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BEVEZETES

A rovarok egyedfejlodését olyan valtozasok soro-
zata jellemzi, amélynek soran a taplalkozasra és noé-
vekedésre specializaldédott larva szaporodasra képes
imédgdva alakul. Ez a teljes atalakuléassal fejlodd ro-
varok esetében [Holometaboldk/, a bab&llapot alatt,

a metamorfdzis soran torténik meg., Ezeket a genetika-
ilag meghatarozott metamorfotikus valtozasokat a
hormonmillid megvaltozasa idézi eld és ugyanarra a
jelre a 1ér§élis és az adult jellegli szbvetek mas-mas
valaszt adnak,determindltsaguknak megfelelben.

A Diptera rendbe tartozdé Drosophila melanogaster

genetikai szempontb6l talan a legjobban ismert todbb-
sejtli eukaridta szervezet, generacids ideje viszonylag
révid /10 nap/ és tenyésztése is egyszerili, ezért igen
alkalmas objektum a fejlddésgenetikai vizsgalatok
céljara,

A metamorfdzis szabalyozasaban dontd szerepet jat-
sz0 géneket a kiilonb6zd lépésekben hibas mutansok ta-
nulmanyozasa utjan ismerhetjik meg. Erre igen alkalma-
sak azok a mutansok, amelyek késbn, vagy egyaltalén
nem babozdédnak be. A Szegedi Bioldégiai Kdzpont Rovar-

genetikai Csoportjaban szamos kései larva - korai bab



letalis mutadnst izoladltak /Kiss és mtsai, 1976, 1978/,
ezek pupadriumot nem képeznek, tehdt mdr a metamorfdzis
bevezetd lépésében hibdasak.

Alapvetd kérdés az, hogy ez a gatlads a metamorfdo-
zis tovabbi lépéseire is kiterjed-e? Lényeges azt tud-
nunk, hogy a mutdns gén melyik sz&vetben mikddik, és mi-
lyen hatdsa van az egyéb szdvetekre, illetve az egész
dllatra. Ennek elddntésére tdbb mdédszer &ll rendelke-
zésinkre, pl. genetikai mozaikok /Sturtevant, 1929/,
transzplantacidé /[Ephrussi, Beadle, 1936/, in vitro szerv-
tenyésztés,

Célul tiztem ki, egy olyan in vitro szervtenyész-
tési mbédszer kidolgozasat, amely alkalmas a metamorfd-
zisban gatolt mutansok jellemzésére és a mutdcid auto-
némidjanak eld&ntésére. Meg kellett vizsgdlnunk, hogy
a metamorfdézis gatladsat a vedlési hormon hi&nya, illetve
csOkkent termelése okozza-e, é€s e gatlds megsziintethetd-e
a B-ekdizon mesterséges adagolasaval, Disszertaciém
targya egy uj tipusu szervtenyésztési mbédszer kidolgo-
zadsa és annak alkalmazdsa a vad tipusu és mutans szdve-

tek hormonvalaszanak vizsgalatara.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1, A Kétszarnyuak metamorfdzisa

A Diptera rendbe tartozd rovarok egyedfejlddésének
egyes lépései joOl elkiilonithetdk, életciklusuk négy
szakaszbd6l all: embridé - larva - bab - imagd. A

Drosophila melanogaster esetében optimdlis korililmények

kozott 250C-on, az embrionalis allapot kb. 1 napig,

a larvalis fejlédési szakasz pedig 4 napig tart, és ha-
rom stadiumbd6l all, melyeket vedlések valasztanak el
egymastdl. A harmadik stadium végén a larva beszlinteti
a taplalkozast és elBbabot /pupéarium, tonnabab/ képez.
Ezen beliil, a kdrnyezettdl elszigetelten jatszddnak le
a metamorfotikus folyamatok. A megtermékenyitéstdl
szamitott 10. napon a larvaétdl jelentSsen kiilonbdzd
testfelépitésii imagd bujik ki a babtokbdl.

A larvalis és az adult jellegi strukturak Ossejtjei
mar a fejlddés korai szakaszédban, az embrid blaszto-
derma staddiumdban elkiilonililnek egymastdl, és ettol kezd-
ve sorsuk is eltérd. A larvalis szervek az embridban
differencialdéddnak, sejtjeik a larvalis élet soran to-
vabb m&r nem osztddnak, bar a DNS sorozatos endorepli-
k&cidéja utjan [/az idegrendszer kivételével/ politeni-
zaldédnak. Az imagindlis szervkezdemények a larvalis élet

alatt végig megdrzik embrionalis, differencialatlan jel-



legiiket, folyamatosan osztdédnak és diploidok maradnak
/[Anderson, 1972/. A metamorfdzis soran a Malpighi-tubu-
lusok, a hati-edény és az idegrendszer lényegében val-
tozatlanok maradnak, a larvalis szobvetek hisztolizéalnak,
az imagindlis szervkezdemények pedig névekedésnek indul-

nak és differencialdédni kezdenek [Bodenstein, 1950/.

A metamorfdzis bevezetd lépése a pupériumképzés,
amelynek soran a larva &sszehuzddik, majd ezzel egyido-
ben a kutikula szelvényezettsége fokozatosan kisimul és
kialakul a jellemzd alaku puparium /[tonnabab/. Az igy
létrejott babtok hamarosan megkeményedik [szkleroti-
zacidé/ és megbarnul ["tanning"/ [/Zdarek és Fraenkel,
1972/.

A kitinb®l és kutikularis fehérjékbol alldé kuti-
kuldt a larvalis epidermiszsejtek valasztjdk ki. E
Tarvalis kutikula szklerotizé&cidéjanak és tannelésének
biokémiai mechanizmusé&val Karlson és Sekeris foglalko-
zott részletesen /[/Karlson és Sekeris, 1964/.

A kutikula megkeményedését, egyben szilardsagat és
oldhatatlansagat a fehérjelancok kozdtt orto-difenolos
vegyliletek altal kialakuldé térhalds szerkezet okozza.
Ez a vegyililet az N-acetil~-dopamin, s bioszintézisét a

Calliphora erythrocephalan végzett kisérletekkel deri-

tették ki, Az N-acetil-dopamin a tirozinbdl képzddik,

a tirozin - DOPA - dopamin -+ N-acetil-dopamin sorrend-



nek megfelelden., A tirozin -+ DOPA atalakitast a
hemolimfdban inaktiv formaban mindig jelen 1évd
tirozindz enzim végzi. A reakcidsor kulcsenzimje

a DOPA -+ dopamin atalakitast végzd dopa-dekarboxilaz,
amely kbzvetleniil a pupariumképzést megeldzden,
hormonhatasra termelddik az epidermiszsejtekben, A
dopamint acetilald enzimet Maranda és Hodgetts [1977/
azonositottak.

Az N~-acetil-dopamint az epidermiszsejtek kdzvetlenil
a kutikulaba valasztijdk ki, ahol az epikutikuldban
1évd polifenoloxidéazok aktivalijak és a fehérje ol-
dallancok k&zdtti keresztkOtések létrehozasara al-
kalmassa teszik /[Andersen, 1974/,

Karlson feltételezése szerint az N-acetil-
~-dopamin aromas gyliriijén keresztiil létesit kovalens
kotést a fehérjemolekuldk szabad aminocsoportjai
ko6zott. A folyamat kdzben keletkezd kincidéalis
strukturdk fényelnyelésével magyardzhatd a kutikula
szklerotizacidjaval parhuzamosan t8rténd barnulés.

Andersen szerint az N-acetil-dopamin nem csak
az aromas gylrin, hanem az oldallanc B-szénatomjan
keresztil is kialakithat keresztkdtéseket a fehérje-
molekulak kézétt |B-szklerotizacid/, E feltételezését
a radioaktivan jelzett N-acetil-dopaminnal végzett
kisérletei tamasztjak ald /Andersen, 1974, 1979/.

A B-szklerotizacidhoz is szilikséges az N-acetil-dopa-
min aktivalasa, ennek mechanizmusa azonban még isme-

retlen. Andersen feltételezi, hogy az aktivalast vég-



z3 enzimek madr a nem szklerotizalt kutikulaban

is jelen vannak, az epikutikuldban oldhatatlanul kdotve

/ahonnan csak tripszines emésztéssel tehetdk szabadda/.
Tehdt a larvalis kutikuldban minden készen all a

szklerotizacidhoz, csak az N-acetil-dopamin hiényzik.

A B-ekdizon éppen az altal indukéalja a kutikula bar-

nuléasat és szklerotizacidéjat, hogy meginditja az

N-acetil-dopamin termelést az epidermisz sejtekben,

1.1.2. Az_adult kiltakard kialakulésa

A pupariumképzés utdn a larvalis epidermisz [az
endokutikula legbelsd ratapadd rétegével egyiitt/ le-
valik a megkeményedett és megbarnult exo-kutikularél.
/A folyamatot gyakran - helyteleniil - prepupdlis ved-
lésnek nevezik,/ Ezutdn indul meg a tulajdonképpeni
bédbozddas, amikor a feji és tori imagdkorongok diffe-
rencidldédni kezdenek. Ezek kitilirddésével létrejonnek
az epidermalis fiiggelékek /szem,- antenna, lab,
szarny, billér/, masrészt az imagdkorongokbdl szarmazd
epidermiszsejtek bevonjadk a fej és a tor egész fel-
szinét is. A politén larvalis epidermiszsejtek a
testiiregbe 10k3dnek és hisztolizdlnak. EkOSzben torténik
meg a babvedlés /pupélis vedlés/, amelynek eredménye
a vékony, struktura nélkiili babkutikula kivélasztésa(
amit a fejen és a toron az adult, az abdomenen még a
larvalis epidermiszsejtek végeznek., A pupdlis vedlés

utadn az abdomindlis hisztoblasztok is gyors szaporodas-



nak indulnak., Az imaginalis epidermisz, amely mar az egész
testfelszint beboritja, kivalasztja a specialis struk-
turadkat /szOrbket, sex-combot, stb./ hordozd adult ku-

tikulat,

1.1.3. A _belsG_szervek metamorfézisa

Az imagindlis epidermisz kialakulasaval egyiddben
megindul a belsd szervek metamorfdzisa is. Megkezdddik
a larvalis szervek hisztolizise és az adult szervkezde-
mények is differenci&ldédni kezdenek.

« A larvalis szervek koziil eldszdr a bélcsatorna

ellilsd szakaszahoz, a proventriculushoz csatlakozd
dive;tikulumok hisztolizélnék, majd a kozépbél epite-
lidlis sejtjei is lelokddnek és egy sarga tOmeget

fun, "yellow body"/ képeznek a bél lumenében [Bodenstein,
1950/. A degeneralddas sordn az epitelsejtek Osszezsugo-
rodnak és megtelnek mdsodlagos lizoszomakkal, amelyek-
ben erds savanyu-foszfataz, protedz, stb. aktivitas mu-
tathaté ki /Radford és Misch, 1971/.

A nyalmirigysejtek szétesését Chironomus larvakon

vizsgaltdk részletesen /Henrikson és Clever, 1972/. Az
utolsd staddiumos larva nyalmirigyében 1évd proteaz a .
sejtek szekrétumaval egyltt kivalasztddik a lumenbe,
tehdt extracellularis enzim [pH opt. 5,5/. A babved-
l1és utan, a nyadlmirigysejtek degeneralédasa idején
azonban egy uj protedz enzim jelenik meg /pH opt. 3,5/,
amely szigoruan intracellularis, lizoszdémékban lokali-

zdlhatd, és a sejt degeneréacidja ezek szétesése nyoman



indul meg /Henrikson és Clever, 1972/.

A metamorfdzis soran a zsirtest nagyobb része
lekerekedett egyes sejtekre esik szét., A babban a
hisztolizis sorén a sejtméret fokozatosan cstkken
és ezzel egylitt a sejtekben tarolt anyagok /glycogen,
lipid, fehérjék/ mennyisége is fogy. A glycogen eltii-
nése igen gyors és teljes, a lipidé és a proteiné
lassubb, A larvalis zsirtest széthullott sejtjei a
kifejlett &llatbol csak a kikelés utan tiinnek el vég-
legesen [Butterworth és LaTendresse, 1973/. Larvalis
izmok, oenocité&k is hisztolizalnak.

A larvalis szervek hisztolizisébdl szarmazd anya-
gokbdl [peptidek, aminosavak, stb./ indul meg az uj
struktura, az adult szervek felépitése, ami a hisz-
tolizis utén, illetve részben azzal egyidSben kezds-
dik meg.

A kifejlett allat bélcsatorndja a larvaban is
megtaldlhatd szervkezdeményekbdl alakul ki. Az eldbél
a labidlis imagbkorongokbdl és az eldgyomor imaginidlis
gylirijébdl, a kozépbél az epitelialis hisztoblasztok-
bol, az utdbél pedig a Malpighi-tubulusok beszajadzéasa-
nal, illetve a végbélnyilasnal 1évd imaginalis gyiiriik-
bd1l alakul ki.

Az imagd nyalmirigyét a larvalis nydlmirigy ki-
vezetbcsovénél 1évs imagindlis gylirik hozzak létre.

Az izomzat és a zsirtest valdszinilileg ujonnan

differencidldédd Ss-sejtekbdl fejlddik ki.



A Malpighi-tubulusok és a hétiedény a baballapot
soran nem hisztolizal, hanem folyamatosan miikddik,
és valtozas nélkiil valik az adult szervezet részévé,
Az idegrendszerben is csak kisebb atrendezddés torté-

nik /Bodenstein, 1950/.
1.2. A hormonok szerepe a rovarok egyedfejlddésében

A rovarok larvalis élete soran az egyes ndvekedé-
si szakaszokat elvalasztd vedléseket, valamint a bab-
dllapot soran végbemend metamorfotikus valtozasokat
hormonok szabalyozzak. Az egyedfejlddésben két, egy-
massal tobbé-kevésbé antagonisztikusan miik6dd hormonnak

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

amely fenntartja a rovar larvalis allapotat /["status

quo hatas"/, a masik pedig a vedlési hormon /ekdizon/,

amelynek a metamorfozisos valtozadsok meginditasaban
van kulcsszerepe. E két hormon szintézisének szabalyo-
zasadt az agy pars intercerebralisdnak neuroszekrécids
sejtjeiben termelddd, peptid természetli agyhormon vég-
zi [Riddiford és Truman, 1978; Zdarek és Fraénkel,
1971/.

A vedlési hormont termeld szerv Dipteraknal az
agyféltekék kozdtt 1évd gylrimirigy, amelynek late-
ralis sejtjei un. ao-ekdizont termelnek. Ezt a cél-
szervek, foként a zsirtest alakitja at B-ekdizonna

/20-hidroxiekdizon/, amely az in vitro kisérletekben



kb. szadzszor aktivabbnak bizonyult az o -médosulatnéal
/[Milner és Sang, 1973; Richards, 1978/. Altalanosan
elfogadott az a vélemény, hogy az a-ekdizon eld-hormon,
B-ekdizon pedig a valdédi vedlési hormon,

A B-ekdizon szinte minden sz&vetre hat, a hormon-
valasz azonban sz8vetenként kiilénbdzd [larvalis szer-
vek hisztolizalnak, adult szervkezdemények differen-
cidlédnak/.

Ahhoz, hogy a B-ekdizonnak a metamorfdézis szabalyoza-
sdban betdltdtt szerepét tisztazzuk, fontos e hormon
in vivo koncentracidévaltozédsainak ismerete., Ennek
mérése a fizikai-kémiai mdédszerek fejlddésével, elsd-
sorban a raddio-immun-médszer kidolgozasaval valt lehe-
t6vé, és ma mar tdbb rovarfaj ekdizon titergbrbéjét
ismer jik. Ezeknek a gbrbéknek a lefutésa a kildnbozd
fajok esetében igen hasonlb.

Drosophilan mért adatok szerint a vedléseket min-

dig az ekdizonkoncentracid gyors ndvekedése eldzi meg
[Mardy és mtsai, 1980; Hodgetts és mtsai, 1977/.
Riddiford és munkatadrsai /1976/ a B-ekdizonnak a
Manduca larvalis epidermiszre gyakorolt in vitro hata-
sadt vizsgaltak. Kisérleteik azt bizonyitjak, hogy a
babvedlésekhez mindig két egymast kdvetd ekdizon~csucs
sziikséges. Az elsd kisebb csucs kompetenssé teszi a
larvalis epidermisz sejteket a bab-kutikula kivalasz-
tasara, a masodik joéval magasabb ekdizon koncentracid

pedig indukalja a vedlést és a babkutikula szintézisét.



Ezeket a megfigyeléseket alatamasztjak azok az in vivo
ekdizon-titer mérések, amelyeket Bollenbacher és munka-

tarsai [1975/ Manduca sexta larvakon végeztek. Ezek azt

mutatjak, hogy a larva-larva vedléseket csak egy ekdizon-
-csucs eldzi meg, a larva-bab vedlést pedig kettd,
E megfigyelés igaz lehet a Dipteradk esetében is, mi-

vel a legutdbbi iddben Berreur é€s munkatarsai a korai

harmadik stadiumos Drosophila larvak hemolimfajaban a
pupariumképzést meginditd nagy ekdizon-csucsot megeld-
z0leg egy kisebb csucsot mutattak ki /Berreur és mtsai,
1979/. E mérések tovabbi megerdsitésre varnak.

Az eddigi, fdleg Lepidopterakon végzett tanulmanyok
alapjan az ekdizon és a JH kdlcsbnhatasa a kdvetkezd.
A larvaélet alatt a JH és a vedlési hormon is Jjelen van
a hemolimféban, de szintjik nem allandé. A Bf-ekdizon ti-
teremelkedése mindig vedlést indukal. A JH jelenléte és
mennyisége dénti el azt, hogy az epidermiszsejtek milyen
kutikulat véalasztanak ki. Ha a JH szintje magas, akkor
la&rvalis, ha alacsony, akkor babkutikula képzddik. Ha JH
egyadltalan nincs a hemolimfaban, akkor adult jellegi
kutikulat véalasztanak ki az epidermisz sejtek /Berill
és Karp, 1976/. Ha az atalakuld babban a JH szintjét mes-
terségesen megnéveljik, akkqf az nem tud adult kutiku-
14t kivalasztani és a metamorfdzis tobbi lépése is ga-
tolt. Ezen alapuld bioldégiai mérési modszert dolgozott ki

Fain és Riddiford /1975/ Manduca sextan.

A Drosophila JH-rd6l sokkal kevesebb ismeret all ren-

delkezéslinkre. JH-analdgokkal csak késleltetni lehet a



larva metamorfdézisat, de megakaddlyozni nem, és a JH szint
mesterséges megndvelésével szamfeletti larvalis vedlés
sem induk&alhatd [Posthletwait, 1974/.

Szamos kisérletet végeztek az ekdizon hatdsmechaniz-
musdnak felderitésére. Clever és Karlson mutattak ki eld-

sz8r, hogy a Chironomus nydlmirigyének Oridskromoszdémiain

jelent8sen valtozik a puffmintazat a larvalis vedlések
alkalmaval, illetve a metamorfdzis kezdeti szakaszéban,

s ezeket a B-ekdizon koncentracidjanak valtozasa okozza
/|Clever és Karlson, 1960/.

Mint az t&bb kutatbdcsoport altal is bizonyitott, a puf-
fok az aktiv génmiik6dés helyei, amélyekben intenziv RNS
szintézis folyik /[Gersh, 1975; Belyaeva és Zhimulev,
1976/. A képz0ddtt RNS valdszinileg mRNS-ként a citoplaz-
maba jut és uj specifikus fehérjék szintézisét inditja

meg. A kései harmadik stadiumos Drosophila larvak epider-

miszsejtjeiben B-ekdizon indukcidéra termelddd Dopa-dekar-
boxilazt mutatott ki Kraminsky /1980/.

A Drosophila melanogaster Oriaskromoszdémain a puff-

mintdzat id8beli valtozasat Ashburner és Richards [1976/
vizsgaltak részletesen, in vivo és in vitro koriilmények
kozdtt, A pupariumképzés eldtt néhany 6raval, az ekdizon-
-koncentracid emelkedésével egy iddben aktivalddnak az
un, korai puffok, Osszesen 6. Ezek in vitro 15-20 perces
hormonstimulus utdn mar megjelennek, és aktivitasuk /a
puffatmérd nagysaga/ a hormonkoncentraciéval aranyos
/[Ashburner, 1972/. Groenmayer és Pongs [1980/ kimutattdk,

hogy az ekdizon specifikus receptorhoz k&tve a nyalmirigy-
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-sejtmagvakba vandorol és az o6ridskromoszdmakon a korai
ekdizon specifikus puffokban halmozdédik fel.
Mivel e korai puffrégidk B-ekdizon hatdsara igen gyor-
san és fehérje szintézisgatldk jelenlétében is aktiva-
l6dnak, e tények alapjan feltételezhetd, hogy a korai
ekdizon specifikus puffok a B-ekdizon elsGdleges hatés-
helyeit képviselik.,

ﬁSB—ekdizon szintje a pupdriumképzést kdvetden erd—

sen lecs8kken, majd Drosophila esetében kb, 10 6ra mulva

ujra emelkedni kezd [/Klose, 1980/. Ez a csucs iddben egy-
beesik a korai puffok mééodik gktivélédéséval /Ashburner,
1972/. A korai puffok utédn t6bb szaz, un. kései puff va-
lik aktivva, In vitro kisérletek azt mutattdk, hogy az
ekdizon folyamatos jelenléte gatolja a kései puffok ki-
alakulasat, azonban az in vivo hormontiter valtozasat
uténozva mindegyik puff megjelenik. A fehérjeszintézis
gatlasa esetében azonban még ilyen kdrilmények kdzdtt

sem aktivalhatdék [Richards, 1976; Ashburner, Richards,

1976/.
1.3. A rovar szdvettenyésztés fejlddése és Jjelentdsége

A rovar szovettenyésztésnek az utdbbi években tdr-
tént rohamos fejlodése jelentBsen hozzajarult ahhoz,
hogy a rovarok egyedfejlédésének élettani és biokémiai
folyamatait alaposabban megismerjiik. E fejlddés alap-

feltétele olyan téaptalajok kidolgozasa volt, amelyben a



rovarszovetek hosszabb ideig fenntarthatdk. E1ldszOr
Wyatt fejlesztett ki egy olyan tapfolyadékot, amely a

Bombyx mori hemolimfdjanak részletes kémiai analizisén

alapult, és annak kémiai Osszetételét, valamint fizi-
kai allanddéit utanozta [Wyatt, 1956/. Azonban olyan
szintetikus tépoldatot még nem sikeriilt eldallitani,
amelyben valamely rovarszdvetet hosszabb ideig fenn-
tarthatnank és vizsgalhatnadnk. Ezért a ma haszndlatos
tadptalajokat fotalis borjusavdval, homo-, vagy hetero-
specifikus hemolimfaval, illetve élesztdkivonattal egé-
szitik ki. A sz&vettenyésztés fejlddését gyorsitd ma-
sik tényezd a rovarok steril, csiramentes kdrnyezetben
vald tenyésztésének kidolgozasa volt /Schneider, 1967;
Meynadier, 1971/.

Jelentds lépés volt a korlatlanul fenntarthatd
és szaporodd sejtvonalak izoldlasa., Az elsdt Grace izo-

lalta Anthaerea eucalypti lepke ovariumabdél /Grace,

1962/. Ilyen sejtvonalakban j6l tanulmanyozhatdk a ro-
varokban €186, vagy altaluk terjesztett virusok és egyéb
endocellularis parazitak.

A szbvetdifferencialddas és a hormon-hatdsmechaniz-
mus tanulmanyozdsara igen alkalmas objektumok a telijes
dtalakulassal fejlddd rovarok imagdkorongjai, igy a leg-
tObb ismerettel ezekrdl rendelkeziink [/lasd: Fristrom
és munkatarsai, 1976; Mandaron és munkatarsai, 1977
Osszefoglald munkait/. Mar az elsd® in vitro kisérletek

azt mutattdk, hogy az imagdkorongok differencidcidja



/everzid és kutikula-képzés/ a gyilrimirigy jelenlétével
/[Kuroda, Yamaguchi, 1956/ vagy vedlési hormonnal indukal-
hatdék /Sengel, Mandaron, 1969/. Mandaron az éppen pupa-

riumot képezd ["white-pupa"/ Drosophila 1lab és szarny

imdgékorongjait hormon jelenlétében kulturazva teljes
differencidcidot figyelt meg. Harom nap alatt babkuti-
kula, majd adult strukturdk, érzékszdordk, st karom ala-
kultak ki /Mandaron, 1970/. Ursprung és munkatarsai az
evaginalt labakban izomkontrakcidt is megfigyeltek
[Ursprung, 1972/, ami az imagindlis izomzat de novo
differencidlédasara utal.

Ma&sok az imagdkorongok differencialdéddasa soran vég-
bemend valtozasokat tanulmanyoztak részletesen. Igy fo-
ként az everzid mechanizmusat /Poodry és_Schneiderman,
1970; Fristrom és Fristrom, 1975; Fekete és mtsai, 1975/,
valamint az RNS és fehérjeszintézisben hormonhatéasra
bekbvetkezd valtozasokat /Ursprung és mtsai, 1970;
Fristrom és mtsai, 1974/.

Joval kevesebb ismeret all rendelkezéslinkre egyéb
szervek in vit¥o ﬁormonstimulusra adott valaszardl,
és ezek is foként Lepidopterdkra, illetve mas, nem a
Kétszarnyuakhoz tartozd rovarokra vonatkoznak. A larva-
lis zsirtest autolizisét tObb fajon is vizsgdltéak,

Sass és Kovacs [1975/ Mamestra brassicae-n, Ober lander

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

térsai pedig a Drosophila zsirtestjében a protein~tartal-

mu granulak felhalmozédasat tanulmanyoztak /Butterworth

és mtsai, 1979/.



Szamos in vitro kisérletben vizsgdltdk a rovarok
spermatogenezisét befolyasold tényezlket is, igy
példaul Calliphoréan Leloup /1976/, Hyalophora cercopian
pedig Kiss és Williams 11976/,

Shields és munkatarsai Drosophila embridkbdl nyert

sejtek fejlddését kdvették nyomon egy in vitro rendszer-
ben. E sejtek folytattdk a sejtdifferencialdédéast a tép;
oldatban és kiildénféle larvalis, illetve adult szdvetti-
pusra jellemzd sejtek fejlddtek beldliik /Shields és
mtsai, 1975; Dibendorfer és Eichenberger—-Glinz, 1980/.
Utbbbi szerzdk az in vitro differencialdédott sejtek meta-
morfdzisos valtozasait is tudtédk indukalni a B-ekdizon
koncentréciéjénak valtoztatasaval.

Az ;n vitro rendszerek alkalmasak a vedlési hormon
indukéalta metamorfézis lépéseinek tanulmanyozasara.,
A szOvettenyészetekben ellendrzdtt kdriilmények kdzott
klilén-kildn vizsgdlhatdk az egyes szervek és szdvetek,
ezeknek a vedlési hormon hataséara adott valasza és a
klilonb6zd szervek kozotti kdlesdnhatasokat is nyomon

kodvethetjiik, Mivel az in vitro kulturakban hasznalt

Shields-féle taptalaj megkdzeliti a vad tipusu Drosophila

hemolimfajanak Osszetételét, igy lehetdvé teszi a szdve-
tek hosszu tulélését és a hormon-hatasmechanizmus tanul-

manyozasat.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1, A felhasznalt allatok

Kisérleteinkben a Drosophila melanogaster vad

tipusu OREGON-R, illetve a laboratdriumban korébban
izoiélt X kromoszdémas mutans torzseket hasznaltuk.

E mutansok larvalis fejlddése normalis /4 nap 25°C—on/
de egyaltalan nem /%(1l)npr-1 és -3/, vagy csak késdn

és torz babokat képeznek /2(1)1Er—l és -2; Kiss és mtsai,
1976, 1978/. A mutans kromoszdma hordozta a letali-
tast, valamint a y, w és Eﬂi marker mutacidkat. A tor-~
zseket Binsn balanszer kromoszdma segitségével tartot-'
tuk fenn. A y w 523 2/Y mutans him larvak felismerhetdk
a y, vilagos széjszerv és a w, szintelen Malpighi-tubu-
lusok alapjan. /A 523 markermutédcidé larvaban nem feje-
26dik ki, ezért szamunkra nem volt lényeges./

A vad tipusu egész allat kulturé&khoz olyan késdi
harmadik stadiumu larvakat boncoltunk, amelyek a tapta-
lajbél mar a falra vandoroltak, babozddadsra alkalmas
helyet keresve., Azonban csak azokat hasznaltuk fel, ame-
lyek nyalmirigyében a szekrétumnak a lumenbe torténd
kivalasztésa még nem kezddddtt meg. Mivel ez az ekdizon
koncentracié-ndvekedés megkezdése utadn 3-4 o6raval tdrténik
/Boyd és Ashburner, 1977/, e kritérium alapjan jd61 szink-

ronizalhattuk azokat az allatokat, amelyekben az ekdizon



szintézis még nem kezdddoétt meg, de legaldbbis nem volt
jelentOs,

A testfalkulturadkhoz fiatal harmadik stddiumu /ke-
1léstOl szamitott 55 h/ és kdzépharmadik stadiumu /72 h/
larvakat is hasznaltunk.

A mutans tOrzsek esetében 4 napos "érett" és idds,

hosszan tuléld larvakat is boncoltunk.

2.2. Steril tenyészetek inditasa és fenntartésa

A szervkulturak készitéséhez igen sok, steril
koriilmények k&zott felnevelt larvara volt sziikséglink.
Ezeket kezdetben minden alkalommal a peték feliileti
sterilizalasaval hoztuk létre. Azonban ez munkaigényes-
sége és a larvak aszinkron fejlddése miatt nem volt ki-
elégitd. Ezért egy uj mddszert dolgoztunk ki a hosszu
ideig fenntarthatdé csiramentes tdrzsek egyszerii kezelé-
sére [Molnar és Kiss, 1980/. Ezt az alabbiakban rovi-

den dsszefoglalom,

- e e om0 o - s e o e s Pt o e Ve . e v - — — . — - ——

Az &allatokat nagy méretli kémcsdben /20 mm x 200 mm/,
25°C-on, ferde formaban kidnt&tt kukoricaliszt-éleszt&-
~agar taptalajon neveltiik, amelyet eldzdleg 30 percig
121°%C-on autoklévban sterilizaltunk. Az autoklavozas

egyrészt karamellizalja a szokasos Drosophila téptalaj-

ban 1évd cukrot, masrészt elroncsolja az élesztd vitamin-



tartalmédnak nagy részét is, igy az autoklavozott
standard taptalajon a larvak igen lassan, aszinkron
mddon fejlddnek.

Ezért mddositottuk a taptalaj Osszetételét., Egyrészt
kihagytuk beldle a cukrot, masrészt noveltiik az élesz-
td és a kukoricaliszt mennyiségét., Ezaltal sikerilt
visszaallitani a larvak normalis fejlodési lUtemét /4 nap
25°Cc-on/.

A mbédositott taptalaj Osszetétele

kukoricaliszt : 126 g
pékélesztd : 220 g
CaCl2 : 0,5g
agar : 8,9 g
viz : ad 1000 ml

uj_taptalajra

Az alabbiakban leirt munkafolyamatokat laminéris
dramlasu sterilfiilkében végeztiik.

A néhany 6ran at gyijtott petéket eldszor finom
nylon szitan &t csapvizzel alaposan mostuk, majd 8
percre szobah®mérsékleten telitett CaOCl oldatba meri-
tettiikk. Ezutén steril desztilldlt vizzel tObbszdr mos-
tuk, majd Pasteur-pipettaval steril téaptalajra vittiik.

A kikelt legyeket enyhe iitdgetéssel eltavolitot=-
tuk a kémcsd szajatdl, majd azt erdsen leégettiik. A fel-

forrdsodott kémcsdOnyilast a legyek nem tudjadk megkdzeli-
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teni, igy a kémcsd percekig nyitva tarthatd. A legyeket
széles szaju /3-4 mm atmérdjii/, a végén vattadugdval el-
zart, vakumszivattyuhoz csatlakoztatott Pasteur-pipet-
taval gylijtottilk Ossze, majd a szivas megsziintetése

utén a pipettébdl egy uj taptalajra raztuk.

Szinkronizalt peték gylijtése: A legyeket a fent
leirt médon egy lires kémcsObe raztuk, majd ezt egy
olyan vattadugdval zartuk le, amelybdol hurkapalcéahoz
kotdbzve egy taptalajjal lecseppentett szirdpapir nyult
le a kémcsd aljaig. Mivel a kémcsd egyébként lires, a le-
gyek csak a taptalajos sziirdpapircsikra petéznek.
Egy-két o6ras petegylijtés utan a dugd a legyek minimalis
zavardsaval ujra cserélhetd, A petéket hordozd szirdpa-
pircsikot pedig egy taptalajt tartalmazdé kémcsObe he-
lyeztik,

A tenyészetek sterilité@sanak ellendrzésére néhany
legyet élesztd tapfolyadékba tettiink [/DIFCO élesztd-
kivonat, 0,5 g; glikdéz, 1 g; csapviz ad 100 ml/,
Elesztd fertdzés esetén két nappal az "inokuldlas" utéan
a folyadék megzavarosodott. Az esetenként eldforduld
penészgombas és bakteridlis fertdzések szabad szemmel

is k6nnyen észrevehetdk voltak,
2.3, Szervkulturak k€szitése
A szervkulturdkhoz a steril kOriilmények kozdtt ne-

velt és eldzb8leg steril desztilldlt vizzel ledblitett

larvakat 5 ml minimal Robb tdpoldatban /Fristrom és mtsai,



1973/ finomhegyli, rozsdamentes csipesszel boncoltuk,
Zeiss [Jena/ preparald mikroszkop alatt. Az "egész
&llat" kulturakhoz a kivalasztott larva testfaléat
k&zéptdjon felszakitottuk és enyhe huzassal két rész-
re téptiik ugy, hogy a bélcsatorna ne sériiljén meg. Ezu-
tan mindkét felet kesztyliujjszerien kiforditottuk,
majd a trachedak elszakitasaval az egyes szerveket
kissé kililonvalasztottuk, az egészet fellazitottuk,
Ezaltal minimalis karosodas aran feltarult az egész
belsd testfelszin és a belsd szervek. Azokbdl az alla-
tokbdl, amelyekbdl ekdizon-mentes taptalajban akartunk
kulturat késziteni, eltavolitottuk a gylirliimirigyet.

A testfalkulturdk készitéséhez livegbotra erdsitett
pengével ellszdr levagtuk a larva elsd 2-3 szegmentjét,
majd a testet hosszdban is kettévagtuk., Ezzel a mddszer-
rel kevésbé roncsoltuk a testfalat, mintha csipesszel
szakitottuk volna. A belsd szerveket és az izom egy ré-
szét is eltavolitottuk a testfaldarabokrdl. A testfal
egyik felét kontrollként, a masikat a kisérlethez hasz-
naltuk.

A kutikula-kulturak készitéséhez a testfaldarabo-
kat 70% alkoholba martottuk, ahol az epidermiszsejtek
elhalnak, levalnak, és ecsettel kdnnyen eltavolithatdk
a kutikularél [Hackman, 1977/.

A boncolds utan a larvakat, valamint a testfal-
és kutikuladarabokat egyenként Mikrotiter lemez /Ste-
rilin TC Grade/ mélyedéseibe tettiik &4t, amelyek 50 ul

téaptalajt tartalmaztak. A taptalajt az inkubécids idd



alatt nem cseréltiik. A lemezt nedveskamréaban tartottuk
ZSOC—on, az egész allat kulturadk esetében levegdn, a
testfal- és kutikula-kulturak esetében 70% 02-t tartal-

mazd atmoszféraban,
2.4, A -szervek fenntartasara hasznalt tapoldatok

Kulturainkban a Shields és Sang [1975/ altal

Drosophila embrionalis szbvetekre kidolgozott tapol-

datot hasznaltuk, amelyet a felhasznalas eldtt 10% f£6-
tadlis borjusavdval egészitettiink ki /Bio-Cult., Glasgow,
Scotland/. A té&poldatba antibiotikumot nem tettlink,

A kontroll kisérlet a hormont nem tartalmazd
Shields téapoldatban inkubélt testfal vagy egész allat
kultura volt,

A hormonvalasz kivaltasara 1 ug/ml B-ekdizont
[Rhoto-Pharm., Co/ tartalmazd tapoldatot hasznaltunk,
amit a kulturazas idOtartama alatt nem cseréltiink.

Bar a szdvetek valésziniileg inaktivaltadk a B-ekdizon

eqgy részét, az aktiv hormonkoncentridcid még négy hét

utdn is meghaladta a 14b imAgdkorongok everzidjdhoz szik-
séges kiszdbkoncentracib—-értéket, ugyanis a frissen bon-
colt lab-imagdkorongok il&en taptalajban is evertaltak,

A csupasz kutikulat Shields tapoldatban oldott
100-500 pg/ml N-acetil-dopamin /Sigma/ jelenlétében
inkubdltuk. Kontrollként ugyanazon larva kutikuléajanak
egy masik darabja szolgalt, amit N-acetil-dopamin nél-

kili téapoldatban tartottunk,



2.5. A kulturdk értékelése

A kulturdk &llapotéat Zeiss [Jena/ preparé&ld mik-
roszképpal 25-sz0rds nagyitassal ellendriztiik. A sejt-
halal kimutatasara minimal Robb taptalajban oldott
0,4% tripankék festéket haszndltunk., Ezt a festéket
altalanosan haszndljak szOvettenyészetekben az elhalt
sejtek kimutatdsdra, ugyanis azok membranja atengedi,
mig az €13 sejtek membranja kizarja a citoplazmdbdl.
Egyes sz6vetdarabok gyakran részlegesen festddtek;
ilyenkor becsléssel allapitottuk meg, hogy a kultura-
zott szerv vagy szdvetdarab sejtjeinek ha&ny szazaléka
festddott.,

A testfalkulturak esetében a kutikula barnulasa-
nak /tanning/ mértékét az alabbi, Onkényesen felalli-
tott Kvalitativ skala alapjan értékeltik

O : nem szklerotizdlt;

1

nagyon gyengén szklerotizalt;
2 : hatarozottan ézklerotizélt;

3 : azonos mértékl az in vivo szklerotizacidval.



3. EREDMENYEK

3.1. A vad tipusu szdvetkulturdk B-ekdizon nélkiili

taptalajban

A szervek hosszabb-rovidebb ideig tuléltek az in vitro
kulturakban, bar az idd eldrehaladasaval a tripankékkel
festhetd sejtek szama emelkedett, ami az elhalt sej-
tek szamanak ndvekedésére utal. Nagy kiilénbségeket ta-
laltunk az egyes szervek k&z6tt az in vitro fenntartha-
tosdg tekintetében. Néhany szerv igen gyorsan elhalt,

A kOzépbél [a proventriculussal és a divertriculumok-

kal egyitt/ bizonyult a legérzékenyebbnek, mivel a ko-
zépbél mozgadsa mar néhany 6raval a boncolads utan meg-

szlint, az epitelialis sejtek pedig tripankékkel erGsen
festddtek.

A nyalmirigy esetében nem kaptunk egyértelmi ada-
tokat, mert egyes részei foként a disztalis vége, mar
néhédny nap utdn festddtek, mas részei pedig még tdbb
hetes inkubdlds utdn sem vették fel a festéket,

A larvalis epidermisz, az izmok és a gonadok 2-3 nap
utén kezdtek elhalni az altalunk hasznalt médiumban.

Az agy, a Malpighi-tubulusok, a nyeldcsd és utd-
bél, a zsirtest, valamint az imagindlis szervkezdemé-
nyek igen hosszu ideig fenntarthatdék in vitro koriilmé-

nyek k&zott, Az &altalunk leghosszabb ideig, 5 hétig ST



inkubalt kulturé&kban is tripéankékkel alig, vagy egyalta-
lan nem festddtek, az utdbél perisztaltikus mozgasa pedig
szamos kulturdban még akkor is igen aktiv volt.

A szOveteket mindaddig tuléldnek tekintettiik, mig
. a sejteknek legalabb 1/3-a nem vette fel a fetéket,
A szervek tulélésére vonatkozd adatokat az 1. tablazat
foglalja Ossze,

Metamorfotikus valtozasok egyadltalan nem vagy csak
ritkdn, és akkor is igen korlatozott mértékben fordul-

tak eld, foként a hosszu ideig inkubdlt kulturédkban,

3.2, Vad tipusu sz&vetkulturdk 1 ug/ml B—ékdizon

jelenlétében

Mivel a k&zépbél, a larvéalis izmok, a gonadok és a
nyalmirigy in vitro korlilmények kozdtt nagyon hamar el-
pusztultak, igy ezek hormonvalasza nem vizsgdlhatd az al-
talunk kidolgozott rendszerben., Ezért a tovabbiakban csak
azokkal a szervekkel foglalkozunk, amelyek a hormonstimu-
lusra jellegzetes szOvetspecifikus valaszt adtak.

a/ A larvalis epidermisz az izmokkal egyitt levalt a ku-
tikulardél, amelyrSl csipesszel kdnnyen és egészben
eltavolithattuk /1., abra/. Ez a levadlas valdsziniileg meg-
felel az in vivo koriilmények kozbtt, a "prepupalis vedlés"

eldtt lejatsz6dd apolizisnek., Prepupalis kutikulat azon-

ban egyik kulturdban sem taldltunk.



1, Tablazat

Larvalis szOvetek életképessége in vitro B-ekdizon

nélkiili taptalajban

Szbvet/[szerv Tulélési 1ido
épidermisz | 3 nép
izmok 3 nap
zsirtest > 5 hét
nyalmirigy > 5 hét
k6zépbél 1-2 6ra
utdébél ) > 5 hét
imagdékorongok > 5 hét
imaginalis "gyirik" > 5 hét
Malpighi-edény 4-5 hét

gonadok 2-3 nap




1. abra
Vad tipusu larva testfalanak darabja egy hetes in vitro
inkubalas utédn, 1 ug/ml B-ekdizon jelenlétében

Az epidermisz és a larvalis izmok az apolizis kovetkez-
tében konnyedén levéalaszthatdk a szklerotizalt kutikula-
rél /[nyil/ [45x]/.

2. abra

Vad tipusu larva kutikuldja 1 hetes in vitro inkubalas

utan, 1 pyg/ml R-ekdizon jelenlétében,
A kutikula egyes részei erGsen megbarnultak és szkl
tizaldodtak,

eYo-

=
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b/ A larvalis kutikula megkeményedett [szklerotizalt/

és megbarnult /tanning/ /2. Abra/. A barnulas azon-
ban halvanyabb volt, mint in vivo, és csak kisebb-na-
gyobb foltokra korlatozddott. A barnulds sebessége is
lassubb volt az in vivo reakcidéénal: ehhez az in vitro
korlilmények kozdtt 6-7 napra volt szikség, mig in vivo
ez néhany Ora alatt lejatszdodik.
c/ Az utdbél esetében kétféle hormonhatast figyeltiink

meg: a perisztaltikus mozgds 1-2 napon beliil meg- !
sziint, ami valdszinlileg az izmok degeneraldédasaval ma-
gyarazhatd;

a belsd kutikula-bélés leldkodott a lumenbe

/3. abra/. Mivel ez a kutikula jdéval vastagabb volt,
mint a béltartalmat burkold peritrofikus membréan,
azzal nem lehetett Osszetéveszteni. Igy ez a kutikula-
-levalas is feltehetBen az in vivo vedlésekkor is le-
jatsz6dd apolizissel azonosithatd.
d/ A zsirtestlebenyek nagy része 2-3 nappal a kultura

inditdsa utdn a bazalis membran feloldédasaval
egyes lekerekedett sejtekre esett szét (4., &bra/.
Azonban a legtdbb esetben maradtak néhany sejtbol
a4llé disszocialatlan részek, £0leg az utbbélhez ta-
padd hatsd zsirtestparnédban., A 2, tabladzatban nem tet-
tiink klilonbséget a teljes és részleges szétesés ko-
z0tt, Az egyes sejtek nagy része, f£8leg a hosszu ide-

ji kulturéazas utan tripankékkel festddott.



3, abra

Vad tipusu utbébél harom hetes kulturédbdél, B-ekdizon
nélkiil inkubdlva., A belsd kutikula nem apolizalt /70x/.
Ugyanaz mint az A, de 1 ug/ml B-ekdizon jelenlétében

inkubalva. 2 belsd kutikula leldkddott a bél liregébe
/nyil/ [150x/.



4, abra

Vad tipusu zsirtest két hetes kulturdbdl B-ekdizon
nélkilil. A sz&vet megtartotta larvalis jellegét /30x/.
Ugyanaz mint az A, de 1 ug/ml B-ekdizon jelenlétében
inkubalva. A zsirtest teljes mértékben szétesett egyes

sejtekre /a két atlatszatlan tdmeg a larvalis test két
fele/ [24x]/.



2, Tablazat B-ekdizon hatésa vad tipusu larvalis szbvetekre in vitro

Metamorfézisos valtozadsokat mutatd kulturdk gyakorisdga /[%/+

Larvak kora| In vitro
s knltuvisdstinkubalss Testfal Imagdkorongok Utdbél Zsirtest
Kutikula | Epidermisz Kutikula Szem- Belsd Fragmen-
kezdetén iddtartama [szklero- Everzid pigment Mozgéas kuti-
tizacio apolizise képzddés |lerakddas kula tacio
/napokban/ | /napokban/ apolizise
-BE +BE | -BE +BE |-BE +BE| -BE +BE|-BE +B8E | -BE +BE|~-BE +BE | -BE +BE
4 6 0 60 0 100 O 100 O 43 0 50 81l 7 0] 100 (@) 100
| 8 92 0 100 0 100 0 83 0 58 91 9 o 100 0 83
21 20 91 17 100 0 100 0 91 0 21 58 0 8 100 0 g5
2 Legalabb 24 kulturat értékeltink ki minden egyes kulturazasi idotartamra
~BE ekdizon nélkiili taptalajban
+BRE 1 pg/ml B-ekdizont tartalmazd taptalajban

= 'T&



e/ Az imagdkorongok minden esetben evertaltak, szamos

esetben kutikulat is valasztottak ki, a szemdiszku-
szok pedig pigmentaldédtak /5. abra/. Az evaginacidé 24 h
alatt megtdrtént, de mértéke gyakran ugyanazon kultura-
ban is kiilénb6zd volt, A lab-korongok femur és coxa
részei szamos esetben hbélyagszeriien felfuvddtak, és az
epidermiszsejtek a kutikulat e gdmb belsd feliiletére
vélasztotték ki /6. abra/. A kutikuldn néhany esetben
adult strukturakat is megfigyelhettiink., A babkutikula
kivadlasztasahoz kb. 6 napra volt sziikség, adult kuti-
kula pedig csak a 10. nap utan jelent meg a kulturak
kb. 10%-aban /7. abra/. A szemkorongok pigmentdldédéasa
a 4.-5., napon kezdddott és a kulturazas egész iddtar-
tama alatt erdsddott.

A tbbbi imagindlis szervkezdemény /[bélcsatorna és
nydlmirigy imagindlis gyirii/ differencialdédéasat és
fejlddését csak nagyon ritkan figyelhettiikk meg, és

akkor is igen kezdetleges stadiumban megdllt,
3.3. Mutans szbvetek B-ekdizon nélkiil
A mutans torzsek esetében érett, késdi harmadik stéa-

diumos /4 napos/ és hosszan tuléld larvak szdveteit

egyarant vizsgaltuk. Az 2(1l)npr-3, 2(1l)lpr-1 és -2 szer-

vei a hormonmentes kulturdkban ugyanugy .wviselkedtek,
mint az Oregon-R larvak szervei., Az 2(l)npr-1 azonban
néhény szempontbdl eltért a vad tipustdl, Az idds lar-

vakbdl készilt kulturdkban néhdny olyan elvaltozast fi-



5. abra

Vad tipusu larvalis agykomplex négy hetes kulturabdl,
1 yg/ml B-ekdizon jelenlétében., A szem-imagdkorongok pig-
mentaldédtak /A/,

a lab-imagdékorongok pedig evertaltak /B/
/45x/ .

6. abra

Vad tipusu lab-imadgdkorong két hetes kulturabdél, 1 ug/ml
B-ekdizon jelenlétében. A korong alapi része gdmbszeriien

felfuvédott és bellil struktura nélkiili, bab-jellegii kuti-
kulat valasztott ki /300x/.



7. abra

Vad tipusu szarny-imagdkorong két hetes kultu-
rabdél, 1 ug/ml B-ekdizon jelenlétében
Az epidermiszsejtek adult kutikulat valasztottak

ki, amelyen a szarny-élre jellemzd sdrtesor jol

lathato /[/400x/.



3. Tablazat B-ekdizon hatasa az npr muténsok larvalis szdveteire in vitro
Larvak |In vitrd i : , , : o b ;
kora alinkubi- Metamorfdzisos valtozasokat mutatd kulturdk gyakorisaga /%/
i kultu-}{las ido- g Py e ’
Mutans AR L it Testfal Imagdkorongok | Utdbél Zsirtest
kezde-| [nap/ Kutikula |Epidermisz Kutikula Belsd
tén szklero- Everzid Mozgas |kutikula Fragmentacio
tizacidé |apolizise képzddés apolizise
-BE +BE|-BE +BE |[-BE  +BE|-BE +BE|[-BE +BE[-BE  +BE| =-BE +BE
4 7 25 44 0 100 0 38 0 38} 70 30 6} 100 0 0
12 40 70 0 100} 10 50 0 40| 80 60 (@) 100 0 0
2 (1 i 6 6 22 20 6] 100| 75 100 O 701 94 47 0 100 | 0 0
A(1l)npr-1 12 44 38| O 100} 50 100f{ O 90f{100 78} O 100 0 0
8 7 80 78 0 1001100 100 0 100f| 60 171 60 100 0 0
14 100 100 (6] 1001100 100 075300 0 81100 100 0 O
g 6 37 B2 0 100 N,a. N.a. 100 18 0 100 0 ?
12 18 33} -0 100 Naa, N.a. 100 25 0 100 0 ?
0 6 9 30 0 100 N.a. N.a. 100 38 0 100 0 ?
Q "
A mpasn L IO 12 17 33 o  100| N.a. N.a. |100 o o 100} o ?
17 7 0 33} 33 100| N.a. N.a. 83 OF " oU 100 0 ?
1.2 0 66 0 100 N.,a. N.a. 66 0 0 100 0 T

TLegalabb 24 kulturat értékeltiink ki minden egyes kulturazasi iddtartamra
A w marker-mutdcié megakadadlyozta a szem-imadgdkorongok esetleges pigmentalddasat.
A kutikula barnuléasa és szklerotizacidja igen gyenge maradt

Roviditések: N.a.

+RE =

= nem alkalmazhatd;
lug/ml B-ekdizont tartalmazd taptalajban

? = bizonytalan;

-BE =

B-ekdizon nélkili taptalajban;

=5t



gyeltiink meg, amelyek a vad tipus kulturaiban csak hor-
mon hatéasdra alakultak ki: megindult a larvalis kutikula
barnulasa, az imagdkorongok evaginalni kezdtek, az utd-
bél mozgadsa csbkkent, é€s a belsd kutikula is apolizalt.
E reakcidk azonban igen kezdeti stadiumban megakadtak,

a kutikula barnuldsa igen halvany maradt, é&s az imago-
korongok evaginédcibéja is torz volt, a peripodialis memb-
ranon beliil tdrtént, Ezek a valtozasok in vivo is meg-
figyelhetSk az idds 2(1l)npr-1 larvakban. Az in vitro
kulturdkban e valtozasok gyakorisaga anndl nagyobb volt,
minél iddsebb larvabdol készililt a szdvetkultura, Az ered-
ményeket a 3. tdblazat tartalmazza.

<

3.4, Muténs szbvetek B-ekdizon jelenlétében

Az 2(l)npr-3 és l(l)lp:fl;Z mutansok szdvetei a hor-

mondlis stimulusra is a vad tipushoz hasonldan valaszol-
tak., Eltérést csak a zsirtest és az imagdkorongok tekinte-
tében taladltunk. Az 2(1)lpr-1 esetében hosszu inkubéalas
utan is csak néhany egyes zsirtest sejtet taldltunk a
kulturakban, az 2(1)npr-3 kulturdkban pedig néhany sejt-
b8l &4116 sejtcsoportokra esett szét a zsirtest., Ez utdbbi
tdrzsnél az értékelést megnehezitette, hogy a larvalis
zsirtest kicsi, és kevés sejtbdl allt [Kiss és mtsai,
1978/.

Az 2(1l)lpr-1 t&rzs imagdkorongjai B-ekdizon jelen-
létében degeneralédtak és szétestek, hormonmentes tapol-

datban viszont még hosszu ideji inkubalas utédn sem festdd-



tek tripénkékkel. Az 2(1)1pr-2 diszkuszai azonban opédlos
fehérré valtak a hormonmentes tépoldatban is és tripan-
kékkel erdsen festddtek., Ezért diszkuszokra vonatkozd
adatokat a 4, tablazat nem tartalmaz,.

A vad tipustdél a legtdbb eltérést az £(1)npr-1
szbvetei mutattak, A kutikula barnulédsa ugyan megkezdd-
doétt, de igen halvany maradt, még hosszu ideji inkubalas
esetén is, és gyakorisidga sem kiilénbdzdtt szignifikansan
a hormon nélkiili kultur&étdél. A hipodermisz azonban a
vad tipushoz hasonldan csak B-ekdizon jelenlétében valt
le a kutikularél,

Az utdbél mozgasa valamelyest cs8kkent B-ekdizon je-
lenlétében, de nem sziint meg, ellentétben a vad tipussal.
A zsirtest sohasem disszocidlt egyes sejtekre., A
B-ekdizon hatarozottan ndvelte a diszkuszok everzidja-
nak a gyakorisagat., Az imagdkorongok megduzzadtak, né-
hany tarzalis szegment lathatdéva valt, de a peripodiéa-
lis membran nem szakadt fel /8. &bra/. Hasonldét latha-

tunk 8-10 napos tuléld larvakban.

3.5. A larvalis kutikula tannelése és szklerotizacidja
70% O2 atmoszféréaban
A metamorfdzis els® lényeges és szembetlind lépése
a pupariumképzés, a larvalis kutikula tannelése és
szklerotizacidja. Ezért ezt a folyamatot a tSbbi meta-
mor fotikus valtozasokndl részletesebben vizsgdltuk az

in vitro rendszeriinkben.



4, Tablazat

B-ekdizon hatasa az lEr mutansok larvalis szdveteire in vitro

Larvak kora | In vitro Metamorfézisos valtozadsokat mutatd kulturdk gyakorisaga/$/'
a kulturazas | kulturazas
kezdetén iddtartama| Testfal Utdbél Zsirtest
Mutans
- /napokban/ /napokban/ Kutikula | Epidermisz | Bels®
szklero- Mozgés kutikula | Fragmentéacid
tizacid | apolizise apolizise
 -BE +BE —EE +BRE -BE +BE -EE +BE | =BE +BE
6 17 50f O 100 83 25 0300k 0 10072
4 2
2(1)1pr-1 10 17 50§ 0 100 83 0 0 100 0 100
6 8 75 0 100 79 0 0100 0 75 by
i 10 18 92| 36 100 N.a. R e 1002
7 (0] 25 0 100 75 33 0] 100 (6] 92
6 :
10 7 0 58 0 100 92 29 0 100 0 58
10 0 50 0 100 100 (0] (0] 100 (0] 100

1

2 Kevés sejt szabadult ki a zsirtestbdl

N.al

= Nincs adat

Legalabb 24 kulturat értékeltilink ki minden egyes kulturédzasi iddtartamra

8¢t



8. abra

2(1)npr-1 1lab- és szarny-imagdkorongjai egy hetes
kulturébél, 1 ug/ml B-ekdizon jelenlétében. Az e-

verzid torz, a peripodidlis membréan nem szakadt fel,

Mint az elbzetes kisérletekbdl kiderilt, az epidermisz-
sejtek hormonvalaszatdl fiiggd szklerotizacidt erdsen nd-
veli éz, ha a testfalkulturdkat 70% O2 atmoszféraban
inkubaljuk., Erett, harmadik stadiumu larvadk testfalénak
esetében meghatdroztuk a tannelés és szklerotizacid ki-
valtésahoz szikséges minimalis B-ekdizon koncentracidt.
Mint azt a 9. abra mutatja, a kliszb&bkoncentréacid lO_2 ug/ml
B-ekdizon, bar ilyen alacsony koncentraciodénal még csak a
kulturdk egy részében tapasztaltunk igen gyenge barnulést,
A magasabb koncentracidk erdsebb barnuldst okoztak. Mint
az az abran lathatdé, fdként az alacsony koncentraciodk

esetében a sz6rds értéke is igen nagy. Ez feltehetden nem

csak az értékelés hibajabol szarmazik, hanem ehhez a lar-



score‘

A [T

163 102 5x16%10'5x10' 1 10 102 jugimi pE

9. abra
A larvalis testfal barnulasat és szklerotizacidéjat ki-
valtd B-ekdizon minimdlis mennyiségének meghatdrozasa.
A testfalkulturdkat két napos inkubdlds utédn értékeltiik.
A kiszdbkoncentracid lO-2 pug/ml B-ekdizon, [Mindegyik

koncentracidénal legaldbb 24 kulturat értékeltiink, /

vak nem tokéletes szinkronitdsa is hozzajarul.

A tannelés iddbeli folyamatdt a 10, abra szemlélteti,
A barnulds meginduldsdhoz 7-8 Orara van szlikség /[/lag perid-
dus/, amely utédn a folyamat sebessége és mértéke is a

hormonkoncentraciétdél fiigg.



score
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10, abra

A tannelési folyamat kinetikaja. A larvalis testfal
szklerotizacidjanak mértéke és sebessége a hormon-
-koncentracid noévekedésével aranyosan nd. A lag
peridédus 6-8 ora.

0=0,05 pg/ml;o=0,1 ug/ml; A= 10 ug/ml B-ekdizon

Ugyanilyen kisérleti koriilmények k&zdtt hasonld
eredményeket kaptunk a 72 h /kdzép harmadik stadiumu/
larvak testfalanak kulturézasakor is, azzal a kildnb-
séggel, hogy a barnulds sebessége valamivel lassubb
volt.

A fiatal harmadik stadiumu /55 h/ larvak test-
falkulturdinak csak kb. 15%-dban lattunk gyenge bar-
nulédst 10 ug/ml B-ekdizon jelenlétében is. EbbO1l arra
kdvetkeztethetlink, hogy a larvalis epidermisz koriil-
belll ebben az iddben valik kompeﬁenssé a hormonva-

laszra,



Annak elddntésére, hogy a tannelési folyamat lejat-
szbdasakor milyen makromolekuldk szintézise szilikséges,
kiilénb6zd gatldoszerek hatasat teszteltiik. A gatldészert
a hormonnal egyilitt adtuk, és a két napos inkubalasi ido
alatt végig jelen volt. A részletes eredményeket az 5.
tablazat tartalmazza. Mint ahogyan azt vartuk, az RNS
és fehérjeszintézisre,valamint az oxidativ foszforilicid-
ra hatdé gatldészerek a larvalis kutikula tannelését mega-
kadalyoztéak. Az a-metil-DOPA, amely a DOPA-dekarboxilaz
specifikus inhibitora, azonban csak igen magas koncent-
racidéban mutatott gyenge gatlast.

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

nem gatolta a tannelési folyamatot,
3.6, Az N-acetil-dopamin hatdsa a larvalis kutikulara

Az N-acetil-dopamin Onmagaban is eldidézi a vad ti-
pusu kutikula barnulasat és megkeményedését. Ezekben a
kisérletekben az epidermiszt eltavolitottuk, igy csak a
csupasz kutikulat tettlik az N-acetil-dopamint tartalmazd

taptalajba és 70% O, atmoszféraban inkubaltuk. A két na-

2
pos inkubdlads utdn a kutikula darabok megbarnultak és
szklerotizaltak., A reakcid erdssége megkdzelitette az

in vivo tannelés mértékét. Az N-acetil-dopamint nem tar-
talmazd, vagy csak B-ekdizont tartalmazd kulturékban a
kutikula varakozasunknak megfelelden - valtozatlan ma-

[y

radt,
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5. Tablazat Gatldszerek hatasa a RB-ekdizon

indukalta tannelésre

Gatldszer Koncentracid Gatlas
ug/ml %
a-amanitine .9'1 , 25__
1,0 100
Actinomycin D 0,1 o
1,0 100
0,1 0
Puromycin 1,0 25
10 100
0,01 o)
Cycloheximide 0,1 25
1,0 100
1,0 o)
Oligomycin -
10 160
Cytochalasin B 10 0
Colcemid 10 0
a-metil-DOPA 100 ~ 30
PTU 100 0




Mivel az 2(1)npr-1 larvalis kutikulé&ja a korabbi
in vitro kisérleteinkben nem mutatott hatdrozott hormon-
valaszt, ezért megvizsgdltuk, hogy hogyan viselkedik
N-acetil-dopamin jelenlétében. A csupasz mutdns kuti-
kula az N-acetil-dopamint tartalmazdé taptalajban és 70%
O2 atmoszféraban a vad tipusuéhoz hasonldan erdsen meg-

barnult és megkeményedett.



4, AZ EREDMENYEK MEGVITATASA
4,1, Az in vitro rendszer

Mint az az eredményekbdl kitiinik, az altalunk ki-
dolgozott in vitro rendszer alkalmas a metamorfézis vizs-
gdlatdra. Szervkulturdinkban a B-ekdizon hatasara szamos
szbvet-specifikus valaszt figyeltiink meg. In vitro koril-
mények kozétt foként a metamorfdzis korai szakaszaban
lejatszo6do folyamatokat reprodukaltuk. Rendszeriinkben
nem vizsgalhatdé a nyalmirigy, a k&zépbél és az izmok me-
tamorfdzisa, egyéb szervek azonban a vedlési hormon je-
lenlétében az in vivo-hoz hasonld metamor fotikus valto-
zasokat mutattak, bar ezek a reakcidk altalaban lassab-
ban fejlodtek ki és gyengébbek voltak anndl, mint ami
in vivo tapasztalhatd.

Az in vitro nyert eredmények és az in vivo reakcid
kb6zbtti kiilénbségek valdszinlileg két lényeges tényezdre
vezethetdk vissza. Az egyik az in vitro kulturdzasi
koriilmények nem tdkéletes volta, a masik pedig az allan-
d6, magas hormonkoncentréacid.

Eqgy szintetikus'téptalaj sohasem lehet egyenértéki
az 4llat sajat hemolimfajaval. Ezen ugy prdobaltunk segiteni,
hogy a larva Osszes szdvetét egylitt, viszonylag kis tér-

fogatban inkubaltuk /50 ul/, és a taptalajt a kisérlet



iddtartama alatt nem cseréltiik., Feltételeztiikk, hogy a
viszonylag nagy szbvettOmeg "kondicionalja" a téaptalajt,
és ennek soran a §26vetek olyan ismeretlen anyagokkal
gazdagitjak azt, amelyek eldsegitik a sz0dvetek életben
maradasat. Hasonld jelenséget figyelt meg pl. Oberlander
/1976 /, amikor az imagdkorongokat a zsirtesttel egylitt
inkub&dlta. A kis térfogat ellenére a taptalaj lathatdlag
nem merilt ki, é&s nem halmozdédtak fel benne mérgezd
anyagcseretermékek sem, mert a nyeldcsd az utdbél és a
hatiedény még 5 hét inkubdlas utdn is aktivan mozgott,
és a szovetek csak kevéssé festddtek tripankékkel. A
Malpighi-edények &altaldban mindvégig jo allapotban mafad-
tak, s ennek alapjan feltételezhetd a detoxifikélasban
vaié részvételik, Taldn ennek kdszbnhetd, hogy a tap-
talaj még hosszu inkubdlas utan sem valt mérgezdvé.

.Az dltalunk kidolgozott in vitro rendszer ilyen
szempontbdl hasonld a bab-adllapothoz, amennyiben mindkettd
zart rendszer, és a kdrnyezetiikkel csak gazcserét foly-
tatnak.

A bab-élet alatt a Drosophila melanogaster-ben a

B-ekdizon koncentréacidja legalabb kétszer erdsen meg-
emelkedik. Az elsd csucs a pupariumképzéssel esik egybe,
a masodik megeldzi az adult kutikula kivalasztasat
/Hodgetts és mtsai, 1977/. Mi 1 ug/ml B-ekdizont adtunk
a téapfolyadékhoz, ami kb, 1lO-szer magasabb, mint az in-
vivo koncentracidé az elsd csucs alkalmaval., Ba&r a szo-
vetek valdszinilileg inaktivaltdk a B-ekdizon egy részét,

€s igy a kezdeti koncentracidé fokozatosan csdkkent, az



aktiv hormonkoncentraci6 azonban még 4 hét utan is meg-
haladta az imagodokorongok everzidjdhoz sziikséges kiisztb-
értéket. Elettani szempontbdl tehat kiszobértéknél
allandban magasabb B-~ekdizon koncentracid allt fenn

az inkubdlas ideje alatt,

Richards [1976/ kisérletei azt mutattak, hogy az
in vitro inkubalt nydlmirigy-kromoszdémakon a valtozat-
lan B-ekdizon koncentracidé a prepupélis puffsorozatnak
csak az elsd® felét képes indukalni. A teljes puffsoro-
zat csak akkor fejlddik ki, ha a hormon koncentracid-
jat az in vivo viszonyokhoz hasonléan valtoztattak'
Diibendorfer és Eichenberger-Glinz [1980/ is hasonldt

tapasztalt a Drosophila embrionalis sejtekbdl inditott

kulturdkban. Az in vitro differencialddott sejtek me-
tamorfdzisat csak a B-ekdizon koncentracidjanak val-
toztatasaval tudtdk indukalni. Lehetséges, hogy a
B-ekdizon koncentracidé valtoztatdsaval a mi in vitro
rendszeriinkben is esetleg tovabbi hormonvalaszokat
valthatnank ki,

Amint az a 2, tablizatban lathatd, a metamorféd-
zisos valtozasok gyakorisdga tekintetében hatarozott
kildnbség Qan a hormont tartalmazd, vagy nem tartal-
mazd kulturdkban. A kontroll kulturakban ilyen valto-
zadsokat csak ritkan, hosszu inkubalasi id®& utén fi-
gyeltiink meg és az csak az epidermisz levaléasara és
gyenge tannelésére, illetve az utdébél belsd kutikula-
janak a levalasara korlatozddott, Mivel a kontroll

dllatokbdl a kulturdk inditéasa eldtt a gylrlimirigyet



mindig eltadvolitottuk, igy a kontrollban észlelt hormon-
hatast csak kétféleképpen magyardzhatjuk: a gylrlmiri-
gyen kivil mas szerv is képes ekdizon szintézisre a
larvalis testben;

a larvalis
szbvetek in situ a kulturak inditasa eldtt taldlkoztak
a természetes ekdizonnal.

Tobb rovarfajban is kimutattak, hogy a test tobbi
részétdl, igy a vedlési hormont termeld eldtori mirigy-
t81 is elvalasztott abdomen preparadtumok képesek a
radioaktivan jelzett koleszterolt o vagy B-ekdizonné
alakitani /Nakanishi és mtsai, 1972; Hsiao és mtsai,
1975/. Studinger és Willig /1975/ kimutattadk, hogy

Musca domestica larvalis abdomenjében az oenocitéak ké-

pesek a fent emlitett reakcidra. Az oenocitak a mi
rendszerinkben is jelen voltak, és az alkalmazott in
vitro ko6rilmények legaldbbis a gylirliimirigy esetében
megengedték a hormontermelést, mert a B-ekdizon nél-
kil, de tobb gylirimiriggyel egylitt kulturdzott szdve-
tek is mutattak hormon-indukélta elvaltozésokat. Ha

tehat a Drosophila ocenocitai is képesek korlatozott

hormon szintézisre, akkor a kontroll kulturédkban is
felhalmozédhat bizonyos mennyiségii B-ekdizon. Az a
tény, hogy a metamorfdzisos valtozasokat csak hosszu
inkubalasi idé utan figyeltiik meg, mindenképpen ala-
csony B-ekdizon koncentracidra utal.

A masik lehetOség az, hogy a szdvetek mar a kul-

tura készitése eldtt talalkoztak a sajat gylrimirigy
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dltal termelt ekdizonnal. Kulturdinkhoz vandorld lar-
vakat boncoltunk, de szigoruan csak azokat az allato-
kat hasznadltuk fel, amelyekben a nyalmirigy szekrétu-
manak a lumenbe tdrténd kivalasztasa még nem kezddddtt
meg, Boyd és Ashburner [1977/ szerint ehhez a nyalmi-
rigyet legalabb 4 6raig kell B-ekdizon jelenlétében
inkubalni, Feltételezhetd tehat, hogy a szbveteket
mar in situ is érhette néhany 6raig tartd B=~ekdizon
hatas, bar ez még a nyalmirigy allapotén nem latszott,
Barmelyik is legyen az oka a kontroll kulturakban
tapasztalt gyenge hormon hatdsnak, ez mindig ugyanazok-
ra a szbvetekre korlatozddott, amibdl e szdveteknek
a tobbiétdl eltérd, magas ekdizon érzékenységére ko-

vetkeztethetiink.

4,2, A nem badbozd6do és késdn babozd6dd mutans szdvetek

viselkedése az in vitro rendszerben

Amint az a 3, és 4, tablazatban lathatd, az

£(l)npr-3, 2(1)1pr-1 és -2 muténsok szdvetei a vad ti-

pushoz hasonlban viselkedtek az in vitro rendszerben,
vagyis a B-ekdizon jelenlétében ugyanazokat a metamor-
fézisos valtozasokat mutattdk. Ez Osszhangban van
azokkal az adatokkal, amelyek szerint egyrészt a mu-
tacidkat mozaikos formdban hordozd egyedek nem képez-
tek larva-bab gynandert, masrészt vad tipusu gylrlimi-
rigynek mutans larvaba todrténd beliltetésével puparium-

képzést és szdveti metamorfdzist lehetett indukalni



/Kiss és mtsai, 1978/. Mindha&rom mbédszerrel kapott
eredmények témogatjak azt a kdvetkeztetést, hogy a
metamorfdzis hidnyaért, illetve késéséért ezekben a
mutansokban a vedlési hormon alacsony szintje a fe-
lelds.

Az 2(1)npr-1 szamos eltérést mutatott az eldzd-
ekhez képest. A mutdns szOvetei a hormon nélkiili kont-
rollban is mutattak ekdizon indukalta valtozasokat,
ezek gyakorisaga annal nagyobb volt, minél id3sebb
larvabdol készililt a kultura, és 8 napos larvaknal elér-
te a 100%-ot, Mivel ezek a valtozasok hosszabb idd utan
in vivo is megfigyelhet8k a mutans larvakban, a jelen-
ség legvaldésziniibb magyarazata az, hogy a 4 napnal ido-
sebb mutans larvakban is termelddik, illetve felhalmo-
z6dik ekdizon., Ezt a feltételezést aldatamasztja a
radioimmun-médszerrel 5-6 napos larvakban mért magas
hormon koncentracidé /[Mardy Péter; nem kozdlt adat/,
bar technikai okokb6l nem lehetett elddnteni, hogy ez
az o vagy B mddosulat volt-e,

A metamor fotikus vAltozadsok egy része a hormon
tartalmu tipoldatban is igen gyenge, kezdeti forméban
megallt. Igy nagyon gyenge maradt a larvalis kutikula
szklerotizacidja, az imagdkorongok everzidja torz volt
és belil maradt a peripodidlis membranon, az utdbél
mozgasanak gatlasa sem volt teljes. A zsirtest egyes
sejtekre tOrténd szétesését sém sikerilt megfigyelni,
Normé&lisan végbement viszont a larvalis epidermisz és

az utdébél kutikuldjénak az apolizise.
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Az 2(1)npr-1 mutdansban a vad tipusu gylirilimirigy
beliltetése nem indukalt sem pupariumképzést, sem egyéb
metamor f6zisos valtozast, ugyanakkor a gynander-mozaik
tesztben larva-bab gynandereket képzett [Kiss és mtsai,
1978/. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a mutéacid
hatasa [a metamorfdzis gatlasa/ autondém médon nyilvanul
meg a vizsgalt szbvetekben.

EbbS1l arra kévetkeztethetiink, hogy az 2(1)npr-l-ben
a mutacid egy olyan génben kdvetkezett be, amely sok-
féle szovetben miikédik egyszerre, és kulcsfontossagu
a szbveti metamorfdzis megindulasaban, a B-ekdizon
dltal indukalt reakcidk kifejlddésében. E feltételezést
alatamasztja az is, hogy a mutédns a 2B5-6 régidban
helyezkedik el, amely egyike az un. korai ekdizon spe-

cifikus puffrégidknak [Belyaeva és mtsai, 1980/.

4,3, A larvalis kutikula tannelését befolyasold

tényezBk

Riddiford munkacsoportjanak Manduca epidermisszel
végzett in vitro kisérletei azt mutatjik, hogy a szkle-
rotizacid mértékét az Oz—ben gazdag atmoszféra erdsen

megndveli [Fain, Riddiford, 1977; Riddiford és mtsai,

1980/. Ugyanezt tapasztaltuk Drosophila larvak eseté-

ben is. Levegdn, 1 ug/ml B-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



70% 02-t tartalmazé atmoszféraban 2 nap inkubalds utéan
az egész testfaldarabra kiterjedd igen erds barnulast
figyeltiink meg. Ilyen k&érilmények kozott a szkleroti-
zacidt indukald B-ekdizon-kiiszdbkoncentracid értéke
0,01 pg/ml-nek addédott, amely megegyezik a Fristrom

és munkatarsai /1973/ altal Drosophila imagdkorongok

everzi6jara meghatarozott értékkel. Magasabb hormon-
koncentrdcid hatésara a szklerotizéacid mértéke és
sebessége is megndtt /9 és 10, &bra/.

A ko6zép-harmadik stadiumu larvak esetében a szkle-
rotizadcid erdssége és sebessége is kisebb volt az érett
larvaéhoz viszonyitva, a folyamat tehat fligg a larva
koratdél is. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a har-
madik stadiumba vald v;dlés idejébdl vett larvak test-
falkulturéiban a kulturdk 15%-a mar képes volt a kuti-
kula szklerotizacidra B-ekdizon jelenlétében., Mivel
k6zép-harmadik stadiumu testfalkulturékban ez az arany-
szam 100%-ra ndo, feltételezhetjiikk, hogy az epidermisz
sejteknek kompetenssé kell valniuk a B-ekdizon indukal-
ta szklerotizacidra. Ennek alapjén ugy gondoljuk, hogy
az emlitett kisérletben a testfalkulturak 15%-a harma-
dik stadiumu larvabdél késziilt és ezért tannelt, 85%-a
pedig még masodik staddiumu volt és ezért nem reagalt
a hormonra. Adataink alapjan feltételezhetjiik, hogy
az epidermiszsejtek a harmadik stadiumba tdrténd ved-
lést kdvetden valnak a hormon-vadlaszadasra képessé,
Ennek megerO0sitésére azonban tovabbi kisérletek sziiksé-

gesek, Riddiford szerint a Manduca epidermisz sejtek az



utolsd larvastddium elsd felében egy kisebb ekdizon-
~titer emelkedés hatasara valnak kompetenssé a bab-
-kutikula képzésére . /Riddiford, 1976; Riddiford és
mtsai, 1980/. Erdekes ebben a vonatkozasban, hogy
Berreur és munkatdrsai egy hasonldé ekdizon-titer

emelkedést mértek a Drosophila harmadik larvastadiu-

ménak elején /Berreur és mtsai, 1979/. Amennyiben e
megfigyelés realis, elképzelhetd, hogy a pupariumkép-
zésre vald kompetencidt ez a kis ekdizon-csucs hozna
létre.

A kiilénb6zd gatldszerekkel végzett kisérleteink
szerint a larvalis kutikula szklerotizacidéjahoz RNS
és fehérje szintézisre van szlikség. Irodalmi adatok
szerint az epidermisz sejtekben B-ekdizon hatéséara
dopa-dekarboxildz szintetiza&ldédik de novo [Kraminsky
és mtsai, 1980/, amely az N-acetil-dopamin szintézi-
sében kulcsszerepet jatszik. Ez a magyarazata annak,
hogy az RNS és fehérje szintézis gatlasakor az in
vitro kulturédkban nem kaptunk szklerotizécidét. Az
oligomicin, amely szétkapcsolja az oxidativ foszfo-
rilédcidt, szintén gatolja a szklerotizacidét, tehat
a folyamat energiaigényes, Ezt részben az RNS és fe-
hérjeszintézis indokolja, de pl. az N-acetil-dopamin-
nak a kutikulaba t&rténd transzportja is energiaigé-
nyes folyamat lehet, Meglepd mdédon az c-metil-dopa,

a dopa-dekarboxilaz specifikus inhibitora csak vi-

szonylag magas koncentraciénadl okozott gyenge gat-



l4st. Ennek magyarazatét nem tudjuk, elképzelhetd,
hogy az in vitro rendszerben nem tudott a sejtekbe
jutni és ezért nem fejthette ki gatld hatasat. A
colcemid és a citokalazin B nem gadtolja a tannelést,
ezek szerint a mikrotubulusok és mikrofilamentumok
épsége nem lényeges a szklerotizacid soran.

Amint az mar az irodalmi attekintésben is sze-
repelt, a rovarkutikula szklerotizacidéja tdrténhet
kinoidélis strukturak kialakitéasa utjan, vagy
B-szklerotizacidéval [Andersen, 1974; 1979/, /5. oldal/.
Mindkét esetben az N-acetil-dopamin a kulcsfontossagu
vegylilet, amelynek aktivalasa a kutikuldban térténik.
Mivel az aktivélast végzd enzimek ma&r a nem szklero-
tizalt kutikulédban is jelen vannak, igy a csupasz
/epidermisz sejtektdl megtisztitott/ kutikula szklero-
tizécidéja is induké&lhatdé in vitro koriilmények kdzodtt
N-acetil-dopamin jelenlétében inkubalva. Ez kililon&sen
a 2(l)npr-1 epidermisz hormon-vélaszdnak vizsgadlatéban
nyujtott nagy segitséget. Ugyanis e mutans larvalis
testfala B-ekdizon jelenlétében nem szklerctizalt, a
csupasz mutédns kutikula azonban az N-acetil-dopamint
tartalmazé taptalajban a vad tipuséhoz hasonldan
er8sen megbarnult és megkeményedett. Igy valdszinlisit-
hetjlik, hogy a 2£(1)npr-1 mutans esetében a pupariumkép-
zés hianyéanak oka nem a 1larvalis kutikuldban 1évd pro-
teinek hib&dja, hanem inkabb az N-acetil-dopamin elég-

telen termelésében keresendd.



5. OSSZEFOGLALAS

Disszertacidomban egy olyan in vitro rendszert

mutatok be, amelyben a Drosophila melanogaster larva-

lis szOvetein a vedlési hormon/B-ekdizon/segitségével
a metamorfdzis bizonyos lépései reprodukalhatdk. A
vad tipusu larvakbdol készlilt szervkulturdkban a larva-
lis szervek hormon nélkilili taptalajban hosszu ideig
életben tarthatdk és metamorfdzisos valtozasokat nem
mutatnak, B-ekdizon jelenlétében a kdvetkezd szdvet-
specifikus valtozasokat sikeriilt kivaltani : a kuti-
kula megbarnult és megkeményedett, a larvalis epider-
misz és az izmok levaltak a szklerotizalddott kuti-
kulardl, a zsirtest egyes sejtekre esett szét, az
utébél mozgasa megszlint, és belsd kutikula bélése
apolizalt, az imégdkorongok evertaltak és epidermisz-
sejtjeik béb, illetve adult kutikulat valasztottak ki.
Az in vitro kivaltott metamorfdzisos valtozasok az
imagdkorongokra vonatkozdk kivételével ujnak szami-
tanak az irodalomban,

A kidolgozott rendszerben két nem babozd6dd
/2(1)npr-1 és -3/ és két késtn babozddd [L(1)1lpr-1
és -2/ mutadns larvalis sz&veteinek hormonvéalaszéat
vizsgaltuk, Az £(l)npr-3 és a két lpr mutans szovetei
az in vitro B-ekdizon stimulusra a vad tipushoz hasonléd

valtozasokat mutattak., E mutansok esetében a metamor-



féozis hianyat, illetve késését valdszinlileg a R-ekdizon
hianya okozza. Az L£(1)npr-1 esetében a hormon egyalta-
lan nem, vagy csak a mutansra jellemzd korlatozott forma-
ban indukalt metamorfdézisos valtozadsokat. E mutansban
a metamorfbézis gatlasa kiils® hormon adagolassal sem
szlintethetd meg, tehat a mutacid tobb szbvetben is au-
toném mdédon nyilvanul meg.

A kidolgozott in vitro rendszer alkalmas a metamor-
fozis bevezetd lépésének, a pupariumképzésnek részletes
tanulmanyozaséara, a larvalis kutikula barnulésat és

megkeményedését befolyasold tényezdk vizsgdlatara is.
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