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BEVEZETÉS

A rovarok egyedfejlődését olyan változások soro

zata jellemzi, amelynek során a táplálkozásra és nö

vekedésre specializálódott lárva szaporodásra képes 

imágóvá alakul. Ez a teljes átalakulással fejlődő ro

varok esetében /Holometabolák/, a bábállapot alatt,

a metamorfózis során történik meg. Ezeket a genetika

ilag meghatározott metamorfotikus változásokat a

hormonmilliő megváltozása idézi elő és ugyanarra a 

jelre a lárvális és az aduit jellegű szövetek más-más 

választ adnak,determináltságuknak megfelelően.

A Diptera rendbe tartozó Drosophila melanogastér

genetikai szempontból talán a legjobban ismert több

sejtű eukarióta szervezet, generációs ideje viszonylag

rövid /10 nap/ és tenyésztése is egyszerű, ezért igen

alkalmas objektum a fejlődésgenetikai vizsgálatok

céljára.

A metamorfózis szabályozásában döntő szerepet ját

szó géneket a különböző lépésekben hibás mutánsok ta

nulmányozása utján ismerhetjük meg. Erre igen alkalma

sak azok a mutánsok, amelyek későn, vagy egyáltalán

nem bábozódnak be. A Szegedi Biológiai Központ Rovar

genetikai Csoportjában számos kései lárva - korai báb
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letális mutánst izoláltak /Kiss és mtsai, 1976, 1978/,

ezek pupáriumot nem képeznek, tehát már a metamorfózis

bevezető lépésében hibásak.

Alapvető kérdés az, hogy ez a gátlás a metamorfó

zis további lépéseire is kiterjed-e? Lényeges azt tud

nunk, hogy a mutáns gén melyik szövetben működik, és mi

lyen hatása van az egyéb szövetekre, illetve az egész 

állatra. Ennek eldöntésére több módszer áll rendelke

zésünkre, pl. genetikai mozaikok /Sturtevant, 1929/,

transzplantáció /Ephrussi, Beadle, 1936/, in vitro szerv

tenyésztés .

Célul tűztem ki, egy olyan in vitro szervtenyész

tési módszer kidolgozását, amely alkalmas a metamorfó

zisban gátolt mutánsok jellemzésére és a mutáció auto

nómiájának eldöntésére. Meg kellett vizsgálnunk, hogy 

a metamorfózis gátlását a vedlési hormon hiánya, illetve 

csökkent termelése okozza-e, és e gátlás megszüntethető-e 

a 8-ekdizon mesterséges adagolásával. Disszertációm

tárgya egy uj tipusu szervtenyésztési módszer kidolgo

zása és annak alkalmazása a vad tipusu és mutáns szöve

tek hormonválaszának vizsgálatára.



1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1.1. A Kétszárnyúak metamorfózisa

A Diptera rendbe tartozó rovarok egyedfejlődésének 

egyes lépései jól elkülönithetők, életciklusuk négy 

szakaszból áll: embrió - lárva - báb - imágó. A 

Drosophila melanogaster esetében optimális körülmények 

között 25°C-on, az embrionális állapot kb. 1 napig, 

a lárvális fejlődési szakasz pedig 4 napig tart, és há

rom stádiumból áll, melyeket vedlések választanak el

egymástól. A harmadik stádium végén a lárva beszünteti

a táplálkozást és előbábot /pupárium, tonnabáb/ képez. 

Ezen belül, a környezettől elszigetelten játszódnak le 

a metamorfotikus folyamatok. A megtermékenyítéstől 

számított 10. napon a lárváétól jelentősen különböző 

testfelépitésü imágó bújik ki a bábtokból.

A lárvális és az aduit jellegű struktúrák őssejtjei

már a fejlődés korai szakaszában, az embrió blaszto- 

derma stádiumában elkülönülnek egymástól, és ettől kezd

ve sorsuk is eltérő. A lárvális szervek az embrióban

differenciálódnak, sejtjeik a lárvális élet során to

vább már nem osztódnak, bár a DNS sorozatos endorepli-

kációja utján /az idegrendszer kivételével/ politeni- 

zálódnak. Az imaginális szervkezdemények a lárvális élet

alatt végig megőrzik embrionális, differenciálatlan jel-
••'í'/V *
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legüket, folyamatosan osztódnak és diploidok maradnak

/Anderson, 1972/. A metamorfózis során a Malpighi-tubu-

lusok, a háti-edény és az idegrendszer lényegében vál

tozatlanok maradnak, a lárvális szövetek hisztolizálnak,

az imaginális szervkezdemények pedig növekedésnek indul

nak és differenciálódni kezdenek /Bodenstein, 1950/.

1.1.1. A_pupáriumképzés

A metamorfózis bevezető lépése a pupáriumképzés,

amelynek során a lárva összehuzódik, majd ezzel egyidő-

ben a kutikula szelvényezettsége fokozatosan kisimul és

kialakul a jellemző alakú puparium /tonnabáb/. Az igy

létrejött bábtok hamarosan megkeményedik /szkleroti-

záció/ és megbámul /"tanning"/ /Zdarek és Fraenkel,

1972/.

A kitinből és kutikuláris fehérjékből álló kuti

kulát a lárvális epidermiszsejtek választják ki. E 

lárvális kutikula szklerotizációjának és tannelésének

biokémiai mechanizmusával Karlson és Sekeris foglalko

zott részletesen /Karlson és Sekeris, 1964/.

A kutikula megkeményedését, egyben szilárdságát és 

oldhatatlanságát a fehérjeláncok között orto-difenolos 

vegyületek által kialakuló térhálós szerkezet okozza. 

Ez a vegyület az N-acetil-dopamin, s bioszintézisét a 

Calliphora erythrocephalán végzett kísérletekkel derí

tették ki. Az N-acetil-dopamin a tirozinból képződik,

a tirozin -»■ DOPA dopamin -* N-acetil-dopamin sorrend-
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nek megfelelően. A tirozin -*■ DOPA átalakítást a

hemolimfában inaktiv formában mindig jelen lévő

tirozináz enzim végzi. A reakciósor kulcsenzimje

a DOPA dopamin átalakítást végző dopa-dekarboxiláz, 

amely közvetlenül a pupáriumképzést megelőzően,

hormonhatásra termelődik az epidermiszsejtekben. A

dopamint acetiláló enzimet Maranda és Hodgetts /1977/

azonosították.

Az N-acetil-dopamint az epidermiszsejtek közvetlenül 

a kutikulába választják ki, ahol az epikutikulában 

lévő polifenoloxidázok aktiválják és a fehérje ol

dalláncok közötti keresztkötések létrehozására al

kalmassá teszik /Andersen, 1974/.

Harison feltételezése szerint az N-acetil-

-dopamin aromás gyűrűjén keresztül létesit kovalens 

kötést a fehérjemolekulák szabad aminocsoportjai 

között. A folyamat közben keletkező kincidális 

struktúrák fényelnyelésével magyarázható a kutikula 

szklerotizációjával párhuzamosan történő bámulás.

Andersen szerint az N-acetil-dopamin nem csak

az aromás gyűrűn, hanem az oldallánc 6-szénatomján

keresztül is kialakithat keresztkötéseket a fehérje

molekulák között /В-szklerotizáció/. E feltételezését

a rádioaktivan jelzett N-acetil-dopaminnal végzett

kísérletei támasztják alá /Andersen, 1974, 1979/.

A B-szklerotizációhoz is szükséges az N-acetil-dopa-

min aktiválása, ennek mechanizmusa azonban még isme

retlen. Andersen feltételezi, hogy az aktiválást vég-
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zo enzimek már a nem szklerotizált kutikulában

is jelen vannak, az epikutikulában oldhatatlanul kötve 

/ahonnan csak tripszines emésztéssel tehetők szabaddá/. 

Tehát a lárvális kutikulában minden készen áll a

szklerotizációhoz, csak az N-acetil-dopamin hiányzik. 

A 3-ekdizon éppen az által indukálja a kutikula bar- 

nulását és szklerotizációját, hogy megindítja az

N-acetil-dopamin termelést az epidermisz sejtekben.

1.1.2. Az aduit kültakaró kialakulása

A pupáriumképzés után a lárvális epidermisz /az 

endokutikula legbelső rátapadó rétegével együtt/ le

válik a megkeményedett és megbámult exo-kutikuláról.

/A folyamatot gyakran - helytelenül - prepupális ved-, 

lésnek nevezik./ Ezután indul meg a tulajdonképpeni 

bábozódás, amikor a feji és tori imágókorongok diffe

renciálódni kezdenek. Ezek kitürodésével létrejönnek 

az epidermális függelékek /szem,- antenna, láb, 

szárny, biliér/, másrészt az imágókorongokból származó 

epidermiszsejtek bevonják a fej és a tor egész fel

színét is. A politén lárvális epidermiszsejtek a 

testüregbe löködnek és hisztolizálnak. Eközben történik 

meg a bábvedlés /pupális vedlés/, amelynek eredménye 

a vékony, struktúra nélküli bábkutikula kiválasztása,

amit a fejen és a toron az aduit, az abdomenen még a

lárvális epidermiszsejtek végeznek. A pupális vedlés 

után az abdominális hisztoblasztok is gyors szaporodás-
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nak indulnak. Az imaginális epidermisz, amely már az egész

testfelszínt beborítja, kiválasztja a speciális struk

túrákat /szőröket, sex-combot, stb./ hordozó aduit ku

tikulát.

1.1.3. A belső szervek metamorfózisa

Az imaginális epidermisz kialakulásával egyidőben 

megindul a belső szervek metamorfózisa is. Megkezdődik

a lárvális szervek hisztolizise és az aduit szervkezde

mények is differenciálódni kezdenek.

. A lárvális szervek közül először a bélcsatorna

elülső szakaszához, a proventriculushoz csatlakozó

divertikulumok hisztolizálnak, majd a középbél epite-

liális sejtjei is lelökődnek és egy sárga tömeget

/un. "yellow body"/ képeznek a bél lumenében /Bodenstein,

1950/. A degenerálódás során az epitelsejtek összezsugo

rodnak és megtelnek másodlagos lizoszómákkal, amelyek

ben erős savanyu-foszfatáz, proteáz, stb. aktivitás mu

tatható ki /Radford és Misch, 1971/.

A nyálmirigysejtek szétesését Chironomus lárvákon 

vizsgálták részletesen /Henrikson és Clever, 1972/. Az

utolsó stádiumos lárva nyálmirigyében lévő proteáz a 

sejtek szekrétumával együtt kiválasztódik a lumenbe, 

tehát extraceiluláris enzim /pH opt. 5,5/. A bábved-

lés után, a nyálmirigysejtek degenerálódása idején 

azonban egy uj proteáz enzim jelenik meg /pH opt. 3,5/,

amely szigorúan intracelluläris, lizoszómákban lokali

zálható, és a sejt degenerációja ezek szétesése nyomán
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indul meg /Henrikson és Clever, 1972/.

A metamorfózis során a zsirtest nagyobb része

lekerekedett egyes sejtekre esik szét. A bábban a

hisztolizis során a sejtméret fokozatosan csökken

és ezzel együtt a sejtekben tárolt anyagok /glycogen,

lipid, fehérjék/ mennyisége is fogy. A glycogen eltű

nése igen gyors és teljes, a lipidé és a proteiné

lassúbb. A lárvális zsirtest széthullott sejtjei a 

kifejlett állatból csak a kikelés után tűnnek el vég

legesen /Butterworth és LaTendresse, 1973/. Lárvális

izmok, oenociták is hisztolizálnak.

A lárvális szervek hisztolizisébol származó anya

gokból /peptidek, aminosavak, stb./ indul meg az uj 

struktúra, az aduit szervek felépítése, ami a hisz

tolizis után, illetve részben azzal egyidoben kezdő

dik meg.

A kifejlett állat bélcsatornája a lárvában is

megtalálható szervkezdeményekből alakul ki. Az elobél

a labiális imágókorongokból és az előgyomor imaginális 

gyűrűjéből, a középbél az epitelialis hisztoblasztok- 

ból, az utóbél pedig a Malpighi-tubulusok beszájadzásá- 

nál, illetve a végbélnyilásnál lévő imaginális gyűrűk

ből alakul ki.

Az imágó nyálmirigyét a lárvális nyálmirigy ki

vezetőcsövénél lévő imaginális gyűrűk hozzák létre.

Az izomzat és a zsirtest valószinüleg újonnan 

differenciálódó ős-sejtekből fejlődik ki.
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A Malpighi-tubulusok és a hátiedény a bábállapot

során nem hisztolizál, hanem folyamatosan működik,

és változás nélkül válik az aduit szervezet részévé.

Az idegrendszerben is csak kisebb átrendeződés törté

nik /Bodenstein, 1950/.

1.2. A hormonok szerepe a rovarok egyedfejlődésében

A rovarok lárvális élete során az egyes növekedé

si szakaszokat elválasztó vedléseket, valamint a báb

állapot során végbemenő metamorfotikus változásokat

hormonok szabályozzák. Az egyedfejlődésben két, egy

mással többé-kevésbé antagonisztikusan működő hormonnak 

van döntő szerepe. Az egyik a juvenil hormon /JH/, 

amely fenntartja a rovar lárvális állapotát /"status

quo hatás"/, a másik pedig a vedlési hormon /ekdizon/,

amelynek a metamorfozisos változások megindításában

van kulcsszerepe. E két hormon szintézisének szabályo

zását az agy pars intercerebralisának neuroszekréciós

sejtjeiben termelődő, peptid természetű agyhormon vég

zi /Riddiford és Truman, 1978; Zdarek és Fraenkel,

1971/ .

A vedlési hormont termelő szerv Dipteráknál az 

agyféltekék között lévő gyürümirigy, amelynek late

rális sejtjei un. a-ekdizont termelnek. Ezt a cél

szervek, főként a zsirtest alakitja át 8-ekdizonná

/20-hidroxiekdizon/, amely az in vitro kísérletekben
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kb. százszor aktívabbnak bizonyult az a-módosulatnál

/Milner és Sang, 1973; Richards, 1978/. Általánosan 

elfogadott az a vélemény, hogy az a-ekdizon el5-hormon, а

ß-ekdizon pedig a valódi vedlési hormon.

A ß-ekdizon szinte minden szövetre hat, a hormon

válasz azonban szövetenként különböző /lárvális szer

vek hisztolizálnak, aduit szervkezdemények differen

ciálódnak/ .

Ahhoz, hogy a ß-ekdizonnak a metamorfózis szabályozá

sában betöltött szerepét tisztázzuk, fontos e hormon

in vivo koncentrációváltozásainak ismerete. Ennek

mérése a fizikai-kémiai módszerek fejlődésével, első

sorban a rádió-immun-módszer kidolgozásával vált lehe

tővé, és ma már több rovarfaj ekdizon titérgörbéjét

ismerjük. Ezeknek a görbéknek a lefutása a különböző

fajok esetében igen hasonló.

Drosophilán mért adatok szerint a vedléseket min

dig az ekdizonkoncentráció gyors növekedése előzi meg 

/Maróy és mtsai, 1980; Hodgetts és mtsai, 1977/.

Riddiford és munkatársai /1976/ a ß-ekdizonnak a

Manduca lárvális epidermiszre gyakorolt in vitro hatá

sát vizsgálták. Kísérleteik azt bizonyítják, hogy a

bábvedlésekhez mindig két egymást követő ekdlzon~csucs 

szükséges. Az első kisebb csúcs kompetenssé teszi a

lárvális epidermisz sejteket a báb-kutikula kiválasz

tására, a második jóval magasabb ekdizon koncentráció 

pedig indukálja a vedlést és a bábkutikula szintézisét.
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Ezeket a megfigyeléseket alátámasztják azok az in vivo

ekdizon-titer mérések, amelyeket Bollenbacher és munka

társai /1975/ Manduca sexta lárvákon végeztek. Ezek azt

mutatják, hogy a lárva-lárva vedléseket csak egy ekdizon-

-csucs előzi meg, a lárva-báb vedlést pedig kettő.

E megfigyelés igaz lehet a Dipterák esetében is, mi

vel a legutóbbi időben Berreur 

harmadik stádiumos Drosophila lárvák hemolimfájában a 

pupáriumképzést meginditó nagy ekdizon-csucsot megelő-

és munkatársai a korai

zőleg egy kisebb csúcsot mutattak ki /Berreur és mtsai,

1979/. E mérések további megerősítésre várnak.

Az eddigi, főleg Lepidopterákon végzett tanulmányok

alapján az ekdizon és a JH kölcsönhatása a következő.

A lárvaélet alatt a JH és a vedlési hormon is jelen van

a hemolimfában, de szintjük nem állandó. A ß-ekdizon ti-

teremelkedése mindig vedlést indukál. A JH jelenléte és

mennyisége dönti el azt, hogy az epidermiszsejtek milyen

kutikulát választanak ki. Ha a JH szintje magas, akkor

lárvális, ha alacsony, akkor bábkutikula képződik. Ha JH

egyáltalán nincs a hemolimfában, akkor aduit jellegű

kutikulát választanak ki az epidermisz sejtek /Berill 

és Karp, 1976/. Ha az átalakuló bábban a JH szintjét mes

terségesen megnöveljük, akkor az nem tud aduit kutiku-•

lát kiválasztani és a metamorfózis többi lépése is gá

tolt. Ezen alapuló biológiai mérési módszert dolgozott ki

Fain és Riddiford /1975/ Manduca sextan.

A Drosophila JH-ról sokkal kevesebb ismeret áll ren

delkezésünkre. JH-analógokkal csak késleltetni lehet a
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lárva metamorfózisát, de megakadályozni nem, és a JH szint

mesterséges megnövelésével számfeletti lárvális vedlés

sem indukálható /Posthletwait, 1974/.

Számos kísérletet végeztek az ekdizon hatásmechaniz

musának felderítésére. Clever és Karlson mutatták ki elő

ször, hogy a Chironomus nyálmirigyének óriáskromoszómáin

jelentősen változik a puffmintázat a lárvális vedlések 

alkalmával, illetve a metamorfózis kezdeti szakaszában,

s ezeket a ß-ekdizon koncentrációjának változása okozza

/Clever és Karlson, I960/.

Mint az több kutatócsoport által is bizonyított, a puf

fok az aktiv génműködés helyei, amelyekben intenziv RNS

szintézis folyik /Gersh, 1975; Belyaeva és Zhimulev,

1976/. A képződött RNS valószinüleg mRNS-ként a citoplaz- 

mába jut és uj specifikus fehérjék szintézisét inditja 

meg. A kései harmadik stádiumos Drosophila lárvák epider

miszsejtjeiben ß-ekdizon indukcióra termelődő Dopa-dekar-

boxilázt mutatott ki Kraminsky /1980/.

A Drosophila melanogaster óriáskromoszómáin a puff

mintázat időbeli változását Ashburner és Richards /1976/

vizsgálták részletesen, in vivo és in vitro körülmények

között. A pupáriumképzés előtt néhány órával, az ekdizon-

-koncentráció emelkedésével egy időben aktiválódnak az

un. korai puffok, összesen 6. Ezek in vitro 15-20 perces 

hormonstimulus után már megjelennek, és aktivitásuk /a 

puffátmérő nagysága/ a hormonkoncentrációval arányos 

/Ashburner, 1972/. Groenmayer és Pongs /1980/ kimutatták,

hogy az ekdizon specifikus receptorhoz kötve a nyálmirigy-
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-sejtmagvakba vándorol és az óriáskromoszómákon a korai

ekdizon specifikus puffokban halmozódik fel.

Mivel e korai puffrégiók ß-ekdizon hatására igen gyor

san és fehérje szintézisgátlók jelenlétében is aktivá

lódnak, e tények alapján feltételezhető, hogy a korai

ekdizon specifikus puffok a ß-ekdizon elsődleges hatás

helyeit képviselik.

A ß-ekdizon szintje a pupáriumképzést követően erő-
-rt.

sen lecsökken, majd Drosophila esetében kb. 10 óra múlva 

újra emelkedni kezd /Klose, 1980/. Ez a csúcs időben egy

beesik a korai puffok második aktiválódásával /Ashburner,

1972/. A korai puffok után több száz, un. kései puff vá

lik aktivvá. In vitro kisérletek azt mutatták, hogy az

ekdizon folyamatos jelenléte gátolja a kései puffok ki

alakulását, azonban az in vivo hormontiter változását

utánozva mindegyik puff megjelenik. A fehérjeszintézis 

gátlása esetében azonban még ilyen körülmények között

sem aktiválhatok /Richards, 1976; Ashburner, Richards,

1976/.

1.3. A rovar szövettenyésztés fejlődése és jelentősége

A rovar szövettenyésztésnek az utóbbi években tör

tént rohamos fejlődése jelentősen hozzájárult ahhoz,

hogy a rovarok egyedfejlődésének élettani és biokémiai

folyamatait alaposabban megismerjük. E fejlődés alap- 

feltétele olyan táptalajok kidolgozása volt, amelyben a
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rovarszövetek hosszabb ideig fenntarthatok. Először

Wyatt fejlesztett ki egy olyan tápfolyadékot, amely a

Bombvx móri hemolimfájának részletes kémiai analizisén

alapult, és annak kémiai összetételét, valamint fizi

kai állandóit utánozta /Wyatt, 1956/. Azonban olyan

szintetikus tápoldatot még nem sikerült előállítani,

amelyben valamely rovarszövetet hosszabb ideig fenn

tarthatnánk és vizsgálhatnánk. Ezért a ma használatos

táptalajokat fötális borjusavóval, homo-, vagy hetero-

specifikus hemolimfával, illetve élesztőkivonattal egé

szítik ki. A szövettenyésztés fejlődését gyorsitó má

sik tényező a rovarok steril, csiramentes környezetben 

való tenyésztésének kidolgozása volt /Schneider, 1967;

Meynadier, 1971/.

Jelentős lépés volt a korlátlanul fenntartható

és szaporodó sejtvonalak izolálása. Az elsőt Grace izo

lálta Anthaerea eucalypti lepke ováriumából /Grace, 

1962/. Ilyen sejtvonalakban jól tanulmányozhatók a ro

varokban élő, vagy általuk terjesztett virusok és egyéb

endocelluláris paraziták.

A szövetdifferenciálódás és a hormon-hatásmechaniz

mus tanulmányozására igen alkalmas objektumok a teljes 

átalakulással fejlődő rovarok imágókorongjai, igy a leg

több ismerettel ezekről rendelkezünk /lásd: Fristrom

és munkatársai, 1976; Mahdaron és munkatársai, 1977

összefoglaló munkáit/. Már az első in vitro kisérletek

azt mutatták, hogy az imágókorongok differenciációja

Í V 4
ári&

'tv. v.
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/everzió és kutikula-képzés/ a gyürümirigy jelenlétével

/Kuroda, Yamaguchi, 1956/ vagy vedlési hormonnal indukál

hatok /Sengel, Mandaron, 1969/. Mandaron az éppen pupá-

riumot képező /"white-pupa"/ Drosophila láb és szárny

imágókorongjait hormon jelenlétében kulturázva teljes

differenciációt figyelt meg. Három nap alatt bábkuti

kula , majd aduit struktúrák, érzékszőrök, sőt karom ala

kultak ki /Mandaron, 1970/. Ursprung és munkatársai az

evaginált lábakban izomkontrakciót is megfigyeltek

/Ursprung, 1972/, ami az imaginális izomzat de novo

differenciálódására utal.

Mások az imágókorongok differenciálódása során vég

bemenő változásokat tanulmányozták részletesen. így fő

ként az everzió mechanizmusát /Poodry és Schneiderman,

1970; Fristrom és Fristrom, 1975; Fekete és mtsai, 1975/,

valamint az RNS és fehérjeszintézisben hormonhatásra

bekövetkező változásokat /Ursprung és mtsai, 1970;

Fristrom és mtsai, 1974/.

Jóval kevesebb ismeret áll rendelkezésünkre egyéb

szervek in vitro hormonstimulusra adott válaszáról,

és ezek is főként Lepidopterákra, illetve más, nem a 

Kétszárnyuakhoz tartozó rovarokra vonatkoznak. A lárvá- 

lis zsirtest autolizisét több fajon is vizsgálták.

Sass és Kovács /1975/ Mamestra brassicae-n, Oberländer

/1976/ a Plodia interpunctella-n, Butterworth és munka

társai pedig a Drosophila zsirtestjében a protein-tartal-

mu granulák felhalmozódását tanulmányozták /Butterworth

és mtsai, 1979/.
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Számos in vitro kísérletben vizsgálták a rovarok

spermatogenezisét befolyásoló tényezőket is, igy 

például Calliphorán Leloup /1976/, Hyalophora cercopian 

pedig Kiss és Williams /1976/.

Shields és munkatársai Drosophila embriókból nyert

sejtek fejlődését követték nyomon egy in vitro rendszer

ben. E sejtek folytatták a sejtdifferenciálódást a táp

oldatban és különféle lárvális, illetve aduit szövettí

pusra jellemző sejtek fejlődtek belőlük /Shields és

mtsai, 1975; Dübendorfer és Eichenberger~Glinz, 1980/.

Utóbbi szerzők az in vitro differenciálódott sejtek meta-

morfózisos változásait is tudták indukálni a 8-ekdizon

koncentrációjának változtatásával.

Az in vitro rendszerek alkalmasak a vedlési hormon

indukálta metamorfózis lépéseinek tanulmányozására.

A szövettenyészetekben ellenőrzött körülmények között

külön-külön vizsgálhatók az egyes szervek és szövetek,

ezeknek a vedlési hormon hatására adott válasza és a

különböző szervek közötti kölcsönhatásokat is nyomon

követhetjük. Mivel az in vitro kultúrákban használt

Shields-féle táptalaj megközelíti a vad tipusu Drosophila

hemolimfájának összetételét, igy lehetővé teszi a szöve

tek hosszú túlélését és a hormon-hatásmechanizmus tanul

mányozását .



2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2.1. A felhasznált állatok

Kísérleteinkben a Drosophila melanogaster vad

tipusu OREGON-R, illetve a laboratóriumban korábban 

izolált X kromoszómás mutáns törzseket használtuk.

E mutánsok lárvális fejlődése normális /4 nap 25°C-on/ 

de egyáltalán nem /&(l)npr-l és ^3/, vagy csak későn 

és torz bábokat képeznek /ü(1)lpr-1 és ^2; Kiss és mtsai,

kromoszóma hordozta a letali- 

tást, valamint a w és sn^ marker mutációkat. A tör-

1976/ 1978/. A mutáns

zseket Binsn balanszer kromoszóma segítségével tartot-

3 l/Y mutáns him lárvák felismerhetőktűk fenn. А у w sn 

a y_, világos szájszerv és a w, színtelen Malpighi-tubu-
3

lusok alapján. /А sn markermutáció lárvában nem feje

ződik ki, ezért számunkra nem volt lényeges./

A vad tipusu egész állat kultúrákhoz olyan késői

harmadik stádiumu lárvákat boncoltunk, amelyek a tápta

lajból már a falra vándoroltak, bábozódásra alkalmas

helyet keresve. Azonban csak azokat használtuk fel, ame

lyek nyálmirigyében a szekrétumnak a lumenbe történő 

kiválasztása még nem kezdődött meg. Mivel ez az ekdizon 

koncentráció-növekedés megkezdése után 3-4 órával történik 

/Boyd és Ashburner, 1977/, e kritérium alapján jól szink

ronizálhattuk azokat az állatokat, amelyekben az ekdizon
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szintézis még nem kezdődött meg, de legalábbis nem volt

jelentős.

A testfálkultúrákhoz fiatal harmadik stádiumu /ke

léstől számitott 55 h/ és középharmadik stádiumu /72 h/

lárvákat is használtunk.

A mutáns törzsek esetében 4 napos "érett" és idős,

hosszan túlélő lárvákat is boncoltunk.

2.2. Steril tenyészetek inditása és fenntartása

A szervkulturák készítéséhez igen sok, steril

körülmények között felnevelt lárvára volt szükségünk.

Ezeket kezdetben minden alkalommal a peték felületi

sterilizálásával hoztuk létre. Azonban ez munkaigényes

sége és a lárvák aszinkron fejlődése miatt nem volt ki

elégítő. Ezért egy uj módszert dolgoztunk ki a hosszú 

ideig fenntartható csiramentes törzsek egyszerű kezelé

sére /Molnár és Kiss, 1980/. Ezt az alábbiakban rövi

den összefoglalom.

2.2.1. Táptalaj_a_stéril_tenyészetek_számára

Az állatokat nagy méretű kémcsőben /20 mm x 200 mm/, 

25°C-on, ferde formában kiöntött kukoricaliszt-élesztő- 

-agar táptalajon neveltük, amelyet előzőleg 30 percig 

121°C-on autoklávban sterilizáltunk. Az autoklávozás 

egyrészt karamellizálja a szokásos Drosophila táptalaj

ban lévő cukrot, másrészt elroncsolja az élesztő vitamin-
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tartalmának nagy részét is, igy az autoklávozott

standard táptalajon a lárvák igen lassan, aszinkron

módon fejlődnek.

Ezért módosítottuk a táptalaj összetételét. Egyrészt 

kihagytuk belőle a cukrot, másrészt növeltük az élesz

tő és a kukoricaliszt mennyiségét. Ezáltal sikerült

visszaállítani a lárvák normális fejlődési ütemét /4 nap 

25°C-on/.

A módosított táptalaj összetétele :

kukoricaliszt 126 g

pékélesztő

CaCl2

agar

220 g

0,5 g

8,9 g

ad 1000 mlviz

2.2.2. A_peték_stérilizálása_és_a_legYgk_átvitele 

uj_táptalajra

Az alábbiakban leirt munkafolyamatokat lamináris

áramlásu sterilfülkében végeztük.

A néhány órán át gyűjtött petéket először finom

nylon szitán át csapvizzel alaposan mostuk, majd 8

percre szobahőmérsékleten telitett CaOCl oldatba merí

tettük. Ezután steril desztillált vízzel többször mos

tuk, majd Pasteur-pipettával steril táptalajra vittük.

A kikelt legyeket enyhe ütögetéssel eltávolitot- 

tuk a kémcső szájától, majd azt erősen leégettük. A fel

forrósodott kémcsőnyilást a legyek nem tudják megközeli-
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teni, igy a kémcső percekig nyitva tartható. A legyeket 

széles szájú /3-4 mm átmérőjű/, a végén vattadugóval el

zárt, vákumszivattyuhoz csatlakoztatott Pasteur-pipet- 

tával gyűjtöttük össze, majd a szivás megszüntetése

után a pipettából egy uj táptalajra ráztuk.

Szinkronizált peték gyűjtése: A legyeket a fent 

leirt módon egy üres kémcsőbe ráztuk, majd ezt egy 

olyan vattadugóval zártuk le, amelyből hurkapálcához 

kötözve egy táptalajjal lecseppentett szűrőpapír nyúlt 

le a kémcső aljáig. Mivel a kémcső egyébként üres, a le

gyek csak a táptalajos szüröpapircsikra petéznek.

Egy-két órás petegyüjtés után a dugó a legyek minimális 

zavarásával újra cserélhető. A petéket hordozó szürőpa- 

pircsikot pedig egy táptalajt tartalmazó kémcsőbe he

lyeztük.

A tenyészetek sterilitásának ellenőrzésére néhány 

legyet élesztő tápfolyadékba tettünk /DIFCO élesztő

kivonat, 0,5 g; glükóz, 1 g; csapviz ad 100 ml/.

Élesztő fertőzés esetén két nappal az "inokulálás" után 

a folyadék megzavarosodott. Az esetenként előforduló

penészgombás és bakteriális fertőzések szabad szemmel

is könnyen észrevehetők voltak.

2.3. Szervkulturák készítése

A szervkulturákhoz a steril körülmények között ne

velt és előzőleg steril desztillált vízzel leöblített 

lárvákat 5 ml minimal Robb tápoldatban /Fristrom és mtsai,
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1973/ finomhegyü, rozsdamentes csipesszel boncoltuk,

Zeiss /Jena/ preparáló mikroszkóp alatt. Az "egész

állat" kultúrákhoz a kiválasztott lárva testfalát

középtájon felszakitottuk és enyhe húzással két rész

re téptük úgy, hogy a bélcsatorna ne sérüljön meg. Ezu

tán mindkét felet kesztyüujjszerüen kifordítottuk,

majd a tracheák elszakitásával az egyes szerveket

kissé különválasztottuk, az egészet fellazítottuk.

Ezáltal minimális károsodás árán feltárult az egész

belső testfelszín és a belső szervek. Azokból az álla

tokból, amelyekből ekdizon-mentes táptalajban akartunk

kultúrát készíteni, eltávolitottuk a gyürümirigyet.

A testfalkulturák készítéséhez üvegbotra erősített 

pengével először levágtuk a lárva első 2-3 szegmentjét,

majd a testet hosszában is kettévágtuk. Ezzel a módszer

rel kevésbé roncsoltuk a testfalat, mintha csipesszel

szakítottuk volna. A belső szerveket és az izom egy ré

szét is eltávolitottuk a testfaldarabokról. A testfal

egyik felét kontrollként, a másikat a kísérlethez hasz

náltuk.

A kutikula-kulturák készítéséhez a testfaldarabo

kat 70% alkoholba mártottuk, ahol az epidermiszsejtek

elhalnak, leválnak, és ecsettel könnyen eltávolithatók

a kutikuláról /Hackman, 1977/.

A boncolás után a lárvákat, valamint a testfal-

és kutikuladarabokat egyenként Mikrotiter lemez /Ste

rilin TC Grade/ mélyedéseibe tettük át, amelyek 50 ul 

táptalajt tartalmaztak. A táptalajt az inkubációs idő
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alatt nem cseréltük. A lemezt nedveskamrában tartottuk 

25°C-on, az egész állat kultúrák esetében levegőn, a 

testfal- és kutikula-kulturák esetében 70% C^-t tartal

mazó atmoszférában.

2.4. A-szervek fenntartására használt tápoldatok

Kultúráinkban a Shields és Sang /1975/ által

Drosophila embrionális szövetekre kidolgozott tápol

datot használtuk, amelyet a felhasználás előtt 10% fö-

tális borjusavóval egészítettünk ki /Bio-Cult Glasgow,• 9

Scotland/. A tápoldatba antibiotikumot nem tettünk.

A kontroll kisérlet a hormont nem tartalmazó 

Shields tápoldatban inkubált testfal vagy egész állat

kultúra volt.

A hormonválasz kiváltására 1 yg/ml ß-ekdizont

/Rhoto-Pharm. Со/ tartalmazó tápoldatot használtunk,

amit a kulturázás időtartama alatt nem cseréltünk.

Bár a szövetek valószinüleg inaktiválták a (3-ekdizon

egy részét,- az aktiv hormonkoncentráció még négy hét

után is meghaladta a láb imágókorongok everziójához szük

séges küszöbkoncentráció-értéket, ugyanis a frissen bon

colt láb-imágókorongok ilyen táptalajban is evertáltak.

A csupasz kutikulát Shields tápoldatban oldott

100-500 yg/ml N-acetil-dopamin /Sigma/ jelenlétében

inkubáltuk. Kontrollként ugyanazon lárva kutikulájának 

egy másik darabja szolgált, amit N-acetil-dopamin nél

küli tápoldatban tartottunk.
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2.5. A kultúrák értékelése

A kultúrák állapotát Zeiss /Jena/ preparáló mik

roszkóppal 25-szörös nagyítással ellenőriztük. A sejt

halál kimutatására minimal Robb táptalajban oldott 

0,4% tripánkék festéket használtunk. Ezt a festéket 

általánosan használják szövettenyészetekben az elhalt

sejtek kimutatására, ugyanis azok membránja átengedi, 

mig az élő sejtek membránja kizárja a citoplazmából.

Egyes szövetdarabok gyakran részlegesen festődtek;

ilyenkor becsléssel állapítottuk meg, hogy a kulturá-

zott szerv vagy szövetdarab sejtjeinek hány százaléka

festődött.

A testfálkultúrák esetében a kutikula bámulásá

nak /tanning/ mértékét az alábbi, önkényesen felállí

tott Kvalitatív skála alapján értékeltük :

nem szklerotizált;0

nagyon gyengén szklerotizált;1

határozottan szklerotizált;2

azonos mértékű az in vivo szklerotizációval.3



3. EREDMÉNYEK

3.1. A vad tipusu szövetkultúrák ß-ekdizon nélküli

táptalajban

A szervek hosszabb-rövidebb ideig túléltek az in vitro

kultúrákban, bár az idő előrehaladásával a tripánkékkel

festhető sejtek száma emelkedett, ami az elhalt sej

tek számának növekedésére utal. Nagy különbségeket ta

láltunk az egyes szervek között az in vitro fenntartha

tóság tekintetében. Néhány szerv igen gyorsan elhalt.

A középbél /a proventriculussal és a divertriculumok- 

kal együtt/ bizonyult a legérzékenyebbnek, mivel a kö

zépbél mozgása már néhány órával a boncolás után meg

szűnt, az epitelialis sejtek pedig tripánkékkel erősen

festődte'k.

A nyálmirigy esetében nem kaptunk egyértelmű ada

tokat, mert egyes részei főként a disztális vége, már 

néhány nap után festődtek, más részei pedig még több

hetes inkubálás után sem vették fel a festéket.

A lárvális epidermisz, az izmok és a gonádok 2-3 nap

után kezdtek elhalni az általunk használt médiumban.

Az agy, a Malpighi-tubulusok, a nyelőcső és utó

bél, a zsirtest, valamint az imaginális szervkezdemé

nyek igen hosszú ideig fenntarthatok in vitro körülmé

nyek között. Az általunk leghosszabb ideig, 5 hétig
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inkubált kultúrákban is tripánkékkel alig, vagy egyálta

lán nem festődtek, az utóbél perisztaltikus mozgása pedig

számos kultúrában még akkor is igen aktiv volt.

A szöveteket mindaddig túlélőnek tekintettük, mig

a sejteknek legalább 1/3-a nem vette fel a fetéket.

A szervek túlélésére vonatkozó adatokat az 1. táblázat

foglalja össze.

Metamorfotikus változások egyáltalán nem vagy csak

ritkán, és akkor is igen korlátozott mértékben fordul

tak elő, főként a hosszú ideig inkubált kultúrákban.

3.2. Vad tipusu szövetkulturák 1 yg/ml ß-ekdizon

jelenlétében

Mivel a középbél, a lárvális izmok, a gonádok és a

nyálmirigy in vitro körülmények között nagyon hamar el

pusztultak, igy ezek hormonválasza nem vizsgálható az ál

talunk kidolgozott rendszerben. Ezért a továbbiakban csak

azokkal a szervekkel foglalkozunk, amelyek a hormonstimu-

lusra jellegzetes szövetspecifikus választ adtak.

a/ A lárvális epidermisz az izmokkal együtt levált a ku

tikuláról, amelyről csipesszel könnyen és egészben 

eltávolithattuk fi, ábra/. Ez a leválás valószinüleg meg

felel az in vivo körülmények között, a "prepupalis vedlés"

előtt lejátszódó apolizisnek. Prepupális kutikulát azon

ban egyik kultúrában sem találtunk.
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1. Táblázat

Lárvális szövetek életképessége in vitro ß-ekdizon

nélküli táptalajban

Túlélési időSzövet/szerv

épidermisz 3 nap

izmok 3 nap

zsirtest > 5 hét

nyálmirigy > 5 hét

középbél 1-2 óra

utóbél > 5 hét

imágókorongok > 5 hét

imaginális "gyűrűk" > 5 hét

Malpighi-edény 4-5 hét

gonádok 2-3 nap



1. ábra

Vad tipusu lárva testfalának darabja egy hetes in vitro 

inkubálás után, 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében

Az epidermisz és a lárvális izmok az apolizis következ
tében könnyedén leválaszthatók a szklerotizált kutikulá
ról /nyil/ /45х/.

2. ábra

Vad tipusu lárva kutikulája 1 hetes in vitro inkubálás

után, 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében.
A kutikula egyes részei erősen megbámulták és sz!^ 

tizálódtak.

íj jf
i

.Verő- .*►/V *mk v
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A lárvális kutikula megkeményedett /szklerotizált/ 

és megbámult /tanning/ /2. ábra/. A bámulás azon-

b /

ban halványabb volt, mint in vivo, és csak kisebb-na-

gyobb foltokra korlátozódott. A bámulás sebessége is

lassúbb volt az in vivo reakcióénál: ehhez az in vitro

körülmények között 6-7 napra volt szükség, mig in vivo 

ez néhány óra alatt lejátszódik.

с/ Az utóbél esetében kétféle hormonhatást figyeltünk
i

meg: a perisztaltikus mozgás 1-2 napon belül meg

szűnt, ami valószinüleg az izmok degenerálódásával ma

gyarázható ;

a belső kutikula-bélés lelökődött a lumenbe

/3. ábra/. Mivel ez a^ kutikula jóval vastagabb volt, 

mint a béltartalmat burkoló peritrofikus membrán,

azzal nem lehetett összetéveszteni. így ez a kutikula-

-leválás is feltehetően az in vivo vedlésekkor is le

játszódó apolizissel azonosítható.

d/ A zsirtestlebenyek nagy része 2-3 nappal a kultúra

inditása után a bazális membrán feloldódásával

egyes lekerekedett sejtekre esett szét /4. ábra/.

Azonban a legtöbb esetben maradtak néhány sejtből

álló disszociálatlan részek, főleg az utóbélhez ta

padó hátsó zsirtestpárnában. A 2. táblázatban nem tet

tünk különbséget a teljes és részleges szétesés kö

zött. Az egyes sejtek nagy része, főleg a hosszú ide

jű kulturázás után tripánkékkel festődött.



в

) Е&ьъъ
*' •£*% ш ** I

г

*8 ®Й ••

я

A: Vad tipusu utóbél három hetes kultúrából, ß-ekdizon
nélkül inkubálva. A belső kutikula nem apolizált /70х/.

В: Ugyanaz mint az A, de 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében 

inkubálva. A belső kutikula lelökődött a bél üregébe 

/nyil/ /150x/.
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4. ábra
A: Vad tipusu zsirtest két hetes kultúrából ß-ekdizon 

nélkül. A szövet megtartotta lárvális jellegét /ЗОх/.
В: Ugyanaz mint az A, de 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében 

inkubálva, A zsirtest teljes mértékben szétesett egyes 

sejtekre /a két átlátszatlan tömeg a lárvális test két 

fele/ /24х/.



2. Táblázat ß-ekdizon hatása vad tipusu lárvális szövetekre in vitro

Metamorfózisos változásokat mutató kultúrák gyakorisága /%/■*■Lárvák kora In vitro
UtóbélImágókorongok ZsirtestTestfalinkubálása kulturázás

Belső
kuti
kula

apolizise 
-ßE + SE

Kutikula Fragmen-Kutikula
szklero-
tizáció

Epidermisz Szem
pigment

lerakódás
MozgásEver zióidőtartamakezdetén

tációképződésapolizise
/napokban//napokban/

I-SE + SE-SE + SE-SE + SE-SE +BE-SE +SE -SE +SE-SE +SE
u>
H-1

0 10081 7 0 100500 430 60 0 100 04 6 0 100 I

839 0 1000 83 58 91 08 9211 0 100 0 100 0

8 100 555891 00 91 020 91 17 100 0 10021 0

- Legalább 24 kultúrát értékeltünk ki minden egyes kulturázási időtartamra 

-SE : ekdizon nélküli táptalajban 

-+SE : 1 yg/ml S-ekdizont tartalmazó táptalajban
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Az imágókorongok minden esetben evertáltak, számose/

esetben kutikulát is választottak ki, a szemdiszku-

szok pedig pigmentálódtak /5. ábra/. Az evagináció 24 h 

alatt megtörtént, de mértéke gyakran ugyanazon kultúrá

ban is különböző volt. A láb-korongok femur és coxa

részei számos esetben hólyagszerüen felfúvódtak, és az 

epidermiszsejtek a kutikulát e gömb belső felületére

választották ki /6. ábra/. A kutikulán néhány esetben

aduit struktúrákat is megfigyelhettünk. A bábkutikula

kiválasztásához kb. 6 napra volt szükség, aduit kuti

kula pedig csak a 10. nap után jelent meg a kultúrák 

kb. 10%-ában /7. ábra/. A szemkorongok pigmentálódása

a 4.-5. napon kezdődött és a kulturázás egész időtar

tama alatt erősödött.

A többi imaginális szervkezdemény /bélcsatorna és

nyálmirigy imaginális gyűrűi/ differenciálódását és

fejlődését csak nagyon ritkán figyelhettük meg, és 

akkor is igen kezdetleges stádiumban megállt.

3.3. Mutáns szövetek (3-ekdizon nélkül

A mutáns törzsek esetében érett, késői harmadik stá- '

diumos /4 napos/ és hosszan túlélő lárvák szöveteit

egyaránt vizsgáltuk. Az & (1) npr-3 , SL (1) lpr-1 és -2 szer

vei a hormonmentes kultúrákban ugyanúgy .viselkedtek,

mint az Oregon-R lárvák szervei. Az £(l)npr-l azonban

néhány szempontból eltért a vad tipustól5 Az idős lár

vákból készült kultúrákban néhány olyan elváltozást fi-
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5. ábra
Vad tipusu lárvális agykomplex négy hetes kultúrából,
1 yg/ml (3-ekdizon jelenlétében. A szem-imágókorongok pig- 

mentálódtak /А/, a láb-imágókorongok pedig evertáltak /В/ 
/ 45x/.

Vad tipusu láb-imágókorong két hetes kultúrából, 1 yg/ml 
ß-ekdizon jelenlétében. A korong alapi része gömbszerüen 

felfúvódott és belül struktúra nélküli, báb-jellegü kuti
kulát választott ki /ЗООх/.
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7. ábra

Vad tipusu szárny-imágókorong két hetes kultú

rából, 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében

Az epidermiszsejtek aduit kutikulát választottak

ki, amelyen a szárny-élre jellemző sörtesor jól 

látható /400x/.



S-ekdizon hatása az npr mutánsok lárvális szöveteire in vitro3. Táblázat

Lárvák 
kora a 
kultu- 
rázás 
kezde
tén

In vitrc 
inkubá- 
lás idő
tartama 

/пар/

íMetamorfózisos változásokat mutató kultúrák gyakorisága /%/

Imágókorongok2 Utóbél ZsirtestTestfalMutáns
Belső 

kutikula 
apolizise 
-SE + SE

Epidermisz KutikulaKutikula 
szklero- 
tizáció 
-SE +.SE

FragmentációEverzió Mozgás
képződés 
-SE +0E

apolizise 
-SE +SE -SE + SE-SE +SE -SE +SE

I
70 30
80 60

0 100 
0 100

38 0 38
0 40

0 07 25 44
40 70

100 00 u>4 1Л0 010 5012 1000
I07 5 100

50 100
0 70
0 90

94 47
100 78

0 100
0 100

2 2 20 
44 38

0 100 06&(1)npr-13 6 0 012 1000
060 100

100 100
80 7 8

100 100
0 100 100 ‘ 100

100 100
0 100
0 100

60 17 078 814 0 0о100о
N'.a'.
N. a.

N. a. 
N. a.

0 100
0 100

100' 18
100 2 5

0 017 42
18 33

6 1006 ?о12 1000
9 30

17 33
0 100 N. a. 

N. a.
N. a. 
N. a.

100 38 0 100
О 100

?06&(1)npr- 3 10 ?0100 012 1000
0 100 
О 100

?83 000 33
0 66

3 3 100 N. a. 
N. a.

N. a. 
N. a.

717 ?12 100 66 0 00
Legalább 24 kultúrát értékeltünk ki minden egyes kulturázási időtartamra 

:’A w marker-mutáció megakadályozta a szem-imágókorongok esetleges pigmentálódását.
3A kutikula barnulása és szklerotizációja igen gyenge maradt
Rövidítések: N.a. = nem alkalmazható; ? = bizonytalan; -SE = S-ekdizon nélküli táptalajban; 
+SE = lyg/ml S-ekdizont tartalmazó táptalajban

7
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gyeltünk meg, amelyek a vad tipus kultúráiban csak hor

mon hatására alakultak ki: megindult a lárvális kutikula

barnulása, az imágókorongok evaginálni kezdtek, az utó

bél mozgása csökkent, és a belső kutikula is apolizált.

E reakciók azonban igen kezdeti stádiumban megakadtak,

a kutikula barnulása igen halvány maradt, és az imágó

korongok evaginációja is torz volt, a peripodiális memb

ránon belül történt. Ezek a változások in vivo is meg

figyelhetők az idős £(l)npr-l lárvákban. Az in vitro 

kultúrákban e változások gyakorisága annál nagyobb volt,

minél idősebb lárvából készült a szövetkultura. Az ered

ményeket a 3. táblázat tartalmazza.

3.4. Mutáns szövetek ß-ekdizon jelenlétében

Az £(1)npr-3 és £(l)lpr-l;2 mutánsok szövetei a hor

monális stimulusra is a vad tipushoz hasonlóan válaszol

tak. Eltérést csak a zsirtest és az imágókorongok tekinte

tében találtunk. Az £(l)lpr-l esetében hosszú inkubálás 

után is csak néhány egyes zsirtest sejtet találtunk a 

kultúrákban, az £(1)npr-3 kultúrákban pedig néhány sejt

ből álló sejtcsoportokra esett szét a zsirtest. Ez utóbbi 

törzsnél az értékelést megnehezítette, hogy a lárvális

zsirtest kicsi, és kevés sejtből állt /Kiss és mtsai,

1978/.

Az £(1)lpr-1 törzs imágókorongjai ß-ekdizon jelen

létében degenerálódtak és szétestek, hormonmentes tápol

datban viszont még hosszú idejű inkubálás után sem festőd-
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tek tripánkékkel. Az &(1)lpr-2 diszkuszai azonban opálos

fehérré váltak a hormonmentes tápoldatban is és tripán-

kékkel erősen festődtek. Ezért diszkuszokra vonatkozó

adatokat a 4. táblázat nem tartalmaz.

A vad tipustól a legtöbb eltérést az %(1)npr-1

szövetei mutatták. A kutikula barnulása ugyan megkezdő

dött, de igen halvány maradt, még hosszú idejű inkubálás

esetén is, és gyakorisága sem különbözött szignifikánsan 

a hormon nélküli kultúráétól. A hipodermisz azonban a

vad tipushoz hasonlóan csak ß-ekdizon jelenlétében vált

le a kutikuláról.

Az utóbél mozgása valamelyest csökkent ß-ekdizon je

lenlétében, de nem szűnt meg, ellentétben a vad tipussal.

A zsirtest sohasem disszociált egyes sejtekre. A

ß-ekdizon határozottan növelte a diszkuszok everziójá- 

nak a gyakoriságát. Az imágókorongok megduzzadtak, né

hány tarzális szegment láthatóvá vált, de a peripodiá- 

lis membrán nem szakadt fel /8. ábra/. Hasonlót látha

tunk 8-10 napos túlélő lárvákban.

3.5. A lárvális kutikula tannelése és szklerotizációja 

70% 0^ atmoszférában

A metamorfózis első lényeges és szembetűnő lépése 

a pupáriumképzés, a lárvális kutikula tannelése és 

szklerotizációja. Ezért ezt a folyamatot a többi meta- 

morfotikus változásoknál részletesebben vizsgáltuk az

in vitro rendszerünkben.



B-ekdizon hatása az lpr mutánsok lárvális szöveteire in vitro4. Táblázat
íMetamorfózisos változásokat mutató kultúrák gyakorisága/%/Lárvák kora 

a kulturázás 
kezdetén 

/napokban/

In vitro 
kulturázás 
időtartama 
/napokban/

Utóbél ZsirtestTestfal
Mutáns Belső 

kutikula 
apolizise -Be +be

Kutikula 
szklero- 
tizáció 

-BE +3E

Epidermisz
Fragmentáció 

+ 3E

Mozgás
apolizise -Be +3e -BE-BE +3E

1002
1002

83 256 17 50 0 100 

0 100
0 100 

0 100
0

U)4 00831710 50 00l(1)lpr-1 I
70279 0 1008 0 100 

36 100
6 75 00

14 100218 3 3 10010 92 0N.a.
920 100 0 100 

17 100
7 25 75 33 0О

6 8 100100 100 ОО 7510 ОI(1)lpr-2
5858 92 29 О 100 

О 100
7 О 100 

О 100
ОО10 10010 10050 ОО О

1 Legalább 24 kultúrát értékeltünk ki minden egyes kulturázási időtartamra
2 Kevés sejt szabadult ki a zsirtestbol 

N.a. = Nincs adat

AI ш. w
s'V
? /

cv,

é?в
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8. ábra

a(1)npr-l láb- és szárny-imágókorongjai egy hetes 

kultúrából, 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében. Az e- 

verzió torz, a peripodiális membrán nem szakadt fel.

Mint az előzetes kísérletekből kiderült, az epidermisz

sejtek hormonválaszától függő szklerotizációt erősen nö

veli az, ha a testfálkultúrákat 70% 02 atmoszférában 

inkubáljuk. Érett, harmadik stádiumu lárvák testfalának 

esetében meghatároztuk a tannelés és szklerotizáció ki

váltásához szükséges minimális ß-ekdizon koncentrációt.
-2Mint azt a 9. ábra mutatja, a küszöbkoncentráció 10 yg/ml 

ß-ekdizon, bár ilyen alacsony koncentrációnál még csak a 

kultúrák egy részében tapasztaltunk igen gyenge bámulást.

A magasabb koncentrációk erősebb bámulást okoztak. Mint

az az ábrán látható, főként az alacsony koncentrációk 

esetében a szórás értéke is igen nagy. Ez feltehetően nem 

csak az értékelés hibájából származik, hanem ehhez a lár-
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score

з.о-

2.0-

1.0-

0
1Ö3 1Ö2 бхЮ^ю'бхЮ1 1 10 102 jug/mt ßE

9. ábra

A lárvális testfal bámulását és szklerotizációját ki

váltó B-ekdizon minimális mennyiségének meghatározása.

A testfálkultúrákat két napos inkubálás után értékeltük.
_ о

A küszöbkoncentráció 10 yg/ml B-ekdizon, /Mindegyik

koncentrációnál legalább 24 kultúrát értékeltünk./

vák nem tökéletes szinkronitása is hozzájárul.

A tannelés időbeli folyamatát a 10. ábra szemlélteti.

A bámulás megindulásához 7-8 órára van szükség /lag perió

dus/, amely után a folyamat sebessége és mértéke is a 

hormonkoncentrációtól függ.
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score

3.0

2.0-

1.0-

0
28 inkubólási idö(h)4

10. ábra

A tannelési folyamat kinetikája. A lárvális testfal

szklerotizációjának mértéke és sebessége a hormon-

-koncentráció növekedésével arányosan nő. A lag

periódus 6-8 óra.

□=0,05 yg/ml; 0,1 yg/ml; Д= 10 yg/ml ß-ekdizonО =

Ugyanilyen kísérleti körülmények között hasonló

eredményeket kaptunk a 72 h /közép harmadik stádiumu/ 

lárvák testfalának kulturázásakor is, azzal a különb

séggel, hogy a bámulás sebessége valamivel lassúbb

vol t.

A fiatal harmadik stádiumu /55 h/ lárvák test-

falkulturáinak csak kb. 15%-ában láttunk gyenge bar- 

nulást 10 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében is. Ebből arra 

következtethetünk, hogy a lárvális epidermisz körül

belül ebben az időben válik kompetenssé a hormonvá

laszra.



42

Annak eldöntésére, hogy a tannelési folyamat leját

szódásakor milyen makromolekulák szintézise szükséges, 

különböző gátlószerek hatását teszteltük. A gátlószert

a hormonnal együtt adtuk, és a két napos inkubálási idő

alatt végig jelen volt. A részletes eredményeket az 5.

táblázat tartalmazza. Mint ahogyan azt vártuk, az RNS 

és fehérjeszintézisre,valamint az oxidativ foszforiláció-

ra ható gátlószerek a lárvális kutikula tannelését mega

kadályozták. Az a-metil-DOPA, amely a DOPA-dekarboxiláz

specifikus inhibitora, azonban csak igen magas koncent

rációban mutatott gyenge gátlást.

A citokalazinB, kolcemid, fenil-tio-urea /PTU/

nem gátolta a tannelési folyamatot.

3.6. Az N-acetil-dopamin hatása a lárvális kutikulára

Az N-acetil-dopamin önmagában is előidézi a vad ti-

pusu kutikula bámulását és megkeményedését. Ezekben a 

kísérletekben az epidermiszt eltávolitottuk, igy csak a 

csupasz kutikulát tettük az N-acetil-dopamint tartalmazó 

táptalajba és 70% 0^ atmoszférában inkubáltuk. A két na

pos inkubálás után a kutikula darabok megbámulták és

fezklerotizáltak. A reakció erőssége megközelítette az

in vivo tannelés mértékét. Az N-acetil-dopamint nem tar

talmazó, vagy csak ß-ekdizont tartalmazó kultúrákban a

kutikula várakozásunknak megfelelően - változatlan ma

radt .
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5. Táblázat Gátlószerek hatása a 3-ekdizon

indukálta tannelésre

Koncentráció
yg/ml

GátlásGátlószer
%

0,1 25a-amanitine
1/0 100

0,1 0Actinomycin D
1,0 100

0,1 0

Puromycin 1,0 25

10 100

0,01 О

0,1 25Сусloheximide

1,0 100

1,0 О
Oligomycin

10 100

Cytochalasin В О10

Colcemid 10 О
г

~30a-metil-DOPA 100

100PTU О
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Mivel az ft(1)npr-1 lárvális kutikulája a korábbi

in vitro kísérleteinkben nem mutatott határozott hormon

választ, ezért megvizsgáltuk, hogy hogyan viselkedik 

N-acetil-dopamin jelenlétében. A csupasz mutáns kuti

kula az N-acetil-dopamint tartalmazó táptalajban és 70% 

02 atmoszférában a vad tipusuéhoz hasonlóan erősen meg

bámult és megkeményedett.

\



4. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

4.1. Az in vitro rendszer

Mint az az eredményekből kitűnik, az általunk ki

dolgozott in vitro rendszer alkalmas a metamorfózis vizs

gálatára. Szervkulturáinkban a 3-ekdizon hatására számos 

szövet-specifikus választ figyeltünk meg. In vitro körül

mények között főként a metamorfózis korai szakaszában

lejátszódó folyamatokat reprodukáltuk. Rendszerünkben

nem vizsgálható a nyálmirigy, a középbél és az izmok me

tamorfózisa, egyéb szervek azonban a vedlési hormon je

lenlétében az in vivo-hoz hasonló metamorfotikus válto

zásokat mutattak, bár ezek a reakciók általában lassab

ban fejlődtek ki és gyengébbek voltak annál, mint ami

in vivo tapasztalható.

Az in vitro nyert eredmények és az in vivo reakció 

közötti különbségek valószinüleg két lényeges tényezőre 

vezethetők vissza. Az egyik az in vitro kulturázási 

körülmények nem tökéletes volta, a másik pedig az állan

dó, magas hormonkoncentráció.

Egy szintetikus táptalaj sohasem lehet egyenértékű 

az állat saját hemolimfájával. Ezen úgy próbáltunk segiteni, 

hogy a lárva összes szövetét együtt, viszonylag kis tér

fogatban inkubáltuk /50 yl/, és a táptalajt a kisérlet
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időtartama alatt nem cseréltük. Feltételeztük, hogy a

viszonylag nagy szövettömeg "kondicionálja" a táptalajt,

és ennek során a szövetek olyan ismeretlen anyagokkal

gazdagítják azt, amelyek elősegítik a szövetek életben 

maradását. Hasonló jelenséget figyelt meg pl. Oberländer 

/1976/, amikor az imágókorongokat a zsirtesttel együtt 

inkubálta. A kis térfogat ellenére a táptalaj láthatólag 

nem merült ki, és nem halmozódtak fel benne mérgező 

anyagcseretermékek sem, mert a nyelőcső az utóbél és a

hátiedény még 5 hét inkubálás után is aktivan mozgott,

és a szövetek csak kevéssé festődtek tripánkékkel. A

Malpighi-edények általában mindvégig jó állapotban marad

tak, s ennek alapján feltételezhető a detoxifikálásban 

való részvételük. Talán ennek köszönhető, hogy a táp

talaj még hosszú inkubálás után sem vált mérgezővé.

Az általunk kidolgozott in vitro rendszer ilyen 

szempontból hasonló a báb-állapothoz, amennyiben mindkettő 

zárt rendszer, és a környezetükkel csak gázcserét foly

tatnak .

A báb-élet alatt a Drosophila melanogaster-ben a

ß-ekdizon koncentrációja legalább kétszer erősen meg

emelkedik. Az első csúcs a pupáriumképzéssel esik egybe, 

a második megelőzi az aduit kutikula kiválasztását 

/Hodgetts és mtsai, 1977/. Mi 1 yg/ml ß-ekdizont adtunk

a tápfolyadékhoz, ami kb. 10-szer magasabb, mint az in-

vivo koncentráció az első csúcs alkalmával. Bár a szö

vetek valószinüleg inaktiválták a ß-ekdizon egy részét,

és igy a kezdeti koncentráció fokozatosan csökkent, az
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aktiv hormonkoncentráció azonban még 4 hét után is meg

haladta az imágókorongok everziójához szükséges küszöb

értéket. Élettani szempontból tehát küszöbértéknél

állandóan magasabb 3-ekdizon koncentráció állt fenn

az inkubálás ideje alatt.

Richards /1976/ kísérletei azt mutatták, hogy az

in vitro inkubált nyálmirigy-kromoszómákon a változat

lan 3-ekdizon koncentráció a prepupális puffsorozatnak

csak az első felét képes indukálni. A teljes puffsoro

zat csak akkor fejlődik ki, ha a hormon koncentráció

ját az in vivo viszonyokhoz hasonlóan változtatták* 

Dübendorfer és Eichenberger-Glinz /1980/ is hasonlót

tapasztalt a Drosophila embrionális sejtekből inditott

kultúrákban. Az in vitro differenciálódott sejtek me

tamorfózisát csak a 3-ekdizon koncentrációjának vál

toztatásával tudták indukálni. Lehetséges, hogy a

3-ekdizon koncentráció változtatásával a mi in vitro

rendszerünkben is esetleg további hormonválaszokat

válthatnánk ki.

Amint az a 2, táblázatban látható, a metamorfó-

zisos változások gyakorisága tekintetében határozott

különbség van a hormont tartalmazó, vagy nem tartal

mazó kultúrákban, A kontroll kultúrákban ilyen válto

zásokat csak ritkán, hosszú inkubálási idő után fi

gyeltünk meg és az csak az epidermisz leválására és

gyenge tannelésére, illetve az utóbél belső kutikulá

jának a leválására korlátozódott. Mivel a kontroll

állatokból a kultúrák inditása előtt a gyürümirigyet
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mindig eltávolitottuk, igy a kontroliban észlelt hormon

hatást csak kétféleképpen magyarázhatjuk: a gyürümiri-

gyen kivül más szerv is képes ekdizon szintézisre a

lárvális testben;

a lárvális

szövetek in situ a kultúrák inditása előtt találkoztak

a természetes ekdizonnal.

Több rovarfajban is kimutatták, hogy a test többi

részétől, igy a vedlési hormont termelő előtöri mirigy

től is elválasztott abdomen preparátumok képesek a

rádioaktivan jelzett koleszterolt a vagy ß-ekdizonnä

alakitani /Nakanishi és mtsai, 1972; Hsiao és mtsai,

1975/. Studinger és Willig /1975/ kimutatták, hogy

Musca domestica lárvális abdomenjében az oenociták ké

pesek a fent emlitett reakcióra. Az oenociták a mi

rendszerünkben is jelen voltak, és az alkalmazott in

vitro körülmények legalábbis a gyürümirigy esetében 

megengedték a hormontermelést, mert a ß-ekdizon nél

kül, de több gyürümiriggyel együtt kulturázott szöve

tek is mutattak hormon-indukálta elváltozásokat. Ha

tehát a Drosophila oenocitái is képesek korlátozott

hormon szintézisre, akkor a kontroll kultúrákban is

felhalmozódhat bizonyos mennyiségű ß-ekdizon. Az a

tény, hogy a metamorfózisos változásokat csak hosszú

inkubálási idő után figyeltük meg, mindenképpen ala

csony ß-ekdizon koncentrációra utal.

A másik lehetőség az, hogy a szövetek már a kul

túra készitése előtt találkoztak a saját gyürümirigy
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által termelt ekdizonnal. Kultúráinkhoz vándorló lár

vákat boncoltunk, de szigorúan csak azokat az állato

kat használtuk fel, amelyekben a nyálmirigy szekrétu- 

mának a lumenbe történő kiválasztása még nem kezdődött 

meg. Boyd és Ashburner /1977/ szerint ehhez a nyálmi

rigyet legalább 4 óráig kell ß-ekdizon jelenlétében

inkubálni. Feltételezhető tehát, hogy a szöveteket

már in situ is érhette néhány óráig tartó ßr*ekdizon

hatás, bár ez még a nyálmirigy állapotán nem látszott.

Bármelyik is legyen az oka a kontroll kultúrákban

tapasztalt gyenge hormon hatásnak, ez mindig ugyanazok

ra a szövetekre korlátozódott, amiből e szöveteknek

a többiétől eltérő, magas ekdizon érzékenységére kö

vetkeztethetünk .

4.2. A nem bábozódó és későn bábozódó mutáns szövetek

viselkedése az in vitro rendszerben

Amint az a 3. és 4. táblázatban látható, az 

i(1)npr-3, SL(1)Ípr-l és 2Ä mutánsok szövetei a vad tí

pushoz hasonlóan viselkedtek az in vitro rendszerben,

vagyis a ß-ekdizon jelenlétében ugyanazokat a metamor-

fózisos változásokat mutatták. Ez összhangban van

azokkal az adatokkal, amelyek szerint egyrészt a mu-
I

tációkat mozaikos formában hordozó egyedek nem képez

tek lárva-báb gynandert, másrészt vad tipusu gyürümi- 

rigynek mutáns lárvába történő beültetésével pupárium-

képzést és szöveti metamorfózist lehetett indukálni
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/Kiss és mtsai, 1978/. Mindhárom módszerrel kapott

eredmények támogatják azt a következtetést, hogy a 

metamorfózis hiányáért,'illetve késéséért ezekben a

mutánsokban a vedlési hormon alacsony szintje a fe

lelős .

Az &(1)npr-1 számos eltérést mutatott az előző

ekhez képest. A mutáns szövetei a hormon nélküli kont

roliban is mutattak ekdizon indukálta változásokat,

ezek gyakorisága annál nagyobb volt, minél idősebb 

lárvából készült a kultúra, és 8 napos lárváknál elér

te a 100%-ot. Mivel ezek a változások hosszabb idő után

in vivo is megfigyelhetők a mutáns lárvákban, a jelen

ség legvalószinübb magyarázata az, hogy a 4 napnál idő

sebb mutáns lárvákban is termelődik, illetve felhalmo

zódik ekdizon. Ezt a feltételezést alátámasztja a

rádioimmun-módszerrel 5-6 napos lárvákban mért magas

hormon koncentráció /Maróy Péter; nem közölt adat/,

bár technikai okokból nem lehetett eldönteni, hogy ez

vagy 8 módosulat volt-e.az a

A metamorfotikus változások egy része a hormon

tartalmú tápoldatban is igen gyenge, kezdeti formában

megállt. így nagyon gyenge maradt a lárvális kutikula

szklerotizációja, az imágókorongok everziója torz volt 

és belül maradt a peripodiális membránon, az utóbél 

mozgásának gátlása sem volt teljes. A zsirtest egyes

sejtekre történő szétesését sem sikerült megfigyelni. 

Normálisan végbement viszont a lárvális epidermisz és 

az utóbél kutikulájának az apolizise.
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Az SL (1) npr-1 mutánsban a vad tipusu gyürümirigy 

beültetése nem indukált sem pupáriumképzést, sem egyéb 

metamorfózisos változást, ugyanakkor a gynander-mozaik 

tesztben lárva-báb gynandereket képzett /Kiss és mtsai, 

1978/. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a mutáció 

hatása /a metamorfózis gátlása/ autonóm módon nyilvánul 

meg a vizsgált szövetekben.

Ebből arra következtethetünk, hogy az SL (1) npr-1-ben 

a mutáció egy olyan génben következett be, amely sok

féle szövetben működik egyszerre, és kulcsfontosságú

a szöveti metamorfózis megindulásában, a ß-ekdizon

által indukált reakciók kifejlődésében. E feltételezést

alátámasztja az is, hogy a mutáns a 2B5-6 régióban

helyezkedik el, amely egyike az un. korai ekdizon spe

cifikus puffrégióknak /Belyaeva és mtsai, 1980/.

4.3. A lárvális kutikula tannelését befolyásoló 

tényezők

Riddiford munkacsoportjának Manduca epidermisszel

végzett in vitro kisérletei azt mutatják, hogy a szkle-

rotizáció mértékét az 02~ben gazdag atmoszféra erősen 

megnöveli /Fain, Riddiford, 1977; Riddiford és mtsai,

1980/. Ugyanezt tapasztaltuk Drosophila lárvák eseté-
\

ben is. Levegőn, 1 yg/ml ß-ekdizon jelenlétében a test

fal csak igen lassan, 5-6 nap alatt barnult meg és ak

kor is csak kisebb-nagyobb foltokban. Ezzel szemben a
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70% 0 -t tartalmazó atmoszférában 2 nap inkubálás után 
2

az egész testfaldarabra kiterjedő igen erős bámulást 

figyeltünk meg. Ilyen körülmények között a szkleroti- 

zációt indukáló ß-ekdizon-küszöbkoncenträcio értéke

0,01 ug/ml-nek adódott, amely megegyezik a Fristrom

és munkatársai /1973/ által Drosophila imágókorongok

everziójára meghatározott értékkel. Magasabb hormon

koncentráció hatására a szklerotizáció mértéke és

sebessége is megnőtt /9 és 10. ábra/.

A közép-harmadik stádiumu lárvák esetében a szkle

rotizáció erőssége és sebessége is kisebb volt az érett 

lárváéhoz viszonyítva, a folyamat tehát függ a lárva 

korától is. Kísérleteinkben azt találtuk, hogy a har

madik stádiumba való vedlés idejéből vett lárvák test-

fálkultúráiban a kultúrák 15%-a már képes volt a kuti

kula szklerotizációra ß-ekdizon jelenlétében. Mivel 

közép-harmadik stádiumu testfálkultúrákban ez az arány

szám 100%-ra nő, feltételezhetjük, hogy az epidermisz

sejteknek kompetenssé kell válniuk a ß-ekdizon indukál

ta szklerotizációra. Ennek alapján úgy gondoljuk, hogy

az emlitett kísérletben a testfálkultúrák 15%-a harma

dik stádiumu lárvából készült és ezért tannelt, 85%-a

pedig még második stádiumu volt és ezért nem reagált

a hormonra. Adataink alapján feltételezhetjük, hogy

az epidermiszsejtek a harmadik stádiumba történő ved-

lést követően válnak a hormon-válaszadásra képessé.

Ennek megerősítésére azonban további kísérletek szüksé

gesek. Riddiford szerint a Manduca epidermisz sejtek az



53

utolsó lárvastádium első felében egy kisebb ekdizon-

-titer emelkedés hatására válnak kompetenssé a báb-

-kutikula képzésére./Riddiford, 1976; Riddiford és 

mtsai, 1980/. Érdekes ebben a vonatkozásban, hogy

Berreur és munkatársai egy hasonló ekdizon-titer 

emelkedést mértek a Drosophila harmadik lárvastádiu

mának elején /Berreur és mtsai, 1979/. Amennyiben e 

megfigyelés reális, elképzelhető, hogy a pupáriumkép- 

zésre való kompetenciát ez a kis ekdizon-csucs hozná

létre.

A különböző gátlószerekkel végzett kísérleteink

szerint a lárvális kutikula szklerotizációjához RNS

és fehérje szintézisre van szükség. Irodalmi adatok 

szerint az epidermisz sejtekben ß-ekdizon hatására 

dopa-dekarboxiláz szintetizálódik de novo /Kraminsky 

és mtsai, 1980/, amely az N-acetil-dopamin szintézi

sében kulcsszerepet játszik. Ez a magyarázata annak,

hogy az RNS és fehérje szintézis gátlásakor az in

vitro kultúrákban nem kaptunk szklerotizációt. Az

oligomicin, amely szétkapcsolja az oxidativ foszfo-

rilációt, szintén gátolja a szklerotizációt, tehát

a folyamat energiaigényes. Ezt részben az RNS és fe

hérjeszintézis indokolja, de pl. az N-acetil-dopamin- 

nak a kutikulába történő transzportja is energiaigé

nyes folyamat lehet. Meglepő módon az a-metil-dopa,
\

a dopa-dekarboxiláz specifikus inhibitora csak vi

szonylag magas koncentrációnál okozott gyenge gát-
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lást-. Ennek magyarázatát nem tudjuk, elképzelhető,

hogy az in vitro rendszerben nem tudott a sejtekbe 

jutni és ezért nem fejthette ki gátló hatását. A

colcemid és a citokalazin В nem gátolja a tannelést,

ezek szerint a mikrotubulusok és mikrofilamentumok

épsége nem lényeges a szklerotizáció során.

Amint az már az irodalmi áttekintésben is sze

repelt, a rovarkutikula szklerotizációja történhet

kinoidális struktúrák kialakítása utján, vagy

B-szklerotizációval /Andersen, 1974; 1979/, /5. oldal/.

Mindkét esetben az N-acetil-dopamin a kulcsfontosságú

vegyület, amelynek aktiválása a kutikulában történik.

Mivel az aktiválást végző enzimek már a nem szklero-

tizált kutikulában is jelen vannak, igy a csupasz 

/epidermisz sejtektől megtisztított/ kutikula szklero-

tizációja is indukálható in vitro körülmények között

N-acetil-dopamin jelenlétében inkubálva. Ez különösen 

a ^-(l)npr-l epidermisz hormon-válaszának vizsgálatában 

nyújtott nagy segítséget. Ugyanis e mutáns lárvális 

testfala B-ekdizon jelenlétében nem szklerotizált, a

csupasz mutáns kutikula azonban az N-acetil-dopamint 

tartalmazó táptalajban a vad típuséhoz hasonlóan 

erősen megbámult és megkeményedett. így valószinüsit- 

hetjük, hogy a l(1)npr-1 mutáns esetében a pupáriumkép- 

zés hiányának oka nem a lárvális kutikulában lévő pro

teinek hibája, hanem inkább az N-acetil-dopamin elég

telen termelésében keresendő.



5. ÖSSZEFOGLALÁS

Disszertációmban egy olyan in vitro rendszert

mutatok be, amelyben a Drosophila melanogaster lárvá- 

lis szövetein a vedlési hormon/3-ekdizon/segitségével 

a metamorfózis bizonyos lépései reprodukálhatók. A 

vad tipusu lárvákból készült szervkulturákban a lárvá-

lis szervek hormon nélküli táptalajban hosszú ideig

életben tarthatók és metamorfózisos változásokat nem

mutatnak, ß-ekdizon jelenlétében a következő szövet

specifikus változásokat sikerült kiváltani : a kuti

kula megbámult és megkeményedett, a lárvális epider

misz és az izmok leváltak a szklerotizálódott kuti

kuláról, a zsirtest egyes sejtekre esett szét, az

utóbél mozgása megszűnt, és belső kutikula bélése

apolizált, az imágókorongok evertáltak és epidermisz

sejtjeik báb, illetve aduit kutikulát választottak ki.

Az in vitro kiváltott metamorfózisos változások az

imágókorongokra vonatkozók kivételével újnak számí

tanak az irodalomban.

A kidolgozott rendszerben két nem bábozódó 

/1 (1) npr-1 és ^3.1 és két későn bábozódó /1 (1) lpr-1 

és -2/ mutáns lárvális szöveteinek hormonválaszát
\

vizsgáltuk. Az &(1)npr-3 és a két lpr mutáns szövetei 

az in vitro ß-ekdizon stimulusra a vad tipushoz hasonló 

változásokat mutattak. E mutánsok esetében a metamor-
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fózis hiányát, illetve késését valószinüleg a ß-ekdizon

hiánya okozza. Az fi. (1)npr-1 esetében a hormon egyálta

lán nem, vagy csak a mutánsra jellemző korlátozott formá

ban indukált, metamorfózisos változásokat. E mutánsban

a metamorfózis gátlása külső hormon adagolással sem

szüntethető meg, tehát a mutáció több szövetben is au

tonóm módon nyilvánul meg.

A kidolgozott in vitro rendszer alkalmas a metamor

fózis bevezető lépésének, a pupáriumképzésnek részletes

tanulmányozására, a lárvális kutikula bámulását és

megkeményedését befolyásoló tényezők vizsgálatára is.
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