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BEVEZETES

A rovarok egyedfejlodésének kulcsfontossagi szabalyozdja az ekdizon (vedlési hormon).
Régota ismert, hogy az egyedfejlodés soran bizonyos fejlédési allapotokban rovid ideig tartd ekdizon
csticsok (hormon koncentraci6 maximumok) jelennek meg, és ezek hatasara kovetkeznek be az adott
allapotra jellemz6é hormon fliggd fejlodési 1€pések. Az ekdizon jelet az ekdizon receptor kozvetiti a
sejtek szamara, mely maga egy, a hormon megkotése révén aktivaléodo transzkripcids faktor. Mai
ismereteink szerint az ekdizon valasz a kiilonb6zo fejlodési allapotokban €s célszovetekben hasonld
mechanizmus szerint jatszodik le. Az ekdizon koncentracido novekedésére egy génindukcids kaszkad
1ép miikodésbe, melynek végeredményeként aktivalodnak azok az effektor gének, melyek kialakitjak a
sejtek ekdizonra adott specifikus valaszat.

A Drosophila ekdizon receptor két nuklearis receptor fehérjébdl, az ultraspracle (usp), és az
ekdizon receptor (ECR) gén termékébdl felépiilé heterodimer (Koelle és mtsai, 1991; Yao és mitsai,
1992; Thomas és mtsai, 1993).

Miikodoképes ekdizon receptor nincs allanddan jelen a célsejtekben, mivel az ECR gén maga is
az ekdizonnal indukdlhaté gének kozé tartozik (Karim és mtsai, 1992; Dedk P és mtsai, 1988).
érzékennyé.

Az Drosophila EcCR gén bonyolult felépitésti. Két elkiiloniilt transkripcios kezdd pontrol
alternativ. mRNS ¢érés eredményeképpen harom izoforma (EcRA, EcRB1, EcRB2) képzddését
mutattak ki (Talbot és mtsai, 1993). Sok éves intenziv kutatas ellenére sem ismert pontosan, az egyes
EcR izoformék szerepe. Léteznek kisérleti bizonyitékok arra, hogy az egyes izoformdk egymast
helyetesiteni tudjék, ha transzgén segitségével minden sejtben nagy mennyiségben fejeztetik ki Oket
(Bender és mtsai, 1997). Nem vilagos azonban, hogy ez a helyettesités hol és milyen mértékben megy
végbe a normalis miikddés soran. Az irodalomban az egyes izoformak specifikus szerepére utald
eredmények is taldlhatok (Talbot és mtsai, 1993; Mouillet és mtsai, 2001). Izoforma specifikus muténs
allélek csak az ECRB1 izoformara léteznek (Bender és mtsai, 1997). Ezeken kiviil a két EcRB
izoformat egyszerre inaktivald (Schubiger és mtsai, 1998), illetve az 6sszes ECR izoformat inaktivalo
(Bender és mtsai, 1997) allélek ismertek. Izoforma specifikus allélek hidnyaban tehat az ECRA és az
EcRB2 izoformak funkcidja kozvetleniil nem vizsgalhato.

Ertekezésem alapjaul szolgalo kisérleteinkben az ECR izoformak szerepének jobb megértéséhez
kivantunk adatokat szolgaltatni azzal, hogy az eddig ismerteken kiviil tovabbi ECR izoformakat illetve

mutans alléleket azonositunk.



CELKITUZES

1. Uj EcR izoformék azonositasa a Berkeley Drosophila Genome Project (BGDP) altal 1étrehozott
EST gytlijteményben.

2. Az Ujonnan azonositott és a korabbrol ismert ECR izoformak kifejezddésének vizsgalata az
egyedfejlodés soran RT-PCR mddszerrel, kifejez6dési mintazatuk dsszehasonlitasa

3. Letalis EcR allélek azonositasa P-inszercids mutans gylijteményben.

4. A letalis P-inszercios ECR allélek fenotipus vizsgalata (letalis fazis meghatarozas, az elpusztulo
allatok fenotipus leirasa, a mutacié mely izoformakat érinti).

5. A letélis EcR allélek menekitése a kiilonb6z6 EcR izoformakkal

6. Az EcRA fehérje termelddését gatlo allélek azonositasa ismert helyzetli P-inszerciok kozott.

7. Az EcRA fehérje hidnyaban kialakul6 fenotipus leirasa.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Drosophila torzsekkel végzett kisérletek
e Drosophila torzsek fenntartésa, keresztezése

e Letalis P-inszercios ECR allélek azonositasa mutans gylijteményben komplementacios

analizissel
e Az EcR mutansok letélis fazisanak meghatarozasa

e Az EcR mutansok fertilitas vizsgalata

Molekularis biolégiai modszerek
¢ Plazmid menekités
e Southern hibridizaci6
e DNS nukleinsav sorrend meghatarozas
e PCR
e RT-PCR
e Western blot

Citologiai modszerek
e A P-inszerciok lokalizalasa nyalmirigy orias kromoszoman in situ hibridizacioval
e A larvalis kozépbél és 1ab imago korongok mikroszkdpos vizsgalata

e A Mutans larvak szoveteinek DAPI festése



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. A Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) altal 1étrehozott EST gytlijtemény szlirésével
azonositottunk egy eddig ismeretlen ECR izoformat (ECRC). Az ECRC a tobbi ismert ECR izoformatol
elkiiloniilt transzkripcios kezdéponttal rendelkezik, azonban terméke megegyezik az ECRA izoforma
altal kodolt fehérjével (EcRA).

Az EcCRA ¢s az ECRC izoformak elkiiloniilt transzkripcios kezddpontja az EcRA fehérje
képzddésének Gsszetett szabalyozasara hivja fel a figyelmet. Ma még nem tisztazott, hogy mi a szerepe
annak, hogy az EcRA fehérje két fiiggetleniil szabalyozott izoformarol is képzddhet. Lehetséges, hogy
az EcRA fehérje nagy mennyiségben torténd termelddése valosul meg ily moddon. Elképzelhetd
azonban az is, hogy az EcRA fehérjét kodolo izoformak idében és térben térténd finoman szabalyozott

kifejezddésének van fontos, maig feltaratlan funkcioja.

2. RT-PCR modszerrel megvizsgaltuk az ECR izoformak (EcRA, EcRB1, EcRB2, EcCRC)
kifejezddését a Drosophila egyedfejlédése soran. A két ECRB izoforma kifejezddése azonos mintazat
szerint alakul, amit az azonos transzkripcios kezdépontjuk indokolta is tesz. Az ECRC az ECRA
izoforméhoz hasonld mintdzat szerint fejez6dik ki. Mindkét izoformanak megfeleld mRNS
kimutathaté minden vizsgalt fejlodési allapotban. Az ECRA ¢és az ECRC mRNS szintek valtozasai az
egyes fejlodési allapotokban joval kisebb mértékiiek, mint az ECRB izoformék ésetében. Az ECRA ¢és
az EcRC izoformak kifejezddésében két fejlodési allapotban fedezhetd fel kiilonbség. A korai
embridkban és a kifejlett nostények petefészkében az ECRC mRNS van jelen nagyobb mennyiségben.

3. Letalis P-inszercids gylijteményben kilenc ECR allélt azonositottunk. Meghataroztuk a P-
inszerciok helyzetét, az allélek letalis fazisat és az elpusztuld allatok fenotipusat. Megallapitottuk,
hogy a P+12319 allél az 6sszes ECR izoformat inaktivalja, a P-9 allél az ECRB izoformak csokkent
kifejez6dését okozza, nem befolydsolja azonban az ECRA ¢és az ECRC izoformdk miikodését, a
fennmaradé hét allél (P-25, P-40, P-191%", P-19177, P-191%%1 P-1391, P-5738) pedig gyakorlatilag
amorf allélnek tekinthet6 az ECRA és az ECRC izoformakra nézve, és emellett hipomorf allélként
viselkedik az ECRB izoformak tekintetében. Az embri6 letalis P+12319 allél kivételével minden letalis
P-inszerci6s mutdnsban normalisan lejatszodik az embrionalis és a larvalis fejlddés. Az EcRA fehérje

jelenléte tehat nem esszencialis ebben a két fejlddési allapotban.

4. Adatbazisokban megtalalhato, ismert helyzetli P-inszerciok kozott azonositottunk két olyan P-

inszercios ECR allélt (1(2)06410, EP(2)2509) melyekben a P-elem az EcRA és az ECRC izoformak



intronjaba  ¢kelddott. Megallapitottuk, hogy mindkét mutansban gartolt az ECRA ¢és az ECRC
izoformak kifejez6dése. Az 1(2)06410 all¢l gyakorlatilag amorf, az EP(2)2509 amorthoz kozeli
hipomorf allélnek tekinthetd az ECRA ¢és az ECRC izoformakra nézve.

A 1(2)06410 inszerciot a long island expressway (lie) gén himsterilitast és csokkent
¢letképességet okozo alléljaként azonositottak (Castrillon és mtsai, 1993). Az inszercido helyét
eltavolitd deléciokkal végzett komplementécios analizissel kideritettiik, hogy a himsteril szemiletalis
fenotipus fiiggetlen az ECR régidban talalhatd P-inszerciotol.

A 1(2)06410 és az EP(2)2509 allélek fenotipus vizsgalata azt mutatta, hogy az EcCRA fehérje
hianyaban tokéletesen kifejlodott adult legyek jonnek létre, tehat az EcRA fehérje jelenléte nem
létfontossagu az egyedfejodés egyik fazisaban sem. Az EcRA fehérje hidnya a him allatok fertilitasat
sem befolyasolta.

A 1(2)06410 és az EP(2)2509 allélek ECR** alléllel (az 6sszes ECR izoformat inaktivalo amorf
allél) szemben heterozigota (1(2)06410/ECR%*S ¢s az EP(2)2509/ECR%*®) néstényeiben kis mértékii
rendellenesség kimutathat6 volt a peteérésben. Mivel a 1(2)06410/EP(2)2509 genotipusu egyedek nem
mutattdk ezt a fenotipust, gy gondoljuk, hogy az emlitett rendellenesség nem egyediil az EcRA
fehérje hidnydbol adddik, hanem az EcRA fehérje teljes hidnyanak és az EcRB fehérjék csokkent
mennyiségének egyiittes kovetkezményeként alakul ki.

Erdekes, hogy az EcRA fehérje jelen van minden fejlédési allapotban, illetve, hogy EcRA
fehérje két egymastol fliggetleniil szabalyozott ECR izoformérdl is képzddhet, hidnydban mégsem
tapasztalhatdo a vad tipustol eltérd fenotipus a laboratoriumi koriilmények kozott nevelt allatokban.
Felmertil a kérdés, hogy az EcRA fehérje szerepe abban meriil-e ki, hogy hozzajarul egy sziikségesnél
magasabb, tulbiztositott allapotnak latszo, ekdizon receptor szint kialakitasdhoz, vagy ezenkiviil
specifikus funkcidja is van. Lehetséges pl., hogy az EcRA fehérje hidnya az allatok viselkedésében
okoz valtozast, ami a természetben ¢l0 egyedek életét drasztikusan befolyasolhatja, de a
laboratoriumban szokéasos tenyésztési koriilmények kozott esetleg nem eredményez detektalhatd
eltérést a vad fenotipustol. Az allatok viselkedése elsdsorban az idegrendszer miikodésével hozhatd
kapcsolatba. FElképzelhetd tehat, hogy az EcRA fehérje specifikus funkciojat az idegrendszer

fejlédésében vagy miitkodésében kell keresniink.



S. Osszehasonlitva az altalunk azonositott és a korabbrol ismert ECR allélek fenotipusat, az ECR
izoformék egymast helyettesitd szerepét tudtuk megerdsiteni.

Az embrionalis fejlédésre vonatkozdan elmondhatd, hogy csak az 0sszes izoformat inaktivalo
allélek (Bender és mtsai, 1997) okoznak embrié letalitast. Az ECRA fehérje hianyaban (1(2)06410 és
EP(2)2509 allélek) és a két EcCRB fehérje egyiittes hianyaban (Schubiger és mtsai, 1998) is normalis az
embriondlis fejlédés, tehat onmagaban egyik izoforma sem nélkiilozhetetlen. Az embrié allapotban a
kiilonb6zé EcR izoformak képesek egymast helyettesitve ellatni a normalis fejléddéshez sziikséges

ekdizon receptor funkciot.

A larva allapotban az EcRA fehérje hianya (1(2)06410 és EP(2)2509 allélek) nem okoz
fejlodési zavart, és azokban a mutdnsokban is zavartalan a larvalis fejlddés melyek nem tartalmaznak
EcRA fehérjét, a két EcRB fehérje termelése pedig csokkent mértékii (P-25, P-40, P-191%7 P-19177, P-
19110 P-1391, P-5738). Minden izoforma egyiittes kiesése esetén a larvak fejlédése 100%-ban elakad
az adott larva staddium végén (Li és mtsai, 2000). A két ECRB izoformat egyszerre eltavolitd allélek
mutansai szintén a larvalis vedlések sordn, zommel az elsd larva stddium végén pusztilnak el, az
allatok egy kis része azonban képes a vedlésre és atjut a masodik, illetve a harmadik larva stddiumba
(Schubiger és mtsai, 1998). Abban az esetben, ha csak az ECRBI1 izoforma hidnyzik a mutans egyedek
dontd tobbsége eléri a masodik larva stadiumot, sét 40-60 %-uk a harmadik larva stddiumba is eljut
(Bender és mtsai, 1997). A bemutatott fenotipusok arra utalnak, hogy a larvalis fejlédés soran sincs
elkiiloniilt szerepe az egyes ECR izoformaknak. Minden izoforma részt vesz a larvalis vedlések
szabalyozasaban. (A redundéans funkcioji EcCRA fehérje részvétele is kimutathato, hiszen a két ECRB
izoformat inaktivalé mutacioé gyengébb fenotipust eredményez, mint az 6sszes izoforma hidnya). A két
EcRB izoforma egyilitt képes a tokéletes miikodéshez elegendd ekdizon receptor fehérjét biztositani,

mig az ECRA és ECRC, vagy az ECRA, ECRC ¢s EcCRB2 kombinacidok nem képesek erre.

Az EcRA fehérjére a metamorfozis normalis lejatszodasahoz sincs sziikség (1(2)06410 és
EP(2)2509 allélek). A tobbi ismert ECR allél mutins egyedeinek fejlédése azonban elakad a
metamorfozis soran. A kiilonb6zé allélek fenotipusa abban tér el, hogy a mutans larvak szdveteiben
elinduld, a metamorfézis kezdetére jellemzd valtozasok a fejlddés mely szintjén rekednek meg. A
mutans fenotipusok nem tadmasztjak ala azt az elméletet, miszerint az egyes szdvetek sorsat a
metamorfozisban az szabja meg, hogy melyik EcR izoforma fejezédik ki benniik dominansan (Talbot
¢és mtsai, 1993). Az imagd korongok (EcRA fehérjét tartalmaznak nagy mennyiségben) és a kdzépbél
(EcRB1 fehérje termelddik benniik dominansan) fejlodését vizsgalva azokban a P-inszercios
mutansokban, melyek egyikében sem termelddik EcRA fehérje, a két ECRB izoforma miikddése pedig

alléltol fiiggden kiillonbozé mértékben gatolt, az figyelhetdé meg, hogy mindtkét szovet fejlodése



korabban reked meg az erdsebb allélek esetében (P-25, P-40), mint a gyengébb allélek mutansaiban
(.P-191%7, P-1391, P-5738). Masik meggy6zd példa, hogy az EcRA fehérje hianyaban (1(2)06410 és
EP(2)25009 all¢lek) az imagd korongokbol tokéletesen kifejlodott adult képletek képzddnek.

6. A letalis P-inszerciés ECR mutansokon végzett menekitési kisérletek, melyekben a kiilonb6z6
EcR izoformakat (ECRA, ECRB1 és ECRB2) hdsokk promoter altal szabalyozott transzgénekként
fejeztettiik ki, szintén azt mutatjak, hogy az egyes EcR izoforméak egymast helyettesiteni tudjak, mivel
az egyes izoformak kiilon-kiilon kifejeztetve is képesek voltak menekiteni a mutansok letélis
fenotipusat. Az egyes allélek menekithetdsége, a P-9 kivételével, attdl fiiggott, hogy az illetd allél
milyen mértékben gatolja az EcRB fehérjék termelddését. A kisérletek soran a leggyengébb (P-5738)
allél menekiilt leghatékonyabban. A legerdsebb fenotipust mutat6d allélek (P-25 és P-40) letalis
fenotipusat nem menekitette, ha a harmadik larva stddium végén egyetlen hdsokkal indukaltuk az EcR
transzgének atirodasat, azonban a babozodas utdn néhany oOraval jabb hdsokkot alkalmazva ezen
allélek mutans egyedei is elérték a kifejlett allapotot. A P-9 allél, mely a P-25 és P-40 allélekhez
hasonl6an az EcRB izoformak transzkripcios start pontja kdzvetlen kozelében hordozza a P-inszerciot,
¢s ebbdl adodoan az EcRB izoformék miikodését minden bizonnyal tigyanolyan mértékben gatolja,
ezekben a kisérletekben is kivételesen viselkedett, egyetlen hdsokk alkalmazasaval is menekithetd volt,
igaz alacsonyabb szinten, mint a tavolabbi inszercidokat hordozo gyengébb allélek. Ez az eredmény is
alatdmasztja, hogy az EcRA fehérje redundans szerepe ellenére részt vesz a metamorfozis idészakéaban

lejatsz6do folyamatokban.

7. Az altalunk azonositott nagy szdmu P-inszercios allél molekularis jellemzése soran, az ECR gén
mitkddésén tulmutatd, altalanos érvényli jelenségre talaltunk példat az intronba ékelddott mesterséges
transzpozon inszerciok génmiikddés gatlo hatasaval kapcsolatban. Az inszercidk altal hordozott
szelekciot biztositd marker gén az érintett génnel azonos orientdcioban megzavarja a normalis mRNS
érést, azzal, hogy abnormalis intron kivagddas kovetkeztében egy kiméra mRNS képzddik, mely az

érintett gén inszercio eldtti exonjait, €s a szelekcids marker gén 3’ részét tartalmazza.
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