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Roviditések jegyzéke

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

BSA — Bovine Serum Albumin

Dcr — Dicer

FaRPs — FMRF-amid-rokon neuropeptidek (FMRF-amid-related peptides)
FMRFa — FMRFamid (Phe-Met-Arg-Phe-amid)

FR/FMRFaR—Fmrf receptor

GFP — zolden fluoreszkalo fehérje (Green Fluorescent Protein)

GPCRs — G-protein kapcsolt receptorok (G-Protein Coupled Receptors)
KIR — kozponti idegrendszer

NLP — neuropeptid szerti peptid (Neuropeptide-Like-Peptide)

RNSi - RNS interferencia

rpr — reaper

ccdB — toxingén (ccd=control of cell death)

RS — Regulator Szekvencia

PBS — Phosphate Buffered Saline

PCR — polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)

QRT-PCR - kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (Quantitative Real-Time

Polymerase Chain Reaction)



1. Irodalmi attekintés

1.1. A neuropeptidekrol altalaban

A neuropeptidek vagy neurohormonok kis tagszamu peptidek, melyeket a
kozponti idegrendszer teriiletén (KIR) specifikus neuroszekrécios sejtek termelnek és
szekretalnak. A Burbach (2011)' altal megfogalmazott altalanos definicio szerint
,»olyan, idegsejtek altal termelt kisméreti peptidek, amelyek szabalyozott szekrécios
utvonalon szabadulnak fel, és idegsejtekre gyakorolnak hatast.” A férgektdl az
emldsokig széles korben megtalalhatoak az allatvilagban. Hormonhatasuk révén olyan
fontos folyamatokat irdnyitanak, mint a kozponti és a periféridlis idegrendszer
fejlodése, az alapveté hormonok termelése, a szaporodds, a taplalkozas, a cirkadian
ritmus és a viselkedés?®.

Az els6 neuropeptidet 1931-ben Euler és Gaddum fedezte fel és P-anyagként
(substance P) nevezték el®. Izolalt nyil éhbélre egy tjabb tipusii bélkivonatot dntéttek,
ami erre kontrakcidoval reagalt. Az 0Osszehtizodds nem volt antagonizalhatod

acetilkolinnal €s nem reagalt hisztaminra sem, amibdl sejtették, hogy eddig ismeretlen
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1. abra ,,P-anyag” szerkezete (Zhao, 2015 nyoman)°

anyagnak kellett jelen lennie. Viszont a P-anyag kémiai szerkezetét joval késobb,
1971-ben Susan Leeman
¢s munkatarsai irtdk le, egy 11 aminosavmaradékbol 4ll6 peptidként, amely

C-terminalisan amidalt (1. abra )*%’. A 70-es évek elején a kutatasoknak nagy



lendiiletet adott Guillemin, Vale és Schally, tovabba Arimura felfedezése®®, melyért
1976-ban Nobel-dijjal jutalmaztak Oket. Kisérleteik soran bebizonyitottak, hogy a
legtobb hipotalamikus serkentd és gatldo hormon valdjaban kisméretii peptid!®. Magat a
neuropeptid kifejezést elészor David de Wied alkalmazta az adrenokortikotrop
hormon (ACTH), melanocitastimulalé hormon (MSH) és vazopresszin agyban kifejtett
hatasanak leirasara 1971-ben.!! 1975-ben Hughes!? felfedezte és jellemezte az opioid
peptideket, majd 1981-ben Vanderhaegen®® bizonyitotta a kolecisztokinin (CCK)
jelenlétét az agyban, és ezzel a lendiilettel folytatodott a neuropeptidek felfedezése és
jellemzése. A kdzelmultban egyre tobb neuropeptid szekvencia valt ismerté egyre tobb
fajbol, példaul 2013-ra mar leirtak a gerinctelenek kozé tartozo egyik tengeri csillag
faj (Asterias rubens) keringési és bélrendszerének Osszehuzodasat és elernyedését
befolyasolé NGFFY-amid neuropeptidet is**. Egy 2015-ben megjelent cikkben 5949
kiilonbozd neuropeptid szekvenciat irtak le, 6sszesen 493 kiilonbozo fajbol™®. Ezek
koziil 2406-ot gerinces, mig 3455-6t gerinctelen fajokbdl izolaltak. Napjainkra az uj,
modern technikak segitségével a neuropeptidek funkcidjardl, elhelyezkedésérol,

szerkezetérdl egyre tobb informécié all rendelkezésiinkre (2. abra)>1°.
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2. abra A neuropeptidek jellemzésének harom féle megkdzelitése Venn
diagrammon abrazolva. Szerkezeti leirds: tOmegspektrometria, NMR, ¢és
szamitogépes térszerkezet predikcio; funkcio: elektrofiziologia, viselkedési teszek,
mennyiségi elemzés; elhelyezkedés: ITHC, MALDI MSI (DeLaney, 2018 nyoman)*.



A neuropeptideket tobbféleképpen lehet rendszerezni. Az egyik megkozelités
szerint a legtobb peptid két f6 csoportba tartozik, tgymint az inzulin-szerii (insulin-
like) peptidek és az FMRF-amid rokon peptidek (FaRPs)!’. A fennmaradd nem
inzulin-szeri, és nem FMRF-amid-rokon peptideket neuropeptide-like proteinekként
(NLP) definialtak. Az NLP-k egy nagyon szerteagazd csoportot alkotnak a
neuropeptideken beliil, amelyek egymassal is csak kismértékii hasonlosagot
mutatnak®°,

A neuropeptidek 100-250 aminosav hosszl, inaktiv prekurzorokbol
(prepropeptid) tobb 1épéses enzimatikus modositds soran véalnak aktiv peptiddé?®.
A proteolitikus hasitasokat és esetleges poszttranszlaciés modositasokat (foszforilacio,
acetilacio, O-glikozilacio, szulfatacié, amidacid) kovetden a peptidek szekrécios
vezikulumokba csomagolodnak a protedzokkal egyiitt. A vezikulum érése soran
tovabbi proteolitikus folyamatok jatszodnak le, melyeknek végeredményeként a
propeptid az aktiv neuropeptid egy — pl. neuropeptide Y (NPY), galanin, corticotropin-
releasing factor (CRF) és vazopresszin — vagy tobb kopiajat is tartalmazhatja (3. abra).
A proenkefalin példaul négy kopia M-enkefalint (M), egy kopia L-enkefalint (L),
valamint M-Arg-Phe-t (H) és M-Arg-Gly-Leu-t (O) tartalmaz. Mas tipust prekurzorok
viszont kiilonb6z6 peptideket tartalmaznak, pl. a proopiomelanocortin (POMC)
prekurzor az ACTH-t, a-MSH-t és a B-endorfin peptideket. A vezikulumok axonalis
transzportja sordn a prekurzor peptidek szdmos proteolitikus Iépésen mennek
keresztiil, mig az érett szekrécios vezikulum az axon végébe ér (4. abra)?!. Az aktiv
peptidet nagy, sotét vezikulak (large dense-core vesicles — LDCVs) tartalmazzak,
amelyek szekrécidja szabalyozott. A neuropeptidek/neurotranszmitterek szekrécidja a

vezikulumok exocitdzisa soran torténik meg.
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3. abra Proneuropeptidek felépitése. A proenkephalin prekurzor esetében a sarga blokkok a
processzalas végén keletkez0 neuropeptideket jellik. A proopiomelanocortin prekurzor
esetében az eltérd szovetspecifikus hasitds eredményeképpen kiilonbdzd neuropeptidek

szabadulnak fel. Aminosav hasitasi helyek K: Lys; R: Arg (Hook, 2008 nyoman)?.
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4. abra Axonalis transzport folyamata a sejttestben torténd neuropeptid szintézistdl az
aktiv peptid expresszidjanak hatasaig. A piros 'R’ betli a neuropeptid receptort jeldli.
Kicsi kék korok: ’klasszikus’ neurotranszmittereket tartalmazo vezikulumok; Z6ld korok:
peptideket szallitd nagy, sotét vezikulak (Large dense-core vesicles, LDCVs) (Hook, 2008
nyoman)?*.



A klasszikus transzmitterek, illetve neuropeptidek, miutan a szinaptikus résbe
szekretalodnak, hatasukat helyi szinten és szisztémasan is kifejthetik. A 6 KIR-i
neurotranszmisszids folyamatokat az 5. abra foglalja 6ssze??. A Klasszikus szinapszis
egy gyorsan hat6 transzmittert szekretal, példaul acetilkolint vagy glutamatot, amely a
preszinaptikus membranon at a szinaptikus résbe tiriil és a kozelben 1év6, altalaban
ionotrop  (ligand-vezérelt ioncsatorndval rendelkezd) receptoron fejti ki
hatasat (5. abra A). A preszinaptikus transzmisszio esetén a neurotranszmitterek poszt-
¢s preszinaptikusan is kotédhetnek receptorokhoz (5. abra B). A receptorok G-protein-
vagy enzim-kapcsolt metabotrop receptorok, melyek lassan fejtik ki hatasukat. Sokkal
komplexebb a kolokalizalt, peptidet és transzmittert egyiittesen termeld peptiderg
neuronok szekrécios miitkddése (5. abra C)®. A peptiderg receptorok altaldban G-
protein kapcsolt (GPCR) receptorok, melyek preszinaptikusan is elhelyezkedhetnek (6.
abra). A peptid csak magasabb frekvencidjii ingerre iriil, majd a klasszikus
transzmitterrel egyiitt hatva a GPCR receptorokat aktivadlva masodlagos hirvivd
molekulan keresztiil jelatviteli utat indit be. Az interszinaptikus ’spill-over’ esetében a
felszabaduld peptid elérheti a szomszédos idegsejtek nytlvanyainak GPCR receptorait
is (5. abra D). A peptid hatasa tulajdonképpen nem korlatozodik a preszinaptikus
résben elhelyezkedd receptorokra. Végiil szisztémasan a leghatdsosabb a ’volume
transzmisszio’ (vagy parakrin kibocsatas) (5. abra E), amely diffaz peptid aramlast
biztosit a szinaptikus idegrendszeri kornyezetben. A peptidek szekrécidja szinapszistol
inaktivalodasukat a tivolsag, illetve membranhoz kotott peptiddzok okozhatjak?*. A
neuropeptidek szekrécigja torténhet tehat szinaptikusan €s nem-szinaptikusan is, igy a

hatést kifejtheti kozvetleniil a KIR kdrnyezetében vagy akér tavolabbi részeken is?>2°,



A. Szinaptikus transzmisszi6  B. Preszinaptikus transzmisszio C. Peptid kotranszmisszid

D. Interszinaptikus ‘spill-over’
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5. abra A neurotranszmisszi6 f6 tipusainak Osszefoglalo abraja. A: klasszikus szinapszis egy
ionotrop receptoron keresztiil hatd transzmitterrel; B: preszinaptikus transzmisszié poszt- és
preszinaptikusan is hatdé metabotrop receptorokkal; C: peptid kotranszmisszid, a peptiderg
neuronok peptidet és transzmittert egyiittesen szekretalnak; D: interszinaptikus ’spill-over’, a
hatas a szomszédos idegsejtek receptoraira is kiterjed; E: *volume transzmisszio’, diffuz peptid
aramlas a szinaptikus idegrendszeri kdrnyezetben (Szapiro és Barbour, 2009 nyoméan) 2224,
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Amint azt fentebb emlitettem, a szekretalt neuropeptidek G-proteinnel kapcsolt
(GPCR) receptorhoz kotddnek, és ezzel jelatviteli utat aktivalnak. A GPCR receptorok
jellemzéen 7 hidrofob transzmembran a-hélix-szel rendelkeznek, N-terminalisuk
extracellularis elhelyezkedésii és valtozd szekvenciaju, a specifikus biologiai
funkcionak megfelelden, gyakran glikozilalt. C-terminalisuk intracellularis, konzervalt

és altalaban foszforilalt (6. abra)?’.
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6. abra G-protein kapcsolt receptorok (GPCR) altalanos szerkezete (Deupi és Kobilka, 2007
nyomén)27.
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1.2. Drosophila neuropeptidek és receptoraik

A neuropeptideket tobbféle organizmusban is vizsgaltak, a Drosophildn kiviil
példaul a Caenorhabditis elegans fonalféregben, kiillonb6z6 puhatestiiekben, vagy akar
az emberben. A korabbi vizsgalatok foként a biokémiai analizisre fektettek nagyobb
hangsulyt, viszont a genom projektek eredményeinek ismeretében napjainkban a
genetikai vizsgalatuk is hatalmas lehet6séget tartogat szamunkra. A Drosophila
melanogaster erre kiilonosen alkalmas modellszervezet, a tobb mint szaz éve folyd
Drosophila genetikai kutatdsok eredményeként ma mar nagyszamu mutdciot,
duplikiciokat, delécidkat, transzgénikus inszercidkat ¢és RNS csendesitd
konstrukciokat hordozoé torzsek allnak rendelkezésre a térzskdzpontokban, amelyek jol
alkalmazhatok genetikai analizisre.

A Drosophila genom projekt 0j lendiiletet hozott a neuropeptideket ¢és
receptoraikat kodold gének azonositasaban és kutatasaban is*?8. Az eddigi
bioinformatikai vizsgalatok 118 Ilehetséges peptid prekurzor gént azonositottak
Drosophilaban. Kozilik legalabb 43 gén kodolhat *prepropeptid’ fehérjét, amelyek
megfelelnek az alabb felsorolt legfontosabb kritériumoknak: Elséként 500
aminosavnal hosszabbak nem lehetnek és egy szignal peptidet kell tartalmazniuk.
Masodszor minden prekurzornak egy vagy tobb feltételezett peptidet kell tartalmaznia
hagyomanyos hasitohellyel. Végiil egy N-terminalis transzmembran régioval kell
rendelkezniiik®®. A 43 prepropeptidbdl 19-et méar biokémiailag is jellemeztek®®. A
neuropeptidek a peptiderg neuronbdl exocitdzis Gtjan szabadulnak ki, majd G-protein
kapcsolt (GPCR) receptorhoz kotddnek, és ezzel jelatviteli utat aktivalnak.
Drosophilaban eddig 45 GPCR neuropeptid receptort azonositottak, a lehetséges
liganddal egyiitt?3%,
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1.3. FMRF-amid rokon (FaRP) neuropeptidek Drosophiliban

A neuropeptidek egyik legnagyobb csoportjat az FMRF-amid rokon
neuropeptidek (FMRF-amide-related neuropeptides: FaRPs) alkotjak, melyek neviiket
a Phe-Met-Arg-Phe szekvenciardl kaptak, mely a peptid C-terminalis részén talalhato
és nagyfoki konzervaltsigot mutat. Ezzel szemben az N-terminalis Szekvencia
peptidenként valtoz6. A Drosophila FaRP preprofehérjéket 6t csoportba soroljak,
melyek egy vagy tobbféle neuropeptidet tartalmaznak (1. tblazat)?.

Az Fmrf gén nyolcféle peptidet kodol. Koziilik hét hordozza szekvenciajaban
az FMRF/RF motivumot. Expressziojukat a kozponti idegrendszer, a sziv és a

bélrendszer teriiletén irtdk le, hatdssal vannak az idegi miikddésre, a viselkedésre®?,

stresszvalaszra®, a taplalkozasra, és a reprodukciora. Eddig egy receptorukat (FR)

azonositottak.

A tobbi FaRP peptid C terminalisan RF aminosavak talalhatok. Az Ms gén egy

peptidet kodol, érdekes megjegyezni, hogy mégis két receptorral rendelkezik.

Peptidek Gének Peptid szekvenciak Expresszié Hatas Receptorok
Fmrfa-1: SVKQNDFMRFamid Befolvasali
Fmrfa-2: DPKQDFMRFarmid(5x) ) etolyasoya a
Fmrfa-3: TPAEDEMRFamid({2x) agy, $7v, szinaptikus Fnrf
FMRF-amid Fmrf | Fmrfad: SONFMRFamid teproduktiv aktivitast, Recent
peptidek (CG2346) | Emrfa5: SPKODEMRFamid rendszer, a viselkedést, (ceéggla 10:)
imria—j : gi?g%d ” bél traktus a taplalkozast és a
mria-/: Al i
Fmrfe-8: MDSNFIRFamid reprodukeidt
. . MsR1
Mio- Ms agy Csokkentia (CGRI8S)
SZuppresszin MS: TDVDHVFLRFamid L e visceralis izmok
. (CG6440) - végbél, sziv aktivitasat MsR2
peptld 1vitasal
(CG13803)
Szulfakinin Dsk DSKI: Mioaktiv hatastt Dsk-R1
eptidek (CG18090) | FPDYGHMRFamid a (sziv, bél) (CG6881)
pep DSKILGGDDQFDDYGHRFamid £y ’ Dsk-R2
DSK0: NQKTMSFamid (CG6857)
Hossza NPF I agy, t]?elfp]-llzfésglia a NPF1
Neuropeptid F | CG10342 | SNSRPPRKNDVNTMADAYKFLQDLDTYG kézépbél agfgs:zi\?iztg: t’ 2: a receptor
(NPF I) DRARVREF-amid endokrin sejtjei memériat (CG1147)
sNPF-1: AQRSPSLRLRF-amid Taplalkozas
Neuropeptid F | CG13968 :NPF:zim: SPSLRSRF-amjd Lk -ami SZ: r::ZSCE)leOS . néyekedés, ' receptor
(sNPF) SNPF-3: KPQRLR W-amid neuronjai inzulin-termeles (CG7395)
sNPF-4: KPMRLRW-amid szabalyozasa

1. tablazat A Drosophila FMRF-amid rokon neuropeptidek csaladja. A tablazat a kodold gének
nevét, CG azonositdjat, neuropeptid szekvencidjat, térbeli expresszidjat, hatasmechanizmusat és

azonositott

receptoraikat

aminosavakat jelli?.

foglalja  Ossze.

Piros

alahuzas

konzervalt

FMRF/RF
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A viszceralis izmokra hat, az expressziés mintazata alapjan az agyban és
bélrendszerben van jelen és a lokalizacioja alapjan nevezték el a mioszuppresszint
agy-bél peptidnek®. A Dsk gén harom peptidje koziil egy nem tartalmaz RF
szekvenciat, ez alapjan kapta a DSKO elnevezést. Mioaktiv hatdsu, és szintén két
receptorral rendelkezik3:78 A neuropeptid F-nek két tipusa ismert, hossza és rovid,
melyeket két kiilon gén kodol, és két kiilon receptorral rendelkeznek. Hatasuk van a

3940 ¢s a szaporodasra®. A FaRP csalad minden tagjarol

viselkedésre®, a taplalkozasra
elmondhat6, hogy valamely 1étfontossagu életmiikodés szabalyozasaban jatszik fontos

szerepet®!,

1.4. A Drosophila Fmrf neuropeptid gén és expressziés mintazata

Minden neuropeptidnek van egy sajat specifikus expresszids mintdzata a
Drosophila larvalis, illetve adult idegrendszerben. A sejtszintli expresszid szamos
transzkripcids €s poszttranszlacids szabalyzo 1épéstdl fligg, valamint hormonalis
hatasok, sejthalal és idegrendszeri aktivitds/plaszticitas is befolyasolhatja. Néhany
neuropeptid kb. 10-20 KIR-i neuronban vagy neuroszekrécios sejtben expresszalodik,
pl. Fmrf, pigment-dispersing factor (PDF), neuropeptide F (NPF), és allatostatin A,
mig mas peptidek 40-60 neuronban, pl. crustacean cardioactive peptide (CCAP),
neuropeptide-like precursor 1 (NPLP1), allatostatin B, de a proctolin példaul tobb mint
400%, az SNPF pedig tobb ezer idegsejtben®43,

Az Fmrf gén 8 kiilonb6zd peptidet kodol, koziilik egy nem tartozik a FARP
peptidek kozé (Fmrfa-7), ugyanis nem tartalmaz FMRF/RF szekvenciat. A kis
peptidek eltéré kopiaszamban talalhatoak a szekvenciaban: egy kopiaban vannak jelen
a SVKQNDFMRF, SDNFMRF, SPKQDFMRF, PDNFMRF és MDSNFIRF peptidek,
két kopidban a TPAEDFMRF és &t kopidban az DPKQDFMRF peptid®33. Az elsd
Fmrf neuropeptidet 1977-ben izolaltdk egy kagylobol (Macrocallista nimbosa)***°, és
eredetileg a puhatestiiek cardioexcitatorikus peptidjeként irtak le. 1986-ban White
leirta az Fmrf-immunreakciot ad6 idegsejtek mintazatat Drosophila larvalis €s adult
agyban, proventriculusban és kozépbélben*®. Két évvel késébb Schneider és Taghert
(1988)* izolaltak és jellemezték a Drosophila Fmrf gént. Leirtak, hogy az Fmrf peptid

a larvalis kozponti idegrendszer teriiletén 44 neuronban (adult allatokban 150
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7. abra Fmrf peptidek részletes kozponti idegrendszeri mintdzata. A: A larvalis kozponti
idegrendszer harmas immunfestése, az SDNFMRF, TPAEDFMRF és DPKQDFMRF
peptidekre. B: Thoracalis ganglion nagyitott képe, az SDNFMREF piros, a TPAEDFMRF kék, a
DPKQDFMREF pedig zdld szinnel, a fehér nyilak két kiilonallo idegsejtet jelolnek. A fels6é nyil
a TPAEDFMREF ellenanyaggal festett (kék) neuronra mutat, mig az alsé nyil a DPKQDFMRF
ellenanyaggal festett (z6ld) neuront jelzi. C: A harmas ellenanyagfestés képei kiilon-kiilon
abrazolva, SDNFMRF, DPKQDFMRF és TPAEDFMRF sorrendben. Mércevonal: 50 pm;
(McCormick és mtsai., 1999 nyoman)* D: A larvalis KIR FMRF peptideket expresszald
neuronjainak sematikus Osszefoglald abrgja (Schneider, 1991 nyoman)*. A leirt
neuroncsoportokat elhelyezkedésiik alapjan nevezték el roviditésekkel: SP=szuperior
protocerebrum, LP=lateralis protocerebrum, MP=medialis protocerebrum, SE=subesophagealis
ganglion, T=thoracalis neuronok, A=abdominalis neuronok, LC=lateralis lanc, DC=dorzalis
lanc, VC=ventralis lanc.

neuronban) expresszalodik, ami 17-féle sejttipust fed le, ezek kozott vannak
motoneuronok, neuroendokrin sejtek és kiilonbozé tipusu interneuronok is*. Az Fmrf
gén altal kodolt kiilonb6z6 peptideknek sajat jellemz6 agyi mintazata van, és ezekbol

tevodik Ossze az FMRF-amidok teljes expresszidos képe (7. 4bra)®®. Harmas
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ellenanyagfestéssel mutattak ki a KIR-ben az SDNFMRF, TPAEDFMRF ¢és
DPKQDFMRF peptideket termel6 neuronokat. A 7. B abran jol lathatd, hogy egyes
neuronok csak egy-egy konkrét Fmrf peptidet expresszalnak. White (1986)%
eredményei alapjan a kovetkezd években egyre precizebb, részletesebb kozponti
idegrendszeri mintazatot jellemzd abrak sziilettek (7. abra D)*°. Az 6 nevéhez fiizédik
tovabba az Fmrf pozitiv sejtek nevezéktana, klaszterezése. Harom neuroncsoport
jelenlétét allapitotta meg a szuperior protocerebrumban, innen szarmazik az SP1, 2, 3
rovidités. A kovetkezo kettd neuroncsoport toliikk ventralis irdnyba talalhaté a lateralis
protocerebrum teriiletén, LP1, 2 jeloléssel. Kozépen a medialis protocerebrumban az
MP1, 2, 3 Fmrf pozitiv sejtek talalhatoak. Toliik caudalis iranyban a subesophagealis
ganglion SE 2, 3, 4 neuroncsoportja
helyezkedik el. A ventralis ganglion
terliletén pedig az un. thoracalis
neuronok talalhatéak TI1, 2, 3
roviditéssel, majd a lateralis,
dorzélis és ventralis lanc az LC
(lateral chain), DC, VC jeloléssel.
Végiil az abdomindlis neuronok
(A8) a ventralis ganglion caudalis
végén talalhatéak (7. abra D)*°.

A Drosophila Fmrf gén
expresszios mintdzatat a KIR-en

kiviili teriileteken 1s jellemezték.

8. abra Harmadik stadiumua larva TPAEDFMRF 1986-ban Fmrf expressziét irtak le a
ellenanyaggal festett bél traktusa. Fehér szaggatott . . )

vonalak a lent kinagyitott 12 Fmrf pozitiv sejt proventriculus, illetve az anterior
teriiletét jeldlik az anterior kozépbél elején.

kozépbél  teriiletén®, majd a
Mércevonal: 50 um (Nichols,1999 nyomén)®?. 0Zepbe cruieten J

TPAEDFMRF peptidet IS
kimutattdk immunfestéssel. Az anterior kozépbél teriiletén 12 Fmrf pozitiv sejtet
talaltak (8. abra)®.

Az Fmrf mRNS expresszios mintazatanak feltérképezésében szemléletvaltast

hozott Benvenist és Taghert eredménye, miszerint a gén bizonyos szakaszai feleldsek
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a neuropeptid egy-egy konkrét neuronban, illetve neuroncsoportban torténd

rrrrr

szdmos rovidebb-hosszabb 5’ upstream és intronikus szekvencidjat, illetve a gén teljes
prométer régidjat a lacZ riportergén elé klonoztak (9. abra). A LacZ expressziot
figyelemmel kisérve, az adott szakasznak az Fmrf gén kifejez6désében betoltott
szerepét feltérképezték. Az Fmrf-lacZ fuzios gén segitségével jellemezték a teljes
expresszids mintdzatot. Azonositottak egyes konkrét idegsejteket is (OI2, X, X2,

valamint a Tv neuronok), melyek a mdar ismert teljes mintdzatnak részei.

Megallapitottak, hogy a pWF 17 nevii 446 bazispar hosszu szekvencia felelds az Fmrf

Fmrf gént
dFMRFa i f— expresszalé
Exon 1 Exon 2 neuronok
-~ -476 -162
PWF 11 e ¥, rom—— oLz
—_— -922 -476 -E.’
PWF17  peeemeeommeeoooees hed3-dacZ v
- -162 +70
PWF 15 L ressincz None
-— +66  +1371
PWF 8 O ( hesincz X, x2

9. abra Az Fmrf gén 5’ upstream és intronikus szekvenciainak mintazata a kdzponti idegrendszer
teriiletén. A pWF 11, 17, 15, 8 f6l6tt elhelyezkedd hossza nyilak a szekvenciak eredeti genomikus
kornyezethez viszonyitott klonozasi iranyat jelzik a hs43-CaSpeR-lacZ plazmidban. A larvalis agy
sematikus abrajan az egyes szakaszok expresszids mintazata lathatd a riporter aktivitast mutatd
neuronokban (fekete négyzetben kiemelve) (Benveniste, 1999 nyoman)*.

rrrrr

amelyek kloénozasa az eredeti genomi irdnyultsighoz viszonyitva ellentétes
orientacidban tortént) altal létrehozott expresszids mintazatot is leirtak. A pWF 11 a
legrovidebb, minddssze 314 bp, ami az OL2 neuronokban ad jelet. Az intronikus pWF
8 szakasz 1305 bp hosszu és az X, X2 neuronokban expresszal. Mindharom révid
szekvencia, a pWF11, 8 és 17 jol meghatarozhato, kisszamu neuronban ad jelet. Ezen
eredmények kivald lehetdséget nyujtanak a neuron-specifikus  expresszio

megértéséhez és tanulméanyozéasahoz.
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2. CélKitiizés

A neuropeptidek, melyek specifikus idegsejtek altal termelédnek és
szekretalodnak, kiilonbozo életfolyamatokat szabalyoznak a sejtek, a szervek és a
szervezet szintjén minden Metazoa organizmusban. Az elmult évtizedek soran a
biokémiai azonositasuk mar megtortént, részletes funkcionalis és genetikai vizsgalatuk
azonban még nem. A magasabbrendlick korében a muslica genetikai rendszere a
legismertebb, ami jelentés elénydket biztosit az FMRFa-rokon (FaRP) neuropeptidek
genetikai vizsgalataban.

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 eszkoztarabol
harom kisérleti megkozelitést vettem tervbe: géncsendesités kettds szala RNS
segitségével, intragénikus delécidos mutadnsok létrehozdsa P-elem remobilizalassal,
valamint specifikus peptid termelé neuronok ablécioja.

1. A géncsendesitéses Kisérletekben a FaRP neuropeptid gének és

receptoraik torzskozpontokban rendelkezésre allo6 RNSi konstruktjanak
fenotipusos hatasat kivantam vizsgalni.
2. Mivel a géncsendesités hatasa részleges funkciovesztésnek megfeleld

hipomorf fenotipust eredményez, ezért intragénikus deléciok izolalasat is

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

3. Célul thztem ki 4j Fmrf neuron-specifikus Gal4 driverek

crer

létrehozasat is, melyek segitségével az Fmrf-termelé neuronok ablacigjat,
valamint az Fmrf expresszids mintazat tanulmanyozast terveztem.

A FaRP neuropeptidek viselkedésre gyakorolt hatasat adult allatokon

stresszindukalt viselkedési tesztben terveztem vizsgalni egyrészt a géncsendesitésbol

szarmaz0, masrészt intragénikus deléciot ill. specifikus Fmrf-termelé neuronok

crer

18



3. Anyagok és modszerek

3.1. Drosophila torzsek

A Drosophila torzsek fenntartasahoz és a keresztezésekhez az altalanos
kukoricaliszt-élesztd alapt muslica taptalajt hasznaltuk. Keresztezéseinket 25 °C-on
végeztiik. A FaRP peptid- és receptor-gének csendesitéséhez hasznalt RNSi torzseket
a VDRC (Vienna, http://stockcenter.vdrc.at) és  NIG-Fly  (Kyoto,

http://www.shigen.nig.ac.jp) torzskozpontokbol szereztiik be, torzsszamaikat a 2.
tablazat tartalmazza. A tobbi mutdns torzset a Bloomington-i Torzskdzpontbol

(Bloomington Drosophila Stock Center, http://flystocks.bio.indiana.edu) kértiik el. Az

Fmrf-Gal4 driver torzset P.H. Taghert laboratériumabol kaptuk. A torzsekkel w'i'8

homozigodta hattéren dolgoztunk.

3.2. Géncsendesités RNS interferencia segitségével

A géncsendesités eszkozeként™ kettdsszali RNS-konstrukciokat (dsRNSi)
hasznaltunk, az ezeket kodold transzgéneket a 2. €és 3. kromoszoma hordozza
(2. tablazat). A transzgéneket a Gal4-el indukalhaté UAS promoéter hajtja meg®>. A
peptid és receptor géneket egyrészt kiilon-kiilon csendesitettilk, mdasrészt olyan
transzgén-kombinaciokat hoztunk 1étre, amelyek a FaRP peptidet és az arra specifikus
receptor gént parhuzamosan csendesitették a maximalis funkciovesztéses hatas elérése
érdekében. A genetikai kombinaciok egy UAS-Dicer-2 transzgént is tartalmaztak az X
kromoszéman, ami a géncsendesités hatékonysagat noveli. Driverként a minden
sejtben mikodé Act5-Gal4 ill. az idegrendszer-specifikus elav-Gal4 transzgénikus
konstrukciokat hasznaltuk. A kovetkezé genetikai kombinacidkkal dolgoztunk: UAS-
Dcr-2/+; UAS-RNSi/+; Act5C-Gal4/+ vagy UAS-Dcr-2/+; UAS-RNSIi/+; Act5C-
Gal4/UAS-RNSI, valamint UAS-Dcr-2/+; elav-Gal4/UAS-RNSi vagy UAS-Dcr-2/+;
elav-Gal4/UAS-RNSi; UAS-RNSi/+.
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Lehetséges célgéneken
UAS-RNSI torzs | A transzgént kiviili csendesités
Csendesitett | azonosité szama hordozo (off-target silencing)
gén (konstrukt mérete) Kkromoszoma Adatbazis! Blast
ADAZIS | (hitp://flybase.org/blast)?
Fmrf KK 103981 2 Tangoy | Wishful thinking(wit)
(CG2346) (CG11098) ( oo )
FR ) 3 -
(CG2114) NIG 2114R-1
discs large 1 (dlgl)
(CG1725)
Ms 2 . (17/19, 3’ UTR)
(CG6440) KK 108760 v
(CG8285)
(16/18)
tenascin accessory
KK101845 2
MsR1 (853bp) | atfedés®: CG1105 (C(fg/?li*;*;f‘)
(CG8985) GD 9370 | 157bp 3 0
(260 bp) (CGA43745)
KK _ RIM-binding
109513 2 squid protein/Rbp
MsR2 (278 bp) atfedés: (CG16901) (CG43073)
(CG43745) nincs (18/18)
GD 49953 3 ) CG9328
(337 bp) (20720)
Dsk (cG18090) KK 106592 2 -
CCKLR- 10}37K60 2 ariadne-2 CG3649
e, (CG5709) (18/18)
17D1 (370 bp) atfedes™.
(DskR-2) nincs
(CG42301) G(gu? 5;1 3 7 talalat?
Allatostatin A receptor 2
KK CG10001
CCKLR- 102039 | 4o ic 2 - (18/18)
1703 (273 bp) : GABA-B-R3 (CG3022)
(DskR-1) 259 bp (18/18)
(CG32540) GD 9154 3 -
(329 bp)

2. tablazat A torzskozpontokbol megrendelt RNSI torzsek és off-target hatasuk

! részleges, 18 nukleotidnal hosszabb egybefiiggd komplementer szekvenciak csendesitése

2 egybefiiggd komplementer szekvencidk nukleotidszama esetenként megadva (az adatbézissal
megegyezo0 talalatok nincsenek feltiintetve)

8CG42456, CG12016, ventral veins lacking (CG10037), nyobe (CG1499), CG14442
numb-associated kinase (CG10637), ventral nervous system defective (CG6172)

4 Ugyanazon gén ellen iranyuld két kiilonboz6 konstrukt kozotti atfedés megléte és mérete
vagy hianya

20



http://flybase.org/blast/)

3.3. RNS izolalas és QRT-PCR

Az RNSi géncsendesités hatékonysagat kvantitativ, valos-idejii (real-time)
QRT-PCR-rel ellendriztiik, a mRNS mennyiségek normalasat a FOXK kontroll génre
végeztiik (a primer szekvencidkat a 3. tdblazat tartalmazza). A mintdkat 20 adult
allatbol, vagy 20 adult allat fejébdl (5-6 napos 10 him és 10 ndstény) izolaltuk.

Az allatokat homogenizaltunk 200 ul Trizol-lal (Sigma) RNaz-mentes
Eppendorf csében, majd a mintakat 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 4
°C-on 12000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk. Kovetkezé 1épésként uj Eppendorf
cs6be helyeztiik a feliiluszot, majd 40 pl kloroform hozzaadasa utan, 15 masodpercen
keresztiil vortex-eltiikk. Ezt kovetden a homogenizatumot szobahdmérsékleten 3 percig
allni hagytuk és ujra centrifugaltuk 4 °C-on 15 percig. Az attetszd, felsé fazist j cs6be
tettiik és 100 pl izopropanol hozzaadasa utan 25 °C-on 10 percig inkubaltuk, majd 4
°C-on centrifugaltuk 10 percen keresztiil. A feliiluszd eltavolitasa utan a pelletet
mostuk 200 ul 75%-0s etanollal (MOLAR), vortex-eltik, majd 9000 rpm-mel
centrifugaltuk 4 °C-on. A mintakat steril fiilke alatt szaritottuk az alkohol eltavolitasa
utan, majd 10 ul DEPC-kezelt vizben (Fermentas) oldottuk fel. Az igy kivont RNS
mintakhoz (10 pl) 3 pl DNaz puffert (Fermentas), 14 ul DEPC-kezelt vizet
(Fermentas), és 3 ul DNaz enzimet (Fermentas) adtunk. A tovabbiakban a mintakat 30
percig inkubaltuk 37 °C—on, majd az enzimet 10 percen keresztiil inaktivaltuk 65 °C-
on. A DNaz kezelést kovetéen az RNS-t a QIAGEN RNeasy Mini RNA Cleanup Kit-
tel tisztitottuk tovabb a gyarto altal leirt protokollnak megfeleléen. Végezetiil az RNS-
t 30 ul DEPC-kezelt vizzel oldottuk le az oszloprol, utana a cDNS-t RevertAid First
Strand c¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas) segitségével (1pg RNS-t 20 pul
végtérfogatban) irtuk at 42 °C-on 60 percen keresztiil.

A Real-Time-PCR reakcitelegyét (20 ul végtérfogat) 9 pl 30-szorosara higitott
cDNS templabol, 1 pl primer mix-b6l és 10 pl FastStart SYBR Green Master Mix-bdl
(Roche) allitottuk Ossze. Az utdbbi tartalmazta a polimeraz enzimet, a ANTP-ket, a
reakciopuffert és a fluoreszcens festéket. A QRT-PCR-t Rotor-Gene 3000 (Corbett

Research) késziilekkel végeztiik.
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Gén CG szam Forward Primer (5’ -3°) Reverse Primer (5° -3°)

Fmrf CG2346 GTAAGGGGACAGGTTTCAGAGA | GCCGACTGCATCTGGTACA
FR CG2114 GTCCCTTGGCATTGATTGTT GTCCTTTGTCCTGGCTTCC
Ms CG6440 CATCAACAACGAGGCATCC TCCGTTCGCTTGTTGTAGTTC

MsR1 CG8985 | CGGCATGGATAATTTTCATACAA | TTCAAGGTATTCGCGATGGT

DSK CG18090 | TTATGCCACTCTGGGCATTAG CCGATCATCCTTAGCGTTCT
DSK-R1 | CG32540 | GCTGGCCAAGACCTCCTC CATCTTGACCACACGCTTCTT
DSK-R2 | CG42301 | ACCAGCACAATCCTCACCA CCACAGTGGCCGTAATCAT

FoxK CG11799 | GCGCTAAAGAGGAACCATGT TCGGCAACTCCTCGTAGATAA

3. tablazat: QRT-PCR-hez hasznalt primer szekvenciak

3.4. Mutansok izolalasa P-elem remobilizalassal

A neuropeptideket, ill. receptorokat kddold génekben intragénikus deléciokat
indukaltunk P-elem transzpozon-inszerciék remobilizalasaval®’. A P-elemeket
hordoz6 torzseket a Bloomington-i térzskdzpontbol rendeltiik meg: Bl#13717 (Fmrf),
ill. BI#16548 (DmsR1). Az Fmrf gén esetében a KG01300 P-elemet hasznaltuk fel, a
DmsR1-nél a delécido indukalasat az EY03017 szam EP-elemmel végeztik. Az
inszerciok remobilizalasahoz sziikséges transzpozaz forrast a w; 42-3 Sb/TM6, Ubx
torzs biztositotta. A mini-white gént hordozo P-elemes térzsek transzpozaz (A2-3)
forrashoz valo keresztezésével eldallitott ,,jumpstarter” himeket a megfeleld 2., illetve
3. kromoszomas balanszer torzsekhez kereszteztiik; Fmrf: yw; Sco/SM6b és DmsR1.:
w; TM3, Sb/TM6, Hu. Az F1 generaciobol a fehérszemii himeket valogattuk ki. Ezek
azok az éllatok, amelyek a remobilizacié eredményeként elvesztették a piros szemszint
eredményez6 mini-white gént, és amennyiben a P-elem kivagddasa nem volt pontos,
akkor rovidebb-hosszabb deléciot hordozhattak. Az F1 himeket visszakereszteztiik a
megfeleld balanszeres torzsekhez, hogy stabil vonalakat alapitsunk.

Az igy eldallitott vonalak kromoszomalis DNS-ében esetlegesen jelen 1évo

deléciok kimutatasara PCR technikat alkalmaztunk.
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3.5. Kromoszomalis deléciok tesztelése PCR technikaval

A deléciok pontos méretének meghatarozasahoz a P-elemet kornyezé6 DNS-t
PCR-amplifikaltuk, majd szekvenaltuk. A PCR programot és a hozza tervezett
primereket a 4-5. tablazat mutatja.

A polimeraz lancreakciohoz templatul szolgalo DNS izolalasat 1 1égy” PCR
modszerrel végeztiik. 1,5 ml-es Eppendorf csébe 1 muslicat tettiink, majd egy
pipettaval 50 pl Proteinaz K tartalmu SB puffert szivtunk fel. A mikropipetta-tip
hegyével 5-10 masodpercig szétnyomkodtuk a muslicat, anélkiil, hogy a felszivott
puffer-oldatot kinyomtuk volna (kiszivargd puffer mennyiség elegendd). Ezutan
kiengedtiik a maradék puffert is, és néhanyszor fel-le pipettaztuk az 50 ul-nyi mintat.
Ezutan 37 °C-on inkubaltuk 20-30 percig, majd 95 °C-on inaktivaltuk a Proteindz K-t
5 percig. Az igy kezelt mintabol 1 pl-t adtunk a 25 pl-es PCR reakcidhoz. Az SB
puffer Osszetétele: 10 MM Tris HCI (Sigma), 1 mM EDTA (Sigma), 25 mM NaCl
(MERCK), 200 pg/ml Proteindaz K (Fermentas - frissen higitva 10 mg/ml-es
torzsoldatbol).

A PCR reakcioelegy az alabbi komponenseket tartalmazta: 15 pl desztillalt viz,
2,5 pl 10xTaq puffer + (NH4)2SO4 (Fermentas), 2 pl 25 mM MgClz (Fermentas), 2 pl
2,5mM dNTP (Fermentas), 0,5 pl 5 U/ul Taq polimerdz (Fermentas), 1-1 pl 5
pmol/pl-es primer és 1 pl templat DNS.

Az amplifikaci6 utan a PCR reakcidelegyet agardz gélen elektroforetizaltuk, és
a kapott terméket a gélbdl QIAquick Gel Extraction Kit-tel (QIAGEN) a protokollban
leirtak alapjan izolaltuk és ABI Prism 3100 DNS Szekvenalo késziilékkel
megszekvenaltattuk, hogy megallapitsuk a P-elem remobilizdciéo soran kivagddott
szakaszok pontos méretét. Az itt €s a tovabbiakban alkalmazott standard molekularis
biologiai technikdkat (agardéz gélelektroforézis, klonozéds, stb.) a szokésos

modon végeztiik™,
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Gén Forward Primer (5’ -3°) Reverse Primer (5’ -3°)

Fmrf GGCCATCGTCTTCGCACTCTTGA | AACTTCGGCGGCCTTTTCCACTAC

MsR1 GACCCAGCTTTTCACTAA ATTCAGACGCTTGGATTG

4. tablazat: Intragénikus deléciok méretének meghatarozasahoz hasznalt primerek

MsR1 Fmrf
95°C |5 perc 95°C | 5 perc
95°C |30 mésodperq 95°C |30 mésodperq
30 masodperc 20 masodperc
56 °C | 35x ,r 61 °C | 35x lr
72°C | 2,5 perc 72°C | 5 perc
72°C | 10 perc 72°C | 10 perc

5. tablazat: Fmrf és DmsR1 deléciok méretének megallapitasahoz hasznalt PCR program

3.6. Uj Fmrf-Gal4 driverek létrehozasa

Els6 1épésben, az Fmrf gén konkrét neuronokban torténd kifejezddéséért
felelos®® 5°
koziil az RS8, RS11 és RS17 névvel jeldlt rovid szekvenciakat Oregon-R vad tipust
allatok genomi DNS-r6l Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Finzymes) enzim
segitségével és BamHI (forward primerek), illetve Notl (reverse primerek) hasitohelyet
tartalmaz6 PCR primerekkel felamplifikaltuk. Az RS szakaszok eredeti lokalizaciojat,
a primerek szekvencidit, valamint a PCR-hez hasznalt programokat 6.-8. tdblazatok
foglaljak 6ssze. A PCR termékeket agardz gélen elektroforetizaltuk, gélbdl izolaltuk,
majd megemésztettiik BamHI, ¢és Notl restrikcidos endonukledz (Fermentas)
enzimekkel. A meghasitott szakaszokat T4 DNA Ligase (Fermentas) segitségével
PENTR1A plazmidba ligaltuk, amit ugyanezen enzimekkel emésztettiink meg. A
kapott vektorokat TransformAid™ Bacterial Transformation Kit (Fermentas)
segitségével transzformaltuk E. coli-ba a leirt protokoll szerint. Szelekcios taptalajként

kanamicin tartalma lemezeket hasznaltunk, mivel ezeken csak a vektort tartalmazo
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telepek néhettek fel, illetve csak azok, amelyekbdl a ,.killer” ccdB gén kivagodott. A
pozitiv klonokbol plazmidot tisztitottunk High-Speed Plasmid Mini Kit-tel (Qiagen),
majd megszekvenaltattuk. A kapott eredményt a FlyBase (http://flybase.org)

adatbazisban talalhatd szekvenciakkal 0sszehasonlitva leellendriztiik.

gén ccdB
att.1 QY2 a1 atR2

kiindulasi
klon

expresszios
kién

- |

© ° © transzformalas E.coli-ba
¢ © 0 o szelektalas Ap* kolonidkra

10. abra Rekombinacids, LR reakcié a kiindulasi klon és a desztinacios (cél) vektor
kozott (GIBCOBRL Gateway™ Cloning Technology nyoman)®.

Masodik 1épésben, a hibatlan szekvencidju ,,Entry” klonokban 1évé RS
szakaszokat a GAL4 kodold régidja elé illesztettik a ,landold hely”-re (landing
platform) integralhatdé pBPGUwW desztinacios vektorba. Ezt a GIBCOBRL Gateway
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Cloning Technologiaja (10. abra) segitségével végeztiik LR Clonase Mix (Invitrogene)
felhasznalasaval a gyarto altal megadott protokoll szerint>,

A attR ¢és az attL helyek kozott lejatszodott LR rekombindcié soran keletkezett
plazmidokat transzformaltuk E. coli-ba. Ampicillin tartalmi lemezekre tortént
szélesztéssel kiszelektaltuk azokat az expresszios klonokat, amelyekben a desztinacids
vektorban 1év6 ccdB gén kicserélédott az EntrlA  vektorban klonozott RS
szekvencidkra. A pozitiv klonokbdl a plazmid DNS-t izolaltuk, tisztitottuk, majd
ellendriztiik a szekvenciat. A tovabbi munkékat azokkal a konstrukcidkkal végeztiik,
ahol az RS8, RS11 és RS17 szekvencidk orientacidja a GAL4 génhez viszonyitva
megegyezett a szakaszok eredeti genomidlis irdnyaval. A tisztitott plazmid DNS-t
nos-int; attP2/attP2 embriokba injektaltuk (attP2 landolo hely a 68A4-ben)®®. Az

H18_ag sziizekhez és

injektalt embriokbol kifejlédott himeket egyenként kereszteztiik w
az F1 utodok koziil kivalogattuk a piros szemii himeket, mivel ezek hordoztdk a
pBPGUwW desztinacios vektorban 1év6 piros szemszint okoz6 mini-white marker gént.
Mivel a nos-int integraz a harmadik kromoszoman 1évé attP landolo-helyre”
iranyitott moédon inszertdlta a konstruktokat, nem volt sziikség a transzforméansok
kromoszomalis térképezésére. Igy a piros szemii transzforméans himeket elég volt
hozzékeresztezni harmadik kromoszémads balanszer sziizekhez, hogy transzgenikus
torzseket hozzunk Ilétre. Mivel mindegyik konstrukt az iddben allando, erds és
egységes expressziot biztositd attP2 szama landolé-helyre inszertalodott, a
kiilonb6zd konstruktok hatdsdnak Osszehasonlitdsat nem zavarja az eltérd beépiilési
helyek génkifejezddésre gyakorolt eltérd hatésa.

Az igy elkészitett ,Fmrf-Gal4” driverek altal meghatarozott expresszids
mintazatok feltérképezése soran a transzgénekkel UAS-GFP-t fejeztettiink ki, és a
GFP lokalizacidjat immunhisztokémiai festéssel vizsgaltuk. Az egyes ,,Fmrf-Gal4”
driverek mintazatnak megfeleld idegsejtek in vivo szelektiv eliminalasa (ablacio)
céljabol a driverekkel az apoptézist indukalo UAS-reaper konstruktot hajtottuk meg.
Hogy nyomon tudjuk kovetni a driver-specifikus mintazat valtozasat, ezt a kisérletet is
UAS-GFP hattéren végeztiik. Az ablacioé eredményességét szintén immunhisztokémiai

festéssel vizsgaltuk.
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A transzkripcios
Név |starthelytol szamitott relativ
pozicio bazisparban

Genomi szekvencia!
pozicidja bazisparban

RS8 + 66 <« +1371 5,793,862 < 5,795,167
RS11 -476 « - 162 5,793,320 «> 5,793,634
RS17 - 922 « - 476 5,792, 874 < 5,793,320

6. tablazat: Regulator DNS szekvenciak az Fmrf gén 5’ upstream és els6 intronikus
régidjabol.
! Genomi szekvencia pozicidja FlyBase annotéaci6 alapjan (http:/flybase.org)

Primer neve Primer szekvencia 5’ - 3’ iranyban
RS8 forward TTTGGATCCCCTTCGAATTCACTCTAGTTTCCTAG
RS8 reverse TTTGCGGCCGCACTAGTCAAGCGTCGTTTAATTTATGGG

RS11 forward TTTGGATCCCCACAGTCGACTTAAAAGTGGG

RS11 reverse TTTGCGGCCGCTTCTGCCTTCCGAGCGCGCTAG

RS17 forward TTTGGATCCCCATCTGCAGACGTGGTTTTCG

RS17 reverse TTTGCGGCCGCGGATGAGCAGGGACATCCTGG

7. tablazat: Az Fmrf gén RS8, 11 és 17 szakaszainak amplifikalasahoz felhasznalt PCR
primerek szekvencidi.

RS8 RS11 RS17

98°C |1 perc 98 °C | 1 perc 98°C |1 perc

98°C |10 mésodperq 98°C | 10 maisodperc] 98°C |10 rnésodperc}

20 masodperc 20 masodperc 20 méasodperc
66,5 °C | 5x 68 °C | 5x 70,5 °C | bx

72°C | 40 masodperc 72 °C | 15 masodperc 72°C | 15 masodperc

10 méasodperc 10 méasodperc 10 masodper:
98°C | 30x T 98 °C | 30x T 98°C | 30x T
72°C | 1perc 72 °C | 35 masodperc 72°C | 35 masodperc
72°C |2 perc 72°C | 1 perc 72°C | 1perc

8. tablazat: Az Fmrf gén RS szekvenciainak amplifikalasahoz hasznalt PCR programok.
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3.7. Immunhisztokémiai festés

Az L3 stadiumu larvakbol boncolt agyakat, imagokorongokat, elégyomrokat
(proventriculus) és kozépbeleket 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk 20 percig
szobahémérsékleten. Ezutan PBST-ben [PBS + 0,1 % Triton-X-100 (Sigma)] mostuk
6ket 3 alkalommal 10-10 percig, majd 1 éran at blokkoltuk PBS-BT-ben (PBS + 0,2 %
BSA + 0,1 % Triton-X-100 + 0,01 % Na-azid (Sigma) PBS-ben). Ezutan az elsédleges
ellenanyagokkal inkubaltuk a mintakat 4 °C-on éjszakan at.

Masnap haromszor mostuk 6ket PBST-vel (20 perc/mosés), majd 2 éran at
inkubaltuk szobahdmérsékleten mésodlagos ellenanyaggal. Ezt kdvetden haromszor
mostuk PBST-vel (20 perc/mosas) és 10 percig PBS-el. A preparatumokat glicerin -
PBS 1:1 aranyu keverékébe vittiik at, majd 3 perc mulva ezt lecseréltiik 4:1 aranyu
glicerin-PBS oldatra a mikroszkopos vizsgalathoz. A mintakat Olympus FluoView
FV1000 lézer-pasztazé konfokalis mikroszkop (Olympus Life Science Europa
GMBH, Hamburg, Germany) segitségével vizsgaltuk.

A kovetkez6 els6dleges ellenanyagokkal dolgoztunk: nytl anti-GFP (Invitrogen,
Cat. No. A6455), higitas 1:1000 PBS-BT-ben; GFP-specifikus kecske 1gG (R&D
System, Cat. No. AF4240), higitas 1:40 PBS-BT-ben; nyul aktivalt kaszpaz 3-
specifikus ellenanyag (Cell Signaling, Cat. No. 9661S, cleaved), higitas 1:250 PBS-
BT-ben.

Az alkalmazott masodlagos ellenanyagok: szamar anti-kecske (Molecular Probes
A11055, Alexa Fluor 488-konjugalt), higitas 1:600 PBS-BT-ben; szamar anti-nytl
(Invitrogen, Cat. No. A31573 Alexa Fluor 647-konjugalt), higitas 1:600 PBS-BT-ben;
kecske anti-nyul (Invitrogen, Cat. No. A11008 Alexa Fluor 488-konjugalt), higitas
1:600 PBS-BT-ben.
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3.8. Viselkedési vizsgalatok

3.8.1. Stressz-indukalt viselkedési teszt

crcr

viselkedésére nézve stressz-indukalt mozgasi (SIM) teszttel vizsgaltuk®. A kisérleti
berendezés (11. abra) 8 vizszintesen elhelyezett hosszu, atlatszo tiveges6bol (160 mm
hosszt 14 mm-es bels6é atmérdjii), valamint a hozzajuk csatlakoztatott siiritett levegot
biztosito tartalybol (5 bar) all. Mindezt egy miianyag tablara rogzitettiik, ami felett egy
Logitech Web-Cam Pro 9000 videdkamerat helyeztiink el. Az ivegcsoveket egymastol
vékony alufolia csikok valasztjak el, hogy az allatok ne lassak egymast és ezaltal ne
tudjak egymas viselkedését befolyasolni. Az egész berendezés sotét fiiggonnyel fedett,
hogy csak a miianyag tabla alatt elhelyezett fényforras legyen az egyetlen
allando fényhatas.

Az éllatokat legalabb egy nappal a kisérlet elott gyijtottiik le CO2-os altatassal.
A teszthez 4-5 napos ndstényeket és himeket kiilon-kiilon gyijtve vizsgaltuk. Az
azonos genotipusu allatokat két parhuzamos csébe helyeztiik el (10 allat egy cs6ben),
majd vartunk 10 percet, hogy megszokjak az 0j kornyezetet. Ezutan 1 masodpercen
beliil két egymast kovetd levegd-beflivas az allatokat a csd egyik végébe lokte. A
video felvételt a stressz
indukcio (levegd-befivas)
el6tt 1 perccel inditottuk el,

és utdna még 4 percig

kovettik az allatok

mozgéasanak valtozasat.

Egy  genotipussal  két

kiilonboz6 napon
kontroll 3 kontroll 2 mutdns konolll lsmételtuk meg a
11. 4abra. A stressz-indukalt viselkedési teszt kisérleti  kisérleteket, egy

berendezése. A: egész berendezés B: 8 ilivegesé oldalnézete
C: kamera latképe, 8 iivegesd feliilnézete (Biology Centre,
Czech Academy of Sciences, Ceské-Budejovice) egymast kovetd mérést

alkalommal pedig harom
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végeztiink 10 perces sziinetekkel. Osszesen 80 ndstény és him éllatot teszteltiink egy

adott genetikai kombinacio vizsgalata soran. A cirkadidn napi ritmus befolyasanak

kizarasa érdekében a kisérleteket mindig délelott és kora délutan végeztiikk. A videok

kiértékelését, az allatok atlagsebességének meghatirozasat (mm/s) a Drosana program

(tervezé: Stefan Kaka$; Cseh Tudomanyos Akadémia Biologiai Centrum, Ceské-

Budejovice) segitségével végeztiik. Az eredmények statisztikai elemzését Student-féle

t-probaval végeztiik.

3.8.2. Negativ geotaxis teszt

12. abra. A negativ geotaxis
tesztberendezés. A: a faallvany 2 és 5
cm-es beosztassal; B: 8 iivegcso
allatokkal a fadllvanyban elhelyezve.

Elézetes altatas nélkiil 10-10 db 4-5 napos
azonos genotipusu allatot helyeztiink el 160
mm  hossz, 14 mm belsd atmérdji
iivegcsOvekben. A csoveket fiiggblegesen egy
fadllvanyban helyeztik el (12. abra). A
néstényeket és a  himeket egymastdl
fiiggetleniil, kiilon kisérletekben vizsgaltuk. Az
allatokat az iivegesébe vald  bejuttatast
kovetden 10 percig nyugalomban hagytuk,
hogy megszokjak az 0j kornyezetet. A kisérlet
soran a faallvanyt kétszer erésen az asztalhoz
itve leraztuk az allatokat a csé aljaba. Ezt
kovetden 10, 20 és 30 masodperccel fotokat
készitettiink réluk, majd a fényképeken
megszamoltuk az allatok magassadg szerinti

eloszlasat a cs6ben.
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4. Eredmények

4.1. FaRP peptid- és receptorhianyos genotipusok vizsgalata RNS
interferencia segitségével

A kettés szali RNS-ek géncsendesitd hatasa ritkdn eredményez null allélnak
megfeleld fenotipust, altaldban egy kevés géntermék keletkezik, ami részleges
funkcidvesztésnek megfeleld igynevezett hipomorf fenotipust idéz eld. Tapasztalatok
szerint a hatékonysag fokozhatd a csendesitd transzgének (RNSI) kopia szamaval

és/vagy a hémérséklet ndvelésével®O62

. Ugyanakkor a csendesitd hatds altalaban
fiiggetlen a csendesitendd génkopidk szamatol.

A FaRP neuropeptid- és receptorgének csendesitéséthez a  VDRC
torzsgylijteménybdl beszerezhetd specifikus kettds szalt RNS konstruktokat
hasznaltuk, kivéve az FR gén esetét, mivel az FR génre a VDRC torzsgylijteményben
nincsen erés expressziot biztositd KK’ jeld transzgén. Itt a NIG-Fly torzskozpontbol
kapott véletlenszeri helyre inszertalodott kettés szali RNS konstrukcidt hasznaltuk
(NIG 2114R-1). A ’KK’ sorozathoz tartoz0 VDRC torzsekben a csendesitd
transzgének a masodik kromoszoman, egy un. ,Jlandold helyen”®® helyezkednek el,
ami mindegyik kétszali RNS konstruktnak egyforman erds kifejez0dést biztosit. Ezzel
szemben, a ’GD’ jell torzsekben a konstruktok véletlenszerii helyekre inszertalodtak a
2., vagy a 3. kromoszoman, igy a konstruktok kifejezddésének eréssége torzsenként
valtozik. Mi a ’GD’ jelli konstruktok koziil a 3. kromoszémdasokat hasznaltuk, hogy
konnyen kombinacioba hozhassuk 6ket a 2. kromoszomas *KK’ konstruktokkal.

Els6 1épésként a transzgéneket egymagukban fejeztettiik ki Act5C-GAL4 driverrel
a géncsendesités hatékonysagat fokozod, X-kromoszomas UAS-Dicer-2 hattéren. Az
Act5C-GAL4 driver minden szovetben allandoan miikddik, igy hatdsa altaldnos. Az
Fmrf, Ms, MsRI, MsR2, és Dsk-R1 gének csendesitésekor letalitast tapasztaltunk, mig
az FR és Dsk, DskR2 esetében életképesek és fertilisek maradtak a géncsendesitett
allatok (9. tablazat). Mivel letalitast csak az er6s KkifejezOdést biztositdé KK’
konstruktok esetében (tobbségénél) figyeltiink meg, feltételeztiik, hogy a megfigyelt

fenotipus Osszefiiggésben all a konstruktok kifejezddésének erdsségével. Ezért a
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fenotipusok er6sségének megvaltoztatasa reményében 18°C-on (gyengités) és 29°C-on
(erdsités) is elvégeztiik a keresztezéseket. Az eredmények egy kivétellel megegyeztek
a 25 °C-on kapott fenotipusokkal; az MsR1KK1984 egsetében 18°C-on kikelt néhany
torzult szarnyu és rendezetlen mozgast adult allat.

Masodik Iépésként, a "KK’ és ’GD’ konstruktokat genetikai kombinacioba hozva
egy egyeden beliil, lehetéség nyilt egy adott neuropeptid génnek €s receptoranak,
illetve egy neuropeptid gén két receptoranak egyiittes csendesitésére. A 9. tablazatban
bemutatott eredményekbdl kitiinik, hogy ezekben a kisérletekben is csak azokban a
kombinaciokban figyeltink meg letalitast, amelyekben olyan °KK’ konstrukt
szerepelt, amelyik mar egymagaban is letalisnak bizonyult, igy szinergikus hatds nem
volt detektalhato.

Mivel a neuropeptidek elsésorban a kdzponti idegrendszer teriiletén fejezédnek ki,
ezért egy ujabb kisérletben az egyes konstruktokat ismét egymagukban aktivaltuk az
idegrendszer-specifikus elav-GAL4 driverrel. Egyik esetben sem tapasztaltunk
letalitast, és ezen nem valtoztatott az sem, hogyha a kiilonb6zé RNSi konstruktokat a
fentebb emlitett kisérlethez hasonléan egymassal kombindcioban is megvizsgaltuk.
Ezen eredmények azt valosziniisitik, hogy a letalis fenotipusért az Act5C-GAL4 driver
idegrendszeren kiviil is megnyilvanuld csendesitd hatdsa, vagy a két meghajto

erOssége kozotti kiilonbség a felelOds.
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Genetikai kombinacio: F1 fenotipus
Csendesitett gén UAS-RNSI t,()rzs2 azonosito (25°C)
szama
Fmrf
(CG2346) KK 103981 (2.) L
FR -
(CG2114) NIG 2114R-1 (3.) E
Ms
(CG6440) KK 108760 (2.) L
MsR1 KK101845 (2.) L
(CG8985) GD 9370 (3.) E
MsR2 KK 109513 (2.) L
(CG43745) GD 49953 (3.) E
Dsk :
(CG18090) KK 106592 (2.) E
CCKLR-17D1 KK 100760 (2.) L
(CG42301, Dsk-R2) GD 7231 (3.) E
CCKLR-17D3 KK 102039 (2.) E
(CG32540, Dsk-R1) GD 9154 (3) E
Fmrf; FR KK103981; NIG 2114R-1 L
Ms; MsR2 KK108760; GD49953 L
MsR1; MsR2 KK101845; GD49953 L
MsR2; MsR1 KK109513; GD9370 L
Dsk; CCKLR-17D1 KK106592; GD7231 E
CCKLR-17D3; _ ,
CCKLR-17D1 KK102039; GD7231 E
CCKLR-17D1; _
CCKLR-17D3 KK100760; GD9154 L

9. tablazat FaRP neuropeptid és receptor gének Act5C-GAL4 driverrel torténé RNSI
csendesitésének hatdsa az  életképességrel. A  transzgént hordozd kromoszoma
zarojelben talalhato.

1 Roviditések: L=letalis; E=¢letképes; Genetikai jelolések (FlyBase, http:/flybase.org):
Ms=Myosuppressin; MsR1, -R2=Ms-Receptor-1, -2; Dsk=Drosulfakinin;
CCKLR-17D1=Cholecystokinin-like Receptor 17D1-ben; CCKLR-17D3=Cholecystokinin-
like Receptor 17D3-ban; Fmrf=Fmrf-amide; FR=Fmrfa-Receptor; zardjelben a gének CG
annotacios szama.

2 Genotipusok: UAS-Dcr-2/+; UAS-RNSI/+; Act5C-Gal4/+ vagy UAS-Dcr-2/+; UAS-RNSI/+;
Act5C-Gal4/UAS-RNSi.

33


http://flybase.org/

A géncsendesités hatékonysagat kvantitativ, valds-ideji QRT-PCR kisérletben
ellendriztiik (10-11. tablazat). Egy elOkisérletben az Fmrf mRNS szintjét mértiikk meg.
Az UAS-Dcr-2 konstruktot és csendesitd kombinaciokat hordozo mutanst (UAS-Dcr-2/
+; Fmrf-RNSi/elav-Gal4; FR-RNSi/+) a w8 mellett tovabbi két kontrollal vetettiik
Ossze, hogy megvizsgaljuk egyfel6l a UAS-Dcr-2 és az elav-GAL4, masfelél az RNSi
konstrukt-inszerciok befolyasold hatasat. A mutans kombinaciot hordozo allatokban
mindharom kontrollhoz viszonyitva 1% ala csokkent az Fmrf mRNS szintje (10.
tablazat). Mivel a kapott atlagértékek (0,23%, 0,65% és 0,27%) egymashoz nagyon
kozel allnak, megallapithatd, hogy Onmagukban sem az UAS-Dcr-2; elav-GAL4
kombinacio, sem az RNSi konstrukt-inszerciok nem befolyasoltak a kontroll

allatokban az Fmrf mRNS szintjét.

Osszehasonlitva Osszehasonlitva (")sszehasonll_'tva
WiLI8 torzzsel w8 Dcr-2/ +; elav- w8, Fmrf-RNSi/+; FR-
Gal4/+ genotipussal RNSi/+ genotipussal

minta 1 0.17% 0.48% 0.20%
minta 2 0.27% 0.77% 0.33%
minta 3 0.24% 0.69% 0.29%
atlag 0.23% 0.65% 0.27%
SD 0.05 0.15 0.06

SEM 0.03 0.08 0.03

10. tablazat: Az Fmrf gén QRT-PCR segitségével meghatarozott expresszids szintje
UAS-Dcr-2/+; UAS-Fmrf-RNSi/elav-Gal4; UAS-FR-RNSi/+ adult allatokban. Az Fmrf mRNS
szintje a kontroll genetikai kombinaciokhoz viszonyitott szazalékban van feltiintetve.

Mindazonaltal, a tovabbi QRT-PCR vizsgalatokban a kontrollként legmagasabb
értéket ado genetikai kombinacidhoz (UAS-Dcr-2/ +; elav-Gal4/+) viszonyitva
hataroztuk meg a csendesités pontos mértékét (11. tdblazat). Az RNSi transzgének
kiilon-kiilon, illetve a kiilonb6z6 genetikai kombinacidkban a legtobb esetben kb. 30%
koriilire redukaltak a cél mMRNS-ek szintjét elav-Gal4 driverrel. Ehhez képest kisebb
mértékii csokkenést figyeltink meg az FR (67,8%) és CCKLR-17D3 (72,7%)
esetében. Az utobbi két példa kivételével tehdt elmondhatjuk, hogy az altalunk
alkalmazott genetikai kombinaciokkal sikeriilt jelentds mértékli géncsendesitési hatast

elérniink.
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Cél mRNS kontrollhoz

RNS;j KK100760, CCKLR-17D3-RNSi ©P9154/+

Mintak genotipusal Cél mRNS viszonyitott szintje
szazalékban
S Ty | | o
R A B o
v'\\;IlSl;Si_DRCNréiZG/;D-gé7g/Iiv—Gal4/+; MsR1 31.8%
\llqvll\llg;kl?lg{i;‘%/ +; elav-Gal4/MsR1- MsR1 34.1%
NS, i s e o
e T T
SR o S R VsR2 =
S, tanp e VsR2 =
RS, oK R 7S RNy | SRS | T2
w8 Dcr-2/ +; elav-Gal4/CCKLR-17D1- CCKLR-17D1 52.5%

11. tablazat: A FaRP és receptor gének RNSi csendesités hatasanak vizsgalata QRT-PCR-rel
adult allatokon. A cél mRNS-ek szintjét a kontroll genetikai kombinacidhoz (UAS-Dcr-2/ +;
elav-Gal4/+) viszonyitott szazalékban tiintettiik fel. Az mRNS mintakat 20 adult allat fejébdl
(5-6 napos 10 him + 10 néstény) izolaltuk. A tablazatban a néstény genotipusokat adtuk meg.

1 Az RNSi konstrukcidk azonositasi szama felsé indexben van feltiintetve.

2 A Ms esetében az mRNS mintat 5-6 napos egész felnétt allatokbol preparéltuk.
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4.2. Intragénikus deléciok létrehozasa P-elem remobilizalassal

A  FaRP neuropeptideket ill. receptoraikat kodolo génekben P-elem

remobilizalasaval intragénikus deléciokat indukaltunk. Az Fmrf (CG23461) génben a

KGO01300 elemet ugrasztottuk ki, mely igen elényds helyen, a gén kddold régidjaban,
azon beliill is az SPKQDFMRF peptid szekvencidjaban helyezkedik el. Ennek

ismeretében kisebb delécid generalasa is fontos informacidval szolgélhat a gén, illetve

a peptidek funkcigjat illetdéen. A P-elem remobilizalas eredményeként két nem-preciz

kivagodast azonositottunk PCR-es vizsgalattal, majd a PCR-termékek szekvenalasaval

-2000

(Genomi régié: 2R 5,791,796-5,799,969 ; 8174 bp)

1

1 |

2000 4000 6000
1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 l

P-elem: KG01300

Gén #——

mRNS

[
L4

Kodolo6 szekvencia

Fmrf delécick

36 (A 437 bp) —: —
109 (A1956 bp) — 5 _

% CGI2140
—

fmrf fw. P> ‘ fmrf rev.
PCR primer 3868 bp PCR primer

Gén

Peptid szekvencia |

Fmrf
CG2346

SVKQNDFMHFa
DPKQDFMRFa
(5 képia)
TPAEDFMRFa
(2 képia)

SPKQDFMRFa
PDNFMRFa
SAPQDFVRSa
MDSNFIRFa

FMRF peptideket kodold génrégio szekvenciaja (592 bp)

CGAAGGTCCGTGCAGGACAACTTCATGCACTTCGGCAAGAGGCAGGCGGAGCAGCTGCC
ACCGGAGGGCAGCTATGCTGAATCCGATGAACTGGAGGGCATGGCCAAGCGAGCAGCTATG
GATCGGTATGGCAGAGATCCCAAGCAGGACTTCATGCGGTTTGGTCGGGATCCGAAACA
GGACTTCATGAGGTTTGGCAGGGATCCAAAGCAGGACTTCATGAGATTCGGTCGGGAT
CCCAAGCAGGATTTCATGAGATTCGGTCGAGATCCCAAGCAGGATTTCATGAGGTTTG
GACGCACTCCGGCTGAGGATTTCATGAGGTTCGGACGCACTCCGGCGGAGGACTTCAT

GAQ}TTCGGACUC GGACGCAGTCCCCACGAGGAGCTTCG
CAGTCCCAAACAGGATTTCATGCGATTCGGTCGCCCGGACAACTTCATGCGCTTCGGGC
uTI((((l(((( AGGATTTTGTGCGCTCCGGGAAGATGGACTCAAACTTCATTCGATTC

GGTAAGAGCTTGAAGCCGGCGGCTCCCGAGTCCAAGCCAGTCAAGTCCAATCAAGGCAACC

WV : P elem inszercios hely

13. abra Az Fmrf gén P-elem remobilizalassal indukalt intragénikus delécioi.

megallapitottuk a deléciok pontos méretét (13. abra). A 36-os szamt delécid

kiterjedése 437 bp, mely eltavolitotta a P-elem inszerciot koveté 4 peptidet:
SPKQDFMRFa, PDNFMRFa, SAPQDFVRSa, MDSNFIRFa (14. abra).
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A 109-es szamu intragénikus delécio nagyobb méretii, 1956 bp (13.abra). Eltavolitotta

crer

az Fmrf gén majdnem teljes kodold régidjat, valamint az Fmrf gén utan elhelyezked6

P-elem: KG01300

Gén —A———
mRNS 3 :h CG12140
Ké6dol6 szekvencia —

Az FMRFamid peptideket kddold génszakasz szekvencidja (1078bp)

CGAAGGTCCGTGCAGGACAACTTCATGCACTTCGGCAAGAGGCAGGCGGAGCAGCTGCCACCGGAGGGCAGCTATGCTGAATCCGATGAACTG

GAGGGCATGGCCAAGCGAGCAGCTATGGATCGGTATGGCAGAGATCCCAAGCAGGACTTCATGCGGTTTGGTCGGGATCCGAAACAGGACTT

CATGAGGTTTGGCAGGGATCCAAAGCAGGACTTCATGAGATTCGGTCGGGATCCCAAGCAGGATTTCATGAGATTCGGTCGAGATCCCAAG

CAGGATTTCATGAGGTTTGGACGCACTCCGGCTGAGGATTTCATGA! TCGGACGCACTCCGGCGGAGGACTTCATGAGGTTCGGACGC
GGACGCAGTCCCCACGAGGAGCTTCGCALY

4 ATGAATTITTAATGAATG
GGCTGGATTAAAAATTCACCGTGCTTTGAAGTICTTATCTATAAATATATCTAGTGTAATATTGAAGAAATTGAAATTGGCGTGAATAAAATCCTG
TGGCAACATTITAAATAAAGATTGCTTITACTGTAAATTATAGCGCACTCGAA

14, abra Az Fmrf gén P-elem remobilizalassal indukalt 36-os szamu delécidja. Piros forditott
haromszdg: P-elem inszercidé helye. A delécid kiterjedése 437 bp, a szekvencidban halvany
bettikkel jelolve.

Etf-QO (CG12140) gén promdter régidjat és 406 bp-t a génbdl. Mindkét delécid
homozigota formaban életképes ¢€s fertilis volt.

A Myosuppressin receptor 1 (MsR1, CG8985) P-elem transzpozon-inszercidja
(EY03017) a gén elso intronjaban, kdzvetleniil az els6 exon utan helyezkedik el, nagy
tavolsagra a kodolo régiotol. P-elem remobilizalasaval sikeresen izolaltunk 8
intragénikus deléciot (15. abra). A P-elem inszerciés helyéhez viszonyitva a
proximalis irdnyba terjedd deléciok az elsd exont a transzkripciods startponttal egyiitt és
feltehetden az 5’ upstream régio jelentds részét is eltavolitottak (29A, 29B szamu
vonalak). A disztalis irdnyba terjedd deléciokndl a masodik exon és a kozel 16 kb
hosszlisagu masodik intron eleje hidnyzik (38B, 145B szamu vonalak). A mindkét
iranyban terjedd deléciok mind az elsd exont €s az 5° upstream régiot, mind a masodik
exont eltavolitottak (5A, 33A, 94B és 178A szamu vonalak). A deléciok mérete 700 és
2100 bp kozé esik, a kodold régiot nem érik el, viszont eltavolitottdk a gén
valdszintisithetd, hogy a génrél képz6dd mRNS mennyisége jelentés mértékben

lecsokken. Néhany deléci6 esetében QRT-PCR-rel meghataroztuk a keletkezett MsR1
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(Genomi régio: 31 2,320,693-2,347,519 ; 26827 bp)

5000 10000 15000 20000

1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1

P-elem: EY03017

Gen —

mRNS | ) s
Kédold szekvencia — )
P 3240 vp 4
dmsrl fw. | i dmsrl rev. MSsR1 deléciok

PCR primer: | PCR primer

q E — 5A (A 1667 bp)
={ I_ 29A (A 1330 bp)
| — 29B (A 1323 bp)
— | ' _ 33A (A 1800 bp)
ﬁ: — 38B (A 712bp)

o — 94B (A 2135bp)
ﬂ' .— 145B (A 1021 bp)
e={ — 178A (A 2132bp)

15. abra Az MsR1 gén szerkezete, és P-elem remobilizalassal Iétrehozott intragénikus
delécioi

MRNS mennyiségét (12. tablazat). A 33A, 38B, 94B, 145B, 178A vonalakban 50-
szerest6l 12765-szeresig terjedé csokkenést mértink az Oregon-R vad tipust

kontrollhoz viszonyitva.

MsR1gén aktivitas csokkenés
deléciés vonalai meértéke

5A 2797-szeres
29A null mutans?
29B null mutans?
33A 2503-szeres
38B 12765-szeres
94B 50-szeres
145B 3258-szeres
178A 445-szeres

12. tablazat: Az MsSR1 mRNS mennyiség vizsgalata QRT-PCR-rel az MsR1 intragénikus
delécios vonalainak adult allataiban.

1A 29A, B esetén az MsR1 mRNS szint nem érte el a kimutathatdsagi hatart. Kontrollként
az Oregon-R torzset alkalmaztuk.

Az utobbi erdsségli csokkenés olyan mértékli, hogy a 38B wvonal szintén
nullmutansnak tekinthetd, de a 2%-os aktivitast jelentd 50-szeres csokkenés is

feltehetéen igen jelentds hatdssal bir. Azokban az esetekben, ahol a delécid
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eltavolitotta a transzkripcids startpontot, ¢s mégis sikeriilt kimutathaté mennyiségi
MRNS-t mérni, feltehetden alternativ transzkripcios startpontrol indult a MSR1 mRNS
atirasa.

Az Fmrf neuropeptid gén, illetve a MSR1 receptorgén intragénikus delécioi

nem okoztak letalitast, az utddok minden esetben életképesek és fertilisek voltak.

4.3. Uj Fmrf-Gal4 driverek létrehozasa

Benveniste és Taghert (1999)* leirtdk az Fmrf gén 5° upstream és intronikus
régidjabol szarmazd szekvencia-részleteinek szabalyozo hatasat a gén kozponti
idegrendszerben torténd kifejez6désére. A rovid szabalyozdo DNS szakaszokat
B-galaktozidaz gén elé klonoztdk és LacZ-festéssel tanulmanyoztdk a transzgén
expresszids mintdzatat. Az altaluk tanulmanyozott szekvencidk koziil (9. abra) harmat
valasztottunk ki (pWF-8, -11, -17), melyek jol meghatarozott, kisszdml neuronban
adtak jelet. A kivalasztott szakaszokat Oregon-R vad tipusu allatok genomi DNS-érdl
PCR-rel amplifikaltuk, majd Gateway rendszer felhasznalasaval pBPGUw vektorba a
GAL4 kodolo régio elé klonoztuk (RS-8, -11, -17). Megjegyzendd, hogy amig
Benvenist és Taghert az RS8 ¢és -11 esetében a genomikushoz képest forditott
iranyultsaggal klonozta be ezeket a szekvencia részleteket, mi az altalunk készitett
konstrukciokban megtartottuk az eredeti genomikus orientacidt. Az igy elkészitett
plazmidok embrioba injektalasat kovetden 1étrehoztunk hdrom transzgenikus
Drosophila torzset (RS8-Gal4, RS11-Gal4 és RS17-Gal4), amelyek 1j neuron-
specifikus driverként alkalmazhatok. Az UAS-GFP transzgén segitségével
meghataroztuk az 0j driverek expresszids mintazatat a larvalis kozponti idegrendszerben.
A Benveniste ¢és Taghert (1999) altal leirtakhoz képest tovabbi Fmrf-kifejezo
neuronokat mutattunk ki az expressziés mintdzatban (16. abra): az RS11
neuronspecifikus driver az LP1 (lateralis protocerebrum 1) és SE3 (subesophagealis
ganglion 3) idegsejtekben is ad jelet. Az RS8 esetében az SP1 (superior protocerebrum
1), SP2, MP2 (medialis protocerebrum 2), MP3, OL2 (opticalis lobus 2), SE2-3, Sv1-2
(subesophagealis ventralis 1-2) és LC (lateral chain) neuronok is GFP pozitivak lettek.
Az RS17-nél pedig az SP1, SP2, SE3, Sv1-2, és A8 (abdominalis 8) idegsejtekben

figyeltiink meg addicionalis expressziot.
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=D exonl exon2

exonl exon2 -

exon1l exon2

=

exonl exon 2 exonl exon2
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16. abra: Fmrf gén regulator szekvenciainak expresszios mintazata (A-C: RS11, D-F: RS8 és
G-I: RS17) a larvalis kozponti idegrendszerben. Harmadik stddiumt larva UAS-GFP-t
expresszald immunfestett sejtjei agyi és ventralis gangliont abrazold konfokalis mikroszkopos
felvételeken (A, D és G) és sematikus abrakon (B, E és H). C, F és I: RS11, RS8 és RS17 altal
szabalyozott B-galaktoziddz expresszid vazlatos abrazoldsa Benveniste és Taghert (1999)%
sematikus abrazolasok feletti nyilak mutatjak (piros: Taghert konstruktok, zo6ld: sajat
konstruktok). A sematikus abrakon a pirossal jelolt sejtek a Taghert laboratdrium altal leirt
B-galaktoziddz-pozitiv, a z6lddel jeldltek pedig az UAS-GFP rendszerrel altalunk talalt tovabbi
GFP-pozitiv neuronokat mutatjak. A vilagoszold szin alacsony szintii expressziot jeldl.

40



Korabbi kisérletekben immunfestéssel kimutattdk a TPAEDFMRF Fmrf peptid
jelenlétét a larvalis kozépbél kezdeti szakaszanak sejtjeiben®. Feltételezhetd volt,
hogy az RS8, RS11 és RS17 szekvencidk regulator szerepe a kozépbél Fmrf peptid
expresszids mintazataban is megnyilvanul, s6t esetleg mas szovetekben, szervekben is
okozhat rendellenes kifejez0dést. Ezért L3 larvakban testszerte megvizsgaltuk a harom
uj, neuron-specifikus driver (RS8, -11, -17) altal hajtott UAS-GFP expressziot.
Mindharom driverrel GFP-pozitiv jelet kaptunk a kdzépbél enteroendokrin sejtjeiben
(17. abra, A, C és E). Az eredeti genomi pozicioban egymast kdvetden 228 bazispar
tavolsagban elhelyezked6 RS8 ¢és RS11 driver tovabbi jellegzetes expresszids
mintazatot adott az imagokorongokban (17. abra, B és D; 18. abra, A és B). Ezzel
szemben az RS17 esetében nem lattunk a ventralis ganglionon kiviil GFP-pozitiv
neuronokat (17. abra, F; 18. abra C).

A szabalyoz6 szekvencidk funkciodinak konkrétabb feltérképezése érdekében két
tovabbi Fmrf regulator-Gal4 driver (FlyLight azonositok: R61H09 és R67E06;
Bloomington-i Térzskdzponti torzsszamok: 47715 és 49598)% GFP mintazatat is

crer

crer

jelentds részét foglalja magaba, mig az R67E06 azonosito-jeli vonalban 1évo lefedi a
teljes intront és az Fmrf kodold régidja utan végzédik. Az R61HO09 jelti nagyobb
méretll szabalyozo régi6 RS17-Gald-re jellemzé mintazatot mutatott a kozponti
idegrendszerben, viszont nem adott jelet sem az enteroendokrin sejtekben sem az
imagokorongokban, pedig az RS11 és RS17 rovid szekvenciait teljes egészében lefedi.
Az R67EO06 jelii szekvencia esetében az agy és ventralis ganglionok teriiletén RS8-ra
jellemzd GFP jelet kaptunk, de nem adott mutatott festddést az imagokorongokban,

noha az RS8 rovid szekvenciat tartalmazza.
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ENTEROENDOKRIN SEJTEK IMAGOKORONGOK

(KOZEPBEL) (HALTERA, LAB IMAGOKORONG)

RS11

RS8

RS17

17. abra Fmrf gén regulator szekvencidinak kozponti idegrendszeren kiviili expresszios
mintazata (A-B: RS11l, C-D: RS8 ¢és E-F: RS17) konfokalis mikroszkoppal késziilt
felvételeken. Harmadik stadiumt larva immunfestett UAS-GFP-t expresszald sejtjei a
kozépbélben (enteroendokrin sejtek, A, C ¢és E) ¢és az agykomplexhez tartozo
imagokorongokban (B, D és F).
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18. abra Fmrf gén regulator szekvencidinak expresszios mintazata larvalis imagokorongokban
(A: RS11, B: RS8 és C: RS17) konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeken. Fehér nyilak: a
szarny imagokorongokat jelzik.

Fmrf gén , re enteroendokrin
; agy és ventralis - e o
regulator anslion sejtek imigdékorongok
szekvenciak gang (kozépbél)
wr | + 0
RSI1 24 4 SIS
w | + -
RG67E06
(RSSﬂTnmtézat) :uz O
R61H09
A . (RS1 'f!?mintézat) 0 O
Gén - i ——
mRNS ———m
-47?6 -16;
RS11 § =
922 476
RS17 —
RSS +66 +1371
>
R67E06
B « R61HO09I

19. abra Az Fmrf szabalyozé szekvenciak GFP expressziojanak Osszefoglald dbraja. A: az
RS17,-11,-8, valamint az R67E06 ¢és RO61H09 azonosito-jeli szekvenciak kozponti
idegrendszerben, kdzépbélben és imagokorongokban valdo UAS-GFP expresszidjat mutatja. Zold
plusz: GFP-pozitiv sejtek jelenléte; piros nulla: GFP-pozitiv jel hianya. B: a tablazatban leirt
regulator szekvencidk egymashoz, illetve az Fmrf génhez viszonyitott genomikus helyzetét
szemlélteti. Kék nyil: Fmrf gén; sarga-lila nyil: mRNS; zold nyilak: RS17,-11,-8 regulator
szekvenciak; hosszl zold vonalak: R67E06 és R61HO09 azonosito-jelil szekvenciak.
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A regulécids viszonyok tovabbi feltérképezése érdekében részletesebb szekvencia
analizist végeztiink. A harom regulator szekvenciaban (RS8, -11, -17) egy ko6zos
motivumot talaltunk (EvoPrinter) 'TTTGGCCTTTTG’, ami az RS11, -17-ben
konzervalt, és kis kiillonbséggel az RS8-ban is megtalalhato. EMBOSS tfscan
programjaval elvégezett transzkripcids faktor kotOhelykeresés az RS8 ¢és RS11
szekvencidkban az ATTTGCAT’ motivum jelenlétét mutatta ki. Ez konzervalt
motivum, mind a 12 Drosophila genomban megtalalhato az Fmrf gén 5° regulator
részében. A JASPAR adatbazis® szerint ez a neuronalis differencidcioban és a
szarnyak kialakulasaban szerepet jatszo nubbin (nub/pdm-1) transzkripcids faktor
kotShelye®.

A Gal4-drivereket hordozo transzformans vonalak képesek arra, hogy egy UAS
szabalyoz6 szakasz mogott elhelyezkedd barmilyen transzgént kifejezzenek az Fmrf

gén szabalyoz6 szekvencia-részlete altal meghatdrozott mintazatnak megfeleléen. Ez

lehetéve tette
szamunkra, hogy az
UAS-reaper  (rpr)
konstruktnak az 1;j
driverekkel torténd
kifejeztetésével az
Fmrf-pozitiv

neuronok célzott

crer

ablaciojat is

20. abra: UAS-rpr indukcié hatasa RS8 drivert hordozo (UAS-
rpr/+; RS8-Gal4/+) adult allatokban. A képek bal oldalan
a vad tipust allat normalis szarnnyal, jobb odalan pedig a  kordbbi kisérletek
deformalddott szarnyfenotipust hordozd6 mutans egyed lathato. A:
Oldalnézet; B: Feliilnézet. Piros nyil a  torzult

szarnyfenotipust jeloli. rpr gén expresszioja

elvégezziikk, hiszen

igazoltadk, hogy a

apoptotikus  sejthalalt indukdl a szemet felépitd sejtekben®®. A kisérleti
elrendezésiinkben RS8-, RS11-, RS17-Gal4 és Fmrf-Gal4 (P.H. Taghert-tdl kapott)
drivert hordoz6é himeket kereszteztink az UAS-reaper (rpr) transzgént X
kromoszoéman hordozé néstényekkel. Az RS11-, RS17- vagy Fmrf-Gal4 drivert és
UAS-rpr-t is egyiitt hordozé utédok normalisan fejlédtek, életképesek és fertilisek
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voltak. Viszont az UAS-rpr; RS8-Gal4 allatok 70%-a farat adult allapotban elpusztult.
A tulélok 20%-a deformalddott szarny-fenotipust és mozgas-koordinacids zavart
mutatott (20. abra) és 2-3 napon beliil elpusztult. A sejtablacio hatékonysagat 3.
stadiumu larvak kozponti idegrendszerében a GFP és az apoptozist jelold aktivalt
kaszpaz-3 fehérjéket kimutatdo kettés immunfestéssel vizsgaltuk. Az UAS-GFP-t
expresszald neuronok szama az UAS-rpr/+; RS11-Gal4/UAS-GFP és UAS-rpr/+;
RS8-Gal4/UAS-GFP genetikai kombinaciot hordozd allatokban lecsokkent mintegy
30-, illetve 3%-ra (13. tablazat). Az UAS-rpr/+; RS17-Gal4/UAS-GFP kombinacid

esetében teljesen eltiintek a GFP pozitiv neuronok, helyette viszont aktivalt kaszpaz-3

crer

Regulator Marad¢k GFII_p.OthlV S ejtek Atlag hibaja
g kontrollhoz* viszonyitott
szekvenciak (s . (SEM)
szazalékos aranya
RS8 3.3% 1.7
RS11 32.1% 7.1
RS17 0% 0

13. tablazat Az UAS-rpr altal indukalt sejtablacio hatékonysaga UAS-rpr/+;
RS-Gal4/UAS-GFP genotipusu larvakban.

LAz eredeti RS-specifikus mintazatokban megfigyelt GFP-pozitiv neuronok szama.
Minden esetben 10 db kés6i L3 stadiumu larva agyat festettiink GFP-re.
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21. abra Apoptotikus sejthalal indukcidja UAS-reaper expresszioval kés6éi L3 larva
stadiuma agyi preparatumokban. A: RS11l-specifikus GFP expresszids mintazat
(RS11-Gal4/UAS-GFP, 16. abra A-val megegyezden) B: Idegsejtek ablacidja kovetkeztében
keletkezett, hianyos RS11 mintazat (UAS-rpr/+; RS11-Gal4/UAS-GFP). C: RS17-specifikus
GFP expresszios mintazat a ventralis ganglionban (RS17-Gal4/UAS-GFP, lasd 16. abra, G).
D: A megvaltozott RS17 mintazat UAS-reaper expressziot kdvetden GFP- és kaszpaz-3-
specifikus kettds festéssel (UAS-rpr/+; RS17-Gal4/UAS-GFP): az apoptotikus sejtek nem
adnak GFP jelet. Fehér nyilak az RS11-specifikus neuronokat (A), az apoptodzis
kovetkeztében még lathatd, megmaradt RS11-specifikus idegsejteket (B) és aktivalt kaszpaz-
3 pozitiv Tv sejteket (D) jelolik. A GFP pozitiv neuronok szamanak redukcidja A és B abrat
Osszevetve jol kovethetd. Zold: GFP; piros: aktivalt kaszpaz-3. A felvételek konfokalis
mikroszkoppal késziiltek.
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4.4, FaRP peptidek és receptorok hianyanak hatasa a stressz-

indukalta viselkedésre

4.4.1. FaRP neuropeptid- és receptorgének csendesitése csokkenti a stressz-

valasz erosségét

Korabbi kisérletek?®®” arra utaltak, hogy az FMRF-amid neuropeptideknek
fontos szerepiik lehet tobbek kozott az izommiikodés, a mozgas és a viselkedés

szabalyozasaban. Ezért részletesen vizsgaltuk az RNS interferencia és specifikus

crer

(SIM) tesztben®,

A FaRP neuropeptid- és receptorgéneket csendesit6 RNSi transzgéneket
hordoz6 allatokat idegrendszer-specifikus elav-Gal4 driverrel keresztezve minden
esetben ¢életképes ¢€s fertilis utdédokat kaptunk, melyeket tovabb tudtunk vizsgalni egy
stressz-indukalt viselkedési tesztben. A kisérlet sordn megfigyeltik mind a
stresszindukcidé eldtti nyugalmi dallapotra jellemzd, mind a stressz hatdsara
bekovetkez6 redukalt atlagos mozgasi sebességet. Az allatok stressz-indukalt mozgasi
sebességének valtozasat a 22. (ndstények) és 23. (himek) abrak szemléltetik.
Altalanossagban elmondhaté, hogy kisebb eltérésektdl eltekintve, egymashoz hasonld
eredményeket figyeltink meg a két nemben. Mind a ndstények, mind a himek
esetében a kontroll értékekhez viszonyitott legnagyobb csokkenést az Ms receptor
(MsR1 ¢és MsR2) gének egyiittes csendesitésénél tapasztaltuk (22. és 23. abra, C
panelek), illetve tovabbi két tesztelt kombinacid, az Ms-RNSi/elav-Gal4; MsR2-
RNSi/+ ¢és a Dsk-RNSi/elav-Gal4; CCKLR-17D1-RNSi/+ mutatott még jelentds
csokkenést (22. és 23 abra, B panelek és E panelek). Mérsékelt csokkenést figyeltiink
meg mindkét nem esetben az Fmrf-RNSi/elav-Gal4; FR-RNSi/+ kombinacioju
allatoknal (22. és 23. abra, A panelek). Az MsR2-RNSi/elav-Gal4; MsR1-RNSi/+
kombindcioji ndstények szintén mérsékelt csokkenést mutattak, a himek esetében
azonban csak enyhe csokkenést tapasztaltunk (22. és 23. abra, D panelek). A CCKLR-
17D1-RNSi/elav-Gal4; CCKLR-17D3-RNSi/+ kombinacidju allatok  esetében
ugyanakkor a himek mutattdk a mérsékelt csokkenést és a ndstények az enyhét (22. és

23. abra, F panelek). Mindazonaltal elmondhato, hogy az allatok atlagos mozgasi
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sebességében megfigyelt csokkenések minden esetben szignifikansak voltak a

Student-féle t-proba alapjan (p<0.01) mindkét kontrollhoz képest, még akkor is, ha a

kisebb csokkenések esetében azok bioldgiai jelentdsége esetlegesen elhanyagolhatd

lehet (14. és 15. tablazat).
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22. abra A FaRP neuropeptid és receptor gének egyiittes csendesitésének hatasa a
néstények stressz-indukalt viselkedésére. Az abrak gorbéi az idéegység alatti
atlagos sebesség-valtozast reprezentaljak levegd-befuvas elétt (0-50 sec), illetve
utana. Kék ¢és zold: kontroll gorbék; piros: RNSi csendesitett genetikai
kombinaciok. Az allatok genotipusa minden diagram jobb felsé sarkdban van
feltiintetve. Roviditések: Dcr=Dcr-2, DskR-1=CCKLR-17D3, DskR-2=CCKLR-
17D1, RNAi=UAS-RNSi (Gal4-inkdukalhato kettds szali RNS-t kodolo transzgén),
elav=elav-Gal4 driver. Az A panel bal fels sarkaban lathato két fekete nyil a két
egymast kovetd levegbbefuvas idejét jeldli, és az 0sszes panelre vonatkozik.
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23. abra A FaRP neuropeptid és receptor gének egyiittes csendesitésének hatasa a
himek stressz-indukalt viselkedésére. Az abrak gorbéi az idéegység alatti atlagos
sebesség-valtozast reprezentaljak levegd-befvas elétt (0-50 sec), illetve utana. Kék
és z01d: kontroll gorbék; piros: RNSi csendesitett genetikai kombinaciok. Az allatok
genotipusa minden diagram jobb felsé sarkdban van feltiintetve. Roviditések:
Dcr=Dcr-2, DskR-1=CCKLR-17D3, DskR-2=CCKLR-17D1, RNAi=UAS-RNSi
(Gal4-inkdukalhato kett6s szali RNS-t kodolo transzgén), elav=elav-Gal4 driver.
Az A panel bal felsd sarkaban lathato két fekete nyil a két egymast kovetd

levegébefuvas idejét jeldli, és az 0sszes panelre vonatkozik.
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Kontroll 11-hez

Kontroll 22-hoz

CCKLR-17D3-RNSi/+

Abra Genotipus viszonyitva viszonyitva
A Dcr-2/+; Flszr;iNsiS/iielav -Gal4, p<0.01 p<0.01
B Dcr-2/+';v||\S/IF§-2I?IR\II3iS/;a/IjrAv -Gal4, p<0.01 p<0.01
c Dcr-2/+; ng;smg:ﬁla\/ -Gal4; p<0.01 p<0.01
b Dcr-2/+; migigmg:ﬁlav -Gal4; p<0.01 p<0.01
| IS | ren | oo
F Dcr-2/+; CCKLR-17D1-RNSi/elav -Gal4; p<0.01 p<0.01

14. tablazat Az RNSi csendesitett ndstények mozgasi aktivitdsara (22. abra) vonatkozo
Student-féle t-tesztek értékei (a szignifikancia-értékek a levegd-befuvast koveté 240-270
masodperc kozotti idészakaszra vonatkoznak).
1UAS-Dcr-2/+; elav-Gal4 /+

2 A megfeleld UAS-RNSI konstruktokat UAS-Dcr-2 hattéren hordozo éallatok (UAS-Dcr-2/+;
RNSi/+; RNSi/+)

Kontroll 11-hez

Kontroll 22-hoz

CCKLR-17D3-RNSi/+

Abra Genotipus viszonyitva viszonyitva
A Dcr-2/Y; ngrj‘;{l?\ll\é?/iflav -Gal4; p<0.01 p<0.01
c Dcr-2/Y; miigimgzﬁw -Gal4; 0<0.01 p<0.01
b Dcr-2/Y; miiiimg:ﬁlav -Gal4; p<0.01 p<0.01
= | MTCCkimaorass Peoct oo
F Dcr-2/Y; CCKLR-17D1-RNSi/elav -Gal4; p<0.01 p<0.01

15. tablazat Az RNSi csendesitett himek mozgasi aktivitasara (23. abra) vonatkozo Student-
féle t-tesztek értékei (a szignifikancia-értékek a levegd-befuvast kovetd 240-270 masodperc
kozotti idészakaszra vonatkoznak).
LUAS-Dcr-2/Y; elav-Gal4 /+

2 A megfeleld6 UAS-RNSi konstruktokat UAS-Dcr-2 hattéren hordozo allatok (UAS-Dcr-2/Y;
RNSi/+; RNSi/+)

Altalaban véve megallapithat6, hogy a neuropeptid és receptor gének kettds szala
RNS-sel torténd csendesitése szignifikansan csokkentette az allatok atlagos
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mozgasi sebességét, ami megfigyelheté volt mar a stressz-indukcio eldtt is, de
kiilonosen a stresszt kovetd percekben. Az altalanos trend mellett a konkrét értékek a
csendesitett genetikai kombinacioktol fiiggden kiilonboztek, illetve kisebb
kiilonbségek a ndstény és him egyedek reakcioi kozott is mutatkoztak (v.6. 22. abra D,

F és 23. abra D, F).

4.4.2. Fmrf-specifikus idegsejtek ablaciéjanak hatiasa az allatok

viselkedésére

Amint az el6zéekben lattuk, az RS8, -11 és -17 driverek az Fmrf-pozitiv neuronok
egyes csoportjaiban, valamint a kozépbél enteroendokrin sejtjeiben és bizonyos
imagokorong-sejtekben  aktivak. Apoptozist indukalé UAS-reaper transzgén
meghajtasaval eliminaltuk az Fmrf peptid termel6 neuronokat és az egyéb sejteket. Az
RS11 ¢és RS17 esetében az adult allatok életképesek és fertilisek voltak. Az RS8-at
hordozo allatok nagy része fardt adult allapotban, kikelés eldtt elpusztult. A talélok
20%-a torzult szarny-fenotipust és mozgas-koordindcidés zavart mutatott, és néhany
napon belill elpusztult (17. 4dbra). Az ¢életképes transzheterozigéta allatokat stressz-
indukalt viselkedési tesztnek vetettiik ala (24. és 25. abra). A tulélé UAS-rpr/+; RS8-
Gal4/+ noéstények kozil a teszthez csak az ép, normalis szarnnyal rendelkezoket
valogattuk ki. Ezeknek (24. é4bra, A) az a&llatoknak a nyugalmi allapotban
megfigyelhet6 aktivitisa az atlagosnal alacsonyabb volt, és stressz (levegé-befivas)
hatasara mozgasuk csak kisebb mértékben gyorsult. Erdekes médon a szokasos
stressz-indukci6 kivaltotta csucs is eltlint, vagyis az allatok nem ugrottak fel a levego-
16kés hatdsara. Részletesebben vizsgalva a video felvételeket megfigyeltiik, hogy az
allatok a cs6 egyik végében csoportosultak és a kdvetkezd levegd beflivasig nemigen
mozdultak el. Ezzel szemben a him UAS-rpr/Y; RS8-Gal4/+ allatok aktivitasanak
mértéke kozel volt a kontrollokéhoz (25. abra, A). A néstény genetikai kombinaciokat
nézve az UAS-rpr/+; RS8-Gal4/+ (24. abra, A) és UAS-rpr/+; RS17-Gal4/+ (24. abra,
C) allatok aktivitasa joval alacsonyabb volt, mint az UAS-rpr/+; RS11-Gal4/+ (24.
abra, B) allatoké. Az RS8 és az RS17 konstruktokat hordozo ndstények esetében az
atlagos mozgasi sebességek kozott megfigyelt kiilonbségek szignifikansak is voltak (p
<0.01) a Student-féle t-teszt alapjan mindkét kontrollhoz viszonyitva (16. tablazat).
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viselkedési tesztben. Apoptézist indukaldé UAS-reaper konstrukcido expresszidjaval
eliminaltuk az idegsejteket az RS szekvencidkra jellemz0 mintazatban. Az abrak gorbéi
néstények idéegység alatti atlagos sebességvaltozasat reprezentaljak levegd-befuvas elott
(0-50 sec), illetve utana. Kék és zold: kontroll gorbék; piros: ablaciés mutansok. Az allatok
genotipusa minden diagram jobb fels6 sarkdban van feltiintetve. Rovidités: rpr=UAS-reaper
transzgén. Az A panel bal felso sarkdban lathato két fekete nyil a két egymast kdvetd
levegébefuvas idejét jeldli, és az 6sszes panelre vonatkozik.

< , Kontroll 1*-hez | Kontroll 2-héz
Abra Genotipus . , . .
Viszonyitva viszonyitva
A UAS-rpr/+; RS8-Gal4/+ p<0.01 p<0.01
B UAS-rpr/+; RS11-Gal4/+ p<0.01 P=0.2
C UAS-rpr/+; RS17-Gal4/+ p<0.01 p<0.01
D UAS-rpr/+; Fmrf-Gal4/+ P=0.08 P=0.06

16. tablazat Ablacidt szenvedett ndstények mozgasi aktivitasara (24. abra) vonatkozo
Student-féle t-tesztek értékei (a szignifikancia-értékek a levegé-beftvast koveté 240-270
masodperc kozotti idoszakaszra vonatkoznak).

LUAS-rpr/+

2 A megfeleld driver konstrukt magéaban (RS8-, vagy 11-, vagy 17-, vagy Fmrf-Gal4/+)
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viselkedési tesztben. Apoptdzist indukaldo UAS-reaper konstrukcié meghajtasaval eliminaltuk
az idegsejteket az RS driverekre jellemz6é mintdzatban. Az abrak gorbéi himek idéegység alatti
atlagos sebességvaltozasat mutatjak levegd-befuvas elétt (0-50 sec), illetve utana. Kék és zold:
kontroll gorbék; piros: ablaciés mutansok. A vizsgalt genotipusok minden diagram jobb felsé
sarkdban vannak feltiintetve. Rovidités: rpr=UAS-reaper transzgén. Az A panel bal felso
sarkaban lathat6 két fekete nyil a két egymast kovetd levegdbefuvas idejét jeloli, és az Osszes
panelre vonatkozik.

. , Kontroll 11-hez | Kontroll 22-héz
Abra Genotipus . . . .
viszonyitva viszonyitva
A UAS-rpr/Y; RS8-Gal4/+ P=0.92 p<0.01
B UAS-rpr/Y; RS11-Gal4/+ P=0.16 p<0.01
C UAS-rpr/Y; RS17-Gal4/+ p<0.01 p<0.01
D UAS-rpr/Y; Fmrf-Gal4/+ P=0.08 P=0.07

17. tablazat Ablaciot szenvedett himek mozgéasi aktivitasara (25. dbra) vonatkozé Student-féle
t-tesztek értekei (a szignifikancia-értékek a levegdé-befuvast koveté 240-270 masodperc
kozotti idoszakaszra vonatkoznak).

LUAS-rpr/Y

2 A megfeleld driver konstrukt magéaban (RS8-, vagy 11-, vagy 17-, vagy Fmrf-Gal4/+)
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26. abra: RS8-Gal4-indukalt
Fmrf-pozitiv neuronok ablacidja
nem befolyasolta lényegesen a
negativ  geotaxis tesztben a
nostények  viselkedését. Az
oszlopok a 95 mm-es
kiiszobérték folé feljutott allatok
szdmanak atlagat reprezentaljak.
Kék és zold: kontrollok; piros:
ablaciés mutans. Az allatok
genotipusa a jobb felsd sarokban
van feltiintetve. rpr=UAS-reaper
transzgén.

Az UAS-rpr/+; RS11-Gal4/+ és UAS-rpr/+;
Fmrf-Gal4/+ atlagsebesség gorbéi gyakorlatilag
egybeesnek a kontroll allatok méréseivel (24. ébra,
B. és D). A himek estében az UAS-rpr/Y; RS8-
Gal4/+, UAS-rpr/Y; RS11-Gald/+ és UAS-rpr/Y;
Fmrf-Gal4/+ mutansoknal sem lattunk szignifikans
eltérést a kontrollokhoz képest (25. abra, A, B ¢és
D). Csak az UAS-rpr/Y; RS17-Gal4/+ allatoknal
tapasztaltuk az 4tlagsebesség kisebb mértéki
csokkenését (25 édbra, C). Ez a csdokkenés azonban
szignifikansnak mutatkozott (p <0.01) a Student-
féle t-teszt alapjan mindkét kontrollhoz viszonyitva

(17. tablazat).

A Llasst”  UAS-rpr/+;  RS8-Gal4/+
ndstények mozgéasi aktivitdsdt negativ geotaxis
tesztben is vizsgaltuk. Erdekes modon az allatok
aktivitasa hasonlitott a kontroll allatokéhoz (26.

abra).
Az eredményekbdl megallapithatd, hogy az

RS driverekre specifikus idegsejtek ablacioja

altalaban csokkentette (bar kiilonb6zé mértékben)

az adult Aallatok  stressz-indukalt mozgasi

aktivitasat. Erdekes, hogy ez a hatas a néstényekben érvényesiilt inkéabb, ugyanakkor a

legerdsebb stressz-indukalt mozgasi aktivitas fenotipust mutatd UAS-rpr/+; RS8-Gal4/+

genotipust ndstények negativ geotaxis reakcidja nem kiilonbozott a kontrollokétol.

54



5. Diszkusszio

5.1 FaRP neuropeptid- és receptor-hianyos genotipusok vizsgalata

RNS interferencia segitségével

Béar a neuropeptidek f6 forrdsai a kozponti idegrendszer teriiletén 1évo
neuronok, mégis néhanyuk mas szervekben is termelédik. Az Fmrf peptidek példaul a
kozépbél un. neuroendokrin sejtjeiben is expresszalodnak®%. Az Ms peptidet pedig
immunfestéssel a begyben (crop) és a bélben is kimutattak®, illetve a szivben és a him
jarulékos mirigyekben is megtalaltak (FIyATLAS, The Drosophila Gene Expression
Atlas by Chintapalli, Wang and Dow, http://flyatlas.org). Receptoraik szintén

kiilonb6zd szervekben/szovetekben expresszalddnak. A FlyATLAS adatbazisa
alapjan, a CCKLR-17D3 receptor alacsony, de széles korti expressziot mutat a larva és
adult belsé szerveiben, mig a MsR1 egy kiemelkedden magas értéket a begyben és
Malpighi csében.

A FaRP neuropeptid- és receptor-géneket a megfeleld6 RNSi transzgének
Act5C-Gal4 driverrel indukalt expresszidjaval csendesitettiik. Ennek soran az Fmrf,
Ms, MsR1, MsR2, és DskRI géneknél letalis fenotipust figyeltiink meg, mig az FR,
Dsk, és DskR2 gének csendesitése nem befolyasolta az allatok életképességét és
fertilitasat (9. tablazat). A neuropeptidekrdl ismert, hogy elsésorban a kozponti
idegrendszer sejtjeiben termelédnek, ezért a FaRP neuropeptid- és -receptor géneket
az idegrendszer-specifikus elav-Gal4 driverrel is csendesitettiik. Ebben az esetben
viszont minden kombinéci6 életképes és fertilis allatokat eredményezett.

Az Act5C-Gal4 ,.globalis” driver, vagyis minden szdvetben és szervben allanddan
miikodik, szemben az elav-Gal4 driverrel, ami neuron-specifikus. Feltételezhetd, hogy
a letalitds oka a FaRP gének idegrendszeren kiviili, mas szervekben tortént globalis
csendesitése. Egy masik lehetdség az un. ,,off-target” hatas®®, azaz olyan egyéb gének
csendesitése, amelyek mRNS-ében a célgén mRNS-hez hasonld, legalabb 15-19
bazisnyi egybefiiggd szakasz taldlhatd, és amely gének csak, vagy fbleg az

idegrendszeren kiviil fejezOdnek ki, vagy csak ott esszencidlisak. Egy harmadik
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lehet6ség, hogy az Act5C-Gal4 driver hatasa erésebb az elav-Gal4-nél, és a letalitas
csak az erds csendesités esetében jelentkezik.

A tovabbiakban QRT-PCR-rel ellenérizve a csendesités hatékonysagat,
megfigyeltiik, hogy elav-Gal4 driverrel meghajtva a csendesité konstruktokat 50-30%
korili értékre csokkentek a cél-mRNS-ek szintjei (11. tablazat). Az FR és DskR1
(CCKLR-17D3) receptor gének esetében azonban csak lényegesen kisebb mértékii
(70% koriili szintek) csokkenést tapasztaltunk. Ennek egyik magyarazata lehet, hogy
ehhez a QRT-PCR kisérlethez az RNS mintakat egész adult fejbdl izolaltuk, amely az
idegszoveten kiviil olyan egyéb szoveteket is tartalmazott, melyekben az elav-Gal4
driver egyaltalan nem, vagy csak kevéssé aktiv. Utobbira példa lehet a szem, mely
tomegeben a fej jelentds részét teszi ki, ugyanakkor az elav gén expresszids mintazatat

(adatok a http://flybase.org honlaprol) kovetd elv-Gal4 driver aktivitasa itt nem éri el

az agyban mérhetd harmadat sem. Még kifejezettebb csokkenését figyelhetjiikk meg az
elav kifejezdési szintjének, ha az egész fej atlagat nézziik, ahol ez az érték mar csak
az agyi kb. tizedének felel meg. Az esetlegesen ott kifejez0dé FR és DskR1 géneken
tehat nem érvényesiilhet a csendesitd hatdsa sem, igy az egész RNS minta atlagara
vonatkoztatva csupan kisebb mértékli cél-mRNS szint csokkenést eredményezhet.
Mindezek az eredmények tovabbi adalékul szolgalhatnak azokhoz a korabbi
megfigyelésekhez, melyek szerint a neuropeptid receptor gének a KIR-en kiviil is
kifejez6dnek.

A QRT-PCR eredményeink kozott harom olyan genotipus par is szerepel, ahol egy
gén esetében a KK’ ¢és a ’GD’ konstrukt altali csendesités hatékonysagat
osszevethetjilk egymaéssal (11. tablazat). Erdekes médon, a harom parbdl kettd
esetében nem tapasztaltunk erésebb csendesité hatast az elvileg erésebbnek
feltételezett KK’ konstrukttal, mint a ’GD’-vel. A MsR1 génnél gyakorlatilag
egyforma volt a hatds CKK’: 34,1%-ra, ’GD’: 31,8%-ra), mig a CCKLR-17D1 génnél
a ’GD’ (40,3%-ra) er6sebb volt a ’KK’-nal (52,5%-ra). A harmadik gén, a MsR2
esetében a ’KK’ konstruktot hordozé allatokban (35,3%-ra) alacsonyabb cél-mRNS
szintet mértiink, mint a ’GD’ konstruktot hordozokban (55,1%-ra). Meg kell azonban
jegyezni, hogy a MsR2XK konstruktos allatok esetében az RNS preparatum olyan
egyedekbdl késziilt, amelyek a MsR2 KK’ konstruktja mellett a MsR1 *GD’
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konstruktjat is hordoztak. Ahogy az a 2. tablazatbol is lathatd, a MsR1®P konstrukt
éppen a MsR2 génen okoz off-target hatast (forras: http:/stockcenter.vdrc.at). igy

tehat feltételezhetd az is, hogy a MsR2KK; MsR1°P kombinacioji 4llatokban az
alacsonyabb MsR2 mRNS szint kialakul4sdban kdzrejatszik a MsR1CP konstrukt is.

5.2 Az altalunk indukalt intragénikus deléciok fenotipusanak
osszevetése az RNSi kisérletek soran megfigyelt fenotipusokkal

A neuropeptideket ill. receptorokat kodold génekben intragénikus delécidkat
indukaltunk P-elem inszerciok remobilizalasaval: az Fmrf (CG23461) génben 2
delécios mutanst hoztunk 1étre (13. abra), mig a Myosuppressin receptor 1 (MsR1,
CG8985) génjében 8 fliggetlen intragénikus deléciot izolaltunk (15. dbra). Mindegyik
homozigdta delécidés mutans életképes és fertilis volt. Liu és mtsai (2008, doktori tézis,
The University of Wisconsin-Milwaukee)™ is létrehoztak az Fmrf génre egy null
mutanst, ami normalis fejlddést mutatott és életképes utddokat tudott létrehozni.
Eszerint az Fmrf aktivitasanak teljes hianya sem befolyasolja az életképességet.

Ugyanakkor nyilvanvalo az ellentmondas az életképes Fmrf és MsR1 delécios
mutansok és a letalis Fmrf-RNSi; Act5-Gald és MsR1-RNSi; Act5-Gald csendesitd
kombinéciok kozott. Ez szintén az ,,off-target” hatas lehetdségét veti fel, mely soran az
RNSi csendesitd konstrukcidk szekvenciai mas génekben a célszekvenciaval azonos,
vagy kozel hasonlé szekvenciat is felismernek, és veliik keresztreakciot adnak’®72,
Mindez valdszintlisithetd a 2. tablazatban feltiintetett lehetséges off-target gének
alapjan. Az Fmrf gén KK’ jelii konstrukcidja esetén 2 off-target gént talaltunk.
Egyiket maga a VDRC adatbazis adta meg: Tangol (Transport and Golgi
organization 1); masikat a konstruktban 1évé szekvencia alapjan az NCBI Blast
programjaval talaltuk: wit (wishful thinking). A FlyBase adatbazis szerint a Tangol
gén RNSI konstrukjanak pnr-Gal4 driver altal vezérelt csendesitése letalis, mig a wit
egy esszencialis gén, tobb funkcidvesztéses allélja is homozigdta letalis. Erdekes
egybeesés, hogy a wit génnek az Fmrf expresszié szabalyozasaban’® is van szerepe. Az
MsR1 letélis fenotipust is a "’KK’ sorozathoz tartozé RNSi konstrukcional (9. tablazat)
figyeltik meg. A VDRC adatbazis altal megjelolt off-target gén itt a CG1105; az

NCBI Blast programja ezen tilmenden a Ten-a (Tenascin-accessory) gént talalta. A
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Ten-a szintén egy esszencialis gén, a funkciovesztéses Ten-al®

pontmutécio
homozigotaban letalis (http://flybase.org). A Tangol, wit és Ten-a gének egész
szervezetre Kkiterjedé csendesitése Act5-Gal4 driverrel tehat feltehetden szintén
letalitast okoz. Ezek szerint, mind az Fmrf, mind a MsR1 csendesités esetében a
letalitas feltehetd oka az ,,off-target” hatds. A MsR1 csendesités letalitdsanal tovabb
erOsiti az off-target hatds valoszinliségét, hogy QRT-PCR kisérletben kapott
eredményeink szerint, gyakorlatilag egyforma erds csendesité hatasa volt a KK’
(34,1%-ra) és *GD’ (31,8%-ra) konstruktoknak (11. tablazat), mikozben csak a KK’
altali csendesités okozott letalitast (9. tablazat). Erdemes megjegyezni, hogy ahogy az
a 2. tablazatbdl is kitlinik, a MsSR1 gén KK’ és *GD’ konstruktja kozott van ugyan
szekvencia-atfedés (157 bp), de a fennmaradd szakaszokon (CKK’: 396 bp, ’GD’: 103
bp) elhelyezked6 szekvencidk off-target hatasa kiilonb6oz6 génekre iranyul.

A vizsgalt FaRP gének és receptoraik esetében tehat off-target hatas is okozhatja a
letalis fenotipust. A kritikus hatas feltehetéleg ebben az esetben is az idegrendszeren
kivilli, hiszen az off-target csendesités az elav-Gal4 drivernél is érvényesiil, ennek
ellenére elav-Gal4 driverrel mégsem alakul ki letalis fenotipus. Ezzel magyarazhato,
hogy ugyanazon RNSi torzseket a globalis Act5C-GAL4 driverrel ill. az idegrendszer-
specifikus elav-Gal4 driverrel keresztezve kiilonb6z6 fenotipust kaptunk. Bar ezeket a
lehetoségeket nem vizsgaltuk tovabb, az is lehetséges, hogy a parhuzamosan
érvényesiild ,,target” €s ,,off-target” hatds egyiittesen okoz valamiféle ,,szintetikus”

letalitast.

5.3 Uj Fmrf-Gal4 driverek létrehozasa

Az Fmrf gén 5’ upstream ¢és intronikus szekvenciainak (RS8, -11, -17) Gal4 kodolo
régi6 elé klonozdsdval harom Uj neuron-specifikus drivert hoztunk létre. Az Uj
driverekkel az UAS-GFP riporter transzgént meghajtva tovabbi GFP pozitiv, vagyis
Fmrf peptideket kifejezé idegsejteket talaltunk a Benveniste és Taghert (1999) altal
leirtakhoz képest (16. abra).

Ennek egyik lehetséges oka az UAS-GFP rendszer nagyobb érzékenysége a
korabban hasznalt LacZ-festéssel szemben. Tovabb erdsiti a modszer érzékenységét a

GFP immunhisztokémiai festése. A tovabbi GFP pozitiv sejtek megjelenésének masik
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lehetséges magyarazata a szabalyozo szekvencidk eltérd orientacioja az RS8 ¢és RS11
esetében. Benveniste és Taghert (1999)* az expresszids mintazatot enhanszer hatas
eredményeként irjadk le, melynek aktivitdsat a relativ pozicio és irdny nem
befolyasolja. Igy 6k az expresszids mintazat orientacio-fiiggésével nem is szamoltak,
¢és az RS8 és RS11 regulator szekvenciakat forditott iranyultsaggal klonoztak be. A mi
esetiinkben minden szabalyoz6 szekvencidnal megtartottuk az eredeti genomikus
orientaciot.

A kozponti idegrendszerbeli expresszid GFP mintdzata mellett megfigyeltiink azon
kiviili expressziot is. Az RS8- és RS11-Gal4 tovabbi jeleket adott a kozépbélben
(enteroendokrin sejtek) és az imagokorongokban is (17. abra). Az RS17-Gal4 viszont
nem expresszalta a GFP-t az imagokorongokban, habar a larvalis idegrendszerben és a
kozépbélben ugyanugy jelet adott, mint a masik két szekvencia (18. abra). Az R61H09

azonosité-jeli (Li és mtsai’®, illetve a http:/flweb.janelia.org/cgi-bin/flew.cqi

adatbazis) nagyobb méretli szabalyozé szekvencia, amely az Fmrf gén 5° upstream
a kozponti idegrendszerben (19. dbra). Meglepd viszont, hogy azzal ellentétben, nem
adott jelet sem enteroendokrin sejtekben, sem az imagokorongokban, pedig az RS11 és
RS17 rovid szekvencidit teljes egészében lefedi. Az R67E06 jelli driver, melyben a
szabalyoz6 szekvencia lefedi a teljes intront és az Fmrf kodolo régidja utan végzaddik,
az RS8-cal ellentétben nem adott mintazatot az imagokorongokban, pedig az RS8 rovid
szekvenciat tartalmazza. A latszolagos ellentmondds feloldhat6, ha figyelembe
vesszilkk, hogy negativ szabdlyozo faktorok is kotddhetnek egy reguldtor
szekvenciahoz, illetve, hogy egy kornyezetébol kiemelt kisebb szekvencia-darab
esetében mas képet kaphatunk, hisz sok szabéalyoz6 és transzkripcios faktor kotOhelyét
vessziik ki igy a komplex rendszerbdl. Megjegyzendd emellett, hogy az RS8 és RS11
szekvencidk magukba foglaljak a nubbin (nub/pdm-1) transzkripcios faktor
kotdhelyét. A nubbin egy POU domén tartalmt transzkripcios faktor, aminek fontos
szerepe van a neuronalis differenciacioban és a szarnyak kialakulasaban (Cifuentes
and Garcia-Bellido, 1997)%°, Ennek ismerete magyarazatot adhat az RS8-Gal4 altal
indukalt neuralis ablaciondl tapasztalt letalitdsra, illetve torzult szadrnyfenotipusra. A

fenti eredmények is ravilagitanak arra, hogy az RS8, RS11 és RS17 szekvencidknak az
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Fmrf génkifejez6dés szabalyozasaban betoltott pontos szerepe még tovabbi tisztazasra

szorul.

5.4 FaRP peptidek és receptorok hianyanak hatasa a stressz-

indukalta viselkedésre

5.4.1 FaRP neuropeptid- és receptor-gének RNSi csendesitésének hatasa a
stressz-indukalt viselkedésre

A FaRP gének és/vagy receptorok RNSi csendesitése altalaban csokkentette a
stressz altal kivaltott mozgési reakciot, mikozben akar jelentds kiilonbségek is
megfigyelhetdk voltak a kiilonb6zd genetikai kombinacidk altal kivaltott csokkenések
kozott. Ennek egyik legérdekesebb példajat az szolgaltatta, amikor a Myosuppressin
mindkét receptorat egyszerre csendesitettiik két kiilonbozé kombinacioban. Bar mind a
MsR1-RNSi/elav-Gal4; MsR2-RNSi/+, mind a MsR2-RNSi/elav-Gal4; MsR1-RNSi/+
kombinacio csendesiti mindkét receptort (22. és 23. abra C panelek és D panelek), a
stresszvalasz 4tlagsebesség csokkenése mégis sokkal erdteljesebb volt az elsd
kombinécioban (22. és 23. dbra C panelek). Lényeges kiilonbség a két kombinacid
kozott, hogy mig az els6 a MSR1-RNSi KK’ és a MsR2-RNSi ’GD’ konstruktjat
hordozta, addig a masodikban a MsSR2-RNSi KK’ konstruktja volt kombinacioban a
MsR1-RNSi *GD’-jével. Ahogy azt a Diszkusszié egy korabbi fejezetében mar irtam, a
MsR1-RNSi KK’ konstruktja feltehet6leg off-target hatast fejt ki a Ten-a génen (lasd
még 2. tiblazat). A Ten-a egyik, EMS-sel indukalt pontmutaci6jarél (Ten-acPd-KS%)
leirtak, hogy a homozigéta mutans larvak csokkent lokomotoros aktivitdst mutattak
(Varnam et al., 1996). A MsR1-RNSiKK Ten-a génen kifejtett feltételezett off-target
hatasa a Ten-a®¥KS%® fynkciovesztéses mutacid fenotipusdhoz hasonld allapotot
eredményezhet a csendesitett allatokban is, ami feltehetdleg a kifejlett egyedekben is
megnyilvanul. Ez stressz-indukalt viselkedési tesztben az allatok alapaktivitdsanak
csokkenésében mutatkozhat meg, pontosan gy, ahogy azt a 22. és 23. 4brdk C
paneljén lathatjuk.

Erdekes kiilonbséget figyelhettink meg a 22. és 23. abrak D paneljei kozott.

Mig a ndstények mérsékelt csokkenést mutattak a kontrollokhoz képest, a himek
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esetében a csokkenés mértéke csak enyhének mindsithetd. Ennek oka azonban nem a
csendesitett allatok reakcidi kozotti kiillonbségben keresendd, hiszen azok viselkedése
teljesen egyformanak mondhato. Ezzel szemben, az RNSi konstruktokat driver nélkiil
hordozd kontroll himek 1ényegesen alacsonyabb stresszvalaszt mutattak (23. abra D
panel, z6ld gérbe), mint a megfeleld ndstények (22. abra D panel, zold gorbe), €s ez az
oka annak, hogy a kontroll himek ¢és a csendesitett himek kozotti kiilonbség kisebbnek
latszodik.

Az olyan esetekben, mikor egy konstrukt meghajtas nélkiil is mutat fenotipust,
felmeriil annak a gyantja, hogy a konstrukt olyan helyre épiilt be a genomba, ahol a
kornyezd régid szekvencidjanak hatasara driver nélkiil is képzddik rola valamennyi
RNS (”leaky” fenotipus). Amennyiben ez egy olyan régio, ahol ivarspecifikusan
megnyilvanuldo gének vannak, akkor a konstruktrol is ivarspecifikusan fog
bekovetkezni az RNS atirddésa.

Az esetiinkben a him és ndstény kontroll allatok kozott megfigyelt kiilonbség
egyik magyarazata lehet tehat, hogy itt is egy ilyen himspecifikus transzkripcid
jatszodik le egyik, vagy mindkét konstrukton. Ennek kovetkeztében a kontroll
himekben is megnyilvanulna bizonyos mértékii csendesitd hatas, mikdzben a kontroll
nostényeknél ilyen nem jelentkezne.

A ’KK’ konstruktok integracios helyét igen koriiltekintd elOkisérletek utan ugy
valasztottak ki, hogy ott ne kovetkezhessen be meghajtas nélkiili spontan transzkripcio

(http://stockcenter.vdrc.at). Ebbdl az kovetkezik, hogy amennyiben az altalunk

megfigyelt hatds mégis spontan transzkripcié eredménye, akkor az feltehetden a
MsR1-RNSi *’GD’ konstruktjardl ered, amely a ’GD’ sorozat tobbi tagjahoz hasonléan,
irdnyitatlan modon, ismeretlen helyre integralodott a genomba’®.

Mindazonaltal, a fent részletezett torzitdé hatasok ellenére is megéllapithatjuk,
hogy a FaRP neuropeptid- és receptorgének — a vizsgalt kombinaciok esetében —
befolydsoljak a mozgasi aktivitast, és hatdssal vannak az allatok stressz-indukalt
viselkedésére.

Korabbi kisérletekben mar leirtdk a FaRP peptidek miotropikus hatasat, amely
a kozépbél és begy (crop) Osszehtizodasat is szabalyozza”’8. Az Fmrf gén egyik

legnagyobb kopiaszamban kodolt peptidjét, a DPKQDFMRF-t vizsgaltak ex vivo
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szervkulturaban. Kimutattdk a larvalis testfal izomzataban preszinaptikus hatasat az
EJP (excitatory junction potential — serkent6 kapcsolat potencial) névelésén keresztiil,
mikozben kozvetlenil hatott az izommiik6désre is: O6sszehuzodasokat indukalt, és
ndvelte az izomtonust®” ",

Feltételezhetd, hogy a DPKQDFMREF peptidnek ezek a hatasai adult allatban is
megnyilvanulnak, igy a peptid szintjének csokkenése a preszinaptikus aktivitas €s az
izomtonus csokkenését eredményezi az Fmrf gén-csendesitett allatokban is. Ezeknek
az ¢élettani paramétereknek a megvaltozasai szintén hozzdjarulhattak az altalunk

megfigyelt stresszvalasz csokkenéséhez a csendesitett allatokban.

5.4.2. Specifikus idegsejtek ablaciéjanak hatasa az allatok stressz-indukalt
viselkedésére

Apoptozist indukélo UAS-reaper konstrukcido meghajtasaval eliminaltuk az
Fmrf peptid-termelé neuronokat az RS8, -11, -17 és az Fmrf teljes expresszios
mintazatnak megfeleléen, ¢és megvizsgaltuk az ablaciét szenvedett dallatok
viselkedésének megvaltozasat a stresszindukcio hatasara. Az UAS-rpr/+; RS8-Gal4/+
és UAS-rpr/+; RS17-Gal4/+ genotipusi ablaciot szenvedett ndéstények aktivitasa
alacsonyabb volt a megfeleld kontrolljaikhoz hasonlitva (24. dbra A és C panelek).
Ezzel ellentétben, az UAS-rpr/+; RS11-Gal4/+ genotipusi ablaciot szenvedett
ndstényeknél nem figyeltink meg hasonlé fenotipust (24. abra B panel). Ez
Osszefliggésbe hozhatd azzal a ténnyel, hogy az UAS-rpr/+; RS11-Gal4/+ allatok
agyaban a sejt-ablacié kevésbé volt hatékony, tobb RS11-specifikus neuron maradt
vissza (32,1 %), mint az RS8 és RS17 esetében (3,3 ill. 0 %, 13. Tablazat). Bar a 13.
tablazat adatai kései L3 agyra vonatkoznak, feltételezhetd, hogy az ablacio
gyakorisaga adult agyban is hasonlo kiilonbségeket mutat.

Ellentétben az UAS-rpr/+; RS8-Gal4/+ ndstények kontrollokhoz viszonyitott
alacsonyabb aktivitasaval, (24. abra, A), az azonos genotipusu himek mozgasi
atlagsebessége kozel volt a kontrollokéhoz (25. dbra, A), ami utalhat arra, hogy az
RS8-Gal4 altal indukalt neuralis ablacio a stressz-indukalt mozgasi sebességre nemtdl
fliggé modon hathat. Ugyanezen ndstényeket negativ geotaxis tesztben is vizsgalva

nem tapasztaltunk lényeges eltérést a kontroll allatokhoz képest (26. abra). Ennek
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alapjan feltételezhetd, hogy a stressz-indukcid és a negativ geotaxis szabalyozasa
kiilonb6zd, mas-mas tton befolyasoljak az allatok mozgési aktivitasat.

Meglepetésiinkre az UAS-rpr és Fmrf-Gal4 transzgént hordozo allatok teljesen
épek voltak, normalis atlagsebességet €s viselkedést mutattak, pedig az Fmrf termeld
neuronokat lényegében ecliminaltuk, kovetkezésképpen a peptidek szintje itt kellett,
hogy a legalacsonyabb legyen. Fontos azonban azt is megjegyezniink, hogy ebben az
esetben a receptor aktivitasa sértetlen maradt. Masrészrél figyelembe kell venni, hogy
az RS8, -11 és -17 driverekkel meghajtott UAS-rpr expresszio az Fmrf termeld
neuronoknak csupdn egy bizonyos részében valt ki apoptdzist és mégis képes a
mozgasi atlagsebességet redukalni (24. és 25. abra). Ugyanakkor az Fmrf génnek és
FR receptoranak (22. és 23. abrak A panelek) egyiittes RNSi csendesitése a
kontrollokhoz képest joval alacsonyabb atlagsebességet eredményezett. Ezek
ismeretében nehezen érthetd az UAS-rpr/+; Fmrf-Gal4/+ kombinacié normalis
fenotipusa.

Hipotézisként feltételezhetd az aktivalt neuronok egyfajta funkcionalis
egyensulya az Fmrf-Gal4 expressziés mintazatiban, melynél a mintazat teljes
kiesésével a hianyzd részek hatdsai semlegesitik egymast, és a végeredmény
valtozatlan marad. Az RS8, RS11 és RS17 driverek expresszidja a teljes Fmrf
mintazathoz képest csak részleges, ami megbonthatja a hipotetikus egyensulyt és
alacsony atlagsebességet eredményez. Ebben a megkozelitésben az RS8 driver
aktivalja az agyban a legtobb sejtet (16. abra D panel). Ehhez hozzajarulhat még a
Osszeegyeztethetd azzal az eredménnyel, hogy az UAS-rpr; RS8-Gal4 kombinacid
eseteben nagy szdzalékban tapasztaltunk farat adult letalitdst ¢&s torzult
szarnyfenotipust. Mindez a Gal4 mas szovetekben, KIR-en kiviili expresszidjara
utalhat, pl. a szarny imagokorong epitéliumara, amelynél tapasztaltunk is GFP pozitiv
jelet (18. abra B panel). Konkluzioként megallapithatjuk annak lehetdségét, hogy ha
egy szabalyozd szekvenciarészletet kiragadunk az eredeti genomi kornyezetébdl,

varhatoan 1j, ektopikus hatdsokkal szembesiilhetiink.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdmnek Dr. Kiss Istvannak, hogy
laboratériuméban megtanulhattam a klasszikus genetika alapjait, modszereit, és a
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8. Osszefoglalas

A neuropeptidek az egész allatvilagban széles korben megtalalhato, specifikus
idegsejtek altal termelt, rovid peptid molekuldk. Hormonhatdsuk révén olyan
létfontossagu folyamatok szabalyozéasaban jatszanak szerepet, mint a kdzponti és a
periférias idegrendszer fejlodése, a reprodukciod, a cirkadian ritmus, a taplalkozas, a
viselkedés. A magasabbrendiiek kdrében a muslica genetikai rendszere a legismertebb,
ezért kisérleteink sordn ennek a modellrendszernek az elényeit hasznaltuk ki az
FMRFa-rokon (FaRP) neuropeptidek (Fmrf, Ms és Dsk), valamint receptoraik (FR,
MsR1 és -2, illetve Dsk-R1 és -2) miikodésének jobb megismerésére. Munkank soran
harom kisérleti megkozelitést alkalmaztunk: géncsendesités, intragénikus deléciok
létrehozasa P-elem  remobilizalassal, valamint specifikus peptid termeld
neuronok ablacidja.

A FaRP neuropeptid- és receptor-géneket a megfelelé RNSi transzgének
Act5C-Gal4 driverrel indukalt expresszidjaval csendesitettiik. Eredményként az Fmrf,
Ms, MsR1, MsR2, és DskR1 géneknél letalitdst 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 mikodik, a
neuropeptidek expresszidja pedig fOként a kozponti idegrendszerre (KIR)
Osszpontosul, ezért kovetkezé 1épésben egy idegrendszer-specifikus elav-Gal4
driverrel is csendesitettiik a FaRP neuropeptid- és receptor-géneket. Ebben az esetben
viszont minden kombinaci6 életképes és fertilis allatokat eredményezett. QRT-PCR-
rel ellendrizve a géncsendesités hatékonysagat bizonyos receptorok esetében igen
kismértékli mRNS csokkenést tapasztaltunk. Feltételezhetd tehat, hogy a letalitas oka a
FaRP gének idegrendszeren kiviili, mas szervekben tortént globalis csendesitése, vagy
az un. ,,off-target” hatas volt.

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 delécios

mutansokkal terveztiik a géncsendesitéssel kapott fenotipust megerdsiteni, illetve az
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esetleges ,,off-target” hatasokat kisziirni. A Myosuppressin receptor 1 (MsR1,
CG8985) génjében 8 fiiggetlen intragénikus deléciot izolaltunk, koztik két null-
mutanst. Az Fmrf (CG23461) génben 2 deléciot sikeriilt izolalni, melyek koziil a
nagyobb kiterjedésti teljesen eltavolitotta a gén kodolo szakaszat. Minden homozigota
delécioés mutans életképes és fertilis volt, vagyis az Fmrf és MsR1 aktivitasanak teljes
hianya sem befolyasolja az életképességet. Az MsR1 és Fmrf delécios mutansok
¢letképessége nehezen egyeztethetd 0ssze a MSR1-RNSi; Act5-Gal4 és Fmrf-RNSI;
Act5-Gal4 csendesité kombinaciok letalitasaval. Ez felveti a csendesités soran
jelentkezett ,,off target” hatas lehet6ségét: 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 Drosophiliban részt vesz az Fmrf
expresszid szabalyozasaban is.

Benveniste és Taghert (1999) leirtak az Fmrf gén 5’ upstream és intronikus
szekvencia-darabjainak szabalyoz6 hatasat a gén kozponti idegrendszerben torténd
kifejezédésére. Az altaluk tanulmanyozott szekvencidk koziil harmat valasztottunk ki
(pPWF 8, -11 és -17), melyek kisszamu, jol meghatarozott neuronokban adtak jelet.
Ezen szekvenciakat felhasznalva létrehoztunk harom 1j neuron-specifikus drivert
(RS8-, RS11-és RS17-Gal4), amiknek az UAS-GFP rendszer segitségével jellemeztiik
a kozponti idegrendszerben torténé és az azon kiviili kifejez6dési mintazatat. Uj
eredményként a larvalis agykomplexben eddig le nem irt Fmrf pozitiv neuronokat
mutattunk ki, illetve a KIR-en Kiviil es6 expressziot talaltunk a kozépbél
enteroendokrin sejtjeiben és az imagdkorongokban. Az apoptdzist indukaldo UAS-
reaper transzgént az 1j driverekkel kifejeztetve eliminaltuk a megfeleld neuronokat és
az egyéb sejteket. Az RS11 és RS17 esetében az ablacido nem csokkentette az adult
allatok életképességét és fertilitasat. Az RS8-at hordozo éllatok nagy része viszont
farat adult allapotban elpusztult, illetve a talélok egy része szarnyfejlddési zavarokat
és torzuldsokat mutatott, ami Osszefiigghet az RS8 fent emlitett szarny imago-
korongbeli expressziojaval.

Korabbi kisérletek arra utaltak, hogy az FMRF-amid neuropeptideknek fontos
szerepiik lehet az izommiikddés, a mozgas és a viselkedés szabalyozasdban. Ezért

stressz-indukalt viselkedési tesztben vizsgaltunk meg olyan allatokat, amelyekben
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RNSi konstruktokkal csendesitettiik a FaRP géneket és/vagy receptorokat. A
csendesitések altalaban csokkentették a stressz altal kivaltott mozgasi reakcidt. A
legalacsonyabb stresszvalaszt az Ms és Ms-receptor gének, ill. Dsk és receptoranak
csendesitésénél tapasztaltuk. Az azonos géneket csendesitd kiillonb6zé kombinacidk
stresszvalasz fenotipusa kozott kisebb-nagyobb kiilonbségek mutatkoztak, akar nemtol
fliggden is. Miutan az altalunk hasznalt harmadik kromoszomara inszertalodott RNSi
konstrukciok a VDRC *GD’ sorozatba tartoztak, amelyek véletlenszerii helyre épiiltek
be, ezért valdszinisitheté, hogy a fent emlitett fenotipusos eltérésekért a GD’
konstruktok eltérd kromoszémalis kornyezetébdl adodd pozicid effektus a felelds.
Osszességében megallapithatjuk, hogy a FaRP neuropeptid- és receptorgének RNSi
csendesitése —a vizsgalt kombinaciok esetében — befolydsolja a mozgasi aktivitast, és
hatéssal van az allatok stressz-indukalt viselkedésére.

Ezek utdn megvizsgaltuk azoknak az allatoknak a stressz-indukalt viselkedését
is, amelyekben az Fmrf peptid-termel6 sejteket az RS8-Gal4, RS11-Gal4, RS17-Gal4
¢és Fmrf-Gal4 driverek expresszios mintazatanak megfelelden ejtettiik ki az apoptdzist
indukalé UAS-reaper konstrukcid6 meghajtasaval. Az RS8-Gal4 és RS17-Gal4
driverekkel végzett ablacio eredményeként a ndstények alacsonyabb mozgasi
aktivitast mutattak, mint a megfeleld kontrolljaik, mikozben az RS11-Gal4 és Fmrf-
Gal4 driverek altal iranyitott ablacionak nem volt ilyen hatasa. A géncsendesitett
allatok mozgas-aktivitasaban tapasztaltakhoz hasonléan az ablaciot szenvedett
allatoknal is megfigyelhettiink kiilonbségeket a ndstények és himek viselkedése
kozott. Az RS8-Gal4d driver esetében a himek, a ndstényekkel ellentétben, nem
mutattak stressz-indukalt mozgas-aktivitasi fenotipust. Hasonloképpen, az RS17-Gal4
driveres ablacio is gyengébb fenotipust eredményezett himekben, mint ndstényekben,
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 driveres allatok fenotipusanak
hianya mindenképpen meglepd volt, hiszen ebben az esetben az 0sszes olyan sejt
elméletileg ettdl a konstrukttol volt varhato a legerdsebb fenotipus. Egyik lehetséges

magyarazata lehet ennek az ellentmondasnak, ha feltételezziik, hogy a kiilonb6z6 Fmrf
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peptideket termeld sejtek egyfajta funkcionalis egyensulyt alakitanak ki egymassal.
Amennyiben a teljes mintazat kiesik az ablacio kovetkeztében, a hianyok mintegy
kiegyenlitik egymas hatasat, és az egyensuly tovabbra is megmarad. Ha viszont a
mintazatbol csak bizonyos sejtek esnek ki, mint pl. a ndstényeknél az RS8-Gal4 és
RS17-Gal4 driverek esetében, akkor az egyensuly megbomlik, ami a megfigyelt
stressz-indukalt mozgas-aktivitasi fenotipushoz vezet.

A legerésebb fenotipust ado RS8-Gal4 driveres ndstényeket megvizsgaltuk
negativ geotaxis tesztben is, de nem figyeltiink meg Iényeges eltérést a kontroll
allatokhoz képest. Ez az eredmény azt valdszinisiti, hogy a negativ geotaxis ¢€s a
stressz-indukalt mozgési aktivitas szabalyozasa eltérd modon torténik az allatokban.

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

mozgasi aktivitasra.
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9. Summary

Neuropeptides/neurohormones can be found in the whole animal kingdom.
These molecules are small peptides which are secreted by specific neurons.
Neuropeptides regulate the development of both the central (CNS) and peripheral
nervous systems, reproduction, circadian rhythm, nutrition and behavior. Since the
genetic system of the fruitfly, Drosophila melanogaster is the best known among
higher Eukaryotic organisms, we took advantage of this model animal to study the
action of neuropeptides. The FMRFa-related (FaRP) neuropeptides (Fmrf, Ms, Dsk)
and their receptors (FR, MsR1 and -2, Dsk-R1 and -2) were analyzed by three
different experimental approaches: RNAI gene silencing, isolation of intragenic
deletion mutations by P-element remobilization and ablation of specific peptide
producing neurons.

Genes of FaRP neuropeptides and receptors were knocked down by induction
of appropriate RNAI transgenes driven by the Act5C-Gal4 driver. Silencing of Fmrf,
Ms, MsR1, MsR2, and DskR1 genes resulted in lethality, while silencing the other
FaRP genes (FR, Dsk, and DskR2) did not affect viability and fertility of the flies. The
Act5C-Gal4 driver ensures constitutive expression of the RNAI transgenes throughout
the whole body in all the times. Because the neuropeptides are mainly expressed in the
neurons of the central nervous system (CNS), we repeated the silencing experiment
with the elav-Gal4 pan-neuronal driver. As the elav promoter expresses the Gal4
protein exclusively in the neurons, the RNA. silencing is confined to the CNS. In this
case all combinations were viable and fertile. By QRT-PCR we tested the efficiencies
of gene knock-downs in these animals and found that in the case of certain receptor
genes only mild reduction could be detected in the levels of their mMRNA. From this,
we suppose that the cause of lethality in the case of ubiquitous knock down is the
global silencing of the expression of FaRPs and/or the ,,off-target” effect of the RNAi
construct, hitting genes that have their focus in other organs than the CNS.

As an alternative approach, we remobilized P-transposons inserted in MsR1 or

Fmrf genes to induce deletions. We identified short deficiencies in both genes that
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either eliminate the whole coding region (Fmrf) or the transcription start point (MsR1).
Surprisingly, these homozygous mutant animals were viable and fertile, albeit the gene
functions of MsR1 or Fmrf were eliminated by the deletions in these flies. This is in
clear conflict with the lethal phenotype showed by the silenced MsR1-RNAi; Act5-
Gal4 and Fmrf-RNAI; Act5-Gal4 combinations, raising again the possibility of the
“‘off-target’’ effects of the RNAIi constructs.

In the case of the Fmrf gene for example, the Tangol (Transport and Golgi
organization 1) and wit (wishful 71 thinking) genes are possible off-targets. The wit
gene is also known to take part in the regulation of the Fmrf expression in Drosophila.
Further studies are needed to clarify this problem.

Previously, Benveniste and Taghert (1999) described three DNA sequences in
the 5’ upstream and intronic regions regulating the expression of the Fmrf gene. When
these DNA fragments were cloned into a vector upstream of the S-galactosidase gene,
the staining pattern reproduced specific parts of the Fmrf expression pattern in the
CNS. We chose three of these regulatory sequences (RS8, RS11 and RS17), amplified
by PCR and inserted them upstream to the coding sequence of the Gal4 reporter gene
in the pPBPGUw vector. By embryo-injecting the purified plasmid DNAs of the new
clones (RS8-Gal4, RS11-Gal4 and RS17-Gal4) we created three transgenic Drosophila
lines carrying each one of these constructs at the attP2 ”landing platform” on the third
chromosome. We crossed flies carrying each of the constructs to UAS-GFP-carrying
flies and tested the Gal4-driven expression pattern of the GFP in the offspring. These
new drivers can be used in future experiments to target any UAS-dependent
expression to these neurons. Inducing GFP expression with the new drivers, we
detected new Fmrf-positive neurons in the larval brain complex, and found ectopic
expression in the midgut’s enteroendocrine cells and the imaginal discs. By crossing
the RS8-Gal4, RS11-Gal4, RS17-Gal4 or Fmrf-Gal4 driver males to the UAS-rpr
transgenic females, we created offspring where the rpr gene is expressed in the Fmrf-
positive neurons. This in turn induced apoptotic death and hence the selective ablation
of these neural cells. The offspring in which the UAS-rpr was driven by the RS11-
Gal4, RS17-Gal4 or Fmrf-Gal4 drivers showed normal development, and normal-

looking as well as viable adults eclosed from the pupae. However, the majority of the
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animals in which the UAS-rpr was driven by the RS8-Gal4 construct died as pharate
adults. Moreover, in approximately 20% of the flies eclosed, the wings were distorted,
the movement of the animals was uncoordinated and within 2—3 days after eclosion
they died. The distorted wings of the animals carrying the UAS-rpr; RS8-Gal4
combination could be the consequence of the RS8-Gal4-specific expression pattern we
observed with UAS-GFP in the wing disc.

Myotropic and behavior-regulating effects of most FaRP peptides have already
been suggested by previous studies. Therefore, we used the Repetitive Startle-induced
Hyperactivity (ReSH) test to examine the behavior of animals silenced for FaRPs
peptides and/or their specific receptors in different combinations. During the test, we
examined the locomotor activity of flies by measuring the mean velocity of movement
(MVM) following stress (repeated air-puffs). In most of the combinations tested,
silencing the FARPs and/or their receptors resulted in significant decrease of the
MVM. We detected the weakest stress-induced reaction in two combinations. In the
first one, both MS-receptor genes (MsR1 and MsR2), while in the second one, Dsk and
its receptor were parallelly knocked-down. Interestingly, we could observe small
differences between the stress-induced reactions of different combinations of RNAI
constructs silencing the same genes. Moreover, some of these differences could be
detected sex-specifically. This latter phenomenon most probably could be attributed to
the different position effects of the chromosomal regions surrounding the randomly
inserted, different RNAi constructs of the ’GD’ series. Taken together, we can
conclude that silencing of the FaRP neuropeptides and/or their receptor genes - in the
tested combinations - affects locomotor activity and stress-induced reaction of the
silenced animals.

In the next series of experiments, we tested the effect on the stress-induced
behavior of ablating Fmrf-producing cells by the expression of the UAS-reaper
apoptosis-inducing gene construct driven by the RS8-, RS11-, RS17- and Fmrf-Gal4
drivers. Similar to the RNAI-treated animals, ablating the different patterns of the Fmrf
peptide-producing neurons resulted in different behavioral effects in the males and
females. In the case of RS8-Gal4 and RS17-Gal4, the female flies showed

significantly reduced movement activity as compared to the controls. In the case of
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RS8, the males did not show a significant difference in their stress response from the
controls. Similarly, the RS17-induced ablation caused a weaker, albeit significant
effect in the males than in the females. In the case of the RS11- and Fmrf-Gal4 drivers,
there was no difference in the behavior of males and females. The ineffectiveness of
the Fmrf-Gal4 induced ablation came as a surprise because this driver induced the
apoptotic death of all the Fmrf-producing neurons so in this case one could expect the
strongest effect. A possible explanation for this contradiction is to suppose that, in the
original intact Fmrf expression pattern, the active cells are in some kind of functional
balance with each other. If the entire expression pattern is removed, the missing
functions would equalize each other’s effect so that the system would remain in
balance. However, when the ablation removes some specific cells/part of the
expression pattern, the balance is upset yielding the stress-induced movement activity
phenotypes observed.

Taken all together, our results show that decreasing the production of the
Fmrf-related neuropeptides and/or their receptors as well as ablating the peptiderg
neurons by apoptosis have a serious negative effect on the stress-induced locomotor

activity of the flies.
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