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1. Bevezetés

A neuropeptidek vagy neurohormonok az egész allatvilagban széles
korben megtalalhato, kis tagszamu peptidek, melyeket a kozponti idegrendszer
teriiletén (KIR) specifikus neuroszekrécios sejtek termelnek és szekretalnak. A
Burbach altal megfogalmazott altalanos definicié szerint ,,0lyan, idegsejtek
altal termelt kisméreti peptidek, amelyek szabalyozott szekrécios tvonalon
szabadulnak fel, és idegsejtekre gyakorolnak hatast.” Hormonhatasuk révén
olyan fontos folyamatokat irdnyitanak, mint a kozponti és a periférialis
idegrendszer fejlddése, az alapvetd hormonok termelése, a szaporodas, a
taplalkozas, a cirkadian ritmus és a viselked¢s.

A neuropeptidek egyik legnagyobb csoportjat az FMRF-amid rokon
neuropeptidek (FaRPs) alkotjak, melyek nevilket a Phe-Met-Arg-Phe
szekvenciarol kaptak, mely a peptid C-terminalis részén talalhatd és nagyfoka
konzervaltsagot mutat. A FaRP neuropeptidek és receptoraik koz¢ tartoznak az
Fmrf, Ms és Dsk peptidgének, illetve az FR, MsR1 és -2, valamint Dsk-R1 és -2
receptorgének. Az Fmrf expressziojat a kdzponti idegrendszer, a sziv és a
bélrendszer teriiletén irtak le, és hatdssal van az idegi mikddésre, a
viselkedésre, a stresszvalaszra, a taplalkozasra és a reprodukciora. A DSK
mioaktiv hatasardl ismert. Az Ms a viszceralis izmokra hat, az expresszios
mintazata alapjan az agyban és bélrendszerben termelddik, ezért nevezték el
agy-bél peptidnek

Az elmult évtizedek soran a FaRP neuropeptidek biokémiai
azonositdsa mar megtortént, részletes funkcionalis és genetikai vizsgalatuk
azonban még varat magara. A magasabbrendliek korében a muslica genetikai
rendszere a legismertebb, ami jelentés elényoket biztosit a FMRFa-rokon

neuropeptidek genetikai vizsgalataban is.



2. Célkitiizések

Munkam célja, hogy tanulmanyozzam a FaRP neuropeptideknek
(Fmrf, Ms és Dsk peptidek), valamint receptoraiknak (FR, MsR1 és -2, Dsk-R1
és -2 receptorok) a Drosophila melanogaster életfolyamataiban betoltott
szerepét.

A cél érdekében a muslica genetika és molekularis biologia eszkdztarabol
harom kisérleti megkdzelitést vettem tervbe: géncsendesités kettds szala RNS
segitségével,  intragénikus  delécids mutansok  létrehozasa  P-elem
remobilizalassal, valamint specifikus peptid termel6 neuronok ablacioja.

1. A géncsendesitéses kisérletekben a FaRP neuropeptid gének és
receptoraik  torzskdzpontokban  rendelkezésre  allé  RNSi
konstrukcidinak fenotipusos hatasat kivantam vizsgalni.

2. Mivel a géncsendesités hatasa részleges funkcidovesztésnek megfeleld

gyenge, hipomorf fenotipust eredményez, ezért intragénikus deléciék

izolalasat is terveztem P-elem inszerciok remobilizalasaval, a
fenotipus megerdsitésére, illetve a géncsendesités esetleges ,,off
target” hatasainak kisziirése érdekében.

3. Célul tlztem ki uj Fmrf neuron-specifikus Gal4 driverek

létrehozasat is, melyek segitségével az Fmrf-termeld neuronok

A

terveztem.

4, A FaRP__ neuropeptidek viselkedésre gvakorolt  hatasat

stresszindukalt viselkedési tesztben terveztem vizsgalni egyrészt a

géncsendesitésbdl szdrmazd, masrészt intragénikus deléciot ill.
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3. Alkalmazott médszerek

1.

Klasszikus Drosophila genetika

Géncsendesités RNS interferencia segitségével

Mutansok izolalasa P-elem remobilizalassal

RNS izolalas és QRT-PCR

Kromoszomalis deléciok tesztelése PCR technikaval

Rekombinans DNS technikak

Immunhisztokémiai festés

Konfokalis mikroszkdpia

Viselkedési vizsgalatok

a. Stressz-indukalt viselkedési teszt

b. Negativ geotaxis teszt



4. Eredmények

4.1. Géncsendesités RNS interferencia segitségével

A FaRP neuropeptid- és receptor-géneket a megfelelé RNSi transzgének
Act5C-Gal4 driverrel indukalt expresszidjaval csendesitettilk. Eredményként az
Fmrf, Ms, MsR1, MsR2, és DskR1 géneknél letalitast tapasztaltunk. A tobbi gén
esetében (FR, Dsk, és DskR2) a csendesités nem befolyasolta az allatok
¢életképességét és fertilitasat. Az Act5C-Gal4 driver minden szovetben/szervben
allandéan miikodik, a neuropeptidek expresszidja pedig foként a kdzponti
idegrendszerre (KIR) Gsszpontosul, ezért kovetkezd 1épésben az idegrendszer-
specifikus elav-Gal4 driverrel is csendesitettik a FaRP neuropeptid- és
receptor-géneket. Ebben az esetben viszont minden kombinaci életképes és
fertilis allatokat eredményezett. QRT-PCR-rel ellendrizve a géncsendesités
hatékonysagat bizonyos receptorok esetében csak kismértékii mRNS
csokkenést tapasztaltunk. Feltételezhetd tehat, hogy a letalitds oka a FaRP
gének idegrendszeren kiviili, mas szervekben tortént globalis csendesitése,

és/vagy az un. ,,off-target” hatas volt.

4.2. Mutéansok izolalasa P-elem remobilizdlassal

A FaRP neuropeptideket ill. receptoraikat kodold génekben P-elem
remobilizalasaval intragénikus delécidkat indukaltunk. Mivel a géncsendesités
hatasa a részleges funkciovesztésnek megfeleld, ugynevezett hipomorf
fenotipust eredményez, ezért P-elem inszerciok remobilizalasaval eldallitott
intragénikus delécidos mutansokkal terveztik a géncsendesitéssel kapott
fenotipust megerdsiteni, illetve az esetleges ,,off target” hatdsokat kiszlirni. A

Myosuppressin receptor 1 (MsR1, CG8985) génjében 8 fiiggetlen intragénikus
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delécioét izolaltunk, koztik két null-mutanst. Az Fmrf (CG23461) génben 2
deléciot sikeriilt izolalni, melyek koziil a nagyobb Kkiterjedésti teljesen
eltavolitotta a gén kodold szakaszat. Minden homozigdta deléciés mutans
életképes és fertilis volt, vagyis az Fmrf és MsR1 aktivitisanak teljes hianya
sem befolyasolja az életképességet. Az MSR1 és Fmrf deléciés mutansok
életképessége nehezen egyeztetheté dssze a MSR1-RNSi; Act5-Gal4 és Fmrf-
RNSi; Act5-Gal4 csendesitd kombinaciok letalitdsaval. Ez ismét felveti a
csendesités soran jelentkezett ,,off target” hatas lehetdségét: az Fmrf gén
esetében pl. a Tangol (Transport and Golgi organization 1) és a wit (wishful
thinking) gének a lehetséges off-target jeloltek. Utobbirdl ismert, hogy

Drosophilaban részt vesz az Fmrf expresszid szabalyozasaban is.

4.3. Uj Fmrf-Gal4 driverek létrehozésa

Benveniste és Taghert leirtak az Fmrf gén 5’ upstream és intronikus
szekvencia-darabjainak szabalyozd hatasat a gén kozponti idegrendszerben
torténd kifejez6désére. Az altaluk tanulményozott szekvenciak kozil harmat
valasztottunk ki (pWF-8, -11, -17), melyek kisszamu, jol meghatarozott
neuronokban adtak jelet. Ezen szekvencidkat felhasznalva létrehoztunk harom
1j neuron-specifikus drivert (RS8-, RS 11-és RS17-Gal4), amiknek az UAS-
GFP transzgén segitségével jellemeztiik a kdzponti idegrendszerben torténd és
az azon kivili kifejez6dési mintazatat. Uj eredményként a larvalis
agykomplexben eddig le nem irt Fmrf pozitiv neuronokat mutattunk ki, illetve
a KIR-en kiviil esé expressziot talaltunk a kozépbél enteroendokrin sejtjeiben
¢és az imagokorongokban. Az apoptozist indukalo UAS-reaper transzgént az uj
driverekkel kifejeztetve elimindltuk a megfeleld neuronokat és az egyéb
enteroendokrin sejteket. Az RS11 és -17 esetében az ablacio nem csokkentette

az adult allatok életképességét és fertilitasat. Az RS8-at hordoz6 allatok nagy
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része viszont farat adult allapotban elpusztult, illetve a taléldk egy része
szarnyfejlédési zavarokat és torzulasokat mutatott, ami Osszefiigghet az RS8

fent emlitett szarny imago-Korongbeli expresszidjaval.

4.4. Viselkedési vizsgalatok

4.4.1 FaRP peptidek és receptorok hianyanak hatasa a stressz-indukalta

viselkedésre

Korabbi  vizsgalatok arra utaltak, hogy az FMRF-amid
neuropeptideknek fontos szerepiik lehet az izommikddés, a mozgas és a
viselkedés szabalyozasaban. Ezért stressz indukalt viselkedési tesztben
vizsgaltunk meg olyan allatokat, amelyekben RNSi transzgénekkel
csendesitettiik a FaRP géneket és/vagy receptorokat. A csendesitések altaldban
csokkentették a stressz altal kivaltott mozgasi reakciot. A legalacsonyabb
stresszvalaszt az Ms és Ms-receptor gének, ill. a Dsk és receptoranak
csendesitésénél tapasztaltuk. Az azonos géneket csendesitd kiillonbozo
kombinaciok stresszvalasz fenotipusa kozott kisebb-nagyobb kiilonbségek
mutatkoztak, akar nemt6l fliiggéen is. Miutan az altalunk hasznalt harmadik
kromoszomara inszertalodott RNSi konstrukciok a VDRC *GD’ sorozatba
tartoztak, amelyek véletlenszeri helyre épiiltek be, ezért valosziniisithetd, hogy
a fent emlitett fenotipusos eltérésekért a ’GD’ konstrukcidok eltérd
kromoszémalis kornyezetébdl adodé pozicid effektus a felelés. Osszességében
megallapithatjuk, hogy a FaRP neuropeptid- és receptorgének RNSi
csendesitése —a vizsgalt kombinaciok esetében — befolyasolja a mozgasi

aktivitast, és hatassal van az allatok stressz-indukalt viselkedésére.



s

Ezek utan megvizsgaltuk azoknak az allatoknak a stressz indukalt
viselkedését is, amelyekben az Fmrf peptid-termeld sejteket az RS8-Gal4,
RS11-Gal4, RS17-Gald és Fmrf-Gald driverek expresszidos mintazatanak
megfelelden ejtettik ki az apoptézist indukaldé UAS-reaper konstrukcid
meghajtasaval. Az RS8-Gald és RS17-Gal4 driverekkel végzett ablacio
eredményeként a ndstények alacsonyabb mozgasi aktivitast mutattak, mint a
megfelelé kontrolljaik, mikézben az RS11-Gal4 és Fmrf-Gald driverek altal
iranyitott ablacionak nem volt ilyen hatasa. A géncsendesitett allatok mozgas-
aktivitasaban tapasztaltakhoz hasonloan az ablacidt szenvedett allatoknal is
megfigyelhettiink kiilonbségeket a ndstények és himek viselkedése kozott. Az
RS8-Gal4 driver esetében a himek, a ndstényekkel ellentétben, nem mutattak
szignifikans stressz-indukalt mozgas-aktivitasi fenotipust. Hasonloképpen, az
RS17-Gal4 driveres ablaci6 is gyengébb fenotipust eredményezett himekben,
mint néstényekben, habar ebben az esetben a kontroll allatokhoz viszonyitott
kiilonbség még mindig szignifikans volt. Az RS11-Gal4 és Fmrf-Gal4 driveres
himek, a néstényekhez hasonléan, nem mutattak fenotipust. Az Fmrf-Gal4
drivert hordozé allatok fenotipusanak hidnya mindenképpen meglepé volt,
Fmrf peptid-termelé mintazatban megtalalhato, igy elméletileg ettél a
konstrukttol volt varhatd a legerésebb fenotipus. Egyik lehetséges magyarazata
lehet ennek az ellentmondasnak, ha feltételezziik, hogy a kiilonb6z6 Fmrf
peptideket termeld sejtek egyfajta funkcionalis egyensulyt alakitanak ki
egymassal. Amennyiben a teljes mintdzat kiesik az ablacié kovetkeztében, a
hianyok mintegy kiegyenlitik egymas hatdsat, és az egyensuly tovabbra is
megmarad. Ha viszont a mintazatbdl csak bizonyos sejtek esnek ki, mint pl. a

ndstényeknél az RS8-Gal4 és RS17-Gal4 driverek esetében, akkor az egyensuly
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megbomlik, ami a megfigyelt stressz-indukalt mozgas-aktivitasi fenotipushoz
vezet.

A legerGsebb fenotipust addé RS8-Gald driveres ndstényeket
megvizsgaltuk negativ geotaxis tesztben is, de nem figyeltiink meg 1ényeges
eltérést a kontroll allatokhoz képest. Ez az eredmény azt valdszinisiti, hogy a
negativ geotaxis és a stressz-indukalt mozgasi aktivitas szabalyozasa eltérd

modon torténik az allatokban.

5. Osszefoglalas

A dolgozatomban bemutatott eredmények  Gsszefoglalasaképpen
megallapithatjuk, hogy a FaRP neuropeptid- és receptorgének expresszidja nem
korlatozodik a kozponti idegrendszerre, illetve ezen gének funkcidvesztése,
vagy bizonyos Fmrf-termel6 sejtek kiesése hatassal van a stresszindukalt

viselkedésre €s a mozgasi aktivitasra.
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