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Roviditések jegyzéke

Al1-9 = abdominalis szegmensek

BSA = szarvasmarha szérum albumin

CCAP = rak szivmitkodést serkent6 peptid (Crustacean cardioactive peptide)
CCAP-EN = CCAP efferens neuronok

CCAP-IN = CCAP interneuronok

cDNS = az RNS-16l reverz transzkripcioval késziilo6 DNS

CI = centro-intermedialis rostok

DL = dorzolateralis rostok

DM = dorzomedialis rostok

DNS = dezoxiribonukleinsav

Fas2 = Fascilin 2 fehérje

GAL4 = élesztd transzkripeios faktor génje

GFP = zolden fluoreszkalé fehérje (green fluorescent protein)
IR = immunreaktiv

KIR = ko6zponti idegrendszer

L1/L2/L3 = larva fejlettségi stadiumok

PBS = NaCl-tartalmu foszfat puffer

PBT = NaCl-tartalmu foszfat puffer Triton-X 100 detergenssel
PFA = paraformaldehid oldat

SEG = garatalatti duc

TX = Triton-X 100

T1-3 = Thorakalis szegmensek

UAS = Upstream Activation Sequence

Va = ventralis helyzetli neuroszekrécios abdominalis sejtek
VL = ventrolateralis rostok

VM = ventromedialis rostok



Bevezeto

Altaldnos leirds

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) a rovarok (Insecta) osztalyan beliil a kétszarnyuak (Diptera) rendjébe
tartozik. Eredetileg tropusi és szubtropusi faj, de mara mar az emberrel egyiitt az egész vilaghan elterjedt. A
hideget hazakban vagy hiberndlva vészeli at.

Mar nagyon kordn a laboratoriumi kisérleti allatok korébe keriilt. El6szor William Ernest Castle hasznalta
modellallatként 1901-ben a beltenyésztés hatisainak vizsgalatara. A Drosophila laboratoriumi alkalmazasaban
az igazi attorés Thomas Hunt Morgan nevéhez kotddik, aki a kromoszoéma leirasaval kapcsolatos, Drosophilaban
folytatott kutatasaiért 1933-ban orvosi Nobel-dijat kapott.

Az ecetmuslicanak tobb olyan elényds tulajdonsaga is van, ami kozrejatszott abban, hogy ilyen széles korben
elterjedt modellorganizmussa valt. Laboratoriumi koriilmények kozt rendkiviil koltséghatékonyan tarthato.
Megél a legegyszeriibb taptalajokon is. Nem igényel sok helyet, és tor6dést: az allatokat elegendé 1-2 hetente
friss taptalajra atoltani.

Szaporodds

female male

A faj életciklusanak hossza és szaporodasanak menete ALz
szintén nagyon eldnyds a kutatok szdmara. A ndstények A el

naponta 100 petét is rakhatnak [Reeve (2001)]. A fejlodés
itemét a kornyezet homérséklete szabja meg. A teljes
4talakulds 25 °C-on 10 nap alatt megy végbe [Golic és
Hawley (2005), Ashburner és Wright (1978)]. A
megtermékenyitést kovetden a petékbdl kb. 24 6ra mulva
elsé stadiumos larvak (L1) kelnek ki, melyek 2-3 nap
leforgasaval masodik stadiumos larvakka (L2) vedlenek. Ezt
még 2 nap és egy vedlés koveti. Ekkor jelennek meg a
harmadik stddiumos larvak (L3), melyek még tovabbi két
napig a taptalajban élnek és ott szabadon mozognak. A
bebabozddas elbtt a larvak a taptalajbol a taroloedény falara
masznak ki, ahol bebabozddnak. Az ezt kévet6 9.-10. napon
kelnek ki a kifejlett egyedek. Ezek az elkovetkezd 6-8
oraban még nem képesek szaporodni, mert a himek kitines
nemi szerve még nem keményedett meg, és ez altal nem
alkalmas a megtermékenyitésre (1. abra) [Ralph (1997)].

Nemi dimorfizmus
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1. abra. A Drosophila melanogaster
¢életciklusa. A teljes atalakulds harom
larvaallapoton keresztiil torténik.

A himek ¢és néstények konnyen megkiilonboztethetdek egymastol, ami nagyban megkodnnyiti a keresztezések
végrehajtasat. A két nemet legkdnnyebben a nemi szerviik alapjan kiilonithetjiik el: a himeknek s6tétebb szind,
barnas nemi szerviik van, mig a néstényeken csak egy fejletlen tojocsé lathaté. A himek altalaban kisebbek és
karcsubb potrohhal rendelkeznek, mint a néstények, tovabba a potroh utolsd két hati lemeze (tergitje) teljesen
fekete, mig a ndstényekké kevésbé pigmentalt (2. abra).



2. abra. Az ecetmuslica nemi dimorfizmusabol adodé fenotipusos kiilonbségek. Méretbeli kiilonbség (A), a
potroh pigmentaltsaga és a nemi szervek kiilonbsége (B) és a szexfésli megléte/hianya (C).

Frissen kikelt egyedeken, ahol a kitinpancél még nem keményedett meg, ezek a jegyek talan nem olyan
szembetlindek. Ilyenkor a nemek megkiilonbdztetésére az ugynevezett ,,szexfésti” hasznalhatd, mely a himek
els6 par laban talalhatd, és mar vedlés utan erdsen eliit az allat szinétél, egyértelmiien fekete (2. C abra).

A muslica genetikai manipuldlhatosdga

A Drosophila teljes genomjat 2000-ben publikaltak. A munka soran Osszesen 139.731.881 bazispart
szekvenaltak meg és kb. 13.600 kiilonb6z6 gént azonositottak [Adams és mtsai.(2000)]. Ennek eredményeként a
muslica génjeit célzottan tudjuk manipulalni és ma mar szamos mesterséges génkonstrukcio szabadon elérhetd
(Bloomington Flycenter).

Elterjedt genetikai manipulacios eszk6z a GAL4/UAS-rendszer, amivel az altalunk kivalasztott és klonozott
géneket szovet- vagy sejtspecifikusan fejeztethetjiik ki [Phelps (1998)]. A GAL4 egy éleszt6-specifikus gén, ami
egy gyenge promoter hatasa alatt all, és a transzkripcios faktor szerepli GAL4 fehérjét kodolja. A GAL4 fehérje
specifikusan kot az UAS (Upstream Activation Sequence) szekvencidhoz, ami altal egy ,,downstream” helyzetii
célgén (riporter gén) aktivalodik. Ez lehet egy altalunk vizsgalt gén vagy egy altalunk kifejeztetni kivant fehérje
mesterségesen beillesztett génje is (pl. CCAP peptid, szinaptikus markerfehérjék, GFP). Transzpozonok
segitségével a GAL4-konstrukcido behelyezheté egy enhancer régidé és egy masik, sejt-/szovetspecifikus gén
kozé, ez esetben az adott gén és a GAL4 gén is aktivalodik. Ezt az eljarast nevezik ,.enhancer trapping”
modszernek. A GAL4/UAS-rendszer ez esetben két muslica torzs keresztezésével jon 1étre. Az egyik térzsben a
GAL4 konstrukcio (ez a ,,meghajtd”) talalhatd a szovetspecifikusan kifejez6d6 gén és az enhancer kozott, a
masik torzs tartalmazza (a ,,meghajtott””) UAS-konstrukciot, amelyhez a kifejeztetendé riporter gént kapcsoljuk.
Az utéodok minden sejtjében megtalalhatd lesz mind a GAL4, mind az UAS-konstrukcid, de az UAS utan
kapcsolt gén csak azokban a sejtekben lesz aktiv, ahol a GAL4 gén is aktiv. Ennek a rendszernek a specificitasa
mellett még az is elénye, hogy rendkiviil sok GAL4 vonal ismeretes (3. abra) [Duffy (2002)].

A flip-out technika

Az enhancer trapping modszerhez hasonloan marker fehérjéket fejeztetiink ki, azonban az enhancer trapping
modszerrel ellentétben, amikor is minden sejt expresszalja a beépitett markert, a flip-out technikaval mi magunk
kontrollalhatjuk, mely sejtek fejezzék ki a markert. Ezt a hdsokk aktivalt flipaz-rekombindz segitségével érhetjiik
el ugy, hogy a marker fehérjét kodolo gén elé egy stop kazettat épitiink be, igy az normal koriilmények kozott
nem expresszal. Ha az allatokat héhatasnak tessziik ki, amelynek soran a hésokk fehérje promotere aktivalodik,
akkor az utana beépitett flipaz enzimet kodolo gén is atirddik, amely a stop kazetta koriil elhelyezett flipaz
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felismerd régidk mentén hasit. Ennek kdszonheten a stop kazetta eltavolithatd, igy a marker kifejez6dhet. A
flipaz enzim csak a mitdzisban, illetve kdzvetleniil a mitdzis utdni fazisban 1évé sejtekben képes eltavolitani a
stop kazettat. fgy a hokezelés idézitésével tudjuk kontrollalni, hogy mely sejtek szolaljanak meg és melyek ne (4.
abra) [Wong és mtsai. 2002]. Mivel a fejlédo allatban szamos intenziven osztddod sejtet talalunk, igy az egyes
sejtpopulaciokon beliil egy iddben egyszerre tobb sejt is érzékeny fazisban lehet. Azonban megfeleld, azaz
konnyen vizualizalhaté morfologiai marker ko-expresszaltatdsdval megkoOnnyithetd a vizsgalatra alkalmas
mintak hokezelés utani kiszelektalasa. Idealis esetben a flip-out moddszerrel képesek vagyunk egy adott
sejtpopulacion beliil a sejteket egyenként ,,megszolaltatni”.

Genomic or cloned enhancer Gal4 Protein

T W EERY Y T 7 T Spe—

Gal4 encoding cDNA UAS Sequence

3. abra. A him altal hordozott szovetspecifikus enhancer kontroll alatt 1év6 GAL4 gén altal kodolt GAL4 fehérje
specifikusan kapcsolodva az UAS szekvenciahoz aktivalja az utina kapcsolt gént is [Duffy (2002)].
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4. abra. Flip-out technika. Az UAS szekvencia és a riporter gén kozott beépitett stop kazetta megakadalyozza a
riporter gén atirodasat. A hékezelés hatasara aktivalhato flipaz rekombinaz (flp) a szamara specifikus hasitasi

helyeken (FRT) vag, igy a stop kazetta eltavolithat6 és a riporter fehérje expresszalddhat [modositva Wong és
mtsai 2002].

GFP

A z6lden fluoreszkal6 fehérje (GFP) egy természetes eredetil, 238 aminosavbol all6 fehérje (26,9 kDa), mely kék
fénnyel torténé megvilagitas hatasara zold fényt bocsajt ki. Tobb tengeri é16lény szintetizalja, els6ként az
Aequorea victoria csendes-oceani medizabol izolaltak [Shimomura és mtsai (1962), Shimomura (2005)]. 1992-
ben Douglas Prasher izolalta, klonozta és szekvenalta meg a GFP ¢cDNS-ét [Prasher (1992)]. Két évvel késobb,
1994-ben, Prashernek sikeriilt eloszor a GFP-t mas fehérjék kifejez6désének kovetésére alkalmaznia. Modszere
par évvel késObb mar standard eljarasnak szamitott a sejtbioldgidban. Igazi jelent6sége abban rejlik, hogy az
enhancer trapping modszerrel Kifejeztetett fehérjék megjelenését a szamunkra érdekes sejtekben direkt
fluoreszcens megvilagitast kovetden lathatova tehetjiik akkor, ha a GFP fehérjét egyiitt fejeztetjiik ki a vizsgalt
fehérjével [Chalfie és mtsai. (1994)].



Szinapszis

Az idegrendszer morfologiai alapegységét képezé neuronok kozott 1étrejovo fizikai kapcsolatokat nevezziik
szinapszisnak. Ennek klasszikus tipusaban kémiai hirvivd molekulak altal torténik az informaci6 tovabbitasa. A
szinapszis két 6 részbdl all: a kimeneti —preszinaptikus -felszinbdl, ahol az informaciot hordozé molekulak
felszabadulnak, és a bemeneti — posztszinaptikus - felszinbdl, ahol a felszabadult kémiai hirvivék a szamukra
specifikus receptorokon kotddnek és kivaltjak a megfeleld valaszt (6. abra).

Az ecetmuslica genetikai adottsagai miatt az elmult években fontos szerepet toltott be a neuronalis haldézatok
kutatasaban, igy példaul szamos genetikailag beépithet6 és a be- és kimeneti felszinek membranjain
kifejeztethetd szinaptikus markert, illetve altalanos membranmarker genetikai konstrukciojat fejlesztették ki (pl.
synaptobrevin, synaptotagmin, CD8). Ezek a fizios fehérjék két komponensbdl allnak: egyrészt a vizsgalando
sejtkompartmenthez kothetd fehérjébdl, masrészt a hozzd kotdtt markerbdl, ami az esetek nagy részében
valamilyen fluoreszcens fehérje [Nicolai és mtsai. (2010)].

Fasciclin 2

A muslica kozponti idegrendszerében a kiilonb6z6 neuronhaldzatokban az egyes elemek egymashoz viszonyitott
helyzetének 0Osszehasonlitasahoz sziikségessé valt egy olyan rendszer felallitisa a neuropilben, amihez
viszonyitva a késGbbiekben vizsgalt és azonositott struktarak leirhatoak. Egy ilyen, anatomiailag behatarolhato
rostok helyzetén alapuld halézat mar sziiletett a Drosophila KIR kutatds sordn [Murphey és mtsai. (1989),
Merritt és Murphey (1992)]. Ez a rendszer azonban kifejlett allatban késziilt, igy hasznalhatosaga limitalt. Ennek
a problémanak a megoldasara a Matthias Landgraf altal 2003-ban publikalt fasciclin-rendszer szolgal. A
fasciclin 2 az immunglobulinok csaladjaba tartozik, egy, az axonndvekedés iranyitasaban szerepet jatszo
sejtadhézios molekula. A Landgraf kutatocsoportja altal kidolgozott modszer a fasciclin 2-IR elemek térbeli
elhelyezkedésén alapszik. A fasciclin 2-IR strukturak eloszlasa egyenletes €s valtozatlan a vizsgalt egyedek kozt,
ezért alkalmas a KIR neuropiljének a felosztasara. Landgraf rendszerét a Fas2-IR struktarak feltarasan tul a
korabban alkalmazott egyéb altalanos morfologiai bélyegek figyelembe vétele alapjan alkotta meg. A hosszanti
lefutasu rostokat az elhelyezkedésiik alapjan betlikkel jelolte, dorzoventralis viszonylatban a D=dorzalis;
C=centralis; V=ventralis jeloléseket, mediolateralis viszonylatban pedig az M=medialis; I[=intermedialis;
L=lateralis jeloléseket alkalmazta. Az ot transzverzalis rostkoteget (commissurakat) 1-t61 5-ig szamozta, a
szamozast dorzalis oldalrol kezdte (5. abra) [Landgraf és mtsai. (2003)].

B1 pLciomcioL B2

5. abra. Drosophila L3 larva hasdacarol késziilt (Al,2) Fas2-IR struktirék és (B1,2) a felvételek alapjan késziilt
sematikus abra [Santos (2007)].

Neuropeptidek

A neuropeptidek olyan kis molekulaju jelz6 anyagok, amelyeknek igen sokrétli a gerinctelen szervezetben
kifejtett hatdsa. A neuropeptidek szerepiiket tekintve lehetnek neurotranszmitterek, neuromodulatorok és
neurohormonok is, neuropeptideket termelhetnek neuroszekrécids sejtek és interneuronok is. Hatdsukat
egyszerre tobb tdmadasponton is képesek kifejteni. A vizsgalatok a mai napig elsésorban a neurohormonként
miikodé peptideket célozzak, mert ezek tesztelése konnyen kivitelezhetd [Holman és mtsai. (1990), Géde és
mtsai. (1997)]. Nagy szamuk, valtozatos kémiai természetiik, és nem utolsd sorban gyakorlati jelentdségiik miatt
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a neuropeptidek besorolasanak ma leginkabb elterjedt csoportositisa a funkcionalis alapon torténé felosztas. Igy
a gerinctelen neuropeptidek kozt négy kiilonb6zd csoportot kiilonithetiink el: a novekedésre és fejlédésre, a
szaporodasra, az anyagcserére ¢és nagyrészt az izommozgasok befolyasoldsdn at a viselkedésre hatd

neuropeptideket [Fonagy (2005)] (1. tablazat).

Funkcié Neuropeptid Elsédleges hatas

Szerkezet

Az ekdizon-bioszintézist
serkenti az elétori

Novekedés Bom-PTTH {monomer)

és fejlodés

GNIQVENQAIPDPPCTCKYKKEIEDLGENSVPRFIETRN-
CNKTQQPTCRPPYICK ESLYSITILKRRETKSQESLEIPN-

mirigyben ELKYRWVAESHPVSVACLCTRDYQLRYNNN
A-lanc: Bombyxin-Il A glikogén- és trehaldzszint GIVDECCLRPCSVDVLLSYC
csokken

A-ldnc: human inzulin A vércukorszint csékken

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Mas-AT A JH-szintézis serkentése GFKNVEMMTARGFamid
Mas-AST A JH-szintézis gatlasa pQVRFRQCYFNPISCF
Dip-AST-1=Pea-AST1 A JH-szintézis gatlasa LYDFGLamid

Dip-AST-2=Pea-AST-2 A JH-szintézis gatlasa

AYSYVSEYKRLPVYNFGLamid

Mas-EH A vedlés részfolyamatait,
a potroh motoros

neuronjait serkenti

NPAIATGYDPMEICIENCAQCKKMLGAWFEG-
PLCAESCIKFKGKLIPECEDFASIAPFLNKL

Bom-MRCH-I{=PBAN-I}) A melaninképzddést

LSEDMPATPADQEMYQPDPEEMESRTRYFSPRLamid

serkenti
Bom-DH Embrionalis diapauzat TDMKDESDRGAHSERGALCFGPRLamid
indukal
Szaporodas Lom-OMP Az ovériumfejlddést YYEAPPDGRHLLLQPAPAAPAVAPA(A/S)PASWPH-
(kétféle izoform) serkenti QQRRQALDEFAAAAAAAADAQFQDEEEDGGRRV
Aea-OEH Az ovarium QPTNVLEIRCKLYSGPAVONTGECVHGAELNPCGKLSCLKGVG-
ekdizontermelését DKCGESTAGIIMSGKCASGLMCCGGQCV GCKNGICDHRLCPPRL
serkenti
Lyd-TE A herék ekdizontermelését ISDFDEYEPLNDADNNEVLDF
serkenti
Aea-TMOF A tripszinaktivitast gatolja YDPAPPPPPP
Neb-kolloosztatin A pete szikbeépllését gatolja SIVPLGLPVPIGPIVVGPR
Hez-PBAN A feromonszintézist serkenti LSDDMPATPADQEMYRQDPEQIDSRTKYFSPRLamid
Metabolizmus Lom-AKH-I A lipidmobilizaciot serkenti pQLNFTPNWGTamid
és homeosztazis Mas-AKH A lipidmabilizaciot serkenti pQLTFTSSWGamid
Pea-CAH-I Szivfrekvencia-fokozo pQVNFSPNWamid
Hez-HrTH Trehaldzszintet fokozo pQLTFSSGWGNamid
Mas-DP-1 A folyadékkivalasztast RMPSLSIDLPMSVLRQKLSLEKERKVHALRAAANRNFLNDlamid
serkenti
Patkany-CRF Az ACTH-termelést EEPPISLDLTFHLLREVLEMARAE QLAQQAHSNRKLMENamid
serkenti
Lom-AVP-DP A folyadékkivalasztast CLIT NCPRGamid
serkenti =
CLITNCPRGamid
Gerinces-AVP A vér-agy gdt permeabilitdsat CYFQNCPRGamid
serkenti —
Lom-neuroparsin Antidiuretikus hatasa NPISRSCEGANCVYVDLTRCEYGDVTDFFGRKVCAKGPGDKC-
avégbélben GGPYELHGKCGVGMDCRCGLCSGCSLHNLQCFFFEGGLPSSC
lzommozgdsok (Pea)-Proktolin Altalanos izomserkenté RYLPT
Mas-CAP A szivmiikddést serkenti pQLYAFPAVamid
Lom-TK-I A visceralis izmokat serkenti GPSGFYGVRamid
Emliés Substance P Béisimaizom-serkent6 stb. RPKPQQFFGLMamid
Lem-M-I A visceralis izmokat serkenti DPAFNSWGamid
Lem-PK A visceralis izmokat serkenti pQTSFTPRLamid
Lem-SK-I A visceralis izmokat serkenti EQFEDY(SO,H)GHMRFamid

Gerinces-CCK A bélmozgads és a pankreaz

enzim szekrécids serkentdje

DY(SO,HIMGWMDFamid

Lom-MIP Mioinhibitor hatasu AWQDLNAGWamid
Lom-FaRP Mioinhibitor hatasu GQERNFLRFamid
Neb-MS (FaRP) Mioszuppressziv hatasu TDVDHVFLRFamid

Puhatestli-FMRF Motoros neuronok gatldsa

FMRFamid

1. tablazat: A legfontosabb és legismertebb rovar-neuropeptidek bemutatasa a tanulmanyban vézolt
csoportositas alapjan. (D6lt betiikkel néhany, a felette talalhaté rovarhormonnal rokonsagot mutatd, ismert, de
nem rovar eredetii neuropeptid.) A vastagitott karakterek az azonos aminosavakat vagy rokon vegyiileteket,
illetve hasonl6 végzddéseket emelik ki. Aminosavkodok: A: Ala; C: Cys; D: Asp;E: Glu; F: Phe; G: Gly; H: His;
I: lle; K: Lys; L: Leu; M: Met; N: Asn; P: Pro; Q: GIn; R: Arg; S: Ser; T: Thr; V: Val; W: Trp; Y: Tyr.

A neuronalis informacio-tovabbitast kiilonbozd tipusu vegyiiletek medialjak; ezek kozil a klasszikus
neurotranszmitterekrdl tudunk a legtdbbet, tipusaik, biokémidjuk és hatdsmechanizmusaik egyarant jol ismertek.
A neuropeptidek viselkedése még kevéssé feltart, de igy is szamos eltérés ismeretes. A neuropeptidek tobbnyire
nagyméretli, un. dense core vezikuldkba csomagolodnak, és gyakran nem pre-, hanem periszinaptikusan
halmozodnak, felszabadulasukhoz pedig a membran nagyobb mértéki depolarizalodasara van sziikség, mint a
klasszikus neurotranszmitterek esetén. Azoktol eltéréen azonban gyakran jellemzo rajuk az extraszinaptikus, kis
kvantumokban torténd felszabadulds is. A peptidek hatotavolsaga nem korlatozodik olyan mértékben a
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felszabadulés helyére, mint a klasszikus neurotranszmittereké: akar a kdrnyezetiikben 1év6 mas szinapszisokra is
hatéassal lehetnek. Ez kiilondsen igaz olyan esetekben, amikor felszabaduldsuk nem szinaptikusan torténik. Ebben
az esetben egy sajatos parakrin felszabadulasi folyamatrol beszéliink (,,volume transmission”), mely soran a
peptid molekulak a diffuzios paraméterektdl fiiggden akar tobb tiz mikrométer tavolsagban 1év6 receptorhoz is
kotddhetnek. Ennek a folyamatnak a szabalyozasaban a peptidkihigulas, a specifikus peptidazok, valamint a
gliasejtek vesznek részt. Mindezeknek a tulajdonsdgaiknak kdszonhetden a neuropeptidek valdsziniisithetden
kulcsszerepet toltenek be az idegrendszer miitkddésének a finomhangolasaban (6. abra) [Nissel, D.R. (2009)].

A Synaptic transmission D Peptidergic intersynaptic spillover

A Y -
090
°gO°oo

T2

B Perisynaptic transmission E Peptide volume transmission

AN

T3
C Peptide cotransmission
— gN N\
O
Oogoooo
T1 o Neurotransmitter O lonotropic receptor
O Neuropeptide O Metabotropic receptor

® Diffusion O Peptide receptor

6. abra. Nem-peptiderg és peptiderg szinaptikus transzmisszié tipusainak sematikus 0sszehasonlitasa a KIR
neuronhaldzataiban. Az abrak a neurotranszmitterek és neuropeptidek hatotavolsagat szemléltetik a kiillonb6z6
szinaptikus elrendezésekben. (A) Egy egyszer(i szinapszisban a preszinaptikus neuron (PN) egy klasszikus
transzmitter molekulait szabaditja fel a szinaptikus résbe, ahol azok specifikus ionotrop receptorokhoz kotédnek
a vele szomszédos célneuron (T1) posztszinaptikus felszinén. A felesleges transzmitter a szinaptikus résbol
membrantraszportereken keresztiil tavozik, vagy extracellularis enzimek segitségével inaktivalédik. (B) A
neurotranszmitter kidiffundalva a szinaptikus résbél a posztszinaptikus neuron(T1) felszinén 1évé periszinaptikus
helyzeti metabotrop receptorokhoz is kotédhet. Eléfordul, hogy periszinaptikusan metabotrop receptorokat
talalunk a preszinaptikus neuronon (PN) is. (C) A preszinaptikus profilban a neurotranszmitterrel egyiitt dense
core vezikuldkba csomagolt neuropeptid is felhalmozodhat. A peptidfelszabadulas valoszintsitheten
periszinaptikusan torténik és a szintén periszinaptikus G-proteinhez kotott receptorokhoz (GPCR) kotddik. A
peptidfelszabadulashoz feltehetden a preszinaptikus felszin nagyobb mértékii depolarizacidjara van sziikség,
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mint neurotranszmitterek esetén. (D) A szinaptikus peptidfelszabadulas ,.talcsordulhat” a szinaptikus résen, és
akar tobb kozeli célneuronig (T1, T2) is diffundalhat. Az aktiv peptid kiilonb6z6 célneuronokhoz vald eljutasat
valosziniileg a kiilonboz6 helyekhez kotott proteolitikus peptidazok (kék csillag) korlatozzak. igy az is
eléfordulhat, hogy T1 kevesebb ideig lesz az aktiv peptid hatasa alatt, mint T2. (E) A ,,volume transmission”
(parakrin felszabadulas) lehet6séget ad arra, hogy a neuroaktiv anyagok a neuropilben nagy tavolsigokra
diffundéljanak. Itt egy nem szinaptikus neuropeptid felszabadulast (VIN) lathatunk Egy peptid hatasat a
célsejten talalhatd rokon receptorok tavolsaga hatirozza meg, a peptid a tavolsag hatasara kihigulhat vagy
membranhoz kotott peptidazok altal inaktivalodhat. Ebben az esetben a diffundalé peptid kiilonb6z6 célpontokra
is hatassal lehet (T1-T2): peptid ko-transzmisszié T1-nél, peptid hatds egyazon neuron mas részén (T1b),
preszinaptikusan a T2-n. [Nassel, D.R. (2009)]

A muslica kisszamll neuronjai és genetikai manipuldlhatosdga miatt a neurobioldgia kedvelt alanya. Bar
idegrendszere Ot nagysagrenddel kisebb, mint a gerinceseké, ennek ellenére sok tekintetben hasonlo
valtozatossagot mutat. Ami a Drosophildt a neuropeptid kutatasban tette érdekessé a neurobiologusok szamara,
az az a tény, hogy azon peptiderg neuronok szama, melyek egy adott neuropeptid gént expresszalnak, viszonylag
alacsony (kettd és par tucat kozt van). Ez leegyszeriisiti az egyes neuronpopulaciok tanulmanyozhatosagat.
Eddig Drosophilaban 31 neuropeptid gént azonositottak [Taghert és Veenstra (2003)], ezek feltehetden kozel 60
peptidet kddolnak, ebbdl 41-et mar kémiailag is beazonositottak [Taghert és Veenstra (2003), Predel és mtsai.
(2004), Baggerman és mtsai. (2005), Wegener ¢és mtsai. (2006)].

Kutatasunk soran a Drosophildban is el6fordulo rak szivmiikodést serkentd peptiddel foglalkoztunk behatobban.

CCAP peptid

A rak szivmitkodést serkenté peptid (Crustacean cardioactive peptide, a tovabbiakban CCAP) egy nagyon
konzervalt szerkezetil, amidalt, ciklikus nonapeptid. Megtalalhat6 rakokban és rovarokban egyarant. A periférian
neurohormonként  szivgyorsit6  hatassal bir, mig az idegrendszerben neurotranszmitterként és
neuromodulatorként hat. Elsoként a parti tarisznyardk szivburkabodl izolaltak, ahol szivritmust szabalyozé
szerepet tolt be [Groome és Lehman (1995)]. Feltételezték, hogy a pepid f6 funkcidja a szivritmus szabalyozas,
ez az oka a peptid elnevezésének is. Drosophilaban a CCAP szintén szivritmus szabalyozo hatassal bir, de
emellett fontos szerepet jatszik a vedlés véghezvitelében és a circadian idézitésben. A CCAP aktivalja a
vedléshez sziikséges izommiikddést, igy az allat kibujhat a régi kitinvazabol [Predel és Wegener (2006), Néssel
(2002)] (7. abra).

[6]

. & Ecdysis
ETH = Pre-ecdysis (5] A

" Yap m g
‘ (3]
[4] (7]

Trachea O Inka Vm . CCAPn ’-> CCAP
i f ' i
EH

— CIRCULATION — CNS

(8]

7. abra. A CCAP 0sszetett vedlési szabalyozasi rendszer része. A diagram demonstralja ezeket a tobb peptidhez
kothet6 folyamatokat a vedlési szabalyozasban. A vedlés ETH (ecdysis triggering hormone) felszabadulassal
kezdédik a periférias Inka sejtekb6l (1). Majd az ETH beinditja az EH (eclosion hormone) felszabadulast a
centralis Vm neuronokbol (2). A pozitiv visszacsatolas kovetkeztében az Inka sejtek tovabbi ETH-t szekretalnak,
amit a novekvé ¢cGMP szint indukal (3). Az ETH felteheten tovabbi sejteket aktival a KIR-ben, amelyek
beinditjak a pre-ecdysist és a vedlési folyamatot (4), ezek mind EH igényti folyamatok (5). Az ETH ¢és az EH
egylittesen indukaljak a CCAP/MIP (Mytilus inhibitory peptide) felszabadulast a CCAP-neuronokbdél (6). A
CCAP/MIP gatolja a pre-ecdysist (7) és aktivalja a vedlési motoros folyamatokat (8) [Ewer 2005].
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A CCAP knock out (KO) mutansok jellegzetes vedlési hibakat mutattak, de ezek fajtija és stlyossaga a
kiilonbozo fejlodési stadiumokban eltérd volt. A mutansok tobbsége elpusztult a babbol valo vedlés hibajanak
kovetkeztében, mig a larva stadiumok kozti vedlés és a feln6tt allapotban bekovetkezd vedlés kevésbé volt
érintett. A vedlés soran bekdvetkez6 legsulyosabb hiba a potroh felfivodasaban mutatkozott, ami feltehetéen a
szivmiikddés zavaraval hozhat6 Osszefiiggésbe. Annak ellenére, hogy a CCAP KO mutansok vedlése mutatott
egyfajta circadian ritmust, a kikelések napi eloszlasa eltérd volt a normalistol. Ez is azt bizonyitja, hogy a CCAP
kulcsfontossagh a vedlés kivitelezésében és id6zitésében egyarant (8. abra) [Park (2003)].

8. abra A CCAP hidnya zavart okoz a vedlésben és a vedlést kovetd eseményekben. Vedlés elétti kifejlet
kontroll (A) és KO mutans allat (B). Mig mindkét allat sikeresen felfijta a homlokhdlyagjat (ptilinumat, fekete
nyil) addig a KO mutansban a potroh tajéka képtelen volt felfavodni, majd hizoéer6t gyakorolni a bab
kitinvazanak bels6 falara. A fehér nyilak a potroh hatarat jelzik, a fekete vonalak a kitinvaz hatarat jelolik. A
kifejlett KO mutansok (C) nem képesek kifesziteni a szarnyukat (fekete nyil) és a kutikula szklerotizacioja is
zavart szenved. A fehér nyilak azokat a godrocskéket jelolik, ahol a tor dorzalis izmai tapadnak. Azonos kora
(2-4 napos) kifejlett kontroll allat (D) [Park (2003)].

CCAP immunhisztokémia

A CCAP peptidek eloszlasat a Drosophila larva hasdiclancaban elészor Santos és munkatarsai irtak le 2007-ben
[Santos és mtsai. (2007)]. Kisérleteiket konfokalis mikroszkoppal dokumentaltak, de a peptid indirekt
fluoreszcens jelolésének érzékenysége a primer antitest min6sége miatt nem volt megfeleld. Ezért vizsgalataikat
a mar korabban emlitett enhancer trapping modszerrel el8allitott Ccap-GAL4XUAS-cd8-gfp konstrukcioval
folytattdk. Ezen a térzson nem CCAP-IR, hanem a CCAP-szintetizalo sejtekben ko-expresszalodo, jobban
vizualizalhaté GFP-IR eloszlasa volt vizsgalhato, igy egy jobb leirast adhattak a CCAP-s struktirak eloszlasarol
(9. abra).
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9. abra. A CCAP-s neuronok eloszlasa a Drosophila L3 larva hasduclancaban, a Ccap-GALAXUAS-cd8 torzs
segitségével. Dorzalis nézetbdl a hasdiclanc GFP-IR elemei (z6ld) és a Fas2-IR strukturdk (magenta) (A),
keresztmetszeti kép a harmadik abdominalis neuromer teriiletér6l (B). A felvételek alapjan késziilt idealizalt
sematikus rajzok, dorzalis nézet (C) és keresztmetszet (D). Aranymérték: 50 um az A és 25 um a B abrakon.
[Santos 2007]

A hasduclancban talalhaté neuronok morfologiailag tovabbi két f&6 csoportra bonthatoak. A CCAP-tartalmu
interneuronokra (CCAP-IN) és a CCAP-tartalmi efferens neuronokra (CCAP-EN). El6bbiekbdl szegmensenként
egy par talalhato (T1-A7). A T3-A4 CCAP-EN rostjai szegmensenként lateralisan kilépnek a hasduclancbol. A
tovabbiakban azonositottak 12 kései CCAP-s neuront az A5-A9 szegmensekben, melyek a bab allapotot kovetd
vedlés elott bukkannak fel. Ezek koziil az A5-A9 szegmensekben egy par, mig az A8-A9 szegmensekben
tovabbi 6 neuron jelenik meg (10. abra.).

| CCAP-GAL4, UAS-nIsEGFP |
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10. abra A CCAP-s neuronok idébeli megjelenése és eloszlasa ecetmuslica KIR-ben. CCAP-GAL4;UAS-

nlsEGFP (z61d) T3-A9-ben L3 stadiumos larvaban (A és B) és bab staidiumban (D és E). A CCAP-s neuronok
sematikus osszefoglalo térképe (C). A T1-A7 CCAP-s neuronok transzverzalis rostjai a kozépvonal mentén egy
létraszer(i strukturat képeznek, amit a szegmens hatdrok meghatarozasara hasznaltunk. (A és B) L3 stddiumban
T3-A4-ben két par neuron, mig A5-A7-ben szegmensenként csak egy par CCAP-s sejt talalhato. (D és E) bab
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stadiumban AS5-A7-ben tovabbi egy par neuron bukkan fel (fehér nyil). Tovabbi hat CCAP-s neuron tiinik fel
A8-ban és A9-ben (narancssarga nyil). CCAP-PLs: poszterior lateralis CCAP-EN sejtek. [Veverytsa és Allan
(2012)].

Problémafelvetés

Manapsag az egyre nagyobb mértékben fejlddé mikroszkopos technikdk segitségével konnyen betekinthetiink
diverzitasuk megmutatasa mellett nagyban megkonnyiti az idegi struktarak egy idében torténé részletes, egytttal
attekintd dokumentalasat, ami elengedhetetlen az Gsszetett idegi szabalyozas megértésé¢hez.

Ebben a megkozelitésben nem meglepd, hogy a Drosophila melanogaster tébbek kozott kozponti
idegrendszerének mérete és genetikai manipuldlhatésaga miatt a neurobioldgiai kutatdsok egyre kedveltebb
alanyava valt. Korabbi irodalmi adatok alapjan sokat tudunk a peptiderg rendszerek morfologidjarol és
els6sorban a neuroszekrécids folyamatok hatasara, cellularis szinten pedig a peptiderg szabalyozo
mechanizmusokra, a peptidek szinaptikus és extraszinaptikus hatdsaira, tovabba klasszikus transzmitterekkel
vald ko-expressziojukra korlatozodnak [Hokfelt és mtsai. (1986), Merighi (2002)]. Arrél azonban, hogy az
idegrendszer hogyan gyakorol behatast az egyes peptid-felszabaditdo neuron csoportok szekrécios aktivitasara,
kevés és csak nagyon feliiletes informacionk van.

A Drosophila egyik, viszonylag jol ismert peptiderg sejtpopuléciojarol, a CCAP-szintetizald neuronokrol
igazoltak, hogy részét képezik annak a bonyolult, mas bioaktiv anyagokat is felhasznaldé neuronalis kornek,
amely az allat vedlését szabalyozza [Park (2003), Ewer (2005)]. In vitro és in situ transzmitter-érzékenységi és
iranyitott kititéses vizsgalatokkal azt is bizonyitottak, hogy a CCAP-szintetizald sejtek funkcionalisan és
morfologiailag is tobb csoportra oszthatok. A metamorfozis soran a CCAP-t szintetizalo sejtek szamaban
bekovetkezé jelentds valtozasok magyarazhatjdk a CCAP jelentGségének valtozasat a Drosophila kiilonbozé
¢életszakaszokban bekdvetkez6 vedlései soran. A CCAP sejtpopulacio bizonyos fejlettségi stadiumban megjelend
neuronjainak specifikus kiiktatdsa soran bekovetkezd valtozdsok a vedlés kivitelezésében és napszaki
id6zitésében arra hivjak fel a figyelmet, hogy a CCAP-s neuronok nem csak kiils6 (mas neuron, PDF — pigment
diszpergalé hormon) szabalyozas alatt allnak, hanem egy fajta belsd szinkronizacid is feltételezhetd [Park
(2003), Veverytsa ¢és Allan (2012)]. Direkt morfologiai bizonyiték a CCAP-neuronok szinaptikus
szabalyozasara, ezen beliil arra, hogy milyen bemeneteket fogadnak, illetve kialakitanak-e szinaptikus
kapcsolatot mas peptiderg rostokkal is, jelenleg nem all rendelkezésre [Vomel és Wegener (2008)].

Az irodalomban fellelhet6, szinaptikus marker fehérjék eloszlasanak vizsgalatan alapul6 adatok alapjan a CCAP-
tartalmu neuronok nyulvanyrendszere, hasonléan mas, a Drosophilaban vizsgalt peptiderg neuronokéhoz,
kompartmentalizaltnak tlinik. A CCAP-neuronok - a hasduclancban longitudinalis iranyban, ventrolateralis
helyzetben futd - un. VL rostjain jol jel6lddnek a kimeneti régiokat jelold szinaptikus fehérjék. A sejteknek a
medialis neuropil bonyolult rosthaldzataba agyaz6dé finomabb nyulvanyain a bemenetekre utald szinaptikus
marker fehérje festddés mellett azonban peptid jel6lés is kimutathatd, ami a bemeneti és kimeneti régiok szigort
térbeli elkiiloniilését cafolja. A peptidjelolés azonban nincs Osszhangban a preszinaptikus felszin-markerként
alkalmazott vezikula membran jel6lés soran tapasztaltakkal [Santos és mtsai. (2007)]. Réadasul az eddig a
targyban lekozolt szinaptikus marker fehérje jelolések meglehetésen gyenge és sok esetben nem reprodukalhatd
reakciokat eredményeztek. igy végsé soron a CCAP-neuronok szinaptikus kontrolljaban szerepet jatszo Ki- és
bemeneti régiok és azok morfoldgiai jellemz6i feltaratlanok maradtak.

13



Célkitiizés

Eddigi adatok alapjan mar ismerjiik a CCAP-neuronok bizonyos struktirdinak a Fas2 rendszerhez viszonyitott
elhelyezkedését a hasduclancban. Ezek két csoportja a lokalis interneuronok és az efferens neuronok, melyek
rostjai a szegmentalis idegeken keresztiil kilépnek a kézponti idegrendszerbdl és az izmokon végzédnek. A
szinaptikus felszinmarkerek eddig feltart eloszlasa alapjan megkiilonboztettek domindnsan bemeneti (DM/VM

e

Bar a megfigyelések a teljes CCAP-s neuron populacion (egyes esetekben szubpopulaciokon) végzett
megfigyelések alapjan torténtek, az eddigi adatgytjtések tilnyomoan a kozponti idegrendszer abdominalis
részére korlatozodtak. A szinaptikus felszin-marker eloszlas soran szempontjabol vizsgalt rostkotegekben
azonban altalaban tobbféle, kiilonbozé tipust és lokalizacioji CCAP-sejt nyulvanyai futnak. Igy azonban nem
nyilik arra lehetdség, hogy egyértelmiien megallapitsak, pontosan mely sejtek rostjai hagyjak el a kdzponti
ismerjilk pontosan. Ahhoz tehat, hogy a CCAP-neuronok szinaptikus szabalyozasdval ¢és annak
kompartmentalizacidjaval kapcsolatos, a fentiekben felmeriilt kérdésekre valaszt adhassunk, a kovetkezd
vizsgalatok elvégzését lattuk sziikségesnek:

idegrendszerre vonatkoztatva.

2. A CCAP-neuronok sejtszintli morfologidjanak meghatarozasat a CCAP-IN és CCAP-EN
szubpopulaciokban.
3. A Ki- és bemeneti felszinek eloszlasanak pontositasat és sejtszintii értelmezését.
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Anyagok és modszerek

A kisérleti dallatok tartasa

Kisérleti allatunk a Drosophila melanogaster M. (Animalia, Arthropoda, Insecta, Diptera, Brachycera,
Drosophilidae, Drosophilinae) [Meigen (1830)]. A felhasznalt torzseket kiilon-kiilon 200 ml-es atlatszo milanyag
edényekben tenyésztettilk, melyek tetejét szivaccsal zartuk le. A hengerek aljaba kb. 20-30 ml standard
kukoricaliszt agar taptalajt rétegeztiink [Lakovaara (1969)]. A torzseket 1-2 heti rendszerességgel oltottuk at Gj
taptalajra. A torzseket standard koriilmények kozt tartottuk (25 °C-on, 12 6réas fény-sotét ciklusban és allandéd
pératartalom mellett).

Torzsek

A felhasznalt torzsek: vad tipusti Oregon, UAS- és GAL4-konstruktciok (2. tablazat). A GAL4/UAS torzseket a
kivant génkonstrukciok elérése érdekében keresztezniink kellett. A szliz ndstényeket minden esetben a Ccap-
Gal4 torzsekbol gyljtottiik. Sziiz egyedeket akkor nyerhetiink, ha a hengerbdl eltavolitjuk az 6sszes kifejlett
allatott, és az ezutan kikelt egyedek koziil maximum 6 6ranként kivalogatjuk a ndstényeket (szliz néstények). A
szliz néstényeket egy Uj hengerbe tessziik, és harom nap elteltével ujra megnézziik. Sikeresnek mondhato a
gyljtés abban az esetben, ha ekkor nem latunk a taptalajban larvakat. A sziiz ndstényekhez ezutan a tervezett
UAS konstrukciohoz sziikséges him muslicakat gyijtiink. A kivanatos konstrukci6 a két torzs keresztezésébol
szarmaz6 els6 utddnemzedékben jelenik meg.

Torzs Szarmazas (referencia)
yw;CCAP-GAL4 John Ewer [Park és mtsai. (2003)]
yw hsp70flp;Sp/CyO;UAS>CD2y+>mCD8::GFP/TM6hb [Wong és mtsai. (2002)]

yw hsp70flp;UAS>CD2y+>mCD8::GFP/CyO; TM2/TM6b [Wong és mtsai. (2002)]

Bloomington Stock Center, [Lee és Lou

UAS-cd8.GFP (1999)]

Bloomington - Kendall Broadie, Zhang és

UAS-Syt::eGFP mtsai. (2002)]

UAS-Dscam[17.1]::GFP [Wang és mtsai. (2004)]

Bloomington - Kendall Broadie, Zhang és

UAS-nSyb::eGFP mtsai. (2002)]

UAS-DenMark::mcherry [Nicolai és mtsai. (2011)]

yw; UAS-DenMark::mcherry; UAS-Syt::eGFP Karsai Gergely 2012

2. tablazat. A felhasznalt ecetmuslica torzsek.

A kisérleti dallatok eldkezelése (flip-out protokoll)

Egy-sejt morfologia nyerése érdekében sziiz driver yw;CCAP-GAL4 torzset (Park et al., 2003), amely a CCAP-t
szintetizald  sejtekben =~ GAL4  fehérjét  is  szintetizdl,  kereszteztink  a  riporter yw
hsp70flp;Sp/CyO;UAS>CD2y+>mCD8::GFP/TM6b torzzsel (Wong et al., 2002). (Ez utdbbibol a kisérletek
elétt a nagyobb siker érdekében a balancereket kikereszteztiik.) A riporter torzs tartalmazza a riportergént
(mCDS8::GFP) és az UAS promoter szekvencia kozotti STOP kazettat(CD2y), tovabba egy héhatasara
aktivalhato flipaz rekombinaz enzimet (hsp70flp), mely a STOP kazetta koriil elhelyezet specifikus hasito helyek
mentén képes hasitani. Az allatokat a fentiekben leirt koriilmények kozt tartottuk, az allatok reggel és este j
taptalajra kertiltek. A taptalajban kikelé larvakat a petelerakastol szamitott 60.(+/-12) oraban egy 20 perces
37°C-os hokezelésnek tettiik ki. Ezt kovetden a larvakat standard koriilmények kozt tartottuk, mig L3 stadiumos
korukban tovabbi feldolgozasra nem keriiltek.
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A kiserleti allatok boncoldsa

A transzformalt L3 larvakat boncolds el6tt érzéstelenités és immobilizalas céljabol hiitében 4 °C-on tartottuk 30
percig. A kezelés utan a larvak mozdulatlanok, és az életfunkcidik minimalisra csokkennek. Ezt kovetéen a
larvakat szilikonnal bélelt Petri-csészében egy csepp 4 °C-os Drosophila Ringer oldatba helyezziik, és
mikrosebészeti olloval a larva anterior végétdl hosszanti iranyban egy metszést ejtiink, ligyelve arra, hogy csak a
kutikulat vagjuk at. A vagas utan az allatot finom csipeszek segitségével feltarjuk. A kozponti idegrendszer a
nyel6csé végénél és a gyomor kezdeténél helyezkedik el, a nyelécsé a kozponti idegrendszer (KIR) két
hemiganglionja kozt halad. Ezért a nyel6csovet mikrocsipesszel elvalasztjuk a KIR-t6l, a kisér6 szoveteket
csipesszel ovatosan eltavolitjuk. A KIR-b6l tdbb igen erds ideg is kilép, ezért ezeket szintén at kell vagnunk,
kiilonben a KIR egyes darabjai hiizas hatasara sériilhetnek (11. abra).

4 mm

11. abra. A Ringer oldatba keriilt Drosophila L3 larva (A) boncolasanak demonstracioja. A larva mérete
megkozelitdleg 4mm (B). A hosszanti vagas (piros szaggatott vonal, B) utan elénk tarulnak a larva belsé szervei
(C), ezek kozt a KIR (piros kor) is. A KIR mérete a mikrosebészeti csipeszhez viszonyitva (D).

A szovetminta fixdldsa

A feltarast és az izolalast kovetden a kipreparalt idegrendszert automata pipetta segitségével fixalo szerbe (4%
0,1 M foszfat pufferrel késziilt paraformaldehid) pipettizzuk, és 4 °C-on egy éjszakdn at vagy 3 oOrdig
szobahémérsékleten fixaljuk.

Fluoreszcens immunhisztokémia

A fixalast kovetben a totalpreparatumokat 0,1%-0s Triton X-100-zal (0,1M PBS-ben oldva, /PBT/, pH=7,4) 4
°C-on néhany o6raig mossuk és permeabilizaljuk, az oldatot 2 6ranként cseréljiik. Ezt immunhisztokémiai
elékezelésként a nem specifikus kotOhelyek lefedését szolgaldo blokkolas koveti, amikor is a mintakat 1%-0s
antitesthigitd oldatban (1% borju szérum, 0.1% Triton X-100, 0,1 % nartium-azid 0,1M PBS-ben oldva) két
oraig inkubaljuk szobahdmérsékleten. Ezt kdvetéen primer antitesttel (3. tablazat) torténd inkubalas kovetkezik 8
oraig 4 °C-on razatd gépen, utana a mintakat tobbszor cserélt PBS-ben, folyamatos mozgatas mellett 4 °C-on 6-8
oraig mossuk. A mintakat a masodlagos ellenanyagot (1:200, 0.5% szarvasmarha szérumalbumin /BSA/ tartalmu
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PBT-ben oldva) tartalmazd oldatban inkubaljuk 4 °C-on, razaté gépen, 8 6ran at. A felesleges masodlagos
antitesteket ezt kovetden folyamatos mozgatas mellett 4 °C-on kimossuk.

Vizsgalataink soran kétféle fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos ellenanyagot (kecske anti-nyul Cy3
konjugalt IgG, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA; kecske anti-nyal Cy5 konjugalt IgG, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, USA) hasznaltunk. Vizsgélataink alkalmaval nem tapasztaltunk eltérést a
kiilonb6z6 masodlagos ellenanyaggal jelolt preparatumok kozott. A mosast kdvetden a mintdkat ProLong® Gold
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), antifade reagensben fedtiik le.

A fedés soran kihasznaltuk a fed6anyag azon tulajdonsagat, hogy szobahOmérsékleten polimerizal, és ezaltal
gélesedik. A preparatumokat ezért vizsgalat el6tt a fedGanyagba helyeztiik és pozicionaltuk, majd ezutan 24 6ran
at inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a polimerizalt mintdkat tovabbi folyékony allagu fed6anyag
segitségével egy inkubalé kamraban lefedtik. Ezzel az eljarassal kikiiszoboltik a fedés soran korabban
keletkezett volumetrias torzulasokat.

Antitest Eredet (termel6 allat) Higitas Referencia

Anti-syntaxin nyul 1:1000 Abcam Cat. No. Ab32340

Anti-CCAP nyul 1:600 Heinrich Dircksen [Dircksen és Keller
(1988)]

Anti-GFP eger 1:1000 Invitrogen Cat. No. A-11120

3. tablazat A vizsgalataink sordn alkalmazott primer antiszérumok eredete és higitasa.

Konfokdlis mikroszkopos fotéodokumentdcio, képfeldolgozds

A mintakrol Leica TCP SP5 (Leica Microsystems, Mannheim, Németorszag) tipusu és Olympus Fluoview
FV1000 tipusu (Olympus America PA, USA) konfokalis mikroszkoppal és a hozza tartozo software-el optikai
metszetsorozatokat készitettiink. Az immunhisztokémiai jeloléseink soran felhasznalt kétféle fluorofestékkel
jelolt struktarakat Argon-ion és Hélium-Neon 1ézerrel a megfeleld gerjesztési hullamhosszon (GFP: 488 nm,
Cy3: 514 nm, Cy5 633nm) gerjesztettiik, az emittalt fénybol a szamunkra megfeleld hullamhosszt a megfeleld
szirk vagy a Leica TCS SP5 esetében az Acousto-Optical Beam Splitter segitségével sziirtik ki. fgy a
detektorba mar csak a szamunkra érdekes hullamhossz keriil. A totalpreparatumok kivalasztott részeir6l késziilt
mindig az adott objektivhez tartozd X, Y és Z tengelyek mentén elérhetd optikai felbontas szerint. A
tombszelvények 8 bites, tobb csatornas, 512x512, 512x1024 vagy 1024x1024 pixel felbontast képekbdl alltak,
amelyeket 0,5-1 um-es 1éptékii, dorzo-ventralis (Z tengely) iranyt letapogatassal vettiink fel. Az optimalis jel/zaj
arany elérése érdekében, ha sziikségesnek bizonyult, a virtualis tombszelvényt alkotd kép akar 4 egymast kovetd
letapogatas atlagolasabol késziilt. A tombszelvényeket a tovabbiakban az Amira 5.3.1 software (Indeed-Visual
Concepts, Berlin, Germany) segitségével dolgoztuk fel, a 3D-s rekonstrukciokat az Amirahoz irt SkeletonTree
[Schmitt és mtsai. (2004); Evers és mtsai. (2005)] segédprogrammal készitettiik.
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Eredmények és megbeszélésiik

A rak szivmiikiodést serkentd peptid (CCAP) tartalmii neuronok morfologidja

Fluoreszcens mikroszkopia

A CCAP sejtek eloszlasat Drosophilaban mar korabban is leirtak [Santos (2007)]. Mi ezeket a kisérleteket
ismételtiik meg ¢és terjesztettiik ki a kdzponti idegrendszer teljes teriiletére a szdmunkra elérhetd antitestekkel.
Els6sorban egyszeres indirekt fluoreszcens immunhisztokémiat végeztiink, mert ez a technika egyszert, gyors és
konnyen reprodukalhatd. A szamunkra elérheté antitest (anti-CCAP, M. Eckert szivességébdl) azonban nem
adott megfeleld mindségl reakcidt. A sejttestek igen, de az dket 0sszekotd rosthaldzat alig, vagy egyaltalan nem
volt kivehet6. A minta térbeli kiterjedése miatt a sima fluoreszcens mikroszkopnal raadasul mélységélességbol
fakad6 problémak léptek fol, ezért az egyébként is gyengén festdd6 prepardtumok dokumentacidja nehézségekbe
litkdzott.

Konfokalis mikroszkopia

A probléma megoldasat a konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoptol vartuk. Ennek a technikanak az alkalmazasa
esetén ugyanis a csatlakoztatott szamitogép segitségével elvégzett ugynevezett optikai szeletelés megoldhatja a
mélységélességi problémat [Claxton ¢és mtsai. (2006)], mig a matematikai filterek alkalmazasaval
kikiiszobolhetévé valhatna a magas ,jel —zaj” arany. Eredményeink azonban nem feleltek meg az
elvarasainknak, mert a CCAP-IR sejtek mellett csak a f6 rostkotegek valtak lathatova, a kisebb, transzverzalis
lefutast rostok nem (12A abra).

CCAP kimutatasa cd8.GFP-vel

A jeler6sséggel kapcsolatban felmeriilt probléma ma mar rutinszertien megoldhaté genetikai manipuldcidval.
Jelen esetben az ,enhancer trapping” modszert alkalmaztuk, melyet ma mar széles korben hasznalnak a
neuromorfologiai vizsgélatokban, és Drosophilaban nagyon megbizhatéan miikodik. A szandékunk az volt,
hogy eldszor is egy olyan fizids proteint transzformaljunk be a CCAP-t termelé neuronokba, amely mar a
boncolds soran konnyen észlelhetd, igy specifikus reakcido nélkiil mar a kisérletek elején tudjuk, hogy a
transzformacio sikeres volt. Masodszor, el akartuk érni, hogy a teljes rosthalozat jol lathato legyen. Valasztasunk
a cd8.GFP fuzios proteinre esett, ami mar a tesztelésképpen fluoreszcens sztereo mikroszkép alatt térténd
boncolasnal jol lathatbéan jelezte szamunkra, az Osszes transzformalt sejtet, tovabba konzekvensen jeldlte a
CCAP-tartalmu sejtek teljes nyulvanyrendszerét. Mivel célunk elsé megkoézelitésben nem az intercellularis
peptideloszlas jellemzése volt, hanem a teljes-sejt morfologia leirasa, az anti-CCAP jelolést, amely a CCAP-
sejtek nytlvanyainak egyes részein erés pontszerii jelolédést mutat, masutt gyenge, a hattértél nehezen
elkiilonithetd festddést ad, a tovabbiakban a cd8.GFP jeloléssel helyettesitettiik (12B abra).

A cd8.GFP expresszio és a CCAP-peptid megjelenésének vizsgalatan tal a neuropil és a kortikalis régiok
elkiilonitésével is megprobalkoztunk. A kortikalis régié elkiilonitésére egy fluoreszcens magfestéket (DAPI)
alkalmaztunk, mely a sejtmagban és részben a mitokondriumban talalhato DNS allomanyt jel6li, mig a neuropil
lathatova tételéhez egy szinaptikus membranfehérjét (a syntaxint) jel6ltiink indirekt immunhisztokémiaval (12C
abra).

A Fas2 rendszerhez viszonyitott cd8.GFP expresszio alapjan a sajat eredményeinket egybevetettiikk a korabbi
irodalmi adatokkal, és pontositottuk a D. melanogaster L3 stadiumos larva kdzponti idegrendszerében a CCAP
peptidet szintetizald sejtek rendszerét. Ezek alapjan ecetmuslica L3 stadiumaban 38-56 CCAP-t expresszalo
sejtet azonositottunk: 2 par neuront az agyban, 4 parat a garatalatti dicban, 4 parat a hasduclanc thorakalis részén
€s 12-18 parat a hasduclanc abdominalis részén. A hasduclanc abdominalis részén észlelhet szambeli eltérések
annak tudhatok be, hogy a larva L3 fejlddési allapotaban fokozatosan tiinnek fel a babi vedléshez sziikséges
CCAP-t szintetizalo sejtek. A kovetkezdekben a teljesség jegyében minden, az L3 és a babi vedlést megel$z6

srer

18



INseg-1
IN/ENseg-2
INseg=3

INt-1
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IN/ENt-3

12. abra CCAP- neuronok morfologiaja Ccap-GAL4xUAScd8. gfp térzson, dorzalis nézetbdl. (A) Az anti-
CCAP jeloléssel sikeresen jeloltiik a CCAP-neuronok sejttestjét és a fobb rostkotegeket(VL kék nyil, VM/DM
fehér nyil ), de a transzverzalis (piros nyil) rostok és a finom elagazasok(sarga nyil) nem jel6lddnek. (B) Az
anti-GFP jelolés eredményeként az anti-CCAP altal konzekvensen jelolt f6 rostkotegek mellett a transzverzalis
(piros nyil) rostok és finom elagazasok (sarga nyil) is jol jelolédtek. (C) Faziskontraszt mikroszkopos (sziirke)
felvételt lathatunk anti-syntaxin neuropil jeloléssel (rozsaszin). (D) Sematikus sszefoglalo abra az A, B és C
képek alapjan. Az abran lathatéak az idegrendszer fobb teriiletein/ neuromereiben megjelend CCAP-tartalmu
sejttestek, a nagyobb CCAP-tartalmu rostkotegek és az idegrendszert a kilép6 idegeken elhagyd CCAP-rostok
(szaggatott vonal). Az attekinthetéség érdekében a finom elagazasokat nem jeloltik. Aranymérték: 50 um az
Osszes abran.
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Az agydic neuronjai

Az agydiacban 2 par CCAP-neuront figyelhetiink meg, melyek rostjai intenziv arborizaciét képeznek a
dorzomedialis protocerebrum teriiletén, majd ezt kovetéen a foramen mentén a rostok Osszeszedddnek és
feltehet6en két iranyban folytatodnak. Egy résziik a dorzomedialis rostkoteget alkotja, mely hosszan leszallva a
hasdtclanchan latszolag vakon végzédik az A5-A9 neuromerben, mig a masik részilk a VL rostkdteghez
csatlakozik, mely szintén a terminalis plexus teriiletén végzddik.

A garatalatti dic neuronjai

A garatalatti diac elsd neuromerjében egy par neuron (INseg-1) helyezkedik el, melynek sejtestjei DL
elhelyezkedésiiek. Ezekbél egy féneurit ered, amely elészor ventralis iranyba fordul, majd medialis iranyba
folytatodik, ezt kovetden dus rostelagazodast képez a DM rostkotegek teriiletén. A masodik neuromerben 2 par
neuron talalhatd, ebbdl feltehetden egy par (INseg-2) az el6z6ekben leirt morfologiat mutatja, mig a masik
axonjai (ENseg-2) a DM rostkoteg teriiletén kilépnek a kozponti idegrendszerb6l. A harmadik neuromerben
szintén egy par neuront (INseg-3) talalunk, melyek az INseg-1-hez hasonl6 lefutassal jellemezheték.

A hasdiclinc neuronjai

A thorakalis szakaszon a T1-T2 neuromerekben egy-egy par neuron (INt1-2) talalhatd, melyek az INseg-1
sejtekhez hasonlé morfoldgiat mutatnak. A T3 neuromer teriiletén két par neuron talalhatd: az interneuron parra
(INt-3) a DEG-ben leirt interneuron-morfologia jellemz6, mig az efferens neuron par az ENseg-2 sejtekhez
hasonlé morfoldgiaju. A kovetkezé négy neuromerben (Al-A4) két par neuront talalunk: egy efferens (ENa-1-4)
és egy interneuron (INal-4) part - az el6z6ekben leirt morfologiaval. A kovetkez6 harom neuromerben (A5-A7)
neuromerenként egy par korai és egy par kés6i (L3 és a babi vedlés kozotti szakaszban felbukkand) neuront
talalunk, melyek szintén az eddig ismertetett interneuron morfoldogidt mutatjak. Az A8-A9 neuromerben
burjanzo nyulvanyok képezik a terminalis plexust. Itt a neuromerek Osszeolvaddsa miatt a szegmentalis
interneuront talalunk. Az A9 neuromerben 2 par sejt lelhet6 fel, melyek sejttestjei azonban az el6zéekt6l eltéréen
nem DL helyzetiek, hanem az idegrendszer poszterior végén helyezkednek el. Feltehetéen egy par
interneuronrol van sz6, melyek nytlvanyai eleinte anterior iranyban haladnak, majd a VL rostkdtegekben
folytatodnak, és egy par efferens neuronrol, melyek nytlvanyai eleinte szintén anterior iranyba futnak, majd
feltehetéen medialis iranyba fordulnak, a DM rostkotegek felé, és az ezt kovetd atkeresztezddés utan poszterior
iranyban hagyjak el a kozponti idegrendszert.

20



, DAPI

, DAPI

& e

, DAPI

, DAPI

13. abra. Ccap-GAL4xXUAS-cd8.gfp konstrukciot hordozé L3 larva idegrendszerébdl késziilt transzverzalis
metszetsorozat. GFP-IR strukttrak (piros), CCAP-IR strukttrak (fehér), sejtmagok (kék) helyzete a KIR-ben. A
teljes KIR teriiletén kovethetjiik a CCAP-IR strukturak elhelyezkedésének dorzo-ventralis viszonyait a kortikalis
régiohoz képest (bal oldali szines hasab), illetve a peptidtartalom valtozasat az adott struktirakban (jobb oldali
fekete-fehér hasab). (A) Az agyduc és a garatalatti dic teriiletérdl késziilt felvétel. (B) A garatalattidic teriilete,
és az ENseg-2 neuron kilépd rostjai (fehér nyil). (C) A thorakalis régié INt-1-es neuronja. (D) Az INt-2-es
neuron. (E) Az INt-3 és ENt-3 neuronok struktarainak helyzete. (F) Az INa-1 és ENa-1 neuronok. (G) Az INa-5
neuronok teriilete. (H) Az ENa-8 és ENa-9 neuronok teriiletérél késziilt felvétel. Lathato a neuronok
sejttestjeinek elhelyezkedése és a neuritjeik lefutasa a VL (zold kor) és DM (sarga kor) rostokhoz viszonyitva.
Aranymérték: 10 um az 6sszes abran.
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A CCAP-termelé sejtpopulacio anatomiai leirasanak tovabbi finomitasa a flip-out technika segitségével

Miutan a CCAP-tartalmt struktirak rendszerét a konfokalis mikroszkop segitségével, az eddigi irodalmi
adatokat kiegészitve az L3 stadiumos larva teljes kdzponti idegrendszerében részletesen feltérképeztiik, tovabbra
is feltaratlan maradt, pontosan mely sejtek alkotjak a fobb rostkotegeket és setlegesen mely sejtek képezhetnek
egymassal fizikai kapcsolatokat. A célkitlizésiink masodik pontjanak megvalositasa érdekében a kovetkez6kben

crer

A megkozelitéleg 1500 preparalt idegrendszerben Gsszesen 300 alkalommal tapasztaltunk hokezelés altal ujra
aktivalt cd8.GFP expressziot a CCAP-s sejtekben. Ezek koziil 225 esetben szintetizalt(ak) a sejt(ek) megfeleld
mennyiségii cd8.GFP-t ahhoz, hogy a mintak sejtszintti morfologiai vizsgalatokra alkalmasak legyenek. Mivel a
mitotikus fazisban 1€v0, azaz a befolyasolhatd sejtek szdma minden iddpillanatban esetleges, a ¢d8.GFP ritkan
jelent meg csak egy sejtben. Az esetek tobbségében tobb, altalaban egymassal atfedé nyulvanyrendszert sejt is
kifejezte a markert. Bar a befektetett munka a sikeresség szazalékos aranyahoz képest aranytalannak ttnhet,
azokban az esetekben, amikor az egysejtes expresszié megvaldsult, jo aranyban kivald mindségli preparatumok
sziilettek. gy sikeriilt minden sejttipusrol egysejtes expressziora alapozott igen részletes morfoldgiai adatokat
nyerniink és dokumentalnunk, igazolva ezzel a modszer alkalmassagat is. Ez nem jelenti azt, hogy minden
neuromer osszes sejtjérdl kozvetlen adatokat nyertiink, de a CCAP-s neurontipusok nagyfoku homologiajara
alapozva sikertilt a teljes rendszer részletes sejtszintli morfologiai rekonstrukciojat

CCAP-neuronok az agydicban

A protocerebrumban hemigangliononként egy interneuron (INagy-1) talalhat6, melynek nyulvanyai bilateralisan
kettéagaznak a két hemiganglionban, eldszor ipszilateralisan a dorzomedialis protocerebrum teriiletén, majd
kontralateralisan szintén a dorzomedialis protocerebrum teriiletén. Az esetek tobbségében egy neurit ered az
ipszilateralis elagazasokbol, mely poszterior iranyban leszall €s a foramen mentén vakon végzodik.

A masik par interneuron (INagy-2) is bilateralis lefutast, azonban az INagy-1-t6l eltéréen a protocerebrum
teriiletén elagazasainak rendszere nem mutat szimmetriat. Az INagy-2 els6dleges neuritje a protocerebrum nagy
részét lefedi, részben atfed az INagy-1 elagazasaival, a foramen mentén gyenge arborizaciot hoz létre, majd
elhagyva az agydicot a DM rostok mentén leszallva elagazasok nélkiil halad a hasduclanc hossztengelye
mentén. A dorzomedialis protocerebrum teriiletén egy masodlagos neurit attér a koézépvonalon a foramen
dorzalis részén, és kontralateralisan nyulvanyt képez. Ez a nyulvany egy nem tul intenziv arborizacio6 1étrehozasa
utan egy leszallo agat képez a foramen mentén, és az agyduticot elhagyva szintén a DM rostok mentén fut lefelé,
majd az abdominélis neuromerek teriiletén vakon végzddik. fgy ez az egyetlen CCAP-s neuronpar, amelyik
leszalld nytlvanyrendszerével Osszekapcsolja az agyducot és a hasdiclancot és a KIR-t teljes hosszaban atéri
(14. abra).
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14. abra. Az agydic neuronjainak 3D rekonstrukcidja (A2, B1l) és maximum projekcidja (Al, B2) flip-out
allatokbol, dorzalis nézetbdl. (A) Az INagy-1 neuron. (B) Az INagy-2 neuron. (C) A maximum projekciok és 3D
rekonstrukciok alapjan késziilt egyszertsitett, idealizalt sematikus abrak. A neuronok helyzete a KIR hatardhoz
(kék) és a neuropil hatarahoz (sziirke) viszonyitva. (C1) A két INagy-1 sejt. (C2) Az INagy-1 és az INagy-2
sejtparok Osszesitett abran. Jol lathatbak a nyalvanyrendszerek atfedé zomai. (C3) Az INagy-2 sejtek.
Aranymérték: 10 um az egyes abrakon.

A garatalatti dac CCAP-neuronjai

A hasduclanc garatalatti dicanak minden egyes neuromerjében talalunk egy par CCAP-s interneuront (INsog-1-
3) és a masodik neuromerben egy tovabbi efferens neuronpart (ENsog-2) is.

Minden interneuron sejttestje ventrolateralis helyzetii. Ezek egy-egy primer neuritet bocsajtanak ki, amelyek a
VL rostokat keresztezve és ezek mentén elagazodasokat képezve medialis iranyba futnak, tovabb egészen a VM
rostokig, ahol anterior és poszterior iranytl, majd dorzalis iranyba fordulva a DM rostok teriiletén is anteriror és

ey
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ellenoldali VL rostokig, ahol T alakban elagazik és beleolvad a VL rostkoteghe. A VL rostkéteg anterior
iranyban egészen a SOG/cerebralis ganglion hatarig terjed, majd medialis irdnyba fordul és kisebb elagazasokat
adva végz6dik. Poszterior iranyban a VL koteg rostjai a hasduclanc 8. neuromerjétdl kezdve medidlis iranyba
fordulnak és a centralis neuropilben végzédnek.

A garatalatti dic masodik neuromerjében talalhaté efferens CCAP-s neuronpar sejttestje kozvetleniil az INsog-2-
¢ mellett talalhato, és nytlvanya vele megegyez6 lefutdst mutat a VM rostkotegekig, ahol az interneuronalis
rostokhoz hasonloan anterior/poszterior iranyban nyulvanyokat ad. Ezt kovetéen dorzalis iranyba fordul és a DM
rostkotegek teriiletén kontralateralisan elhagyja a kozponti idegrendszert (15. abra).

15. dbra. A garatalatti duc maximum projekcioja (Al, A’l, Bl, B’1, Cl, C’l) és neuronjainak 3D
rekonstrukcidja (A2, A’2, B2, B’2, C2, C’2) flip-out allatokbol. Dorzalis (Al,2, B1,2, C1,2) és keresztmetszeti
kép poszterior (A’1,A°2, B’1,B2, C’1,C’2) nézetbbl. (A) Az INseg-1 neuron. (B) Az INseg-2 neuron. (C) Az
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ENseg-2 neuron. (D) A maximum projekciok és 3D rekonstrukciok alapjan késziilt egyszertsitett, idealizat
sematikus abrak. A neuronok helyzete a KIR hatardhoz (kék) és a neuropil hatarahoz (sziirke) viszonyitva. (D1)
Az INseg-1 sejt. (D2) Az INseg-2 (zold) és az INseg-3 (piros) sejtek. (D3) ENseg-2 sejt. (D4) Az INseg-1,
INseg-2, ENseg-2 és az INseg-3 sejtparok Osszesitett abran. Jol lathatéak a nyulvanyrendszerek atfedé zdnai.
Aranymérték: 10 pm az egyes abrakon.

CCAP-s neuronok a hasdiclanc thorakalis (T1-3) és abdominalis részén (A1-9)

A thorakalis T1-T3 neuromerek harom par CCAP-s interneuronja (INt-1-3) az INsog sejtekhez hasonlo. A T3
neuromer egy par efferens CCAP-s sejtje morfologiailag szintén megegyezik az ENsog sejtekkel, periférias
nyalvanyai a kozponti idegrendszert elhagyva izmokat idegeznek be. Az INt és ENt sejttestek egymashoz
nagyon kozel a VL rostok magassagaban helyezkednek el, az INt altalaban egy sejttestnyivel dorzalisabban és
lateralisabban helyezkedik el az ENt-nél.

Az Al-4 neuromerek szintén egy par interneuront (INa-1-4) és egy par efferens (ENa-1-4) CCAP-s neuront
tartalmaznak, hasonléan a T3 neuromerhez. A sejttestjeik azonban dorzalisabban helyezkednek el, mint a T3-
ban, de tovabbra is elmondhatd, hogy az INa-k dorzéalisabban/lateralisabban helyezkednek el az ENa-knal. Az
A5-7 neuromerekben két-két par, az eliilsé neuromerek sejtjeihez hasonld morfoldgiaji interneuron talalhato.
Ezek kozill az egyik par az L3 stadiumban vagy utana, mig a masik ezt megelézden is szintetizal CCAP-t. Az A8
neuromerben egy par efferens sejtet (ENa-8), az A9 neuromerben két par efferens neuront (ENa-9a-b) talalunk.
Az ENa-8 dorzolateralis helyzetl sejttestjébol egy elsddleges neurit ered, mely a VL rostokat érintve halad a VM
rostokig, ekOzben gyenge arborizaciot formal az elsddleges neurittdl poszterior irdnyba. A VM rostoknal
kontralateralisan dorzalis iranyba fordul és posterior iranyban egy kilép6 idegen elhagyja a KIR-t. Az ENa-9
neuron sejttestje a hasdiclanc poszterior végén dorzalisan helyezkedik el, az elsédleges neurit ventralisan
anterior iranyba fut, mig el nem éri az ENa-8 neuritjét. Itt az ENa-8-hoz hasonloan medialisan atlép a
koézépvonalon, majd poszterior iranyba fordul és egy kilép6 idegen keresztiil egyiitt hagyjak el a kdzponti
idegrendszert (16. abra).

25



16. abra. A hasduclanc maximum projekcidja (Al1,2,°2, B1,’1) és neuronjainak 3D rekonstrukcidja (A3,’3,
B2,B’2) flip-out allatokbol, dorzalis (Al1,2,3, B1,2) és keresztmetszeti kép poszterior (A’2, °3, B’1. B’2)
nézetbdl. (A) Az INt-3 neuron. (B) Az ENt-3 neuron. (C) A maximum projekciok és 3D rekonstrukciok alapjan
késziilt egyszertsitett, idealizalt sematikus abrak. A neuronok helyzete a KIR hatardhoz (kék) és a neuropil
hatarahoz (sziirke) viszonyitva. (C1) A hasduclanc teriiletén el6forduld IN sejtek tipusai. (C2) A hasduclanc
teriiletén el6forduld Gsszes IN sejt Osszefoglald abraja. (C3) A hasduclanc teriiletén el6forduld EN sejtek. Az
abra az EN tipusok attekinthetGsége érdekében csak az egyik hemiganglion sejtjeit tiinteti fel. (C4) A hasduclanc
tertiletén eléforduld 6sszes EN sejt dsszefoglald abraja. Aranymérték: 1 pm( Al),50 um (A2,A3) és 10 pm a
tovabbi abrakon.
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Pre- és posztszinaptikus markerek eloszlasa a CCAP-neuronok rosthalézataiban

Korabbi irodalmi adatok alapjan [Santos (2007)] a muslica L3 stadiumos larva hasduclancaban a DM rostokat
régiokat irtak le, azonban ezek az eredmények nem terjedtek ki az egész idegrendszerre, tovabba nem voltak sem
kellden részletesek, sem elég egyértelmiiek.

Id6kdzben a neurogenetika fejlodésének kdszonhetden Gjabb, megbizhatobb szinaptikus felszinmarkerek valtak
elérhetévé. Vizsgalatainkban a posztszinaptikus felszineken Dscam.GFP, a preszinaptikus felszineken Syt.eGFP
fuzios proteineket fejeztettiink ki. A Dscam[17,1] izoforma egy sejtadhézids fehérje, mely a Drosophila
gombatestében a dendritikus régiokhoz asszocialt, és igy mint egy lehetséges preszinaptikus felszinmarkert
alkalmazzak [Wang és mtsai. (2004)]. A synaptotagmin egy szinaptikus vezikula transzmembran fehérje, mely
szerepet jatszik a vezikula preszinaptikus felszinhez valo dokkolasaban, az axonokban a preszinaptikus vezikula-
raktarakba dusul fel, ezért mint lehetséges preszinaptikus felszinmarker hasznalatos [Zhang és mtsai. (2002)].
Bar a korabbi eredményeket sikeriilt ugyan pontositanunk, célkitiizésiink harmadik pontjat nem sikeriilt
tokéletesen korbejarni. Kideriilt ugyanis, hogy a cd8.gfp-vel ellentétben ezeknek a markereknek a jelenlegi
alkalmazhatosaga az enhancer trapping modszerre korlatozodik, azaz jelenleg még nem all rendelkezésiinkre a
flip-out technikdhoz megfeleléen miikod6 valtozat. Az egy-sejt morfologiai adatok alapjan azonban az is 1athato
volt, hogy bizonyos sejtek/sejtnyulvanyok jol elkiiloniilnek az 6sszefliggd rosthalozattol. Ezeken a struktirdkon
sejtszinten is kiértékelhetévé valnak a szinaptikus felszinmarker eloszladsok. Ennek el6kisérleteiként most mar a
teljes CCAP-rosthalozatban vizsgaltuk és az eddig ismerthez képest részleteiben jelentésen finomitottuk a
szinaptikus felszineket jelol6 markereloszlast.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a korabbiakban kimeneti régioként emlitett VL rostok mind be-, mind
kimeneti felszinjelolést egyarant hordoznak. A DM rostok teriiletén a bemeneti felszinmarker az abdominalis IN
és EN neuronok nyulvanyaihoz kothetd diffiz eloszlast mutat, mig a kimeneti felszinmarker f6éként az
abdominalis EN sejtek nyulvanyainak VM/DM koétegek mentén kialakuld megvastagodasaihoz, és a flip-out
adatok alapjan az INagy-2 leszall6 nytalvanyahoz kotheto.

Az cléz6ekben a markerek eloszlasat kiilon egyedekben vizsgaltuk, igy nem volt viszonyitasi alapunk a
szinaptikus felszinek egymashoz képest megvalosuld térbeli eloszlasarol. Az esetleges kompartmentalizacio
igazolasadhoz/cafolatdhoz azonban ez elengedhetetleniil sziikséges.

Mas folyamatban 1évé kisérletsorozatunk alatt Ujabb markerek valtak elérhetévé. A mar meglévo,
preszinaptikusan kifejez6d6 synaptotagminhoz hasonlé synaptobrevint [Zhang és mtsai. (2002)] hordozo térzson
(uas-syb.egfp) és a DenMark [Nicolai és mtsai. (2011)] elnevezésli, posztszinaptikus felszineket jelold
dendritmarkert expresszaldé (UAS-DenMark.mcherry) torzson végrehajtott kromoszomamozgatasnak
koszonhetden egy U riportertorzset kereszteztink ki (UAS-DenMark::mcherry; UAS-Syt::eGFP). Ezt egy
GAL4-drivert tartalmazé torzzsel valo keresztezés kdvette, igy a meghajtd sejtben/szdvetben a valoszintisithetd
be és kimeneti felszinek a markerekhez kotott piros (mcherry) illetve zolden fluoreszkaldé (GFP) fehérjék
segitségével jelolhetové valtak. Igy egyazon allatban vizsgalhatjuk a felszinmarkerek eloszlasat gy, hogy
kozben eltekinthetiink az indirekt immunhisztokémia soran esetleg keletkez6 fals pozitiv jelolésektol.

Az 10 marker-kombinacio, alatamasztotta korabbi megfigyeléseinket, miszerint: i. a preszinaptikus
felszinmarkerek jelolik az abdominalis EN/IN sejtek nyulvanyait; a transzverzalis rostok teriiletén varikozus
jelolést mutatnak, mig a medialis és a VL rostok teriiletén erés megvastagodast jelolnek. ii. a posztszinaptikus
felszinmarkerek esetén kis eltéréseket talaltunk. A Dscam foltszeriien jelolte a transzverzalis és a VL rostokat,
mig a medialis rostok teriiletés gyenge diffuz jelolédést kaptunk. A DenMark a varikozitasoknal nagyobb
megvastagodasokat mutat a transzverzalis rostok teriiletén, a medidlis rostok teriiletén egybefiiggd
megvastagodast jelez, végiil a VL rostokat foltszeriien jeloli. iii. az INagy-2 nytlvanyai az agydic teriiletén
elsésorban posztszinaptikus jel6l6dést mutatnak, mig a DM rostok teriiletén kizarolag preszinaptikus jelolodést
észleltiink (17. abra).
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Kimeneti dominancia
Bemeneti dominancia

17. abra. Szinaptikus felszinmarkerek eloszlasa a larva KIR-ben, maximum projekciok dorzalis nézetbol
(A,C,D), keresztmetszeti képek poszterior nézeb6l (A’,C’,D’). (A) A posztszinaptikus felszinmarker
(Dscam[17,1]) eloszlasat lathatjuk a KIR CCAP-neuronjaiban. A hasduclanc A1-A4 neuromerjei kinagyitva
(A2) és az A2 neuromer keresztmetszeti képe (A’2). (B) A maximum projekciok alapjan késziilt egyszeriisitett,
idealizat sematikus abra. A neuronok helyzete a KIR hatardhoz (kék) és a neuropil hatardhoz (sziirke)
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viszonyitva. A vizsgalt szinaptikus felszinmarkerek eloszldsa alapjan megkiilonboztethetiink dominansan
kimeneti régidkat (attetsz6 piros), domindnsan bemeneti régiokat (attetszé kék) és kodominans teriileteket
(attetsz6 sarga). (C) A preszinaptikus felszinmarker (nSyb) eloszlasa a KIR CCAP-neuronjaiban. A hasduaclanc
Al-A4 neuromerjei Kinagyitva (C2) és az A2 neuromer keresztmetszeti képe (C’2). A DM rostok teriiletén az
INagy-2 nyulvanya (fehér nyil). (D) Preszinaptikus (syt) és posztszinaptikus (DenMark) felszinmarkerek
eloszlasa egyazon allat hasduclancaban az A1-A4 neuromerek CCAP-neuronjaiban. (D1) DenMark eloszlasa
dorzalis nézetbdl és az A2 neuromer keresztmetszeti képe(D’1). (D2) DenMark (piros) és syt (zold) fehérjék
eloszlasanak egymasra vetitése dorzalis nézetbdl és az A2 neuromer keresztmetszeti képe poszterior iranybol
(D’2). (D3) A syt fehérje eloszlasa dorzalis nézetbdl és az A2 neuromer keresztmetszeti képe (D’3), az INagy-2
nyulvanya a DM rostok teriiletén (fehér nyil). Aranymérték: 50 pm (AL1,C1) és 10 um a tovabbi abrakon.
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Osszefoglalas

A neuropeptidek szamos élettani és viselkedési folyamat modulatoraiként ma mar nem csak széleskoriien
kifejtett szabalyozo szerepiik miatt allnak a figyelem kozéppontjaban, hanem ma mar azt is vizsgaljak, milyen
hatast gyakorol maga a kozponti idegrendszer a neuropeptiderg sejtekre.Ehhez egyes azonositott peptiderg
neuronok kimeneteinek ¢és bemeneteinek feltarasa sziikséges. Ezeknek a vizsgalatoknak genetikai és

neuroanatomiai szempontbdl is jol ismert modellszervezete az ecetmuslica (D. melanogaster).

Vizsgalatainkat a Drosophila rék szivmiikodést serkent6 petid (CCAP) tartalmu struktardin végeztiik. Korabbi
irodalmi adatok alapjan ismert a peptid eloszlasa a muslica harmadik stadiumos larvajanak (L3) hasduclancaban.
Az eddigi leirasok mindsége miatt megalapozotnak lattuk a CCAP-termeld rendszer pontosabb leirasat, és

vizsgalatainkat kiterjesztettiik a teljes kozponti idegrendszerre.

Az elérhet6 antiszérumok gyenge mindsége miatt az irodalomban leirt médon a CCAP-tartalmu sejtek jelolését
egy sejtidegen anyag bejuttatasaval és kovetésével oldottuk meg. A genetikdbdl ismeretes enhancer trapping
modszer segitségével a CCAP-termeld sejtekkel cd8 sejtadhézids fehérjéhez kotve zolden fluoreszkald fehérjét

(GFP) fejeztettiink ki, ami jol jelolte a CCAP-termeld struktirak teljes felszinét.

Korabbi irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CCAP-neuronok a hasduclanc teriiletén megjelenésiik és
morfologiajuk alapjan is tobb csoportra oszthatok, azonban a fénymikroszkopia felbontasi hatara és az atfedd
viszont, hogy a rendszer ki és- bemeneti régidit azonosithassuk, ismerniink kell a rendszert alkoto strukturak
pontos lefutasat. Egy nemrég elérhetdvé valt genetikai eszkoz, a flip-out technika segitségével kidolgoztuk,
hogyan lehet cd8.GFP fuzids fehérjét csak egy sejtben kifejeztetni. Ezaltal feloldhato a teljes CCAP-rendszer és

crer

szemléltethetjiik.

Jelenleg a ki- és bemeneti felszinek azonositasara alkalmas szinaptikus markereket nem tudjuk csak egy sejtben
kifejeztetni. A 3D modellek segitenek a teljes rendszer részegységeit egy-egy sejthez kotni, ezaltal a
sejtkommunikacio lehetséges irdnyat megszabo szinaptikus felszinek eloszlasa sejtszinten vizsgalhatova valik.

Ezek alapjan nem kizarhato, hogy az INagy-2 neuron a hasduclancban szinkronizalo szerepet jatszik.
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