Valasz Prof. Dr. Uher Ferenc biralatara

K6sz6nom Uher Ferenc Professzor Urnak dolgozatom biralatat.

Feltett kérdéseire a valaszaim:

1.

(a) Mi lehet a funkcidja a Hemese molekulanak Drosophilaban?

A Hemese fehérje a Drosophila larvakban kizardlag a vérsejtekben fejez6dik ki, mint a
hemolimfaban keringé hemocitakon, a testlireg faldra kitapadt un. szesszilis vérsejeken és a
kézponti vérképzd szervben, a lymph gland-ben lévé Gsszes vérsejt plazmamembranjanak f6
komponense.

A Hemese gén egy transzmembrdan fehérjét koédol, melynek intracellularis régidjaban
tirozin és szerin foszforilaciés motivumok talalhaték. A Hemese génnel homoldg szekvenciakat
egyéb fajokban nem taldltunk, viszont a Hemese fehérje aminosav 6sszetétele nagyon hasonlit a
vorosvértestek membranjaban Iévé glikoforinokhoz, melyek egyes baktériumok, virusok és
parazitak receptoraiként is mikodnek. A Hemese fehérje extracellularis doménje a glikoforinokhoz
hasonldan erésen O-glikozilalt és a plazmamembran kozelében tartalmaz egy, a human glikoforin
C-hez hasonld szekvenciat, mely a vordsvértest sejtvaz és plazmamembran kozotti kapcsolatot
biztositd Band 4.1 fehérje kotéséért felel6s. Tovabbi hasonlésag a két molekula kozott, hogy
transzmemran régidjaban mindkét fehérje tartalmaz egy SDS rezisztens dimerizaciés motivumot
és ez a dimerizacids képesség a Hemese molekula Western blotting analizise soran is j6l nyomon
kovethet6 volt.

A Hemese szerepének vizsgalata soran anti-foszfotirozin ellenanyag felhasznaldsaval azt
taldltuk, hogy a molekula konstitutiv tirozin foszforilaciét mutat, ami jelatviteli folyamatokban valo
részvételére utal. A Hemese immunhisztokémiai analizisével kimutattuk, hogy ez a fehérje a lymph
gland-ben az egymadssal érintkez6 vérsejtek tapadasi fellletén erdsen feldusul, amibél arra
kovetkeztethetiink, hogy sejtadhézids folyamatokban is szerepet jatszhat. Vizsgalataink szerint a
Hemese géntermék RNS interferenciaval torténé csendesitése sem az allatok életképességét, sem
a vérképz6 rendszer elemeinek fejl6dését és miikodését nem befolyasolja, ezért ugy gondoljuk,
hogy a Hemese molekula valészinlleg modositd hatdssal bird ko-recptorként mikddhet a
vérsejtek kozotti kapcesolatok kialakitasaban.

1. (b) Milyen mechanizmus révén - képes a Hemese gén kifejez6dése gatolni a lamellocitak
differencialéddasat?

A vad tipust, naiv Drosophila larvdban a sejt-kozvetitette immunitas elemei a
mikroorganizmusokat bekebelezd plazmatocitak és a szoveti sériléseket kovets sebgydgyulasi
folyamatban szerepet jatszé melanizacids kaszkad kulcsenzimét a profenoloxidazt tartalmazé
kristalysejtek. Parazitoid darazsfert6zést kovetGen a larvaban a bazalis lamina sérilése és a
testidegen részecske, a parazita petéje, egy Uj tipusu vérsejt, a lamellocitak differencialédasat
valtja ki. A lamellocitdk a fagocitdlhatd mérettartomanynal nagyobb testidegen anyagokat tébb
rétegben koriilvéve tokba zarva hataroljak el a testiiregben a tobbi szévettdl.



A rovarokban a mikroorganizmusok és parazitak altal kivaltott immunvalasz, igy a
lamellocitak differencidlodasanak szabdlyozasa is szigoru szabalyozas alatt all, hiszen a tulaktivalt
immunvdélasz karos kovetkezményekkel jarhat, ezért az immunfolyamatok kordaban tartdsa
elengedhetetlen az egyed tulélése szempontjabdl. Drosophildban az immunindukcié soran
aktivalddo Toll, Imd és JAK/STAT jelatviteli Utvonalakat negativ szabalyozé elemek, pl. a szerin
protedz inhibitor serpinek tdbb szinten is kontrollaljak.

A Hemese gén szerepének vizsgalatat a géntermék kettds szali RNS interferencidval
torténd csendesitésével végeztiik. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy naiv egyedekben, azaz
immunindukcié nélkil, a Hemese fehérje hidnya sem a hemolimfa sejtes elemeinek 6sszetételét,
azaz a ,vérképet” sem a masik két vérsejt kompartmentum, a lymph gland és a szesszilis szovet
kialakuldsdt nem befolyasolja. Darazsfert6zést kovet6en azonban a Hemese fehérje
kifejez6désének gatlasa a parazita elleni sejt-kdzvetitette immunvalasz tulmdkodéséhez vezet,
ami a lamellocitdk tulszaporoddsahoz és a dardzspete koral kialakuld tok fokozott
melanizacidjahoz vezet. Ezekbdl az eredményekbdl arra kbvetkeztettlink, hogy a Hemese gén egy
eddig még nem tisztdzott molekularis mechanizmussal a Drosophila sejt-kozvetitette
immunvalaszanak féken tartasaban jatszik meghatarozo szerepet. Ezt az elképzelést tamasztja ala
az a tovabbi megfigyelésiink, hogy a Hemese csendesitett /(3)mbn-1 tumor szupresszor mutans
allatokban a tumorkézddési fenotipus er6sodést tapasztaltuk , amely a kering6 vérsejtek szamanak
novekedésében és a tumorképzédés fokozddasaban nyilvanult meg.

A cheerio gén altal kédolt Filamin-240 (L5) szintén gatolja a lamellocitak differencidlédasat.
Kérdés, hogy ez mennyiben tekintheté a lamellocitakra, vagy egyaltalan a velesziiletett
immunitasban érintett sejtekre specifikus hatdsnak, hiszen — mint a szerz6 tébb idézettel maga
is alatamasztotta — a Filamin-240 hianya mar az allatok ontogenezisének legkorabbi szakaszaban
is sulyos zavart okoz.

A Drosophila Filamin-240 izoformajat el6sz6r a shi kong (sko) és a cheerio (cher) nGstény-
steril mutacidk izoldlasa és jellemzése sordn azonositottdak. Ezek a mutdcidk a nGstények
petefészkének gydrlcsatorndiban hibas aktin szervezddést és stabilizalddast okoznak, ami
kisméret(, életképtelen peték képz8désével jar. A cheerio gén funkcidvesztéses allélja (cher?) a
Filamin-240 izoforma hidanyan keresztil akadalyozza a gytrlcsatornak megfelel6 kialakulasat és
igy néstény sterilitdshoz vezet, de ezen kivil megfigyeléseink szerint a sejt kozvetitette
immunvalaszban is szerepet jatszik, hiszen a cher homozigéta larvékban immunindukcié nélkil is
lamellocita differencidlédas zajlik. A Filamin-240 izoformat kddold teljes hosszlsagu transzgént
visszajuttatva a cher mutansba, a Filamin-240 izoforma kifejez6dését Western blotting analizissel
kimutatva igazoltuk, hogy a lamellocita tultermel6dést valdban a cheerio gén mutacidja okozza. A
Drosophila Filamin molekula szerepének vizsgalata soran korabban kimutattak, hogy a Filamin-240
izoforma a Toll jelatviteli itvonalban szerepet jatszé Tube adaptor fehérjével interakcidba lépve
jelatviteli komplexek kialakulasahoz egyfaja molekularis platformként szolgélhat.

A nimréd géncsalad kapcsan kideriilt, hogy a Hemese gén maga is egy — az 6sszes NIM doménjét
elveszitett - nimC1 paraldg lehet. Azt is igazolta, hogy a Nim fehérjék (A, B, és C) a mikrobak
felismerésében és fagocitalasaban jatszanak szerepet. Ennek fényében kiilonésen érdekes lenne



megvizsgalni, hogy a Hemese fehérje képes-e valamilyen kérokozot felismerni és megkotni. Erre
vonatkozdan sajnos nem taldltam utalast a munkaban. Torténtek-e egyaltalan ilyen vizsgalatok?

A Hemese gén a Drosophila melanogaster 2. kromoszémadjanak 34E1-2 regidjdban
elhelyezked6 Nimrod géneket is magaba foglalé Nimrdd génklaszterben taldlhatd. A Hemese gén
a nimC génekhez hasonldéan egy transzmembran molekulat kodol, viszont rovid, szerin- és
treoninban gazdag O-glikozilalt extracellularis régidja a Nimrod fehérjékre jellemzd, un. NIM
ismétl6d6 egységeket nem tartalmaz. Bar Hemese homoldgok a melanogaster csoporton kivil mas
Drosophila fajok gemomjaban nem talalhatéak, a Drosophila willistoni fajban létezik egy nimC1
paralég, a nimCla, amelynek sejten kivili régidja szintén szerin- és treoninban gazdag és csak két
NIM ismétl6dé6 egységet tartalmaz. Elképzelhetd egy modell, ami szerint a Hemese gén egy olyan
megroévidilt nimC1 paralégbdl szarmazik, amely az evolucié sordn az Osszes NIM ismétl6dé
egységét elvesztette, igy a D. willistoni nimCla egy potencidlis Hemese analégnak tekinthetd.
Munkank soran nem vizsgaltuk a D. willistoni-ban a nimCla, vagy a D. melanogasterben a Hemese
molekula baktériumok kotésében vagy fagocitdzisaban betoltott szerepét.

De meg is lehet forditani a kérdést, a NimA, B és C fehérjéknek van-e, lehet-e szerepiik a
Drosophila hemocitak differencidlédasanak szabalyozasaban?

A NimA, NimB és NimC fehérjék sejt-kozvetitette immunvalaszban bet6ltott szerepének
megismeréséhez az egyes Nimrod gének egyenkénti, valamint kombinacidkban térténd kitutése
szlikséges, amit a kozelmultban kifejlesztett és Drosophildban is széleskorien alkalmazott CRISPR-
Cas9 célzott genomszerkesztési mddszer tesz lehetévé. Egylittmikods partnereinkkel elséként a
nimC1 gén null mutaciéjat hoztuk létre és vizsgdltuk szerepét a mikroorganizmusok
fagocitdzisaban és a hemocitak sejtadhézids folyamataiban. Jelenleg folyamatban van a Nimrod
gének CRISPR-Cas9 mddszerrel torténé szisztematikus egyenkénti és kombinaciokban torténd
kittése és azok szerepének feltérképezése. Ezeknek a vizsgalatoknak az eredményeként eddig azt
allapitottuk meg, hogy a NimC1 fehérje szerepet jatszik a hemocitdk alakvaltoztatasaban azaz
kitertilésében és a vérsejtek szilard szubsztratokhoz, testidegen anyagokhoz torténd
kitapadasaban. Eredményeink szerint a NimCl egy masik, szintén NIM domént tartalmazdé
receptor, az Eater molekulaval egylittm(kodve vesz részt ennek a folyamatnak a szabalyozasaban.
Azt reméljiik, hogy ezekbdl a vizsgalatokbdl valaszt kaphatunk arra a kérdésre is, hogy a NimA,
NimB és NimC fehérjék szerepet jatszanak-e a Drosophila hemocitak differencidlodasanak
szabalyozasaban.

Azonositottak harom olyan gént (scramblase 1, multicopper oxidase 3, és raspberry), melyeknek
a szeptikus sériilést kévet6é immunvalaszban betoltott szerepe eddig ismeretlen volt. Kézilik
azonban csak a raspberry funkcidjaval foglalkoztak részletesebben. Lehet-e valamit tudni arrdl,
hogy a masik két gén, a scramblase 1 és a multicopper oxidase 3 milyen szerepet jatszhat a
Drosophila (netan az eml&sok?) kiilonbo6z6 védekez6 reakcidikban?

(Erre a kérdésre adott valaszom megegyezik Berki Timea Professzor Asszony 8b. kérdésére adott
valaszommal.)



A nyugvd allapotban lévé sejtek, igy a vérsejtek plazmamembranban elhelyezkedé
foszfolipidek aszimmetriajat is a foszfolipidek athelyezésére specializalddott flippaz enzimek
tartjak fenn. Sejtaktivacid hatdsara az un. Scramblase enzimek a foszfatidil-szerin molekuldkat a
kiils6 membranba helyezik at, ami a lipidek aszimmetridjanak megbontasaval jar. EmlGsékben a
Scramblase-1 fehérje a szoveti sériilések altal elGidézett véralvadds soran a vérlemezkék belsé
membranjaban lokalizalodo foszfatidil-szerint a sejtfelszinre juttatja, ami a véralvadasi faktorokkal
kapcsolatba lépve protrombin termelddést indukalva meginditja a véralvadasi lancreakciét.
Apoptdzis soran a fagocitozist beindité u. “eat me” szignalt szintén a Scramblase-1 fehérje
indukalja a foszfatidil-szerin kiils6é membranba torténdé athelyezésével, melyet a mikroglia és mas
professziondlis fagocita sejtek érzékelnek és megkezdik a target sejt bekebelezését. A
foszfolipidek transzlokaciojat végzd, Scramblase-1-r6l az is ismert, hogy eml6sokben az
interferonok hatasara termel&dik és meghatarozo szerepet jatszik a gazdaszervezet érG DNS- és
RNS-virus fert6zések, valamint a hepatocellularis karcinédma elleni védekezésében. A Scramblase-
1 fehérjét a hepatitis B Virus Protein X egyik interakcids partnereként is azonositottak és
megallapitottak, hogy el6segiti ennek a virusfehérjének az ubiquitinadlodasat és proteaszémak
altali lebontasat. A human genom 4 foszfolipid scramblase gént kdédol, melynek ortoldgjai
megtaldlhatok az egér, patkany, Drosophila melanogaster, a Caenorhabditis elegans és az éleszt6
genomjaban is. A Drosophila Scramblase-1, az eml8sokh6éz hasonldan, a foszfatidil-szerin
sejtfelszinre juttatasaval a szoveti sériiléseket kovetd sebgydgyulas folyamataban szerepet jatszé
jelatviteli dtvonalakat aktival.

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



