dc_1441 17

MTA DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

A VELESZULETETT IMMUNITAS MOLEKULARIS VIZSGALATA
DROSOPHILA MELANOGASTER MODELLSZERVEZETBEN

Dr KURUCZ JUDIT EVA

MTA SZEGEDI BIOLOGIAI KUTATOKOZPONT
GENETIKAI INTEZET

SZEGED

2017



dc_1441 17

Tartalomjegyzék

1. Bevezetés

2. Célkitlizések

3. Eredmények és az eredmények megbeszélése

3.1. A Drosophila vérsejtjein kifejez6d6 molekuldk azonositasa

3.2. A parazitak elleni tokképzo reakcid molekularis vizsgalata

3.3. A lamellocita differencialédas vizsgalata

3.4. A Drosophila mikroorganizmusok elleni védekezésének 0j egysége,

a nimrod gén- és fehérje csalad

3.5. A szeptikus sériilést kovetd immunvalaszban résztvevd gének azonositasa

Drosophilaban

4. Az 1j eredmények 0sszefoglalasa

5. Az eredmények gyakorlati hasznosulasanak lehetdségei

6. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények jegyzéke

7. A dolgozat témajaban megjelent tovabbi kozlemények

8.Anyagok ¢s modszerek

9. Kbszonetnyilvanitas

12

14

15

17

18

20

21

25



dc_1441 17

1. Bevezetés

A velesziiletett immunitds a torzsfejlodés korai szakaszaban kialakult védekezési
forma. Kulcsfontossagu elemei az evolucio soran konzervaltak; egyes elemei a ndvény-és az
allatvilagban egyarant fellelhetok.

Az éllatvilagnak, a fajok szamat és valtozatossagat tekintve leggazdagabb rendszertani
csoportjat alkotd gerinctelen szervezetek, igy a rovarok szamara is a gyorsan €s hatékonyan
milkodd velesziiletett immunitds biztositja a mikroorganizmusok és a parazitdk elleni
védelmet. A velesziiletett immunitas rovarokban torténd vizsgéalata 6nmagaban fontos, mivel
szamos rovarfaj természetes ¢lettere az allatvilag legtobb fajdra nézve patogén
mikroorganizmusokat tartalmaz, igy a rovarokon kapott ismeretek altalanos érvénytiek
lehetnek. Ezen talmenden, szdmos rovarfaj novényi vagy allati megbetegedéseket okozd
mikroorganizmusok és parazitak vektora, igy a vektor-parazita kdlcsonhatasok megismerése a
patogénekkel szembeni védekezést is eldsegitheti.

Gyakorlati megfontolasok is hozzajarultak ahhoz, hogy a rovarok, ezen beliil az
egyedfejlodési és a genetikai vizsgalatokban hossza 1d6 6ta kiemelkedd jelentdséggel bird €s
széleskortien alkalmazott Drosophila melanogaster valt az velesziiletett immunités
vizsgélatanak legnépszeriibb modellszervezetévé. A Drosophila genetikai dllomanya konnyen
modosithatd, géntermékei a kettdsszali RNS interferencia modszerével csendesithetdk, és a
random mutagenezis mellett olyan korszeri genetikai eszk6zok allnak rendelkezésre az
immunvalasz kiilonb6z6 folyamataiban résztvevd gének szerepének megismeréséhez és a
jelatviteli  atvonalak  térképezéséhez, mint a CRISPR/Cas9 rendszerrel torténd
genomszerkesztés. A Drosophila modellrendszer egyediilallo lehetdségeket biztosit a gének
¢s géncsaladok kialakuldsanak vizsgalatdban is, hiszen napjainkig a Drosophila

melanogasteren kiviil tovabbi 21 Drosophila faj genomszekvenciaja valt ismertté.

A Drosophila testiiregébe keriild idegen anyagok felismerését a csiravonalban kddolt
receptorok végzik, melyek a mikroorganizmusokra jellemz6 k6zos molekularis mintazatokat
ismernek fel. A testidegen részecskek felismerését kovetden aktivalodik a védekezd rendszer
humoralis és sejt-kdzvetitette aga, antimikrdobiais peptidek termelédnek, a mikrébakat fagocita
sejtek kebelezik be, a nagyméreti parazitakat a vérsejtek, a hemocitak tobb rétegli tokba zarva

pusztitjak el.
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Az antimikrébidlis peptideket kodolo gének és a génaktivalodast szabalyozo jelatviteli
utvonalak miikddése €s kdlcsonhatasai a mualt szazad nyolcvanas €vei Ota intenziven kutatott
teriilet. Kideriilt, hogy a Gram-negativ és a Gram-pozitiv baktériumok valamint a gombak
egymastol eltérd jelatviteli utakat aktivdlnak. Az aktivacidt kovetden a mikroorganizmusra
specifikusan haté antimikrébidlis peptidek termelddnek és tobb, eredetileg a Drosophilaban
azonositott mintazatfelismerd receptorrdl bebizonyosodott, hogy gerinces ortologjaik szintén
a velesziiletett immunitas felismerd molekulaiként mikodnek.

A Drosophila sejt-kozvetitette immunitasdnak alapkdvei a vérsejtek, a hemocitak. A
hemocitdk, tilnyomé tobbségét az emldsokéhez hasonld professzionalis fagocita sejtek, a
plazmatociték alkotjak. Az embrionalis élet soran a feji mezodermaban kialakul6 embrionalis
makrofagok az embrioban fejlddéstanilag meghatarozott utvonalakat bejarva az idegrendszer
kialakulasaban ¢és extracellularis matrix fehérjék termelésében vesznek részt, tovabba a
természetes sejthaldlt szenvedett sejtek eltavolitasat végzik. A larvalis élet soran, valamint a
kifejlett egyedben a gazdaszervezet immunvédekezését szolgaljadk, mikroorganizmusokat
fagocitalnak ¢s antimikrobidlis peptideket termelnek, de a larvaba helyezett parazitoid
darazspete koriili tokképzeésben is szerepet jatszanak. A Drosophila larvaban darazsfertdzést
kovetden uj tipust vérsejtek differencidlodnak, a
lamellocitak, melyek tobb rétegli tokba zarjadk a nagyméreti testidegen anyagokat. A
Drosophila harmadik vérsejt tipusa a citoplazmdjdban profenoloxidaz kristalyzarvanyokat
tartalmazo kristalysejt. A kristalysejtek szétesése sordn kiszabaduld oxidoreduktazok hatésara

szabad gyokok ¢€s toxikus melanin képzddik, melyek elpusztitjak a tokba zart dardzspetéket.

Az evoluci6 folyaman a rovarok és az emldsok fejlddése tobb millio évvel ezeldtt valt
el egymastol, vérsejtképzésiik nagyfoku hasonldosagot mutat. A vérsejtek kialakulasa térben €s
idoben tobb hullamban torténik. A kiilonboz6 funkcioji vérsejtek kozos eldalakokbol
fejlodnek, a vérsejtek kialakuldsaban szerepet jatszo jelatviteli utvonalak a torzsfejlodés soran
konzervaltak, valamint a vérsejt elé-alakok fenntartdsaban és a kiilonb6zd vérsejt populacidk
leszarmazasi vonalainak meghatarozasaban transzkripcios szabalyoz6 elemek vesznek részt.
Drosophildban az embriogenezis korai szakaszaban a feji mezoderma sejtjeibdl képzddnek az
embrionalis hemocitdk, amelyek a larvalis élet soran két hemocita kompartmentumot, a nyilt
keringési rendszerben dramlé hemocitdkat, valamint a testiireg faldhoz és mas szovetekhez
kitapadt un. szesszilis hemocitékat alkotjak. Az embri6 kardiogén mezodermajabol alakul ki a

Drosophila larva harmadik vérsejt kompartmentuma, a szivesé mentén elhelyezkedd paros
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lebenyekbdl alloé kdzponti vérképzo szerv, a "lymph gland", melyet a szakirodalom korédbban

a larvalis vérképzés kizardlagos szervének tekintett.

A vérsejtképzddés €és a velesziiletett immunitds folyamatainak hasonlosaga olyan
tavoli rendszertani csoportok kozott, mint az emldsok €s a rovarok, nemcsak aldtdmasztjak a
velesziiletett immunitas Drosophila modellrendszerben torténd vizsgalatanak 1étjogosultsagat,
de a Drosophila genetika €s molekularis bioldgia eszkoztarat felhasznalva ) tavlatokat

nyithatnak ennek az dsi védekezd rendszernek a megismerésében.

A kilencvenes évek kozepén munkatarsaimmal elhataroztuk, hogy az elsddleges
immunvalaszban szerepet jatszé genetikailag 4t nem rendezddott receptorok tanulméanyozasat,
a Drosophila modellrendszerben folytatjuk tovabb és ennek soran az emberi, a bovin,
valamint a porcin vérsejtek CD (Cluster of Differentiation) rendszerének létrehozasaban
végzett kordbbi munkdink tapasztalataira tdmaszkodunk. Ekkor a  Drosophila
immunrendszerének sejt-kozvetitette folyamatair6l még kevés ismeret allt rendelkezésre,
molekuldris markerek hidnyaban a kiilonb6z6 hemocita alpopuldciok azonositdsa elsdsorban
morfologiai jegyek alapjan tortént. A Drosophila sejt-kozvetitette immunitasdnak a
vizsgalatahoz alapvetd sziikségletként mutatkozott olyan molekularis markerek azonositasa,
melyeknek alkalmazaséaval a differencidlodas kiilonb6zo stadiumaiban 1€vo €s az egymastol

funkcidjukban kiilonb6zd vérsejtek egyértelmiien elkiilonithetOk egymastol.
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2. Célkitiizések

Munkdank soran a Drosophila melanogaster kiilonboz6 tipust hemocitain specifikusan
megnyilvanuldé molekularis markerek azonositasat €s a molekuldk funkcidinak a
megismerését terveztiik. A markerek alkalmazasaval a vérsejtképzd szovetek és a
differencialédéasi vonalak azonositasat kivantuk megvalositani, tovabbd reméltiik, hogy a

hemocita-funkciok és a funkciok szabalyozasanak a megismerésére is lehetdségiink nyilik.

A Drosophila larva testiiregébe helyezett parazita peték a hemocitdk aktivalodasat €s
differencialédéasat valtjak ki. Ennek az in vivo immunindukciés rendszernek az
alkalmazasaval a sejt-kozvetitette immunvalasz sordn differencialodo tokképzd sejtekben, a
lamellocitdkban megnyilvanuld géneket azonositasat és azok funkcidjanak meghatarozasat

tliztiik ki célul.

A lamellocitak differencialodéasat kivaltd tényezoket, valamint a lamellocitak

differencialddéasaban szerepet jatszd géneket €s jelatviteli itvonalakat kivantunk azonositani.

A Drosophildban kifejlesztett GAL4>UAS rendszert felhasznalva olyan hemocita
specifikusan miikodé meghajtdé elemeket akartunk Ilétrehozni, amelyek segitségével a
hemocitak kompatrmentalizicidja, illetve immunindukciot kovetd differencialodasa in vivo

koriilmények kozott is vizsgalhato.

Meg kivantuk vizsgalni a szesszilis szovet hematopoezisben betdltott szerepét.

A Drosophila fagocita sejteken megnyilvanuld molekulakat, valamint a

mikroorganizmusok bekebelezésében szerepet jatszo U gének azonositasat is célul tiiztiik ki.

A Drosophila természetes koriilmények kozott eléforduld szeptikus sériilésének
laboratoriumi modellezésével a sériiléseket kovetd bakterialis fertdzések elleni védekezésben
résztvevd Ujabb géneket, valamint a mikroorganizmusok patogenitasat kivantuk

meghatarozni.
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3. Eredmények és az eredmények megbeszélése

3.1 A Drosophila vérsejtjein Kkifejez6d6 molekulak azonositasa

A kiilonb6z6é hemocita tipusok immunvalaszban betoltott szerepének vizsgalatdhoz a
plazmatocitdkon, a kristalysejteken, illetve a lamellocitdkon megnyilvanuldé molekulakat
azonositottunk a laboratoriumunkban eldallitott monoklonalis ellenanyagok felhasznalasaval.
Az ellenanyagok 4ltal felismert antigének egy része minden vérsejten kifejezddott, mas résziik
a morfologiai €s funkciondlis kritériumok alapjdn meghatarozott hemocita heterogenitasnak
megfelelden a fagocitald plazmatocitdkon, a tokképzd lamellocitdkon, vagy a melanizacios
kaszkad enzimeit tartalmazo kristalysejteken nyilvadnultak meg. Ezeket a Drosophila
immunsejtjeinek alpopulacioit definidld molekularis markereket a human leukocitdkon
monoklonalis ellenanyagokkal azonositott markerekhez hasonloan klaszterekbe (CD)

soroltuk.

3.2. A parazitak elleni tokképzo reakcio molekularis vizsgalata

Drosophilaban elséként azonositottunk egy, a larvalis hemocitdk minden tipusan, a
plazmatocitakon, kristalysejteken €s a lamellocitdkon egyarant megnyilvanulé transzmembran
fehérjét. A molekulat kodold gént, melynek a Hemese nevet adtuk, hemocitdkbol készitett
expresszids génkonyvtar ellenanyaggal torténd sziirésével azonositottuk. A Hemese gén altal
kodolt fehérje erdsen hidrofob, transzmembran régidjat egy rovid, sejten beliili domén kdveti,
amely potencialis tirozin, €s szerin foszforilacids helyeket tartalmaz. Immunprecipitaciot
kovetd Western blot analizissel kimutattuk a Hemese molekula tomegének megfeleld
tartomanyban a tirozin foszforilaciotjat, amely a molekula jelatviteli folyamatokban jatszott
szerepére utal. Bar az adatbazisokban BLAST kereséssel nem talaltunk Hemese homoldgokat,
a magas O-glikozilacid (szidlsav tartalom) alapjan a Hemese fehérje a gerinces szervezetek
vordsvértestjeinek membranjaba agyazddott glikoproteinekhez, a glikoforinokhoz mutat

hasonldosagot, igy azonositasaval a szialoforin fehérjecsaladot 0, Drosophila eredetl taggal
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gazdagitottuk. A Hemese specifikus kettosszali RNS géntermék csendesitésével a Hemese
fehérje kifejezddését gatolva belattuk, hogy a fehérjét valoban a Hemese gén kodolja.A
Hemese csendesitett allatokban parazitoid darazs altal kivaltott immunvalaszt kdvetden a
hemocitak, koztiik a lamellocitdk szdmanak emelkedését tapasztaltuk. A melanotikus tumorok
képzdédésével jellemzett [(3)mbn-I mutinsban a vérsejtszam tovabbi novekedését €s a
tumorképzddés felgyorsuldsat tapasztaltuk. Ennek alapjan megéllapitottuk, hogy a Hemese

gén a lamellocita differencialodas szuppresszora.

A Drosophila lamellocitdin azonositottuk a cheerio gén éaltal kodolt Drosophila
filamin magas molekulatomegli izoformajat, a Filamin-240-t, melyrél megéllapitottuk, hogy a
lamellocita differencialédéas gatlasaval szabalyozza a parazitoid darazsfertdzéssel kivaltott

sejt-kozvetitette immunvalaszt.

Drosophila larvaban a dardzsfertdzéssel kivaltott lamellocita differencialodas soran
bekovetkezd génexpresszios valtozasokat tiikkrozé lamellocita specifikusan megnyilvanulo
markerek kifejez0désének valtozéasait immunoldgiai modszerekkel, a laboratoriumunkban
eldallitott ellenanyagok alkalmazasaval vizsgaltuk. A darazsfertdzést kovetden eldszor az L4
molekula megjelenését tapasztaltuk, melyet egyiittmikdodés keretében  végzett
tomegspektrometriai analizissel a myospheroid gén altal kodolt BPS integrinként hataroztuk

meg.

Az L1 molekularol megallapitottuk, hogy a darazsfertdzést kovetd 48 ora eltelte utan
jelenik meg a lamellocitdkon. Az L1 molekulat folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometriai analizissel egy eddig ismeretlen Drosophila fehérjeként hataroztunk meg.
Az L1 molekulat kédold gént atilla-nak neveztiink el. Az atilla gén altal kodolt fehérje
transzmembran régioja egy glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) hasité helyet tartalmaz, ami arra
utal, hogy GPI-hez kapcsoltan agyazodik be a sejtmembran koleszterolban és
szfingolipidekben gazdag mikrodoménjeibe, az un. lipid tutajokba. Kisérleteink soran
kimutattuk, hogy az Atilla molekula a lipid tutajokkal ko-lokalizalt, és a GPI-k&tott fehérjéket
hasité foszoszfatidilinozitol foszfolipdz C emésztést kovetden a hemocitdkon csdkken az Atilla
fehérje kifejezodése.

Az atilla gén immunvalaszban betdltott szerepét delécios mutdnsok létrehozisaval

kivantuk megvizsgalni. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy bar az Atilla fehérje az atilla
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delécios null mutdnsban a lamellocitdkon nem fejezédik ki, az attila gén hidnya sem a
lamellocitak differencialodasat, sem a tokképzd szerepiiket nem befolyasolja. A velesziiletett
immunitasban részt vevé molekuldk funkcidinak vizsgélatat nagyban megneheziti, hogy ezek a
védekezd folyamatok gyakran talbiztositottak, ezért egy-egy molekula hidnya nem okozza a
rendszer Osszeomldsat, mivel azok szerepét sok esetben szerkezeti homologok veszik 4at.
Szisztematikus homoldgia keresésekkel a Drosophila melanogaster genomjaban 24 ,atilla-
szerll’” gént talaltunk, melyek egy része a masodik kromoszoma bal karjan, egymas kozelében
négy klasztert alkotva helyezkedik el. A legtobb atilla-szeri génrdl atforditott fehérje
szekvenciaja GPI hasitasi helyet, valamint az u-PAR/Ly-6 toxin csalddra jellemzé domént
tartalmaz. Klaszterekbe csoportosuld ,.atilla-szeri” géneket talaltunk egyéb rovar genomokban
1s, a melanogasteren kivil mas Drosophilidaekben, tovabba az Anopheles gambiaeben, a
Tribolium castaneumban &és az Apis melliferaban.

Az atilla gén 5' nemtranszlalodd régiojaban taldlhatd, az atilla gén lamellocita
specifikus enhanszerét csapdazé GFP riporter gént tartalmazd minos inszercio
felhasznalasaval, megvalositottuk a Drosophila larvaban a lamellociték in vivo torténdé nyomon

kovetését.

Az L2 molekulat a dardzsindukciot kovetd 16 ora elteltével detektaltuk a
lamellocitakon. Kimutattuk, hogy ez a molekula lamellocitak citoplazmdjaban fejezddik ki, €s
tomegspektometriai analizissel a Drosophila Aktin 57B izoformara illd peptideket
azonositottunk, viszont a molekula tovabbi vizsgalata soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy az azt azonosité anti-L2 ellenanyag nem kozvetleniil kotodik az aktin molekuldhoz,

hanem valdszintileg egy aktinnal asszocialt molekulat ismer fel.

Az L6 molekularél megallapitottuk, hogy a darazsfertdzést kovetd 96. ordban a

terminalisan differencidlodott nagyméretii lamellocitdk egy alosztalyanak sejtmembranjaban

nyilvanul meg.

3.3. A lamellocita differencialédas vizsgalata

A lamellocitak differencidlodasat kivaltd tényezok vizsgdlata sordn megallapitottuk,

hogy a darazsfertézéskor képz6dd mechanikai sériiléshez hasonld, laboratériumi koriilmények
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kozott kivaltott steril szuras onmagadban is eldidézi a lamellocitdk képzddését. Az igy
differencial6do lamellocitdk sem morfologiai sajatsagaikban sem adhézids képességiikben nem
kiilonboznek a darazsfertdzés hatasara differencialédo lamellocitdktol. A természetben a
kutikula sériilését gyakran bakteridlis fertézés koveti. Rendszeriinkben a baktériumokkal
torténd fertézés utan a larvdkban a keringd vérsejtek szama megemelkedett, azonban a
lamellocitak differencialodésa a sterilen szurt kontrollokéhoz hasonléan zajlott. Eredményeink
azt mutatjak, hogy Drosophila larva kutikuldjanak mechanikai sériilése €s az ezzel jaré bazalis
lamina karosodasa mar elegendd ingert szolgaltat a lamellocitdk differencidlodasdhoz és a sejt

kozvetitette immunvalasz kivaltasdhoz.

A kutikula sériilését kdvetden gyakran észleltiink a vérsejtképz6 kompartmentumokban
bekdvetkez6 morfologiai valtozadsokat. Ezeknek alapjan feltételeztiik, hogy a vérse;jt
differencialodas kozponti szervének feltételezett kozponti vérképzd szerven, a lymph gland-en
kiviil 1s kell, hogy legyen egy funkciondlis vérképz6 kompartmentum, melybdl
immunindukciét kdvetden a differencialéodo vérsejtek a keringésbe keriilnek, majd a parazita
petére tapadnak. Kisérleteink sordn a keringésbe keriild lamellocitdk eredetét tobb oldalrol is

megvizsgaltuk.

Eredményeink szerint dardzsindukci6 hatisara a testiireg falara sdvokban kitapadt
szesszilis vérsejt kompartmentumban bekdvetkezd hemocitaszam csokken, melynek mértéke
megfelel a keringésben megjelend hemocitaszam emelkedésnek. Mivel - vizsgalataink szerint -
a szesszilis komparmentumban a vérsejtek osztodasi ratajat a dardzsfertdzés nem befolyésolja,
megallapitottuk, hogy a darazsfertdz¢s hatasara a keringésben elészor megjelend lamellocitak,

vagy azok kozvetlen eld-alakjai, elsdsorban a szesszilis szovetbdl szarmaznak.

A darazsfertdzést kovetden differencialodd lamellocitdk eredetét a kozponti
nyirokszerv €s a szesszilis szovet fizikai szeparalasaval is megvizsgaltuk. A dardzsfertdzést
kovetd korai idépontban, amikor a larva eliilsé harmaddban elhelyezkedd lymph gland még
intakt, ligataraval fizikailag valasztottuk el azt a larva poszterior részén talalhatd szessszilis
szovettdl. Megallapitottuk, hogy az allatok poszterior részében megjelend nagyszamu
lamellocita nem szarmazhat a fizikailag elvalasztott anterior részben elhelyezkedd lymph
gland-bdl, azaz a keringésben eloszor megjelend lamellocitak a szesszilis szovetbdl erednek.

A parazitoid darazzsal tortént fertdzést kovetden a kozponti nyirokszerv elsé

10
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lebenyparjanak szerkezete felbomlik, beldle vérsejtek, lamellocotak, keriilnek a keringésbe. A
szesszilis szovet €s a lymph gland id6beni aktivalodéasat €és a sejtek sorsat genetikai é€s
immunoldgiai markerek alkalmazasaval vizsgéaltuk. A lymph gland szétesését a szerv
poszterior szignalizacios kozpontjaban kifejez0d6 Collier molekula kifejezédésével kovettiink
nyomon. A lymph gland eredetii lamellocitdk kijelolésére pedig egy olyan enhanszer csapdazé
mutanst (hdc®) hasznaltunk, amelyben a lymph gland eredetii hemocitak kifejezik a P-
galaktozidazt, a szesszilis és keringd vérsejtek viszont nem. Eredményeink szerint, a
dardzsfertdzést kovetd korai idopontban a keringésben mar akkor megjelentek a lamellocitdkon
megnyilvanuld L1 markert kifejez6 vérsejtek, amikor a kézpont nyirokszerv még intakt. A
lamellocitak szesszilis szoveti eredetének direkt modon torténd vizsgdlatahoz vérsejt
specifikusan kifejeztetett GFP-t termeld larvabol szesszilis hemocitdkat, vad tipusu
(fluoreszkald hemocitakat nem tartalmazo) larvakba iiltettiink, majd a befogado larva vérsejtjei
kozott GFP-t és lamellocita specifikus antigént egyarant expresszaldo hemocitdkat kerestiink. A
keringésben zOlden fluoreszkald lamellocitdkat talaltunk, ami egyértelmiien igazolta a

lamellocitak szesszilis eredetét.

A szesszilis szovet vérsejtképz0 kompartmentumként torténd azonositasa alapvetden
megvaltoztatja a lamellocitdk eredetére vonatkozo eddigi ismereteinket, melyek szerint a
tokképzd sejtek kizarolag a lymph gland kortikalis zo6ndjabol szarmaznak. Kisérleteink
eredményeként Drosophilaban a szesszilis vérsejtképzd szovetet egy 1) vérsejtképzo
szovetként azonositottuk, mely a sejtes valasz indukcidjat kovetden elsoként aktivalodik é€s

belble tokképzo sejtek szarmaznak.

A Drosophila larvékban a parazitoid darazsak petéi a lamellocitdk differencialédéasat
valtjak ki. Kisérleteink soran a lamellocitak differencialodasat szabalyozé aktivacios utak
térképezésére az UAS>GAL4 rendszert alkalmaztuk. A Hemese gén upstream régidjanak
felhasznalasaval vérsejt specifikus meghajtd elemet hoztunk Iétre, melynek segitségével
jelatviteli utvonalakban szerepet jatszo gének kifejezddését modositottuk, majd jellemeztiik a
vérsejtek fenotipusaban bekovetkezd valtozasokat. Vizsgalataink megerdsitették azt a korabbi
megfigyelést, mely szerint a Toll és a JAK/STAT ftutvonal szerepet jatszik a lamellocitak
differencialodédsaban. Ezen kiviil els6ként mutattuk ki, hogy ebben a folyamatban két tirozin

kinaz receptor, az anaplasztikus limféma kinaz és a gerinces platelet derived growth factor
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rokona a Drosophila Pvr, tovabba a Wingless szignalizacio két negativ regulatora, a Shaggy
¢s a Pangolin, tovabba a mitogén-aktivalt protein kinaz szignalizacidés utvonalban szerepet

Jatsz6 tovabbi hét gén is szerepet jatszik.

3.4. A Drosophila mikroorganizmusok elleni védekezésének uj egysége, a nimrod gén- és

fehérje csalad

Drosophila fagocita sejtjeiben, a plazmatocitdkban azonositottunk egy sejtmembranba
agyazottan megnyilvanulo altalunk nimrodnak (nimC1) elnevezett molekulat, melynek kddolo
génjét tomegspektrometriai analizissel hatdroztuk meg. A NimC1 fehérje hemocitdkban térténd
kettdsszali RNS interferenciaval torténd csendesitésével, illetve a NimC1 negativ Drosophila
S2 sejtvonalban torténd taltermeltetésével belattuk, hogy az ellenanyaggal azonositott fehérjét
valéban a nimCI gén kodolja. Funkcionyeréses €s funkcidvesztéses rendszerekben tortént
vizsgalataink eredményei szerint a NimC1 molekula a baktériumok bekebelezésében jatszik

szerepet.

A nimCI gén genomi kdrnyezetében tovabbi kilenc olyan gént azonositottunk, melyek
geéncsalddot alkotva a NimC1 fehérje szerkezeti homologjait kodoljak; ezek mindegyikében
jelenlévdé  valtoz6 szamu, az EGF doménhez hasonlo, de annal szigorubb
konszenzusszekvencidji doménjait NIM doméneknek neveztiik el. A nimrod géncsalad altal
kodolt fehérjék szekvencia analizise alapjan ezek a fehérjék a sejtmembranba agyazottan, vagy
szolubilis formaban, a hemolimfdban fordulnak el6. A Drosophila nimrod géncsaladhoz
hasonléan a nimrod homologok csaladba szervezddését talaltuk egyéb rovarokban is, igy az

Anopheles gambiaeban és az Apis melliferaban.

A Nimréd fehérje- €s géncsalad kialakulasat a fehérje domének szintjén vizsgalva
megallapitottuk, hogy az egyetlen NIM domént tartalmaz6 fehérjek az izeltlabtiakban és a
gerincesekben altalanosan elterjedtek, viszont a tobb NIM doménnel rendelkezd fehérjek
kizarolag a teljes atalakulassal fejlodd rovarokra jellemzdek. Eredményeink szerint a Nimrod

fehérjecsalad alapitdja minden bizonnyal egy Draper-tipust fehérje volt, amelybdl a NIM
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domén duplikacidival és az EGF domének delécidival alakultak ki a NimC, majd a
transzmembran domén deléciojaval a NimB fehérjék. Szekvencia analizisiink alapjan a NIM
domén és az EMI domén valdsziniileg két, szorosan egymas mellett talalhato6 EGF doménbdl

JOhetett létre.

Megallapitottuk, hogy a nimrod gének a Centaurin gamma, az Angiotensin converting
enzyme valamint a vajk gének egy nagyobb egységet az un. Nimrod klasztert alkotva a
Drosophilan kiviil szintén csaladokba tomoriilve helyezkednek el az Anopheles gambiae
(Diptera), Apis mellifera (Hymenoptera), Tribolium castaneum (Coleoptera), Pediculus
humanus (Phthiraptera) és Daphnia pulex (Cladocera) genomjaban, ami arra utal, hogy a
Nimrod klaszterbe tartozd gének az evolicid soran valamilyen szelekcidos nyomads

kovetkeztében egymassal kapcsoltan 6roklodtek.

A Nimréd fehérjék baktériumkotésének meghatarozasahoz egy 1j, indirekt
immunfluoreszcencidn és aramlasi citometridn alapuld vizsgalati modszert dolgoztunk ki,
melynek alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a NimC1 fehérje kotddik az altalunk vizsgalt
Gram-negativ baktériumokhoz (Escherichia coli, Serratia marcescens, Xanthomonas
campestris, Pseudomonas aeruginosa), mig a vizsgalt Gram-pozitiv baktériumok koéziil a
Bacillus cereus var. mycoides-t koti. Tovabbi vizsgalataink azt mutattdk, hogy a NimCl

receptor a baktériumokon egy fehérje természetti ligandot ismer fel.

A Nimrod fehérjecsalad tagjai baktériumkotésének vizsgalatdhoz NimA, NimBl,
NimB2 ¢és a NimC1 fehérjék FLAG epitoppal ellatott extracellularis doménjeit eukariota
expresszids rendszerben rekombinans fehérjeként termeltettiik meg €s a baktériumkotés
vizsgélatahoz a rekombinans fehérjéket termeld sejtek extraktumat hasznaltuk. Eredményeink
szerint a Gram-pozitiv Escherichia coli baktériumot a rekombinans NimA, NimB1, NimB2 és
NimC1, mig a Gram-negativ Staphylococcus epidermidis baktériumot csak a rekombinans

NimB1 molekula kototte.
Eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy a Nimrdéd fehérjecsalad tagjai a

baktériumok elleni immunvélaszban baktériumkotd receptorként miikodnek és beilleszthetok

az EGF-hez hasonlé NIM domént tartalmazo receptorok sordba. A transzmembran doménnel
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rendelkez6 NimA ¢és NimC fehérjék valdszintileg a mikrobak felismerésében és a fagocita
sejthez torténd rogzitésben, mig a transzmembran régidval nem rendelkezé6 NimB fehérjék a
hemolimfaban keringd opszoninként milkddhetnek, a mikroorganizmusok felszinéhez

kotddve segithetik azok bekebelezését.

crcr

Hemese gén is. Bar a Hemese fehérje nem tartalmaz NIM domént és a melanogaster
csoporton kiviil a Hemese gén homologjai nem azonosithatok, viszont egy masik Drosophila
fajban (D. willistoni) egy NimC1 paraldég, a Hemeséhez hasonléan szerinben ¢€s treoninban
gazdag régiot és erésen redukalt szami NIM domént tartalmaz. igy valosziniisithetd, hogy a
Hemese gén egy olyan redukalddott nimCI paraldg, mely iddvel az dsszes NIM domeénjét
elveszitette. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Nim régidoban elhelyezkedd, a lamellocita
differencialodés szuppreszoraként azonositott Hemese a Nim csalad erdsen trunkalt/csonkult

tagja, mely az evolucio soran elveszitette Nim doménjeit.

3.5. A szeptikus sériilést koveté6 immunvalaszban résztvevo gének azonositasa

Drosophilaban

Az irodalomban ismert ¢és a korabbiakban altalunk megismert €s ismertetett (3.3.3
fejezet) aktivacids utaknak a szeptikus fertézésben betdltott szerepét vizsgaltuk egy, az
altalunk Iétrehozott a természetben is eldfordulo szeptikus sériilést imitalva. Kimutattuk, hogy
a baktériumok az okozott sériilésen at bejutottak az allatok szervezetébe és az alkalmazott
Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokkal torténd fertdzés kiilonbozé mértéki letalitast
eredményezett. A sériilési teszt alkalmazasaval egy iranyitott screen keretében olyan gének
mutans alléljait hordozé egyedek ellenalloképességét is megvizsgaltuk, amelyeknek irodalmi
adatok, illetve szekvencia homologidk alapjan szerepiik lehet a sebgydgyulasban ¢és a
fertdzések lekiizdésében. Az ismert gének mutans alléljainak alkalmazasaval standardizaltuk a
rendszert. Kisérleteink sordn harom olyan gént, a scramblase 1-t, multicopper oxidase 3-t, és
a rasberry-t azonositottunk, melyeknek az immunitasban és a patogénekkel szembeni

védekezésben betoltott szerepe eddig nem volt ismeretes.
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A rasberry gén immunitdsban betoltott szerepét részletesebben megvizsgalva
megallapitottuk, hogy az inosin-5'-monofoszfat dehidrogenaz (IMP)-t, a de novo GMP
szintézis kulcsenzimét kodold rasberry gén, melynek human homologja az immunvalasz és a
limfocita proliferaci6d szabalyozasban vesz részt, Drosophilaban a sejt kozvetitette immunitas
szabalyozasaban is szerepet jatszik. A parazitoid darazsak petéi koriil formalodo tobb rétegii
tok kialakitdsaban nélkiilozhetetlen: a géntermék hianydban, a lamellocitdk a tokképzo
reakcio soran nem képesek megfelelden egymashoz tapadni, igy csokken a parazitoidok elleni

immunvalasz hatékonysaga.

4. Az uj eredmények osszefoglalasa

Els6ként azonositottunk Drosophila hemocitain €s hemocita alpopuldcioin specifikusan
megnyilvanulé olyan molekularis markereket, melyek lehetové teszik a Drosophila sejt-

kozvetitette immunvalaszanak vizsgélatat.

Drosophilaban azonositottuk az els6 hemocita specifikusan megnyilvanulo
transzmembran fehérjét kodolo gént, a Hemese-t, mely a lamellocitdk differencialdédasanak
gatlasaval szabalyozza a tokképzd reakciot. A Hemese gén altal kodolt fehérjét a szialoforin

csalad 1j tagjaként azonositottuk.

A Hemese gén upstream régidjanak felhaszndlasaval vérsejt specifikus meghajté
elemet és riporter konstruktokat hoztunk Iétre, melyeknek segitségével iranyitott genetikai
screenekben az immunvalasz sordn zajlé lamellocita differencialédas szabalyozédsaban,
valamint melanotikus tumorok képzddésében szerepet jatszd géneket azonositottunk, és

jelatviteli atvonalakat tartunk fel.

Drosophilaban  meghataroztuk a filamin molekula magas molekulatomegli

izoformajanak sejt-kozvetitette immunvalaszban betoltott immunszuppresziv szerepét.

A darazsfertozéssel kivaltott immunindukcidé soran differencialddd lamellocitakon

szekvencialisan megjelend molekuldkat azonositottunk és jellemeztiink. Megallapitottuk, hogy
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a lamellocitdk differencidloddsuk sordn morfologiai atalakulasukkal parhuzamosan
funkcionalis és molekularis mintdzat valtozason mennek at.

Megallapitottuk, hogy a dardzsfertdzés hatasara differencidlodd lamellocitdkon
megjelend korai marker molekula a Drosophila myospheroid éltal kodolt BPS integrin, mely a

sejtadhézidban jatszik meghatarozo szerepet.

Immunolégiai és proteomikai eszkdzokkel azonositottuk a darazsindukcid hatasara
kifejez6dod atilla gént, amelyrdl belattuk, hogy egy glikozilfoszfatidilinozitol-kapcsolt, az u-
PAR/Ly-6 toxin csaladba tartozo transzmembran fehérjét kodol. A D. melanogaster
genomjaban 24 atilla-szeri” gént taldltunk, melyek egy része egymds kozelében négy
klasztert alkotva helyezkedik el. A legtdbb atilla-szerti génr6l atforditott fehérje szekvencidja
GPI hasitasi helyet, valamint az u-PAR/Ly-6 toxin csaladra jellemz0 domént tartalmaz.
Klaszterekbe csoportosuld ,.atilla-szerii” géneket talaltunk egyéb Drosophilidae fajokban,
tovabba az Anopheles gambiae afrikai malaria szanyogban, Tribolium castaneum kukorica-

kislisztbogarban és az Apis mellifera mézelé méhben.

Megallapitottuk, hogy a Drosophila larva steril sebzése lamellocita differencialodast
1déz eld, amivel tovabbi lehetdséget teremtettiink a lamellocita prekurzorok €s a lamellocitak

terminalis differencidlodasdnak a vizsgalatara.

A Drosophildban egy 0j funkcionalis hemocita kompartmentumot azonositottunk, a
szesszilis vérsejtképzd szovetet. Kisérleteink soran megtigyeltiik, hogy a szesszilis szovetbdl is
szarmazhatnak lamellocitdk és ezek a sejtek a kozponti vérsejtképzd szerv, a lymph gland

szétesése elott megjelennek a larva keringésében.

Drosophilaban egy 1) géncsalddot azonositottunk, a nimrod géneket, melyek EGF
doménhez hasonld, de anndl szigorubb konszenzusszekvenciaji NIM doméneket tartalmazo
szerkezeti homolog fehérjeket kodolnak. A nimrod géncsaldd altal kodolt fehérjék a
sejtmembranba agyazottan vagy szolubilis forméaban fordulnak eld. A nimrod homoldg gének
csaladba szervezddését talaltuk egyéb rovarokban is, igy az Anopheles gambiaeban, valamint

az Apis melliferaban.
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Jellemeztiik a Nimrod fehérjékre jellemzo 0j tipusu domén, a NIM domén szerkezetét
tartalmazo fehérjék az izeltlabuakban és a gerincesekben altalanosan elterjedtek, viszont a tobb
NIM doménnel rendelkezé fehérjék kizardlag a teljes atalakuldssal fejlddé rovarokra

jellemzbek.

Megallapitottuk, hogy a Nimrod fehérjecsalad tagjai a baktériumok kotésével jarulnak

hozza a Drosophila sejt-kdzvetitette immunvalaszhoz.

Szeptikus sériilést kovetd gazda-patogén kolcsonhatasban szerepet jatszo gének
azonositasara alkalmas 0j in vivo fertdzési tesztet hoztunk létre Drosophila melanogaster
modellrendszerben. A modszer kontrollalt laboratoriumi koriilmények kozott kivaltott
sériilésen és fertdzésen alapszik és megbizhatéoan alkalmazhatd a velesziiletett immunitdsban

szerepet jatszo gének azonositasara.

Megallapitottuk, hogy a Drosophila raspberry gén a lamellocitak parazita petékhez
torténd tapadasat eldidézve fontos szerepet jatszik a Drosophila parzitoid darazsak elleni sejt-

kovetitette immunvalaszaban.

5. Az eredmények gyakorlati hasznosulasanak lehetoségei

A velesziiletett immunitds szabdlyozasdban résztvevd gének varhatdéan potencialis
terapias célpontokként, vagy a diagnosztikdban alkalmazasra keriild6 markermolekulakként
alkalmazhatok.

A Drosophila hemocitain és a hemocita alpopulacidkon megnyilvanulé molekularis
markereket felismerd ellenanyagainkat a tudoményos kozOsség vilagszerte rutinszeriien

reagensként és nemzetkozileg elismert sztenderdként alkalmazza.
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Mol. Biol. 87:45-54.

IF: 3.756

8. Anyagok és modszerek

Ellenanyagok:

Egérben termelt monolonalis ellenanyagok:

Hemocita specifikus anti- Hemese

Plazmatocita specifikus anti-NimC1

Lamellocita specifikus anti-Atilla (L1), anti-L2, anti-mioszferoid (L4), anti L6,
Kristalyejt specifikus anti-C1 Prof Tina Trenczek Giessen University, Germany.
Az IgG izotipus kontroll (T2/48) ellenanyag

Masodlagos ellenanyagok €s reagensek:

Anti-GFP antibody (Mol. Probes),

Anti-egér-FITC Ig (DAKO),

Anti-egér Alexa Fluor 488 (Mol. Probes),

Anti-egér Alexa Fluor 568 (Mol. Probes),

Anti-egér AlexaFluor 633n (Mol. Probes),

Biotinnal konjugalt anti-egér Ig (Dako) /Streptavidin-HRPO (Dako,)

Anti-egér HRPO (Amersham,).

Streptavidin-Cy3(Amersham).

Drosophila torzsek
Oregon R

white'''®
Headcase-LacZ

[(3)mbn-1 (lethal (3) malignant blood neoplasm)
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Hemese>Gal4 (w[*]; P{w[+mC]=He-GAL4.Z}85)
He>GFPnls (p{UAS-GFP.nls)GFP)

1560-R2 RNSi/CyO,Kr-GFP

dom’ cher’

P[hs-FLNI1-20]; hmi<GFP Headcase>LacZ
HmiI>Gal4.4,

UAS-2XEGFP;

Parazitoid darazs torzs:

Leptopilina boulardi G486-0s torzs

Baktérium torzsek

Escherichia coli (SzMC 0582), Staphylococcus epidermidis (SzMC 14531), Serratia
marcescens (SzMC 0567), Xanthomonas campestris (SZMC 6181), Pseudomonas aeruginosa
(SzMC 0568), Bacillus subtilis (SzMC 0209), Bacillus cereus var. mycoides (SzZMC 0042),
Micrococcus luteus (SzMC 0264), Serratia marcescens SZMC 0567,

Szegedi Egyetem mikrobiologiai Gylijteménybdl.

WaaC E. coli, WaaC CGSC#11805; JW3596-1 ,LacY CGSC#11893; JW0334-1, Keio mutans
az E. coli, E. coli-

GFP, BL21 Genetic Resources at Yale CGSC, The Coli Genetic Stock Center-bol.
Monoklonalis ellenanyagok eloallitasa
[Kohler G és Milstein C. 1976. Eur. J. Immunol. 7:511-519.]

[Kurucz és mtsai., 2007. Acta Biol. Hung. 58:95-111.]

Hemocitak izolalasa Drosophila larvabél

[Kurucz és mtsai., 2007. Acta Biol. Hung. 58:95-111.]

Immunhisztokémia

[Kurucz és mtsai., 2007. Acta Biol. Hung. 58:95-111.]

Indirekt immunfluoreszcencia

[Kurucz és mtsai., 2007. Acta Biol. Hung. 58:95-111.]
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El6 hemocitak indirekt immunfluoreszcencia festése

[Kurucz és mtsai., 2007. Acta Biol. Hung. 58:95-111.]

Parazitoid darazzsal torténé immunindukcio
[Honti és mtsai. 2010. Mol. Immunol. 47:1997-2004.]
A Drosophila larva steril sebzése

[Méarkus €s mtsai., 2005. Immunol. Lett. 101:108-111.]

Ligatira

[Méarkus €s mtsai., 2005. Immunol. Lett. 101:108-111.]

Hemocita transzplantacio

[Mérkus €s mtsai., 2009. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 106:4805-4809.]

Waestern blot analizis

[Kurucz és mtsai., 2003. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100:2622-2627.]

Immunprecipitacio

[Kurucz és mtsai., 2003. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100:2622-2627.]

Tirozin foszforilacié kimutatasa

[Kurucz és mtsai., 2003. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100:2622-2627.]
Expresszios génkonyvtar készitése és tesztelése

[Kurucz és mtsai., 2003. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100:2622-2627.]
Géntermék csendesités kettosszala RNS interferenciaval

[Kurucz és mtsai., 2007. Curr. Biol. 17:649-654.]

NimCl1 fehérje kifejeztetése a Schneider2 sejtvonalban

[Kurucz és mtsai., 2007. Curr. Biol. 17:649-654.]

FITC-el jelolt baktérium készitése
[Zsamboki és mtsai., 2013. Cent. Eur. J. Biol. 8:633-645.]
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Fagocitozis

[Kurucz és mtsai., 2007. Curr. Biol. 17:649-654.]

A rekombinans Nimrod fehérjék kifejeztetése bakulovirus expresszios rendszerben

[Zsamboki és mtsai., 2013. Cent. Eur. J. Biol. 8:633-645.]

A Nimrod fehérjék baktériumkotésének tesztelése aramlasi citometriaval

[Zsamboki és mtsai., 2013. Cent. Eur. J. Biol. 8:633-645.]

A baktériumkotés statisztikai elemzése

[Zsamboki és mtsai., 2013. Cent. Eur. J. Biol. 8:633-645.]

A szeptikus sériilés modellezése Drosophila ban

[Kari és mtsai., 2013. J. Immunol. Methods. 398-399:76-82.]

A tokképzési reakcio vizsgalata

[Kari és mtsai., 2016. PLoS One. 11:¢0150910.]
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10. Koszonetnyilvanitas

Ez a munka azért johetett létre, mert a MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontot az
intézetalapitd Straub F. Brund az tjszegedi parkvarosba, a sportuszoda tészomszédsagaba
almodta meg. A mult szdzad nyolcvanas éveiben az egyetemi doktori cimem megszerzését €s
gyermekem sziiletését kdvetden épp az uszodaba tartottam, amikor észrevettem, hogy nincs
nalam a pénztarcam, igy beugrottam a Genetikai Intézetbe Monostori Evatdl kérni egy
,huszast” a belépdre. Ekkor Ando Istvan feltette nekem a kérdést, lenne-e kedvem a
csoportjahoz csatlakozni, ahol kordbban néhany honapig vendég kutatoként dolgoztam. Nem
telt bele &l év ¢s a GYEST megszakitva, valamint a ,,munkaerd-csabitas” problémakdorét
lekiizdve csatlakoztam a kutatocsoport munkajahoz.

Ko6szondom Ando Istvannak, hogy meghivott a csoportjaba, kutatova nevelt és
tamogatott a palyam soran. Koszonet Monostori Evanak a csoport munkajaba vald
beilleszkedésben nyujtott segitségért. Koszonetemet fejezem ki Oravecz Tamésnak az emberi,
Vilmos Péternek a szarvasmarha ¢€s bivaly leukocitakon megnyilvanulé markerek azonositasa
soran végzett kozos munkaért.

A kilencvenes évek kozepén kutatocsoportunk elhatarozta, hogy az elsddleges
immunvalasz tanulmanyozésat
a Drosophila modellszervezetben folytatjuk tovabb. Koszonettel tartozom Elisabeth
Gateffnek, a mainzi Johannes Gutenberg Egyetem Genetikai Tanszéke professzoranak,
valamint az SZBK Genetikai Intézet Drosophila kozosségének, Kiss Istvannak, Erdélyi
Miklosnak, Mihaly Jozsefnek, Bajusz Izabellanak, Sipos Laszlonak, Gausz Janosnak és
Gyurkovics Henriknek azért, hogy elméleti és gyakorlati tanacsaikkal segitségemre voltak a
Drosophila munka elsajatitasaban.

Ko6szondm Dan Hultmarknak a svédorszagi Umea Egyetem professzoranak, hogy a
laboratoriuméban t6ltott tanulmanyutam soran segitette munkamat.

Koszonet a csoportunk kordbbi és jelenlegi tagjainak, Markus Robertnek a
mikroszkopos, Honti Viktornak és Csordas Gabornak a genetikai, Zsdmboki Janosnak és
Cinege Gyongyinek a molekuldris, Arva Aginak és Kovalcsik Olganak a biokémiai
munkdkban nyujtott segitségért. Tapai Szilvia és Baldzs Anita a Drosophila torzsek
fenntartasaval és az allatok boncolasédval jarult hozzd munkam sikeréhez.

Koszonom az  SZBK  Tomegspektrometriai  Laboratériuma  vezetdjének,

Medzihradszky ~ Katalinnak  és  munkatdrsanak  Darula  Zsuzsannanak,  hogy
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tomegspektrometriai analiziseikkel eldsegitették a hemocitdkon megnyilvanulé molekuldkat
kodolo gének azonositasat.

Koszonet Petri  Ildikonak, aki az egyetemi éveim alatt végzett diakkori
tevékenységemet iranyitotta a Szegedi Egyetem Vértranszfuzios allomasan.

Koszonetemet fejezem ki sziileimnek, akik elsd generacids értelmiségiként hittek a
tudas erejében, ezt a hitet plantalva belém buzditottak az egyetem elvégzésére és a kutatoi €let

megprobaltatasai soran mindig mellettem alltak. Koszonet Maté fiamnak megértd tamogatasaért.
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