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1J Sl
JI sl/en
Al Absorpcija fotona v zuzel¢jih oceh posledi¢no vpliva na odprtje ionskih kanalckov v

membrani fotoreceptorske celice. Pri vinski musici v membrani mikrovilov fotoreceptorjev
najdemo dve vrsti ionskih kanalckov, TRP in TRPL, ki posredujeta od svetlobe odvisno
depolarizacijo. Oba imata sorodno aminokislinsko zaporedje, skupna jima je tudi molekulska
organizacijska shema (transmembranska porna regija iz Sestih domen). TRP kanalcek je
nemobilen, pritrjen na ogrodni protein, in selektiven za Ca**. TRPL kanalek je mobilen (v
temi je v mikrovilu, v svetlobi v somi fotoreceptorja) in manj selektiven za katione. Mutante
music, Ki vsebujejo samo en tip kanalckov v membrani fotorceptorskih celic, imajo znacilne
ERG fenotipe: trp (vsebuje le TRPL) ima prehodni receptorski potencial, trpl (vsebuje le TRP)
pa toni¢en receptorski potencial z oscilacijami in zmanjSano nevralno komponento.
Okarakterizirali smo ERG treh himeri¢nih sevov vinskih music, ki so imele v fotoreceptorjih
izrazene himeri¢ne ionske kanalcke, sestavljene iz delov TRP in TRPL. Vse so vsebovale
transmembransko porno regijo TRP kanalcka, razli¢no kombinirane konce TRP in TRPL
kanalCkov ter zeleni fluorescentni protein (eGFP) na C-koncu. V poskusu smo na sevih wt,
trp”**® in vseh treh himeri¢nih sevih merili ERG, odvisnost amplitud ERG od razli¢nih
svetlobnih intenzitet in refraktarnost po maksimalni obremenitvi fotoreceptorjev. Poleg tega
smo s pomocjo fluorescence eGFP proteina sklepali na abundanco in mobilnost himeri¢nih
kanalckov. S pomoc¢jo omenjenih protokolov smo Zeleli ugotoviti, katerim od nativnih ionskih
kanal¢kov bodo himeri¢ni ionski kanalcki glede na funkcionalne lastnosti bolj podobni.
Izkazalo se je, da so vsi himeri¢ni kanalcki glede na funkcionalne lastnosti bolj podobni TRPL
kanal¢kom, saj smo pri vseh zabelezili prehodni receptorski potencial. Himeri¢ni ionski
kanalcki so se zelo slabo translocirali v mikrovile. Izjema je bil himeri¢ni kanalcek, ki je imel
oba citoplazemska konca iz TRPL, poro pa iz TRP. Dokazali smo, da v kompleksnem sistemu
terminalni konci kanal¢kov v vecji meri vplivajo na lastnosti kanalckov kot pa sama
transmembranska porna domena.
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AB  Photon absorption in insect eyes results in the opening of ionic channels in the
membrane of the photoreceptor cell. In the photoreceptors of the fruitfly, two types of ionic
channel that mediate the light-dependent depolarization can be found in the microvillar
membrane, TRP and TRPL. They both share the similar aminoacid sequence and molecular
organization scheme (transmembrane pore region formed of six domains). TRP channel is
immobile, attached to a scaffold protein and Ca?*-selective. TRPL channel is mobile
(microvillar in the darkness, translocated to the receptor soma in the light) and less selective
for cations. Fruitfly mutants which have only one type of ionic channel in the photoreceptor
membrane have typical ERG phenotypes: trp (contains only TRPL) has a transient receptor
potential, while trpl (contains only TRP) has a tonic receptor potential with oscillations and
reduced neural component. We have characterized the ERGs in three chimeric fruitfly strains.
Their ionic channels were composed of parts of TRP and TRPL. The channel transmembrane
pore region was of the TRP channel, the termini of TRP and TRPL channel, and a green
fluorescent protein (eGFP) was attached to the C-terminus. In our experiments in the strains
wt, trp™* and the three chimeric strains, we have measured the ERG, ERG amplitude
dependence on different light intensities and the refractory period following maximal
metabolic load of the photoreceptors. Furthermore, we have assayed by observing the GFP
fluorescence the abundance and mobility of himeric channels. By using these protocols we
wanted to ascertain to which of the native ionic channels the himeric channel functional
characteristics would be most similar . It turned out that all chimeric channels exhibited
transient receptor potential and were most similar to TRP. The chimeric ionic channels have
also poorly translocated into the microvilli . The exception was the chimeric channel with both
citoplasmic termini from TRPL and a TRP pore. We have demonstrated that in a complex
system, the terminal ends of channel protein can influence the channel characteristics more
than the transmembrane domain itself.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ERG elektroretinogram

TRP wtransient receptor potential« ionski kanal¢ek

TRPL »transient receptor potential-like« ionski kanal¢ek

TRPC »transient receptor potential canonic« ionski kanal¢ek; skupina
kanalckov, najbolj podobnih musi¢jim TRP kanalckom

wit divji tip

Chl himera 1 (himeri¢ni ionski kanalcek; sev vinske musice)

Ch2 himera 2 (himeri¢ni ionski kanalcek; sev vinske musice)

Ch3 himera 3 (himeri¢ni ionski kanalcek; sev vinske musice)

R1-6 periferne fotoreceptorske celice v omatidiju dipterskih insektov

R7, R8 centralni fotoreceptorski celici v omatidiju dipterskih insektov
G-protein receptorska molekula, ki v obliki a heliksov sedemkrat préka celi¢no
membrano

GDP, GTP gvanozin di-, trifosfat

PLC fosfolipaza C

PIP; fosfatidilinozitol-4,5,-bifosfat

IP3 inozitol-1,4,5-trifosfat

DAG diacilglicerol

PDA podaljSani depolarizacijski popotencial (»prolnged depolarization
afterpotential«)

LMC nevroni prvega opti¢nega ganglija (»large monopolar cells«)

eGFP zeleni fluorescentni markerski protein (»enhanced green fluorecence
protein)

InaD ogrodni protein InaD (»Inactivation-no afterpotential«)

NinaC pritrjevalni protein (»neither inactivation nor afterpotential C«)
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OBBOO eksperimentalni protokol; zaporedni pulzi oranzne, dvakrat modre in
dvakrat oranzne svetlobe (»orange, blue, blue, orange, orange«)

Zapis z velikimi tiskanimi ¢rkani (naprimer TRP) oznacuje ionski kanal¢ek, medtem ko
zapis z malimi poSevnimi ¢rkami (naprimer trp) oznacuje sev, ki istoimenskega ionskega
kanalcka ne vsebuje. Z majhnimi poSevnimi ¢rkami oznacujemo tudi gene, ki kodirajo
proteine za nastanek istoimenskih kanalckov.
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1 UvOD

Vid je pri vecini zivali informacijsko najbogatejsa modaliteta zaznave signalov iz okolja.
Na svetlobo obcutljive receptorske celice prevajajo energijo svetlobnih drazljajev v
vzburjenje. To vzburjenje imenujemo receptorski potencial: sprememba napetosti

receptorske celice, proporcionalna svetlobni jakosti.

Vinska musica je zaradi dekodiranega in dobro raziskanega genoma ter razvitih

molekularno genetskih tehnik najbolje preuceni Zivalski model zaznavanja svetlobe.

Receptorska molekula, ki prozi fototransdukcijsko kaskado, je rodopsin. Absorpciji fotona
svetlobe sledi konformacijska sprememba rodopsina v metarodopsin, ki veze G-protein. G-
protein razpade na o in By podenoti. oo podenota aktivira encim fosfolipazo C (PLC), ta pa
cepi membranski fosfolipid PIP, v IP3 in DAG, obveséevalni molekuli. Kon¢ni rezultat
aktivacije kaskade je odprtje TRP in TRPL ionskih kanalckov v membrani fotoreceptorskih
celic.

e

kanalCkov (“transient receptor potential canonical channels™). Zanje je znacilno, da imajo
poleg Sest-domenske transmembranske porne regije Se kratek N-konec (terminus) s tremi
ankirinskimi ponovitvami ter C-konec (terminus) z vezavnim mestom za kalmodulin (slika
1).


http://en.wikipedia.org/wiki/Transient_receptor_potential_channel�
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TRPC

Slikal: Shematski prikaz TRPC ionskega kanalcka. S1-S6 transmembranske domene, na N-koncu so tri
ankirinske (A) ponovitve, C-konec pa vsebuje prolinsko regijo (P) in vezavno mesto za kalmodulin (CBS) .

V omenjeno poddruzino spadajo TRP in TRPL kanalcki, ki so bili odkriti ravno na modelu
vinske musice. Oba tipa kanalckov imata skupne strukturne lastnosti, vendar pa vloge
posameznih tipov kanalckov Se do danes niso jasno definirane. Zato smo v diplomski
nalogi preucevali himeri¢no sestavljene ionske kanalcke, ki so na enotni transmembranski
TRP domeni vsebovali razlicno kombinirane TRP in TRPL konce (terminuse) in

ugotavljali, katera domena klju¢no vpliva na funkcionalne lastnosti teh kanalckov.

1.1 STRUKTURA OCI VINSKE MUSICE

Vidni sistem vinske musice tvorita dve sestavljeni oCesi in trije oceli. Slednji so enostavne

o¢i na temenu glave, sestavljeno oko pa tvori do 800 omatidijev.

Posamezen omatidij je sestavljen iz osmih fotoreceptorskih celic, primarnih in sekundarnih
pigmentnih celic in Semperjevih celic. Pot svetlobe poteka od kornealne lece skozi kristalni
stozec ter nato preko Semperjevih celic do fotoreceptorja ter v kon¢ni fazi do njegovega

fotoobcutljivega dela-rabdomere, kjer se svetloba absorbira (slika 2).
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Rabdomera je specializiran organel vsake fotoreceptorske celice, ki ga sestavlja okoli 30
000 mikrovilov. V mikrovilih se nahaja celoten nabor beljakovin, ki opravljajo
fototransdukcijo. Rabdomere posameznega omatidija tvorijo svetlocutni del ocesca,
rabdom, Ki je pri vinski muSici odprtega tipa, saj so posamezne rabdomere med seboj
razmaknjene. TakSna organizacija omogoca zaznavanje svetlobe iz razli¢nih smeri, vendar
je kljub temu zaradi minimalne medsebojne oddaljenosti zagotovljeno, da svetloba ne
prehaja v sosednje rabdomere. To dvoje definira nevralno superpozicijo musi¢jega ocesa, ki
hkrati omogoc¢a visoko locljivost zaradi opti¢ne loCenosti in visoko obcutljivost zaradi

sestavljanja informacije s sinapsami v nizjih plasteh (Kirschfeld 1973).

Kornealna le¢a

Kristalni stoZzec
Primarna pigmentna celica
Semperjeva celica

Vrh rabdomere

Fotoreceptorska celica mm——

Jedro e,

Rabdomera —

Intraomatidialni prostor

Sekundarna __|
pigmentna celica

Bazalna lamina
Akson

Mikrovili  Submikrovilarne
cisterne

Slika 2: Shema sestavljenega oCesa in enega omatidija: A, sestavljeno oko. B, struktura omatidija. C,
pre¢ni prerez distalnega dela omatidija z R7 receptorsko celico. D, precni prerez proksimalnega dela
omatidija z R8 receptorsko celico. E, shematski prikaz mikrovilarne membrane rabdomere s
submikrovilarnimi cisternami. (prirejeno po Paulsen et al. 2001)
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Osem fotoreceptorskih celic lahko na osnovi spektralne obcutljivosti, polozaja rabdomere v
omatidiju in sinapti¢nih povezav v opti¢nih ganglijih razdelimo v tri razrede (Hardie 1983).
Celice R1-6 so najvecje, vsebujejo rodopsin z absorbeijskim vrhom v modrem delu spektra
(480 nm), njihovi aksoni pa sinapsirajo v lamini. Druga dva razreda fotoreceptorskih celic,
R7 in RS, sta opredeljena glede na polozaj njihovih rabdomer v srediS¢u centralnega
kanala, njihovi aksoni pa sinapsirajo v meduli. Celica R7 v retini lezi distalno in vsebuje ali
rodopsin Rh3 ali Rh4, nikoli pa obeh hkrati. Celica R8 lezi proksimalno, z rabdomero to¢no
pod rabdomero celice R7, in vsebuje ali rodopsin Rh5 ali pa Rhé6.

Bazalna lamina lo¢i retino od opti¢nih ganglijev, njena funkcija pa je poleg opore Se

kemicna in elektricna izolacija (slika 3).

Retina
L
Lamina ) 7
[
7-‘/ TmY

T1

Medulla *

Lobula Lobula plate

Tip

= Current Biology

Slika 3: Sinapti¢ne povezave fotoreceptorskih celic. Aksoni receptorskih celic R1 sinapsirajo v lamini (enako
velja za vse celice R1-R6), aksoni receptorskih celic R7 in R8 pa sinapsirajo v meduli (povzeto po Borst,
2010).
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1.2 FOTOTRANSDUKCIJA
1.2.1 Aktivacija fototransdukcije

Fototransdukcija je mehanizem, ki prevaja energijo fotona vidne in UV svetlobe v
elektricno vzburjenje membrane fotoreceptorjev. Pri€ne se z absorpcijo fotona svetlobe v
rodopsinu, natan¢neje v njegovem neproteinskem delu, 3-hidroksi retinalu, ki s tem
spremeni konfiguracijo iz 11-cis v all-trans obliko. To povzro¢i nastanek kataliti¢no

aktivne metarodopsinske molekule.

Metarodopsin aktivira Gq protein, ki ob aktivaciji izmenja GDP za GTP in razpade na a in
By podenoti. Gqa podenota aktivira vé molekul fosfolipaze @ (PLC), le -ta pa katalizira
pretvorbo mnogih molekul fosfatidilinozitol-4,5-bifosfata (PIP,) na citosolni inozitol-1,4,5-
trifosfat (IP3) in na membransko vezan diacilglicerol (DAG) (Devary et al. 1987), sprosti pa
se tudi proton. Nedavne objave podpirajo hipotezo, da do odprtja ionskih kanal¢kov TRP in
TRPL pride zaradi kombiniranih u¢inkov nastanka DAG, izpraznjenja PIP;, in sprostitve
protona oziroma zakisanja citoplazme v mikrovilu (Huang et al., 2010).
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Slika 4: Shema fototransdukcijske kaskade (1) Absorpciji fotona sledi fotokonverzija rodopsina v
metarodopsin. Slednji aktivita heterodimerni G-protein s pomocjo izmenjave GTP — GDP. (2) Gqua podenota
G-proteina aktivira PLC. Ta razcepi membranski protein PIP, na DAG in IP;. (3) TRPL in TRP kanal¢ki se
odprejo po neznanem mehanizmu. Ca?* in Na* ioni prodrejo v notranjost celice. (4) Submikrovilarne cisterne
so zaloga sekundarnega sporo¢evalca Ca?*. Ca?* kanaleki se odprejo po vezavi IP; na membrano cisterne. (5)
Fosfoinozitidni cikel predelave IP; in DAG v PIP; (prirejeno po Hardie 2001).

Fototransdukcijska kaskada fotoreceptorjev pri vinski musici je najhitrejSa znana signalna
kaskada, saj od obsorpcije fotona svetlobe pa do odprtja ionskih kanalckov preteGe manj
kot 5 ms. Vzrok za taksno izjemno hitrost je v ucinkoviti organizaciji komponent
transducisoma, ki omogoc¢a minimalne difuzijske razdalje in direktno interakcijo med
elementi kaskade. Vse komponente fototransdukcijske kaskade se nahajajo v membranah
mikrovilov v rabdomu celice in so med seboj povezane z InaD proteinom. Celoten

transducisom pa na mikrovilarni aktinski filament pritrjuje protein NinaC (slika 5).
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Slika 5: Transducisom ali signalpleks. Mikrovil je organiziran okrog aktinskega filamenta. Na filament se
pritrja nekonvencionalni miozin NinaC, ki ima dve vezavni mesti za kalmodulin (CaM). NinaC povezuje
aktin in InaD protein, ki je na tej shemi oznagen s Stevilkami od 1 do 5. Stevilke predstavljajo PDZ domene
(poimenovane po tipi¢nih nahajaliscih: post-synaptic density, discs-large, zonula occludens), znacilne za
strukturne protein v drugih nevronih. Na InaD se preko PDZ domen pritrjajo e Trp kanaléek, fosfolipaza C
(PLCPB) in regulatorski protein, protein kinaza C (PKC). Na shemi sta prikazana Se G-protein in rodopsin
(prirejeno po Hardie 2001).

1.2.2 Kvantni sunek

Kvantni sunek je elementarni dogodek v fotoreceptorjih, ki sledi absorbciji fotona. Pri
nevretencarjih, torej tudi pri vinskih mus$icah, gre za nastanek kationskega toka, Ki
depolarizira fotoreceptorske celice. Obratno pa pri vretencarskih fotoreceptorjih kvantni
sunek povzoci elementarno zmanjSanje kationskega toka skozi kanalCke, posledica pa je

hiperpolarizacije fotoreceptorjev.

Amplituda toka kvantnega sunka pri vinski musici je v danih pogojih adaptacije podvrzena
nacelu “vse ali ni¢”. Domnevajo, da sprememba napetosti nastane na naslednji nacin (po
(Hardie et al., 2010): vdor majhne koli¢ine Ca** skozi prve odprte TRP kanaltke povzrodi
porast koncentracije Ca** v mikrovilu, tako da Ca* po pozitivni povratni zanki facilitira $e
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odprtje vseh ostalih TRP kanaltkov v mikrovilu. To povzro¢i eksploziven dvig Ca®* in $e
nekaterih drugih kationov (Na*, Mg®"). Ca?* neposredno in prek kalmodulina ob visoki
koncentraciji sprozi negativno povratno zanko tar tako posreduje zaprtje ionskih kanal¢kov.
Na ta nadin kvantni sunek v trenutku doseze maksimalno amplitudo in se nato hitro

zakljuci.

S seStevanjem amplitud depolarizacij zaradi mnozice kvantnih sunkov nastaja receptorski
potencial fotoreceptorske celice. Receptorski potencial je toni¢en odgovor fotoreceptorske
celice na svetlobne drazljaje. Depolarizacija fotoreceptorjev znasa maksimalno 60 do 70
mV nad mirovnim membranskim potencialom, ki znaSa priblizno -70 mV. Delovanje
fotoreceptorjev je najbrz optimizirano tako, da so v “normalnih pogojih” ambientalne
osvetlitve v povprecju depolarizirani le do polovicne maksimalne amplitude depolarizacije.
Na ta nacin je njihov dinamicni razpon karseda velik in njihovo kodiranje kontrastov

karseda natanc¢no.

1.2.3 PDA

Deaktivacijo metarodopsinske molekule zagotavlja encim arestin. Arestina je v celici
nekajkrat manj kot rodopsina, zato lahko prebitek metarodopsina sprozi trajno aktivacijo
receptorjev, ki jo lahko elektrofizioloSko spremljamo kot PDA (“prolonged depolarizing
afterpotential”) (Hamdorf et al. 1973, Hamdorf in Razmjoo 1979, Dolph et al. 1993). Pogoj
kratkovalovna svetloba med 320 nm in 540 nm, torej UV, vijoli¢na, modra ali zelena
svetloba. Ker je metarodopsin termi¢no stabilen, lahko PDA pri vinski musici traja vec ur.
Naknaden pulz dolgovalovne svetlobe (A>540 nm) lahko pretvori vidni pigment nazaj v

rodopsinsko obliko, s ¢imer sprozimo repolarizacijo PDA.
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1.3 IONSKI KANALCKI V MEMBRANI FOTORECEPTORJEV

Membranski kanal¢ki, skozi katere tece od svetlobe odvisni ionski tok (LIC, “light induced
current”), sodijo v evolucijsko razsSirjeno in ohranjeno druzino TRP kanal¢kov. Druzina
TRP beljakovin predstavlja nov razred ionskih kanalckov, ki so udelezeni v kalcijevem
signaliziranju. Prototipi¢ni ¢lani tega razreda, TRP in TRPL, so bili prvi¢ opisani v vidnem
sistemu vinske musice, kjer posredujejo od svetlobe odvisno prevodnost (Hardie in Minke
1992, 1993a, Niemeyer et al. 1996). Od tedaj raziskujejo fototransdukcijo vinske musice
kot sistem, v katerem je mogocCe z molekularnimi metodami Studirati funkcije TRP
kanal¢kov. Musi¢ji TRP sodijo k podrazredu kratkih TRP kanal¢kov (STRPC, “Short TRP
channels”). STRPC kanalgki so vselej za Ca®* permeabilni kationski kanaléki, ki jih

aktivira z receptorji posredovana stimulacija razli¢nih izoform fosfolipaze C.

Doslej so bili identificirani trije strukturno sorodni kanalski proteini vidnega sistema vinske
musice, ki jih kodirata gend transient receptor potencial’ (trp) (Montell in Rubin 1989),
“transient receptor potential like” (trpl) (Phillips et al. 1992), nasli pa so Se tretjo, TRP
podobno obliko kanal¢ka (TRPy) (Xu et al. 2000). Vsi navedeni kadlal so v velikem
Stevilu prisotni v rabdomerah fotoreceptorjev (Niemeyer et al. 1996, Chevesich et al. 1997,
Xu et al. 2000), poleg tega pa so sorodne TRP kanal¢ke naSli Se v antenah, kjer nabrz
posreduje olfaktorni odgovor ali pa sodeluje pri razvoju olfaktornih receptorskih celic
(Stortkuhl et al. 1999).

Genetski in elektrofizioloski eksperimenti so pokazali, da je od svetlobe odvisha
prevodnost v fotoreceptorjin vinske musSice posredovana z dvema vrstama ionskih
kanlckov, TRP in TRPL. Oboji imajo skupne strukturne lastnosti, ki jih najdemo tudi pri
vretencarskih napetostno odvisnih kalcijevih kanalckih. Ena od teh je organizacijska shema
iz Sestih transmembranskih domen (glej npr. pregledni ¢lanek Minke in Cook 2002). Trp
(“transient receptor potential”) mutante kazejo ob¢utno zmanjsane, prehodne (tranzientne)
odgovore na svetlobo (Consens in Manning 1969), medtem ko je trpl;trp dvojna mutanta

popolnoma neodzivna na svetlobo.
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Poskusi z metodo whole cell patch clamp na izoliranih omatidijih vinske musice kazejo, da
je svetlobni tok pri Drosophili linearen seStevek tokov skozi dva razreda kanalckov, Trp in
Trpl. Pri tem ni zkljuCena moznost, da se kanalcki pojavljajo tudi v heteromultimerah

(Niemeyer et al. 1996, Xu et al. 1997).

Verjetno sta oba tipa ionskih kanalc¢kov pri divjem tipu (TRP in TRPL) v funkcionalni
interakciji in delujeta vzajemno, na kar kaze dejstvo, da ERG divjega tipa ni linearen
seStevek ERG trp in trpl mutant (Leung, Geng in Pak, 2000) (slika 6).

20 s white light log (I1,)=0

Slika 6: Elektrofizioloski odziv sevov wt, trp™*® in trpl*** na 20 s svetlobni pulz (znotrajceli¢ni posnetki

odgovorov fotoreceptorjev na 20 s pulz bele svetlobe). Zasenceno obmocje prikazuje sestevek receptorskih
potencialov trpl*® in trp™*, Sestevek ni enak odzivu divjega tipa (wt) (prirejeno po Leung, Geng in Pak,
2000).

TRP kanal¢ek je v rabdomu priblizno Sestkrat bolj abundanten od TRPL kanalcka, je
selektiven za kalcij (pCa®*: pNa">100:1), njegova prevodnost je razmeroma nizka (8pS)
(Reuss et al. 1997) in je zasidran v transducisom prek InaD proteina. Po drugi strani pa je
TRPL ionski kanaldek dokaj neselektiven (pCa®* :pNa‘*=4:1), ima razmeroma visoko
prevodnost (35pS) (Reuss et al. 1997) in naj ne bi bil pritrjen na ogrodne beljakovine.

Posebnost TRPL kanalcka je, da sta njegova abundanca in aktivnost v mikrovilu odvisna od
svetlobne adaptacije (Bédhner et al. 2001): v mraku sta najvi§ji, v mocni svetlobi pa

kanal¢ek v roku ene ure prakticno izgine iz svetloCutnega dela. Proces znotrajceli¢ne
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translokacije je reverzibilen, potovanje v rabdomero v temi traja eno uro, mehanizem
translokacije pa ni znan. Kaze, da prav spreminjanje razmerja med TRP in TRPL sluzi kot
pomemben mehanizem receptorske adaptacije na svetlobne pogoje (Bahner et al. 2001).

1.4 ELEKTRORETINOGRAM

Elektroretinogram je zunajceli¢ni zapis sprememb elektriéne napetosti med ocesom in
nevzdraznim delom telesa, in je sumari¢ni potencial fotoreceptorskih celic vseh 700-800

omatidijev oCesa in nevronov visjega reda.
Elektroretinogram je sestavljen iz Stirih faz (slika 7):

- “on” faza; pojavi se ob =zacCetku svetlobnega drazljaja, gre pa za hiter
hiperpolarizacijski odgovor LMC nevronov. V sinapsah med fotoreceptorji in LMC nevroni
histamin kot prenaSalna molekula, ki odpira kloridne kanalcke, ob depolarizaciji

fotoreceptorjev povzro€i hiperpolarizacijo LMC nevronov.

- vsota receptorskega potenciala in odgovora LMC nevronov; v tem delu
zunajceli¢no spremembo napetosti tvori sestevek negativno polarne, toni¢ne depolarizacije

fotoreceptorjev in pozitivno polarne, fazi¢no-toni¢ne hiperpolarizacije LMC nevronov

- “off” faza; prehodno narasCanje in zatem pojemanje zunajcelicne spremembe

napetosti zaradi repolarizacije fotoreceptorjev in fazi¢ne depolarizacije LMC nevronov

- popotencialna komponenta; kot posledica ugaSanja odgovora fotoreceptorjev in LMC

nevronov



Gnidica, S. Elektroretinografska opredelitev fenotipov transgenih vinskih music (Drosophila melanogaster...
Diplomsko delo. Ljubljana , Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010. 12

won« faza

e

/ o Popotencialna
=g komponenta
RP + LMC »off faza

Slika 7: Faze elektroretinograma pri divjem tipu (wt)

Oblika elektroretinograma je zelo odvisna od namestitve registracijske elektrode.
Najucinkovitejsa je tik pod korneo, in sicer zaradi na ta nain omogocene stabilnosti

preparata in minimalnega prispevka LMC nevronov.

1.5 PROBLEMI IN DELOVNE HIPOTEZE

Proces zaznave svetlobe v mikrovilarnih fotoreceptorjih, kakor ga poznamo v primeru
vinske musice, poteka preko aktivacije G-proteinske signalne kaskade, ki vodi do odprtja
ionskih kanalckov TRP in TRPL. To sta dve sorodni vrsti ionskih kanal¢kov z nekoliko
razli¢nima prevodnostima za Na* in Ca?* ione. TRP kanalek je vezan na ogrodni protein in
je zato vselej prisoten v mikrovilih, TRPL kanal¢ek pa ni vezan ter se translocira med
mikrovili in somo fotoreceptorjev v odvisnosti od svetlobne adaptacije celice. Partnerski
laboratorij iz Univerze v Hohenheimu je na modelu vinske musice translokacijo TRPL
kanalcka odkril in jo Studira tudi s pomocjo transgenih vinskih muSic, ki imajo v
fotoreceptorjih izrazene takoimenovane himeri¢ne ionske kanalCke, sestavljene iz delov
TRP in TRPL. V na$ laboratorij smo za elektrofiziolosSke preiskave prejeli tri kljuéne seve s

himeri¢nimi kanal¢ki, izrazenimi pri mutiranih musicah, ki so sicer brez nativnih ionskih
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kanalckov TRP in TRPL v fotoreceptorjih. Himeri¢ni kanal¢ki so sestavljeni iz

transmembranske domene TRP in iz citoplazmatskih koncev TRP ali TRPL.

Z elektroretinografijo transgenih vinskih muS$ic s himeri¢nimi ionskimi kanalcki
TRP/TRPL smo Zeleli ugotoviti, ali so izrazeni himeri¢ni ionski kanalcki tudi funkcionalni.
Ugotoviti smo zeleli tudi, kateri citoplazemski konec kanal¢ka vpliva na njegovo prisotnost

v mikrovilu, na translokacijo in nemara tudi na prevodnost.

Klasi¢ne mutante vinske musice trp in trpl, ki vsebujejo le en razred ionskih kanalCkov,
imajo zelo znacilne ERG fenotipe: trp odlikuje prehodni (tranzientni) receptorski potencial
(odtod kratica trp), trpl pa toni¢ni receptorski potencial z oscilacijami in ERG z zmanj$ano
nevralno komponento. Predpostavljali smo, da bomo pri musicah s himeri¢nimi ionskimi
kanal¢ki izmerili ERG, ki bo podoben ERGju ene ali druge klasi¢ne mutante, nemara pa bo
imel celo meSane lastnosti ERG obeh sevov. S pomocjo tega smo sklepali o funkcionalnih
lastnostih himeri¢nih kanal¢kov ter o funkcionalnem pomenu njihovih citoplazmatskih
domen. Ker so ionski kanalCki oznaceni s kovalentno vezanim fluorescentnim proteinom
eGFP, smo lahko o njihovi prisotnosti v mikrovilih ali somi sklepali na osnovi slikanja s

fluorescentnim mikroskopom.

2 MATERIALI IN METODE
2.1 POSKUSNE ZIVALI

V diplomski nalogi smo raziskovali belooke vinske musSice (Drospophila melanogaster), ki
v ocCeh nimajo zasSCitnega pigmenta. Seve belookih muSic smo prejeli iz Oddelka za
biosenzoriko, Instituta za fiziologijo Fakultete za naravoslovne znanosti Univerze

Hohenheim v Stuttgartu. Kon¢ni del krizanja smo opravili sami.
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evee

in TRPL (sev trpl*®%trp™*%) pod nadzorom rodopsinskega (Rh1) promotorja izraZene

naslednje himeri¢ne ionske kanalcke:

1. sev himera 1 (Chl): kanal¢ek s transmembransko domeno in N-koncem TRP in

pripetim fluorescentnim oznacevalcem eGFP; C-konec iz kanal¢cka TRPL

2. sev himera 2 (Ch2): kanal¢ek s transmembransko domeno in C-koncem TRP in

pripetim fluorescentnim oznacevalcem eGFP; N-konec iz kanalcka TRPL

3. sev himera 3 (Ch3): kanalcek s transmembransko domeno TRP in pripetim

fluorescentnim oznacevalcem eGFP; C- in N-konca iz kanal¢ka TRPL

A TRP:eGFP/ B TRP:eGFP/ C TRP:eGFP/
TRPL C-Term TRPL N-Term TRPL N+C-Term

eGFP

L INAD
*binding

Slika 8: Shematski prikaz ionskih kanal¢kov pri sevih Ch 1, Ch 2 in Ch 3. A, himera 1 (TRP:eGFP/TRPL C-
Term), B, himera 2 (TRP:eGFP/TRPL N-Term), C, himera 3 (TRP:eGFP/TRPL N+C-Term) (prirejeno po
Richter, 2007).
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V kontrolnih poskusih smo uprabili Se naslednje seve:

4. sev trp™* — izloteni k maltki TRP, samo k a d¢ki TRPL; v ERG p 1sotn i samo
prehodni (tranzientni) receptorski potenciali

302
|

5. sev trpl™ — izlo¢eni kanalcki TRPL, samo kanalcki TRP; manj izrazit ERG fenotip,

oscilatorni receptorski potenciali in zmanjSani “on” in “off” komponenti

6. sev A35-divji tip (wt)

Pricakovali smo namre¢, da bodo fenotipi himeri¢nih sevov podobni fenotipom sevov trp,

trpl ali pa kombinaciji obeh.

2.1.1 Potek in shematski prikaz krizanja sevov

Homozigotna oblika seva Himera 3 je bila iz neznanega razloga slabo viabilna in
nestabilna. Zato smo pred poskusi s krizanjem vzgojili heterozigotni sev, ki je imel izlocena
oba kanalcka, TRP in TRPL, ter izraZeno eno kopijo kanalcka Ch3. Krizanje je prikazano
na spodnji shemi.

V shematskem prikazu krizanja sta alela posameznega kromosoma muSice lo¢ena z
vodoravno ulomkovo ¢rto, kromosomi med seboj pa s podpi¢jem. Krosomi so prikazani v
naslednjem vrstnem redu: spolni, avtosom 2, avtosom 3; avtosoma 4 ne prikazujemo. Znak
+ pomeni, da na kromatidi kromosoma ni nobene spremembe glede na divji tip. Znaki yw,
CyO in Sb so oznacevalci, ki jih fenotipsko vidimo kot: yw-(»yellow-white«) svetlejSe in
bolj prosojno telo, CyO-(»curly wings«) kodrasta krila, Sh-(»stubble«) toge torakalne
dlacice. Ti zunanji znaki so nam pomagali pri selekcioniranju pravih potomcev, ki smo jih

uporabili za naslednji korak. Potomec krizanja se nahaja pod krizcem njegovih starSev.
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Preglednica 1:shematski prikaz krizanja

yw~ Cy0 Sb yw™ trpl™ trp”

yw™ ; trpl- "Ch3 trp~ yw~ trpl= trp~

yw™ trpl™ Ch3trp~

yw~ trpl=" trp~

Musice smo od izleganja do poskusa gojili v temi, za poskus pa smo uporabili dva do

sedem dni stare.

2.1.2 Preparacija poskusnih zivali

S primerno preparacijo smo Zeleli doseci ¢im daljSo obstojnost preparata in hkrati ¢im

manjso mobilnost Zivali, da bi bila kakovost ERG karseda visoka.

Posamezno musico smo s pinceto najprej vzeli iz epruvete, ji zaradi lazjega dela odstranili
noge, nato pa jo, za bolj$o imobilizacijo, bo¢no pritrdili na bakreni nosilec. To smo naredili
tako, da smo s pomoc¢jo meSanice Cebeljega voska in kolofonije prilepili toraks in
proboscis na podlago. Pri tem smo pazili tudi na to, da je bilo eno oko pod ustreznim
kotom za kasnejSe zabadanje merilne elektrode. Nosilec s fiksirano Zivaljo smo nato
vstavili na mizico mikromanipulatorja v Faradayevi kletki, ki poleg elektri¢ne nudi tudi

svetlobno izolacijo.
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2.2 FOTOSTIMULACIJA
2.2.1 Svetlobni vir

Glavni vir svetlobe je bila ksenonova Zarnica tipa XBO z mocjo 150 W (Osram, Nemcija). V
zacetni fazi smo svetlobi z dvema periskopsko postavljenima hladnima zrcaloma izlo¢ili
infrardec¢i del spektra. Ohlajeno svetlobo smo z leCo zbrali na vhodni rezi racunalnisko
vodenega monokromatorja Oriel 77250 (Oriel, Stratford, ZDA).

Dolzino svetlobnega pulza smo uravnavavali z racunalnisko vodenim zaklopom (Compur,
Nemcija), names¢enim pred monokromatorjem. Svetlobne Zarke iz monokromatorja smo
k dimirali z viesno zb ralno leco. V naslednj fazi zarkovre pot smo v opticno os po
potrebi ro¢no vstavljali refleksijske nevtralno sive filtre absorbance 3.2, 2.3, 1 in 0.5
(Melles Griot, Zeevenar, Nizozemska). Sledila je Se objektna leca, s katero smo svetlobo

zbrali na preparat. Vse komponente zarkovne poti preposcajo UV svetlobo.

IR

Faradayeva kletka
visi zaklop monokromator
XBO - sivi filtri [+ DC
1500 ety LT . T - .. predojac.
" O (:) ....... In ’w
o Peltier
CyberAmp 320
| 1
PG 2 — pci CED 1401
nadzor zajem podatkov
monokrom. in nadzor poskusa

Slika 9: Shema fotostimulatorja in elektrofozioloSkega kompleta.
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2.3 REGISTRACIJA ERG

Steklene kapilare iz borosilikatnega stekla z zunanjim premerom 1,5 mm, notranjim
premerom 0,7 mm in filamentom 10 um smo na "pullerju™ P-97 (Sutter, Novato, ZDA)
oblikovali v pipete z odprtino cca 10 um in upornostjo v kiloohmskem razredu. Napolnili
smo jih z fiziolosko raztopino (v mM: NaCl 113, KCI 2, CaCl, 1, NaHCO3; 2; pH=7,2), jih
vstavili v nosilec z Ag/AgCI zico (ALA Scientific Inst., Westbury, ZDA) in tako naredili
zunajceli¢ne registracijske elektrode. Nosilec z elektrodo smo pritrdili na ro¢ni manipulator
(Narishige, Tokio, Japonska) z motorizirano Z-osjo (Maerzhauser, Wetzlar, Nemcija). S
polavtomatsko mikromanipulacijo smo predrli korneo in namestili konico elektrode ¢im
blizje povrsini. Za izdelavo indiferentne elektrode smo uporabili 50 um klorirano srebrno
zico. Nosilec indiferentne elektrode smo pritrdili na bakren blok s preparatom in jo med
preparacijo s pinceto namestili v toraks.

Signal, ki smo ga odvajali iz ocesa, smo s predojacevalnikom AI 401 desetkratno ojacali in
peljali na obdelovalnik signala CyberAmp 320 (Axon Instruments Inc., Union City, ZDA).
Izravnali smo potencialno razliko med elektrodama, signal dodatno ojacali (20 do 100-krat)
in ga filtrirali z nizkopasovnim filtrom (f.=200 Hz). Za digitalizacijo signala smo uporabili
12 bitni vmesnik CED 1401+ (CED, Cambridge, Velika Britanija), in ga na PC Pentium
racunalniku zapisovali s programom Whole Cell Analysis Program (WCP), verzija 3.5.6
(avtor prof. John Dempster, Univerza Strathclyde, Velika Britanija). Poleg zapisa signala
program prek digitalnih izhodov omogoca krmiljenje zaklopa ter drugega racunalnika za

nadzor monokromatorja.

2.4 EKSPERIMENTALNI PROTOKOLI

Pri delu na vseh osebkih vseh sevov poskusnih zivali smo uporabili naslednje tri protokole:
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2.4.1 PDA protokol

S PDA protokolom smo preverjali prisotnost PDA stanja R1-R6 receptorskih celic. V nasem
primeru smo uporabili OBBOO protokol, kar pomeni, da smo poskusne zivali zaporedoma
osvetljevali najprej s pulzom oranzne svetlobe (O; 580 nm), zatem z dvema pulzoma modre
svetlobe (B,B; 480 nm) in nato Se z dvema pulzoma oranzne svetlobe (O,0; 580 nm).
Protokol je torej vseboval 5 zaporednih svetlobnih pulzov, vsak posamezen pulz je trajal 5 s,
¢as med pulzi pa je znasal 10 s.

Najprej smo zaceli s pulzom oranzne svetlobe, ki je ves metarodopsin v fotoreceptorjih
pretvoril v njegovo rodopsinsko obliko. Nato sta z zamikom sledila dva modra pulza, ki sta
ustvarila prebitek metarodopsina in s tem podaljSani popotencial (PDA) v fotoreceptorjih s
funkcionalnimi ionskimi kanalCki, oziroma zafasno neodzivnost na drazljaje v primeru
nefunkcionalnosti ionskih kanal¢kov. Po dveh modrih sta sledila $e dva oranzna pulza, ki sta
metarodopsin ponovno vrnila v njegovo rodopsinsko obliko.

S pomoc¢jo tega protokola smo dobili podatke o funkcionalnosti posameznih razredov

fotoreceptorskih celic.

2.4.2 Meritve obcutljivosti fotoreceptorjev na razli¢ne svetlobne intenzitete

Pri omenjenem protokolu smo uprabili svetlobni vir valovne dolzine 580 nm, ki smo ga
zasencevali s kombinacijami sivih filtrov. S tem smo dosegli osvetljevanje z razlicnimi
svetlobnimi intenzitetami, in sicer od -6 log enot do polne svetlobe, in to v korakih po 0,5
log enote. Tako smo vsako poskusno Zival osvetlili skupno s trinajstimi svetlobnimi pulzi.

Vsak pulz je trajal 1 sekundo, ¢as med pulzi pa je znasal 5 s.

2.4.3 Meritev refraktarnosti fotoreceptorjev

Vinske musice smo najprej osvetlili s pulzom modre svetlobe (valovna dolzina 480 nm), Ki
je v fotoreceptorjih ves rodopsin pretvoril v metarodopsinsko obliko in izzval PDA. S tem

smo fotoreceptorje izpostavili maksimalni metabolni obremenitvi in izpraznjenju rezerv
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sekundarnih sporoc¢evalnih molekul. Nato smo z oranzno svetlobo (580 nm) vidni pigment
pretvorili nazaj v rodopsinsko obliko in prekinili obremenitev. Takoj zatem smo merili
odgovor na kratke (30 ms) oranzne testne pulze (580 nm, 15 pulzev, vsakih 10 s). Merili
smo cCasovni potek refraktarnosti, to je ¢as zmanjSane odzivnosti na testne pulze.
Amplitudo odgovora na testni pulz smo s pomocjo reverzne Hillove transformacije
preracunali na efektivno svetlobno obcutljivost. Parametre Hillove funkcije smo predhodno
izracunali v poskusu, pri katerem smo merili intenzitetne krivulje. Glede na razli¢no
sposobnost obnovitve zalog sekundarnih obvescevalnih molekul, smo pri sevih zabelezili
razlitno dolg &as refraktarnosti. Cas refraktarnosti smo ovrednotili v obliki Easovne

konstante T veCanja obcutljivosti na testni pulz.

2.5 OBDELAVA REZULTATOV
2.5.1 Uporabljena programska orodja

V programu WinWCP smo zapisali signale pridobljene pri meritvah in naredili osnovne
analize odvisnosti amplitude odgovora od valovne dolzine ali od svetlobne intenzitete.
Amplitude odgovorov smo merili na platojskem delu ERG, razen pri protokolu
intenzitetnih krivulj, kjer smo merili tudi amplitude vrhov (pri sevu himera 3). Za nadaljno
obdelavo smo numeri¢ne podatke prenesli v Microsoft Excel (Microsoft, ZDA), Origin 7.0
(OriginLab Corp., Northampton, ZDA) ali Prism 4.03 (GraphPad Software, ZDA). Za
slikovni prikaz elektroretinogramov smo signale obdelali s programom CorelDraw (Corel
Corp., Ottawa, Canada).

2.5.2 Statisti¢na obdelava rezultatov

Statisticno smo analizirali pomembnost razlik med dvema skupinama s Studentovim T-
testom z dvorepo distribucijo v p og amu Microsoft Excel. Na ta nacin smo p al dk e

obdelali pri amplitudah ERG depolarizacije ter pri padcu amplitude ERG med prvim
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pulzem. Student T-test izracuna verjetnost (p), da dve skupini podatkov pripadata isti

populaciji. Ce je p <0.05, se dve skupini statistiéno pomembno razlikujeta.

2.5.3 Prilagajanje jakostne krivulje

Prilagajanje (curve fitting) jakostne krivulje smo izvedli v programu Origin 7.0 s
prilagajanjem Hillove funkcije. Odnos med velikostjo odgovora in logaritmom jakosti

svetlobe smo izracunali po funkciji, ki sta jo Mati¢ in Laughlin (1981) zapisala v naslednji
obliki:

1%4 m

= ()
Vmax (IM+150™)

kjer je V = amplituda odgovora, Vmax = maksimalna amplituda odgovora, lsp= jakost
drazljaja, ki izzove polovico maksimalnega odgovora, | = intenziteta svetlobe in n = Hillov

koeficient, ki opisuje strmino krivulje.

Parametra n in lso sta uporabna za vrednotenje lastnosti ocesa. Naklon krivulje doloca
dinami¢no obmoc¢je svetlobnih jakosti, v katerem je oko funkcionalno (veéja strmina
pomeni ozje obmocje delovanja), intenziteta, ki izzove polovico maksimalnega odgovora,
pa ima informativno vrednost glede obcutljivosti ocesa (nizja vrednost Isp pomeni vecjo

obcutljivost).
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3 REZULTATI
3.1 Splosne znadilnosti ERG in PDA vinskih musSic

Vinskim musicam smo merili ERG ob osvetljevanju s petimi svetlobnimi drazljaji, in sicer
z enim oranznim, dvema modrima in zopet dvema oranznima svetlobnima pulzoma. Vsak
svetlobni drazljaj je trajal 5 s, cas med drazljaji pa je znaSal 10 s. Modra drazljaja sta v
fotoreceptorjin R1-6 ustvarila visok delez metarodopsina. V primeru, da so imeli
fotoreceptorji funkcionalne ionske kanalCke, je tako nastali prebitek metarodopsina v njih
izzval podaljsani popotencial (PDA), sicer pa le prehodno neodzivnost na drazljaje.
Popotencial ali neodzivnost je prekinila oranzna svetloba, ki je ves Rh1 pretvorila nazaj v
rodopsinsko obliko.
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tl’p P343 = WM

trpl

chl

ch2 _—V—]M

ch3
5mVv
5s 580 480 480 580 580
Slika 10: ERG in PDA vseh sevov. Levo, oznaka seva: wt, diviji tip; trp”**, »transient receptor potential;
trpl, »transient receptor potential - like«; chl-3, himera 1-3 (himeri¢ni kanal¢ek, izrazen pri sevu

trp™*;trpl). 580, oranzni pulz (580 nm); 480, modri pulz (480 nm).

divji tip (wt)

Za ERG divjega tipa vinske musice je ob osvetlitvi z oranzno in modro svetlobo znacilna
“on” faza ob zaCetku pulza, pri kateri gre za hiter in prehoden hiperpolarizacijski odgovor
LMC nevronov. V ERG nato prevladuje toni¢ni plato depolarizacije fotoreceptorjev. Ob

koncu osvetljevanja nastopi »off« komponenta LMC nevronov. Ob osvetlitvi z modro
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svetlobo smo izzvali PDA. Amplituda ERG odgovora na prvi oranzni pulz je bila 13,9+1,4
mV.

ter343

Za ERG mutante trp™* smo »on« fazo zaznali pri 40% preparatov, medtem ko je pri
ostalih 60% nismo opazili. Amplituda ERG odgovora na oranzni pulz je bila 12,4+1,9 mV
in je ze med pulzem pojemala (trp, »tranzientni receptorski potencial«). PDA nismo uspeli

izzvati, namesto le-tega smo opazili zmanj$ano obcutljivost na drugi pulz.

trpl

Pri ERG mutante trpl »on« faza ni prisotna, medtem, ko smo »off« fazo zaznali. Plato ERG
je toniCen, tako kot pri divjem tipu, vendar pa so med osvetlitvijo prisotne znacilne
oscilacije neznanega izvora. lzzvali smo PDA, amplituda odgovora je bila 20 mV. Tu
navajamo le vrednost amplitude ERG pri eni sami zivali, ki smo jo uporabili kot
kvalitativno referenco za nadaljnje primerjave fenotipov himeri¢nih mutant s kanoni¢nimi

fotoreceptorskimi mutantami.

P343

Primerjava ERG referen¢nih sevov wt, trp™" in trpl

Najbolj sta si podobna ERG wt in trpl mutante, imata namre¢ podobno amplitudo
odgovora, toni¢ni plato, prav tako pa smo pri obeh izzvali PDA. Razlikujeta se v »on« fazi,
ki je za wt znaCilna, za trpl mutanto pa ne, in v oscilacijah med platojem ERG, ki so

znacilne le za trpl mutanto.

ERG mutante trp™>*® se je bistveno razlikoval od ERG ostalih dveh tipov music. Amplituda
je bila vidno manj3a, plato je bil prehoden, PDA pa ni bilo mogoce izzvati.
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Razvidno je torej, da odsotnost TRP kanalckov izzove prehodni (tranzientni) ERG, medtem
ko odsotnost TRPL kanalckov izzove oscilacije, naloZzene na tonic¢ni plato, ter izostanek

»on« faze ERG.

Primerjava ERG music s himeri¢nimi kanal¢ki z ERG referen¢nih sevov

Testirali smo ERG treh sevov, ki so nastali s transformacijo seva trp;trpl (popolnoma slep
sev) z genom za himeri¢ni ionski kanal¢ek TRP-TRPL. Trije sevi s himeri¢nimi ionskimi
kanal¢ki so imeli v fotoreceptorjih izrazen samo himeri¢ni ionski kanalcek, sestavljen iz
delov TRP in TRPL, zato smo pric¢akovali, da bo njihov ERG podoben ERG seva trp™>* ali
trpl.

ERG fenotip himere 1

Plato ERG je prehoden (tranzienten). Odziva na drugi modri in drugi oranzni svetlobni
drazljaj nismo zaznali, opazili smo prehodno neodzivnost na drazljaje, torej tudi PDA ni bil
zabelezen. Amplituda odgovora je bila 7,5£0,5 mV, in znacilno manjsa od amplitude
odgovora pri sevu wt, ne pa tudi od amplitude pri sevu trp™*. ERG je bil v vseh

znaéilnostih podoben ERG pri trp™3*.,

ERG fenotip himere 2

Plato ERG je prehoden (tranzienten). Odziva na drugi modri in drugi oranzni svetlobni
drazljaj nismo zaznali, opazili smo prehodno neodzivnost na drazljaje, torej tudi PDA ni bil
zabelezen. Amplituda odgovora je bila 3,5+0,3 mV. Ch2 v tem smislu kaze najvecjo
prizadetost, saj je odziv na svetlobne drazljaje najSibkejsi, in znac¢ilno manjsi od odgovora
pri sevih wt in trp™**%. ERG je bil v vseh zna&ilnostih, razen v amplitudi, podoben ERG pri

ter343.
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ERG fenotip himere 3

Plato ERG je prehoden (tranzienten). Odziva na drugi modri in drugi oranzni svetlobni
drazljaj nismo zaznali, opazili smo prehodno neodzivnost na drazljaje, torej tudi PDA ni bil
zabelezen. Amplituda odgovora je bila 12,7+1,5 mV in ni bila znacilno razlicna od

amplitude odgovora pri sevih wt in trp™*

. Posebnost ERG Ch3 so oscilacije, ki se
pojavljajo pri platoju ERG, in mo¢no spominjajo na oscilacije pri trpl. ERG je bil podoben

tako ERG pri trp™*, kakor tudi ERG pri trpl.

Amplituda ERG kot pokazatelj koli¢ine funkcionalnih ionskih kanalckov v
fotoreceptorjih ter inaktivacijskega fenotipa

Dosedanje raziskave kazejo, da prisotnost vsaj enega razreda ionskih kanal¢kov, TRP ali
TRPL, zadosca, da je ERG pri temno adaptirani musici enako velik, kot pri divjem tipu. To
kaze tudi nasa raziskava, kjer smo ugotovili, da se amplitudi ERG temno adaptiranih music
wt in trp™* ne razlikujeta (slika 11). Podobno velja tudi za musice seva Ch3. Po drugi
strani pa je bil ERG pri musicah sevov Chl in Ch2 pomembno manjsi kot pri wt, oziroma
pri Ch2 manjsi tudi kot pri trp™*. Domnevamo, da lahko tako izmerjeno amplitudo ERG
uporabimo kot pokazatelj funkcionalnosti in koli¢ine funkcionalnega ionskega kanalcka v
mikrovilih. V tem primeru je pri sevih Chl in Ch2 zmanj$ana koli¢ina himeri¢nih ionskih

kanal¢kov v mikrovilu, ali pa je zmanjSana njihova funkcionalnost.

Zacetna amplituda ERG pri temno adaptiranih muSicah je neodvisna od tipa ionskega
kanalcka, ki je prisoten (TRP ali TRPL). Pojemanje amplitude ERG med samim svetlobnim
pulzom pa je dober pokazatelj inaktivacijskega oziroma prehodnega (tranzientnega)
fenotipa, ki je znagilen za sev trp™>*. Zato smo izmerili amplitudo ERG odgovora na prvi
maksimalni oranzni pulz na zacetku pulza in na koncu pulza ter jo izrazili v odstotkih (slika
12). Ugotovili smo, da pri divjem tipu pride do zmanjSanja odgovora le za 17,4%, medtem

ko je pri vseh ostalih sevih odstotek padca amplitude obéutno vecji. VSi sevi razen wt torej
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kazejo bolj ali manj izrazen prehodni (tranzientni) fenotip ERG. ERG je bil najbolj
prehoden pri himeri 3.

15 .T
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Slika 11: Amplituda ERG ob prvem svetlobnem drazljaju (580 nm). Amplituda
depolarizacije je najve¢ja pri wt (13,89+1,43 mV), pri Ch2 pa najmanjsa (3,64+0,27
mV). Vrednosti amplitud pri ostalih sevih: Ay, ***=12,36+1,95, Acy=7,50+0,52 in
Acns=12,65+1,53. Statisticna pomembnost razlike (p vrednost T-testa) je oznacena s
simbolom * (wt proti ostalim sevom) oziroma s simbolom + (trp™* proti ostalim
sevom). Ce je bila p vrednost < 0,05, smo to oznadili z *oziroma +, ée je p < 0,005 smo
oznacili z ** oz. ++ in Ce je p < 0,0005 smo oznacili z *** oz. +++. Pri poskusu smo
uporabili sledece Stevilo osebkov: Ny=9, Nter343=5, Ncn1=6, Ncho=8 in Nchs=4.
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Slika 12: Padec amplitude ERG v ¢asu prvega pulza (580 nm); 0% - ni inaktivacije,
100% - popolno ugaSanje odgovora med osvetlitvijo. Pri wt amplituda med pulzom
pade za manj kot 20% (%=17,43+1,89), pri vseh ostalih sevih pa je padec amplitude
zelo izrazit (% o °=84,17+2,56,  %cn=68,08+4,67, %cn,=81,89+3,11 in
%cn3=89,38+3,38). Statisticna pomembnost razlike (p vrednost T-testa) je oznaCena s
simbolom * (wt proti ostalim sevom) oz. s simbolom + (trp™* proti ostalim sevom).
Ce je bila p vrednost < 0,05, smo to oznaéili z *oziroma +, ¢e je p < 0,005 smo oznadili
z ** oz. ++ in ¢e je p < 0,0005 smo oznacili z *** oz. +++. Uporbili smo enako Stevilo
osebkov kot je zapisano v legendi pod sliko 11.

3.2 Intenzitetne krivulje

Vinske musice smo osvetljevali s 13 pulzi svetlobe valovne dolzine 580 nm (oranzna
svetloba) in narascajoce intenzitete, in sicer od -6 do O log enot. Intenziteto smo uravnavali
s sivimi filtri. Vsak svetlobni drazljaj je trajal 1s, ¢as med drazljaji pa je znasal 5 s. S tem

smo dolocali svetlobno obcutljivost posameznih sevov.
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Slika 13: Intenzitetne krivulje. Odvisnost amplitude ERG od jakosti oranZnega pulza (580 nm) pri vseh sevih.
Pri poskusu smo uporabili sledece Stevilo osebkov: Ny=4, Nter343=5, Nchi=8, Ncn2=5 in N¢cps=8.

Merili smo maksimalno amplitudo platoja ERG odgovora na graduirano serijo svetlobnih
pulzov pri 580 nm. Pri Ch3 smo lo¢eno obravnavali plato ERG (Ch3 plato) in vrh odgovora
(Ch3 wvrh), ki je pri tej himeri izrazito velik. Pri vseh svetlobnih intenzitetah je bila
amplituda odgovora najvec¢ja pri musicah divjega tipa, najmanjSa pa pri Ch2. Poleg tega
smo pri Ch2 odgovor zabelezili Sele pri svetlobni intenziteti -2 log, medtem ko je bil
izmerjeni vzdrazni prag pri ostalih sevih pri -5 do -4 log . Glede na velikost amplitude
odgovora diviemu tipu sledi trp™**?, temu pa Ch3 (vrh odgovora), Chl, Ch3 (plato) in Ch2.
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Slika 14: Srednje vrednosti intenzitetnih krivulj. Parameter log s predstavlja srednjo vrednost Hillove
krivulje, prilagojene empiri¢nim podatkom. Bolj negativna vrednost log lso pomeni visjo svetlobno
obcutljivost. Stevilo poskusnih osebkov je enako, kot je opisano v legendi pod sliko 13.

Prikazana je logaritmirana intenziteta svetlobe, ki je pri posameznem sevu izzvala 50%
amplitudo odgovora fotoreceptorjev. Kljub zelo razlicnim absolutnim amplitudam ERG,
sevi wt, trp™*, Chl in Ch3 kaZejo enako svetlobno ob&utljivost, saj smo pri njih zabeleZili
polovi¢no amplitudo odgovora pri -1,93%0,1 log (trp”**%), -1,93+0,06 log (Ch1), -1,86+0,13
log (wt), oziroma -1,96+0,10 log (Ch3). Pri Ch3 se izrazit vrh na zacetku ERG pojavi pri
vi§jih svetlobnih jakostih (-1,09+0,18 log). Sev Ch2 kaze izrazito najnizjo obc¢utljivost na
svetlobo, saj 50% odgovora izzove Sele pulz z jakostjo -0,70+0,06 log. Sev Ch2 je za
priblizno 1,2 log enote manj ob&utljiv od wt in trp™**®, kar pomeni, da je priblizno 16 krat

manj obcutljiv na svetlobo.
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Slika 15: Nakloni intenzitetnih krivulj v tocki log Is. Stevilo poskusnih osebkov je enako, kot je opisano v
legendi pod sliko 13.

S pomoc¢jo Hillove funkcije smo ugotavljali naklon intenzitetnih krivulj v tocki 50%
amplitude odgovora fotoreceptorjev. Ugotovili smo, da je naklon Hillove krivulje pri
divjem tipu ny,=0,52+0,06, kar pomeni, da je dinami¢no delovno obmocje pri tem sevu
najvecje, in znasa priblizno 5 log enot. Naklon pri vseh ostalih sevih je bil vecji: najvecji
pri Chl (ncm=0,90+0,10), zatem pri Ch3 (plato) (Nchs platoe =0,77%0,11), trp™**¥(
Mo’ o =0,710,10) ter Ch2 (ncr2=0,65x0,06). Vrh ERG se pri Ch3 pojavi pri visokih
jakostih (slika 13), zato je naklon ncps v=0,63+0,10.

3.3 Refraktarnost

Vinske musice smo najprej osvetlili s pulzom modre svetlobe (valovna dolzina 480 nm), Ki
je v fotoreceptorjih ves rodopsin pretvoril v metarodopsinsko obliko in izzval PDA. S tem

smo fotoreceptorje izpostavili maksimalni metabolni obremenitvi in izpraznjenju rezerv
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sekundarnih sporocevalnih molekul. Nato smo z oranzno svetlobo (580 nm) vidni pigment
pretvorili nazaj v rodopsinsko obliko in prekinili obremenitev. Takoj zatem smo merili
odgovor na kratke (30 ms) oranzne testne pulze (580 nm, 15 pulzev). Merili smo ¢asovni
potek refraktarnosti, to je as zmanjSane odzivnosti na testne svetlobne pulze. Amplitudo
odgovora na testni pulz smo s pomocjo reverzne Hillove transformacije preraunali na
efektivno svetlobno obcutljivost. Parametre Hillove funkcije smo predhodno izracunali v
poskusu, pri katerem smo merili intenzitetne krivulje. Pri sevih smo zabelezili razli¢no dolg
¢as refraktarnosti. Cas refraktarnosti smo ovrednotili v obliki ¢asovne konstante T vedanja

obcutljivosti na testni pulz.

t(s)
25 50 75 100 125 150
0 : e
— T h ——wt

2 o — trpP3e3
E o4/ Chl
E / Ch2
= - Ch3
=)
® -2

-3 -

Slika 16: Casovni potek refraktarnosti po PDA. Pri poskusu smo uporabili sledece stevilo osebkov:
Nu=4, Nerp ***=5, Ncni=8, Nerz=5 in Neng=8.

Slika 16 prikazuje ¢asovne poteke narascanja obcutljivosti na testni pulz. PDA je razli¢no
moc¢no prizadel posamezne seve. Pri sevu Ch3 je obcutljivost v ¢asu 0 s znasala manj kot
destettiso¢inko prvotne (log obcutljivosti = -4,2), zato smo to tocko izpustili iz grafa. Po

100 s so vsi sevi, razen Ch3, postali znova enako obcutljivi na testne pulze, kot pred PDA.



Gnidica, S. Elektroretinografska opredelitev fenotipov transgenih vinskih music (Drosophila melanogaster...
Diplomsko delo. Ljubljana , Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010. 33

ch3
ch2
chl
ter343

wt

-5 -4 -3 -2 -1 0
log padca obéutljivosti

Slika 17: Padec obcutljivosti na testni pulz po PDA

Ugotavljali smo odstotek amplitude prvega odgovora na testni pulz v primerjavi z zadnjim.
Podatke smo logaritemsko transformirali in ugotovili, da je zmanjSanje obcutljivosti na
testni pulz zaradi PDA dale¢ najbolj izrazito pri sevu Ch3, kjer znasa amplituda prvega
odgovora le -4,20+0,17 log maksimalne amplitude. Sledijo trp™**%, Chl in wt, dale¢
najmanjsi padec obcutljivosti pa smo zaznali pri sevu Ch2, kjer je prva amplituda znasala

-0,30£0,03 log kon¢ne amplitude.
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Slika 18: Casovna konstanta vra¢anja svetlobne obéutljivosti po PDA

Hitrost vracanja svetlobne obcutljivosti smo ocenili tako, da smo izmerili cas, ki je bil
potreben, da so amplitude odovorov pri posameznih sevih dosegle 37% kon¢ne amplitude,
ter tako dolocili ¢asovno konstanto t. Ugotovili smo, da se svetlobna obcutljivost
najpocasneje vraca pri Ch2 (1=51,24+21,14 s), najhitreje pa pri Chl in wt (tcna=7,18+1,0s
in 1,=8,28+1,92 s).

3.4 Prisotnost himeri¢nih ionskih kanal¢kov v rabdomu

Vsi himeri¢ni ionski kanal¢ki imajo na aminokislinsko verigo na C-koncu pripojen zelen
fluorescentni protein, eGFP. Ta na funkcionalnost ionskih kanal¢kov ne vpliva (Meyer et
al. 2006), zato pa lahko s pomocjo njegove fluorescence ugotovimo, kaksna je relativna
razporeditev ionskih kanalckov v fotoreceptorski celici 0z. v njenih podenotah, rabdomu in
somi. Za TRPL ionske kanalCke je znacilno, da so v temno adaptiranih celicah pretezno v

rabdomu, v svetlo adaptiranih celicah pa v somi. TRP kanalcki ne migrirajo v odvisnosti od
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svetlobe. Predpostavili smo, da bodo vsaj nekateri od himeri¢nih ionskih kanalckov
podobni TRPL, tako da jih bomo opazili v razlicnih delic celice v odvisnosti od svetlobnih
razmer. Prav tako smo dopustili moznost, da bodo nekateri himeri¢ni kanalcki slabse
inkorporirani v rabdom pod vsemi pogoji, saj bi bil lahko zaradi njihove spremenjene
strukture otezen znotrajceli¢ni transport.

Oc¢i himeri¢nih vinskih muSic smo slikali s fluorescentnim mikroskopom in uporabili
fluorescenco z GFP oznac¢enih himeri¢nih kanalCkov kot kvalitativen pokazatelj koli¢ine
izrazenega himericnega kanalcka v fotoreceptorjih. Izkazalo se je, da je koli¢ina
himeri¢nega kanalcka v o€esu pri vseh treh himerah zmanj$ana glede na referencni sev W’
;eGFP-trpl. Na slikah o¢i himer Chl in Ch2 smo opazili, da fluorescenca v nobenih
svetlobnih razmerah ni prihajala iz globoke psevdopupile. To seveda ne izkljucuje
moznosti, da je pri teh musicah ionski kanal¢ek prisoten tudi v rabdomeri (saj je le tam
funkcionalen), ga je pa verjetno koli¢insko zelo malo. V nasprotju s himerama Chl in Ch2
smo pri Ch3 opazili, da je ionski kanal¢ek v vseh svetlobnih razmerah prisoten v rabdomeri
(slika 19).
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Fluorescenca iz globoke
psevdopupile je SibkejSa,
kanalcki so v somi.

eGFP-trpl Ch1 ChZ2 Ch3
S m-

Globoka psevdopupila.

Fluorescenca prihaja V nobenih razmerah ni Rahla fluorescenca v vseh
predvsem iz globoke fluorescence iz globoke razmerah iz globoke
psevdopupile, kanalgki so psevdopupile. Kanalcki so psevdopupile. Kanalcki so v
v rabdomu. pretezno vedno v somi, majhnih koli¢inah vedno v
oziroma v rabdomu v rabdomu.
manjsih koli¢inah.

Slika 19: O¢i music s kanal¢ki eGFP-TRPL in s himeri¢nimi ionskimi kanal¢ki (eGFP-Chl, eGFP-Ch2,
eGFP-Ch3), slikane s fluorescentnim mikroskopom (ekscitacijska val. dolZina 480 nm, emisijski filter nad
520 nm). S, svetlo adaptirane muSice; T, temno adaptirane musice. V geometrijskem centru ogesa lahko
opazimo svetlo ali temno pego, globoko psevdopupilo, ki nastane z opti¢no superpozicijo projekcij
rabdomov. Zato nam jakost fluorescence eGFP v globoki psevdopupili glede na jakost difuzne fluorescence
eGFP drugje v ocesu daje kvalitativno informacijo o koli¢ini eGFP v ocesu.

4 DISKUSIJA IN SKLEPI
4.1 Prehodni (tranzientni) ERG fenotip himeri¢nih sevov

Vsi himeri¢ni ionski kanalcki so zgrajeni iz TRP transmembranske domene in
citoplazmatskih verig TRP ali TRPL. Pricakovali smo, da bo vrsta transmembranske
domene dolocala tudi elektrofizioloSke lastnosti himeri¢nih ionskih kanalckov. Zato smo

predpostavili, da bodo ERG fenotipi himer podobni ERG fenotipu mutante trpl: ERG bi
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moral biti tonien, z oscilacijami. Vendar pa so vse preu¢ene musSice s himeri¢nimi

kanaleki imele prehodni (tranzientni) ERG (sliki 10 in 12). Pri sevu trp™*

posredujejo
odgovor na svetlobo samo ionski kanalcki razreda TRPL; posledica tega je prehodni ERG
signal. Zato sklepamo, da so vsi himeri¢ni kanalc¢ki po svojih funkcionalnih lastnostih
podobni TRPL kanalckom, Cetudi vsebujejo transmembransko domeno TRP kanalcka. 1z
oblike ERG signala seveda ne moremo sklepati o sposobnosti himeri¢nih kanalckov za
znotrajceli¢no translokacijo.

Pri sevu Ch3 smo zaznali tudi oscilacije ERG signala, ki so sicer neznanega izvora, so pa
znacCilne za musice, ki vsebujejo le TRP kanalcke (sev trpl). 1z tega sklepamo, da himeri¢ni
kanalcki pri sevu Ch3 zdruzujejo nekatere funkcionalne lastnosti TRP in TRPL ionskih

kanalckov.

4.2 Fluorescenca izraZenih himeri¢nih kanalckov in amplituda ERG

Fluorescenca o¢i himeri¢nih sevov je bila zmanjSana glede na referencni sev W';eGFP-trpl.
Poleg tega je pri Chl in Ch2 prihajala le iz some, ne pa iz globoke psevdopupile oziroma
rabdoma. Ionski kanaléek je funkcionalen samo tedaj, ko je prisoten v rabdomu. Zato smo
predpostavili, da bodo amplitude ERG pri himerah zmanjSane, Se posebej pri Chl in Ch2.
Izkazalo se je, da so maksimalne amplitude ERG pri Chl in Ch2 res znacilno manjse, kot
pri divjem tipu (slika 11). Posebej opozarjamo na dejstvo, da je bila amplituda ERG zgolj
prepolovljena (Chl) oziroma zmanj$ana na tretjino (Ch2), ¢etudi v rabdomu na slikah ni
bilo zaznati prisotnosti ionskega kanal¢ka. To pomeni, da lahko fotoreceptorske celice

dosegajo maksimalne depolarizacije tudi ob zelo zmanjSanih koli¢inah ionskih kanalckov.

Maksimalna amplituda ERG pri Ch3 ni bila znacilno zmanj$ana, ¢etudi je bila raven
fluorescence nizja kot pri referencnem sevu. Poudarjamo, da smo pri Ch3 izmerili zelo
izrazit in prehoden (tranzienten) vrh ERG, medtem ko je bil plato zmanjSan. Torej nekoliko
pretiran vrh ERG doloc¢ajo specifi¢cne funkcionalne lastnosti himericnega kanalcka Ch3.

Himeri¢ni kanal¢ek Ch3 je bil prisoten v rabdomu pod vsemi pogoji, zato sklepamo, da se
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ni translociral v odvisnosti od svetlobne adaptacije. Pri temu kanalcku sta obe
citoplazmatski domeni vrste TRPL. Translokacijo torej preprecuje transmembranska
domena TRP, bodisi tako, da kanal¢ek trdno sidra v mikrovil, ali pa preprecuje interakcijo
kanalcka z dejavniki translokacije. Obenem lahko trdimo, da je vgraditev kanalcka s TRP
tranmembransko domeno v rabdom mozna le pod pogojem, da sta obe citoplazemski
domeni razredov TRP ali TRPL.

Upad amplitude ERG med pulzom smo uporabili kot parameter prehodnosti (tranzientnosti)
oziroma toni¢nosti ERG. Prehodni ERG fenotip pri sevu trp™* izvira iz prenizke koligine
Ca®*, ki med depolarizacijo vdre v celico skozi kanaléke TRPL. Vsi himeri¢ni sevi o
pozkazali prehodni ERG fenotip, zato lahko povzamemo, da so vsi trije tipi himeri¢nih

ionskih kanal¢kov po prevodnosti podobni TRPL kanal¢kom.

Kot zadnji vzrok za zmanjSano vrednost maksimalnih amplitud ERG pri himeri¢nih sevih
pa naj omenimo Se moznost spremembe funkcionalnosti ionskih kanalckov. Obstaja
moznost, da je pri umetni sintezi razlicnih delov osnovnih TRP in TRPL kanalckov v
himeri¢ne ionske kanalcke priSlo do zmanjSanja funkcionalnosti teh kanal¢kov glede na
izhodne. Vsekakor pa lahko opazeno zmanjSanje amplitude ERG pripiSemo predvsem

zmanjsani koli¢ini kanal¢kov v rabdomu.

Omenili smo Ze, da je maksimalna amplituda ERG lahko nesorazmerno velika glede na
koli¢ino prisotnih ionskih kanalckov. Zato smo pri vseh sevih izmerili njihovo obcutljivost
na svetlobne drazljaje v obliki intenzitetnih krivulj ERG. Ugotovili smo, da je, ne glede na
zmanjSano amplitudo ERG, absolutna svetlobna obcutljivost pri sevih Chl, Ch3 in pri

kontrolnem sevu trp™**?

enaka kot pri divjem tipu (slika 14). To pomeni, da obcutljivost
fotoreceptorja na Sibke svetlobne draZljaje dolo¢ajo mehanizmi, ki se v fototransdukeijski
kaskadi nahajajo pred ionskim kanalckom kot efektorjem kaskade.

ZmanjSano obcutljivost na svetlobo smo opazili le pri sevu Ch2. Fluorescenca v oceh tega

seva se ne zdi pomembno manjSa, kot pri ostalih himerah, zato sodimo, da tudi koli¢ina
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kanal¢ka ni manjSa. Sklepamo, da kombinacija TRP domne na C-koncu in TRPL domene
na N-koncu fototransdukcijskim dejavnikom otezuje aktivacijo, ali pa pospeSuje inhibicijo
tega ionskega kanalcka. Dopus€amo tudi moznost, da so kanal¢ki Ch2 konstitutivno
aktivni, in so fotoreceptorji te himere ves ¢as depolarizirani. S svetlobnim drazenjem v tem
primeru potem izzovemo le Se majhne dodatne depolarizacije; razumljivo je, da se taksni

fotoreceptorji ne odzivajo na Sibke drazljaje.

Naklon intenzitetne krivulje (naklon prilagojene Hillove krivulje, n) odraza dinamiéni
delovni razpon fotoreceptorjev. Izmerili smo, da je bil naklon pri referencnem mutiranem

sevu trp™*

povecan glede na divji tip. Znano je, da je dinamicno delovno obmocje odvisno
od prisotnosti obeh razredov kanal¢kov, TRP in TRPL. Naklon pri himeri¢nih sevih pa je
bil rahlo povefan glede na referencni sev, torej so imeli vsi himeri¢ni sevi zmanjSano
dinami¢no obmoc¢je. Sklepamo, da je za Sirok dinamic¢ni delovni razpon fotoreceptorjev
potrebna funkcionalna prisotnost ionskega kanalcka v zadostni koli¢ini ali pa medsebojna

interakcija dveh tipov ionskih kanalckov.

4.3 Refraktarnost

Oc¢i music smo izpostavili maksimalni obremenitvi s PDA protokolom in takoj zatem merili
njihovo neobcutljivost na svetlobne drazjaje, refraktarnost. Protokol je izzval maksimalno
svetlobno adaptacijo, del katere je tudi izpraznitev zaloge fosfoinozitidnih obvescevalcev v
mikrovilih. Pri divjem tipu vdor Ca** skozi TRP sicer najbrz proZi negativno povratno
zanko, ki preprecuje prekomerno izpraznitev fosfoinozitidov. V primeru, da v mikrovilih ni
TRP kanalckov, je verjetno kalcijeva prevodnost kanalckov TRPL prenizka, da bi se
omenjena povratna zanka prozila v zadostni meri. To lahko vodi v popolno izpraznjenje
zaloge fosfoinozitidov ter v refraktarnost fotoreceptorjev. Obcutljivost fotoreceptorjev na
svetlobo se zatem postopoma povecuje, hitrost vracanja obcutljivosti pa sovpada s

procesom deadaptacije in resinteze PIP, (Hardie et al., 2010).
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Amplituda in casovni potek refraktarnosti sta pri Chl zelo podobni kot pri sevu wt.
Sklepamo, da so funkcionalne lastnosti ionskih kanal¢kov pri Chl podobne lastnostim TRP
kanal¢kov, saj so pri visokih svetlobnih intenzitetah pri wt funkcionalni (torej prisotni v

rabdomu fotoreceptorja) le TRP ionski kanalcki.

ZmanjSanje obcutljivosti na testni pulz zaradi PDA je dale¢ najbolj izrazito pri sevu Ch3.
Pri tem sevu smo sicer izmerili najve¢jo maksimalno amplitudo izmed vseh himeri¢nih
sevov in pri protokolu intenzitetnih krivulj ugotovili podobno obcutljivost kot pri wt (obe
lastnosti sta rezultat pretiranega vrha ERG pri tej hmeri). Hkrati je fluorescenca Ch3
kanalCka najbolj izrazita in izvira iz rabdoma. Sklepamo, da je v primerjavi s TRP to
kanal¢ek z zelo znizano prevodnostjo za Ca®, kar v zvezi z njegovo visoko ravnijo
izrazanja in vgraditve v rabdom povzroca izrazito izpraznitev fosfoinozitidov ob aktivaciji
fototransdukcije. Odsotnost Ca®* negativne povratne zanke je tako verjetno razlog za

pretiran vrh ERG in relativno izrazito zmanjsanje obcutljivosti zaradi PDA.

Na drugi strani pa je bil najmanjsi padec svetlobne obcutljivosti zabelezn pri sevu Ch2. Pri
tem sevu kanalCki niso izrazeni v tako veliki koli¢ini kot pri Ch3, najbrz tudi niso
popolnoma funkcionalni, ali pa so konstitutivho aktivni. Slednja teza zadovoljivo
pojasnjuje dejstvo, da je maksimalna obremenitev receptorjev pri Ch2 izzvala le majhno

desenzitizacijo.

S pomocjo casovne konstante tSsmo ovrednotili proces deadaptacije receptorjev, Ki
predvidoma odraza proces resinteze fosfoinozitidov. NajpocasnejSe vraCanje svetlobne
ob¢utljivosti in najdalj§i T smo zabeleZili pri sevu Ch2. Ce privzamemo tezo o konstitutivni
odprtosti kanalckov Ch2 za resni¢no, potem lahko pocasno deadaptacijo pojasnimo s
sicerSnjo obremenitvijo fosfoinozitidnega metabolizma. Seveda kot razlago dopus¢amo tudi
druge moznosti, kot npr. manjso funkcionalnost ali manjso koli¢ino kanal¢kov Ch2.

Pri sevu Ch 1 smo zabelezili najmanjSo vrednost konstante t, obenem pa je bila tudi najbolj

podobna t divjega tipa. Domnevamo, da je razlog za to zmanjSana koli¢ina omenjenih
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himeri¢nih kanalckov v mikrovilu, kar ima za posledico manjSo obremenitev celice ob

moc¢ni svetlobi.

4.4 Sklepi

Pri himeri¢nih sevih mutant smo pri¢akovali fenotipsko vecjo podobnost trpl sevom, torej
ve¢jo podobnost himeri¢nih kanalckov TRP kanal¢kom, saj so vsi trije tipi himeri¢nih
kanal¢kov vsebovali TRP transmembransko domeno, ki naj bi po pricakovanjih klju¢no
vplivala na funkcionalne lastnosti kanalckov. Izkazalo pa se je, da so bili vsi himeri¢ni
kanal¢ki bolj podobni prav TRPL kanalckom, saj smo pri vseh izmerili prehodni
(tranzientni) receptorski potencial. Presenetljiva ugotovitev kaze na dejstvo, da terminalni
konci kanalckov v vecji meri vplivajo na lastnosti kanalckov v kompleksnem sistemu kot
pa sama transmembranska domena. O¢itno je torej vsidranje v mikrovilarno membrano in s
tem interakcija s signalkompleksom klju¢nega pomena za uspe$no prevajanje vidne
informacije. Pri nobeni himeri¢ni mutanti ionski kanalcki niso vsebovali TRP domene na
N- in C- terminalnih koncih, zato se najbrz niso bili sposobni docela vkljuciti v
transducisom, rezultat tega pa je zmanj$ana tonicna komponenta receptorskega potenciala

oziroma vec¢ja podobnost TRPL ionskim kanalckom.

Glede na fluorescenco e-GFP smo za ionske kanalcke Chl in Ch2 ugotovili, da so premalo
abundantni, da bi lahko s to tehniko sklepali na podobnost nativnim kanal¢kom, saj pod
nobenimi pogoji nismo zaznali fluorescence iz rabdomere (to pa ni lastnost ne enih ne
drugih). Zato pa lahko z vec¢jo gotovostjo trdimo, da so himeri¢ni kanal¢ki Ch3 zasidrani v
fotoreceptorsko membrano, saj smo jih pod vsemi pogoji zaznali v rabdomeri
fotoreceptorskih celic. V tem merilu so torej podobni TRP kanalc¢kom, kar obenem

pojasnjuje oscilacije ERG te himere (slika 10).

TRP in TRPL kanal¢ki so pn wt v medsebojinih interakcijah pri prenosu signala preko
membrane (Leung, Geng in Pak, 2000). Zelo verjetno je, da je ta vzajemna povezava nujno
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potrebna za ucinkovit prenos signala. Pri himericnih mutantah pa v fototransdukcijski
kaskadi sodeluje le en tip ionskih kanal¢kov in morda je ravno odsotnost interakcije razlog

za prehodne signale in nesposobnost vzdrzevanja toni¢nega odgovora.

Za izzvanje PDA so TRP ionski kanalCki nujno potrebni; samostojno ali v kombinaciji s
TRPL (slika 10). TRPL in vsi trije himeri¢ni kanalcki zaradi premajhne permeabilnosti za
Ca®* in s tem odsotnosti Ca”* negativne povratne zanke ne uspejo prepreéiti izpraznitve

zalog fosfoinozitidov. To vodi v refraktarnost fotoreceptorjev in nezmoznost dosega PDA.
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5 POVZETEK

Pri zaznavi vidne informacije gre za pretvorbo fotona svetlobe v elektricno vzburjenje
fotoreceptorskih celic, ki nastane s pomoc¢jo odprtja ionskih kanalckov v mikrovilarni
membrani omenjenih celic. Vinska musSica (Drosophila melanogaster) je zaradi dobro
raziskanega genoma in lahko dostopnih raziskovalnih prijemov odlicno orodje za

proucevanje lastnosti teh kanalckov.

V membrani fotoreceptorjev vinske musice obstajata dve vrsti ionskih kanalckov, TRP in
TRPL. Ker vloge posameznih tipov kanalc¢kov Se vedno niso jasno definirane, smo v
diplomski nalogi zeleli raziskati, kako kombinirana sestava himeri¢nih kanal¢kov iz delov
nativni kanalckov vpliva na fizicne lastnosti (abundanca, mobilnost) in funkcijske lastnosti
(fenotip ERG, prepustnost, obcutljivost pripadajo¢ih himeri¢nih sevov) teh himeri¢nih

kanalckov.

Pri obeh tipih nativnih kanal¢kov je skupna organizacijska shema (transmembranska porna
regija iz Sestih domen, na katero sta pripeta N- in C-konec), razlikujeta pa se v naslednjih
lastnostih: TRP ionski kanalcek je glede na TRPL Sestkrat bolj abundanten, bolj selektiven
in ima nizjo prevodnost. Poleg tega je zasidran v transducisom preko InaD proteina, kar pa
za TRPL ne velja, tako da se kanalcka razlikujeta tudi v mobilnosti. Glede na omenjene
razlike lo¢imo razlicne fenotipe ERG pri klasi¢nih mutantah music, ki vsebujejo samo en
tip kanalckov v membrani fotorceptorskih celic: mutanta trp, ki vsebuje le TRPL kanalcke,
ima izrazit prehodni (tranzientni) receptorski potencial, mutanta trpl, ki ima le TRP
kanalcke pa toniCen receptorski potencial z oscilacijami in ERG z zmanjSano nevralno

komponento.

V poskusu smo uporabili tri himeri¢ne seve vinskih musSic, ki so imele v fotoreceptorjih

izrazene himeri¢ne ionske kanalcke, sestavljene iz delov TRP in TRPL. Vse so vsebovale
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transmembransko porno regijo TRP kanalcka in razlicno kombinirane konce TRP in TRPL
kanalckov.

Eksperimentalno smo na sevih wt, trp™**

in vseh treh himeri¢nih sevih merili ERG,
odvisnost amplitud ERG od razlicnih svetlobnih intenzitet in refraktarnost po PDA.
Obenem pa smo s pomocjo fluorescentnega mikroskopa slikali o¢i music in posredno preko
fluorescence eGFP proteina, ki je bil na C-terminalnem koncu pripojen na kanalcke,
sklepali na razporeditev in s tem mobilnost kanalckov v fotoreceptorskih celicah. S
pomocjo omenjenih protokolov smo Zeleli ugotoviti, katerim od nativnih ionskih kanalckov
bodo himeri¢ni ionski kanalCki glede na funkcionalne in fizicne lastnosti bolj podobni.
Pricakovali smo vecjo podobnost TRP kanalckom, vendar se je izkazalo, da so Vvsi
himeri¢ni kanalcki glede na elektrofizioloSke lastnost bolj podobni prav TRPL kanal¢kom,
saj smo pri vseh zabelezili prehodni (tranzientni) receptorski potencial. Glede na
fluorescenco e-GFP smo za kanalcke Chl in Ch2 ugotovili, da so premalo abundantni, da
bi lahko s to tehniko sklepali na podobnost katerimkoli od nativnih kanalckov, so pa zato

kanalcki Ch3 v tem merilu podobni TRP kanalckom, saj smo jih pri svetlo- in

temnoadaptoranih musSicah zaznali v rabdomu.

Ugotovili smo, da terminalni konci kanalckov v vec¢ji meri vplivajo na lastnosti kanalckov

v kompleksnem sistemu kot pa sama transmembranska domena.
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