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BEVEZETES

A rovarok egyedfejlodésében kulcsfontossagli szabalyozo elem az ekdizon (vedlési
hormon). Az ekdizon kozismerten nélkiilozhetetlen a larvalis vedlések kivaltasadban, és az
utolsd larva staddium végén a metamorfozis elinditasaban. Ezen kiviil az ekdizon szerepet
igazoltak az embrionalis fejlodés €s a peteérés egyes 1épéseiben is.

Az eddigi ismereteink szerint a kiilonbozo fejlodési allapotokban és célszovetekben az
ekdizon valasz hasonlé modon realizalodik. Az ekdizon jel egy génindukcids kaszkadot hoz
mukodésbe, aminek kulcsszerepldje az ekdizon receptor. Az ekdizon receptor maga egy
hormon fliggd transzkripcidés faktor, mely kozvetleniil részt vesz az ekdizon hatasra
els6dlegesen indukalodo gének szabalyozasaban. A Drosophila-ban az ekdizon receptor két
nuklearis receptor fehérje, ultraspracle (usp), és az ekdizon receptor (ECR) gén termékének
heterodimerje (Koelle és mtsai, 1991; Yao és mtsai, 1992; Thomas és mtsai, 1993).

Az ECR gén felépitése bonyolult. Két elkiiloniilt transkripcids kezdd pontrol alternativ
mRNS ¢érés eredményeképpen harom izoforma (EcRA, EcRB1, EcRB2) képzddését mutattak
ki (Talbot és mtsai, 1993).

Itt szeretném megjegyezni, hogy egy gén azon formainak megnevezésére, melyek
6nallo szabalyozo régioval rendelkeznek, de alternativ intron kivadgddas eredményeképpen
kozos exonokat is tartalmaznak nem talaltam megfeleld magyar kifejezést, ezért
dolgozatomban az izoforma szo6t hasznalom nemcsak a kiilonb6zé EcR fehérjék, hanem a
kiilonb6z6 gén és mRNS formak esetében is. Megkiilonboztetésként ezekben az esetekben a
gének jelolésére hasznalt dolt betlis irdsmoddot alkalmazom.

Az utobbi idében szdmos adat latott napvilagot az ECR gén izoformdinak miikodésével
kapcsolatban, azonban ennek ellenére a kiilonb6z6é EcR izoformék szerepe még nem tisztazott
teljes mértékben. Kisérleti bizonyitékok utalnak arra, hogy az egyes izoformak képesek
egymast helyetesiteni, ha transzgén segitségével minden sejtben nagy mennyiségben
fejeztették ki oket (Li és mtsai, 2000). Nem vildgos azonban, hogy ez a helyettesités hol és
milyen mértékben megy végbe a normalis miikodés soran. Az irodalomban az egyes
izoformak specifikus szerepét aldtdmasztd eredmények is talalhatok (Talbot és mtsai, 1993;
Mouillet és mtsai, 2001). Izoforma specifikus mutansok hidnyaban az EcRA és az EcRB2
izoformak funkciodja ismert legkevésbé.

Disszertaciomban szerepld kisérleteinkben az EcR izoformék szerepét vizsgaltuk. Egy
) ECR izoforma, illetve 11 0 ECR mutans allél azonositdsaval és jellemzésével jarultunk

hozzé az ECR izoformak miikodésével kapcsolatos ismeretek bovitéséhez.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Nuklearis receptorok

1.1.1. A nuklearis receptorok tipusai

A Drosophila ekdizon receptor (ECR) gén terméke, az EcR fehérje a gerincesekben
megtalalhato szteroid hormonok receptoraihoz hasonléan a széles értelemben vett sejtmagi
receptorok szupercsaladjaba tartozo transzkripcios faktor. A szteroid hormon receptorokon
kiviil ebbe a fehérje szupercsaladjdba tartoznak a retinsav, a prosztaglandin, a tiroid hormon
¢és a D-vitamin receptorok, illetve az iigynevezett arva (orphan) receptorok is, melyek ligandja
még ismeretlen, vagy ligand kotés nélkiil 1atjak el funkcidjukat. Az arva receptorok teszik ki a
ma ismert nuklearis receptor fehérjék dontd tobbségét.

A nuklearis receptorok evolicios szempontbol fiatal fehérjék, csak az allatvilagban
jelentek meg, prokaridtakban, gombakban ¢és novényekben nem fordulnak eld. A
kozelmultban feltart névényi hormon hatésu brasszinoszteroidok mitkddése membran kotott
receptorokon keresztiil, egészen mas jelatviteli Giton valoésul meg (Altmann, 1998).

A nukledris receptorok alkotjdk a ma ismert legnagyobb tagszdmu transzkripcids
faktor szupercsaladot. Az elsé nuklearis receptor molekuldris klonozéasa ota eltelt tiz év
eredményeirél 1995-ben a Cell-ben megjelent cikksorozat jo Osszefoglalast ad (Beato és
mtsai, 1995; Kastner ¢és mtsai, 1995; Thummel, 1995; Mangelsdorf ¢és mtsai, 1995a;
Mangelsdorf €s mtsai, 1995b).

A fehérje szupercsalddra altalanosan érvényes, hogy kis molekuldji hidrofob
ligandumot kotnek nagy affinitdssal, rendkiviil szelektiv modon. Ezen kiviil bazissorrend
specifikusan DNS-hez képesek kapcsolodni. A DNS kotésért felelds régiodjuk rendkiviil
konzervativ. Az altaluk felismert DNS szakaszok az un. HRE-k (hormone response element)
rovid, forditott vagy egyenes ismétlddések, esetleg nem ismétlédé nukleotid sorrendek
lehetnek. Miikddésiik szerint négy csoportba sorolhatjuk a nukledris receptor szupercsalad
tagjait.

Az elsé csoportba a gerincesek szteroid receptorai tartoznak, melyek homodimer

formaban, ligand fiiggéen kotddnek forditott ismétlodést tartalmazd DNS szakaszokhoz.



A masodik csoportot a retinsav X receptor (RXR) partnerrel alkotott heterodimerként
miikddd nukledris receptorok alkotjak. Ilyenek pl. a retinsav (RAR), a D vitamin (VDR), a
prosztaglandin receptorok. Ezen RXR-t tartalmaz6 heterodimerek egyenes ismétlédéseket
felismerve kotddnek a DNS-hez. Az RXR un. csendes partnerként van jelen a dimerben, mely
ilyenkor nem koti sajat ligandjat.

A harmadik csoportba azok a receptorok sorolhatok, melyek homodimer forméban
egyenes ismétlodéseket ismernek fel a DNS-en. Ilyenek pl. az RXR és homologjai, valamint
egyes arva receptorok.

A negyedik tipus tagjai dimerizacié nélkiil, ismétlédést nem tartalmazd
bazissorrendekhez kotddnek. Ebbe a csoportba tartozik az in. arva receptorok nagy része.

Az altalunk vizsgalt Drosophila ekdizon receptor (ECR) az RXR-rel heterodimer

formaban miik6do nuklearis receptorok koz¢ tartozik.

1.1.2. A nuklearis receptorok szerkezete

A nukledris receptorok tipikus mozaik fehérjék. Hagyomanyosan négy szerkezeti, és
egyben funkciondlis egységre, doménre oszthatjuk Oket. Az N-termindlis végiikon a
transzkripcid aktivalashoz nélkiilozhetetlen A/B domén helyezkedik el, ezt koveti a DNS kot
C, a kapcsold D, majd ligand k6t E domén a fehérje C-terminalis végén.

A fehérje csaladon beliill az A/B domén aminosav sorrendje mutatja a legkisebb
mértékll konzervaltsagot.

A DNS kotésért feleloés C domén a fehérjék legkonzervativabb része. 66 (a tiroid
receptor alcsaladban 68) aminosav hosszisagi szakasz, ami két Gn. Zn-ujj motivumot
tartalmaz. Ezekben jellegzetesen konzervalt helyzetli négy-négy cisztein aminosav oldallanc
alkot koordinacios kotést egy-egy Zn atommal. A gliikokortikoid receptor (GR) (Luisi és
mtsai, 1991) az Osztrogén receptor (ER) (Schwabe és mtsai, 1993), a retinsav X
receptor(RXR) ¢és a tiroid hormon receptor (TR) (Rastinejad és mtsai, 1995) esetében
ismerjiik a DNS koté domén-DNS komplex rontgen-diffrakcios analizissel meghatarozott
kristalyszerkezetét. A bazissorrend specifikus DNS kotésben az N- terminalis Zn-ujj motivum
részét képezd P-box-nak nevezett alfa-hélix (Umesono és mtsai, 1989), illetve egy, a C

doménbdl C-termindlisan a D doménbe atnytlo alfa-hélix vesz részt.



A D domén teriiletén pontosabban a C ¢és D domének hatardn azonositottdk a
progeszteron receptor esetében a nuklearis lokalizacios szignalt (Guiochon-Mantel és mtsai,
1989). A fehérje ezen részének szerepe van korepresszorok kotésében is (Chen és mitsai,
1995).

Az E vagy ligand kotd domén aminosav sorrendje kevésbé konzervalt mint a DNS
kotd rész. Jellemzden tizenegy vagy tizenkét alfa-hélix szerkezet alkotja ezt a régiot.
Rontgen-diffrakcids szerkezet meghatarozasok, valamint mutdns receptor fehérjékkel végzett
vizsgalatok révén részletesen felderitették tobb nuklearis receptor, igy a human progesteron
receptor (PR), 6sztrogén receptor (ER), retinsav receptor (RAR), retinsav X receptor (RXR), a
patkany tiroid hormon receptor (TR), és a Heliothis virescens lepke faj RXR ortolog (USP),
ligand kot6 doménjének haromdimenzids szerkezetét, azonositottdk a dimerizécioban ¢és a
ligand k&tésben résztvevd szerkezeti egységeket, valamint kimutattak a ligand kotés hatasara
bekovetkezd szerkezeti valtozasokat is (Danielian és mtsai, 1992; Durand és mtsai, 1994;
Barettino és mtsai, 1994; Tone és mtsai, 1994; Renaud és mtsai, 1995; Bourguet és mtsai,
1995; Wagner és mtsai, 1995; Brzozowski €s mtsai, 1997; Williams és mtsai, 1998; Shiau és
mtsai, 1998; Tanenbaum és mtsai, 1998; Darimont és mtsai, 1998; Billas ¢s mtsai, 2001).

Altalanosan elmondhat6, hogy a nuklearis receptorok ligand koté doménjét alkotd a-
hélixek tobb egymasra épiilé rétegben helyezkednek el. A ligand koté hely a szerkezet
belsejében talalhatd, melynek kialakitasaban kozvetleniil csak néhany a-hélix vesz részt. A
ligand kotésben szerepet jatszo aminosav oldallancok zome van der Waals kolcsonhatast
létesit, csak kis hanyaduk képez hidrogén hidat a liganddal. A C-terminalis amfipatikus o.-
hélix a ligand fliggd transzkripcid aktivalasban (AF-2) jatszik fontos szerepet, emiatt AF-2
hélixnek is nevezik. A ligand megkdtése az AF-2 hélix helyzetének megvaltozasdhoz vezet.
Az 1 pozicioba keriild hélix egyrészt a ligand kotésben vesz részt, masrészt hozzajarul a

koaktivator fehérjékkel kdlcsonhatasba 1ép6 feliilet kialakitasahoz.



1.2. Dajka fehérjék szerepe a nuklearis receptorok miikodésében

A nuklearis receptor fehérjéket két csoportba sorolhatjuk aszerint, hogy a ligand
megkdtése nélkiil milyen sejten beliili eloszlast mutatnak.

A gerincesek szteroid receptorainak tobbsége, pl. a gliikokortikoid receptor (GR)
(Pratt, 1993), a progesteron receptor (PR) (Guiochon-Mantel és mtsai, 1991; Lim és mtsai,
1999), a mineralokortikoid receptor (MR) (Fejes-Toth és mtsai, 1998) és az androgén receptor
(AR) (Georget és mtsai, 1997) ligandjuk megkotése nélkiil a citoplazmaban helyezkednek el.
Csak a ligand kotése utan valnak képessé arra, hogy a sejtmagba jussanak, és a DNS-hez
kapcsolodva ellassak a transzkripci6 szabalyozoé funkcidjukat. Elsdsorban a GR-ral és PR-ral
végzett vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a citoplazmaban dajka fehérjéket, mas néven
chaperonokat tartalmaz6 komplexhez (molecular chaperone—containing heterocomplex MCH)
kapcsolédnak. A komplexben a Hsp90 ¢és Hsc70 chaperonokon kiviil chaperonokkal
kolesonhato fehérjék (Hip, Hop, és p23), és peptid kotésti prolint izomerizald enzimek
(FKBP51, FKBP52, Cyp40) is részt vesznek. Az MCH-nak fontos szerepe van abban, hogy a
kezdetben ligand és DNS kot képességgel nem rendelkezd receptor un. aporeceptor allapotba
kertiljon, ami mar alkalmas ligand kotésre, azonban DNS-sel még nem képes kolcsonhatasba
1épni. Ehhez az érési folyamathoz in vitro ATP-re és Mg?" ionokra is sziikség van. A ligand
megkotddése a receptoron ezutan az MCH levalasat eredményezi, ¢és ennek kovetkeztében
tud a receptor bejutni a sejtmagba, és kapcsolodni a DNS-sel (DeFranco és mtsai, 1998).

A masik csoportba tartozo receptorok, pl. az dsztrogén receptor (ER) (Htun és mtsai,
1999) ¢és a retinsav X receptorral (RXR) heterodimerben miikodé TR és RAR (Zhu és mtsai,
1998; Baumann és mtsai, 2001) mar ligand kotés nélkiill is a sejtmagban talalhatok.
Ellentétben a GR-ral, azonos koriilményeket hasznalva, a TR-t €s a RAR-t nem tudtak egytitt
tisztitani Hsp90 chaperon fehérjével (Dalman és mtsai, 1990; Dalman és mtsai, 1991).
Genetikai eredmények alapjan azonban ugy tlinik, hogy a RAR és a RXR esetében is sziikség
van a Hsp90 fehérjére ahhoz, hogy a receptor képes legyen transzkripcio aktivalo funkciodjat
betdlteni (Holley és mtsai, 1995). Osszefoglalva tehat, ebbe a csoportba tartozd receptorok
nincsenek kihorgonyozva a citoplazméaban dajka fehérjékkel alkotott komplexben, azonban
aktivitasuk elnyeréséhez valosziniileg sziikséges a dajka fehérjék részvétele.

Az ekdizon receptor kolcsonhatasat dajka fehérjékkel hossza ideig nem sikeriilt
bizonyitani. Csak a kozelmultban sziilettek olyan kisérleti eredmények, melyek igazoljdk a

dajka fehérjék szerepét az aktiv ekdizon receptor kialakuldsaban (Arbeitman és mtsai, 2000).



1.3. Nuklearis receptor koaktivatorok és korepresszorok

1.3.1. Koaktivatorok

A nukledris receptorok ligandjukat megkdtve aktivaljak a célzott gének
transzkripcidjat. Tobb nukledris receptorrol kimutattdk, hogy kozvetleniil képesek
kolcsonhatni az alap transzkripcidés komplex tagjaival, pl. a TFIIB, TBP fehérjékkel (Ing és
mtsai, 1992; Baniahmad és mtsai, 1993; Fondell és mtsai, 1993; Blanco és mtsai, 1995;
Schulman és mtsai, 1995). Ezek a nukledris receptor fehérjék ily médon kozvetleniil is
befolyasolhatjdk a transzkripcidt. Emellett ismert az is, hogy a ligand kotott receptorok
koaktivator fehérjékkel 1épnek kolcsonhatasba. Ezen fehérjék kapcsolodasa a receptorhoz
segiti a ligandfiiggd transzkripci6 aktivalast. Az eddigi ismereteink szerint az NCoA protein
csalad tagjai (SRC-1/NCoA-1, TIF-2/GRIP-1/NCoA-2, p/CIP/ACTR/AIB1), valamint a
CBP/p300, és a pCAF fehérjék miikddnek nukleéris receptor koaktivatorként (Xu és mtsai,
1999). A TIF-2/GRIP-1/NCoA-2-t kivételével mindegyikiik rendelkezik hiszton-acetil-
fehérjéket hiperacetilalt allapotba hozni. Ez csokkenti a hiszton fehérjék és a DNS kozott
fellépd kdlcsonhatés erdsségét, ami a tomor kromatin struktura fellazulasahoz, és végsd soron
a transzkripcido aktivalashoz vezet (Xu és mtsai, 1999). Ezt a mechanizmust latszik
alatamasztani, hogy a CBP ¢és a p300 koaktivatorok csak kromatinna szervezddott templaton

hatékonyak, csupasz DNS-en nem (Naar és mtsai, 1998; Kraus és mtsai, 1998).

1.3.2. Korepresszorok

Egyes RXR heterodimert alkot6é nukledris receptorok pl. a TR és a RAR ligand nélkiil
is kotddnek az altaluk felismert DNS szakaszokhoz a célgének szabdlyozo régidiban, de
ilyenkor gatoljak a transzkripciot (Glass és mtsai, 1989; Baniahmad és mtsai, 1990). Ebben az
allapotban korepresszor fehérjék (NCoR és SMRT) kapcsolédnak a receptorhoz (Chen és
mtsai, 1995; Horlein és mtsai, 1995), mely fehérjék kapcsolodéasa esszencialis a ligand nélkiili
transzkripcid gatlashoz. (Horlein és mtsai, 1995; Zhang és mtsai, 1998). Tobb kisérleti
eredmény szol amellett, hogy a korepresszor fehérjék hiszton- deacetilaz (HDAC)

komplexeken keresztiil latjak el funkcidjukat (Heinzel és mtsai, 1997; Nagy és mtsai, 1997;
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Ciana és mtsai, 1998; Wong ¢és mtsai, 1998b). Az NCoR ¢és az SMRT korepresszorok
valdszintileg a Sin3 fehérje kozvetitésével kapcsolddnak, a HDAC1 és HDAC2 fehérjékhez,
valamint kozvetleniil kdlcsonhatasba 1épnek a HDAC3 (Wen és mitsai, 2000), illetve a
HDAC4, HDACS, HDACS6, és HDACT7 fehérjékkel (Huang és mtsai, 2000; Kao és mtsali,
2000). A hiszton-deacetilaz atvonal mellett az NCoR és az SMRT kolcsonhatasba 1épnek az
alap transzkripcios komlex egyes tagjaival, pl. TFIIB, TAFII32, TAFII70 fehérjékkel, igy
kozvetleniil is befolyassal lehetnek a transzkripci6 alakuldsara (Muscat €s mtsai, 1998; Wong
¢s mtsai, 1998a).

Az egymassal jelentds mértékii hasonlosagot mutato NCoR és SMRT fehérjéken kiviil
a kozelmultban azonositottak egy tovabbi korepresszort (Alien), mely jelentés mértékben
konzervalodott fehérje, megtalalhato Drosophila-ban és emberben is (Dressel és mtsai, 1999).
Az Alien fehérje kolcsonhat a TR-ral, de nem 1ép interakcioba a RAR-ral, az RXR-rel, illetve
a GR-rel, tehat szelektiven csak egyes nukledris receptorok miikodésében vesz részt.

Osszegezve ismereteinket a korepresszor és koaktivator fehérjékrél leszdgezhetjiik,
hogy a nuklearis receptorok transzkripcid szabalyozd miikodése egyrészt a kromatin szerkezet
atalakitasan keresztiil valosul meg, HAT illetve HDAC fehérje komplexek részvételével. A
ligand megkdtése olyan konformécio valtozast eredményez a receptor fehérjén, ami gatolja a
korepresszor fehérjék kapcsolodasat, és eldsegiti a koaktivatorokkal torténd kolcsonhatést.
Ennek kovetkeztében a korepresszor fehérjék altal kihorgonyzott HDAC-ok helyett a HAT
aktivitasi koaktivatorok lépnek miikodésbe a receptor kornyezetében, ami transzkripcid
aktivalashoz vezet. Ezen Kkiviil azonban, egyes esetekben kozvetlen kolcsonhatast is
kimutattak, mind a receptor és az RNS polimeraz komplex, mind pedig a korepresszorok vagy
a koaktivatorok és az RNS polimeraz komplex kozott, vagyis a nukledris receptorok

kozvetleniil is befolyasolhatjak az alap transzkripcios komplex miikodését.

1.4. A Drosophila ekdizon receptor szerkezete és partnerei

A rovarok egyedfejlodésének szabalyozasaban kulcs szerepet tolt be a szteroid
természetli vedlési hormon, az ekdizon. Az ekdizon hatdsa az ekdizon receptoron keresztiil
valésul meg.

Megjegyzésként megemlitem, hogy az ,.,ekdizon” sz6 hasznalata a rovarok vedlési

hormonjanak tudomanyos megjeldlésére pontatlan, s6t hibas. Valojaban az a molekula, ami
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aktiv, azaz hatasos hormonnak bizonyult bioldgiai tesztekben, és amit az ekdizon receptor in
vivo megkot, kémiai nevén 20-hidroxi-ekdizon, azaz az ekdizon egy szarmazéka. A bioldogiai
vonatkozasu angol nyelvii szakirodalom azonban kovetkezetesen ,,ekdizon” szdval jeldli a
hatékony vedlési hormon molekulat, ezért értekezésemben én is ezt a nevezéktant kdvetem.

A Drozophila-ban az ekdizon receptor gént (ECR) molekularisan azonositottak és
kimutattak, hogy az EcR fehérje a gerinces RXR sejtmagi receptor Drosophila homologjaval
az ultraspiracle (usp) gén termékével (Usp) heterodimert alkotva miikodik. Az EcR-Usp
heterodimer képes az ekdizont, mint ligandot megkotni, és az ekdizon indukélhatdo gének
transzkripcidjat aktivalni (Koelle és mtsai, 1991; Yao és mtsai, 1992; Thomas ¢és mtsai, 1993).
Az EcR gén a Drosophila masodik kromoszoémajan a 42A citologiai régioban talalhato,
mintegy 80 kbp hosszusagt DNS szakaszra terjed ki. A génrél harom kiilonb6zé EcR
izoforma (EcR-A, ECR-B1 és ECR-B2) képzOdését mutattak ki (Talbot és mtsai, 1993). Az
egyes izoformdk alternativ promodter haszndlat és alternativ intron kivagodas
eredményeképpen jonnek l1étre. Az EcR fehérje tipikus sejtmagi receptor, felfedezhet6k benne
a fehérje csaladra jellemz6 funkciondlis egységek, domének. Az egyes izoformak az N-
terminalis A/B doménben kiilonboznek egymastol, a DNS koté doméntdl kezdédden C-
termindlis irdnyban azonosak.

A Drosophila ekdizon receptor (EcR-Usp heterodimer) szteroid ligandja
ellenére, szerkezetét és mitkodését tekintve inkabb a gerincesek nem szteroidokat kotd, RXR-
heterodimer sejtmagi receptoraival (TR, RAR, VDR) mutat rokonsagot. Az EcR-Usp dimer
ligandkotés nélkiil a sejtmagban a célgének szabalyozd régidiban taldlhatd felismerd
helyekhez kapcsolodik. Eltéréen a gerinces RXR-heterodimerektdl, az ekdizon receptor
esetében a dimerizacid0 nem csak a DNS-sel torténd kapcsolddashoz, hanem a ligand
megkdtéséhez is sziikségesnek latszik (Yao és mtsai, 1993).

Dajka fehérjék részvételét az aktiv receptor forma kialakitdsaban a Drosophila
ekdizon receptor esetében is igazoltak (Arbeitman és mtsai, 2000). Baculovirus expresszios
rendszerben eldallitott EcCR és USP fehérjékbol képz6dé ekdizon receptor dimer in vitro
ligandkotd aktivitassal rendelkezett, azonban nem volt képes DNS-hez kapcsolodni MCH
(molecular chaperone-containing hetertocomplex) komponensek (Hsp90, Hsc70, Hip, Hop,
FKBP52, p23) jelenléte nélkiil. Ezzel szemben MCH jelenlétében kialakuld receptor dimer
DNS- ¢és ligandkoto tulajdonsaggal is rendelkezett. Kimutattak, hogy az EcR az USP-vel
torténd kapcsolodas eldtt kolcsonhatasba 1ép a Hsp90 és Hsc70 fehérjékkel, és ez a
kapcsolodas sziikséges a DNS-kotd képesség kialakulasahoz, azonban a mar aktiv receptor

forma nem igényli tovabb az MCH jelenlétét. A Hsp90 és a Hsc70 fehérjék in vivo is
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sziikségesek az ekdizon receptor aktivitasahoz (Arbeitman és mtsai, 2000). Hasonldéan az
RXR-heterodimerekhez, az ekdizon receptor is kapcsolddik korepresszor illetve koaktivator
fehérjékhez. Az SMRTER a gerinces NCoR és SMRT korepresszorokhoz hasonlé funkcioju
Drosophila protein, mely az ekdizon receptorral kolcsonhatva transzkripcid —gatlast
eredményez. (Tsai és mtsai, 1999). A Drosophila taiman (tai) génje az NCoA fehérje
csaladba tartoz6 nuklearis receptor koaktivatort kodol, mely in vivo kolokalizalodik az EcR-
rel, és sejtkultirdban noveli az ekdizon receptor transzkripci6 aktivald hatdsat (Bai és mtsai,

2000).

1.5. A Drosophila egyedfejlodés ekdizon altal szabalyozott 1épései

1.5.1. Az ekdizon szint valtozasai az egyedfejlodés soran

Az ekdizon mennyisége a Drosophila egyedfejlédése soran jellegzetes mintazat szerint
valtozik. Bizonyos fejlodési allapotokban a hormon koncentraci6 megemelkedik, majd a
maximum értéket elérve ujra az alap szintre csokken. Egy-egy ilyen ekdizon cstics figyelhetd
meg az embrid, az elsd és a masodik larva stddium kozepén. Az embridban mérhetd
maximalis hormon koncentracié kb. haromszorosa a két larva stadiumban tapasztalt
csucsoknak. A harmadik larva stddiumra ennél bonyolultabb mintazat jellemz6. Eszerint egy-
egy kismértekli ekdizon szint emelkedés mutathat6 ki a stddium elején és kozepén, majd egy
magas ¢éles cstcs lathato a stadium végén kozvetleniil a babozddas eldtti maximummal. A
babozodas utan az elébab allapot elején alacsony az ekdizon koncentracid, ami aztan kb. 10
oraval a babozddas utan Ujra megemelkedik, és egy kisebb csucsot hoz 1étre az eldbab allapot
végén. A babban azutan Gjra megnd a hormon koncentracido kb. a babozodas eldtti cstics
maximum értékének kétszeresére, majd fokozatosan csokken egészen a bab allapot végéig
(Kozlova és mtsai, 2000). Az adult allatokban a babbol valé kikelés utan rohamosan csokken
a mérhetd ekdizon szint, ami 48 6ra mulva mutat minimalis értéket, ezutan a harmadik napra a
kikeléskor mérhetd szint felére emelkedik, majd fokozatos lassu csokkenés tapasztalhato.
Mindkét nemben tobbé-kevésbé azonos koncentracidk (egy nagysagrenddel alacsonyabb,
mint a babozodas eldtti maximum érték) mérhetdk, és hasonld mintdzatot mutat az ekdizon
szintek idébeli valtozasa is (Handler, 1982).

A larva ¢és elobab allapotokban az ekdizonszint maximumok egyértelmiien

Osszefiiggésbe hozhatok a fejlédés adott idészakaban bekovetkezd valtozasokkal, pl. az elsd
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két larva stddiumban a vedlésekkel, a harmadik larva stddium végén a babozodassal, az
elébab allapot végén az elébab-bab atmenettel. A tobbi fejlédési allapotban nehéz kozvetlen
kapcsolatot talalni a hormon szint véaltozasai és a lehetséges ekdizon-szabalyozott folyamatok
kozott.

Az ekdizon termelés szinhelyét csak a larva és az adult életkorban ismerjik. A
larvakban az ekdizon bioszintézis  kizardlag a gylirimirigy prothorakalis sejtjeire

korlatozodik, mig a kifejlett nstényekben a petefészekben mutattak ki ekdizon termelést.

1.5.2. Az ekdizon szerepe az embrionalis fejlodésben

Tobb kisérleti eredmény szol amellett, hogy az embriondlis fejlddésnek vannak
ekdizon szabalyozott 1épései, de teljes részletességgel ma még nem ismerjiikk ezeket a
folyamatokat.

Az embrid élet 8. draja kornyékén megfigyelhetd egy ekdizon csucs, és ezt kovetden
az ekdizon receptor szint ( radioaktiv ekdizon analog kotd kapacitas) is megemelkedik kb. 16
oraval a peterakas utani maximummmal (Dedk P és mtsai, 1988). Az ekdizon receptor (EcR)
gén klonozésa utan lehetdség nyilt a génrdl képz6dé mRNS-ek és fehérjek kimutatasara. A
korai (0-3 ¢6ra) embridoban nagy mennyiségii (anyai eredetll) ECRA mRNS és fehérje van
jelen, majd az ECRA izoforma kb. 9 6raval a peterakast kovetden zigotikusan is kifejezodik.
Az ECRB1 izoformarol csak zigétikusan termel6ddé mRNS és fehérje mutathatdé ki az
embrioban kb. 15 draval a peterakds utan jelentkezd koncentracid maximummal (Talbot és
mtsai, 1993).

A Drosophila disembodied (dib) gén egy citokrom P450 oxidaz (Cyp450) enzimet
kodol, ami bizonyitottan részt vesz az ekdizon bioszintézisben (Chavez és mtsai, 2000). A dib
mutans embriokban nem jatszodik le a hati zarddas, hibas a kozépbél fejlédése, a fej
kitlir6dés, és nem képesek kutikulat szintetizalni.

A dib génen kiviil ismert egy masik Drosophila gén is (dare), mely az ekdizon
termelésben nélkiilozhetetlen fehérjét kodol (Freeman és mtsai, 1999). A dare gén terméke, az
adrenodoxin reduktdz, NADPH-r6l ad at egy elektron part az adrenodoxin fehérjének, ami
azutan tovabbitja azokat a citokrom P450 enzimeknek, melyek végsd soron a szteroid hormon
szintézis egyes lépéseit katalizaljak (Miller, 1988). A dare gén null mutinsai nem az

embrionalis fejlddés soran, hanem zommel a masodik larva stddiumban pusztulnak el.
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Az ekdizon receptor (EcR) gén amorf alléljeire homozigdéta mutansok embrid
allapotban pusztulnak el, bar joval kevesebb fejlédési rendellenesség figyelheté meg rajtuk,
mint a dib mutansokon (Bender és mtsai, 1997).

Erdekes megemliteni, hogy az EcR heterodimer partnerét kodoldo usp gén null
mutansai nem embrid korban, hanem els6sorban az elsé larva stadiumban pusztulnak el
(Perrimon és mtsai, 1985; Oro és mtsai, 1992).

Nem nyilvanvald, hogy miért nem mutatnak egységes fenotipust azon gének mutansai,
melyek igazoltan az ekdizon termelésben, vagy az ekdizon hatas kozvetitésében vesznek
részt.

A dib és az EcR amorf allé¢lek fenotipus kiilonbségét pl. magyarazhatnank azzal, hogy
a dib gén altal kodolt Cyp450 fehérje nem kizardlag az ekdizon szintézisben jatszik szerepet,
hanem mas fontos funkcidja is van az embrid fejlédése soran. Ily modon a dib gén
funkciojanak kiesése nem csak az ekdizon altal szabdlyozott folyamatokat gatolna, és ezért
jonne létre a dib mutansok esetében a stlyosabb rendellenességeket mutatd fenotipus.

Egy masik elképzelheté magyarazat lehet példaul, ha az EcR-Usp heterodimeren kiviil
egy masik, elkiiloniilt funkci6ji, ma még ismeretlen ekdizon receptor fehérje létezését is
feltételezziik. Ebben az esetben, az EcR fehérje az ekdizon altal irdnyitott folyamatok egy
részében venne csak részt, és ezért eredményezne az ,,ekdizon hidny” (dib mutans) erésebb
fenotipust, mint az ECR gén inaktivalasa.

Mindezekkel szemben, a legvaldsziniibb feltételezés azonban az, hogy az ECR génrdl a
peteérés soran anyai géntermék jut a petébe, mely azutdn bizonyos mértékben kompenzalni
tudja a zigotikus EcR fehérje hianyat, €s ez vezet az ECR mutansok enyhébb fenotipusahoz.
Az ECR anyai hatdsi miikodését latszik aldtdmasztani, hogy az embriondlis fejlédés korai
szakaszaban nagy mennyiségli ECRA mRNS ¢és fehérje mutathato ki a vad tipusu Drosophila
petékben (Talbot és mtsai, 1993). Az a tény, hogy az embrionalis fejlddés nem akad el, hanem
normalisan lezajlik az usp ¢és dare mutansokban, szintén magyarazhatd anyai hatasu
géntermékek részvételével. A dare fehérje jelenléte a korai stadiumt embridkban jelzi a gén
anyai hatasti funkciojat (Freeman és mtsai, 1999). Az usp gén anyai hatdsi szerepét
csiravonal mozaikok vizsgalataval igazoltak (Perrimon és mtsai, 1985). Az ECR és a dare
gének esetében azért nem lehetséges csiravonal mozaik kisérletekben tisztdzni az anyai hatasu
mukodést, mert a homozigdta mutdns petekamrak fejlédése megreked az oogenezis kdzépso
szakaszaban, igy nem képzddnek olyan kifejlett petek, melyekben az illetd anyai hatast

géntermék hidnyanak kdvetkezményeit vizsgalhatnank (Buszczak és mtsai, 1999).
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1.5.3. Az ekdizon szerepe a larvalis vedlések szabalyzasaban

A rovarokban az ekdizon kozismerten kulcsszereplé a larvalis vedlések
szabalyozasaban. A Drosophila esetében is érvényes ez a megallapitis, melyet szamos
kisérleti eredmény igazol.

Az ekdizon bioszintézisben résztvevé dare gén null mutans allélek letalis fazisa 91%-
ban a masodik larva stadiumra (L2) esik, 6%-uk a masodik és a harmadik larva staddium (L3)
kozott lezajlo vedlés kdzben pusztul el, és csak kb. 3 %-uk jut el L3-ba. A vedlés kdzben
megrekedd larvakban jellegzetes dupla szajhorog fenotipus figyelheté meg, amikor egyszerre
jelen van benniik az L2-re és az L3-ra jellemz6 szajszerv is. A dare mutans L2 larvakat
ekdizonnal etetve, mintegy 70%-ukban tokéletesen végbement a vedlés, és atjutottak L3-ba
(Freeman ¢és mtsai, 1999). Hasonlo jelenséget tapasztaltunk egy masik ekdizon termelésben
szerepet jatszo gén (DTS-3) vizsgélata soran. A DTS-3 null mutansok vedlésnek semmi jelét
nem mutatva L1-ben pusztulnak el, mig ekdizon etetés hatdsara nagy résziik képessé valik a
vedlésre, és atjut a kdvetkezo larva stadiumba (még nem kozolt sajat eredmény).

Az ekdizon receptor (ECR) gén mindkét B izoformajat inaktivalé allélek, és az amorf
usp mutansok fenotipusa is azt mutatja, hogy az emlitett muticiok a larvalis vedlések
normalis lejatszodasat akadalyozzak, amit a mutans larvak egy részében kialakulo jellegzetes
dupla szajhorog fenotipus is jelez (Perrimon és mtsai, 1985; Oro és mtsai, 1992; Schubiger és

mtsai, 1998).

1.5.4. Az ekdizon szerepe a babozdodas és a metamorfozis soran

Az ekdizon altal szabalyozott események koziil legrészletesebben azokat ismerjiik,
melyek a harmadik larva stadium végétél az elébab allapot végéig tartdé iddszakban
jatszodnak le. E folyamatok részletes bemutatasara az 1.6. fejezetben térek ki. Eldljaroban
csak annyit jegyeznék meg, hogy alapos genetikai és molekularis biologiai kisérletek
eredményeként szdmos olyan gént azonositottak és elemeztek miikddésiik szempomtjabol,
melyek fontos szerepet toltenek be ebben a fejlodési szakaszban.

Kb. 30 ¢6raval a babozodast kovetden, az ekdizon koncentracid a babozodas elott
megfigyelhetd maximalis ekdizon szintnek mintegy kétszeresére emelkedik, majd
fokozatosan csokken a bab allapot végéig. Ebben az idészakban nagyon keveset tudunk arrol,

hogy az atalakulas mely 1épéseiben tdlt be az ekdizon irdnyito szerepet.
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1.5.5. Az ekdizon szerepe a kifejlett allapotban

A kifejlett egyedek vizsgalata elsGsorban a ndstényekben tart fel ekdizon altal
szabalyozott folyamatokat. Ekdizon kezeléssel példaul stimuldlni lehetett a zsirtest yolk
protein szintézisét ndstények izolalt abdomenében, és intakt himekben is (a himekben
normalisan nem termelddik Yyolk protein) (Postlethwait és mtsai, 1981). A ndéstények
zsirtestében nagy mennyiségli aktiv ekdizon receptort mutathat6 ki (Handler és mtsai, 1989).
Ez az eredmény is arra utal, hogy a zsirtestben valdéban zajlanak ekdizon iranyitott
események.

Az ekdizon szintézis helyszinét tekintve, Rubenstein és munkatarsai azt talaltak, hogy
a petefészek in vitro kultiraban képes ekdizont termelni (Rubenstein és mtsai, 1982). Az ecd*
¢s a DTS-3 héérzékeny ekdizon hidnyos mutansok vizsgdlata alapjan valdsziniisitethetd, hogy
ekdizon sziikséges a peteérés normadlis lezajlasahoz (Garen és mtsai, 1977; Walker és mtsai,
1987). A kozelmultban tobb olyan kozlemény latott napvilagot, melyek az ekdizon
oogenezishen betoltott szerepérdl tarnak fel tovabbi részleteket. Az ekdizon termelés két
nélkiilozhetetlen enzimét kodold gének, az adrenodoxin reduktazt kodold dare, és egy
Cyp450 enzimet kodold dib, kifejez6dnek a felnétt ndstények petefészkében (Freeman és
mtsai, 1999; Chavez és mtsai, 2000). A dare génrél képzodott transzkriptum elészor az
oogenezis 6. stadiumaban 1évé petekamrak dajka sejtjeiben figyelhetd meg, és alacsony
szinten marad egészen a 10 stadiumig, ahol aztan erdteljesen megnd a mennyisége (Buszczak
és mtsai, 1999). A Drosophila ekdizon receptort alkoté EcR és USP fehérjék, megtalalhatok a
petekamrak follikularis €s dajka sejtjeiben is a peteérés teljes id0szakaban (Christianson és
mtsai, 1992; Buszczak és mtsai, 1999)

Az ekdizon szintézisben résztvevd, és az ekdizon receptort koddolod géneken kiviil, az
ekdizon hatasban szerepld elsddleges valasz gének (E74, E75, BR-C) is kifejez6dnek a
petefészekben (Buszczak ¢és mtsai, 1999). Az E74 és az E75 mRNS-ek jelen vannak a
germariumban, majd az 5-7. stddiumu petekamrakban detektalhatoak 0jra, mind a follikularis,
mind a dajka sejtekben. Ezutdn a mennyiségiik egyre né a 10. stddiumban tapasztalt
maximalis szint eléréséig. A BR-C fehérje az 5-6. stadium kozotti fejlodési szakaszban csak
follikularis sejtekben mutathat6 ki.

A dare, az EcR, az E74 ¢és az E75 gének csiravonal mozaik vizsgalata igazolta, hogy
ezekre a génekre szilikség van az oogenezis kozépsd szakaszdban, hiszen a homozigbdta
petekamrék fejlddése megreked ebben az idészakban (Buszczak és mtsai, 1999). Erdekes

médon az usp génnel végzett ilyen iranyu kisérletekben nem tapasztaltdk a peteérés
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megakadasat az emlitett kozépsd fazisban (Oro és mtsai, 1992). Az usp gén eltérd
viselkedését kétféleképpen értelmezhetjiik. Elképzelhetd, hogy a kialakult homozigota klon
sejtjeiben a klon indukcid el6tti heterozigota allapotbdl megmarad olyan mennyiségti vad
tipusu Usp fehérje, ami biztositani tudja a normalis fejlodést az oogenezis kérdéses
id6szakaban. A masik lehetséges magyarazat az lehet, hogy az EcR-Usp heterodimeren kiviil
az EcR mas partnerrel is képes ekdizon receptorként miikodni (Buszczak és mtsai, 1998).

Az ECR gén esetében a csiravonal mozaik vizsgalatok eredményét az ECRAST
hoérzékeny alléllel végzett kisérletek is megerdsitették. A mutans ndstényekben restriktiv
homérsékleten drasztikusan lecsokkent a lerakott peték szama. A kiboncolt mutans
ovariumokban ebben az esetben is a peteérés kozépsé szakaszaban talaltak
rendellenességeket (Carney és mtsai, 2000).

Az ECRM3T mutans néstények yolk protein szintézisében csak kis mértékii csokkenést
tapasztaltak. Ennek taldn az lehet a magyarazata, hogy az illetd hdérzékeny allél csak gyenge
hipomorfként viselkedik. Azonban, ebben az esetben is felmeriil lehetéségként az, hogy
létezik az EcR-UsP heterodimeren kiviil mas ekdizon receptor fehérje is, aminek szintén
szerepe van a zsirtest yolk fehérje szintézisének szabalyozasaban.

A himek nemzdképességében nem lehetett csokkenést megfigyelni ezekben a
mutansokban. Ugy tiinik tehat, hogy a himek ivarsejt képzésében az ekdizonnak nincs olyan
jelentds szabalyozo szerepe, mint ami a ndstények esetében tapasztalhato.

Erdekes megjegyezni, hogy a kifejlett egyedekben mérheté ekdizon mennyiségek csak
toredékét teszik ki annak, ami a tobbi fejlédési 4llapotban észlelhetd. Felmeriil a
valdszinlisége, hogy a kifejlett egyedekben az ekdizon nem mikodik a teljes szervezetre
érvényes altalanos hatasu ,.karmesterként”, hanem csak lokalisan, esetleg a sejteknek csak egy
szlik korére terjed ki a hatdsa, a hormon termelddés kozvetlen kornyezetében. Ezt a feltevést
valoszintsiti példaul, hogy a petefészekben az ekdizon szintéziséért felelos dare gén csak
bizonyos fejlddési allapotban 1évd petekamrdkban fejezddik ki, és az ekdizon hatisara
aktivalédo valasz gének is ezekben a petekamrdkban 1épnek miikodésbe. Mivel az ekdizon
receptor (EcR és Usp) fehérje a peteérés minden faziséban jelen van a petekamrak mindkét
sejttipusaban, a stadium specifikus ekdizon valasz kialakuldsat nagy valdszinliséggel nem az
hatdrozza meg, hogy a sejtek az adott allapotban a receptor megjelenésével hormon
érzékennyé vallnak. Valészinlibb az a feltételezés, hogy az oogenezis meghatarozott
szakaszaban bekdvetkezd ekdizon szintézis a meghatarozo elem. Ha lokalis ekdizon hatast
tételeziink fel, létezni kell olyan mechanizmusoknak, melyek az egyébként konnyen

diffundalé szteroid hormon miikodését a termelddés kornyezetére korlatozzak. Ebben olyan
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folyamatok részvétele valdszintisithetd, melyek hatékonyan alakitjdk 4t az aktiv hormont
bioldgiai aktivitdssal nem rendelkezd vegyiiletekké. Ismert példaul, hogy az ekdizon nagy
szénatomszamu zsirsavakkal észtereket képezve inaktivalodhat a kifejlett legyekben (Bownes

¢s mtsai, 1988).

1.6. Az ekdizon hatasmechanizmusa

1.6.1. Ashburner modell

Drosophila-ban a babozodas és a metamorfozis elindulasa igazoltan ekdizon
szabalyozas alatt all6 folyamatok. Az utols6 larva stadium végén (kb 8 d6raval a babozodas
elott) a larvak abbahagyjak a taplalkozast, elhagyjak a taptalajt és vandorolni kezdenek. A
beliik fokozatosan kiiiriil, mozgasuk egyre lassibba valik, majd néhany oraval a babozddas
elott mozdulatlannd merevednek. Eliilsé spirakulumaik kitirédnek, testiik lekerekedik, és
kialakul az ¢él6bab (puparium), azaz a larvdk eldszor un. fehérbab allapotba (P1) jutnak,
mikdzben kiiiritik a nydlmirigyilikben termelt ragasztd hatast fehérjéket, és rogzitik magukat a
tenyészedény falan. Ezutan kutikuldjuk néhany ora alatt megkeményedik és bebarnul (P2). A
bab allapotban lejatszoddé metamorfozis sordn a larvalis, altalaban politén szovetek (pl. a
nyalmirigy, a bél, az izomzat és az epidermisz) hisztolizis kovetkeztében elpusztulnak, mig a
diploid sejtekbdl allo imaginalis szovetek (imagd korongok, imaginalis gytirik, kozépbéli
imaginalis szigetek, hisztoblasztok, izom primordiumok ) felépitik a kifejlett rovar testét. A
babozodas kezdetén leginkabb az imaginalis szovetekben bekovetkez6 —valtozasok
szembetlindek. Elindul példaul az iméagd korongok kitlirddése, osztodni kezdenek a bél
imaginalis szigeteit alkoto sejtek, és az epidermiszben talalhatd hisztoblasztok. Emellett a
larvalis sejtek pusztulédsa is elkezdddik, ami eldszor a kozépbélben figyelhetd meg (vakbelek
rovidiilése). A babozodas folyamatat minden jel szerint a harmadik larva stddium végén
kialakuld6 magas ekdizon szint véltja ki. Az elébab allapotra azutan alacsony ekdizon szint
jellemz6, ami kb. 10 6réval a babozddas utan ismét megemelkedik, egy kisebb csticsot hozva
létre. Ez az ekdizon pulzus valtja ki a fej kitlir6dését, €s inditja el az elobab- bab atalakulast
(P5). Ebben az allapotban indukalddik tobbek kozott az imagd korongok kutikula szintézise €s
a larvalis nyalmirigy hisztolizise is.

Az ekdizon molekularis hatdsmechanizmusat leir6 modellt (Ashburner modell) a

Drosophila harmadik stadiumos larvak nyalmirigyének oriaskromoszomain megfigyelhetd
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puftképz6dési mintazat alapjan alkottak meg (Ashburner és mtsai, 1974). A modell in vivo
megfigyelések €s in vitro kisérleti eredmények 6sszegzésébol sziiletett.

A Drosophila utolsé larva stadiumanak kiilonb6z6 szakaszaiban un. puffok (egy-egy
régi6 fellazulésa, kiszélesedése) figyelhetok meg a nyalmirigy oridskromoszémakon. Koziiliik
koriilbeliil tiz a stadium kozepétdl lathatd. Ezek az un. vedlések kozotti (intermolt) puffok. A
stddium végén, az ekdizon szint megemelkedésével ezek a puffok visszafejlédnek, és a
kromoszémak mas helyein 1j puffok alakulnak ki. Ezek kétfélék, gyorsan megjelend un. korai
¢€s késobb létrejovo un. késoi puffok.

Hat nagy méreti korai puffot irtak le, melyek a 22B4-5, a 23E, a 63F, a 74C a 74EF ¢és
a 75B citologiai helyeken jonnek létre. Emellett néhany kisebb méretii is 1étezik a 2B5-6, a
71CD, a 72D és a 85F régiokban. In vitro koriilmények kozott a korai puffok megjelenése
né¢hany perccel a hormon adésa utan kovetkezik be, majd néhany 6ra mulva visszafejlédnek.
Fehérje szintézis gatloszerek jelenlétében is kialakulnak. Maximalis méretiik elérése eldtt a
hormon megvonasara gyors visszafejlodéssel valaszolnak, azonban fehérje szintézis gatlok
megakaddlyozzék a visszafejlodésiiket.

A késbi puffok tobb ordval a hormon adasa utdn jelennek meg. Kialakuldsukhoz
fehérje szintézis sziikséges. Méretiilk nagyon sziikk koncentraci6d tartomanyban fiigg csak a
hormon koncentraci¢jatol. Tipikus késoi puffok lathatoak a 22C, a 62E, a 63E, a 71E, a 78D
és a 82F kromoszomalis szakaszokon, de tényleges szamuk tobb mint szaz.

Az puffok képzddése alapjan felallitott Ashburner modell egy gén indukcids kaszkadot
ir le, melynek cstcsan az ekdizon receptor all. A modell szerint az oOridskromoszoman
megjelend puffok atirodo géneket jelentenek. Az ekdizon bejutva a sejtekbe kapcsolodik a
receptoraval, ami azutdn pozitivan hat a korai puffokban taldlhaté gének miikodésére, és
gatloan a késdiekre. A korai puff gének termékei, melyek minden bizonnyal génszabalyozo
funkcidval rendelkezd fehérjék, aktivaljak a késoi, feltehetéen effektor gének transzkripciojat,
ugyanakkor géatléan hatnak a sajat génjeikre.

Az ekdizon indukalhato puffok megjelenése alapjan a larvalis élet utolsé szakaszaban
tizenegy un. puff stadiumot (PS) kiilonboztetnek meg, PS1-t61 PS11-ig (Ashburner, 1967). A
korai puffok a PS2-ben figyelhetok meg el6szor 6-8 oraval a babozodas el6tt, maximalis
méretiiket a PS3-an érik el, és visszafejlodésiik a PS4-ben kovetkezik be. A spirdkulum
kittirddés a PS9-10-ben, a fehér bab allapot a PS11 ben alakul ki a peterakas utan kb. 120

oraval. A babozodas utan tovabbi stddiumok kiilonithetdk el PS21-ig, ami a nyalmirigy
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hisztolizisével esik egybe a peterakastol szamitott 130-135. oraban (Richards, 1976a;
Richards, 1976b).

A korai ekdizon puffok nemcsak a harmadik larva stddium (L3) végén figyelhetok
meg, hanem kb.10 o6raval a babozodas utan (elébab-bab atmenet) Ujra kialakulnak, €s itt is
koveti Oket a késoi puffok megjelenése. A puff indukcid két elkiiloniilt hullama koézvetlen
kapcsolatba hozhatd a babozodas és az el6bab-bab atmenet eldtt mérhetd két hormon titer
maximummal. Az emlitett két fejlddési szakaszban megjelend korai ekdizon puffok részben
azonosak, azonban egy résziik specifikusan csak az egyik vagy a masik allapotban észlelhetd.
A 93F korai puff pl. csak a masodik hullamban jelenik meg. In vitro kisérletekben igazoltak,
hogy a puff indukcié masodik hulldménak kialakulasahoz sziikséges a megel6zd alacsony
ekdizon szint, és fehérje szintézis. Tehat az elobab allapotban egy feltételezett kompetencia
faktor fehérje termelddik, amely azutdn lehetdvé teszi a korai gének 0jboli aktivalodasat
(Richards, 1976a; Richards, 1976b). A korai és késoi puffok mellett meg kell emliteniink az
un. korai-késoi puffokat. Ezek némileg késve akkor jelennek meg, amikor a korai puffok
elérik a maximalis méretiiket Fehérje szintézis gatlok akadalyozzak a kifejlédésiiket. A korai
puffokhoz hasonléan az ekdizon folyamatos jelenléte sziikséges az indukcidjukhoz.
Ellentétben a késoéi puffokkal az ekdizon eltavolitasaval nem lehet eldidézni id6 eldtti
kialakulasukat (Ashburner és mtsai, 1976). Ilyen puffok figyelhetok meg pl. a 39B, 78C és a
46F régiokban. A 75CD régidoban a babozodas utan kialakul6é alacsony ekdizon szintii
allapotban megfigyelhetd egy Un. kozép-prepupalis puff (Richards, 1976a). In vitro
szervtenyészetben kimutattdk, hogy ez a puff magas ekdizon koncentraciot kovetd ekdizon
megvonas hatdsara indukélodik, és az ekdizon szint novelésére visszafejlddéssel reagal.

Viselkedése alapjan ez a puff tartalmazhatja az el6zdleg emlitett kompetencia faktor gént.

1.6.2. Az ekdizon indukalhato puff gének molekularis vizsgalata

Az elmult néhany évtizedben atfogd genetikai ¢és molekuléaris vizsgélatok
eredményeként nagy szamban azonositottak az ekdizon hatasban résztvevd géneket, melyek
miikodésiik alapjan 4altalaban jol beleillesztheték az Ashburner modell altal felvéazolt
hierarchikus rendszerbe. Meg kell jegyezniink azonban, hogy a tdbb szempontbol
egyszerisitett modell elvarasai nem minden esetben igazolodtak maradéktalanul.

A Drosophila-ban az ekdizon hatas kozvetitésének elsé eleme, az ekdizon receptor, az

EcR ¢s az Usp sejtmagi receptor fehérjék heterodimerje (Yao €és mtsai, 1992; Thomas és
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mtsai, 1993). Ot korai puff gént ismeriink molekularis szinten. Hirom ezek koziil (az E74 az
TAEF, az E75 az 75B, és a BR-C a 2B5-6 puff teriiletén) megfelelve a modell elvarasainak
DNS kotésre képes, minden jel szerint génszabalyozo6 funkcidval rendelkezd fehérjéket kddol.
Mind a harom gén szokatlanul nagy méretii, tobb izoforma képzddését biztositja (Burtis és
mtsai, 1990; Thummel €s mtsai, 1990; Segraves ¢és mtsai, 1990; DiBello és mtsai, 1991). Az
emlitett harmon kiviil még két korai puff gén, a 63F és a 23E puffokban talalhatdo E63-2 és
E23 gének molekularis szerkezetét tartak fel. Az E63-2 egy kalcium kot fehérjét kodol, mely
1995; Vaskova ¢és mtsai, 2000; Biyasheva ¢és mtsai, 2001). Az E23 terméke egy ABC
transzporter, ami az ekdizon hatas negativ reguldtoraként viselkedik. Feltehetden a sejtekben
1évo ekdizon koncentracidé szabdlyozasa a feladata oly modon, hogy a hormon sejtekbdl
torténd aktiv eltavolitasaban vesz részt (Hock és mtsai, 2000).

Az E63-2 és az E23 gének megismerésével az Ashburner modell egyik alap feltevése,
miszerint a korai gének termékei génszabalyoz6 funkcidval rendelkezd fehérjék, modositasra
szorul.

A késoi puffoknak megfeleld gének koziil hosszl ideig csak a 71E régioban talalhatod
450 bp) egymas szomszédsagaban elhelyezkedd gén tartozik ebbe a csoportba. Kis méretii
fehérjéket kodolnak, melyek valosziniileg toxinok. Ugy gondoljak, hogy a babozodas soran a
nyalmirigybdl szekretalodva a babok fertézésekkel szembeni védelmet biztositjak (Wright és
mtsai, 1996). A kozelmultban meghataroztak a 63E és a 82F kés6i puffok génjeinek ( L63 és
L82) szerkezetét is (Stowers és mtsai, 1999; Stowers és mtsai, 2000). Mindkét gén nagy
méretli, bonyolult felépitésii, sok izoformat kodol, melyek kozott vannak ekdizonnal nem
indukalhatdak is.

A Korai-késoi puff gének koziil haromrél, a 39B puffban a DHR39, a 46F puffban a
DHRS3, ¢és a 78C puffban az E78 génekrdl vannak molekuldris adataink. Mind a harom
sejtmagi receptor fehérjét kodol (Koelle és mtsai, 1992; Ohno és mtsai, 1993; Stone és mtsai,
1993).

A 75CD régioban megfigyelhetd kdzép prepupalis puffnak megfeleld FTZ-F1 gén két
sejtmagi receptor izoformat kodol (BFTZ-F1és aFTZ-F1) (Lavorgna és mtsai, 1993). A
BFTZ-F1 izoforma minden bizonnyal az a prepupalis kompetencia faktor, melynek létezését
joval a gén megismerése eldtt megjosoltak (Richards, 1976a). A 93F korai puff nem

figyelhetd meg a babozodas eldtt, specifikusan csak az elobab allapot végén jelenik meg. Az
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E93 gén taldlhatdo ebben a puftban. Az E93 fehérje minden jel szerint transzkripcio-
szabalyozo funkcioval rendelkezik (Baehrecke €s mtsai, 1995).

Az Sgs-3, Sgs-4, Sgs-5, Sgs-6, Sgs-7, Sgs-8 gének vedlések kozti puffoknak felelnek
meg. Termékeik azok a ragaszté hatasu nyal fehérjék, melyeket a larvak a babozddas soran
iiritenek ki, és ezzel rogzitik magukat szaraz feliilethe (Meyerowitz €s mtsai, 1982; McGinnis

¢s mtsai, 1983; Guay és mtsai, 1991; Mougneau és mtsai, 1993).

1.6.3. Szoveti koordinacios modell

A hormonhatds tanulmanyozédsira a nyalmirigy mellett az imagd korongok is
alkalmasnak bizonyultak. In vitro tenyészetben érett harmadik stadiumu larvakbol kimetszett
imagd korongok differencialodasa (kittirddés) ekdizon kezeléssel kivalthaté (Mandaron,
1970). A teljes differenciacio, azaz a korong kitlir6dése és az ezt kovetd felndtt kutikula
kivalasztas is elérhet6 volt, ha a tapfolyadék hormon tartalmat a babozddast kovetd in vivo
hormon szinteknek megfeleléen valtoztattak (Fristrom ¢s mtsai, 1982). A parhuzam a
nyalmirigyben megjelend puffok és az imagd korongok viselkedése kozott nyilvanvalo. A
babozo6das eldtti magas hormon koncentracid valtja ki a nydlmirigyben a puff képzddés elso
hullamat, és az imagd korongok kitlirddését. Ezutan az alacsony ekdizon szintet kdvetd ujabb
ekdizon csucs hatasara alakulnak ki ismét a korai majd a késéi puffok a nyalmirigyben, és
ekkor kovetkezik be az imagd korongok adult kutikula szintézise. Ezek alapjan felmeriil a
kérdés, hogy a kétféle szovet ekdizonra adott valaszat biztositdé molekuléris folyamatok
milyen mértékben azonosak?

Az Ashburner modell puff génjeinek megismerése, €s molekularis szintli vizsgalata
alapjan a nyalmirigyre kidolgozott modell érvényességét kiterjesztették a szervezet tobbi
szovetében végbemend ekdizon indukalta valtozasok leirasara is. Els@sorban az E74 gén
vizsgalatara alapozva (az E74 nemcsak a nyalmirigyben, hanem egyéb szovetekben is
kifejez0dik a metamorfozis kezdetén, valamint E74 transzkriptum kimutathaté a tobbi
ekdizon szint emelkedéssel jard fejlodési allapotban is) fogalmaztdk meg az un. szoveti
koordinaciés modellt (Burtis és mtsai, 1990; Thummel és mtsai, 1990), mely szerint minden
célszovetben az Ashburner modellben leirt génaktivacios kaszkddhoz hasonlé modon valdsul
meg az ekdizon valasz. Az ekdizon f6 feladata a kiillonbozd szovetek fejlodésének
Osszehangoldsa. Az ekdizon hatas kozvetitésében résztvevd gének egy része, elsdsorban az

elsddlegesen indukalodo szabalyozd gének azonosak a kiilonb6zd szévetekben. Az ekdizon
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hatas mechanizmusat leiré modell valosziniileg altalanosan érvényes nemcsak a metamorfozis
kezdetén, hanem a tobbi fejlodési allapotban megfigyelhetd ekdizon 4altal szabalyozott
folyamatra is.

A szoveti koordindcios modell megfogalmazasa utan a puff gének szovet és fejlodési
allapot specifikus expressziojanak tanulmanyozasa szamos esetben megerdsitette a modell
érvényessegét.

Andres ¢és munkatarsai teljes allatokbol kivont RNS mintdkban northern
hibridizacidval vizsgaltdk az ismert ekdizon indukalhaté gének kifejezodésének valtozasat a
harmadik larva stadium kezdetét6l az el6bab allapoton keresztiil a bab kialakulasaig (Andres
¢és mtsai, 1993). Eredményeik nagyon jo egyezést mutattak a nyalmirigy puffok kialakulasi
mintazataval, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy ha a vizsgalt puff gének miikddése
nem korlatozédik csak a nyalmirigyre, akkor kifejezddésiik a kiilonb6z6 szévetekben hasonlo
mintazat szerint alakul a metamorfozis kezdetén.

Egy masik atfogo kisérletsorozat alapjan, melyben RT-PCR technikéval mérték izolalt
nyalmirigyekben, valamint mas szdvetekben (zsirtest, bél, Malpighi csd, szarny imagod
korong) az EcR, E74, E75 és Br-C gének mRNS-ének mennyiségét a harmadik larva stadium
kozepétdl a nyalmirigy hisztolizisével egybeesd fejlddési allapotig (PS21), azt tapasztaltak,
hogy ezek a gének, a Br-C izoformakat kivéve, hasonld expresszids mintazatot mutatva
kifejez6dnek minden vizsgalt szovetben (Huet és mtsai, 1993). Ugy tiinik tehat, hogy az egyes
szovetekben hasonld molekularis véltozasok mennek végbe az ekdizon valasz soran.
Erdemes megemliteni, hogy az ECR (ekdizon receptor), az E74B, és a BR-C bizonyos
izoformai a vedlések kozotti (intermoult) puffoknak megfeleléen aktivalédnak a harmadik
larva stadium kozepén, alacsony ekdizon szint mellett, joval korabban az E74A és E75A korali
géneknél. Ez a megfigyelés a gének eltérd ekdizon érzékenységli promotereivel hozhato
Osszefiiggésbe (Karim és mtsai, 1992).

Kiilonb6zé BR-C izoformdk elleni ellenanyagok alkalmazésaval is igazoltdk, hogy a
BR-C gén nemcsak a nyadlmirigyben, hanem a larvak egyéb szoveteiben is kifejezédik a
metamorfozis kezdetén, azonban az egyes szovetekben jelentds mértékben eltérd izoforma
eloszlast tapasztaltak (Emery és mtsai, 1994).

RT-PCR technikéaval az E78 és DHR3 korai-kés6i gének mRNS-ét ki tudtak mutatni
kiilonféle szovetekben a babozodas eldtt (Huet és mtsai, 1995). A DHR3 gén esetében
ellenanyaggal tortént festés is megerdsitette ezt az eredményt (Lam és mtsai, 1997). A DHR3
gén expresszidja az egyedfejlédés soran koveti a magas ekdizon szintekkel jellemezhetd

allapotokat (Koelle és mtsai, 1992).
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Az E75, E74 ¢és BR-C gének ekdizon indukalhaté modon a felndtt ndstények

petefészkében is kifejezddnek (Buszczak és mtsai, 1999).

1.6.4. Az ekdizon puff gének funkcidja és mutacioi

Az ekdizon valaszban szerepet jatszo gének funkcidjanak megismeréséhez nagyban
hozzéjarult mutans alléljeik vizsgalata.

A BR-C gént érinté mutansok harom komplementacios csoportot alkotnak ( br, rbp,
I(1)2Bc ), melyek egyike sem komplementalja az 6sszes BR-C izoformat eliminalé nprl null
allél letalis fenotipusat. A BR-C muténs egyedekben elébab vagy bab allapotban a szdvetek
széles skaldjan figyelhetok meg fejlddési rendellenességek (KISS és mtsai, 1978; Belyaeva és
mtsai, 1980; Belyaeva és mtsai, 1981; Fristrom és mtsai, 1981; KISS és mtsai, 1988). A BR-C
gén kozponti szerepet tolt be a metamorfozis sordn az ekdizon vélaszban résztvevd gének
szabalyozasaban (Karim és mtsai, 1993). Az E74 gén a BR-C-hez hasonldéan szamos ekdizon
altal szabalyozott gén transzkripciojat befolyasolja (Fletcher és mtsai, 1995a; Fletcher ¢és
mtsai, 1995b; Fletcher és mtsai, 1997). A két ismert izoformanak (E74A, E74B) megfeleléen
az E74 gén alléljei két komplementacids csoportba tartoznak (Burtis és mtsai, 1990), melyek
elsdsorban elébab illetve bab allapotban okoznak letalitist Az E74B mutdnsok jelentds
részében lathatd rendellenes fej kitlirddés (cryptocefalia, microcefalia), és révid deformalt
labak kialakuldsa (Burtis és mtsai, 1990; Fletcher és mtsai, 1995a). A kozép prepupalis
PFTZ-F1 gén az embrionalis fejlddés késdi szakaszaban is kifejez6dik (Lavorgna és mitsai,
1991). Null mutansai ennek megfeleléen embrid allapotban pusztulnak el (Broadus és mtsai,
1999). Egy hipomorf allél segitségével, és egy masik megkozelitéssel (indukalhaté modon
kifejeztetett dupla szala RNS technikaval) igazolni tudtdk a gén metamorfozisban betdltott
szerepét. A PFTZ-Flmutansok normadlisan bebabozodnak, majd az eldbab-bab 4talakulas
soran mutatnak fejlddési rendellenességeket. A mutans allatokban a fej kitlirddése, a labak
meghosszabbodasa, és a nyalmirigy hisztolizise gatolt. A PFTZ-F1 fehérje az un.
kompetencia faktor, melyre sziikség van az elébab-bab atmenetet biztositdo ekdizon valasz
kialakulasdhoz. Hianyaban nem indukalodnak ebben az allapotban az E74A, E75A és E93
korai gének (Broadus és mtsai, 1999; Lam ¢és mtsai, 2000). A SFTZ-F1 gén kifejezddését az
ekdizon gatolja. A BFTZ-F1 fehérje ektopikus kifejeztetése a harmadik stddium kozepén
segiti a BR-C, az E74A, az E75A és az E93 gének in vitro ekdizon indukcidjat a

nyalmirigyben. Emellett a BFTZ-F1 fehérje a sajat génjének negativ regulatora (Woodard és
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mtsai, 1994). Ellenanyag festéssel azt is kimutattak, hogy a BFTZ-F1 fehérje, tobbek kozatt,
kapcsolodik az E74, az E75 és az E93 géneknek megfelel6 nyalmirigy puffokhoz (Lavorgna
¢s mtsai, 1993). A DHR3 egy arva sejtmagi receptort kddold korai-késéi gén. A DHR3
fehérje kotddik tobb ekdizon indukalhato pufthoz (a BR-C, az E74, az E75, az E78 és a SFTZ-
F1 géneknek megfeleld puffok) a nyalmirigy orids kromoszoman. A DHR3 fehérje ektopikus
kifejeztetése a babozodas elétt, gatolja a BR-C, az E74A, az E75A és az E78 gének
transzkripcidjat, ugyanakkor indukalja a SFTZ-F1 gén kifejez6dését in vivo, valamint gatldlag
hat a BR-C, az E74A, az E75A és az E78 gének in vitro ekdizon indukcidjara is (Lam és mtsai,
1997). Tovabbi elegans kisérletekkel azt is bizonyitottak, hogy a DHR3 fehérje transzkripciot
receptor (EcR) fehérjével vald kdlcsonhatas utjan valdosul meg. Ezzel szemben a SFTZ-F1 gén
aktivalasat a DHR3 fehérje kozvetleniil végzi azaltal, hogy kapcsolodik a gén szabalyozd
egyik izoformaja az E75B kolcsonhatasba 1épve a DHR3-mal akadalyozza a fFTZ-F1 gén id6
elétti indukciojat (White és mtsai, 1997). A DHR3 null mutinsok embri6o allapotban
pusztulnak el, ami 6sszhangban van azzal, hogy a gén kifejezddik az embridnalis fejlédés
kozéps6d szakaszaban (Carney és mtsai, 1997). A DHR3 fehérjét hdsokk promoter
szabalyozasa alatt kifejeztetve, a null mutansokat menekiteni lehetett, és igy vizsgalni tudtak a
gén hidnyaban kialakul6 fenotipust a fejlédés késobbi fazisaiban, igy metamorfozis idején is.
Az utolsé larva stddiumig eljutdé mutansok zommel eldbab vagy korai bab allapotban
pusztultak el. A fej kitlirddésében €s a nyalmirigy hisztolizisében lehetett rendellenességeket
megfigyelni. A BR-C, az E74, az E75, az EcR, az E93, és a SFTZ-F1 gének kifejezodése a
mutans eldbabokban joval alacsonyabb mértékii volt, mint a vad tipust allatokban (Lam és
mtsai, 1999).

Az E93 korai puff gén a nydlmirigyben specifikusan a babozdodas utan kb. 10 o6raval
jelentkez6 ekdizon csucs hatasara irddik at. Ellentétben a BR-C, az E74 és E75 korai génekkel
nem fejezddik ki a babozodas eldtti génaktivacios hullamban (Bachrecke és mtsai, 1995) The
Drosophila E93 gene from the 93F early puff displays stage- and tissue-specific regulation by
20-hydroxyecdysone.). Az E93 fehérje szerkezete, sejtmagi lokalizacidja, és nyalmirigy orids
kromoszéma meghatarozott régioihdéz valdo kotddése alapjan nagy valdsziniiséggel
transzkripcid szabalyozo funkcidval rendelkezik. Az E93 fehérje a kdzépbélben 2 oraval a
babozddas utan, a myalmirigyben a babozodast kovetd 13. oraban, kozvetleniil az illetd szovet

hisztolizise el6tt jelenik meg. Az E93 mutansok kis mértékii ( < 12% ) embrio illetve larva
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letalitast mutatva, foként korai bab allapotban pusztulnak el a fej kitlirddést kdvetden. Az
adott fejlodési allapotnak megfeleld normalisan kialakult fej, tor és potroh jellemzd rajuk, a
larvalis nyalmirigy hisztolizise azonban nem megy végbe a mutansokban. Az ECR, BR-C,
E74, E75 gének babozddas elétti, valamint a SFTZ-F1, az EcR, és az E74B gének prepupalis
kifejez6dése normalis, ezzel szemben a BR-C, E74A, E75A korai gének és szdmos
sejthalalban szerepet jatszo gén ( rpr, hid, crg, ark, dronc ) prepupalis expresszioja gatolt az
E93 mutans nyalmirigyekben Az E93 fehérje nyalmirigyben torténd kifejeztetése megsziinteti
a nyalmirigy hisztolizis elmaraddsat a mutansokban. Ha az E93 fehérjét ektopikusan vad
tipusu allatok szarny imagod korongjaban expresszaltatjak, az imagod korong sejtek jelentds
mértékl pusztulasat lehet megfigyelni (Lee és mtsai, 2000). A felsorolt eredmények alapjan
az E93 gént a larvalis szovetek hisztoliziséhez vezetd ekdizon indukalt sejthalal fo
szabalyozodjanak tekinthetjiik.

A crooked legs (crol) és a DHR78 gének szintén fontos szerpldi az ekdizon altal
szabalyozott folyamatoknak, azonban ellentétben az eddig bemutatott génekkel, ezt a két gént
nem a nyalmirigy oriaskromoszoman megfigyelhetd ekdizon puffok alapjan azonositottak.

A crol gén harom fehérje izoformat kodol, melyek CoH. cink-ujj motivumokat
hordozo6 transzkripcios faktorok. A crol gén ekdizon indukalhaté, kifejez6dése babozodas
el6tt, és az el6bab allapot végén mutat maximalis értéket. A crol mutansok bab allapotban
pusztulnak el. A fej kitlirédésben és a ldbak megnyuldsaban mutatnak rendellenességeket. A
crol mutaciéo nem befolyasolja az ekdizon puff gének (EcR, BR-C, E74, E75, DHR3)
babozodas eldtti indukcidjat, azonban az emlitett gének, és rajtuk kiviil a SFTZ-F1 és az E93
gén prepupalis kifejezdédése gatolt a crol mutans allatokban (D'Avino és mtsai, 1998). A
DHR78 ekdizon indukalhatdé gén nagy valdszinliséggel az ekdizon altal szabélyott gén
hierarchia tetején helyezkedik el. Mutans larvainak fejlédése mar a harmadik stadiumba vald
vedlés soran aszinkronna valik, és elakad a babozodas elott. A mutansokban nem kovetkezik
be a harmadik larva stadium kozepére jellemzo6 ekdizon szabalyozott gének ( ECR, E74B, BR-
C, sgs-4, Fbp-1) bekapcsolasa, tehat a babozodasra vald felkésziilést iranyitd ekdizon valasz

sériilt (Fisk és mtsai, 1998).
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1.7. A Drorophila ekdizon receptor (ECR) gén szabalyozasa

1.7.1. Az EcR gén kifejezodése ekdizon indukalhato

Az ekdizon receptor mennyiségének meghatdrozasa radioaktivan jelolt ekdizon
agonista (ponaszteronA) kotékapacitas mérésével valt el0szor lehetségessé (Maroy €s mtsai,
1978). Kiilonboz6 fejlédési allapotokban mérve az allatok sejtkivonatanak ponaszteronA koto
képességét, az ekdizon receptor szintje csak rovid idészakokban mutatott magas értékeket,
nevezetesen, az embriod élet 14-21., az els6 larva staddium 15-19., valamint a harmadik larva
allapot 6-16. és 28-36. oraja kozott (Dedk P és mtsai, 1988). Ugy tiinik tehat, hogy a
célszovetek nem tartalmazzdk &llandéan nagy mennyiségben a receport, hanem alap
allapotban alacsony szinten van jelen, és csak rovid, meghatarozott iddszakokban emelkedik
meg a koncentracidja. Kovetkezésképpen a szovetek csak ekkor valnak hormonérzékennyé.

Ha 0Osszevetjik az  ekdizon receptor mennyiségének valtozasait a Drosophila
egyedfejlodése sordn a hormon szint valtozasaival, kiilonésen az embrid és az elsd larva
stddium esetén, azt tapasztaljuk, hogy a hormon koncentraci6 novekedése és maximalis
értékének elérése megeldzi a receptor szint emelkedését (Maroy és mtsai, 1978; Deak P ¢és
mtsai, 1988; Maroy P és mtsai, 1988). Ez a megfigyelés felveti annak lehetdségét, hogy maga
az ekdizon koncentracid ndvekedése valtja ki a receptor szint emelkedését. Kisérletesen
igazolodott, hogy az elsd és harmadik larva stadiumban ekdizon kezelés hatdsara a receptor
mennyisége gyorsan ¢€s jelentds mértékben megnd, 3-4 oOrdval a hormon addsa utan
maximumot ér el, majd fokozatosan csokken. A fehérje szintézis gatlasa megakadalyozza a
ponaszteronA ko6td kapacitas emelkedését, ami a receptor fehérje de novo szintézisét mutatja
az indukcié soran (Dedk P és mtsai, 1988). A kisérleti eredmények alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a ponaszteronA-t kotni képes receptor fehérjét kodold gén vagy
gének ekdizon-indukdlhatd modon miikddnek. A célsejtek tehat ugy érik el hormon
érzékenységiiket, hogy az ekdizon hatdsara a receptor génjiik vagy génjeik kifejezédnek,
vagyis a hormonra adott elsé valasz a receptor gének bekapcsolasa. A Drosophila ekdizon
receptor (ECR) gén molekularis azonositasa, és vizsgalata igazolni latszik ezt a feltevést.
Northern hibridizacion alapuld kisérletekben kimutattdk, hogy az ECR transzkriptumok
szintjének emelkedése szervtenyészetben, hasonloan az E74B, az E75C és a BR-C ismert

crer

mig az E74A, E75A, E75B korai ekdizon puff gének transzkripcidja csak 108 M ekdizon
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koncentracié jelenlétében indukaldodott (Karim és mtsai, 1992). Vagyis az EcR valdban a
hormonra legérzékenyebb transzkripcios egységek kozé tartozik.

Egy masik kisérletsorozatban Northern hibridizacioval vizsgaltak, az ismert ekdizon
indukalhat6 génekrdl (E74A, E74B, E75A, E75B, E75C, BR-C) képzddott transzkriptek
mennyiségének valtozasat az utolso larvastddium soran, €s azt mutattdk ki, hogy az 0sszes
vizsgalt gén mRNS-e koziil az ECR transzkriptum idében a legelsék kozott jelenik meg
(Andres és mtsai, 1993). Ugyanebben a kisérletsorozatban az is kideriilt, hogy az EcR fehérje
heterodimer partnerét koédold usp gén konstitutivan fejezodik ki a vizsgalt fejlodési
szakaszban, nem mutat kozvetlen ekdizon fiiggést.

Lényegében ugyanezek a kovetkeztetések vonhatok le egy masik vizsgalat
eredményeként is, melyben az ekdizon indukalhat6é puff-stadiumok (PS) alapjan hatdroztak
meg nyalmirigyek fejlodési allapotat, és ezekbdl kivont RNS mintdkban RT-PCR moddszerrel
allapitottak meg ismert ekdizon indukalhat6 gének mRNS-ének mennyiségét (Huet és mtsai,
1993). Az EcR transzkript mar 90 oraval a peterakas utan megjelenik (ebben a fejlodési
allapotban egy kis mértékii ekdizon szint emelkedés mutathato ki ), kb. egyidében az E74B ¢és
a BR-C Z3 izoform4javal, ezutan ndvekszik, majd a pupéarium képzés eldtt 2-3 oraval (PS7,
117-118 oraval a peterakas utdn) drdmaian lecsokken a mennyisége.

Mind a Northern hibridizaciéon, mind az RT-PCR technikan alapuld kisérletek
eredményei jol egyeznek a szteroid kotés mérések alapjan kimutatott receptor szint
valtozasokkal. Az ECR gén a hormonra legérzékenyebb ekdizon indukalhatdo gének kozé
sorolhatd. Ha az EcR-Usp heterodimer az egyetlen ekdizon kdotésért felelds receptor a
Drosophila-ban, akkor a célsejtek ekdizon érzékenységének kialakitasaban az ECR gén latszik

meghatarozonak.

1.7.2. Az EcR gén szovetspecifikus kifejezodése

Mint azt korabban emlitettiik (1.4. fejezet), az ECR génr6l harom kiilonb6z6 ekdizon
receptor izoforma képzddik (EcRA, EcRB1, és EcCRB2).

Az EcRA ¢és az EcRBI fehérjék ellen eldallitott specifikus ellenanyagokkal
megvizsgaltak a két izoforma eloszlasat vad tipust fehér babok ( a bebabozddas utani elsé 1
ora ) szoveteiben. (Talbot és mtsai, 1993). Mindkét izoforma jelenléte kimutathaté volt
minden szovetféleségben, azonban, ahol az egyik nagy mennyiségben fordult eld, ott a mésik

alacsony szinten volt jelen, és forditva. A jellegzetesen politén sejtekbdl allo larvalis szovetek
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( nyalmirigy, zsirtest, bél, epidermisz, larvalis izmok), melyek elpusztulnak a metamorfozis
soran, elsésorban az EcCRBI1 izoformat tartalmazzak, alacsony szintii ECRA jelenléte mellett.
Kivételt jelent, az ekdizon termelésért felels prothorakalis mirigy, mely forditott kifejezodést
mutat. Az imaginalis szovetek, melyekbdl a kifejlett egyed testrészei alakulnak ki a
metamorfozis soran két csoportot alkotnak. Az imagod korongok és az imaginalis gylirik az
elobél-kozEépbél és a kozépbél-utdobél hatardn, valamint a nyalmirigyek tovén az EcRA
izoformat tartalmazzak nagy mennyiségben, és az EcRB1-et alacsony szinten. A masik
csoportba tartoznak az imaginalis szigeteket alkotd sejtek a kozépbélben, és az un.
hisztoblaszt sejtek az epidermiszben, melyek az EcR B1 ellenanyaggal adtak erds festodést,
ugyanakkor EcRA ellenanyaggal nem tudtak benniik fehérjét kimutatni.

A szerzOk ezen eredmények birtokaban arra kovetkeztettek, hogy az EcR izoformak
eloszlasa hatdrozza meg azt (legalabbis részben), hogy az egyes szovetekben ekdizon hatasara
milyen fejléddési folyamat jatszodik le.

A kifejlett felnétt egyedek kozponti idegrendszerében talalhatdo egy megkozelitoleg
300 neuronbdl alld, heterogén sejt populacio, melynek sejtjei abban hasonlitanak, hogy magas
szinten expresszaljdk az EcRA izoformat. Ezek a sejtek roviddel az egyed babbdl vald
kikelése utan elpusztulnak (Robinow és mtsai, 1993). Ez a megfigyelés jo példa arra, hogy
léteznek a fejlédés soran azonos sorssal bird sejtek, melyek egy bizonyos EcR izoformat
tartalmaznak. Elképzelhet6, hogy ezen sejtek adott idoben torténd pusztuldsa az EcRA
izoforma kozremiikodésével valosul meg.

Az adult néstények petefészkében tanulmanyozva az EcR izoformak eléfordulasat, a
larvalis szovetekkel ellentétben, nem tudtak izoforma specifikus ekdizon receptor eloszlast
kimutatni. Az ECRA ¢és az EcCRB1 izoformék egyszerre vannak jelen a petekamra mindkét sejt
tipusaban, a peteérés minden stddiuméban (Carney és mtsai, 2000; Buszczak és mtsai, 1999).

Ebben az esetben tehat, gy tlinik, nem beszélhetiink az egyes EcR izoformak elkiiloniilt

crer

1.8. ECR mutansok és az ECR izoformak funkcioja a Drosophila-ban

Michael Bender és munkatarsai molekularisan nagyon alaposan tanulmanyozott ECR

mutansok listajat kozolték 1997-ben (Bender és mtsai, 1997). A kozlemény 28 EMS indukalt

EcR allélrdl szamol be. Koziililk 19-ben bazispar pontossaggal meghataroztdk a mutacid
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crer

elsdsorban nukleotid cserék, vagy egy kis résziik rovid delécio.

A mutansok fenotipusa minden esetben letalis. A letalis fazisuk alapjdn harom
fenotipus osztalyba sorolhatok. Embrid vagy elsé larva stadium letdlisok (20 db), nem
babozddo vagy harmadik larva stadium végi letalisok (6 db), és elobab letalisok (2 db).

A korai letdls csoport tagjaiban a mutaciéo kovetkeztében 1étrejott nukleotid sorrend
mukodésképtelenné teszik. Azok az allélek, melyekrdl olyan csonka fehérje képzddik, ahol a
DNS ¢és/vagy a ligand koté domén nagy része hianyzik, amorf alléleknek tekintheték. Ezek
hemizig6tai foleg az embrionalis fejlédés végen, és néhany szazalékban kozvetleniil a petébol
valé kikelés utan pusztulnak el. Az elpusztult embridk kutikuldja normalis, csupan a has
oldalon talalhaté horog sorokban 1évé fogak szama és mérete mutat bizonyos mértékii
csOkkenést.
mutaciot, azonban vagy a nem babozdodd, vagy az eldbab letalis csoportba tartoznak. Ezek
nyilvanval6éan hipomorf EcR allélek.

Két fiiggetlen ECRB1 izoforma specifikus mutanst azonositottak. Mindkét esetben
kizardlag a Bl izoforma kialakitdsdban résztvevd exon teriiletén keletkezett egy-egy stop
kodon a mutécié eredményeként, és a masik két izoforma érintetlen maradt. Fenotipusuk
alapjan ezek az allélek a nem baboz6do csoportba taroznak.

Egy masik kisérleti megkozelités eredményeként mindkét ECRB izoforméat eliminalo,
de az ECcRA-t nem érintd alléleket allitottak eld (Schubiger és mtsai, 1998). Az EcRB
kiugrasra szelektalva deléciokat hoztak 1étre, melyek eltavolitottdk a szabalyoz6 régid egy
részét, és az elsé B izoforma specifikus exont. Ezek az allélek, ellentétben az ECRB1
specifikus allélekkel, jelentds mértékii letalitdst mutatnak a larvalis vedlések soran. Az elsd
vagy a masodik stadiumban megrekedt larvakban jellegzetes dupla szajhorog fenotipus
figyelheté meg, amikor is az elsé és masodik, vagy a masodik és harmadik larva stadiumra
jellemzd széjszerv egyszerre jelen van az allatokban, mutatva, hogy a vedlés elkezdddott, de
nem tudott tokéletesen végbemenni.

Tong-Ruei Li és Michael Bender az egyik ECR amorf allél hemizigbta muténsait
menekitették transzgenikus allatokban héindukéalhatdé modon kifejeztetve az ECR izoformakat
(Li és mtsai, 2000). Az els6é larva stadiumba atsegitett larvak fejlodése elakadt a stadium

végén, ha nem alkalmaztak tovabbi hdsokkot. Nagy tobbségiikk mutatta a dupla szajhorog
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fenotipust. Ugyanezt tapasztaltak a masodik stadiumban is. A harmadik stadiumba menekitett
larvak normalisan fejlodtek a stadium elején, azonban a vandorld allapotot (normalisan kb.
24-36 oraval a vedlés utan) mar joval késobb érték el (48-72 éraval a vedlés utan) mint a vad
tipusu kontroll, majd babozodas nélkiil elpusztultak. Annak ellenére, hogy az emlitett
mutansokban EcR fehérjét nem lehetett kimutatni, elindultak benniik (majd réviddel ezutan
elakadtak) olyan valtozasok, amiket kozvetleniil az ekdizon hatassal szoktak Osszefiiggésbe
hozni, igy pl. a vakbelek rovidiilése, és az imagd korongok Kkitlirddése. Ez taldn abbol
adoédhat, hogy az alkalmazott héindukélhatdo promoter hésokk nélkiil is biztosit minimalis
atirast. Ennek eredményeként keletkezhetett a kimutathatdsag szintje alatti mennyiségben
EcR fehérje, és ez eredményezhette az emlitett szovetek ekdizon érzékenységét.

Az eddig bemutatott mutansok vizsgalata egyértelmiien mutatja az ECR izoformak
részvételét az embriondlis fejlddés, a larvalis vedlések, és a babozodéas szabalyozasdban,
ugyanakkor ezen allélek nem adtak lehetdséget arra, hogy az egyedfejlédés késdbbi
szakaszaiban nyerjiink betekintést azokba a folyamatokba, melyekben az ECR gén szerepet
jatszik. A kovetkezd részben két olyan kdzlemény eredményeit mutatom be, ahol hipomorf,
adult fejlodési allapotokban kaptak informaciot.

D’Avino ¢és munkatarsai egy hipomorf P-inszercios ECR allélt hasznaltak
kisérleteikben. Erre az allélra homozigéta egyedek kb. 30%-ban életképes adultokka
fejlddnek, mig a fennmaradd 70%-uk farat adult allapotban pusztul el. A kifejlett mutansok
gyakran mutatnak a szarnyakon megfigyelhetd fejlddési rendellenességet. A vizsgalatok
eredményeként beigazolodott, hogy az ECR gén részt vesz a metamorfozis soran a Drosophila
szarny morfogenezisében oly mddon, hogy az integrin gének szabalyozéasan keresztiil a
sejtadhéziot befolyasolja (D'Avino ¢és mitsai, 2000). HOmérséklet érzékeny muténs allél
felhasznalasaval az ECR gén oogenezisben vald részvételét is sikeriilt igazolni (Carney és
segitségével homeérséklet-fiiggden egyszerre inaktivalhatjuk mindharom izoformat a
mutansokban. A szerzdk kimutattak, hogy az adult petefészekben mind a follikularis sejtek,
mind a dajka sejtek expresszaljak az ECRA és az ECRB1 izoformat is az oogenezis minden
stadiumdban. Restriktiv hdmérsékleten a mutdns ndstények lerakott petéinek szama erdsen
lecsokkent, mig a himek fertilitdsat tekintve nem volt észlelhetd kiilonbség. A mutans
ovarioldakban jellemzden csokkent a 8. és 9. stadiumt petekamrik szama, mig feltiinéen sok
14. stadiumban levd, érett petét tartalmazod petekamrat talaltak. Gyakran harom 14. stadiumu

petekamra is talalhatod egyszerre az ovaridla poszterior végén, melyek érett petéit, ugy tiinik,
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képtelen lerakni a ndstény. Ezen kiviil abnormalis 8. és 9. stadiumu petekamrak is gyakoriak,
melyekben vagy a follikularis, vagy a dajka sejtek, vagy mindkettd szama, illetve mérete
csokkent. A yolk protein szintézis kis mértékii csokkenése is jellemzd a mutans ndstényekre.

Csiravonal mozaik analizisben az ECR null allélre homozigota ovariumokban a 6.-7.
stadiumban megrekedt petekamrakat talaltak, ami szintén arra utal, hogy az EcR fehérjére
szlikség van az oogenezis ezen szakaszaban (Buszczak és mtsai, 1999).

Az EcR mutansokkal kapcsolatos eredmények tobb érdekes problémat vetnek fol. Az a
tény, hogy mindharom ECR izoforma inaktivalasa embrio letalitdst eredményez, mig csak az
EcRB1, vagy egyiitt mind a két ECRB izoformat érintd mutaciok nem okoznak zavart az
embrionalis fejlddésben, formalis logika alapjan azt valoszinisiti, hogy az ECRA izoforma
lenne a felelds az embrid allapotban miikodé ekdizon szabalyozott folyamatok iranyitasaért.
Azonban egy masik lehetséges magyardzat is létezik, miszerint az embriondlis idészakban az
egyes EcR izoformdk helyettesiteni tudjdk egymast funkcidjukban, igy csak mind a harom
izoforma egylittes hidnya esetén valnak mikodésképtelenné az ekdizon éltal szabalyozott
folyamatok, ¢s kovetkezik be a letalitas.

Az EcR mutansok segitségével bepillantist nyerhetiink az ECR izoformak larvalis
vedlések soran betoltott szerepébe is. Abban az esetben, amikor ECR amorf mutiansokat
segitettek at az embrid allapotbol az elsé larva stadiumba ECR izoformak hdéindukalt
kifejeztetetésével, majd a tovabbi menekitést megsziintették, minden larva fejlédése
megrekedt a stadium végén (Li és mtsai, 2000), szemben az ECRB1-B2 k6z6s mutansokkal,
melyek egy része (8-60% alléltol fiiggben) képes volt normaélisan vedleni, és atjutni a
kovetkez6 larva stadiumba (Schubiger és mtsai, 1998). Az ECRB1 mutansok féként nem
babozddd fenotipust mutatnak, azonban egy résziik (28%) szintén elpusztul az elsé vagy a
masodik larva stadiumban (Bender és mtsai, 1997). ECRA és ECRB2 mutans fenotipusok
hidnydban az embrionalis fejlddéshez hasonloan a larvalis vedlések kapcsan sem alkothatunk
megallapitas leszogezhetd:

1. Az embriondlis fejlddéssel ellentétben, 6nmagaban egyik ECR izoforma sem képes telejes
mértékben ellatni a larvalis vedlésekhez sziikséges ekdizon receptor funkciot.

2. Valoszinlileg egyik ECR izoforméanak sincs kizardlagos szerepe a vedlések
szabalyozasaban, mivel csak abban az esetben gatolt teljes mértékben a vedlés, ha

mindhérom izoforma hianyzik.
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3. A kiilonb6z6 ECR izoformaknak nagy valdsziniiséggel nincs specifikus szerepe a larvalis
vedlések soran, hanem egymast kiegészitve miikodnek. Az EcR fehérje 6ssz mennyisége

tlinik meghatdrozonak.

Az ECR izoformak eltér6 szoveti kifejez6dése alapjan William S.Talbot és munkatarsai
arra kovetkeztettek, hogy a metamorfozis idészakaban az egyes izoformak 6nallo, elkiiloniilt
funkcioval rendelkeznek, €s az adott szovet sorsat a metamorfozis sordn az szabja meg, hogy
melyik ECR izoforma fejez6dik ki benne nagy mennyiségben (Talbot és mtsai, 1993). Michael
Bender és szerzotarsai ennek a feltevésnek megfelelve probaltdk az ECR Bl mutansok
fenotipusat értelmezni (Bender és mtsai, 1997). A mutansok a babozddas eldtt pusztulnak el,
azonban pl. a 1lab imagokorongok elkezdenek benniik kitlirddni (Az imagd korongok
kitlirddése in vitro szdvet kulturdban ekdizon kezeléssel kivalthatd), de a fejlédésiik megall
ebben az éllapotban. Az imagd korongokban EcRA izoforma taldlhaté nagy mennyiségben,
igy az ECRB1 mutansban a lab diszkusz kitlirédését, az EcRA izoforma meglétével
magyaraztak. Megvizsgalva az elsésorban EcRB1 izoformat tartalmaz6 szdvetek (a kozépbél
politén larvalis sejtjei, az imaginalis szigetek diploid sejtjei, valamint az epidermiszben
taladlhat6 hisztoblaszt sejtek) viselkedését a B1 mutdnsokban azt tapasztaltdk, hogy benniik
szintén elindulnak azok a valtozasok, melyek a babozodas idején normalisan lezajlanak,
azonban ezek a folyamatok roviddel ezutan megrekednek. A szerzok, ragaszkodva ahhoz a
prekoncepcidhoz, hogy az ECR izoformak specifikus funkcioval rendelkeznek, Ugy
interpretaltak ezt az eredményt, hogy ezekben a szdvetekben az EcCRB1 izoforma hianyaban
nem mennek végbe a babozodas idején lejatszodo ekdizon éltal szabalyozott események.

A kozleményben szerepld kisérleti eredményeket, a szerzOkkel ellentétben, ugy is
értelmezhetjiik, hogy mindkét szovetféleségben elkezdddnek az adott fejlddési allapotra
jellemzd valtozasok, de ezek egy bizonyos id6n beliil elakadnak. Tehat nem latszik teljesen
megalapozottnak az a feltételezés, hogy a szovetek ekdizonra adott valaszat, vagyis a sorsat a
metamorfozis soran, az altaluk nagy mennyiségben kifejezett ECR izoforma hatdroznd meg.

Egy masik ellentmondd értelmezésrdl is szeretnék szdlni, mely szintén az ECR
izoformék kizardlagos, vagy egymast helyettesitd funkcidja koriili bizonytalansagot veti fel.
Az EcRB1 mutidnsokat menekitve olyan transzgenikus konstrukciokkal, melyek hdsokk
indukalhat6 promoter szabalyozasa alatt tartalmaztak a kiilonb6z6 ECR izoformak cDNS-eit,
azt tapasztaltdk, hogy mindharom izoforma kifejeztetése képes volt kifejlett allapotig
menekiteni a mutansokat (Bender és mtsai, 1997). A nyalmirigy o6ridaskromoszéman ekdizon

hatasara megjelend puff-okat analizdlva azonban, bizonyos puffok esetében kiilonbséget
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lehetett megfigyelni az egyes izoformékkal tortént menekités esetén, vagyis a harom EcCR
izoforma eltérd mértékben allitotta helyre az illetd puff méretét. Az ellentmondast a szerzok
azzal oldjék fel, hogy valdjaban nem zarhat6 ki teljesen bizonyos mértékii atfedés az egyes
EcR izoformak funkcidjaban, és a nem vart sikeres menekitéseket az ¢életképesség
tekintetében az magyarazna, hogy a kisérletek soran minden szovetben folyamatosan nagy
mennyiségben fejeztették ki az egyes izoformdkat. Az ekdizon indukalta 6ridskromoszdéma
puffok vizsgalata alapjan (mely szerintiik finomabb betekintést nyujtva, hitelesebben tiikrozi
az EcR izoformak miikddését) azonban azt gondoljak, hogy a valdsagos helyzetben az EcCR
izoformak funkcionalis kiillonb6zosége mégiscsak fontos tényezo.

Az a kisérlet sorozat, melyben mindharom ECR izoforméat kiejtd amorf mutansokat
menekitettek a kiilonb6zé ECR izoformak kifejeztetésével, szintén azt mutatja, hogy az EcR
izoformak képesek egymast kolcsondsen helyettesitve mitkodni (Li és mtsai, 2000). Ebben az
esetben is mindharom izoforma hatékonynak bizonyult, és kozel azonos mértékben (az ECRB2
és az ECRA izoformak 100%-ban, az ECRB1 83%-ban) menekitette az embrio letalitast az els6
stddiumos larva allapotig. A masodik larva stddiumbdl a harmadikba torténd atmenetet az
ECRA ¢és az ECRB1 kb. négyszer kisebb hatékonysaggal segitette mint az ECRB2.

Jean-Francois Mouillet és szerzdtdrsai eredményeik alapjan az ECR izoformak
elkiiloniilt szerepét hangsulyozzdk (Mouillet és mtsai, 2001). HeLa sejtkultiraban a
kiilonb6zé ECR izoformdk jelenlétében ekdizonnal indukalhato riporter gén kifejezddését
mérve jelentds kiilonbséget tapasztaltak az egyes izoformak tekintetében. Kimutattak tovabba,
hogy az EcRA izoforma A/B doménja (Az egyes ECR izoformak csupan az N-terminalis A/B
doménben kiilonboznek egymastol) génkifejezddés gatld funkcidval rendelkezik, szemben a
két ECRB izoforma aktivalo szereppel bird A/B doménjével.

Pier Paolo D’Avino és Carl S. Thummel egy P{lacW} inszercios ECR mutans
elem ezen transzkriptumok csokkent mértékii kifejezddését okozza, és meglepd mddon teljes
egészében megakadalyozza az ECRA izoforma kifejez6dését (D'Avino és mtsai, 2000). A
mutacid fenotipusa 70%-os farat adult letalitds, 30%-ban kifejlett adult egyedek kialakulasa
mellett. Ez az eredmény nagy mértékben alddssa azt az elméletet, miszerint az imagé
korongok fejlédését a megfeleld adult képletekké az hataroznd meg, hogy benniik a
metamorfozis kezdetén az EcCRA fehérje van jelen nagy mennyiségben, hiszen ezen mutans
esetében az EcRA izoforma hidnydban is kifejlett felndtt egyedek johetnek létre. Az ECRA
izoforma kizardlagos szerepe az embrionalis fejlodés soran szintén nem latszik

megalapozottnak, mivel az emlitett mutdns nem mutat semmi nemi embrid letalitast.
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A felsorolt példdk alapjan lathaté tehat, hogy az ECR izoformak szerepével
kapcsolatban mindmaig egymasnak ellentmond6 kisérleti eredmények ¢&s értelmezések
léteznek. A kozelmult eredményei alapjan azonban tobb erds bizonyiték szol amellett, hogy
az EcR izoformak egymast helyettesiteni tudjak a fejlédés soran. ECRB2 és ECRA specifikus
mutansok jelenleg még nem ismertek. Ilyen allélek azonositasa sokat segitene abban, hogy az

EcR izoformak egymast helyettesitd képességének mértékérdl pontosabb képet alkothassunk.
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2. CELKITUZES

1. Az EcR gén nagy mérete ¢és bonyolult szerkezete felkeltette benniink a gyanut, hogy az
eddig ismert harom ECR izoformén kiviil tovabbi izoformdk is létezhetnek. A kérdés
megvalaszolasara azt a stratégiat valasztottuk, hogy a Berkeley Drosophila Genom Project
(BDGP) altal Iétrehozott EST gylijteményben azonositjuk az ECR gén teriiletére es6 EST-
ket, majd keresiink kozottiik olyanokat, melyek nem felelnek meg egyik eddig ismert ECR
izoformdnak sem. Az RT-PCR modszer Ilehetdséget kinalt szdmunkra, hogy
megvizsgaljuk az esetleg felbukkand 0j ECR izoformak kifejez6dését a Drosophila
egyedfejlédése soran, majd ezt Osszevetve a korabbrol ismert izoformak kifejez6dési

mintazataval kovetkeztethessilink az 0j izoforma funkciojara.

2. Kisérleteink masik részében 1j ECR mutansok azonositasat tliztiik ki célul, egyrészt letalis
P-inszercidos mutans gyijtemény szlirésével, masrészt a Drosophila adatbazisokbol
kikeresve az ECR gén teriiletére lokalizalt ismert beépiilési helyii P-inszerciokat. A P-
inszerciok helyzete alapjan, valamint a mutdnsokat RT-PCR és Western blot technikaval
analizalva kivantuk eldonteni, hogy egy adott mutacié mely ECR izoforma vagy izoformak
miikodését befolydsolja. Végeredményképpen az altalunk azonositott mutansok fenotipus
vizsgalata alapjan kivantunk 0 adatokkal hozzajarulni az ECR izoformak szerepének

tisztazasahoz.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Molekularis modszerek

3.1.1. Plazmid menekités a letalis P-inszercios ECR mutansokbol

3.1.1.1. Genomikus DNS izolalas

100 db (kb.100mg) EcR/BcGla genotipust adult legyet dérzsmozsarban folyékony
nitrogénben homogenizaltunk. 2 ml jéghideg lizis puffert (100 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, 50 mM EDTA, 0,15 mM spermin, 0,5 mM spermidin) adtunk hozz4, majd folytattuk a
homogenizalast néhany percig. A még fagyott homogenizatumot spatula segitségével atvittiik
oldatbol) adtunk hozza, Ovatosan Osszekevertik, és 2 oran at inkubaltuk 37 °C-on.
Extrahaltuk 2 ml ekvilibralt fenollal (pH=S8) 2 percig le-fel forgatva a csdvet. Centrifugaltuk
(2500rpm, 3 perc). Levagott végi pipetta heggyel (hogy a DNS-t minél kevésbé torjiik)
atvittiik a felsd, vizes fazist 4j csdbe. Extrahaltuk kétszer 2 ml fenol / kloroform / izoamil-
alkohol (25:24:1) eleggyel. A fels6 vizes fazist extrahaltuk 2 ml kloroform / izoamil-alkohol
(24:1) eleggyel. A felso vizes fazist 0j cs6be vittiik, majd 0,1 térfogat 3 M-0S Na-acetatot
(pH=5,2) adtunk hozza, és kicsaptuk a DNS-t 2 térfogat 96%-0s etanollal 15 percig szoba
homérsékleten. Centrifugaltuk (7000 rpm, 10perc). Beszaritottuk a csapadékot, majd
feloldottuk 400pl TE-ben (pH=8). Atvittiik az oldatot egy 1,5 ml- es steril eppendorf csébe. 8
ul RN-azt (10 mg/ml koncentracioji torzs oldatbol) adtunk hozza, majd inkubaltuk 37 °C-on
30 percig. Extrahaltuk kétszer 400ul fenol / kloroform / izoamil alkohol (25:24:1) eleggyel,
majd egyszer 400ul kloroform / izoamil-alkohol (24:1) eleggyel. A fels6, vizes fazist 0j
csObe vittilk, majd 0,1 térfogat 3 M-0s Na-acetatot adtunk hozza, és kicsaptuk a DNS-t 2
térfogat 96%-os etanollal. A csapadékot mostuk 0,5 ml 70%-os etanollal, majd beszaritas utan

feloldottuk 100ul TE-ben (pH=8), és —20 °C-on taroltuk.
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3.1.1.2. A genomikus DNS emésztése, ligalasa, transzformélasa

10 pl genomikus DNS-t emésztettiink 50 ul térfogatii reakcidelegyben 20 U EcoRI
enzimmel (Fermentas) 37 °C-on ejszakan at. 65 °C-on 10 percig inkubalva inaktivaltuk az
az elegyhez a DNS-t kicsaptuk —20 °C-on 30 percig. A csapadékot 70 %-0s alkohollal tortént
mosas ¢és szaritas utan 20 ul vizben vettiik fel. 8 ul emésztett DNS-t agar6z gélelektoforézissel
ellendriztiink.

A fennmarado 12 ul emésztett DNS-t 200 ul térfogatban ligaltuk 10 U T4 DNS ligaz
enzimmel (Fermentas) 16 °C-on ¢éjszakan at.

20 pl ligalt DNS-t transzformaltunk 200ul Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene)
kompetens sejtbe. A menekitett plazmidokat 50 pg/ml koncentracioban Ampicillin-t

tartalmaz6é LB-taptalajon szelektaltuk.

3.1.1.3. Plazmid DNS izolalas

A transzformalas eredményeként kapott telepekbdl plazmid DNS-t alkalikus lizis
modszerrel izolaltunk (Maniatis, T., Sambrook, J., and Fritsch, E. F., 1989). A plazmid DNS-
eket restrikcids enzimekkel tortént hasitassal ellendriztiik (az enzimeket gyartd cég utmutatasa

szerint).

3.1.1.4. Kompetens baktérium sejtek készitése

2ml LB-ben éjszakan at novesztett XL1-Blue E. coli tenyészettel beoltottunk 100ml
SOB téapoldatot 1literes lombikban.
ODsoo = 0,6-ig novesztettiik 18°C-on ( kb.24-28 6ra ). Felnovesztés utan 10 percig inkubaltuk
jégen. Lecentrifugaltuk a sejteket (3000 rpm, 10 perc, 4°C). A sejteket 32ml TB oldatban
(vizben feloldunk 10 mM Pipes-t, 15 mM CaClz.-ot, 250 mM KCl-ot, majd a pH-t KOH-dal
6,7-re allitva, feloldunk benne 55 mM MnClz-ot, és sterilre sziirjiikk.) finoman
felszuszpendaltuk. 10 percig jégen inkubaltuk, majd lecentrifugéaltuk (3000 rpm, 10 perc, 4
°C). A sejteket 8 ml TB oldatban finoman felszuszpendaltuk. 7% DMSO-t adtunk hozza

cseppenként, razogatva, majd 10 percig jégen inkubaltuk. A kompetens sejteket 200 pl-enként
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steril eppendorf csdvekbe szétosztottuk, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és —70 °C-on
taroltuk.
transzformaciobdl kinovo telepek szédma alapjan hatdroztuk meg. A transzformacios

gyakorisag altalaban 105-107 transzformans telep/ug DNS volt.

3.1.2. P-inszerciok helyzetének térképezése Southern hibridizaciéval

Southern hibridizaciot digoxigenin jeldlt DNS probéakkal végeztiik, melyhez DIG DNS
jelold és DIG nukleinsav detektalo (NBT/BCIP) kitet (Boehringer GmbH) hasznaltunk. A
probak jelolését, a transzfert, a hibridizaciot és a detektalast a gyartok altal javasolt
kortilmények kozott hajtottuk végre.

A plazmid menekitéssel nyert plazmidokat EcoRI és HindIIl enzimekkel egyiitt
emésztettiik, a fragmenteket 1 %-os agardz gélben elvalasztottuk, pozitivan toltdtt nylon
membranra (Boehringer GmbH) transzferaltuk, majd Southern hibridizacioval vizsgaltuk a
2.1,a3.9.1,a2.2,a2.10, az 5-14, az 5-7, az 5-9, a DHR42, és a 3-4 jelzésti A fagok (Talbot és
mtsai, 1993) digoxigenin jelolt DNS probaival.

3.1.3. P-inszerciok helyzetének térképezése PCR-rel

Mivel nem ismertiik a P{lacW} inszerciok ECR exonoktol mért tavolsagat, hossza PCR
termékek felsokszorozasat lehetdvé tevd koriilményeket allitottunk be, mellyel 9 kb méret
tartomanyig tudtunk sikeres amplifikaciot végrehajtani. A reakciokhoz 25 bp hosszlisagl 65
°C-nal magasabb anneling hémérsékleten miik6d6 primereket hasznaltunk. A denaturaciot 94
°C-on végeztiik 20 masodpercig. A hibridizaciot és a polimerizaciot egy 1épésben 68 °C-on 10
percig végeztiik. 35 ciklust hajtottunk végre. A reakciokat S0ul-es térfogatban hajtottuk végre.
A reakcio elegy Osszetétele 25 mM Tris-HCI (pH=9), 50 mM K-acetat, 0,2 mM dNTP-t,
20mM MgCly, 8 % glicerin, 1 % DMSO, 0,2 uM P{lacW} specifikus primer, 0,2 uM EcR
specifikus primer, 0,1 pg/reakcid izolalt genomikus DNS templat, 5 U Taq polimeraz
(ZENON Biotechnologiai Kft) volt.
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A kisérletekben hasznalt primerek:

primer7 (P{lacW} elem 5’ vége): aacctttcctctcaacaagcaaacg
primer8 (P{lacW} elem 3’ vége): ttggatgtgtgcatagacctaatgg
primer9 (ECRB1 els6 exon 5’ vége): taaacgctcaaactcaccacactgg
primer10 (ECRBL1 els6 exon 3’ vége): gcgcgagtgagtgagggatttgtge

primerll (EcCRB1 masodik exon 5’ vége): tcctctgttgctttacgaagcetcgg
primerl2 (ECRB1 masodik exon 3’ vége): tcgctggactcgcacgactattgeg

3.1.4. Western blot

A P-inszerciés ECR mutansokban western blot-tal vizsgaltuk az EcRA ¢és az EcRBI1
fehérjék jelenlétét. A letalis P-inszercios allélek esetében ECRP/Df(2R)nap-2 genotipust
harmadik stadiumos (L3) vandorlé larvakat vizsgaltunk. Kontrolnak Df(2R)nap-2/+(OreR)
genotipusu L3  vandorlo allatokat hasznaltunk. Az 1(2)06410 allél esetében
1(2)06410/Df(2R)nap-2 genotipust, az EP(2)2509 allél esetében EP(2)2509/EP(2)2509
genotipustt vandorlé L3 és adult ndstény allatokat vizsgaltunk. Ezekhez a kisérletekhez
kontrollként rendre Df(2R)nap-2/+(OreR) és +(0OreR)/+(0OreR) L3 vandorl6 larvakat és adult
ndstényeket hasznaltunk.

A fehérje preparatumok készitéséhez egy 1,5 ml-es eppendorf csében 10 db larvat
vagy adult néstényt 100 ul minta pufferben (0,125 M Tris-HCI pH=6,8, 4 % SDS, 20 %
glicerin, 5 % 2-merkapto-etanol, 0,005 % bromfenolkék) 5 percig forraltuk, homogenizaltuk,
majd 4jboli 5 perc forralas utan lecentrifugalva (2 perc 12000 rpm) a tiszta oldatot 0ij csdbe
vittiik. Az igy elkészitett mintakat —70 °C-on taroltuk.

Az SDS-PAGE-hez  X-cell mini-cell (NOVEX) futtato- és blottolo-egységet
hasznaltunk. A fehérje mintdk futtatasat, a Comassi-festését, és a blottolast a gyartok altal
ajanlott koriilmények kozott végeztikk. A blottolashoz Hybond-P PVDF membrant
(Amersham) hasznaltunk.

A mintakbol 2-2 ul-t megfuttatva Comassi-festéssel ellendriztiik az egyes mintak
fehérje mennyiségét. Sziikség esetén korrigaltuk a western blot kisérletekhez hasznalt minta

térfogatokat, hogy az egyes mintdkbdl azonos mennyiségii fehérjét vizsgaljunk.
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Az egyes mintakbol altalaban 10-10 pl-t (1db L3 larvanak vagy adultnak megfeleld
mennyiség) szeparaltunk SDS-PAGE-vel 8 %-os gélben, majd a fehérjéket PVDF membranra
transzferaltuk.

A membrant ezutan deszt. vizzel mostuk 1 percig, majd blokkoltuk 5 % sovany tejport
tartalmazé TBST oldatban ( 10 mM Tris-HCI pH=8, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20 ) 30
percig 37°C-on. A 15Gla azonositoji EcCRA specifikus ellenanyagot (Talbot és mtsai, 1993)
50-szeresére, az AD4.4 azonositoji EcRBI1 specifikus ellenanyagot (Talbot és mtsai, 1993)
20-szorosara higitottuk 5 % tejpor-TBST oldatban, és ebben inkubaltuk a membrant 4 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten. Ezutan oblitettiik haromszor, majd mostuk egyszer 15 percig,
¢s kétszer 5 percig TBST-vel szobahdémérsékleten. Inkubaltuk a membrant
szobahOmérsékleten 1 oran keresztiil szintén 5% tejpor-TBST oldatban 2000-szeresére
higitott, peroxidazzal kapcsolt nyul anti-egér masodlagos ellenanyaggal (DAKO). A
membrant haromszor oblitettiik, majd egyszer 15 percig és haromszor 5 percig mostuk TBST
oldatban. A detektalashoz a membrant 10 percig inkubaltuk SuperSignal kemilumineszcens
szubsztrat (PIERCE) oldatban, majd zsugorfolidba csomagolva, autoradiografald kazettdban

rontgen filmet helyeztiink ra. A filmet 5-30 perc exponalas utan hivtuk eld.

3.1.5. RT-PCR

Az EcR izoformak kifejezédését az egyedfejlédés kiillonbozd stddiumaiban, illetve az
altalunk azonositott P-inszercidos ECR mutansokban RT-PCR moédszerrel vizsgaltuk.

Total RNS izolalast Trizol (GIBCO BRL) reagenssel, a gyartok Utmutatasa alapjan
végeztiik 10-10 mg szovetbdl kiindulva.

cDNS szintézishez 5 pg totdl RNS-t hasznaltunk. Az 5 ug RNS-t Spl 50pg/ml
az elegyet dH>O-val 10ul-re egészitettik ki. Ezutdn 70 °C-os vizfiirdében inkubaltuk 10
percig, majd 5 percre jégre raktuk. Osszemértiink egy masik eppendorf csében 4ul 5x
koncentracioju puffert (SIGMA), 1ul 10mM koncentraciéja dANTP keveréket (SIGMA), 2 ul
0,1 M koncentraciojuo DTT-t, 0,5 pul RN-az inhibitort (Amersham Pharmacia Biotech), 1ul
200U/l koncentraciojt M-MLV Reverse Transzkriptazt (SIGMA) és 1,5ul dH20-t, és ehhez
adtuk hozza az RNS-t és a primert tartalmazo keveréket. A mintat ezutan 37 °C-on 1 6raig
inkubaltuk, majd 5 percig 70 °C-on inaktivaltuk a reverz transzkriptiz enzimet. Az igy

elkésziilt egyszalu cDNS preparatumot —20 °C-on taroltuk.
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A PCR reakcidkat 25 ul térfogatban hajtottuk végre a kovetkezd komponensek

........

rrrrrrrr

(Fermentas), templat cDNS.

A PCR program minden primer par esetében ugyanaz volt, mely a kovetkezo 1épésekbdl allt:
1. 95 °C-on 5 perc, 2. 95 °C-on 30 masodperc, 3. 55 °C-on 30 masodperc, 4. 72 °C-on 1 perc,
2.-4. 1épések 30 x ismételve, 5. 72 °C-on 5 perc.

A reakcidelegyekbdl 15 pl-t futtattunk meg 1,5 %-os agar6z gélen.

fehérje génre specifikus primerparral (L17AF-L17AR) egymashoz igazitottuk. A mintakat
addig higitottuk, mig a cDNS mennyiség felére csokkentése lathatoan kevesebb PCR terméket
eredményezett, és ebben a koncentracié tartomanyban ugy valasztottuk meg a PCR
reakciokhoz haszndlt templdt mennyiségeket, hogy az egyes mintdk kb. azonos intenzitasu
terméket adjanak. Ezutdn minden maés primer parral végzett kisérletben megtartottuk a

templat mennyiségek ily mddon bedllitott egymashoz viszonyitott aranyat.

A kisérletekben alkalmazott primerek:

primerl (ECRA els6 exonjaban el6refelé): cgcaaatacagagtgtcaaa
primer2 (ECRA harmadik exonjaban visszafelé): tttgccggtaggactgtaag
primer3 (ECRC masodik exonjaban elérefelé): actgtggggcaaaactgtg
primer4 (EcCRB1 masodik exonjaban eldrefelé): gggaatgggtattcttcacc
primer5 (els6 kozos ECR exonban visszafelé): aaccaggcacagctcctctt
primer6 (ECRB els6 exonban elérefelé): gcccatggatacttgtggat
primerl3 (ECRA masodik exonjaban elérefelé): gcagcaaccacaacttccaa
primer14 (miniwhite harmadik exonjaban visszafelé): gtgtgctgacatttgctga
primerl5 (EcRA mésodik exonban eldrefelé): ggataaactaaggccgacac
L17AF (rpL17A gén masodik exonjaban elérefelé): gtgatgaactgtgccgacaa
L17AR (rpL17A gén harmadik exonjaban visszafelé): ccttcatttcgececttgttg
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3.1.6. DNS nukleotid sorrend meghatarozas

A DNS bazissorrend meghatarozast az MTA SZBK DNS szekvenalod szolgaltatd
egysége végezte. Templatként kettés szalu Plazmid DNS-t vagy gélbdl tisztitott PCR
fragmentet hasznaltak.

A plazmid DNS preparatumokat JETSTAR plazmid izolalo kittel (Genomed GmbH)
allitottunk eld.

A PCR fragmentek izolaldsit DEAE cellul6z membranra torténd elektroforézissel

végeztiik (Maniatis, T., Sambrook, J., and Fritsch, E. F., 1989).

3.2. Citolégiai modszerek

3.2.1. Larvalis nyalmirigy oriaskromoszoma in situ hibridizacio

A P-elemek helyzetét a letalis P(Torok és mtsai, 1993)-inszercids EcR allélekben
oridskromoszéma in situ hibridizacioval vizsgaltuk. Hibridizacios probanak digoxigenin
jelolt pP{lacW} plazmid DNS-t (Bier és mtsai, 1989) hasznaltunk. A préba készitéshez, és a
hibridizacids jel detektalasdhoz DIG DNS jelold és DIG nukleinsav detektalo (NBT/BCIP)
kitet (Boehringer GmbH, Németorszag) hasznaltunk.

3.2.1.1. Kromoszomapreparatum készités

Jol taplalt ECRP/BcGla vandorld 3. stadiumos larvak nyalmirigyét 0.7 %-0s NaCl
oldatban kiboncoltuk, majd 45 %-os ecetsavba meritettiik 1 percre. Ezutan a nyalmirigyet
pormentes, szilikonizalt feddlemezre cseppentett 1:2:3 fixalo oldatba (1 rész tejsav, 2 rész viz,
3 ész ecetsav) raktuk. 3 perc fixalas utan a fedélemezt felemeltiik, egy tiszta, elékezeletlen
targylemezt a folyadékcsepphez érintve, majd a fedélemez kopogtatasaval és megnyomésaval
szétteritettiik a kromoszomakat. Faziskontraszt mikroszkopban valo ellendrzés utan a jonak
itélt lemezeket éjszakan at 4 °C-on taroltuk. (Ez a 1épés tovabb lapitja a kromoszomakat.)
Ezutan a lemezeket folyékony nitrogénbe martottuk, és egy éles pengével lepattintottuk a
feddlemezeket. A targylemezekre tapadt kromoszomakat —70 °C-ra el6hiitott 96 %-0S
alkoholba helyeztiik, és megvartuk, amig szobahdmérsékletre melegszenek, majd levegén

széritottuk. A jO6 mindségben megmaradt kromoszomakat szobahOmérsékleten taroltuk
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crer

felhasznalasig. (A kromoszomak pozicidjat gyémantceruzaval megjeloltik a lemez

hatoldalan.)

3.2.1.2. El6kezelés és denaturalas

A lemezeket 65 °C-on 30 percig, majd szobahémérsékleten 10 percig inkubaltuk 2 x
SSC-ben (0.3 M NaCl, 0.03 M Na-citrat). Ezutan a 70 mM NaOH-ban 2 percig inkubalva
denaturaltuk a kromoszémakat. A lemezeket 2 x SSC-be martottuk, majd 5 percig 70 %-os €s
2 X 5 percig 96 %-os etanolban dehidrataltuk a kromoszomakat. A lemezeket levegén

szaritottuk és még aznap felhasznaltuk.

3.2.1.3. Hibridizalas

1 lemezhez 10 pl hibridizal6 oldatot hasznaltunk. Ez 5 pl deionizalt formamidbol és 5
pl 2 x hibridizacios carrier mix-bol alt. (A 2 x hibridizéacios carrier mix Osszetétele: 8 x SSC,
2 x Denhardt’s, 20 % dextran szulfat, 0.8 % sonicated salmon sperm DNS.)

Ehhez adtuk a megfelelé6 mennyiségli digoxigenin jelolt probat, ezutan az oldat 10 percres 75
°C-on torténd inkubaldsaval denaturaltuk a probat, majd parafilmbol késziilt ,,fed6lemezre”
pipettaztuk a hibridizald oldat 10 pl-ét, és az oldat buborékmentes szétteriilésre ligyelve
felszedtiik a ,,feddlemezt” a megfeleld kromoszomat tartalmazo targylemezzel. A lemezeket

37 °C-on inkubaltuk nedves kamraban éjszakan at.

3.2.1.4. El6hivas

A ,fedOlemezeket” a lemezek 2 x SSC-be martasaval el tavolitottuk, és a
kromoszomakat 3 x 20 percig 53 °C-on inkubaltuk, elémelegitett 2 x SSC-ben. Ezutan 2 x 5
percig PBS-ben, majd 2 percig 0.1 % Triton X-100 tartalmi PBS-ben mostuk a
preparatumokat. Ezt kovetden Boehringer 1-es pufferben mostuk a kromoszémakat, majd 100
ul Boehringer 1-es pufferben 500 Xx-osra higitott alkalikus foszfatazzal konjugalt anti DIG
ellenanyag (kit) oldataval boritott lemezeket, parafilmmel lefedtiik, és nedves kamréban 1 orat

inkubaltuk 37 °C-on. Ezutan 2 x 15 percig mostuk Boehringer 1-es pufferben, majd 2 percig
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Boehringer 3-as pufferben. 100 ul festdoldattal (ml-enként 4.5 ul NBT (Kit) és 3.5 pl X-
foszfat oldattal (Kit) kiegészitett Puffer3), parafilmmel lefedve sotét helyen torténd 15-30
perces inkubalassal hivtuk elé a hibridizacios jelet. Reakciot Boehringer 4-es pufferben
allitottuk le. A kromoszomdkat, ha szilikséges volt, megfestettiik orcein oldattal. A

preparatumokat faziskontraszt mikroszkoppal értékeltiik ki.

3.2.2. A mutans szovetek mikroszkopos vizsgalata

A fejlddésben megrekedt ECRP/ECR®® larvakat illetve kontrollként vad tipust fehér
babokat, valamint kétt6 és négy oras elébabokat PBS-ben (130 mM NaCl, 7 mM NaxHPOs, 3
mM NaH2PO4, pH=7.5) boncoltuk. A szdveteket 15 percig fixald oldatban (2 % glutaraldehid
PBS-ben) inkubaltuk, majd 2 x 5 perces PBS-sel tortént mosas utan a széveteket mikroszkop
trargylemezen 80 %-os glicerinben szétteritve fénymikroszkoppal vizsgaltuk. Minden
fenotipusbodl 5-10 db allatot vizsgaltunk.

A kozépbél DAPI festéséhez a PBS-ben kiboncolt szdveteket 30 percig fixaltuk (4%
paraformaldehid PBS-ben), 3 x 5 perces PBS-sel tortént mosas utan 10 percig festettiik (1
mg/ml DAPI PBS-ben), majd 3 x 5 perces PBS-sel tértént mosas utan a megfestett szoveteket

80 %-os glicerinben felpreparalva, UV mikroszkopban vizsgaltuk.

3.3. Drosophila torzsekkel végzett kisérletek
A Drosophila torzsek fenntartasahoz és a keresztezésekhez kukoricaliszt, élesztd,

cukor, agar 0sszetevokbdl allo standard taptalajt hasznéltunk, melyet melasszal egészitettiink

ki.

3.3.1. A letalis P-inszercios ECR allélek azonositasa és fentipus vizsgalata

3.3.1.1. P-inszercios EcR allélek azonositasa

A masodik kromoszomas letalis P{lacW}-inszerciés mutans gylijtemény sziiréséhez

¢s a mutans torzsek osztalyozasahoz végzett komplementacidos vizsgalatokhoz a
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Df(2R)nap2/Gla, Df(2R)nap4/Gla, Df(2R)nap9/Gla, Df(2R)nap14/CyO, Df(2R)nap20B/CyO0,
Df(2R)bw{vDe2L}Cy{R}/Gla delécids torzseket hasznaltuk. A gylijteményben szerepld
mutansokat (P{lacW}/CyO) kereszteztiik a delécios torzsekkel (Df(2R)/ CyO vagy Gla). Az
utodok kozott a balanszer kromoszomakat nem tartalmazo (vad fenotipusu) kategoria megléte
vagy hidnya mutatta a komlementaciét (az adott P-inszerciés mutansban a letalis mutacio a
deficiencia teriiletén kiviil talalhatd), vagy a komplementacié hianyat (az adott P-inszercios
mutansban a letdlis mutacid a deficiencia teriiletén taldlhatd). A mutans torzsek
komplementaciés csoportokba allitdsat a torzsek egymadssal torténd keresztezésével,
ugyanezen elv szerint végeztiik. Az ECR alléleket az ECR®®*/SM5 mutans torzzsel torténd

keresztezéssel, szintén a komplementacid hidnya alapjan valasztottuk ki.

3.3.1.2. Letalis fazis meghatarozas

A letilis P-inszerciés allélek (ECRP) letdlis fazisat az ECR®4® alléllal heterozigota
formaban (ECRP/ECR%®*®) vizsgaltuk. Az EcRP/BcGla x ECR%*S/BcGla keresztezésbol
szarmazo kés6 L3 stadiumos Bc fenotipusa (ECR?/BcGla és ECR%®*%/BcGla) és Bc* fenotipusu
(ECRP/ECR®*S) larvakat megszamoltuk, majd a Bc* fenotipusuakat tovabb tenyésztve
vizsgaltuk, hogy milyen fejlodési allapotban pusztulnak el. (A P-5738 mutansok
bebdbozodtak, ezért ezzel a torzzsel elvégeztiik a kisérletet gy is, hogy a bab allapotban
szamoltuk meg a Bc illetve Bc* fenotipusu utédokat.) A Bc* utodok szamat a Bc utdédok
szamanak feléhez viszonyitva megallapithattuk, hogy a Bc (ECRP/ECR%%*) utédok mindegyike
eléri-e a vizsgalt fejlodési allapotot (L3 vége vagy a P-5738 allél esetén a bab allapot). Vad
tipusu kontrollként az ECR%#®/BcGla x +(OreR)/+(OreR) keresztezés eredményét hasznaltuk,
ahol a Bc utddok szamat az 6sszes Bc* utdd szamahoz viszonyitottuk. Minden esetben harom
parhuzamos keresztezés eredményének atlagabol vontunk le kovetkeztetést.

A P+12319 allél vizsgalata soran nem kaptunk L3 stadiumos Bc* utddokat, vagyis a
P+12319 mutansok az egyedfejlédés kordbbi fazisdban pusztulnak el, ezért ennek a
mutansnak a letdlis fazisat megvizsgaltuk az egyedfejlédés korabbi allapotaiban is. A
P+12319/+(0reR) x ECR%*S/+(0reR) keresztezésbdl két parhuzamos kisérletben 300 db
illetve 320 db petét gyiijtottiink, majd ezeket tovabb tenyésztve, megszamoltuk a ki nem keld
petéket illetve az els6 két larva stadiumban elpusztulo allatokat. Mivel a P+12319/+(OreR),
ECR%#S/+(OreR) és a +(0OreR)/+(OreR) utodkategoridk egyike sem letalis, az elpusztuld
egyedeknek az Osszes egyed Y részét kitevé P+12319/ECR%*S kategoridba kell tartozni.
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Ebbdl adodoan egy adott fejlodési allapotban elpusztuld egyedek szamat az Osszes egyed 74
rész€hez viszonyitva adtuk meg.

A bebabozodd P-5738 allél bab allapotra vonatkozo letalis fazisat is meghataroztuk
mind homozigéta (P-5738/P-5738), mind az EcR®“* alléllal szemben heterozigota (P-
5738/ECR%%) allapotban. A P-5738/BcGla x P-5738/BcGla illetve a P-5738/BcGla  x
EcR%*$/BcGla keresztezésekbdl szarmazd ismert szamt Bc*  (P-5738/P-5738 illetve P-
5738/ECR%%) L3 stadiumos larvat tovabb tenyésztettiink, és azt vizsgaltuk, hogy a bab
allapot kiilonb6zd stadiumaiban hany %-uk pusztul el. Négy parhuzamos kisérletben 52 db,
44 db, 45 db és 56 db P-5738/P-5738 egyedet, és harom parhuzamos kisérletben 29 db, 24 db
és 38 db P-5738/ECR%%*" egyedet vizsgaltunk meg.

3.3.2. A letalis P-inszercios ECR mutansok menekitése a kiillonbozo EcR
izoformakkal

A kisérletekben a hsECRA®?1® a hsEcRB1, és a hsEcRB23%1 transzgéneket hordozo
torzseket hasznaltuk (Bender és mtsai, 1997).

Az EcR>**5/BcGla ; hsEcR/hsECR x ECRP/BcGla ; +/+ keresztezésbdl szarmazéd Be*
(ECR%/ECRP; hsEcR/+) vandorld L3 utédokat hésokkoltunk egy alkalommal 30 percig 37
°C-on, majd 25 °C-on tenyésztve Oket tovabb, meghataroztuk, hogy hany %-uk éri el a
kifejlett allapotot. Minden mutéans esetében tobb mint 100 db hdsokkolt L3 larvat vizsgaltunk.
Kontrollként hésokk nélkiil is elvégeztiik a kisérletet szintén 100 db f6l6tti egyedszammal.

A P-40 allél esetében megvizsgaltuk, hogy az elézéleg ismertetettel megegyez6
kisérletekben a ECR%®*/P-40; hsECR/+ utédok a bab allapot mely stadiumaban pusztulnak el.
A hsECRA transzgénnel 85 db, a hsECRB1 transzgénnel 62 db a hsECRB2 transzgénnel 32 db
L3 ECR%*S/ECRP; hsECR/+ egyedet vizsgaltunk meg.

3.3.3. Az EcRA fehérje termelését megakadalyozoé allélek fenotipus vizsgalata

3.3.3.1. Eletképesség vizsgalat

Meghataroztuk a 1(2)06410/BcGla x ECRS%/BcGla, az EP(2)2509/EP(2)2509 x
EcR%*s/BcGla valamint az +(OreR)/+(0OreR) x ECR®*/BcGla (vad tipusu kontroll)

48



keresztezésekbdl szarmazd Bc*Gla™ és BcGla fenotipust utédok szamat. Mindharom esetben
harom-harom parhuzamos keresztezést végeztiink. Az 1(2)06410 allél esetében a Bc*Gla*
utédok szamat a BcGla utodok % részéhez, mig az EP(2)2509 allél és a +(OreR) vad tipusu

kontroll esetében az 6sszes BcGla utod szamahoz viszonyitottuk.

3.3.3.2. Fertilitas vizsgalat

1-1 db 1(2)06410/EP(2)2509, 1(2)06410/ECR%4 és EP(2)2509/ ECR®*®  genotipustl,
valamint (kontrollként) ECR*S/+(OreR), 1(2)06410/+(0OreR) ¢és EP(2)2509/+(OreR)
genotipusu ndstényt 1-1 db vad tipusu (OreR) himmel kereszteztiink, és négy napon keresztiil
megszamoltuk a naponta lerakott, illetve a peterakds utan 26-28 6ra mulva ki nem kelt
petéket. Minden vizsgalt genotipusbol 8-8 parhuzamos keresztezést végeztiink.

Az EcCRA fehérje hianyadnak a him fertilitasra gyakorolt hatasat az el6zéekhez
hasonloan vizsgaltuk, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben 1-1 db
1(2)06410/EP(2)2509, 1(2)06410/ECR®* és EP(2)2509/ ECR%*S genotipusu, valamint
(kontrollként) ECR%*%/+(OreR), 1(2)06410/+(OreR) és EP(2)2509/+(OreR) genotipust himet
kereszteztiink 1-1 db vad tipusa (OreR) ndsténnyel. Ebben az esetben is 8-8 parhuzamos

keresztezés eredményének atlagabol vontunk le kovetkeztetést.
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4. EREDMENYEK

4.1. Drosophila EcR izoformak

4.1.1. Az EcR régioban talalhato EST-k egy Gij EcRA fehérjét kodolo ECR
izoformat (ECRC) jelolnek ki

A Drosophila ECR gén hatalmas mérete (mintegy 80 kb), és bonyolult szerkezete
alapjan valészintisithetd volt, hogy az eddig megismert ECRA, ECRB1 és ECRB2 izoformékon
(Talbot ¢és mtsai, 1993) kiviil tovabbi, még nem azonositott ECR izoformak is 1éteznek. Ilyen
izoformak azonositasara jo lehetdséget kinalt a Berkley Drosophila Genom Project (BDGP)
altal létrehozott EST (expressed sequence tag) gylijtemény, mely nagy mennyiségli adatot
szolgaltat a Drosophila gének kifejez6désérol. Az EST adatbazisban szereplé nukleotid
szekvencidk nagy gondossaggal eldallitott cDNS konyvtarak klonjairdl szarmaznak, igy jo
eséllyel reprezentaljak a génekrol keletkez6 mRNS-ek dontd tobbségét.

Uj ECR izoformék azonositasara, szekvencia dsszehasonlitassal (BLAST) kivalogattuk
az EST adatbazisbol az ismert ECR izoformak altal lefedett genomi régidban talalhato EST-
ket, majd megvizsgaltuk, hogy taldlunk-e kozottiikk olyanokat, melyek nem felelnek meg
egyik kordbban azonositott ECR izoformanak sem.

Négy, embriobol szarmazod EST reprezentalja az ECRB izoforméak elsé exonjat
(Clot13888: RE33854 5°, RE34511 5°, RE06878 5 és az RE42102 5°). Az ezek altal kijelolt
ECRB transzkripcios start pont azonos azzal, amit Talbot és munkatarsai allapitottak meg.

Két olyan 5° EST talalhato az adatbazisban, melyek a ko6zés ECR exonokra
illeszkednek, de nem érintenek izoforma specifikus exonokat (LD18219 5°, LP01848 5°).

Az EcRA izoforma elsd exonjaval atfedd EST-t nem talaltunk, azonban 31db olyan 5’
EST létezik (Clot 5540), mely az ECRA izoforma 2. vagy 3. exonjat tartalmazza. Ezek
mindegyike, az adult fejbdl izolalt HL0O1604 5° kivételével, embriondlis cDNS konyvtarbol
szarmazik. Koziiliik ketté (LD56649 5° és LD47647 5°) az ECRA 3. exonjaban kezdddik, a
tobbi pedig egy Uj ECR izoformat (ECRC) jeldl ki, amely az ECRA izoforma els6 és masodik
exonja kozott elhelyezkedd kéttd, az eddigi izoformakban nem szerepld, exonnal kezdddik és
az EcCRA 2. exonjaval folytatédik. A 29 ECRC izoformanak megfeleld EST kozil egy
(LD33832 5°), kivételesen csak az elsé ECRC exont tartalmazza, ami kozvetleniil csatlakozik
az EcRA 2. exonjdhoz. Ezen EST létezése az ECRC izoformén beliili alternativ intron

kivagodasra utal (1. abra).
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1. abra. Az EcR gén szerkezete.
Az A részben Talbot és munkatarsai altal korabban azonositott hirom EcR izoforma exon intron szerkezete

lathatd. Az exonok 5’ nem transzlalodo régiodjat tires téglalapok jelzik. A B rész az ECRA specifikus exonokat
tartalmazo régiét mutatja kinagyitva. Al, A2 és A3 jelzéssel a korabbrol ismert ECRA izoformanak megfeleld
exonokat lattuk el. A BDGP EST adatbazis segitségével azonositott ECRC izoforma specifikus exonjai C1 és C2
jelzéssel szerepelnek.Az A2 exonban feltiintettiik a transzlacio kezdépontjanak megfelelé ATG kodot.

RT-PCR kisérletekkel melyekben az ECRA izoforma elsd, illetve az ECRC izoforma
masodik exonjaba tervezett primereket (rendre primerl és primer3) hasznaltunk szemben az
ECRA izoforma harmadik exonjara specifikus primerrel (primer2), kimutattuk, hogy adult
ndstényekben az ECRA ¢és az ECRC izoformanak megfelel6 mRNS is képzddik. (2. abra).

primerl primer2
EcR A" C1C2 o
C
Al — A2|A3
primer3
I I ATG
1 kb

1. mol.suly marker
2. primer1-primer2
3. primer3-primer2

2. abra. Az EcRA és az ECRC izoformak kimutatisa RT-PCR moédszerrel.
Az A részben az ECRA ¢és az ECRC izoformak specifikus exonjait tartalmazé genomi régio lathato. Al, A2, A3 az
EcrA, a C1, C2 az EcRC izoforma exonjait jeloli. Az A2 exonban feltiintettiik a transzlacio kezdépontjanak

megfeleld ATG kodot. Az RT-PCR kisérletekben hasznalt primerek helyzetét nyilak mutatjak.
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Az abra B részében az adult néstényeken végzett RT-PCR eredménye lathato. Az 1. minta mol. stly 1étra, a 2.
minta az 1-2 primer parral kapott (ECRA izoformanak megfelel6) termék, a 3. minta a 3-4 primer parral kapott
(ECRC izoformanak megfeleld) termék.

Az 1-2 primer parral egyetlen, az ECRA izoforménak megfelel6 terméket tudtunk
kimutatni (2. abra), vagyis az ECRC exonok nem vesznek részt az ECRA elsé exonjat
tartalmazé érett mRNS-ek képzésében. Ugy tiinik tehat, hogy az ECRA és az ECRC izoformak
sajat elkiiloniilt transzkripcids kezddponttal és promoter régioval rendelkeznek, atirdsuk
minden bizonnyal dnalldéan szabalyozott.

Az ECRC els6 két exonja, hasonldan az ECRA els6é exonjdhoz, nem kodol fehérjét,

crer

izoforma esetén ugyananott, az ECRA 2. exonjaban kezdddik, tehat a két izoforma ugyanazt a
fehérjét (EcRA) eredményezi.

4.1.2. Az EcR izoformak Kkifejezodése a Drosophila egyedfejlodése soran

Az ECRC izoforma kimutatasaval felmeriilt a kérdés, vajon az Ujonnan megismert
izoforma kifejez6dési mintazata eltéré-e a korabban azonositott ECR izoformakétol, illetve az
atirddasa korlatozodik-e bizonyos fejlddési allapotokra. Az irodalombdl csak az ECRA ¢és az
ECRB1 izoformék kifejez0désérdl vannak ismereteink (Talbot és mtsai, 1993). Az EcCRB2
izoforma specifikus kimutatasa nem volt lehetséges sem northern hibridizacioval (nem 1étezik
ECRB2 specifikus exon), sem western blot technikaval (EcCRB2 specifikus ellenanyagot nem
tudtak eldallitani).

Az RT-PCR modszer lehetdséget nyuajtott arra, hogy kiilon-kiilon kimutassuk mind a
négy ECR izoforméanak megfeleld mRNS-eket, igy vizsgalni tudtuk az egyes izoformak
kifejez6dését az egyedfejlédés soran (3. abra). Az RT-PCR technika pontos mennyiségi
meghatarozast nem tesz lehetévé, de a templat koncentraciok bedllitatsaval el tudtuk érni,
hogy a PCR termékek mennyisége tlikrozze a mintdkban jelenlévé templatként szolgalod
cDNS-ek mennyiségét. Az ECRB1 és ECRB2 izoformdk ugyanolyan mintazat szerint
fejezodnek ki az egyedfejlodés soran. Ez nem meglepd, hiszen ez a két izoforma atirdsa
azonos transzkripcids kezddpontrol indul, igy minden bizonnyal azonos szabalyozds alatt
allnak. Az altalunk tapasztalt kifejez6dési mintdzat megfelel annak melyet Talbot és
munkatarsai northen-hibridizacioval mutattak ki (Talbot €s mtsai, 1993). Az ECRA és az
ECRC izoforma is kifejezddik minden vizsgalt fejlédési allapotban. A kifejezddési mintazatuk
hasonld. Kiilonbséget két fejlddési allapotban talaltunk, az adult ndstények petefészkében és a

korai embridkban, az ECRC izoforma nagyobb mennyiségben van jelen, mint az ECRA.
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A . |
primer. prLrErS

10kb EcR Bl M
—
primer6

primer3

—
primerl primer2
C 1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9.10. 11.12. 13. 14. 15.
primer 6-5
primer 1-2
primer 3-2

3. abra. Az EcR izoformik kifejezédése az egyedfejlédés soran

Az abra A része Talbot és munkatarsai altal azonositott harom ECR izoforma exon intron szerkezetét mutatja. Az
exonok nem transzlalodo 5 részét ires téglalapok jelolik. Az RT-PCR-ben hasznalt primereket nyilakkal
jeloltiik.

A B részben az ECRA és az ECRC izoformak specifikus exonjait tartalmazo régio lathato kinagyitva. Al, A2, A3
az EcrA, a C1, C2 az EcRC izoforma exonjait jeloli. Az A2 exonban feltiintettiik a transzlacio kezdépontjanak
megfeleld ATG kodot. Az RT-PCR kisérletekben hasznalt primerek helyzetét itt is nyilak mutatjak.

A C részben az egyedfejlodés soran az egyes ECR izoformak kifejezddésére vonatkoz6 RT-PCR kisérletek
eredménye lathat6. Az egyes panelek mellett feltiintettiik az adott kisérletben hasznalt primerek azonositojat. Az
egyes fejlodési allapotoknak megfeleld templat (¢cDNS) koncentraciot rpL17A riboszomalis fehérje specifikus
primer parral normalizaltuk. A PCR reakciokban hasznalt templat koncentraciok szemikvantitativ értékelést
tettek lehet6vé. A mintak sorrendje: 1. 0-3 o6ras embri6, 2. 0-24 6ras embrio, 3. L1, 4. L2, 5. korai L3, 6.
vandorlé L3, 7. P1, 8. P5-P7, 9. P10-P11, 10. P14-P15, 11. adult ndstény, 12. adult him, 13. adult ndstény

petefészek nélkiil, 14. adult petefészek, 15. adult néstény fe;j.
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4.2. Letalis P-elem inszercios EcCR allélek

4.2.1. Letalis P-elem inszerciés ECR ( ECR” ) allélek azonositasa

Uj EcR allélek azonositasara masodik kromoszomas letalis P-elem inszercios
gyljteményben (Torok és mtsai, 1993) kerestiink az ECR gén citologiai pozicidjat (42A)
eltavolito Df(2R)nap2 és Df(2R)nap4 delécidkat nem komplementald mutans vonalakat. A
szlirés eredményeképpen 22 mutanst azonositottunk a Df(2R)nap2 és a Df(2R)nap4 deléciok
egymassal atfedd régidjdban. A mutansokat ezutan tovabbi deléciok segitségével Ot
kiilonb6z6é csoportba osztottuk, majd egymadssal keresztezve Oket kilenc komplementécios
csoportot allitottunk fel. ECR alléleknek a Df(2R)nap20B delécid proximalis téréspontja és a
Df(2R)napl4 delécid disztalis toréspontja k6zé esé legnagyobb tagszamii komplementaciods
csoport tagjai bizonyultak, mivel nem komplementéaltak az ECRM>5#S ¢s az ECR®%Y amorf

EcR alléleket (4. abra).

AL AL LT AVIIATA LY 1Vt Tt AfTA L [t e o A AIABIIA 1A
13 46[1345-8-11[1'3-678- 10412141619 1-- 45 |1 235 6-8-10|ra6|1-3- 5-7(1-3
= o= A B C D = =
42 42

Df(2R)nap2 1

Df(2R)9nap¢
Df(2R)bw {vDe2L}Cy{R}
Df(2R)nap14
Df(2R)nap4
Df(2R)nap20B

\

[7c2)k008138)|[102k003113)|[ 1:2)k009848] | [12k0O02705) |[12)801 4710
1(2)k006126
|/(2)/\-umx/2| 1(2)k006109 |/(3)/;(;()59/(;| 1(2)k006210
1(2)k016616 1(2)k007722
1(2)k008609
1(2)k009628
1(2)k008907) (k010122
1(2)k010118 1(2)k015003

4. abra. Letalis P- inszerciés EcR allélek azonositasa.

Az abran feltiintettiik a letalis P-inszercidos mutans gyiijtemény sziiréséhez, és a mutans térzsek csoportositasahoz
hasznalt deficienciakat. A sziiréssel azonositott torzsek koziil az egy komplementacids csoportba tartozok
bekeretezve, az EcR allélek vastag betiivel szerepelnek.
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Az ily modon azonositott ECR mutansokban nyalmirigy 6rias kromoszoma in situ
hibridizaciéval meghataroztuk a P-inszerciok helyzetét. Probanak a mutdnsok altal hordozott
P{lacW} mesterséges P-elem DNS-ét hasznaltuk. Kilenc torzs esetében kaptunk hibridizacios
volt lathato. Az 1(2)002705 mutansban a 35D és a 47B, az 1(2)k009618 esetében a 21A, az
I(2)k 0150603 esetén a 42B1-2 citologiai helyeken is ki tudtunk mutatni P-inszerciot. Az
1(2)k016818 mutansban a 27D régioban lehetett egyetlen hibridizacids szignalt megfigyelni.
Ez a mutans a 42A pozicioban nem hordozott detektalhatdé P-elemet, tehat az ECR gén
kisérletek soran gyakori esemény a P-inszerciotdl fiiggetlen hattér mutaciok megjelenése. A
hattér mutaciok kialakuldsa a P-elem tobbszori athelyezddésével magyarazhatd, mivel a P-
elem kivagddasa sordan gyakran keletkeznek kromoszoma 4trendezddések, elsdsorban
deléciok. Az 1(2)k016818 torzset a P-inszercio hianya miatt a tovabbiakban nem vizsgaltuk.

A P-elemet Ujra mobilizalva mind a kilenc, az 1(2)k016818 kizarasa utdn megmaradt
allélbol kiindulva sikeriilt életképes, P-elem vesztett revertansokat (a P-elem pontos
kivagddasanak eredményeként) eldallitanunk. Evvel igazoltuk, hogy a mutdnsokban tapasztalt

letalis fenotipus valoban a P-inszercié kdvetkezménye.

4.2.2. A letalis P-inszerciok az ECRB izoformak kornyezetében talalhatok

A mutans torzsekben a P-inszerciok helyének pontos meghatirozasdhoz
rendelkezésiinkre alltak az ECR gén klonozdsakor az Un. ,,genomikus sétaval” azonositott, a
gént és kromoszomalis kornyezetét tartalmazo A fag klonok (Talbot és mtsai, 1993) (5. abra).
Emellett nagy segitséget jelentett, hogy a mutansok eldallitasahoz hasznalt P{lacW} elem
szerkezete (6. abra) lehetévé tette a P-inszercioval szomszédos genomi DNS szakaszok
plazmid menekitéssel torténd klonozasat. A plazmid menekités eredményeként az
1(2)k002705 torzsben harom, az 1(2)k006126 torzsben kettd, az 1(2)k008604 torzsben négy, az
1(2)k009628 torzsben harom, az 1(2)k010122 térzsben ketté és a 1(2)k015003 torzsben négy
kiilonbozé méretli, és eltérd fizikai térképpel rendelkezd plazmidot kaptunk. Csupén az
1(2)k004504 ¢és az 1(2)k006210 torzsbdl nyertiink vissza csak egyféle plazmidot. Az egy
torzsbdl szarmazo, egymastol kiilonboz6é plazmidok nyilvanvaldéan azt mutatjdk, hogy az
illetd mutans tobb inszerciot hordoz.

Els6 1épésben southern hibridizacioval vizsgaltuk meg a plazmid menekitéssel nyert

genomikus DNS szakaszokat az ECR gén részeit tartalmazé A fag klonokat hasznalva

55



hibridizacidés probanak. Ezzel a moddszerrel minden torzsben sikeriilt egy P-inszerciot
elhelyezniink az ECR gén teriiletén (5. abra). Erdekes modon az inszerciok kivétel nélkiil az

EcRB izoformék kornyezetébe lokalizalodtak.

P T EcR A
u\/w EcR B2

! 1L 1 LIl | 1 S 1 | T Y | ] ! ! ECO RI

| | |

-40 0 + 40

—— ) | 6.1 5-7 3-4
3.9.1 2.10 5-9 DHR23 ) fagok
29 5-14 DHR42

1(2)k006210 | [(2)k006126 [(2)k015013

1(2)k004504
1(2)k007722

1(2)k002705
1(2)k010122

(2009628

[(2)008609

5. abra. A letalis P-inszerciok lokalizalasa az EcR régioban.

A P-inszercios mutansokbol plazmid menekitéssel izolaltuk az inszercioval szomszédos genomi DNS
szakaszokat, majd ezeket southern hibridizacioval vizsgaltuk. Hibridizacios probanak az abran lathato, az ECR
gén teriiletét lefedé A fag klonokat (Talbot Cell73 1993) hasznaltuk. A mutans torzsekben az ECR gén teriiletére
esO P-inszercidkat ily mddon az abran bemutatott régiokba térképeztiik.

Finomabb felbontasti térképezést a mutansokbol izolalt genomi DNS templaton
végrehajtott PCR reakciokkal végeztiink. A vizsgalatokhoz a P{lacW} elem 5’ vagy 3’ végére
tervezett, kifelé mutatd primereket hasznaltuk parban az EcCRB izoformak elsd két exonjanak
végeire specifikus, kifelé mutatd primerekkel (6. abra). A primerek pontos helyének
ismeretében a képzddott PCR termék mérete alapjan meghatarozhattuk a P-inszerciok
helyzetét az ECRB izoformak vizsgalt exonjaithoz képest. Abbodl, hogy a P-elem 5° vagy 3’
végére specifikus primer alkalmazéasaval volt-e sikeres a PCR reakcid, arra is valaszt kaptunk,
hogy a P-elem milyen orientaciéban helyezkedik el az ECR génhez képest. Az 1(2)k006126
kivételével, minden mutdnsban azonosnak mutatkozott az ECR gén és a P-inszercio 5°-3°
iranya (6. abra).

A plazmid menekitéssel nyert, P-elemmel szomszédos DNS szakaszok nukleotid
sorrendjének meghatarozasaval bazispar pontossaggal lokalizaltuk a P-inszercidkat. A
menekitett DNS szakaszok hét torzs esetében egymassal jelentds mértékben atfedve, egy, az

els6 ECRB exont magaban foglaldo kb. 3,6 kb hosszusagi, EcoRI fragmentet fedtek le,
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melynek nukleotid sorrendje ily modon ismerté valt. Ez lehetévé tette, hogy az emlitett hét
mutans torzsben megallapitsuk a P-inszerciok pontos helyzetét az ismert ECRB transzkripcios
start ponthoz viszonyitva. Késébb, a Drosophila Genom Project elérehaladtaval a két tavoli
inszerciot hordozo torzsben ( 1(2)k006210, 1(2)k009628 ) is lehet6vé valt a P-elemek pontos
lokalizacioja (6. abra). A P-elemek nyolc allél esetében az ECRB izoformak transzkripcios
start pontjatdl 5° irdnyban az ECRB izoformak szabalyozo régidjaban helyezkednek el, mig az
1(2)k009628 allél esetében az ECRB1 izoforma masodik intronjaba ékel6dott a P-elem.

A konnyebb tijékozodas érdekében a torzsek jelolésére a kovetkezokben a P-
inszerciok ECRB transzkripcios start ponttél mért tdvolsaga szerinti j azonositdt hasznalok

(6. abra, 1. Tablazat).
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lacZ . minwhite wR
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3.6 kb
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EcRBI i»l-.em ~=e
primer9 primerl0 primerll primerl2

6. abra. A letalis P-inszerciok helyzetének pontos meghatiarzasa.

Az A rész a P{lacW} elem szerkezetét mutatja, a benne talalhaté harom gén feltiintetésével. Az inszerciok
helyzetének PCR technikaval torténé meghatarozasahoz hasznalt P-elem végekre specifikus primereket
(primer7, primer8) kis méretli nyilak jelolik.

A B rész a P-inszerciok (haromszogekkel jelolve) helyzetét mutatja az ECR régioban. Az inszerciok
azonositojaban szereplé szamok az inszercionak az ECRB izoformak transzkripcios start pontjatol mert
tavolsagat jelzik. A P-elemek beépiilési helyének meghatarozasahoz hasznalt ECRB exonokra specifikus PCR
primereket (primer9, primer10, primerl 1, primer12) itt is nyilakkal jeloltiik. Az abran feltiintettiik a plazmid
menekitéssel nyert atfedé genomi DNS szakaszok nukleotid sorrendjének meghatarozasaval feltart 3,6 kb
hosszlisagu régiot.
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a P-inszercio helyzete alapjin
hivatalos azonosito | adott azonosito
1(2)k006126 P-9
1(2)k015003 P-25
1(2)k004504 P-40
1(2)k002705 P-191%7
1(2)k007722 P-19177
1(2)k010122 P-191101
1(2)k008609 P-1391
1(2)k006210 P-5738
1(2)k009628 P+12319

1. Tablazat. A letalis P-inszercios EcR allélek.

A letalis P-inszercios ECR alléleket uj azonositoval lattuk el. Az azonositoban szerepld szam az illetd allélben
talalhatd P-inszercionak az ECRB izoformak transzkripcids start pontjadhoz viszonyitott helyzetét jelenti
bazisparban kifejezve.

4.2.3. A letalis P-inszercios ECR allélek letalis fazisa és fenotipusa

A P-inszerciokat hordoz6 kromoszdmékon esetleg jelenlévd hattérmutaciok hatasanak
kikiiszobolésére a mutansok letalis fazisat az ECRM®* null alléllal (Bender és mtsai, 1997)
szemben, heterozigéta allapotban ( ECRP/ECRM®54% ) hataroztuk meg.

A P+12319 kivételével egyik allél sem mutatott letalitdst sem embrid allapotban, sem
az elsd két larva stddium iddszakéban. A mutins éallatok normadlisan fejlddnek egészen a
harmadik (utols6) larva stadium végéig, azonban ebben az allapotban fejlodésiik megreked.
Bebabozodni csak a P-5738 mutansok képesek (2. tablazat).

A P+12319 allél embri6 letalis. A mutans egyedek elérik az embrionalis fejlodés

végét, és kb. 30 %-uk kikel a petébdl, azonban kozvetleniil ezutan elpusztul (3. tablazat).
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vizsgalt L3 stadiumot bab allapotot
genotipus eléré egyedek (%) | eléré egyedek (%)
+(OreR) / ECRMSs | 92413  (306db) 0

P-9 /ECRMSs  [102+-13  (73db) 0
P-25/EcRY5s | 95..12 (93db) 0
P-40 / ECRM554fs 99 +-10  (73db) 0
0
0

P-19177/ ECRM% | 95..12  (93db)
P-1319/ ECRM56 | 94..13  (101db)
P-5738 / ECRM5& | 94..10 (99db) | 92+ 9  (83db)
P+12319 / ECRM54% 0 0

2. tablazat. A nem baboz6do és a babletalis P-inszercios ECR allélek letalis fazisa.

Az EcRM®5/BcGla x EcRP/BcGla, illetve az ECRM®%/BcGla x  +(OreR)/+(OreR) (vad tipusu kontroll)
keresztezésekbdl szarmazé Bct (ECRP/ECRM® lletve +(OreR)/ECRM*#%) és B¢ (ECRP vagy ECRM®/BcGla,
illetve +(OreR)/BcGla) egyedek szamat hataroztuk meg a harmadik larva stddium (L3) végén illetve bab
4llapotban. Minden esetben harom parhuzamos kisérletet végeztiink. Az ECRP allélek esetében a Bc* utodok
szamat a Bc utddok Ys-részéhez, az OreR vad tipusu kontroll esetében a Bc* utddok szamat az 6sszes Bc utod
szamahoz viszonyitottuk. A tablazat a harom-harom parhuzamos kisérlet eredményének atlag és szoras értékeit
tartalmazza szazalékban kifejezve. Zardjelben a harom parhuzamos keresztezésbdl szarmazd Bc* utodok
szamanak 0sszege szerepel.

az egyedfejlédés egyes stadiumaiban
vizsgalt elpusztult egyedek (%0)
genotipus embrio L1

P+12319 / ECRM® |69 +/-1 (107 db) |29 +/-1 (46 db)

3. tablazat. A P+12319 embridletalis allél letalis fazisa

A P+12319 / +(OreR) x ECRM*%/ +(OreR) keresztezésbdl két parhuzamos kisérletben 300 illetve 320 petét
gyljtottiink, majd megszamoltuk a ki nem kelt petéket valamint az elpusztuld larvakat. Az egyes fejlodési
allapotokban elpusztult allatok szamat az Osszes pete Y4 részéhez viszonyitva, %-ban kifejezve adtuk meg. A
tablazat a két parhuzamos kisérlet alapjan szamitott atlag és szoras értékeket tartalmazza. Zarojelben a két
kisérletben Osszesen elpusztult egyedek szama szerepel. Az L1 stadiumban elpusztuld egyedek mindegyike
kozvetleniil a petébdl valo kikelés utan pusztult el.

A vad tipusban a babozodast kovetd kb. 1 6rds iddszakot fehér elébab (puparium)
allapotnak hivjuk (P1). Ebben a fejlddési szakaszban nyeri el a kutikula a jellegzetes barnas
szinét. Ezutan a barna elobab allapot (P2) kovetkezik. A babozodés utan kb. 3 oraval egy géaz
buborék jelenik meg az allatok testében (P3), ami kb. 12 o6raval a babozodas utan kiiiriil az
allat posterior végén a kutikula és a fejlodé eldbab epidermisze kozotti térbe. Kozvetleniil

ezutan kovetkezik be a fej kitlirddése, €és a labak meghosszabbodasa (P5). Ez a viszonylag

gyors esemény felel meg az el6bab-bab atalakuldsnak. Ezutan, a bab allapotban mar
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egyértelmiien felismerhetdk a kifejlett legyekre jellemzo testtajak, a fej a labak €s a szarnyak
elérik végsd méretiiket.

A P-9, P-25, P-40, P-191%7, P-1319 allélek mutdns egyedei nem babozodé larvaként
tobb napig életben maradnak, idékozben mozgasuk lelassul, majd eliils6é spirdkulumaikat
kitlirve megmerevednek, és végil elpusztulnak. Az elpusztul6 larvak kutikuldja, a vad tipust
babozodo allapotnak megfeleléen elkezd megkeményedni, majd elvalik a larvalis
epidermisztdl, azonban a vad tipussal ellentétben nem barnul meg. A mutans larvak teste nem
veszi fel a jellegzetes, hordora emlékezteté bab alakot, a mutans egyedek larvakra jelemzo
megnyult formaban pusztulnak el (7. abra).

A P-5738 mutansok a vad tipushoz nagyon hasonlé képet mutatva bebabozddnak,
azonban a kutikulajuk, a tobbi mutanshoz hasonloan, szintén nem barnul be (7. abra).
Ezekben az allatokban a fent emlitett buborék képzddés nem figyelheté meg. Ettdl fliggetleniil
kb. 30 %-ban elérik a P5 stadiumot, illetve egy kis résziik eljut a bab allapot utolso
szakaszaig, az un. farat adult allapotba (4. tablazat). A fej kitlirddése és a labak
meghosszabbodasa nem megy végbe tokéletesen ezekben az egyedekben, igy a normalisnal
altalaban kisebb fej, és rovid deformalt labak jellemzdéek rajuk. A P-5738 allélt hordozo
kromoszéma nem tartalmaz egyéb, az ¢letképességet befolydsold hattér mutaciot, igy
lehet6séglink volt megvizsgalni a P-5738 / P-5738 homozigota mutansok fenotipusat is (4.
tablazat). A P-5738 allél hipomorf jellegét mutatja, hogy homozigéta formaban gyengébb
fenotipust eredményez, mint a null alléllal alkotott heterozigota ( P-5738 / ECRM*®) allapot.
A P-5738 / P-5738 homozigéta egyedek nagyobb aranyban jutnak el a késd bab allapotba

(45%), illetve 12%-uk eléri a kifejlett kort, kikel a babbol.

a bab allapot kiilonb6z6 stadiumaiban
vizsgalt elpusztulé egyedek (%) kifejlett
genotipus elébab korai bab | Késoi bab | allapotot eléré
(P1-P4) (P5-P11) (P12-P15) | egyedek (%)
P-5738 / ECRM554s 61 +-13 29 +-10 9+-5 0
(121 db) (57 db) (19 db) (0 db)
P-5738 / P-5738 32+-1 11 +-4 45 +-5 12 +-3
(29 db) (11 db) (40 db) (11 db)

4. tablazat. A P-5738 babletalis allél részletes letalis fazisa

Ismert szamt P-5738 / ECRM%*® jlletve P-5738 / P-5738 genotipustl L3 larvat szokasos médon tenyésztettiink,
€s meghataroztuk az elpusztulo larvak fejlodési allapotat. A bab allapoton beliil harom stadiumot kiilonitettiink
el: elobab (P1-P4), korai bab (P5-P11), és késdi bab (P12-P15) allapotokat (Hivatkozas). Az egyes fejlodési
allapotokban elpusztult egyedek szamat az 6sszes egyed szamahoz viszonyitva, %-ban kifejezve adtuk meg. A
tablazat harom-harom parhuzamos kisérlet eredményébdl szamitott atlag és szoras értékeket tartalmazza.
Zarojelben a harom parhuzamos kisérletben az adott fejlédési allapotban elpusztult egyedek szamanak dsszege
szerepel.
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A P-1319 mutans fenotipusa alapjan atmenetet képvisel a P-5738 és a tobbi allél
kozott. A fejléddésben megrekedt mutans larvak teste bizonyos mértékben megrovidiil, ez
azonban nem ¢ri el a vad tipust babokra jellemzd mértéket. A kutikula ezekben az allatokban
is vildgos szinli marad (7. abra). P5 stadiumot eléré egyedeket nem lehet megfigyelni

kozottuk.

7. abra. A letilis P-inszerciés ECR allélek letilis fenotipusa

Az &bran a letalis P-inszercios ECR mutansok fejlédésiikben megrekedt elpusztult larvai lathatok. 1. +(OreR /
+(OreR) vad tipusu fehér bab (P1). 2. +(OreR / +(OreR) elébéab (P3). 3. P-9/ECR%4, 4. P-25/ECR%, 5. P-
40/ECR%*®, 6. P-191%"/ECR®, 7. P-1319/ECR’, 8. P-5738/ECR®*,

A metamorfozis kezdetén jellegzetes, ekdizon szabalyozas alatt allo valtozasok
indulnak el a vad tipusu szovetekben. A bébozodéas iddszakdban az addig folyamatosan
0szt6do sejtekbdl allo imagd korongok elkezdenek kitlirddni (Fristrom és mtsai, 1993). Ez a
valtozas a lab imagd korongokon a legszembetiinébb. A larvalis szovetek a metamorfdzis

soran hisztolizis eredményeképpen elpusztulnak. Ennek elsd jele a vakbelek rovidiilése, ami
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mar a babozdodas kezdetén észlelhetd, majd kb. 4 d6raval a babozodas utan fejezddik be a
vakbelek teljes eltiinésével (Jiang és mtsai, 1997). A kozépbélben emellett mésik szembetlind
valtozas is lezajlik. A babozddas utdn 2 o6raval elkezdddik az addig nyugalomban 1évo,
néhany sejtbdl allo szigeteket alkotd, diploid imaginalis sejtek osztddasa. Ezek a sejtek rovid
1d6én beliil egy diploid sejtekbdl allo Osszefliggd csovet képeznek a politén larvalis sejtek
koriil, kialakitva az adult kozépbelet (Robertson, 1936). Ebben az iddszakban a larvalis sejtjek
pusztulasa kovetkeztében a kdzépbél jelentésen megrovidiil.

Megvizsgaltuk az emlitett események lejatszodasat a metamorfozis kezdetén
elpusztuld P-inszercidos mutans allatokban. (A P-5738 allél esetében az eldbab allapotban
megrekedd egyedeket vizsgaltuk).

Az imagokorongok kitlirddése minden mutansban elkezdddik. Az ECRB transzkripcios
start pont kdzvetlen kozelében elhelyezkedd inszerciok (P-9, P-25, P-40) esetében a folyamat
koran (a vad tipusban 2-4 oraval a babozodas utani allapotnak megfelelden) elakad, mig a
tavolabbi inszerciokat hordozoé mutansokban (P-191%’, P-1319,

P-5738) joval nagyobb mértékii 1ab imagdkorong megnyulas tapasztalhato (8. abra).

8. dbra. A 1ab imagékorongok Kitiirédése a letalis P-inszerciés ECR mutansokban.

Az abran a fejlddésiikben megrekedt, elpusztult letalis P-inszercios ECR mutédns larvak 1ab imagd korongjai
lathatok. 1. +(OreR / +(OreR) vad tipus fehér bab (P1), 2. +(OreR / +(OreR) vad tipus a babozodas utan két
o6raval, 3. +(OreR / +(OreR) vad tipus a babozodas utan négy oraval, 4. P-9/ECR%*®, 5. P-25/ECR%*®, 6. P-
40/ECR%*%, 7. P-191%"/ECR®, 8. P-1319/ECR, 9. P-5738/ECR,
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A vakbelek rovidiilése is megfigyelhetd minden vizsgalt mutansban. A transzkripcids
start kozvetlen kozelében elhelyezkedd inszerciok ebben az esetben is erdsebb fenotipust
eredményeznek, vagyis ez a folyamat is hamarabb all le ezekben a mutansokban (9. abra).

A teljes kozépbél megrovidiilése is jellemzd az Osszes allélra. A P-25 mutatja a
legerésebb fenotipust (legkisebb mértékii rovidiilés). Erdekes modon ezen fenotipus alapjan a
P-9 a masik két kozeli inszerciot hordozé mutanshoz (P-25, P-40) képest gyengébb allélnek
tekinthetd (9. abra).

P
L

9. abra. A vakbelek és a teljes kozépbél rovidiilése a letalis P-inszerciés mutansokban.

Az abran a fejlodésiikben megrekedt, elpusztult letalis P-inszercios ECR mutans larvak bélcsatorndja lathato.
Nyilak a vakbeleket, nyilhegyek a kozépbél-utobél hatarat jelzik. 1. +(OreR / +(OreR) vad tipus fehér bab (P1),
2. +(OreR / +(OreR) vad tipus a babozodas utan két oraval, 3. +(OreR / +(OreR) vad tipus a babozodas utan
négy oraval, 4. P-9/ECR®, 5. P-25/ECR%4S, 6. P-40/ECR4S, 7. P-191%"/EcR%s, 8. P-1319/EcR®*s, 9. P-
5738/ECR%,

A kozépbéli imagindlis sejtek osztodasa, €és beldliik a larvalis sejteket koriilvevd zart
csO kialakulasa szintén minden all¢él esetében megfigyelheté. A 10. abran a kozépbélben
végbemend valtozasok alapjan legerésebb fenotipust mutatd P-25 mutans kozépbelének DAPI
festett képét mutatom be. A kozépbél eliilsd részén jol lathatdak a nagyméretli politén
sejtmagokkal rendelkezd larvalis bélsejtek, a kozottik a jelentds mértékben felszaporodott
kisméretli diploid imaginalis sejtekkel (10. abra 1. kép). A kozépbél hatso, utobél melletti
szakaszan az imaginalis sejtek mar zart csovet alkotnak a politén larvalis sejtek koriil (10.

abra 2. kép).
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10. abra. A kozépbéli imaginalis sejtek a P-25 mutansban.

Az 4bran P-25/ECR%%*" muténs, fejlédésben megrekedt larva kdzépbele l1athatd DAPI festéssel. A nagyméretii
politén larvalis sejtek sejtmagjat nyillal, az imaginalis kisméretii diploid sejtmagokat nyilheggyel jeloltik. 1. A
kozépbél eliilsé részében az imaginalis sejtek osztddasa elkezdddott. 2. A kozeépbél hatso részén az imaginalis
sejtek zart csovet képeznek a larvalis bélsejtek kortil.

A letalis P-inszercids ECR allélek fenotipusuk alapjan tehat két csoportba sorolhatok.
Az egyik csoportba a P+12319 embrio letalis allél tartozik. Az ismert ECR allélek koziil az
rendelkeznek a P+12319 allélhez hasonlo fenotipussal. Az amorf allélek (ECRE?61t, ECRMS54S,
ECRV®9 ECRM2LRI0-2) * melyek teljes mértékben inaktivaljak az Osszes ECR izoformat,
erésebb fenotipust mutatnak (csupan 0-2%-ban kelnek ki a petébél) (Bender és mtsai, 1997).

A nem babozodo fenotipust mutaté P-9, P-25, P-40, P-191%7. P-1319 és a bab letalis
P-5738 allélek alkotjak a masik csoportot. Ezek az allélek az ECRB izoformék 5° szabalyozé
mutansban a P-elem az ECRB izoformak transzkripcios kezddpontjatol milyen tavolsagra
talalhato. A két ECRB izoforma (EcRB1 és EcRB?2) atirasa azonos kezd6pontrél indul, ennek
megfelelden a transzkripcidjuk minden bizonnyal azonos szabalyozas alatt all. A P-inszercios
allélek tehat nagy valdszinliséggel egyszerre mind a két ECRB izoforma kifejezddését
gatoljak. A transzkripcios startpont kozelében elhelyezkedd P-elemek génmiikddés gatld
hatasa valoszinilileg nagyobb, emiatt eredményezhetnek a tavolabbi inszerciokhoz képest
erdsebb fenotipust. Minden P-inszercios allél hipomorfnak tekinthetd az EcRB izoformakra
nézve, hiszen a két ECRB izoformat teljes mértékben inaktivalo allélek (Schubiger és mtsai,
1998) erdsebb fenotipussal rendelkeznek (a mutans allatok tobbsége elsé vagy masodik

stadiumos larvaként pusztul el), mint a leger6sebb P-25 vagy P-40 allélek.
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4.2.4. Az EcR izoformik kifejezddése a letalis P-inszerciés mutiansokban

Western blot kisérletekben megvizsgaltuk az ECRA ¢és az ECRB1 izoformdk
kifejez6dését a P-inszercidos ECR allélek vandorlé harmadik stadiumos larvaiban. Ebben a
fejlodési allapotban minden ECR izoforma magas szinten fejezédik ki a vad tipusu allatokban.

Az EcRBI fehérje elleni ellenanyaggal nem, vagy nagyon alacsony szinten tudtunk
fehérjét kimutatni a mutans larvakban (11. abra). Ez az eredmény megfelelt azon
elemek gatoljak az ECRB izoformak kifejezddését. A P-5738 torzsben talaltunk legtobb
EcRBI1 fehérjét, ami dsszhangban van a fenotipus vizsgélat eredményével, mely szerint a P-
5738 mutans tekinthetd a leggyengébb allélnek. Ebben a torzsben az inszercio nagy tavolsagra
(mintegy 6 kb) helyezkedik el az ECRB izoformak transzkripciés kezdGpontja eldtt, ami
lathatéan kisebb mértékii génkifejezddés gatlast eredményez.

Az EcRA fehérje mennyiségének vizsgalata meglepd eredményt hozott. A P-inszerciot
forditott orientdcioban hordoz6 P-9 allél kivételével, melyre normalis EcRA szint volt

jellemzd, egyik vizsgalt mutansban sem volt detektdlhatdé mennyiségben EcRA fehérje (11.

abra).
vad tipus  P-inszercios EcR allélek vad tipus P-inszercids EcR allélek

1 2 3114 5 6 78 9o 1.2 3 4115 6.7 8 9 10!

. e e
EcRB1 EcRA

11. dbra. Az EcRA és az EcRB1 fehérjék jelenléte a letalis P-inszerciés ECR allélekben.

Az A részben az EcRBI1 elleni ellenanyaggal vandorl6é harmadik stadiumos larvakon végzett western blot
eredménye lathato. Az 1., 2., 3., minta Df(2R)nap2/+(OreR) genotipusu egyedekbdl, a 4., 5., 6., 7., 8., 9., mintak
rendre P-9/Df(2R)nap2, P-25/ Df(2R)nap2, P-40/Df(2R)nap2, P-191%/Df(2R)nap2, P-1391/Df(2R)nap2 és
P-5738/ Df(2R)nap2 genotipusu egyedekbdl szarmaztak. A 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9., mintak 1, a 2. minta 0,5, a 3.
minta 0,25 larvanak megfeleld fehérje mennyiséget tartalmaz.

A B rész EcRA specifikus ellenanyaggal végzett western blot eredményét mutatja. A fehérje mintakat ebben a
kisérletben is harmadik stadiumos vandorlé larvakbol készitettiik. Az 1., 2., 3., 4., minta Df(2R)nap2/+(OreR)
genotipusu egyedekbdl, az 5., 6., 7., 8., 9., 10. mintak rendre P-5738/ Df(2R)nap2, P-1391/Df(2R)nap2, P-
19177/Df(2R)nap2, P-40/Df(2R)nap2, P-25/ Df(2R)nap2, P-9/Df(2R)nap2 genotipust egyedekbdl szarmaztak.
A3.,4.,5.,6.,7.,8., 9., mintdk 1, a 2. minta 0,5, a 3. minta 0,25, a 4. minta 0,125 larvanak megfelel6 fehérje
mennyiséget tartalmaz.
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A P-inszercios ECR allélekben az EcRA fehérjét kodoldé az ECRA és az ECRC
izoformékat tekintve a P-elemek intronban helyezkednek el. Az EcRA fehérje elleni
ellenanyaggal végzett western blot eredménye alapjan tehat azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le,
hogy az intronban elhelyezkedé P{lacW} inszerciok képesek megakadalyozni az érintett gén
kifejez0dését, ha a génnel azonos az 5°-3” orientaciojuk, mig forditott elhelyezkedés esetében
(P-9) nem érvényesiil ez a gatlo hatas.

A P{lacW} elem két gént is tartalmaz, melyek 5°-3” iranya megegyezik a P-elemével.
Az egyik az enhanszer csapdazast biztositd lacZ, a masik a szemszin markerként hasznalt
miniwhite gén (6. abra). Ezen gének 3’ végi transzkripcios stop szignaljai megallithatjak a P-
inszercid altal érintett azonos orientacidju gén atirodasat. Emellett a P-elem beépiilésével a P-
elem altal hordozott gének exonjai bekeriilve az inszerci6 altal érintett intronba a normalis
intron kivagodast is megzavarhatjak.

A kérdés tisztazasara RT-PCR Kkisérletekben kovettiik nyomon az EcRA fehérjét

kodolé izoformék transzkripcidjanak alakuldsat a P-191%7 és a P-40 mutansokban (12. abra).

A. :

pri mer| 13 Eriln er2 = P-40 B_rimerS

W P-191"

EcRBI

EcRB2
EcRA

B' vad tipus  P-40 vad tipus  P-7977
1. '2. 3174, 5l 6. 17. 8179, 10l

1000bp —
750bp =+

500bp —

1000bp —
750bp =

500bp —

250bp =+ 250bp —

12. abra. Az ECRA fehérjét kodolé izoformak kifejezodésének vizsgalata a P-40 és P-191%" mutiansokban
RT-PCR technikaval.

Az A részben az EcR gén exon intron szerkezete lathato. A két vizsgalt P-inszercio helyzetét haromszogek, az
RT-PCR kisérletekben hasznalt primerek elhelyezkedését nyilak jelzik.

A B részben +(OreR) / +(OreR) (2., 3., 7., 8. minta), a P-40/Df(2R)nap2 (4., 5. minta) és a P-191%/Df(2R)nap2
(9., 10. minta) genotipusti vandorlé harmadik stadiumos larvakon végzett RT-PCR kisérletek eredménye lathato.
Az 1. és 6. minta mol.suly marker, a 2., 4., 7., 9., mintak a 13-2 primer parral, a 3., 5., 8., 10. mintak a 13-5
primer parral végzett kisérletek eredménye.
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A masodik ¢és a harmadik ECRA exonra specifikus két primerrel (primerl3, primer2)
mindkét vizsgalt térzsben ki tudtunk mutatni érett mRNS-t, tehat az elsé exonokat tartalmazo
régiodban transzkripci6 €és az intron kivagodds normalisan folyik. A P-inszercid két oldaldn
1évé exonokba tervezett primerekkel (primerl3, primer5) azonban nem kaptunk PCR
terméket, vagyis nem képzddik olyan transzkriptum, melyben az inszerciot tartalmazé intron
normalisan kivagodna, és végbemenne az inszerciotdl 5° és 3’ iranyban elhelyezkedd exonok
fuziodja.

Az EcRA izoforma masodik exonjara, és a miniwhite gén harmadik exonjara tervezett
primer parral (primer7, primerl0) végezve az RT-PCR-t, sikeriilt kimutatni egy ECRA ¢és
miniwhite exonokat tartalmazo fizios mRNS-t. A PCR fragmentum nukleotid sorrend;jét
meghatarozva kideriilt, hogy a kialakulé kiméra mRNS-ben az EcCRA izoforma harmadik
exonja kapcsolodott Gssze a miniwhite gén masodik exonjaval, mikézben a kozottikk 1évo
szakasz intronként kivagodott (13. abra). Az EcRA-miniwhite kiméra mRNS-ben a két
idegen exon kapcsolodasa frameshift mutaciot eredményez a miniwhite gén masodik
exonjaban, melynek kdvetkeztében 39 aminosav utan egy stop kodon keletkezik.

A primer14

o

miniwhite

primer 13

EcRA

B

1500bp —~ 1. Mol. suly marker
2.P-40  primerl3-primerl4

3.P-19I° primerl3-primer14

1000bp —
750bp —

13. abra. ECRA-miniwhite kiméra mRNS kimutatasa a P-40 és P-191?’mut4ansokban

Az A részben az EcR gén izoformainak exon intron szerkezete lathato. A két vizsgalt P- inszerciot haromszogek
jelzik. Az EcRA-miniwhite kiméra mRNS kimutatasdhoz hasznalt PCR primerek helyzetét kis méretii nyilak
mutatjak.

A B részben az a P-40/Df(2R)nap2 (2. minta) és a P-191%"/Df(2R)nap2 (3. minta) genotipust vandold harmadik
stadiumos larvakon a 13-14 primer parral végzett RT-PCR kisérletben kapott (az ECRA-miniwhite kiméra
MRNS-nek megfeleld) termékek lathatok.
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Az RT-PCR igen ¢érzékeny modszer, minimalis mennyiségli templat molekula
kimutatasara is alkalmas. Mivel a két vizsgalt P-inszercios allél (P-191%" és P-40) esetében
RT-PCR technikaval sem tudtunk EcRA fehérjét kodold6 mRNS-t kimutatni, az ECRA és az
EcRC izoformékra nézve ezek az allélek gyakorlatilag null allélnek tekinthetdk. Az RT-PCR
kisérleteink segitségével feltart mechanizmus valosziniileg altalanosan jellemz6 az intronban
elhelyezkedé P-elemekre, igy minden bizonnyal érvényes a tobbi P-inszerciés ECR allélre is.
Ez alapjan a P-25, P-1319 ¢s P-5738 all¢leket az ECRA ¢és ECRC izoformdk kifejezOdésére
nézve ugyancsak amorf vagy ahhoz kozeli erds hipomorf alléleknek tekintjik.

A P+12319 allél embrid letalis fenotipusa, ami az Osszes ECR izoformat egyszerre
inaktivalo allélekre jellemzd, szintén jol magyardzhatd az intronban elhelyezkedd P-
inszerciok géninaktivald hatasaval. Ezen allél esetében ugyanis a P-elem minden EcR
izoformat tekintetve intronban taldlhatd, az ECR génnel azonos 5’-3’orientacioban, ily médon

a P+12319 mutansokban a P- inszercid jelenléte minden ECR izoforma kifejezddését gatolja.

4.2.5. A letalis P-inszercios allélek menekitése a kiilonb6zo EcCR izoformakkal

Annak eldontésére, hogy a P-inszercios ECR mutansokban tapasztalt letalis fenotipus
mely izoformék hidnyanak kovetkeztében alakul ki, valamint, hogy az egyes izoformak
képesek-e egymast helyettesitve miikodni, menekitési kisérleteket végeztiink. A kisérletekhez
Bender és munkatarsai altal eldallitott transzgén konstrukciokat hasznéaltuk, melyekben az
egyes EcR izoformék (ECRA, ECRB1, EcRB2) kifejezddését hdindukalhato (hsp70) promoter
biztositotta(Bender és mtsai, 1997). A hésokk promoter alkalmazasa lehetdvé tette, hogy az
EcR fehérjék termelését csak rovid iddszakra korlatozzuk. Egyetlen hdsokk alkalmazéasaval
(30 perc, 37 °C) ugyanis a néhany éran beliil minden szévetben nagy mennyiségben termel6d6
transzgén eredetli EcR fehérje 8-10 6ra mulva eltiinik a sejtekbdl (Li és mitsai, 2000). Ily
moddon meghatarozhattuk az egyedfejlddés azon iddszakat, amikor a mutansok normalis
fejlodéséhez sziikség van a transzgénrdl szarmazo EcR fehérjére, vagyis megallapithattuk,
hogy a mutéaciok kovetkeztében fellépd ekdizon receptor hiany milyen fejléddési allapotokban
vezet az egyedfejlodés megrekedéséhez és a mutans allatok pusztulasahoz.

Els6 kisérletsorozatunkban az inszercios mutansok ECR null alléllel szembeni
heterozigota ( ECRP/ECRM®* ) vandorld harmadik stadiumos larvait, melyek egy kopiaban
hordoztak az egyik ECR izoformat kifejez6 transzgént, egy alkalommal hésokkoltuk (37°C-on,
30 percig), €s azt vizsgaltuk, milyen ardnyban alakulnak ki beldliik kifejlett egyedek.
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Azon mutansok letalis fenotipusat, melyek az ECRB izoformak transzkripcios
startpontjatol tavolabb hordozzdk a P-inszerciot (P-19127, P-19177, P-1911%! P-1391, P-
5738), mind a harom ECR izoforma kifejeztetése menekitette. A menekités hatdsara a mutans
egyedek jelentds része elérte a kifejlett allapotot. Az egyes izoforméak menekitdé képessége
eltéronek mutatkozott. Az ECRB1 bizonyult a leghatékonyabbnak, az ECRB2 ennél valamivel
gyengébben miikodott, mig az ECRA csak kb. fele olyan mértékben menekitett, mint az ECRB
izoformak (14. abra)

A menekitések hatasara a leggyengébb all¢l (P-5738) mutans egyedei érték el
legnagyobb szamban a felndtt kort, mig a P-inszerciot az ECRB transzkripcids kezddpont
kozvetlen kozelében tartalmazo legerdsebb allélek (P-40, P-25) egyik ECR izoforma hatasara
sem produkaltak kifejlett egyedeket. A P-9 mutans, melyben csak az EcRB izoformak
kifejezddése gatolt, ebben a kisérletben is kivételesen viselkedett. Az ECR izoformak egyetlen
hésokkal torténd kifejeztetése elegendd volt ahhoz, hogy a P-9 mutdnsok, a tavoli inszercios

allélekhez képest kisebb aranyban, de eljussanak a kifejlett allapotba (14. abra).
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14. abra. A letalis P-inszerciés ECR allélek menekitése a kiilonb6z6 ECR izoformakkal.

A hsEcR/hsECR ; ECR%4%/BcGla x +/+ ; ECRP/BcGla keresztezésbdl (ahol a hsECR az egyes ECR izoformakat
kifejez6 transzgént az ECRP a letélis P-inszercids ECR alléleket jeldli) szarmazo hsECR/+ ; ECR%%/ ECRP
vandorl6 harmadik stadiumos larvakat egy alkalommal hdsokkoltunk, majd azt vizsgaltuk, milyen aranyban
jonnek létre beldliik kifejlett egyedek. Kontrollnak hésokk nélkiil is elvégeztiik a kisérletet. Minden kisérletben
tobb mint 100 db egyedet vizsgaltunk. A hdsokk nélkiili kontroll kisérletekben egyetlen esetben sem kaptunk
kifejlett allatot. Az dbran feltiintetett oszlopok, az egyes kisérletekben kapott kifejlett egyedek szamanak a
vizsgalt egyedek szamahoz viszonyitott aranyat mutatjak %-ban kifejezve.
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A P-25 ¢és a P-40 allélek esetében, melyek mutans egyedei egyik ECR izoformaval
végzett menekités soran sem érték el a kifejlett kort, részleges menekitést tapasztaltunk,
vagyis a larvak kb. fele bebabozodott. A P-40 mutanst részletesen megvizsgaltuk abbdl a
szempontbol, hogy az egyszeri hdsokk kezelés utan az allatok milyen aranyban érik el a bab
allapot kiilonbozo fejlodési szintjeit (15. abra A része). Ezekben a kisérletekben is az ECRA
izoforma volt legkevésbé hatékony. Mind a harom izoforméval végzett menekités soran
keletkeztek a PS5 stadiumon tuljutd egyedek, melyek nagy tobbsége sulyos fejlodési
rendellenességeket mutatott. Gyakori volt a ,,microcephal” fenotipus, ami arra utal, hogy a
fejkitlirédés nem ment végbe tokéletesen. A labak meghosszabbodésa is gyakran abnormalis
ezekben az allatokban, valamint az egyes testtdjak asszinkron fejlédése is megfigyelhetd
benniik (bizonyos testrészek fejlddése elakad, mig mdésok tovabb fejlddnek) (15. abra B
része).

A P-40 mutans menekitését az ECRB2 izoforméaval gy is elvégeztiik, hogy az elso,
larvalis hdsokk utan bebabozddd éllatokat P3 stddiumban ujbdl hdsokkoltuk. Ebben az
esetben a kezelt egyedek kb. 50%-a eljutott a kifejlett allapotba. Ez az erdemény arra utal,
hogy a legerdsebb allélek mutans egyedei azért nem voltak képesek a babozoddas eldtt
alkalmazott egyetlen hésokk hatasara elérni a kifejlett allapotot, mert a hdsokk kezelés
kovetkeztében termelddd EcR fehérje mennyisége valosziniileg olyan alacsony szintre
csokkent a kdvetkezd ekdizon szabélyozas alatt allo fejlodési 1épés idészakara (kb. 12 éraval
a babozodas utan bekovetkezd elobab-bab atmenet), hogy mar nem volt képes maradéktalanul
ellatni a feladatat. A gyengébb allélek esetében az endogén ECR izoformak miikodése kevésbé
gatolt, igy a mutdns allatokban keletkezik bizonyos mennyiségli EcR fehérje. Ez az ekdizon
receptor szint, ugy tlinik dnmagaban elegendd a babozodas utani fejléddési 1épések normalis
lejatszodéasahoz, még ha a menekitd transzgénrdl termelddott EcR fehérje teljes mértékben

degradalodik is a babozodas utan.
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15. abra. A P-40 allél menekitése a kiilonb6z6 ECR izoforméakkal.

A hsEcR/hsEcR ; ECR®*%/BcGla x +/+ ; ECRP/BcGla keresztezésbdl (ahol a hsECR az egyes ECR izoformékat
kifejezd transzgént az ECRP a letalis P-inszerciés ECR alléleket jeloli) szdrmazod hsECR/+ ; ECR%*S/ EcRP
vandorlo harmadik stadiumos larvakat egy alkalommal hdsokkoltunk, majd azt vizsgaltuk, hogy milyen
aranyban érik el a bab allapot kiilonboz6 stadiumait. A bab allapoton beliil 6t kategoriat (P1-P3 , P4, P5-P13 és
P14-P15) kiilonboztettiink meg.

Az A részben a harom (hSECRA, hsECRB1 és hsECRB2) EcR transzgénnel tortént menekités eredménye lathato.
Az oszlopok az egyes fejlédési allapotoknak megfeleld egyedek szamanak az sszes vizsgalt egyed szamahoz
viszonyitott ardnyat mutatjak.

A B részben a menekités hatasara bebaboz6do, de aztan rendellenesen fejlédd babok lathatok. Az 1., 3., 5. hasi, a
2., 4., 6. hati oldalrol késziilt képek.

4.3. Az EcRA fehérjét kodolo izoformakat érinté ECR allélek

4.3.1. ECRA és EcRC izoformakat inaktivalé P-inszercios allélek azonositasa

Mint azt az eldzéekben ismertettem, a letalis fenotipusuk alapjan azonositott
nagyszdmu P-inszercidés ECR allél mindegyike gatolja az ECRB izoformak kifejezédését.
Olyan mutans, mely kizarolag az EcRA fehérjét kodold izoformakat (ECRA és ECRC)
inaktivalnad a letdlis fenotipus sziirésével nem bukkant fel. Ez az eredmény azt sugallta

szdmunkra, hogy dnmagaban az EcCRA fehérje hianya valdsziniileg nem okoz olyan mértékil
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fejlodési rendellenességet, ami az allatok pusztulasahoz vezetne. Ha ez a feltételezés igaz,
akkor az EcRA ¢és EcRC izoformak kornyezetében lokalizalodo letalis fenotipust nem mutatod
P—inszerci6os mutansok kozott érdemes az EcRA fehérje termelddését megakadalyozo
alléleket keresni.

A Drosophila genom nukleotid sorrendjének megismerése lehetové tette P-inszerciok
pontos lokalizalasat, ha az inszercidval szomszédos DNS szakasz bazissorrendjét ismerjiik.
Adatbazisokban egyre tobb P-inszercios torzzsel kapcsolatban érhetd el ilyen iranyu
informacio. Ez j6 lehetdséget nyujtott szdmunkra ahhoz, hogy az ismert helyzetii P-inszercidok
koziil kikeresve az ECR gént teriiletére lokalizalodokat, olyan uj ECR allélekre bukkanjunk,
melyek kizarélag az EcCRA fehérje termelddését gatoljak.

Az adatbazisok szlirésével két P-inszerciot talaltunk, melyek az ECRA izoforma els6

intronjaba ¢kelédnek, tavol az ECRB izoformak transzkripcios kezdépontjatol (16. abra).

- w+
1(2)06410 \ ’,"'EP(2)2509
C1C2 ATG
EcR A EcR C
Al

—
1 kb

16. abra. A 1(2)06410 és EP(2)2509 inszerciok elhelyezkedése az ECR régioban.

Az abran az EcRA fehérjét kodolo izoformak specifikus exonjait tartalmazé genomi régio lathaté. A P-
inszerciokat haromszogekkel jeloltiik. Az inszerciok altal hordozott szelekciot biztositd gének iranyat nyilak
jelzik.

Az 1(2)06410 PZ-inszercid, melyet a long island expressway (lie) gén egyetlen
recessziv himsteril, szemiletalis alléljeként irtak le (Castrillon és mtsai, 1993) az ECRC
izoforma els6 intronjaban talalhatd. Az EP(2)2509 azonositdji EP-inszercié (Rorth, 1996) az
EcRC izoforma masodik intronjaban foglal helyet. A PZ-elem rosy* (ry"), az EP-elem
talalhato szelekciot biztosité gén azonos irdnyl az ECRA ¢és az ECRC izoformakkal, tehat a
4.2.4. fejezetben bemutatott mechanizmus szerint mindkét P-inszercié megakadalyozhatja

mind az ECRA mind az EcRC izoformak kifejez6dését.
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4.3.2. Az EcRA fehérjét kodolo izoformak Kifejezédése az 1(2)06410 és az
EP(2)2509 mutansokban

Annak tisztazasara, hogy a 1(2)06410 és az EP(2)250 P-inszerciok valoban gatoljak az
EcRA fehérje képzddését, western blot €s RT-PCR kisérleteket végeztiink. Western blot-tal
nem tudtunk EcRA fehérjét kimutatni, sem a 1(2)06410 hemizigéta, sem az EP(2)2509

homozigota vandorld harmadik stadiumos larvakban illetve adult ndstényekben. (17. abra).

Q O O
& N A A2
: X\ : \ , » ' Q
vadtipus ' vadtipus QO vad tipus ¢ vadtipus ¥

1. 2.3 alstle 7.8. 910 T1 2 31405 ¢ 713

vandorlo L3 adult nostény vandorlo L3 adult ndstény

17. abra. Az EcRA fehérje jelenléte a 1(2)06410 és EP(2)2509 mutansokban.

Az A részben Df(2R)nap2 / +(OreR) (vad tipust kontroll) vandorlé harmadik stadiumos larvakon (1., 2., 3., 4.
minta) illetve adult ndstényeken (6., 7., 8., 9. minta), valamint Df(2R)nap2 / 1(2)06410 genotipusu vandorld
harmadik stadiumos larvakon (5. minta) és adult ndstényeken (10. minta) EcRA specifikus ellenanyaggal végzett
western blot eredménye lathato. A 4., 5., 9., 10. mintakban 1, a 3., 8. mintakban 0,5, a 2., 7. mintakban 0,25, az
1., 6. mintakban 0,125 allatnak megfelel6 fehérjét vizsgaltunk.

A B részben +(OreR) / +(OreR) (vad tipusu kontroll) vandorlé harmadik stadiumos larvakon (1., 2., 3. minta)
illetve adult néstényeken (5., 6., 7. minta), valamint EP(2)2509/ EP(2)2509 genotipusti vandorldo harmadik
stadiumos larvakon (4. minta) és adult ndstényeken (8. minta) EcCRA specifikus ellenanyaggal végzett western
blot eredménye lathatd. A 3., 4., 7., 8. mintakban 1, a 2, 6. mintakban 0,5, a 1., 5. mintdkban mintakban 0,25
allatnak megfelel6 fehérjét vizsgaltunk.

Adult ndstényeken végzett RT-PCR kisérletekben nem volt kimutathaté sem az ECRA,
sem az ECRC izoformar6l szarmaz6 mRNS a 1(2)06410 hemizigéta egyedekben, mig az
EP(2)2509 homozigotakban elenyész6é mennyiségben volt detektalhato ilyen transzkriptum
(18. abra). A 1(2)06410 mutans tehat gyakorlatilag amorf allélnek tekintheté mind az ECRA

mind az ECRC izoformara nézve, az EP(2)2509 pedig az amorthoz kozeli erés hipomorf allél.
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18. abra. Az ECRA és az ECRC izoformak kifejezédése a 1(2)06410 és EP(2)2509 mutansokban.

Az A részben az EcRA fehérjét kodolo izoformak specifikus exonjait (Al, A2, A3, C1, C2) tartalmaz6 genomi
régio lathatd. Az RT-PCR kisérletekben hasznalt primereket nyilakkal jeloltiik.

A B rész +(OreR) / +(OreR) vad tipusu (2., 5., 8., 11. minta), Df(2R)nap2 / 1(2)06410 genotipusu (3., 6., 9., 12.
minta), és EP(2)2509/EP(2)2509 genotipusu (4., 7., 10., 13. minta) kifejlett néstényeken végzett RT-PCR
kisérletek eredményét mutatja. Az 1. minta mol. suly marker, a 2., 3., 4. mintak az 1-2 primer parral (az ECRA
izoformat detektald), az 5., 6., 7., mintak a 3-2 primer parral (az ECRC izoformat detektald), a 8., 9., 10. mintak
a 14-2 primer parral (az ECRA ¢és az ECRC izoformakat egyszerre detektalo), a 11., 12., 13. mintak az L17AF-R
(rpL17A riboszémalis protein génre specifikus) primer parral végzett kisérletek eredményei

4.3.3Az EcRA specifikus allélek fenotipusa

A 1(2)06410 inszerciot a lie gén himsteril, csokkent életképességet okozo alléljeként
irtak le, ezért els6 1épésként tisztaznunk kellett, hogy a lie gén azonos-e az ECRA izoformaval.
Komplementacids tesztekben igazoltuk, hogy az ECRA izoforma teriiletére lokalizalt
1(2)06410 inszercio fliggetlen a lie géntdl, mivel a 1(2)06410 inszerciés mutans a csokkent
¢letképesség €és a himsterilitds szempontjabdl is teljes komplementacidot mutatott az EcR

1okuszt eltavolito Df(2R)nap2, a Df(2R)nap4 deléciokkal illetve az ECRMS®* null alléllal
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szemben. A 1(2)06410 torzsben a himsterilitast és a csokkent életképességet okozd mutacid
vagy mutaciok tehat fiiggetlenek az ECR régioban talalhatd P-inszerciotol.

Az EcRA fehérje hianyaban kialakuld fenotipus leirdsahoz, a 1(2)06410 és az
EP(2)2509 allélek ECR null alléllel (ECRM®54® ) szemben heterozigbta mutansait vizsgaltuk.
Mindkét allél életképessége megfelelt a vad tipusban tapasztaltnak (5. tablazat). A mutans

egyedek morfologidja nem mutatott semmiféle eltérést a vad tipustol.

vizsgalt a kifejlett allapotot
genotipus eléro egyedek (%)
+(0OreR) / ECRM5%4fs 92+-7 (258 db)
1(2)06410 / ECRMS54fs 96 +-13 (198 db)
EP(2)2509 / ECRMS54fs 97 +-11 (197 db)

5. Tablazat. A 1(2)06410 és az EP(2)2509 allélek letalis fazisa

Az ECRM®/BcGla x 1(2)06410/BcGla, az ECRM®*/BcGla x EP(2)2509/EP(2)2509, valamint az
EcCRM®%/BcGla  x  +(OreR)/+(OreR) (vad tipusi kontroll) keresztezésekbdl szarmazé Bc*Gla*
(1(2)06410/EcRMs  EP(2)2509/ECRM>#® jlletve +(OreR)/ECRM®*¥%) ¢és  BcGla (1(2)06410/BcGla,
EP(2)2509/BcGla vagy EcRM***s/BcGla, illetve +(OreR)/BcGla) kifejlett egyedek szamat hatiroztuk meg.
Minden esetben harom parhuzamos kisérletet végeztiink. Az 1(2)06410 allél esetében a Bc*Gla* utodok szamat a
BcGla utodok Y-részéhez, az EP(2)2509 allél és az OreR vad tipusu kontroll esetében a Bc*Gla* utodok szamat
az Osszes BcGla utod szamahoz viszonyitottuk. A tablazat a harom-harom parhuzamos kisérlet eredményének
atlag és szoras értékeit tartalmazza %-ban kifejezve. Zarojelben a harom parhuzamos keresztezésb6l szarmazo
Bc*Gla* utddok szamanak 6sszege szerepel.

Megvizsgaltuk a 1(2)06410 és az EP(2)2509 mutans kifejlett him és néstény allatok
fertilitasat is. Ezekre a tulajdonsadgokra nézve sem tapasztaltunk szignifikans eltérést a vad
tipustol (6. és 7. tablazat), kivéve, hogy a 1(2)06410 / ECRM®*S ¢és az EP(2)2509 / ECRMS54
genotipustt ndstények altal lerakott peték kozott magasabb szdmban voltak abnormalis
megjelenésliek (atlatszo, vagy kisebb fejletlen peték), és ezzel parhuzamosan olyan peték,
melyekbdl nem keltek ki larvak. A 1(2)06410 / EP(2)2509 genotipust ndstények altal lerakott
peték esetében nem volt megfigyelhetd kiilonbség a ki nem keld peték szaméban a vad
tipushoz képest. A 1(2)06410 / ECRM® ¢s az EP(2)2509 / ECRM®4 genotipusti ndstények
esetében tapasztalt jelenségre kétféle magyarazat is adhato.

Lehetséges, hogy a 1(2)06410 allél annak ellenére, hogy a mutans allatokban nem
tudtunk kimutatni ECRA fehérjét, és ECRA és ECRC mRNS-t sem, mégsem gatolja teljes
mértékben az EcRA fehérje termelddését. Ily modon érthetd lenne, hogy az 1(2)06410 és az
EP(2)2509 hipomorf allélek az ECRM®®*® amorf alléllel alkotott heterozigéta allapotban
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(1(2)06410 / ECRM554s ¢s EP(2)2509 / ECRM®54 ) erésebb fenotipust eredményeznek, mint ami
az 1(2)06410 / EP(2)2509 heterozigotakra jellemzo.

Valoszinlibb magyardzatnak azonban azt tartjuk, hogy a petefészekben jelenlévd
EcRA és EcRB fehérjék egymast kiegészitve miikodnek, és a 1(2)06410 / ECRMS54s &g
EP(2)2509 / ECRM%* genotipusti néstényekben tapasztalt fenotipus annak a kovetkezménye,
hogy ezekben az dallatokban az EcRA fehérje teljes hidnya mellett, az EcRB fehérjék
mennyisége is lecsokken, mivel az ECRM®4S az §sszes ECR izoformat inaktivalé null allél.
Ezzel szemben, a 1(2)06410 / EP(2)2509 heterozigotakban az EcRB fehérjék mennyisége

normalis, és ez elegendo a tokéletes miikodéshez.

vizsgalt nostények | egy néstény altal naponta ki nem kelt
genotipusa lerakott peték szama (db) peték (%)
EcRM5%4% | +(OreR) 119 +- 10 443
1(2)06410 / +(OreR) 110 +- 12 8 +-6
EP(2)2509 / +(OreR) 115 +-14 4+-4
1(2)06410 / EP(2)2509 114 +-19 54+-7
1(2)06410 / ECRMS54fs 103 +- 20 33 +-20
EP(2)2509 / ECRMS54fs 106 +- 12 25 +- 14

6. Tablazat. A 1(2)06410 és az EP(2)2509 mutans ndstények fertilitasa

1 db vizsgalni kivant genotipusu néstényt 1 db vad tipust (OreR) himmel kereszteztiink, majd négy
napon keresztiil megallapitottuk a naponta lerakott, illetve a ki nem kel6 peték szamat. A tablazat 8-8
parhuzamos keresztezés eredményébol szamitott atlag és szoras értékeket tartalmazza.

vizsgalt himek egy néstény altal naponta ki nem kelt

genotipusa lerakott peték szama (db) peték (%)
ECRMS54s [ +(OreR) 85 +- 13 7+-6
1(2)06410 / +(OreR) 84 +- 11 5+-4
EP(2)2509 / +(OreR) 85 +-14 7 +-6
1(2)06410 / EP(2)2509 79 +- 13 44-3
1(2)06410 / ECRMS54fs 84 +- 10 5+-5
EP(2)2509 / ECRMS54fs 88 +-13 4+-4

7. Tablazat. A 1(2)06410 és az EP(2)2509 mutans himek fertilitasa

1 db vizsgalni kivant genotipusti himet 1 db vad tipust (OreR) ndsténnyel kereszteztiink, majd négy
napon keresztiil megallapitottuk a naponta lerakott, illetve a ki nem kel peték szamat. A tablazat 8-8
parhuzamos keresztezés eredményébdl szamitott atlag és szoras értékeket tartalmazza.
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A fenotipus vizsgélat eredményeként tehat elmondhato, hogy az EcCRA fehérje nem
nélkiilozhetetlen a Drosophila egyedfejlodésében, a hianyaban kialakuld egyedeken a
laboratoriumi koriilmények kozott felfedezhetd rendellenesség nem alakul ki. Az EcRA

fehérje hianyaban egyediil a pete érésben mutathat6 ki kis mértékii rendellenesség.
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5. MEGVITATAS

A dolgozatomban szereplé kisérleteinkben a Drosophila melanogaszter ECR gén
izoformdinak szerepét vizsgaltuk P-inszercidos mutans allélek segitségével, illetve egy uj,
eddig ismeretlen ECR izoforma azonositasa révén. A nagyszami P-inszercidos ECR allél
molekuléris jellemzése soran, az ECR gén mikodésén tulmutato, altaldnos érvényl jelenségre
bukkantunk a P-inszerciok altal kivaltott gén-inaktivacioval kapcsolatban. A fejezet elsd
részében ezzel a jelenséggel kapcsolatos megallapitdsainkat mutatom be, majd ezt kdvetéen
harom tovabbi alfejezetben targyalom az ECR izoformdk funkcidjara vonatkozo

eredményeinket.

5.1. Intronban elhelyezkedé P-inszerciok az intron-kivagodasban okoznak zavart

A P-inszercios ECR allélek vizsgalata soran egy altalanosan érvényes mechanizmusra
deriilt fény az intronba ékelddott mesterséges transzpozon inszerciok génmiikodés gatlo
hatasaval kapcsolatban.

A letalis mutansgyiijteményben azonositott P{lacW} inszercios EcR allélekben egy
kivétellel (P+12319) az ECRB izoformak 5’ szabalyozé régidjaban talalhatok a P-elemek. Ez
a pozicié ugyanakkor az ECRA és az ECRC izoformék egyik intronjanak felel meg. A
P+12319 allél altal hordozott P-inszerci6 az ECRB izoformak tekintetében is intronban
EcR allélekben tapasztalt fenotipussal (Bender és mtsai, 1997), vagyis a P+12319 inszerci6 az
Osszes ECR izoformat inaktivalja. Az egyetlen ellentétes orientacidju inszerciot hordozé P-9
allélen kiviil egyik mutansban sem tudtunk EcRA fehérjét kimutatni, tehat az intronban
kifejezddését, mig a forditott elhelyezkedés hatastalan ebbdl a szempontbol. Két allél esetében
(P-40 és P-191?") igazoltuk, hogy a P{lacW} elemben talalhato miniwhite szelekcios marker
gén felelds a génkifejezddeés gatlasaért azaltal, hogy abnormalis intron kivagddast general, és
egy EcRA-miniwhite kiméra mRNS jon 1étre.

A 1(2)k006210 (P-5738) EcR P-inszercioval kapcsolatban, melynek molekularis
pozicidja a BDGP (Berkley Drosophila Genome Project) révén is ismerté valt (Spradling és
mtsai, 1995), Pier Paolo D’Avino és munkatarsai northern hibridizacion alapulo kisérletekben

szintén detektalni tudtak ECRA-miniwhite fizios mRNS-t (D'Avino és mtsai, 2000).

78



A feltart mechanizmus altalanos érvénytinek latszik. A 1(2)06410 és az EP(2)2509
inszercids allélek esetében is ezzel a folyamattal magyarazhatjuk az ECRA és az ECRC
izoformak inaktivalodasat. A 1(2)06410 P-inszercid rosy” szelekcios marker gént hordoz,
tehat nem kizarolag a miniwhite gén képes az emlitett folyamat eléidézésére.

A 1(3)DTS-3 gén két altalunk izolalt P{lacW} inszercids allélje esetében szintén
kimutattuk, hogy kiméra mRNS képzddése gatolja a gén kifejezddését (Még nem kozolt sajat
eredmény).

Sinka Rita és mtsi. is ugyanerre a géninaktivald mechanizmusra mutattak ra a poirot

gén Hobo mesterséges transzpozon inszercidt hordozé alléljének vizsgalata sordn (Sinka és

mtsai, 2002).

5.2. ECRC mRNS szinten uj ECR izoforma, mely EcRA fehérjét koédol

A Drosophila melanogster ECR gén hatalmas méreti (mintegy 80 kb hosszisagh DNS
szakaszt fed le), és bonyolult szerkezetii. Alternativ promoter haszndalat és alternativ mRNS
érés eredményeként harom kiilonb6zd ECR transzkriptum illetve fehérje képzddését igazoltak
(EcRA, EcRB1 és EcRB2). Az egyes ECR izoformak altal kodolt fehérjék csupan az N-
termindlis résziikon kiillonboznek egymastol. A DNS koté doméntdl kezdédden C-terminalis
iranyban megegyeznek (Talbot és mtsai, 1993). A tobb kiilonb6z6 ECR izoforma 1étezése, és
az ECR gén meglepden nagy mérete alapjan jo eséllyel feltételezhetd volt, hogy tovabbi,
korabban nem azonositott ECR izoformak is 1étezhetnek.

A Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) altal 1étrehozott EST adatbézis jo
lehetdséget kinalt szamunkra 1j ECR izoformak azonositasara. Az adatbdzisban talalhato EcR
gént érintd EST-k legnagyobb része valoban egy eddig ismeretlen ECR izoformat jelol ki,
melyet ECRC-nek neveztiink el. Az ECRC a tobbi ismert ECR izoformatol elkiiloniild
transzkripcios kezdéponttal rendelkezik, azonban terméke megegyezik az ECRA izoforma
altal kodolt fehérjével.

Ha az ECRC izoforma megismerése donté mértékben nem is valtoztatja meg az ECR
izoformékkal kapcsolatban kialakult képet, hiszen fehérje szinten tovébbra is a korabban
feltart harom EcR izoforma létezése igazolt, azonban az ECRA és az ECRC izoformak
elkiiloniilt transzkripcios kezdOpontja az ECRA fehérje képzddeésének Osszetett szabalyozasara
hivja fel a figyelmet. Ma még nem tisztazott, hogy mi a szerepe annak, hogy az EcCRA fehérje

két fliggetleniil szabalyozott izoformarol is képzddhet. Lehetséges, hogy csupan az EcRA
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fehérje nagy mennyiségben torténd termelddése valosul meg ily moédon. Valdsziniibb
azonban, hogy az EcRA fehérjét kodold izoformak iddben és térben torténd finoman

szabalyozott kifejezddésének van fontos, maig feltaratlan funkcioja.

5.3. Az EcRA fehérje nem esszencialis a Drosophila egyedfejlédésben

Az altalunk azonositott letdlis P-inszercios ECR allélek, és a kizardlag az EcRA
fehérjét kodold izoformékat (ECRA és ECRC) inaktivald P-inszercids allélek segitségével
valaszt adhatunk az EcRA fehérje funkcidjat érintd tobb, mdig tisztazatlan kérdésre.

Azok a mutansok, melyekben mind a négy ECR izoforma inaktiv, embrié allapotban
pusztulnak el, mig az ECRB1 illetve mindkét ECRB izoformat érint6 allélek larva letalisak
(Bender és mtsai, 1997; Schubiger ¢s mtsai, 1998). Ezek az adatok egyrészt arra utalhatnak,
hogy az embriondlis fejlédés soran az EcRA fehérje szerepe esszencidlis, azonban, az is
lehetséges, hogy az embrionalis fejlédéshez sziikséges ekdizon receptor funkcid ellatdsahoz
onmagaban barmelyik izoforma elegendd, és a mutans vonalakban nem az EcRA héanya vezet
letalitdshoz, hanem az §sszes EcR izoforma egylittes kiesése.

Az altalunk azonositott letalis P-inszercids ECR allélek, a mind a négy EcR izoformat
inaktivalo P+12319 kivételével, mindannyian hipomorf allélnek tekintheték a két ECRB
izoformara nézve, ugyanakkor egy mutans vonal kivételével (P-9) az EcCRA fehérjét kodold
két izoformat tekintetve gyakorlatilag amorf allélekként viselkednek. A mind a négy EcR
izoformat inaktivalé P+12319 allél kivételével egyik inszercids mutdns sem mutat embrid
letalitast, tehat az a feltételezés, hogy az EcRA izoforma nélkiilozhetetlen az embrionalis
fejlddéshez, egyértelmiien elvethetd.

Az altalunk azonositott letalis inszercios allélek, eltéroen az ECRB1 és az ECRB1-B2
koz6s mutansoktol (Bender €s mtsai, 1997; Schubiger €s mtsai, 1998), nem mutatnak letalitast
¢s fejlodési rendellenességeket a larvalis stddiumok soran sem, tehat az EcRA fehérje az
egyedfejlodésnek ebben a szakaszéban sem esszencialis.

Az EcR izoformdk szoveti kifejezddését vizsgalva a metamorfozis kezdetén William S. Talbot
és munkatarsai azt talaltdk, hogy az imagindlis szovetek egy részében (imagdkorongok, és
imaginalis gylirlik) az EcRA fehérje taldlhatd nagy mennyiségben alacsony EcRBI1 szint
mellett. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az ECRA-nak meghatarozo szerepe lehet az emlitett
imaginalis szovetek ekdizon szabalyozott fejlddésében a metamorfodzis soran (Talbot és mtsai,

1993). A letalis P-inszercios ECR allélekkel kapcsolatos eredményeink cafoljak ezt a
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feltételezést, ugyanis annak ellenére, hogy a P-9 kivételével minden mutdnsban hianyzik az
EcRA fehérje, az egyes allélek esetében kiillonbozd mértékli imagd korong (l1ab) kitlir6dést
tapasztaltunk. A diszkusz kitlirddés mértéke az adott mutidnsban jelenlévé EcRB fehérjék
mennyiségével hozhatd kapcsolatba. A P-9 mutdnsban az EcRA protein megléte ellenére
ugyanazon a szinten reked meg a 1ab imagd korongok fejlodése, mint az ECRB izoformak
tekintetében legerdsebb két allél (P-25, P-40) esetében. A P-5738, ECRB izoformakra nézve
leggyengébb allélre homozigota egyedek egy része (12 %) eléri a teljesen kifejlett allapotot
(kikel a babbol). Ezen éallatok tobbsége normalisan kifejlodott labakkal rendelkezik,
semmiféle 1ab deformaciot nem mutat. Az ECRA fehérje hidnyaban tehat a labak képesek
tokéletesen kifejlodni.

A P-5738 inszercido pontos lokalizacidojat a Berkeley Drosophila Genome Project
(BDGP) is meghatarozta, ily modon ez a torzs nyilvanos torzsgylijteményben mas
laboratériumok szaméra is hozzaférhetévé valt. Pier Paolo D’Avino és Carl S. Thummel
northern hibridizaciéval kimutattak, hogy a P-5738 mutansokban nem képzddik ECRA mRNS,
az EcRBL1 izoforma pedig csokkent mennyiségben van jelen (D'Avino és mtsai, 2000). A
mutans fenotipus vizsgalata soran, az altalunk tapasztaltakhoz hasonldan, azt talaltak, hogy a
homozigota egyedek egy részébdl kifejlodo felndtt legyeken nem figyelhetd meg semmiféle
lab vagy szarny rendellenesség. Ezen eredmény alapjan a szerzok koézleményiikben szintén
megkérddjelezik az ECRA fehérje meghatarozo szerepét az imagéd korongok fejlodésében.

Két olyan P-inszercios allélt (1(2)06410, EP(2)2509) azonositottunk, melyek koziil a
1(2)06410 amorfnak tekinthet6, az EP(2)2509 amorfhoz kozeli hipomorf allél mind az ECRA,
mind az EcRC izoforma tekintetében. A 1(2)06410 és az EP(2)2509 mutans vonalak fenotipus
vizsgalata azt mutatta, hogy az EcRA fehérje hidnydban tokéletesen kifejlodott felnott
egyedek keletkeznek. A két mutacié nem befolyasolja sem az allatok életképességet, sem a
himek fertilitdsat. Csupan a pete érésben fedezhetd fOl kis mértékli rendellenesség a a
1(2)06410/ECRMS% ¢s az EP(2)2509/ECRMS5 mutansokban. Valdsziniileg ez a fenotipus
nem az EcRA fehérje egyediili hianyabol adodik, hanem az EcRA fehérje hianyanak és a az
EcRB fehérjék csokkent mennyiségének (az ECRM>** minden EcR izoformat inaktivalé allél)
egylittes hatdsaként alakul ki.

A bemutatott mutansok fenotipusa alapjan tehat ugy tlinik, hogy az EcCRA fehérje nem
esszencialis a Drosophila-ban. Erdekes azonban, hogy az EcRA fehérje jelen van minden
fejlédési allapotban, illetve, hogy EcCRA fehérje két egymastol fiiggetleniil szabalyozott ECR
izoformardl is képzddhet. Ezek alapjan valoszinli, hogy az EcCRA fehérje szerepe nem csak

abban mertil ki, hogy hozzajarul egy sziikségesnél magasabb, tulbiztositott allapotnak latszo,
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ekdizon receptor szint kialakitasahoz, hanem ezen kiviil specifikus funkcidja is lehetséges.
Azon tény alapjan, hogy az EcRA fehérje hidnydban a laboratdriumi koriilmények kdzott nem
tapasztalhatd fejlodési rendellenesség a Drosophila-ban, nem zarhatdé ki egyértelmiien, az
EcRA fehérje fontos szerepe. Lehetséges pl., hogy az EcRA fehérje hidnya az allatok
viselkedésében okoz valtozast, ami a természetben ¢l6 egyedek ¢letét drasztikusan
befolyasolhatja, de a laboratoriumban szokdsos tenyésztési koriilmények kozott esetleg nem
eredményez detektdlhato eltérést a vad fenotipustdl. Az allatok viselkedése elsdsorban az
idegrendszer miikddésével hozhatd kapcsolatba. Elképzelhetd tehat, hogy az EcCRA fehérje
specifikus funkciojat az idegrendszer fejlodésében kell keresniink. Ezzel 6sszhangban vannak
azok a megfigyelések, miszerint a koOzponti idegrendszerben kb. 300 neuron egy
nagysagrenddel magasabb szinten termel ECRA fehérjét a metamorfozis idészakaban, mint a
tobbi idegsejt, ¢és ezek a sejtek, melyek egy részérdl igazoltdk, hogy larvélis izmok
beidegzésében szerepet jatszo mozgatd neuronok, azonos sorssal rendelkeznek, roviddel az
allatok babbol wvald kikelése utdn programozott sejthalal kovetkeztében elpusztulnak

(Robinow és mtsai, 1993).

5.4. Az EcR izoformak képesek egymast helyettesive miikodni

Az EcR izoformdk funkcidjaval kapcsolatban két ellentétes nézet all egymassal
szemben.

William S. Talbot és munkatdrsai azon megfigyeléseikre alapozva, miszerint a
metamorfozis kezdetén az ECRA ¢és az ECRB1 izoformak szdveti kifejezOdése eltérd (Az
imagd korongokban ¢és az imaginalis gylirlikben EcRA fehérje mutathaté ki nagy
mennyiségben alacsony EcRB1 szint mellett, ezzel szemben a politén sejteket tartalmazéd
larvalis szovetekben, az ekdizon termelésért felelds gylirlimirigy kivételével, az EcCRA szintje
alacsony €s az EcCRB1 fehérje termelddik nagy mennyiségben, mig a hisztoblasztok sejtjeiben
csak EcRB1 protein taldlhat6, EcCRA nem.), arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy egy adott
szovetféleség sorsat a metamorfozis soran nagymértékben az hatarozza meg, hogy milyen
EcR izoforma eloszlast mutat, vagyis az egyes izoformdknak o6nalld elkiiloniilt funkciot
tulajdonitottak (Talbot és mtsai, 1993). Ezzel az elmélettel 6sszhangban vannak Jean-Francois
Mouillet és munkatarsai altal k6zolt eredmények(Mouillet és mtsai, 2001). A szerz6k HelLa
sejtkultiraban a kiilonb6zd ECR izoformdk jelenlétében ekdizonnal indukalhat6 riporter gén

kifejez6dését mérve azt tapasztaltdk, hogy az egyes izoformak transzkripcio aktivald
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képessége jelentdsen eltér. Kimutattak tovabba, hogy az EcRA izoforma A/B doménje (Az
egyes EcR izoformék csupan az N-terminalis A/B doménben kiilonboznek egymastol)
autonom génkifejezddés-gatld funkcidval rendelkezik, szemben a két ECRB izoforma aktivalo
hatasu A/B doménjével.

Az ECR izoformak specifikus funkciojat hangsulyozé elmélettel szemben 4all6 nézet
szerint a kiilonb6zé ECR izoformak egymast helyettesitve képesek mitkddni. Ezt azon
kisérletek eredményei tdmasztjak ald, melyekben transzgénként kiilon-kiilon kifejeztetve az
egyes ECR izoformakat menekiteni tudtak mind az ECRB1 specifikus mutaciok, mind az amorf
(a négy izoformat egyszerre inaktivalo) ECR allélek letalis fenotipusat (Bender és mtsai, 1997;
Li és mtsai, 2000).

Az altalunk azonositott (1j ECR allélek nagyban hozzajarulnak a kérdés tisztazasahoz.
Fenotipus jellemzésiik, és fenotipusuk Osszevetése a kordbbrol ismert ECR mutédnsok
fenotipuséval az ECR izoformdk egymast helyettesitd szerepével kapcsolatban szolgaltatnak
tamogatd adatokat az egyedfejlodés harom stddiumaban, az embrionalis allapotban, a larva
stadiumokban, és a metamorfozis idészakaban.

Az EcCR izoformak szerepére vonatkozd kovetkeztetéseink részletes bemutatasat az

emlitett hdrom fejlédési allapotnak megfeleléen hdrom részre bontva tdrgyalom.

5.4.1. Az EcR izoformak szerepe az embrionalis fejlodésben

Az embriondlis fejlodés soran egyik ECR izoformanak sincs Onmagaban
nélkiilozhetetlen szerepe. Az Osszes izoformat egyszerre inaktivald mutaciok okoznak csak
embri6 letalitast (Bender és mtsai, 1997). Ezzel szemben az embrionalis fejléddés zavartalanul
végbemegy azon mutansokban, melyekben az EcRB1 (Bender és mtsai, 1997) fehérje
hianyzik, illetve ha mindkét EcRB izoforma miikodésképtelen (Schubiger és mtsai, 1998).
Azokban az éltalunk azonositott P-inszercids mutansokban, melyek csokkent mennyiségben
tartalmazzak mindkét EcRB fehérjét az EcRA teljes hidnya mellett (P-9, P-25, P-40, P-191%,
P-1319 ¢s P-5738), illetve melyek kizardlag az EcRA fehérje termelddését gatoljak
(1(2)06410 ¢és EP(2)2509), szintén normalisan lejatszodik az embrionalis fejlédés. Az embrio
allapotban tehat az egyes izoformdk képesek egymadst helyettesitve, ugyanazt a funkciot
ellatni. Az egyedfejlddésnek ebben a szakaszédban az ekdizon receptor fehérje mennyiségét

tekintve ,,talbiztositott™ allapot alakul ki, amikor anyai hatast géntermékként is jelen van, és
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zigotikusan is képzddik ECRA mRNS ¢és fehérje, valamint zigotikusan az ECRB1 és az ECRB2
izoformak is kifejezdédnek (Talbot és mtsai, 1993).

5.4.2. Az EcR izoformak szerepe a larvalis fejlédésben

A larva allapotban az ekdizon szerepe els6sorban a vedlések szabalyozéasara
korlatozodik. Ezzel 6sszhangban az ECR mutans larvakban a vedlés elmaradasa illetve vedlési
rendellenességek figyelhetok meg.

Azok az altalunk azonositott letalis P-inszercios ECR allélek (P-9, P-25, P-40, P-191%,
P-1319 és P-5738), melyekben az EcCRA fehérje hianyzik, az ECRB1 és az ECRB2 fehérjéket
pedig csokkent mennyiségben tartalmazzak, nem mutatnak larvaletalitdst. A mutans egyedek
mindegyike eléri a harmadik larva stddium végét. Az EcRA fehérjét kodold izoformakat
inaktivald mutansokban (1(2)06410 és EP(2)2509) szintén normalisan lezajlik a larvalis
fejlédés. Az ECRB1 specifikus mutansok 40-60%-a jut el a harmadik larva stadiumba (L3). Az
L3 stadiumot el nem ér6 allatok zome masodik stadiumos larvaként (L2) pusztul el (Bender és
mtsai, 1997; Schubiger és mtsai, 1998). A két ECRB izoformat egyszerre inaktivald allélek
szintén larva letalisak. A mutans egyedek foként els6é stadiumos larvaként (L1) pusztulnak el,
az L3 stadiumot allélto] fiiggden 0-23%-ban érik csak el. Az elpusztuld larvak tobbsége
jellegzetes fenotipust mutat. Egyszerre megtalalhat6 benniik az el6z6 larva stadiumra jellemz6
régi, és az Ujonnan kialakuld szajszerv és trachea végzddések, jelezve, hogy a fejlodésiik
vedlés kozben akadt el (Schubiger és mtsai, 1998). Abban az esetben, ha minden izoforma
hianyzik (ECR null mutans egyedeket hdsokk indukalt ECR transzgén segitségével atsegitették
az embrid allapoton, majd tovabbi hésokkot nem alkalmaztak) a mutans larvak mindegyike
megreked L1-ben, és néhany nap mulva vedlés nélkiil elpusztul. Az elpusztuld allatok nagy
részére jellemzoé a fent emlitett ,,dupla szajszerv és trachea végzddések™ fenotipus, tehat a
vedlés elkezdddik benniik, de nem tud normalisan lezajlani (Li €s mtsai, 2000). A vedlés
meginduldsat ezekben az éllatokban azzal magyardzhatjuk, hogy a hésokk promoter, ami a
menekitd ECR cDNS-ek kifejez6dését biztositja, alacsony szinten hdéindukcié nélkil is
mukodik, €s az igy keletkezd6 minimalis mennyiségli EcR fehérje biztosithatja a vedléshez
vezetd ekdizon szabalyozott folyamatok kis mértékti aktivalodasat. Ha a menekitd ECR
transzgént az embrid allapoton tdl is kifejeztették, az ECR null mutansok atjuttathatok voltak

L2, illetve a L3 stddiumba is. A menekités megsziintetése az L2 stadiumos larvak esetében is

84



ugyanazt eredményezte, mint L1-ben, azaz az 6sszes mutans egyed fejlédése elakadt az L2
stddium végén (Li és mtsai, 2000).

Az emlitett menekitési kisérletekben az egyes ECR izoformak kiilon-kiilon is képesek
voltak az Gsszes izoforma egyiittes hianyat kompenzalni, és atsegiteni az allatokat a larvalis
vedléseken (Li és mtsai, 2000). Az ECR izoformak szerepével kapcsolatban tehat
nyilvanvaldan kizérhaté az a lehetdség, hogy a larvalis fejlédés soran az egyes izoformak
onallo funkcidval rendelkeznek, és nem képesek egymast helyettesiteni.

A bemutatott mutans fenotipusok is az izoformak kolcsonds helyettesitd képességére
utalnak. Az EcRA fehérje szerepe példaul nyilvanvaléan redundéns (hianydban nem
¢észlelhetd semmiféle rendellenesség), azonban részvétele a larvalis vedlések szabalyozasaban
egyértelmiien kimutathatd, ha az EcRB izoformakat eltdvolitva hasonlitjuk 6ssze az EcRA
jelenlétében, illetve hidnydban kialakuld fenotipusokat (A két ECRB izoformat inaktivald
mutacido gyengébb fenotipust eredményez, mint az 0sszes izoforma hianya). Egyiitt a két
EcRB fehérje tehat képes, az EcCRA hidnyaban is, teljes egészében biztositani a vedlések
ekdizon receptor sziikségletét, ugyanakkor az EcRB fehérjéket helyettesitve bizonyos

mértékben az EcRA is be tudja tolteni ezt a szerepet.

5.4.3. Az EcR izoformak szerepe a metamorfézisban

A metamorfozis iddszakdban megfigyelt ECR mutdns fenotipusok szintén az
izoformak egymast helyettesitd szerepét tdmasztjak ald. Ebben a fejlddési allapotban a
kiilonbozé ECR mutansok hasonld fenotipust mutatnak. A muténs larvak elérve a harmadik
larva stadium végét babozodas nélkiil pusztulnak el. A mutaci6é hatdsa minden mutansban az
egész testet érinti, nem korlatozodik csupan bizonyos szovetekre. A mutans larvak
szoveteiben altalaban elindulnak a metamorfézis kezdetére jellemzd valtozasok, az egyes
allélek kozott abban van csupan kiilonbség, hogy ezek a folyamatok a fejlddés mely szintjén
rekednek meg (Bender és mtsai, 1997; Schubiger és mtsai, 1998; Li és mtsai, 2000).

Az EcRA fehérje ebben az életszakaszban is redundans, kiesése (1(2)06410 és
EP(2)2509 all¢lek) nem okoz letalitast.

Az 0sszes ECR izoforma egylittes hianya (EcR amorf allél menekitéssel atsegitve a
korabbi fejlodési stadiumokon) (Li és mtsai, 2000) eredményezi a legsulyosabb fenotipust.
Ezekben a mutansokban az ekdizon szabalyozott folyamatok koziil csak az imagokorongok

kitlirédése, ¢s a vakbelek rovidiilése figyelhetd meg, és ezek a valtozasok kb.2 oraval a
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babozddas utani allapotban (a tobbi mutanshoz képest legkordbban) akadnak el. Az ekdizon
szabalyozott folyamatok elkezdddése ezekben a mutansokban szintén magyardzhato azzal,
hogy a menekitd ECR cDNS atirédasat biztosité hésokk promoter alacsony szinten indukcid
nélkiil is mikodik.

Az altalunk azonositott letalis P-inszercids allélekre, a P-9 és az Osszes izoformat
inaktivalé P+12319 kivételével, az ECRA teljes hidnya, és a két EcCRB csokkent mennyisége
jellemzd. Fenotipusuk alapjan ezek az allélek hipomorf sorba rendezhetdk. Az allél er6sségiik
attol fiigg, hogy az illetd mutaci6 milyen mértékben gatolja a két ECRB izoforma
kifejez6dését. A P-9 allél, mely a két legerdsebb P-inszercios allélhez (P-25, P-40) hasonldan
az ECRB izoforméak transzkripcios kezddpontjanak kozvetlen kozelében hordozza a P-
inszerciot (a két ECRB izoformat feltehetéen ugyanolyan mértékben inaktivalja mint a P-25
vagy a P-40, azonban veliik ellentétben az EcRA fehérje termelddését nem gatolja), az
emlitett két allélnél gyengébb fenotipust mutat az elpusztuldé mutans larvak testalakjat, és a
kozépbél megrovidiilését tekintve. A P-9 allél eltérd viselkedése arra utal, hogy az EcRA
fehérje redundans funkcioja ellenére, részt vesz a metamorfozis kezdetén lezajlé ekdizon
indukalt folyamatok szabalyozasaban. Ugyanezt tdmasztja ald, hogy a két EcRB izoforma
hidnyaban enyhébb fenotipus tapasztalhaté az imagd korongok kitlirédésében (Schubiger és
mtsai, 1998), mint az 6sszes EcR izoforma egyiittes inaktivalasakor (Li és mtsai, 2000).

A bemutatott mutans fenotipusok dsszevetése alapjan, végso soron azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy az egyes izoformakhoz nem rendelhetd szovetspecifikus esszencidlis
funkcid, és a kiilonbozo allélek fenotipusanak erdsségét minden jel szerint az hatarozza meg,
hogy az illetd mutansban mennyi EcR fehérje talalhato.

A letdlis P-inszercios alléleken végzett menekitési kisérleteink, szintén az ECR
izoforméak egymast helyettesitd képességét tdmasztjak ala, hiszen az ECR izoformakat hdsokk
promoter altal szabalyozott transzgénként kifejeztetve, az egyes izoformak kiilon-kiilon is
képesek voltak menekiteni a mutansok letalis fenotipusat.

Az egyes allélek menekithetdsége ugy tlinik, attol fiigg, hogy az illetd allél milyen
mennyiségli EcR fehérjét tartalmaz. A kisérletek soran a leggyengébb (P-5738) allél menekiilt
leghatékonyabban. A legerésebb fenotipust mutatéd allélek (P-25 és P-40) letalis fenotipusat
nem menekitette, ha a harmadik larva stadium végén egyetlen hdsokkal indukaltuk az EcR
transzgének atirodasat, azonban a babozodas utan néhany oraval ijabb hésokkot alkalmazva
ezen allélek mutans egyedei is elérték a kifejlett allapotot. A P-9 allél ezekben a kisérletekben
is kivételesen viselkedett, egyetlen hdsokk alkalmazasaval is menekithetd volt, igaz

alacsonyabb szinten, mint a tdvolabbi inszerciokat hordozé gyengébb allélek. Ez az eredmény
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is alatdmasztja, az EcRA fehérje részvételét a metamorfozis iddszakdban lejatszodo
folyamatokban.

Az ECRB izoformakhoz képest az ECRA izoforma csak kb. 50%-os hatékonysaggal
menekitett. Michael Bender és munkatarsai is hasonldé eredményrdl szamoltak be az ECRB1
specifikus allél menekitése soran (Bender és mtsai, 1997). Az 6sszes EcR izoformat egyszerre
inaktivalo alléleken végzett menekitési kisérletekben, ahol a larvalis vedlések elmaradasat
kompenzaltak a kiilonboz6 ECR izoformak kifejeztetésével szintén kiilonbséget tapasztaltak az
egyes izoformak menekitd képességgében (Li és mtsai, 2000). Ezek az eredmények egyrészt
utalhatnak arra, hogy az egyes ECR izoformak funkcioja bizonyos mértékben elkiiloniilt, azaz
bizonyos folyamatokban egyik, méasokban masik izoforma szerepe meghatdrozo, egymas
helyettesitésére pedig csak alacsonyabb hatékonysaggal képesek, azonban az eltéré menekitd
képesség adodhat abbol is, hogy az egyes ECR izoforméknak megfeleld transzgénekrodl eltérd
mennyiségli fehérje termelddik, vagy a képz6dé mRNS-ek vagy fehérjék stabilitasa
kiilonbozik. Ily mdédon az emlitett menekitési kisérletek eredményei alapjan nem zarhat6 ki az
sem, hogy az EcR izoformak teljes mértékben képesek egymast kolcsondsen helyettesiteni.

Osszefoglalva az ECR izoformak szerepével kapcsolatos ismereteinket, elmondhato,
hogy az egyes izoformak egymast helyettesitd miikodése az embriondlis fejléddés soran, a
larva allapotokban €és a metamorfozis idészakéaban is egyértelmiien bizonyitott. Csupan a
kolesonos helyettesitd képesség mértékével kapcsolatban 1étezik bizonytalansag. E kérdés
teljes kor(i tisztazdsdhoz nagy segitséget jelentene, ha ismernénk az EcCRB2 fehérje hidnyaban
kialakulo fenotipust, illetve l1éteznének olyan allélek, melyek egyszerre inaktivaljak vagy az
EcRA ¢és az EcRBI1, vagy az EcRA ¢s az EcRB2 fehérjéket kodolo izoforméakat. Az ECR
izoformakat minden lehetséges kombinacioban inaktivalo allélek fenotipusat és a mutans
szovetek sejtjeinek EcR fehérje tartalmat Osszevetve, eldonthetd lenne, hogy az egyes
izoformék teljes mértékben képesek-e egymast helyettesiteni, mivel ebben az esetben a
kialakul6 fenotipus kizarélag az illeté mutansban taldlhatdo EcR fehérje mennyiségétdl fliggne.
hasznalva fejeztetnénk ki egy masik izoformat, szintén hasznosak lennének az emlitett
bizonytalansdgok tisztdzasahoz, azonban az ECR gén hatalmas mérete, és ebbdl adodoan
feltehetdleg kiterjedt, eddig részleteiben még felderitetlen szabalyoz6 régidja miatt, egyenldre
ez a megoldas is nehezen megvaldsithatd. Emellett, a kiilonb6z6 izoformakrdl szarmazo

MRNS-ek esetleges eltérd stabilitasanak kérdését ez a megkozelitési mod sem kiiszobdlné ki.
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OSSZEFOGLALAS

A rovarok egyedfejlodésének kulcsfontossaghi szabalyozoja az ekdizon (vedlési
hormon). Régota ismert, hogy az egyedfejlodés soran bizonyos fejlodési allapotokban rovid
ideig tartd ekdizon csucsok (hormon koncentrdci6 maximumok) jelennek meg, és ezek
hatasara kovetkeznek be az adott allapotra jellemzd hormon fiiggd fejlodési 1épések. Az
ekdizon jelet az ekdizon receptor kozvetiti a sejtek szamara, mely maga egy, a hormon
megkotése révén aktivalodo transzkripcios faktor. Mai ismereteink szerint az ekdizon valasz a
kiilonb6z6 fejlodési allapotokban és célszovetekben hasonlé mechanizmus szerint jatszodik
le. Az ekdizon koncentracié ndvekedésére egy génindukcidés kaszkad 1ép miikodésbe,
melynek végeredményeként aktivalodnak azok az effektor gének, melyek kialakitjak a sejtek
ekdizonra adott specifikus valaszat.

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

Miikodoképes ekdizon receptor nincs allanddan jelen a célsejtekben, mivel az ECR gén
maga is az ekdizonnal indukalhatd gének kozé tartozik (Dedk P és mtsai, 1988; Karim ¢és
mtsai, 1992). Kovetkezésképpen a szovetek csak a magas ekdizon koncentracioju
allapotokban valnak hormon érzékennyé.

Az Drosophila ECR gén bonyolult felépitésii. Két elkiiloniilt transkripcios kezdd
pontrdl alternativ mRNS érés eredményeképpen harom izoforma (EcRA, EcRB1, EcRB2)
képzddését mutattak ki (Talbot €s mtsai, 1993). Sok éves intenziv kutatas ellenére sem ismert
pontosan, az egyes ECR izoformak szerepe. Léteznek kisérleti bizonyitékok arra, hogy az
egyes izoformdk egymast helyetesiteni tudjak, ha transzgén segitségével minden sejtben nagy
mennyiségben fejeztetik ki Oket (Li és mtsai, 2000; Bender €s mtsai, 1997). Nem vilagos
azonban, hogy ez a helyettesités hol €s milyen mértékben megy végbe a normalis miikodés
soran. Az irodalomban az egyes izoformdk specifikus szerepére utald eredmények is
talalhatok (Talbot és mtsai, 1993; Mouillet és mtsai, 2001). Izoforma specifikus mutans
allélek csak az ECRB1 izoformara léteznek (Bender és mtsai, 1997). Ezeken kiviil a két ECRB
izoformat egyszerre inaktivald (Schubiger és mtsai, 1998), illetve az 6sszes ECR izoformat
inaktivalé (Bender és mtsai, 1997) allélek ismertek. Izoforma specifikus allé¢lek hianyaban

tehat az ECRA és az ECRB2 izoformak funkcigja kozvetleniil nem vizsgalhato.
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Ertekezésem alapjaul szolgalo kisérleteinkben az ECR izoformak szerepének jobb
megértéséhez kivantunk hozzdjarulni tovabbi ECR izoformak illetve mutans allélek
azonositasaval és jellemzésével.

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

Az EcRA ¢és az ECRC izoformak elkiiloniilt transzkripcids kezdOpontja az EcRA
fehérje képzddésének Gsszetett szabalyozasara hivja fel a figyelmet. Ma még nem tisztazott,
hogy mi a szerepe annak, hogy az EcRA fehérje két fiiggetleniil szabalyozott izoformarol is
képzodhet. Lehetséges, hogy az EcRA fehérje nagy mennyiségben torténd termelddése
valdsul meg ily modon. Elképzelhetd azonban az is, hogy az EcRA fehérjét kodold izoformak
idében és térben torténd finoman szabdlyozott kifejezddésének van fontos, maig feltaratlan
funkcioja.

Az ECRC izoforma kimutatasaval felmeriilt a kérdés, vajon az Ujonnan megismert
izoforma kifejez6dési mintazata eltéré-e a kordbban azonositott ECR izoformakétol, illetve az
atirddasa korlatozodik-e bizonyos fejlédési allapotokra. Az RT-PCR mddszerrel lehetdségilink
volt kiilon-kiilon megvizsgalni az egyes ECR izoformak (ECRA, EcRB1, EcRB2, EcRC)
kifejez6dését Drosophila egyedfejlddése soran. A két ECRB izoforma kifejezddése azonos
mintazat szerint alakul, amit az azonos transzkripcids kezdépontjuk indokol is. Az ECRC az
ECRA izoformahoz hasonldé mintdzat szerint fejezddik ki. Mindkét izoformanak megfeleld
mRNS kimutathaté minden vizsgalt fejlédési allapotban. Az ECRA és az ECRC mRNS szintek
valtozasai az egyes fejlodési allapotokban joval kisebb mértékiiek, mint az ECRB izoformak
ésetében. Az ECRA és az ECRC izoformak kifejezddésében két fejlodési allapotban fedezhetd
fel kiilonbség. A korai embridkban és a kifejlett ndstények petefészkében az ECRC mRNS van
jelen nagyobb mennyiségben.

Letalis P-inszercios gylijteményben (Torok ¢€s mtsai, 1993) kilenc ECR allélt
azonositottunk. Meghataroztuk a P-inszerciok helyzetét, az allélek letalis fazisat és az
elpusztulo allatok fenotipusat. Megallapitottuk, hogy a P+12319 allél az Gsszes ECR
izoformat inaktivéalja, a P-9 allél az ECRB izoformak csokkent kifejez0dését okozza, nem
befolyasolja azonban az ECRA és az ECRC izoformak miikodését, a fennmaradé hét allél (P-
25, P-40, P-191%7, P-19177, P-1911°1 P-1391, P-5738) pedig gyakorlatilag amorf allélnek
tekinthetd az ECRA és az ECRC izoformakra nézve, ¢és emellett hipomorf allélként viselkedik

az EcRB izoformak tekintetében. Az embrid letalis P+12319 allél kivételével minden letalis
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P-inszerci6s mutansban normalisan lejatszodik az embrionalis €s a larvalis fejlodés. Az ECRA

fehérje jelenléte tehat nem esszencialis ebben a két fejlodési allapotban.

Ismert helyzetli P-inszerciok kozott azonositottunk két olyan P-inszercios ECR allélt
(1(2)06410, EP(2)2509) melyekben a P-elem az EcCRA és az ECRC izoformak intronjaban
talalhat6. Megallapitottuk, hogy mindkét mutansban gartolt az ECRA és az ECRC izoformak
kifejezodése. Az 1(2)06410 allél gyakorlatilag amorf, az EP(2)2509 amorfhoz kozeli hipomorf
allélnek tekinthetd az EcCRA fehérjét kodolo két izoformara nézve.

A 1(2)06410 inszerciot a long island expressway (lie) gén himsterilitast és csokkent
¢letképességet okozo alléljaként azonositottak (Castrillon és mtsai, 1993). Az inszerci6 helyét
eltavolitd deléciokkal végzett komplementacios analizissel kideritettiik, hogy a himsteril
szemiletalis fenotipus fliggetlen az ECR régioban talalhat6é P-inszerciotol.

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

A 1(2)06410 és az EP(2)2509 allélek ECR®*® alléllel (az osszes ECR izoformat
inaktivalo amorf allél) szemben heterozigota (1(2)06410/ECR®4® ¢és az EP(2)2509/ECR%%4¥)
néstényeiben kis mértékii rendellenesség kimutathaté volt a peteérésben. Mivel a
1(2)06410/EP(2)2509 genotipusu egyedek nem mutattak ezt a fenotipust, ugy gondoljuk, hogy
az emlitett rendellenesség nem egyediil az ECRA fehérje hianyabol adodik, hanem az EcCRA
fehérje teljes hianyadnak ¢és az EcRB fehérjék csokkent mennyiségének egyiittes
kovetkezményeként alakul ki.

Erdekes, hogy az EcRA fehérje jelen van minden fejlédési allapotban, illetve, hogy
EcRA fehérje két egymastol fliggetleniil szabalyozott ECR izoformardl is képzddhet,
hianyaban mégsem tapasztalhat6 a vad tipustdl eltérd fenotipus a laboratoriumi koriilmények
kozott nevelt allatokban. Felmertiil a kérdés, hogy az EcCRA fehérje szerepe abban meriil-e ki,
hogy hozzéjarul egy sziikségesnél magasabb, tulbiztositott allapotnak latszo, ekdizon receptor
szint kialakitdsdhoz, vagy ezenkiviil specifikus funkcidja is van. Lehetséges pl., hogy az
EcRA fehérje hidnya az allatok viselkedésében okoz valtozast, ami a természetben ¢él6
egyedek ¢letét drasztikusan befolyasolhatja, de a laboratoriumban szokéasos tenyésztési
kortilmények kozott esetleg nem eredményez detektalhatd eltérést a vad fenotipustol. Az

allatok viselkedése els6sorban az idegrendszer miikodésével hozhaté kapcsolatba.

100



Elképzelhet6 tehat, hogy az EcCRA fehérje specifikus funkciojat az idegrendszer fejlédésében
vagy mukodésében kell keresniink.

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

Az embriondlis fejlédésre vonatkozdan elmondhatd, hogy csak az Osszes izoformat
inaktival6 allélek (Bender és mitsai, 1997) okoznak embrid letalitist. Az EcRA fehérje
hianyaban (1(2)06410 és EP(2)2509 allélek) és a két EcRB fehérje egyiittes hianyaban
(Schubiger és mtsai, 1998) is normalis az embrionalis fejlodés, tehat onmagaban egyik
izoforma sem nélkiilozhetetlen a fejlddésnek ebben a szakaszédban. Az embri6 allapotban a
kiilonbozé EcR izoformak képesek egymast helyettesitve ellatni a normadlis fejlédéshez
sziikséges ekdizon receptor funkciot.

A larva allapotban az ECRA fehérje hianya (1(2)06410 és EP(2)2509 allélek) nem okoz
fejlédési zavart, és azokban a mutdnsokban is zavartalan a larvélis fejlddés melyek nem
tartalmaznak EcRA fehérjét, a két ECRB fehérje termelése pedig csokkent mértéki (P-25, P-
40, P-191%7, P-19177, P-191%%1 P-1391, P-5738). Minden izoforma egyiittes kiesése esetén a
larvak fejlédése 100%-ban elakad az adott larva stadium végén (Li és mtsai, 2000). A két
ECRB izoformat egyszerre eltavolité allélek mutinsai szintén a larvalis vedlések soran,
zoOmmel az els6 larva stadium végén pusztilnak el, az allatok egy kis része azonban képes a
vedlésre és eléri a masodik, illetve a harmadik larva staddiumot is (Schubiger és mtsai, 1998).
Abban az esetben, ha csak az EcRB1 izoforma hidnyzik a mutans egyedek dontd tobbsége
eléri a masodik larva stadiumot, s6t 40-60 %-uk a harmadik larva stadiumba is eljut (Bender
¢s mtsai, 1997). A bemutatott fenotipusok arra utalnak, hogy a larvalis fejlédés soran sincs
elkiiloniilt szerepe az egyes ECR izoformdknak. Minden izoforma részt vesz a larvalis
vedlések szabalyozasaban. (A redundans funkcidju EcRA fehérje részvétele is kimutathato,
hiszen a két ECRB izoformat inaktivalo mutacio gyengébb fenotipust eredményez, mint az
0sszes izoforma hianya). A két ECRB izoforma egyiitt képes a tokéletes miikodéshez elegendd
ekdizon receptor fehérjét biztositani, mig az ECRA, ECRC, vagy az EcRA, ECRC és EcRB2
kombinaciok nem képesek erre.

Az EcRA fehérjére a metamorfozis normalis lejatszodasahoz sincs sziikség (1(2)06410
és EP(2)2509 all¢lek). A tobbi ismert ECR allél mutans egyedeinek fejléddése azonban elakad
a metamorfdzis soran. A kiilonb6z6 allélek fenotipusa abban tér el, hogy a mutans larvak
szoveteiben elinduld, a metamorfozis kezdetére jellemzd valtozasok a fejlodés mely szintjén
rekednek meg. A mutans fenotipusok nem tdmasztjak ald azt az elméletet, miszerint az egyes

EcR izoformak 6nall6 elkiiloniilt funkcioval rendelkeznek, és a kiilonb6zo szovetek sorsat a
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metamorfozisban az szabja meg, hogy melyik ECR izoforma fejezddik ki benniik dominansan
(Talbot ¢és mtsai, 1993). Az imagd korongok (EcRA fehérjét tartalmaznak nagy
mennyiségben) és a kozépbél (EcRB1 fehérje termelddik benniik domindnsan) fejlodését
vizsgalva azokban a P-inszercids mutansokban, melyek egyikében sem termelddik EcRA
fehérje, a két ECRB izoforma mukodése pedig alléltol fiiggden kiilonbozo mértékben gatolt, az
figyelhetd6 meg, hogy mindtkét szovet fejlodése korabban reked meg az erdsebb allélek
esetében (P-25, P-40), mint a gyengébb allélek mutansaiban (.P-191%', P-1391, P-5738).
Masik meggy6z0 példa, hogy az EcRA fehérje hianyaban (1(2)06410 és EP(2)2509 allélek) az
imagod korongokbol tokéletesen kifejlodott adult képletek képzodnek.

A letalis P-inszerciés ECR mutansokon végzett menekitési kisérletek, melyekben a
kiilonb6zé ECR izoformakat (ECRA, ECRB1 és ECRB2) hosokk promoter altal szabalyozott
transzgénekként fejeztettiik ki, szintén azt mutatjak, hogy az egyes EcR izoforméak egymast
helyettesiteni tudjék, mivel az egyes izoformak kiilon-kiilon kifejeztetve is képesek voltak
menekiteni a mutdnsok letdlis fenotipusat. Az egyes allélek menekithetdsége, a P-9
kivételével, attol fiiggott, hogy az illetd allél milyen mértékben gatolja az EcCRB fehérjék
termelddését. A kisérletek soran a leggyengébb (P-5738) allél menekiilt leghatékonyabban. A
legerdsebb fenotipust mutatd allélek (P-25 és P-40) letdlis fenotipusat nem menekitette, ha a
harmadik larva staddium végén egyetlen hdsokkal indukaltuk az ECR transzgének atirodasat,
azonban a babozodas utdn néhany oraval Ujabb hdsokkot alkalmazva ezen allélek mutans
egyedei is elérték a kifejlett allapotot. A P-9 allél, mely a P-25 és P-40 allélekhez hasonloan
az EcRB izoformak transzkripcids start pontja kozvetlen kozelében hordozza a P-inszerciot,
¢és ebbdl adodoan az EcRB izoformdk miikddését minden bizonnyal ugyanolyan mértékben
gatolja, ezekben a kisérletekben is kivételesen viselkedett, egyetlen hdsokk alkalmazaséaval is
menekithetd volt, igaz alacsonyabb szinten, mint a tavolabbi inszerciokat hordoz6 gyengébb
allélek. Ez az eredmény is alatdmasztja, hogy az EcCRA fehérje redundans szerepe ellenére
részt vesz a metamorfozis iddszakaban lejatszodo folyamatokban.

Az altalunk azonositott nagy szamu P-inszercios allél molekularis jellemzése soran
egy, az ECR gén milkddésén talmutatd, altalanos érvényl jelenségre taldltunk példat az
intronba ¢kelddott mesterséges transzpozon inszercidk génmilkddés gatlo hatasaval
kapcsolatban. Az inszerciok altal hordozott szelekciot biztosito marker gén az érintett génnel
azonos orientadcidban megzavarja a normalis mRNS érést. Abnormalis intron kivagddas

kovetkeztében a transzpozon altal érintett gén, és a szelekciés marker gén exonjainak

crer
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SUMMARY

The molting hormone ecdysone is a key regulator of insect development. Pulses of
ecdysone appearing in certain developmental stages direct the ecdysone-dependent
developmental steps. The ecdysone manifests its effects via interaction with the ecdysone
receptor, which is a transcription factor, activated by hormone-binding. To our knowledge,
ecdysone acts by the same mechanism in different developmental stages and target tissues.
Increase of ecdysone concentration induces a gene cascade. A small number of primary-
response early genes encode transcription factors that coordinate the induction of a large set
of secondary-response, so called late genes, which mediate stage- and tissue-specific
biological responses. In Drosophila the ecdysone receptor is a heterodimer of two nuclear
receptor proteins, ECR and USP encoded by the genes EcR (ecdysone receptor) and usp
(ultrspiracle) respectively (Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992; Thomas et al., 1993). Since
the ECR gene is itself ecdysone-induced (Deak P et al., 1988; Karim et al., 1992), the
hormone-sensitivity of target tissues occur only in specific developmental stages marked by
high ecdysone concentrations.

The structure of the Drosophila ECR gene is complex. It contains two separated
transcription start sites and codes for three protein isoforms (EcRA, EcRB1, EcRB2)
produced by alternative splicing (Talbot et al, 1993). The exact role of different EcR isoforms
is unknown. Any EcR isoform can compensate the failure of another one if large amount of it
is expressed ectopically (Li et al, 2000; Bender et al., 1997), however it is not clear to what
extent this replacement works under normal conditions. On the other hand, there are data for
the specific function of particular EcR isoforms, as well (Talbot et al, 1993; Mouillet et al,
2001). Mutant alleles which inactivate only the ECRB1 isoform, or the ECRB1 and EcCRB2, or
all three EcR izoforms together are described in the literature (Bender et al, 1997; Schubiger
et al, 1998). However, the lack of mutations affecting only ECRA or the ECRB2 isoform does
not allow the direct functional study of these two EcR isoforms.

Therefore our goal was to shed light on the role of the EcR isoforms by identification
and characterisation of further ECR mutant alleles, and determine if any additional, so far
unidentified isoform(s) exists.

As a first step, we screened the collection of Berkeley Drosophila Genome Project
(BDGP) EST sequences and identified a new EcR isoform, ECRC. The transcription start site
of EcRC differs from that of any other EcR isoforms, but it encodes a protein identical with
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EcRA. The different transcription start sites of ECRA and EcRC isoforms suggest that mMRNAS
giving rise to ECRA protein can be produced from different promoters. The exact role of this
complex regulation of ECRA production is not clear, yet. It is possible, that the large amount
of ECRA protein required at certain developmental stages could be produced on this way.
Alternatively, it is also possible that the fine temporal and spatial tuning of ECRA expression
plays an important role and this requires two isoforms with altering regulation.

We studied the expression of the EcR isoforms by RT-PCR during Drosophila
development. We found the expression pattern of the ECRB1 and the EcRB2 isoforms
identical, as expected by their common transcription start site. The ECRC and the EcCRA
isoforms showed similar expression pattern. ECRC and ECRA mRNAs could also be detected
in all developmental stages studied. We observed differences in the expression pattern of the
EcRA and EcRC. Namely, in the early embryos and in adult ovaries the ECRC mRNA was
more abundant.

In order to identify further ECR alleles we screened a recessive lethal P-insertional
mutant collection (Tordk et al., 1993) and found nine independent ECR mutant lines. We
determined the positions of the P-insertions and the lethal phenotype of the alleles.
Furthermore we analysed which EcR izoforms was affected in the mutants. The P+12319
allele inactivates all EcR isoforms. The P-9 results in a reduced expression of ECRB isoforms
while it does not change the ECRA and EcRC. The remaining seven lesions (P-25, P-40, P-
191?77, P-19177, P-191'%, P-1391, P-5738) are amorph alleles of EcRA and EcRC and
hypomorph alleles of ECRB isoforms. The P+12319 allele is embrionic lethal, whereas all of
the other lethal P-insertional mutants execute normal embrionic and larval development.
Thus, we can conclude that ECRA protein is not essential in these developmental stages.

In order to identify mutations which make possible direct study of the role of ECRA
and EcRC isoforms, from databases we chose two P-insertional mutant lines ( 1(2)06410 and
EP(2)2509) which are known to have insertion positions in introns of ECRA and EcRC.
Further analysis of these mutants revealed inhibition of ECRA protein synthesis. The
1(2)06410 is amorph and the EP(2)2509 is strong hypomorph allele of both ECRA and EcCRC
isoforms. The 1(2)06410 insertion was originally isolated as a male-sterile, semilethal allele of
the long island expressway (lie) gene (Castrillon et al., 1993). Complementation tests, using
deficiencies which remove the region around the position of insertion, showed that the male-
sterile, semilethal phenotype is independent from the 1(2)06410 insertion.

The 1(2)06410 and EP(2)2509 mutations does not influence viability and morphology

of the flies. Consequently, the ECRA protein is not essential at any stage of the Drorsophila
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development. The lack of ECRA protein did not cause any defect in the male fertility, but the
oogenesis of 1(2)06410/EcR%®** and EP(2)2509/EcR%** females is slightly affected. This
phenotype might be due to lack of ECRA and simultaneously reduced level of ECRB proteins,
since the amorph EcR%%** allele inactivates all ECR isoforms, and the 1(2)06410/EP(2)2509
heterozygotes do not show any abnormality in oogenesis.

Although EcRA is present in all developmental stages, and is produced by two
independently regulated transcription units, its lack does not result in a distinguishable
phenotype. From the observation that ECRA is not essential but its effect is seen if the other
EcR isoforms are deleted, one might speculate whether ECRA serves as a back up to ensure
EcR function or it has specific role which is important for the free-living flies but can not be
studied under laboratory conditions.

Phenotypical comparison of EcR alleles described by us and others indicated that the
different EcR isoforms could mutually replace each other.

The null mutants eliminating all isoforms are embrionic lethal (Bender et al., 1997),
however either ECRA alone (Schubiger et al., 1998) or the two EcRB proteins (1(2)06410,
EP(2)2509) are sufficient for normal embrionic development. These observations demonstrate
the overlapping and redundant function of the EcR isoforms in the embrionic stage.

The EcRA null mutant larvae execute normal development (1(2)06410, EP(2)2509),
even in combination with reduced levels of ECRB proteins (P-25, P-40, P-19127, P-1391, P-
5738). Complete arrest of larval development occurs in null mutants which inactivate all EcR
isoforms (Li et al., 2000), whereas the lack of both EcRB isoforms causes a weaker
phenotype, allowing development some of the mutant animals (Schubiger et al., 1998). The
failure of ECRB1 has a moderate effect, 40-60% of the mutant larvae can molt and survive
until L3 stage (Bender et al., 1997).These phenotypes show that the different ECR isoforms
have not specific role in larval development. On the other hand, all isoforms participate in the
regulation of larval moltings. The observation, that null alleles which eliminate all EcR
isoforms have stronger phenotype than the ECRB1-B2 double mutants, demonstrates that the
redundant ECRA protein participates in the larval development as well. ECRB1 and EcRB2
proteins together are sufficient for proper development, whereas ECRA or ECRA-EcRB2
combinations are not.

ECRA is not needed for metamorphosis (1(2)06410, EP(2)2509), but the mutants of
the other known EcR alleles are arrested during metamorphosis. The phenotypes of mutants
do not support the theory that the different ECR proteins have specific function, and that the

fate of tissues during metamorphosis are determined by the predominant EcR isoform

105



expressed in the given tissue (Talbot et al, 1993). A further argument for this is that the
development of imaginal discs which contain a large amount of ECRA, and the development
of midgut which contains dominantly ECRB1, are arrested similarly, earlier in those mutants
which are ECRA-C null and strong ECRB hypomorph (P-25, P-40) and later in those which are
EcRA-C null and weak EcRB hypomorph (P-191%/, P-1391, P-5738). Furthermore, perfect
adult body parts develop from imaginal discs in the lack of ECRA (1(2)06410, EP(2)2509).

A further arguments for the observation that the EcR isoforms can replace each other
in the metamorphosis is that the lethal phenotype of the ECRA-C null and ECRB hypomorph P-
element insertion mutants can be rescued by either ECRA, ECRB1 or EcRB2 transgene
expressed under the control of a heat shock promoter. The rescue of different alleles was
dependent on the amount of ECRB protein synthetized in the mutant. The weakest hypomorph
allele (P-5738) was rescued most effectively by a single heat shock at the end of L3 stage,
whereas the strongest alleles (P-25, P40) needed a second heat shock in prepupal stage. In
contrast P-9 allele, which is similar hypomorph for ECRB1 and EcCRB2 as P-25 and P-40, but
wild type for ECRA and EcRC, is needed only a single heat shock. This result underlies that
the redundant ECRA protein participates in the processes during metamorphosis.

During the molecular characterisation of P-insertion EcR alleles we noticed a general
phenomenon, which explains how transposone insertions in introns can inactivate the gene
expression. The selection marker gene carried by the transposone can disturb mRNA
processing if integrated in the same orientation as the affected gene. Abnormal excision of
introns and fusion of exons of the affected gene with exons of the selection marker gene

occurs and a chimeric mRNA is produced.
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