Valasz Prof. Dr. Berki Timea biralatara

Kdszonom Berki Timea Professzor Asszonynak dolgozatom birdlatat, az dbrakkal és a dolgozat
formajaval kapcsolatos kritikai megjegyzéseit, melyekkel egyetértek.

Feltett kérdéseire a valaszaim:

1. A jelolt még a bioldgusok kozott is kevesek altal ismert modellt, az ecetmuslica larvakat
felhasznalva vizsgdlja a velesziiletett immunrendszer miikodését. Ezzel egy specialis szaknyelvet
hasznal, tele roviditésekkel, ami a birdlé6 szamara nem mindenhol kénnyen érthetd. Ezt tovabb
nehezitette, hogy nem minden roviditést talaltam meg a jegyzékben.

Egyetértek biraldmnak azzal a megjegyzésével, hogy a velesziiletett immunvalasz
ecetmuslica modellrendszerben torténé vizsgalatdt leird specidlis szaknyelv, roviditések
hasznalata nélkil konnyebben érthetévé tette volna a dolgozatban leirtakat. Sajnalom, hogy a
jegyzékben nem szerepelt minden rovidités.

2. Monoklonalis ellenanyagok el6allitdsa Drosophila larvak hemocitdinak immunizaldsaval
tortént, amely minden tipusat és fejlédési stadiumat reprezentalo sejt keverék. Ha szeparalt
sejtcsoportokkal tértént volna az immunizdldas vajon mds markerek ellen kapott volna-e
immunvalaszt és ellenanyag termel6dést?

A Drosophila hemocitai a gerincesek vérsejtjeivel 6sszevetve sokkal érzékenyebbek ex vivo
korilmények kozott, igy a Percoll, vagy Ficoll gradiens centrifugdlassal torténé szepardlasuk nem
megoldott. A kristaly sejtek in vitro korilmények kdzott rovid idén belll szétesnek, viszont a
plazmatocitdk és a lamellocitdak ellenallébbak és eltér6 adhézids képességik alapjan
szétvalaszthatdk. A lamellocitdk kevésbé tapadnak ki az liveg vagy plasztik felliletre, mint a
plazmatocitdk, igy létrehozhatdok lamellocita, illetve plazmatocita dus vérsejt szuszpenzidk. A
vérsejtek FACS-sal torténd szepardlasa és a kilonb6z6 alpopulacidk izolalasa egyrészt a munkdnk
soran el6allitott és mas laboratériumok altal is altalanosan hasznalt ellenanyagokkal, mdsrészt
transzgenikus riporter géneket hordozd Drosophila térzsek elGallitasaval szintén lehetségessé valt.
Ezekkel a mdédszerekkel elGallithatok olyan hemocita alpopulacidk, melyekben az alul reprezentalt
hemocita fejl6dési alakon megnyilvdnulé antigének feldusulnak, igy ezek ellen is tovabbi
ellenanyagokat lehetett volna elGallitani. Ismereteink szerint mas laboratériumokban
prébalkoztak hemocitakbdl izolalt fehérje frakcidkkal torténé immunizdsast kovetéen hibriddmak
el6allitasaval, azonban az ilyen irdnyd megkozelitések nem vezettek eredményre.

A sejtfuzidval elGdllitott hibriddma kulturdk fellGluszdinak atvizsgdldsa sordn olyan
nagyszamu, a hemocitak kilonboz6 alpopuldcidival reagalé ellenanyaghoz jutottunk, hogy a



keringésbd8l szdrmazd hemocita alpopuldcidkkal nem végeztiink tovabbi immunizalast. Az
elGallitott ellenanyagok repertoarjat, azaz Ujabb marker molekuldk azonositdsat azzal kivantuk
elérni, hogy a kering6 hemocitkon kiviil, a larva szesszilis szovetével, illetve a kozponti vérképzé
szerv, a lymph gland-b6l szarmazé hemocitakkal is végeztiink immunizaldst és sejtfuziot. Ezeknek
a kisérleteknek az eredményeként uUjabb hemocita specifikus molekuldkat azonositottunk,
azonban a kapott ellenanyagok repertoarja alapvetéen nem kilonbozott a teljes
vérsejtpopuldcidval tortént immunizdlas eredményeként kapott ellenanyagokétél. A kapott
markerek alkalmazdsaval elértik a célunkat, az immunoldgiai markerek azonositasat és
alkalmazasat a vérsejtek funkciondlis heterogenitasanak vizsgalatdhoz.

3a. Lehetséges-e az egyes hemocita alcsoportokat FACS vagy magneses eljarassal szepardlni és
azt kévetden in vitro tenyészteni?

Az egyes hemocita alcsoportok a veliik specifikusan reagalé ellenanyagok direkt vagy indirekt
immunofluorescencids festését kovetéen FACS eljardssal szepardlhatdk, illetve magnesezhetd
golyodkkal is elkilonithetSk. Az igy |étrehozott hemocita alpopulacidk in vitro kérilmények kozotti
tenyésztésével tobbszor is prébalkoztunk, de a hemocitdk az Ujsziilott borju szérummal és
glutaminnal kiegészitett Drosophila Schneider’s vagy S&S mediumban in vitro tenyésztve kb. egy
héten belll elpusztultak. Tébb alkalommal prébalkoztunk hemocitdk in vitro tenyésztésével a
szakirodalomban leirt légy extraktumbdl készitett kondicionalé adalékkal vagy novekedési
hormonnal kiegészitett szovettenyészt6 médiumokkal, de a hemocitdk életképességében,
valamint osztddo képességében valtozast nem tapasztaltunk.

3b. Valtozik-e in vitro az egyes hemocita sejtcsoportok morfoldgiaja, funkciéja? Tudnak-e
egymasba alakulni?

A plazmatocitak in vitro korilmények kozott a szovettenyészt§ edények fellletére
kitapadva az eml6s leukocitdkhoz hasonlé morfoldgiai valtozasokon mennek keresztil,
ellaposodnak és filopddiumokat illetve lamellipédiumokat képeznek, migraciés tulajdonsagukban
viszont kilonbséget mutatnak. Mig az eml6sok leukocitai az aktin haldézatuk megnyulasi erejét
hasznalva, integrinektél fliggetlen médon mind in vivo, mind ex vivo korilmények kozott komplex
mozgasra képesek, addig a Drosophila hemocitai kizardlag az integrinek altal biztositott adhézid
segitségével képesek in vitro mozogni.

Mivel in vitro hemocita tenyészeteket nem tudtunk létrehozni, igy sem a hemocita
alcsoportok in vitro kérilmények kozott bekdvetkezé morfoldgiai és funkciondlis véltozasait, sem
az egyes vérsejt tipusok egymasba torténd alakuldsat, melyet in vivo rendszerekben korabban
igazoltunk, nem tanulmanyoztuk in vitro koériilmények kozott.



4a. Beszélhetiink-e a Drosophildakban az immunsejtek kozott sejt-sejt kommunikaciordl, vagy
csak fagocita-mikroba kapcsolddasok zajlanak?

4b. Ha létezik sejt-sejt kommunikacié, annak milyen formai ismertek és mi a szerepe az
immunvalaszban?

Drosophildban a parazitoid dardzs petéi elleni védekezés sordn az immunsejtek kozotti
kommunikdcié alapveté jelentéséggel bir a sikeres immunvalasz kifejlédésében. A Drosophila
melanogaster larva testliregbe helyezett parazitoid darazspete sejt-kozvetitette immunvalaszt
valt ki, melyet enkapszuldcidnak, vagy tokképzésnek neveziink. A dardzspete el8szor a
plazmatocitakat aktivalja. Az aktivalédott plazmatocitak ratapadnak és szétteriilnek a pete korion
burkan. A vérsejtek kozott, a sejteket egymdshoz kapcsold fehérje komplexek, sejtkapcsold
strukturak (septate junctions) alakulnak ki, melyek a gerincesek ,tight junctions” strukturak
analdgjainak tekinthet6k. Ezzel egy id6ben a dardzsfert6zés egy Uj tipusu vérsejt a lamellocitak
differencialddasat is kivaltja, melyek a plazmatocita burokra tapadnak, vagy magan a petén
differencialddnak a plazmatocitdkbdl, ezutdn bekdvetkezik a melanizacids reakcid, ami a tokba
zart parazita pusztuldsat eredményezi. Munkdank sordn a hemocitak kozott kialakuld sejt-sejt
kapcsolatok kialakitasaért felelés sejtadhézidban, illetve sejtalak valtozasban szerepet jatszé
gének kozil a guanin nukleotid metabolizmus szabdlyozdsaban szerepet jatszé raspberry génrél
lattuk be, hogy szerepe nélkilozhetetlen a parazitoid darazsak elleni sejt-kdzvetitette
immunvdlaszban.

4c. Beszélhetiink-e iranyitott sejtvandorlasrol?

A Drosophila immunsejtjei képesek az irdnyitott sejtvandorldsra. Az egyedfejl6dés
embrionalis szakaszdban a hemocitdk a feji mesodermaban képz6dnek és egy meghatarozott
utvonalon terjednek szét az embridban. A hemocitdk irdnyitott migraciéja a bennik
megnyilvanuld PVR receptor tirozin kindz, a gerinces Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)- és
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-receptor Drosophila homoldgja, valamint e receptor
embrionalis idegrendszerben kifejez6d6 ligandja, a Pvf2és Pvf3 szabalyozasa alatt all. A Pvf2 és
Pvf3 molekuldk kemotaktikus faktorként iranyitjdk a hemocitdak migraciojat az kozponti
idegkotegek mentén, mig a hemocitdk migracidja soran a lamellopédoiumok képz&dését a Rho
csaladba tartozo kis GTP-az Rac molekulak szabalyozzék..

A hemocitdk migraciojat kiils6 stressz faktorok, a kutikulat éré sériilések, és fert6zések is
kivalthatjak. A hemocitdk migrdcidja egy komplex, tobb Iépésben zajlé folyamat, melyet bizonyos
fehérjék, tobbek kdzott az integrinek sejten beliili aszimmetridja general. A fagocitézis, illetve a
parazitoid darazspete altal kivaltott sejt-kozvetitette immunvalasz soran a hemocitak iranyitott
sejtvandorldsat és alakvaltozdsat Rho GTP-azok csaladjaba tartozé Rho, Rac és Cdc42 szabalyozzak.



5. Van-e a rovarokban virusfert6zés és az elleni védekez6 mechanizmus?

A rovarok alkotjdk az allatfajok 70%-at és a rovarokat fert6z6 virusfajok szama és a
diverzitasa is példa nélkil allé. A rovar virusok okozhatnak emberi megbetegedéseket, mint pl. a
trépusi 1az, vagy a zika laz, gazdasdgi karokat a méhek illetve selyemhernydk fert6zésével, de
felhasznalhatok bioldgiai védekezésként a komoly gazdasdgi karokat okozd rovarok
megfékezésére.

A rovarokban vdltozatos virus ellenes stratégidk alakultak ki, amelyek koziil az RNS
interferencia tekinthet6 a legfontosabb virusok elleni védekez6 mechanizmusnak. Egy masik, a
rovarok altal széleskorlien alkalmazott valaszreakcio, a virussal fert6zott sejtek apoptdzisa és azok
fagocita sejtek altal torténd lebontasa. Drosophilaban a flock house virus, a picorna-szer( virusok,
a Drosophila C virus és a Cricket paralysis virus valamennyien a plazmatocitak, azaz a Drosophila
fagocita sejtjeinek aktiv kdzrem(ikodésével elimindlédnak. A rovarok a virusfertézésekre
transzkripcids szinten is reagalnak. Egyes virusok ellen a JAK/STAT jelatviteli Utvonalon keresztdil
szabalyozdédik az anti-virdlis gének atirddasa, mds virusok ellen a Toll és az IMD jelatviteli
utvonalakban szerepet jatszd NF-kB csalddba tartozd transzkripcids faktorok szabalyozzdk a
virusok elleni vdlaszreakcidkat, de az ubiquitin proteoszdma Utvonal, az autofagia, vagy a h6sokk
valaszreakcid is része lehet a rovarok virus elleni védekezésének.

1. Mi a viszonya a mar ismert lymph gland-ban képz6d6 hemocitdk és az altaluk djonnan leirt
szesszilis szovetben képz6dé vérsejt elemeknek. Lehet-e ezeket a human primer és szekunder
nyirokszervekhez hasonlitani?

A Drosophila embridban a kozponti vérképzd szerv és a szesszilis szovet vérsejtjei
egymastol jol elkiilonithet6 hemocita leszarmazasi vonalakat alkotnak. E két kompartmentum
elemei az egyedfejl6édés larva stadiumaban is elkiilonllnek egymastdl, amit genetikai és
immunoldgiai markerek kombinalt alkalmazasaval igazoltunk. Immunindukciét kévetéen azonban
a két kompartmentumbdl szdrmazd vérsejtek a hemolimfdba jutva keverednek egymadssal és
egylttesen vesznek részt a védekezésben. A szesszilis szovet és a kdzponti nyirokszerv hasonlit a
gerincesek primer és szekunder nyirokszerv-kompartmentumaihoz, azonban ez a hasonlésag —
tekintettel arra, hogy a rovarok 6sszajuak, a gerincesek pedig Ujszdjuak és az elméletben létezd
kozos Gs, az Urbilateria fosszilidja eddig még nem kerdlt el
(http://tamop412a.ttk.pte.hu/files/biologia5/Evolucio/chunks/ch10s10.html) — ezen struktdrak
hasonldsaga valdszin(ileg konvergens evolucié eredményeként johetett létre.

7. A larvakban észlelt nyirokszovetek a kifejlett allatokban hogy valtoznak az életkorral?

A szakirodalomban sokaig tartotta magat az a nézet, hogy a Drosophila vérsejtképzése az
emldsokhoz hasonldan két hullamban torténik, a primitiv vérképzés helye az embriondlis feji



mezoderma, a definitiv hematopoezis pedig a larva kdzponti vérsejtképz6 szervében, a lymph
gland-ben zajlik. A lymph gland a babozddas el6tt szétesik és a benne fejlédott vérsejtek a
keringésbe keriilve keverednek az embriondlis eredet( vérsejtekkel, amelyek kés6bb az adultban
is funkciondlnak. A koézelmultban derilt fény arra, hogy a kifejlett egyedek dorzélis abdominalis
részén, laminint és perikardint tartalmazé extracelluldris matrix hdldzatba agyazottan olyan
hemocita csoportosuldsok talalhatok, melyek valodi vérsejtképz6 szovetnek tekinthetSk. Ezekben
a strukturdkban olyan osztddasra képes progenitor sejtek vannak, melyek de novo,
plazmatocitdkka vagy kristalysejtekké differencidlédhatnak. Tovdbbra is nyitott kérdés azonban,
hogy mi lehet a kapcsolat az adult vérképz6 szovete és a larvalis szesszilis szovet kozott, melyben
a hemocitak sejtkapcsold strukturakkal (septate junctions), és citoplazma nyulvanyokkal, un.
citonémakkal kapcsolddnak egymashoz és a neurondlis haldzathoz. llyen jellegl kapcsolatokat az
adultban leirt hematopoetikus szovetben még nem talaltak, ami a kifejlett allatok sejt-kozvetitette
immunitdsanak egyszerlbb szervez6désére utalhat. Az adult dllatokban zajlé sejt-kozvetitette
immunvalaszrdl szerzett eddigi ismereteink szerint az életkor elérehaladtaval a keringd vérsejtek
szama és funkcidik hatékonysaga egyardnt csokken. Azt még nem tudjuk, hogy az adult vérsejtek
rendelkeznek-e a larvalis vérsejtekéhez hasonld plaszticitdssal vagy az adult vérsejtjei mar olyan
terminalisan differencidlddott sejtek, melyek elvesztették a larvalis vérsejtekre jellemzé transz-
differencialddas képességét..

8a. A scramblase 1 génnek szerepe van a foszfatidil-szerin transzlokacioban, amely az apoptdzis
korai jele. Scramblase 1 mutans Drosphilaban B. cereus fert6zés az életképesség csokkenését
eredményezte. Mi a magyardzata, hogy csak ez az egy torzs okozott halalos fert6zést?

A sejt koOzvetitette immunvalasz sikerességében alapveté szerepe van a
mikroorganizmusok és a hasonlé méretd részecskék bekebelezésének. Megfigyeléseink szerint a
Bacilus cereus-t sem a D. melanogaster plazmatocitdk, sem az egér peritonedlis makrofagok nem
képesek belezni. A bekebelezés képességének hidnya hozzajarulhat az ecetmuslica
életképességének csokkenéséhez, azonban arra vonatkozéan, hogy ez a jelenség hogyan
kapcsolédhat a scramblase 1 gén m(ikédéshez, jelenleg nincsenek ismereteink. A scramblase 1 gén
fagocitdzisban beto6ltott szerepét a kovetkez6 kérdésre adott valaszomban fejtem ki.

8b. Mi a szerepe a foszfatidil-szerin sejtfelszini megjelenés mechanizmusanak a sebgydégyulasban?

(Erre a kérdésre adott valaszom megegyezik Uher Ferenc Professzor Ur 5. kérdésére adott
valaszommal.)

A nyugvé dllapotban lévs sejtek, igy a vérsejtek plazmamembranban elhelyezked6
foszfolipidek aszimmetriajat is a foszfolipidek athelyezésére specializalddott flippaz enzimek
tartjak fenn. Sejtaktivacié hatdsara az un. Scramblase enzimek a foszfatidil-szerin molekulakat a
kiils6 membranba helyezik at, ami a lipidek aszimmetriajanak megbontasaval jar. EmlGsokben a



Scramblase-1 fehérje a szoveti sériilések altal elSidézett véralvadds sordn a vérlemezkék belsé
membranjaban lokalizalddé foszfatidil-szerint a sejtfelszinre juttatja, ami a véralvadasi faktorokkal
kapcsolatba |épve protrombin termel6dést indukdlva meginditja a véralvadasi ldncreakciot.
Apoptdzis sordan a fagocitozist beindité u. “eat me” szignalt szintén a Scramblase-1 fehérje
indukalja a foszfatidil-szerin kiils6 membranba torténd athelyezésével, melyet a mikroglia és mas
professziondlis fagocita sejtek érzékelnek és megkezdik a target sejt bekebelezését. A
foszfolipidek transzlokaciojat végzé, Scramblase-1-r6l az is ismert, hogy eml&sokben az
interferonok hatasara termel&dik és meghatdrozo szerepet jatszik a gazdaszervezet éré DNS- és
RNS-virus fert6zések, valamint a hepatocellularis karcinéma elleni védekezésében. A Scramblase-
1 fehérjét a hepatitis B Virus Protein X egyik interakcids partnereként is azonositottak és
megallapitottdk, hogy elGsegiti ennek a virusfehérjének az ubiquitindlédasat és proteaszémak
altali lebontdsat. A human genom 4 foszfolipid scramblase gént kddol, melynek ortoldgjai
megtaldlhatdk az egér, patkdny, Drosophila melanogaster, a Caenorhabditis elegans és az éleszt6
genomjaban is. A Drosophila Scramblase-1, az eml8sokhéz hasonldan, a foszfatidil-szerin
sejtfelszinre juttatasaval a szoveti sériiléseket kovetd sebgydgyulas folyamataban szerepet jatszé
jelatviteli dtvonalakat aktival.

A multicopper oxiddzok olyan enzim molekuldk, melyek aktiv centrumai tébb réz iont
tartalmaznak és kiilonféle szubsztatok oxidacidjara képesek. Eml&sokben és madarakban a
Ceruloplasmin EC 1.16.3 egy olyan ferroxidase, mely kilonb6z6 szerves és szervetlen
subsztratokat oxidal, és részt vesz a véralvadék képz6désében. A Drosophila genom 4 potencialis
multicopper oxidazt (dMCO1-4) kédol, melyek koziil a dMCO3 egy potencialis ferrooxidaz, amely
az ion homeosztazis szabalyozasaban és ezen keresztiil a szoveti sériiléseket kovetd sebgyodgyulasi
folyamatokban, a hemolimfa alvadasi folymataban vesz részt.



