.

Efterfglgende kan programmet beregne, de valgte vaerdier og data kan eksporteres som Excel fil under
Statistics & Charts under Results (Figur 76).

Figur 76 Statistics & Charts. Her kan de valgte vaerdier beregnes ved at trykke Calculate. Efterfglgende kan data eksporteres til
Excel med ved hj=lp af Export Data.

XX

Statistics & Charts
No Filter =] [2ll Data ~ | [Distance, Time & ~| | B2 Calculate %) Batch... H8) Export Data...
Trial Statistics | Group Statistics & Charts ]
Distance moved Velodty Distance
Center-point | Center-point ing / Center-point Not f Center-point Arena (Center
Total Mean Mean Fi oy | C 0 i Mean Fi oy | C i i ini M
mm mm/s 5 s s s mm w
1 Control 2955.6261 9.9456 731243 4 2924971 26666 3 7.9939 0.7651 6.2
2 Control 2475.7702 8.2439 98,1657 3 294 4971 3.0000 2 5.9999 13173 BE
3 Control 3259.6519 10,8475 300.4970 1 3004970 - 0 0.0000 1.0064 6.7
4 Control 25235000 8.3988 14659985 2 2939971 5.4999 1 6.4999 14351 [
5 Control 1951.7042 6.4949 143.2485 2 296.4970 4.0000 1 4.0000 0.8399 B.E
6 Control 2626.0740 87391 3004970 1 3004970 - 0 0.0000 0.1954 64
7 Control 3169.0627 10.5461 94,9990 3 2349971 7.7499 2 154998 1.0524 6.5
8 Control 2103.0021 06.9954 96,4390 3 2894971 5.4999 2 109999 0.8806 Bz
9 Control 2732.6716 9.0938 300.4970 1 3004970 - 0 0.0000 0.6377 6.5
10 Control 2751.5801 9.1568 149.2485 2 2934970 2.0000 1 2.0000 0.5571 6.5
11 Control 2535.6926 &.4483 145.4985 2 2969970 3.5000 1 3.5000 0.3659 3
12 Control 2554.3389 8.5337 96.9990 3 2909971 4.7500 2 9.4999 0.8210 6.5
13 Control 2735.6285 9.1137 145.2485 2 2964970 4.0000 1 4.0000 0.5899 Bz
14 Control 1921.5018 53944 147.2485 2 204 4971 5.9999 1 5.9999 1.4090 (2
15 Control 2835.1922 9.4450 300.4970 1 300.4970 - 0 0.0000 0.5569 6.5
16 Control 2875.9150 9.5805 3004970 1 3004970 - 0 0.0000 0.2026 6.8
17 Control 3073.9245 10.2295 958324 3 2904971 5.0000 2 9.9939 0.8528 [
24213 18 Control 24917797 8.2922 300.4970 1 3004970 - 0 0.0000 0.3969 Bz
19 24213 2475.1857 8.2370 1417486 2 2834972 16.9998 1 16.9998 0.8113 3
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Appendiks F Protokol for Labyrintforsgg
Formalet med forsgget er at undersgge koncentrationsevnen hos en D. melanogaster minoslinje
sammenholdt med en D. melanogaster minoskontrollinje ved 25 °C.

Metode
Handtering af D. melanogaster op til forsgg (Metoder).
Dag1

- Klarggr forsggsopstillingen i klimarum (Figur 77)

- Afvej 0,0005+0,0002 gram farve til hvert 35 ml farvningsrgr (6 stk med rgd farve og 6 stk med grgn
farve)

- lav rgr med agar

o Afvej 1,5 gram agar og tilseet 100 gram demineraliseret vand
o Kogop i mikrobglgeovn

o Overfgr cirka 8 gram agar i hvert 68 ml rgr

o

Lad sta natten over

Figur 77 Til venstre: Forsggsopstilling med spejl (grgnt skeermbillede). Til hgjre: Forsggsopstilling uden spejl for at synligggre
labyrinten og startrgret (stribet skaermbillede).

Dag 2

- Tend de baerbare computere, de flade skaeerme og lamperne (st videofilm med grgnne og sorte
striber pa den ene skaerm og grgn skarm den anden skaerm)
- Farveprocedure
o Pabegynd farvning af D. melanogaster, replikat 1 kl. 7:00
Overfgr to 68 ml rgr med D. melanogaster (kontrol) til to grgnne/rgde farvningsrer
Ryst omhyggeligt
Overfgr de farvede D. melanogaster til hvert deres agarrgr
Overfgr to 68 ml rgr med D. melanogaster (mutant) til to rede/grenne farvningsrgr
Ryst omhyggeligt

O O O O

o Overfgr de farvede D. melanogaster til hvert deres agarrgr (Figur 78)
- Lad dem sulte i to timer
- Pabegynd farvning af D. melanogaster, replikat 2 kl. 8:45
o Gentag farveproceduren, men farv D. melanogaster modsat af replikat 1
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Figur 78 Til hgjre: Farvede Drosophila melanogaster. Til venstre: Argarrgr med Farvede mutant Drosophila melanogaster (grgn)
og kontrol Drosophila melanogaster (rgd).

- Forsggsprocedure

o Start videofilmen

o Overfgr et rgr med sultede D. melanogaster (mutant) og et rgr med sultede D.
melanogaster (kontrol) til et labyrintstartrgr

o Overfgr det andet rgr med sultede D. melanogaster (mutant) og det andet rgr med sultede
D. melanogaster (kontrol) til et labyrintstartrgr

o Seet startprop i begge startrgr, bank de to rgr i bordet, seet dem i hver sin labyrint, put
sglvpapir omkring startrgrene, start stopurene og leeg spejlene oven pa labyrinterne (Figur
79)

Figur 79 Til venstre: Labyrintstartgummiprop og startrgr med farvede D. melanogaster. Til hgjre: Nederst, den flade skaerm med
gront skeermbillede, midterst, labyrinten med startrgr pakket ind i sglvpapir og slutrgr med fluemedie og gverst spejlet.

o Noter i forsggsskemaet hvert andet minut hvor mange D. melanogaster (kontrol og
mutant) der er kommet ud i hver af de ni slutrgr og tém disse nar ngdvendigt
o Kor forsgget i 60 minutter
- Efter endt tidskgrsel tael antal D. melanogaster (kontrol og mutant) i labyrinterne og i startrgrene
- Pabegynd farvning af D. melanogaster, replikat 3 kl. 10:30
o Gentag farveproceduren, men farv D. melanogaster modsat af replikat 2
- Gentag forsggsproceduren med replikat 2 og replikat 3, se forsggstider (Figur 80)

Vigtigt! Husk at notere tidspunkt for overfgrsel af D. melanogaster til agarrgr og navngiv agarrgr, rep 1/2/3
+ mutant/kontrol + tidpunkt. Skift baggrund pa computerskeermene ved hvert replikat og ligeledes farven
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pa mutant/kontrol. Striberne pa filmen skal Igbe mod labyrintens startrgr. Efter hvert replikat skal
labyrinterne skilles ad og renggres med trykluft og ethanol.

Model — Labyrintforsgg
Farvning og pa agar start

kl. 7:00-7:05 Replikat 1
kl. 8:45:-8:50 Replikat 2

Forsgg start
kl. 9:05-10:05 Replikat 1

kl. 10:30-10:35 Replikat3  kl. 10:05-10:50 Renggr labyrinter
kl. 10:50-11:50 Replikat 2
kl. 11:50-12:50 Renggr labyrinter
kl. 12:35-13:35 Replikat 3

Figur 80 Tidsoversigt af Labyrintforsgg.
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Materialeliste

Labyrinter x2 Labyrintslutgummiprop (2x10
stk.)

Flade computerskaerme x2 (30
cm x 47,5 cm) og (29,5 cm x
51,5 cm)

Baerbare computere x2

Fluorescerende

Startrgr (35 ml rgr med Spejle (40 cm x 60 cm) x2 mikrostgvfarve (grgn og red)
skumprop, tomme) (2x3 stk.

35 ml rgr med skumprop til
til forsgg)

Anslagsdempere
farvning (2x6 stk. til farvning)

LED arbejdslamper (JANSJO)

x2 Analysevaegt (METTLER,
AE200)

Rako kasser (40 cm x 60 cm)

x2 til afskaermning Engangshandsker

Borde x2 68 ml rgr til agar (2x6 stk.)

Stole x2 Agar

Labyrintstartgummiprop med Stopur x2 Demineraliseret vand

toppen af en Swinnex 25 Filter 6x68 ml rgr med 30 D.
Holder og klaebegummi melanogaster (minoslinje,

(Bantex Tack-All) x2 mutant)

6x68 ml rgr med 30 D.
melanogaster (minoslinje,
kontrol)

Suger x2

Klimarum

Reagensglasstativ (PP 26 mm)
x4

Slutrgr (35 ml rgr med
skumprop, med fluemedie) Selvpapir
(ca. 2x20 stk.)
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Indtastningsskemaer til labyrintforsgg

Labyrint forsgg - grén skam

Linje:

[reptikar:

[oato:

|S.‘tarttidspunln:

|Knmrnl:

[Mutant:

Tid/ minut ter

z 4

6

10

1z

14 16

18

20

2z

26

28

rgd |grén| rad |gran] eid

grgn

gran

rad

grgin

ragd |gran

ragd |grin )] réd |grén

rgd |grgn

rgd |gran

rgd |gen

rgd |gran

rgd |gen

mgd |gran

Rgr 1

@ mt

Rgr2 | |

tgmt

Rer 3 | |

@t

@mt

rers | | |

@ mt

R 6 | |

tgmt

tgmt

rers | | |

@mt

tgmt

Evi. kommentarer:

Labyrint forsgg - grén skam

Tid/ minutter

32 3

36

42

44 A6

4B

52

56

5B

réd |grén| rad |grén| eid

grgn

qran

grgin

ragd |gran

rad |grin] réd gren

réd |gren

rBd |gran

rgd |gsn

rgd |gran

r@d |gen

mBd |gran

rad

Rest i labyrint:

&rgn:

Rest i startrgr:

&rgn:

Rgd:

Dgde:

Grgn:

Red:

Evi. kommentarer:
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Labyrintforsgg - stnbet skam

Linje:

[Replikat:

Dato:

|starttid5punln:

Kontrol:

Mutaint:

Tid/ minutter

2

]

10

12

14 16

18

22

26

28

mgd |gran

rgd |gran| rdd

lgren

gren

grn

rgd |gran

rgd |gran] rad |grén

rad |gmgn

Bd

gran

rgd |grén

rgd |gran

rgd |grgn

mgd |gran

rgd

Evi. kommenigrer:

Labyrintforsgg - stnbet skam

Tid/ minutter

32

36

42

44 A6

4B

52

56

5B

mgd |gran

rgd |gran] ndd

gren

rgd

gren

gren

rgd |gran

rgd |grén] rad |grén

rad |gmgn

rBd

gran

rad |grdn

réd |gran

rgd |grén

mBd |gran

rgd

Rest i labyrint:

&rgn:

Rest i startrgr:

&rgn:

Rgd:

Dgde:

Grgn:

Red:

Evi. kommenigrer:
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Appendiks G Temperaturdata

38,0
36,0
34,0
32,0
30,0
28,0
26,0
24,0
22,0
20,0

Temperatur, °C

Temperaturvariation, malt over og under labyrinten pa S-skaarm
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Tid, min

Figur 81 Temperaturvariation malt over og under labyrinten pa S-skaermen.

Forspget med S-skaermen forlgb over 260 minutter, hvor temperaturen under labyrinten steg fra 23,6 °C ved forsggets start til 36,8 °C ved forsggets
afslutning, en temperaturvariation pa 13,2 °C. Temperaturen over labyrinten steg fra 24,1 °C til 30,6 °C som gav en temperaturvariation pa 6,5 °C.
Temperaturen var over labyrinten langsommere stigende igennem forsggsperioden end temperaturen under labyrinten (Figur 81). Labyrinten blev
ikke taget ud af klimarummet og rengjort efter hvert replikat under forsgget, men skaermbilledet pa S-skaermen blev aendret efter hvert replikat.
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Temperaturvariation, malt over og under labyrinten pa L-skaerm
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Figur 82 Temperaturvariation malt over og under labyrinten pa L-skaermen.

Forspget med L-skaermen forlgb over 260 minutter, hvor temperaturen under labyrinten steg fra 25,6 °C ved forsggets start til 30,6 °C ved forsggets
afslutning. Temperaturvariationen var 5,5 °C og den maksimale temperatur blev malt til 31,1 °C efter 165 minutter. Temperaturen over labyrinten
steg fra 24,1 °C ved forsggets start til maksimalt 27,6 °C, en temperaturvariation pa 3,5 °C. Temperaturen var ikke konstant stigende (Figur 82), som
den var ved forsgget med S-skaeermen (Figur 81). Labyrinten blev taget ud af klimarummet og rengjort efter hvert replikat, og skeermbilledet pa L-
skeermen blev e&endret efter hvert replikat. | forsgget med L-skarmen var temperaturen over labyrinten ogsa langsommere stigende igennem
forspgsperioden end temperaturen under labyrinten.
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Figur 83 Gennemsnitlig temperaturvariation baseret pa tre dages malinger malt direkte pa de to forsggsskaerme.

Tre forsgg med temperaturloggere direkte pa L-, og S-skaarmen forlgb hver over 260 minutter. Den gennemsnitlige temperaturvariation for de tre

forsgg er udtrykt i (Figur 83). Temperaturvariationen for L-skeermen blev 12,6 °C, med en starttemperatur pa 24,8 °C og en sluttemperatur pa 37,4 °C.
Temperaturvariationen for S-skaermen blev 12,2 °C, med en starttemperatur pa 25,1 °C og en sluttemperatur pa 37,3 °C. De to labyrinter blev taget ud

af klimarummet og rengjort efter hvert replikat, og skeermbilledet pa begge skaerme blev andret efter hvert replikat. For replikat 1 var S-skeermen
gennemsnitligt 0,5 °C varmere end L-skaermen, for replikat 2 var den gennemsnitlige temperaturforskel imellem de to skaerme 0,1 °C og for replikat 3
var L-skaermen gennemsnitligt 0,8 °C varmere end S-skarmen.
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Figur 84 Temperaturforskel mellem L- og S-skarmen.

| en periode pa tre dage, svarende til 864 temperaturmalinger, varierede temperaturen i klimarummet pa L-skaermen fra 24,1 °C til 24,6 °C og fra 23,6

°C til 24,1 °C pa S-skeermen. | denne periode blev der ikke kgrt forsgg og skaermene var slukket i klimarummet. Gennemsnitstemperaturen var 0,9 °C
hgjere pa L-skeermen end pa S-skaermen (Figur 84).
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Appendiks H Diverse datasaet

Diverse datasaet i Excel samt arbejdstegninger kan rekvireres ved henvendelse til forfatterne.
Sandra Marie Neumann Arvidson, sandra@arvidson.dk

Lisbeth Strgm Madsen, lisbethsmadsen@gmail.com
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