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Bevezetés

Az emberhez hasonld élélények sok millio sejtbol allnak. A
sejteket membran veszi korul, ami fizikailag egybetartja a sejt
alkotoit. A membran a sejt szamara idealis korilményeket biztosit a
szerkezet fennmaradasahoz, és a Kkilsé kornyezethez vald
alkalmazkodashoz. A sejt optimalis belsé kornyezetének
fenntartasahoz elektromosan toltétt molekulaknak kell tavozni és
bejutni speciélis nyilasokon és ioncsatornakon keresztuil.

Az ioncsatornakat membranon ativelé porusképzé fehérjék
alkotjak. Az ioncsatornak kozott a fesziiltségfiiggé K* ion csatornak
a leggyakoribbak és legsokfélébbek. Az emlésokben, a ket alcsaladra
bonthatd a K* ioncsatornakat tobb mint 60 kiilénbzé gén kddolja.
Az A-tipusi K ioncsatorna alcsaladot példaul az egér latokérgében
sok gén kodolja. A Drosophilanak négy K* csatorna alcsaladja van.
Ezek kozll két alcsalad kodol A-tipusi csatornat.

Az idegsejtekben az A-tipusu csatorndk az ismetlodo tiizelés
frekvencidjaban jatszanak szerepet. A szivben az akcios potencidl
gyors vagy korai fazisanak repolarizaciojaban jatszanak szerepet és
megszabjak a sziv akcios potencidl amplituddjat és hosszat.
Feltehetoleg szerepet jatszanak a ritmikus viselkedésekben, mint a
helyvaltoztatds, élethossz és szinaptikus plaszticitds, olyan
mechanizmusokban, amelyek mogott a hosszan tartd potenciaciod

(LTP) huzédik meg. Mivel a Drosophila motorosneuronjai és
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hozzajuk tartozd izmokhoz vezeté nyulvanyaik, és ezek tanuld és
memoria kdzpontjai az agyban (gombatest), és ezek input és output
neuronjai jol ismertek, ez j6 modell szervezet, hogy tisztdzzuk a
tranziens A-tipusi csatorndk szerepét a muslica ritmikus
viselkedéseiben, mint a helyvaltoztatas, tisztalkodas, tanulas és

memboria.

Célkitiizes

Vizsgalatunk célja hogy részletesen megismerjik (feltarjuk)
az egyik a Drosophilaban azonositott, Shal/Kv4-szerii neuron Ia
aramot, az altalunk el6allitott transzgénikus Shal/Kv4 torzs
segitségevel, amiben a csatorna pérus képz6 a-—alegység mutans.
Mivel ez a mutans Shal/Kv4 o—alegység csak a Shal/Kv4 alcsalad o~
alegység tagjai o—alegységeivel képez tetramert, dominans-negativ
modon akadalyozza meg a csatorna mikddesét és ezért lehetévé
teszi, hogy vizsgaljuk, hogyan befolyasolja az In hianya a
Drosophila viselkedését. Vizsgalatainkkal, azt remeljik, jobban
megertjik a Shal/Kv4 ion csatorna szerepét a helyvaltoztatasban, az

élettartamban és a tanulds/memaria folyamatokban.
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Mddszerek és anyagok

Dominans-negativ konstrukt (DNKv4) eléallitasa

Shal/Kv4 dominans negativ a—alegység konstruktot a Shal2
a—alegység 362 helyzeti triptofan (W) aminosav fenilalaninre (F)-re
cserélésével (W362F) allitottuk el6 in vitro a Shal2 o-alegység
cDNS-ében [GenScript, Inc, [Piscatway, NJ] és pUAST expresszios
vektorba klénoztuk.
Az inszert méret meghatarozasa

A DNKv4 o-alegyseg szakasz méretét a pUAST-DNKv4
plazmid EcoRI-Hindlll restrikciés enzim emésztési terméke es a
DNS létra sdvok (1KB) d6sszehasonlitasaval igazoltuk agardz
elektroforézist kdvetoen.
Transzgenikus torzs eléallitasa

DNKv4 transzgénikus torzs eléallitasdhoz a pUAST-DNKv4

vektort pr 25.7wc (wing clipped delta 2-3 transposase) segito

plazmiddal kevertiik 6ssze és dekorionizalt w''®; + ;+ (fehér szemii)

Drosophila embriokba injektaltuk. A DNKv4 inszercids helyét
meghataroztuk, majd masodik és harmadik kromoszomas dupla
balanszerrel balansziroztuk a torzset.
Fehérje extrakcio és Western blot analizis

A DNKv4 fehérje tisztitasa celjabdl transzgenikus legyek
fejet gyajtottik és ultrahangoztuk 20 pl 2X SDS minta pufferben.

Anti- o-HA.11 elsédleges és anti-egér IgG masodlagos
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ellenanyagokkal hasznaltunk a DNKv4 kifejezédési  szint
meghatarozasahoz.
Embrid sejt immunfestés

Szinkronizalt, 5 ora kor( egyetlen DNKv4 embriot sejtekre
bontottuk és 20 ul Schneider taptalajban tartottuk koralbeldl 7 napig
60% nedvességtartalmi tenyész-edényben szobahmérsékleten. A
sejteket azutdn fixaltuk 4% PBS-ben oldott paraformaldehiddel, és
anti o -HA:11 elsédleges ellenanyaggal kezeltiik éjszakan at 4 °C-on,
mostuk 0,1% szaponint tartalmazé PBS-el, majd FITS- vagy
rhodamin-konjugélt maéasodlagos ellenanyaggal kezeltik és
glicerinben fedtik le.
Embrid sejttenyészet elektrofiziologiahoz

9-10 fejlodési allapoti egyetlen DNKv4 embrio belsejét
vékony mikropipettaval kiszivtuk és fedélemezre cseppentettik,
hogy Schneider Drosophila taptalajban szétteritettik. A sejteket 20
°C-on és 60% paratartalomban tartottuk 3-5 napig.
Elettartam vizsgalat adult legyeken

Nyolcvan — szaz frissen kikelt legyet gyujtottiink 25 °C-on
novesztett tenyeszetbdl, majd tizes csoportokra osztottuk. Minden 10
legyet tartalmazé csoportot minden 6tddik napon Uj tenyész-edénybe
helyeztlink at, amig az utolsé légy elpusztult. Sigma plot
programcsomaggal allapitottuk meg az adult legyek kdzepes tuléelési
idejét.
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Larvak mozgasanak értékelése

A larvék helyvéltoztatasa mérésehez, szobahémérsekleten
(21 °C) nevelt egyedi 3-ik stadiumi DNKv4 larvakat 1% agardz
lemezre helyeztink, amik ald a petricsesze aljara 0,5x0,5 cm
négyzethaldt ragasztottunk. Szamoltuk, hogy a larva 5 perc alatt
hany négyzetet keresztez. A tobb larva altal keresztezett négyzetek
szamat atlagoltuk es az adatokat atalakitottuk percenként keresztezett
négyzetek szamara.
Larva tanulési és memoria teszt

A memodria és a tanulas vizsgalatara szoba hémérsékleten
nevelt, 3-ik stddiumid DNKv4 larvédkat 60 mm  atméréju
petricsészében asszocialtattuk a frukt6z (iz-érzés) és a OCT (AM-
/OCT+) szagingert. Ugyanilyen genotipusu allatokkal asszocialtattuk
a fruktéz és az AM (AM+/OCT-) szagingert. A tanulasi index
értéket, mint a reciprok médon tanitott larvak szaginger preferencia
kilénbsége felét szamoltuk ki [LI = PREF (AM+/OCT-) — PREF
(AM-/OCT+)/2].

Eredmények és kovetkeztetések
Az atmenetileg gyors aktivalo és inaktivalo A-tipusu (l1a)
aramot az akcids potencial repolarizaciéjanak tulajdonitjak, ami az
akcios potencidlhullamok kozotti intervallumot szabalyozza es az

akcio potencialnak a dendritbe visszafele torténo terjedesenek
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korlatozasaban jatszik szerepet. Emlésokben az atmeneti Kilsé Ia
aram tobb K® csatorna gén szabja meg. Az egér kérgi piramis
sejtjeiben, példaul, harom tranziens la -t harom K* csatorna gén,
Kvl.4, Kv4.2 és Kv4.3 kodolja. Az I aramok egyikének vagy
mindegyikének drogokkal, toxinokkal, vagy genetikai eszkdzokkel
végzett inaktivaldsa emlésokben méas ion csatorna  gének
kifejezédesét vagy hatasat valtoztatja meg, vagy kompenzalja. Ezért
a tranziens la aramok szerepének tisztazasa nehéz. Az emlésokkel
szemben a Drosophildban csak két gén okoz tranziens I aramot.
Ezek egyike, a Shal (Kv4.2) gén, Shal/Kv4 &ramot kodol az idegi
szomatodendritikus teruleten, a masik, a Shaker (Kvl1.4) gén az
axonokban és az izmokban felel6s a Shaker/Kv1 aramért.

Toébb mint husz fliggetlen transzgénikus torzset allitottunk
eld, amik a Shal/Kv4 dominéns negativ a—alegység transzmembrén
fehérjét (DNKv4) fejezik ki. SDS-PAGE felhasznalasaval vizsgaltuk
a DNKv4 o-alegység transzgénikus torzseket, 52 kD meéreti
fehérjeként azonositottuk a DNKv4 a-alegység fehérjét, ami
kilonb6z6 mértekben fejezodik ki, és ami megfelel a Shal/Kv4
fehérje méretének. Voltage-clamp elvezetessel kimutattuk, hogy a
Shal/Kv4 dominéns-negativ a—alegység megszinteti az I, aramot és
a Shal/Kv4 funkciot anélkil, hogy mas ion csatorna funkciok,
példaul a késoi rektifikdlo K ion csatorna, kompenzalodna, vagy
megvaltozna. A DNKv4 o-alegységgel jard endogén ln aram
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megsziinés ezert lehet6vé teszi, hogy alaposan vizsgaljuk az
idegsejtek tuzelési mintazatat és a repetitiv viselkedeéseket, pl. a
larvak mozgésat, az adult legyek falra mészasat, az élettartamot és
egy ezeknél bonyolultabb larvaviselkedést, a szag-asszocialt
tanulast. Ezekben a transzgéniukus térzsekben vizsgaltuk a DNKv4
a—alegység sejten bellli lokalizacidjat a sejt testben és a puncta-ban
neuralis  folyamatok  soran  embrionédlis  neuronok  HA
immunfestésével (HA-DNKv4). A DNKv4 csatornat hordozo allatok
a gyenge Shaker®™¥ mutans torzshoz hasonlé anesztézia-figgs 1ab-
és testreszketés fenotipust (hiperexitabilitast) mutatnak. A DNKv4
torzsek elethosszat a kontrollénal révidebbnek talaltuk; azonban az
életciklusuk hosszaban nem talaltunk valtozast, ami azt sugallja,
hogy a Kv4/Shal a Drosophila élettartamaban jatszik szerepet. A
DNKvV4 tdrzsek rendellenességeket mutattak a larvak mészasaban, az
adult legyek mozgasaban és tisztalkodasaban és a larvak szaglas-
asszocialt tanuldsdban. Larva és adult helyvaltoztatas tesztekkel
kimutattuk, hogy a DNKv4 allatok mind a larva mind az adult
tesztekben rosszabbul teljesitenek a maszasi sebessegben, a fal
mészashban a kontroll torzsekhez képest. Az adult DNKv4 legyek
tisztalkodasi viselkedése hatékonysaga alacsony.

A larvdk  szaglassal-kapcsolatos  tesztjeiben  eldszor
megallapitottuk, hogy a DNKv4-nek nincs befolyasa a DNKv4

legyek szag érzékelésére, azaz, az hasonlo a vad tipusu larvakéhoz, a
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DNKv4 larvak képesek voltak megkulonboztetni a két hasznalt
feltételt (jobban kedvelik a fruktézt az agardznal). Ugyancsak
igazoltuk, hogy nem mutatnak preferencidt a semleges illatokra
(amilacetéat és oktanol). A tanulasi tesztben azonban a DNKv4 larvak
nem tudtak dsszekapcsolni az iz (fruktdz) és a szagingert (amilacetat
vagy oktanol), ami arra utal, hogy Shal/Kv4 szerepet jatszik a
tanuldsban és a memoridban.

DNKv4 neuronok elnyult akcids potencialt mutatnak, kisebb
(after)hiperpolarizaciot, az els6 tlizelésig rovidebb latenciat, az
ismetelt tlizelésben hibakat amiket gyorsan adaptalnak (Ping and
Waro et al, 2011). A viselkedési fenotipusok dsszhangban vannak a
tapasztalt ismételt tlizelés hiannyal, és érthetébbé teszik 1a/Kv4

jelentéségét.

A tézis a szerz6 az alabbi kdzleményben bemutatott kutatasi

eredményein alapszik:

*Ping, Y., *Waro, G., Licursi, A., Smith, S., Vo-Ba, D. A, &
Tsunoda, S. (2011). Shal/Kv4 channels are required for maintaining
excitability during repetitive firing and normal locomotion. PloS
One. Vol.6.

* These authors contributed equally to this work.
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